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lll.  ABREVIATURAS
ACME: Elemento movil catabdlico de la arginina.
ACS: Asociado a los cuidados sanitarios.
BAS: Aspirado bronquial.
BHI: Brain Heart Infusion (caldo cerebro corazon).
CC: Complejo clonal.
CDC: Centers for Disease Control and Prevention.
CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute.
CMI: Concentracion minima inhibitoria.
CNM: Centro Nacional de Microbiologia.
dNTPs: Desoxinucleosidos 5'-trifosfato.

EARS-NET: European Antimicrobial Resistance Surveillance Network.

ECN: Estafilococos coagulasa negativa.

ECP: Electroforesis en gel de campo pulsado.

EE.UU.: Estados Unidos.

EGM: Elementos genéticos moviles.

EMRSA: Epidemic methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
EPOC: Enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing.

HG: Hospital General.
HJIM: Hospital Joan March.
HM: Hospital de Manacor.

HSLL: Hospital Son Llatzer.
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HUSD:
HUSE:
IAM:
IS:

kb:
LB:
LCR:
LPV:
MLSg:
MLST:
MRSA:
pb:
PBP:
PCR:
REIPI:
SARM:
SASM:
SCCmec:
SF:
ST:
UCl:

UFC:

Hospital Universitari Son Dureta.
Hospital Universitari Son Espases.
Infarto agudo de miocardio.
Secuencia de insercion.
Kilobases.

Luria-Bertani.

Liquido cefalorraquideo.

Leucocidina de Panton-Valentine.

Macrdélidos, lincosamidas, estreptograminas tipo B.

Multilocus sequence typing.

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus.
Pares de bases.

Proteinas fijadoras de penicilina.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Red de Investigacion de Patologia Infecciosa.
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.
Staphylococcus aureus sensible a la meticilina.
Casete cromosomico estafilocdcico del gen mec.
Suero fisioldgico.

Secuencia tipo.

Unidad de Cuidados Intensivos.

Unidades formadoras de colonias.



RESUMEN






Resumen Pagina 17

1. RESUMEN

Introduccion

Las primeras cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(SARM) se detectaron en el Reino Unido en 1960. Posteriormente, se diseminaron por
todo el mundo. Al principio, el SARM era un patdgeno tipicamente nosocomial; pero,
progresivamente, se fue extendiendo a pacientes no ingresados, la mayoria de ellos
relacionados con el sistema sanitario, como es el caso de los residentes en geriatricos.
A partir del afio 2000, se detectaron cepas de SARM comunitario, con caracteristicas
clinicas y microbioldgicas peculiares, como la presencia de los genes codificantes de
la leucocidina de Panton-Valentine (LPV). Uno de los antimicrobianos alternativos para
tratar el SARM es la linezolida, pero también se han detectado cepas de SARM y de

otras especies estafilocécicas resistentes a este antimicrobiano.
Objetivos

Estudiar la relacién clonal de los aislados de SARM detectados en el Hospital
Universitari Son Dureta-Son Espases, hospital de referencia de las Islas Baleares,
durante cuatro periodos: 1999-2000, 2002-2004, 2008 y 2012-2013.

Comparar la relacion clonal de los aislados de SARM del hospital de referencia

con los de otros hospitales de Mallorca. Determinar la frecuencia de LPV.

Estudiar la prevalencia de la colonizacién por SARM en exudados nasales y de
Ulcera de los residentes en el mayor centro geriatrico de Mallorca. Determinar los

factores de riesgo de esta colonizacion y evaluar su evolucién temporal.

Estudiar la epidemiologia molecular y el mecanismo de resistencia a la
linezolida en cepas de SARM, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus hominis,

resistentes a este antimicrobiano detectadas en dos hospitales de Mallorca.
Metodologia

Se documentaron todos los pacientes con SARM detectado en muestras
clinicas en los cuatro periodos de estudio. La relacion clonal se determiné mediante
electroforesis en campo pulsado y multilocus sequence typing. Se realizaron diversos
ensayos de PCR para la deteccion de los genes de LPV, tipificacién del casete
cromosomico estafilococico mec (SCCmec) y subtipificacion del SCCmec tipo IV.
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En el estudio de prevalencia de SARM en geriatricos, se recogieron muestras
de exudado nasal y de ulcera durante los meses de octubre y noviembre de 2005.
Para determinar los factores de riesgo de colonizacion, se cumplimenté un formulario
estandarizado con los datos clinicos de cada participante. Se realizd el seguimiento
clinico y de la colonizacién a los 8, 12 y 18 meses, tanto en los pacientes colonizados

por SARM (casos), como en un grupo de residentes no colonizados (controles).

En los aislados de SARM, S. epidermidis y S. hominis resistentes a la
linezolida, se realizaron diversos ensayos de PCR y de transferencia del plasmido. Se
procedié a la caracterizaciéon del pldsmido de multirresistencia (pERGB) tras la

clonacion de los distintos fragmentos en pUCP24.
Resultados y conclusiones

La situacion epidemioldgica de SARM en nuestro hospital se caracterizo por la
presencia endémica de 3 clones mayoritarios en 1999-2004 (ST125-Vc, ST228-1 y
ST22-IVh). Los clones ST125-IVc y ST228- predominaban también en muchos
hospitales espafioles, mientras que el ST22-IVh (EMRSA-15), prevalente en el Reino
Unido, era practicamente inexistente en el territorio peninsular espafol. Estos tres
clones fueron también los predominantes en otros hospitales de Mallorca. En 2008, un

7% de las cepas de SARM del hospital de referencia fueron productoras de LPV.

La prevalencia de SARM en exudados nasales de los residentes en geriatricos
fue del 8%, relativamente baja y generalmente transitoria. Los factores de riesgo
asociados con la colonizacion fueron el ingreso hospitalario previo, la enfermedad
vascular, la diabetes, la presencia de Ulceras de decubito y el tratamiento antibiético
previo. La gran mayoria de residentes colonizados no desarrollaron una infeccién
subsiguiente por SARM. Se detect6 la presencia de dos clones distintos, también
encontrados en el hospital de referencia.

Por primera vez, se describe un plasmido de multirresistencia conjugativo
portador de los genes cfr, ant(4)-la, tet(L) y dfrK en S. aureus y S. epidermidis que
determina la resistencia a la linezolida y a otros antibiéticos. Todas las cepas de S.
hominis resistentes a la linezolida pertenecian al mismo clon y presentaban la
mutacion G2576T en el gen ARNr 23S.
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RESUM

Introduccié

Les primeres soques de Staphylococcus aureus resistents a la meticil-lina
(SARM) es detectaren al Regne Unit I'any 1960. Posteriorment, es disseminaren per
tot el moén. Al comencament, el SARM era un patogen tipicament nosocomial; pero,
progressivament, es va estendre a malalts no ingressats, la majoria d’ells relacionats
amb el sistema sanitari, com ara els residents a geriatrics. A partir de I'any 2000, es
detectaren soques de SARM comunitari, amb caracteristiques cliniques i
microbiologiques peculiars, com la preséncia de gens codificants de la leucocidina de
Panton-Valentine (LPV). Un dels antimicrobians alternatius per tractar el SARM és la
linezolida, encara que també s’han detectat soques, tant de SARM com d'altres

especies estafilococciques, resistents a aguest antimicrobia.
Objectius

Estudiar la relacié clonal dels aillats de SARM detectats a I'Hospital Universitari
Son Dureta-Son Espases, hospital de referéncia de les llles Balears, durant quatre
periodes: 1999-2000, 2002-2004, 2008 i 2012-2013.

Comparar la relacio clonal dels aillats de SARM de I'hospital de referéncia amb

els d’altres hospitals de Mallorca. Determinar la freqtiéncia de LPV.

Estudiar la prevalenca de la colonitzaci6 per SARM en exsudats nasals i
d’Ulcera dels residents al centre geriatric més gran de Mallorca. Determinar els factors

de risc d'aquesta colonitzacio i avaluar-ne I'evoluci6 temporal.

Estudiar I'epidemiologia molecular i el mecanisme de resisténcia a la linezolida
en soques de SARM, Staphylococcus epidermidis i Staphylococcus hominis, resistents
a aquest antimicrobia detectades a dos hospitals de Mallorca.

Metodologia

Es documentaren tots els malalts amb SARM detectat en mostres cliniques
durant els quatre periodes d'estudi. La relacid clonal es determina mitjangant
electroforesi en camp polsant i multilocus sequence typing. Es dugueren a terme
diferents assajos de PCR per a la deteccié dels gens de LPV, tipificacié del casset
cromosomic estafilococcic mec (SCCmec) i subtipificacié de I'SCCmec tipus IV.

A l'estudi de prevalenca de SARM en geriatrics, es recolliren mostres

d’exsudats nasals i d'Ulcera durant els mesos d’'octubre i novembre de 2005. Per
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determinar els factors de risc de colonitzacio, s’emplena un formulari estandarditzat
amb les dades cliniques de cada participant. Es va fer el seguiment clinic i de la
colonitzaci6 als 8, 12 i 18 mesos, tant en els malalts colonitzats per SARM (casos),

com en un grup de residents no colonitzats (controls).

En els aillats de SARM, S. epidermidis i S. hominis resistents a la linezolida,
s'efectuaren diversos assajos de PCR i de transferéncia del plasmidi. Es procedi a la
caracteritzacio del plasmidi de multiresisténcia (pERGB) després de la clonacié dels

diferents fragments en pUCP24.
Resultats i conclusions

La situacio epidemiologica de SARM al nostre hospital es caracteritza per la
preséncia endémica de 3 clons majoritaris en 1999-2004 (ST125-IVc, ST228-1 1 ST22-
IVh). Els clons ST125-IVc i ST228-I predominaven també en molts hospitals espanyols
mentre que el ST22-IVh (EMRSA-15), prevalent al Regne Unit, era practicament
inexistent en el territori peninsular espanyol. Aquests tres clons van ser els més
frequents en els altres hospitals de Mallorca. L’any 2008, un 7% de les soques de

SARM de I'hospital de referéncia foren productores de LPV.

La prevalengca de SARM en exsudats nasals dels residents geriatrics fou del
8%, relativament baixa i generalment transitoria. Els factors de risc associats amb la
colonitzaci6 foren l'ingrés hospitalari previ, la malaltia vascular, la diabetis, la preséncia
d’llceres de decubit i el tractament antibiotic previ. La gran majoria dels residents
colonitzats no desenvoluparen una infeccié subsegiient per SARM. Es detecta la
preséncia de dos clons diferents, trobats també a I'hospital de referéncia.

Per primera vegada, es descriu un plasmidi de multiresisténcia conjugatiu
portador dels gens cfr, ant(4)-la, tet(L) i dfrK en S. aureus i S. epidermidis que
determina la resistencia a la linezolida i a altres antimicrobians. Totes les soques de S.
hominis resistents a la linezolida pertanyien al mateix clon i presentaven la mutacio
G2576T al gen ARNr 23S.
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ABSTRACT
Introduction

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains were first detected
in the United Kingdom in the sixties of the past century, and then spread all over the
world. At the beginning, MRSA behaved as a typical nosocomial pathogen but
progressively was detected outside the hospital, mostly in health-care associated
infected patients. Since year 2000, community-acquired MRSA strains showing a
particular clinical and microbiological profile emerged; most of these strains typically
contain two genes encoding the Panton-Valentine leucocidin toxin (PVL). Linezolid is a
useful alternative for treating patients with MRSA and other staphylococcal infections

but resistance to this antimicrobial has recently arisen.
Objectives

To study the clonal relatedness of MRSA isolates detected at the Hospital
Universitari Son Dureta-Son Espases, the reference hospital of the Balearic Islands,
along four periods: 1999-2000, 2002-2004, 2008, and 2012-2013; to compare the
clonal relatedness of these MRSA isolates with those from other Majorcan hospitals; to

determine the frequency of PVL gene detection in the MRSA strains.

To study the prevalence of MRSA colonization (nasal and ulcer swabs) in the
residents admitted at the major geriatric center of Majorca. To determine the risk

factors for colonization, and to evaluate its evolution in over time.

To study the molecular epidemiology and the mechanisms of resistance in
linezolid-resistant MRSA, Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus hominis
strains detected at two Majorcan hospitals.

Methodology

All MRSA strains isolated from clinical samples during the four study periods
were studied. Clonal relatedness was determined by pulsed-field gel electrophoresis
and multilocus sequence typing. Several PCR assays were carried out for detection of
PVL genes, typing of staphylococcal chromosomal cassette mec (SCCmec), and

subtyping of SCCmec type IV isolates.

Regarding the prevalence of MRSA carriage in geriatric patients, nasal and
ulcer swabs were collected from the study participants in October-November 2005. In

order to determine the risk factors for MRSA colonization, a standardized questionnaire
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with clinical data from each resident was completed. Two cohorts of residents (MRSA
carriers and non-carriers) were followed up to 18 months, with nasal cultures

performed every six months.

PCR detection of several genes and plasmid transfer assays were done in
MRSA, S. epidermidis and S. hominis linezolid-resistant isolates to decipher the
determinants of this resistance. The multidrug resistance plasmid (pERGB) was

characterized after cloning different gene fragments in pUCP24.
Results and conclusions

The epidemiologic profile of MRSA strains from our hospital was characterized
for the endemic presence of 3 major clones during 1999-2004 (ST125-IVc, ST228-I
and ST22-1Vh). The ST125-IVc and ST228-I clones were also predominant in many
Spanish hospitals at that time, whereas the ST22-IVh (EMRSA-15), the most prevalent
in British hospitals, was almost nonexistent in centers of the Iberian Peninsula in that
period. These three clones were also predominant in the others Majorcan hospitals. In

2008, 7% of MRSA isolates from the reference hospital were PVL-producers.

MRSA carriage in participants living in the geriatric facility was 8%, relatively
lower in comparison with other studies, and generally intermittent. Previous hospital
admission, vascular disease, diabetes mellitus, presence of decubitus ulcers and
previous antibiotic treatment were the risk factors for MRSA colonization. Most of the
residents carrying MRSA at any time did not develop subsequent MRSA infections.
MRSA isolates belonged to two different clones, both found also in the reference
hospital.

A multidrug resistance conjugative plasmid was described for the first time
carriyng cfr, ant(4)-la, tet(L) and dfrK genes driving resistance to linezolid and other
antimicrobials in S. aureus and S. epidermidis strains. All the linezolid-resistant S.
hominis strains belonged to the same clone and presented the G2576T mutation at the
23S rRNA gene.
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2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades de Staphylococcus aureus

2.1.1 Taxonomia

Staphylococcus aureus pertenece al género Staphylococcus, dentro de familia
Staphylococcaceae, que incluye ademas otros cuatro géneros menos conocidos:
Jeotgalicoccus, Macrococcus, Nosocomiicoccus y Salinicoccus. ElI género Gemella,
que formaba parte de esta familia, se ha reclasificado en la familia Bacillales XI.
Incertae Sedis (Becker, 2011; Euzéby, 2015).

Hasta hace algunos afios, el género Staphylococcus estuvo agrupado junto con
el género Micrococcus dentro de la familia Micrococcaceae (Schleifer, 1986). Sin
embargo, posteriormente se describieron diferencias sustanciales entre ambos
géneros, como en el contenido de guanina-citosina (G + C), que es del 30-39% en los
estafilococos y del 63-73% en los micrococos, en la estructura de la pared celular (los
estafilococos poseen acidos teicoicos unidos al peptidoglucano, mientras que los
micrococos no) y en la diferente composicion de citocromos y menaquinona de su
cadena respiratoria. Por ello, actualmente estan separados en dos familias diferentes:
Staphylococcaceae y Micrococcaceae. La familia Staphylococcaceae, junto con las
familias Bacillaceae, Listeriaceae y otras familias mas infrecuentes estan incluidas en

el orden Bacillales dentro de la clase Bacilli (Becker, 2011; Euzéby, 2015).

El género Staphylococcus agrupa en abril de 2015 a 51 especies distintas (en

la pagina web http://www.bacterio.net/s/staphylococcus.html se muestra una lista

actualizada con los nombres de las especies bacterianas publicadas). A su vez, S.
aureus esta dividido en dos subespecies, Staphylococcus aureus subsp. aureus y

Staphylococcus aureus subsp. anaerobius (Euzéby, 2015).

2.1.2 Caracteristicas microbioldgicas

Las especies del género Staphylococcus son cocos grampositivos de 0,5 a 1,5
um de diametro, que suelen agruparse formando racimos irregulares debido a la
tendencia a dividirse en mas de un plano. Menos frecuentemente, aparecen solos, en

parejas, tétradas, o cadenas cortas (Becker, 2011). El término Staphylococcus
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(derivado del griego staphylé, que significa “racimo de uvas”) proviene del cirujano
escocés Sir Alexander Ogston quien, en 1881, observé microscOpicamente unas
bacterias que estaban agrupadas en forma de racimo en el pus de un absceso
cutaneo humano (Ogston, 1883). En 1884, Rosenbach fue capaz de cultivar los
estafilococos, describiendo dos tipos de colonias que denominé Staphylococcus
pyogenes aureus (amarillas) y Staphylococcus albus (blancas) (Rosenbach, 1884).

Los estafilococos son microorganismos inméviles, no formadores de esporas,
habitualmente anaerobios facultativos, con la excepcion de las especies
Staphylococcus saccharolyticus y S. aureus subsp. anaerobius, las cuales Unicamente
crecen en condiciones anaerobias. La gran mayoria de las especies de estafilococos
son catalasa positiva, con las excepciones de S. saccharolyticus, S. aureus subsp.
anaerobius y, muy esporadicamente, algunos aislados de S. aureus subsp. aureus
(Hidalgo-Garcia, 2011). La inmensa mayoria de las especies de estafilococos son
oxidasa negativa, a excepcion de Staphylococcus fleurettii, Staphylococcus lentus,

Staphylococcus sciuri y Staphylococcus vitulinus (Becker, 2011).

Las colonias de S. aureus son habitualmente grandes (entre 1 y 3 mm de
didmetro), lisas, cremosas, opacas y convexas. En medios de agar sangre, suelen

producir un halo de B-hemdlisis (figura 1).

Figura 1. Crecimiento en una placa de agar sangre de S. aureus.

La denominacion de “aureus” (que en latin significa “dorado”) se debe a que la
mayoria de las colonias suelen ser pigmentadas, de un color amarillo dorado, debido a

la presencia de carotenoides durante el crecimiento que protegen al microorganismo
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frente a los oxidantes producidos por el sistema inmune (Liu, 2005). Staphylococcus
aureus es capaz de crecer a altas concentraciones de cloruro sédico (hasta el 15%) y
en un intervalo amplio de temperatura (entre 15 y 45°C). Casi todas las cepas de S.
aureus producen las enzimas coagulasa, el factor de afinidad por el fibrinbgeno (o
clumping factor) y la nucleasa termoestable (DNasa), y son fermentadoras del manitol,

lo que permiten diferenciarlos del resto de especies de estafilococos (Becker, 2011).

2.1.3 Habitat natural

Staphylococcus aureus es un microorganismo ubicuo, con predileccién por la
piel, glandulas cutaneas y membranas mucosas de mamiferos (Becker, 2011). En el
ser humano, S. aureus coloniza la piel y las mucosas de distintas localizaciones del
cuerpo humano. El lugar mas frecuente de colonizacién de S. aureus se encuentra en
la parte anterior de las fosas nasales, seguidas del area perineal-ingles, de la
orofaringe y de las axilas (Mermel, 2011). Esta bacteria puede aislarse, ademas, en
otros sitios como en la piel, especialmente de las manos, y en la vagina (Wertheim,
2005).

Cuando se ha analizado de forma longitudinal el estado de portador nasal en
personas sanas, se han descrito tres patrones distintos de colonizacién nasal:
portadores persistentes (20%, rango 10-35%, en los que se detecta la misma cepa de
S. aureus a lo largo del tiempo), portadores intermitentes (30%, rango 20-75%) y no
portadores (50%, rango 5-50%) (Williams, 1963; Wertheim, 2005). Esta amplia
variacion en la tasa de portadores nasales de S. aureus informada en los diferentes
estudios se debe a mdltiples factores, como la poblacién estudiada, el modo de
recogida de la muestra, las técnicas microbioldgicas empleadas, el numero de

muestras recogidas y la duracién del seguimiento (VandenBergh, 1999).

La distincion entre portadores persistentes e intermitentes es importante, ya
gue los portadores persistentes tienen una mayor carga bacteriana de S. aureus
(Nouwen, 2004; Stone, 2008; Verhoeven, 2012), un mayor numero de cultivos
positivos de diferentes muestras anatdmicas, una mayor dispersion de S. aureus al
medio (lo que incrementa el riesgo de transmision cruzada) (Verhoeven, 2014) y un
mayor riesgo de desarrollar infeccidén por esta bacteria (Nouwen, 2006). No obstante,
los criterios para establecer el estado de portador (el nUmero de cultivos positivos o
negativos necesarios y el intervalo entre ellos) son muy heterogéneos en los distintos

estudios y no estan estandarizados. La caracterizacién de portador nasal persistente
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requiere habitualmente la recogida de, al menos, cinco exudados nasales separados
por un intervalo de una semana (Verhoeven, 2014). Una Unica determinacion
transversal del estado de portador no puede distinguir si un portador es intermitente o
persistente, aunque puede ser adecuada en la practica clinica para la prevencién de la

infeccion por S. aureus (Wertheim, 2005).

En un estudio realizado en voluntarios sanos que recibieron una inoculacion
intranasal artificial de S. aureus, se observd que los portadores transitorios y los no
portadores tenian una cinética similar en la eliminacion de S. aureus tras la
administracion de mupirocina, a diferencia de los portadores persistentes. Ademas, el
titulo de anticuerpos antiestafilocécicos en suero era inferior en los portadores
transitorios y no portadores que en los portadores persistentes. Asimismo, los
portadores transitorios tenian una menor cantidad de unidades formadoras de colonias
(UFC) de S. aureus en las fosas nasales que los portadores persistentes. Por ello, se
ha propuesto la existencia de dos Unicos tipos de portadores nasales de S. aureus: los

portadores persistentes y el resto (van Belkum, 2009).

La prevalencia de portadores nasales de S. aureus en la poblacién general de
Estados Unidos (EE.UU.) descendi6 ligeramente del 32,3% en el periodo 2001-2002 al
28,7% en 2003-2004 (Gorwitz, 2008). Algunos estudios posteriores han mostrado que
desde 2005 a 2012 ha continuado la disminucién de la tasa de portadores nasales de
S. aureus, probablemente debido a una mejor higiene individual y a una mayor calidad
de vida (Verhoeven, 2014).

En Europa, en un estudio en el que participaron nueve paises, realizado en
mas de 32.000 personas, con una edad igual o superior a los 4 afios, que acudieron a
un centro de salud, sin patologia infecciosa, entre noviembre de 2010 y agosto 2011,
la prevalencia de portadores nasales de S. aureus oscilaba entre el 29,8% de Suecia y
el 14,1% de Hungria, con una media del 21,6%. Se recuperd S. aureus resistente a la
meticilina (SARM) en el 1,3% de los exudados nasales con crecimiento de S. aureus,
con una prevalencia que oscilaba entre el 0,0% de Suecia y el 2,1% de Bélgica.
Respecto a Espafia, en 3.990 personas del area urbana de Barcelona, la prevalencia
de S. aureus nasal en dicho estudio fue del 19,3%; mientras que, la prevalencia de
portadores nasales de SARM fue del 1,3% en relacion al total de S. aureus nasales y
del 0,3% en la poblacién general estudiada (den Heijer, 2013).

En otro estudio realizado en 278 voluntarios sanos de La Rioja durante 2009
sin factores de riesgo ni contacto con animales, la tasa de portadores nasales de S.

aureus fue del 19,1%, de los cuales uno (0,4%) fue portador de SARM (Lozano,
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2011b), porcentajes casi idénticos al trabajo anterior. Curiosamente, en otro estudio
del mismo grupo, 28 de 67 (41,8%) muestras nasales recogidas entre 2009-2011 en
duefios sanos de perros de La Rioja fueron positivas para S. aureus, de los que un
aislado (1,5%) fue SARM (Gomez-Sanz, 2013).

Los grupos con un mayor riesgo de colonizacion por S. aureus son los
pacientes con enfermedades cutdneas crénicas, diabéticos, pacientes en hemodidlisis
o dialisis peritoneal, usuarios de drogas parenterales, pacientes con enfermedad
hepatica terminal, pacientes con infeccion por el VIH y personal sanitario (Kluytmans,
1997; Wertheim, 2005). También, como se ha mencionado antes, los cuidadores de

animales (Gomez-Sanz, 2013).

La colonizacion nasal por S. aureus puede verse como un resultado de fuerzas
de atraccion y de repulsion (Wertheim, 2005). Se han descrito varios estadios para que
una persona se convierta en un portador nasal de S. aureus: 1) colonizacion inicial de
S. aureus en las manos, 2) llegada de los estafilococos a la nariz, principalmente a
través de practicas poco higiénicas como “hurgarse la nariz” (Wertheim, 2006), 3)
adherencia de S. aureus a las células epiteliales queratinizadas de la nariz (en los
portadores persistentes) o a la mucosa (en portadores transitorios), 4) escape a la

accion del sistema inmune, y 5) replicacion en las fosas nasales (Wertheim, 2005).

Respecto a la asociacion entre la colonizacién nasal por S. aureus con la
infeccién por el mismo microorganismo, ya en 1931 Danbolt observé la relacién entre
ser portador nasal de S. aureus con el desarrollo de forunculosis (Solberg, 1965). En
multiples estudios posteriores realizados en pacientes con infecciones por S. aureus,
tanto contraidas en la comunidad como nosocomiales, se ha constatado que la
mayoria de los pacientes infectados por S. aureus estaban también colonizados en las
fosas nasales por este microorganismo. Ademas, el clon de S. aureus causante de la
infeccién suele ser el mismo que el de la colonizacion nasal (Corbella, 1997; von Eiff,
2001). El riesgo de desarrollar una infeccién estafilocécica en portadores nasales es
mayor en ciertas poblaciones, como en pacientes quirdrgicos, pacientes en
hemodialisis o didlisis peritoneal, pacientes con cirrosis hepatica y en pacientes con
infeccion por el VIH (Kluytmans, 1997).

Debido a que S. aureus se encuentra en la piel y en la nasofaringe, la
diseminacion de este microorganismo es frecuente, siendo uno de los principales
factores responsables de las infecciones contraidas en el hospital, especialmente en el
caso de las cepas de SARM. Se han descrito tres mecanismos principales de

transmisién de S. aureus en el ambiente sanitario: a través de las manos
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contaminadas del personal sanitario (lo mas frecuente), mediante el contacto directo
con un paciente colonizado o infectado, o a través de objetos contaminados (ropa,
sabanas, etc.). Los estafilococos son sensibles a las temperaturas elevadas, asi como
a los desinfectantes y antisépticos; sin embargo, pueden sobrevivir en las superficies

secas hasta una semana (Kluytmans, 1997).

2.1.4 Importancia clinica

Staphylococcus aureus es uno de los patégenos humanos mas importantes,
responsable de una amplia variedad de procesos infecciosos, tanto nosocomiales
como adquiridos en la comunidad, algunos de los cuales con una mortalidad elevada.
La infeccion suele comenzar con la colonizacion previa de S. aureus, principalmente
en las fosas nasales. Una vez rota la barrera natural de la piel, las bacterias pueden
diseminarse hacia sitios méas profundos, bien por contigidad o bien por via

hematdgena.

Las infecciones estafilocécicas suelen dividirse en tres grupos principales:
lesiones superficiales (principalmente las infecciones de piel y partes blandas, como
abscesos o forunculos), las infecciones invasivas y las enfermedades causadas por
toxinas. En presencia de un cuerpo extrafio (como una astilla, catéter, anastomosis,
valvula o protesis articular), se requiere una menor cantidad de estafilococos para
producir enfermedad. Igualmente, los pacientes con alteraciones congénitas asociadas
a defectos de la quimiotaxis, como el sindrome de Wiskott-Aldrich o la enfermedad
granulomatosa cronica, son mas susceptibles a las infecciones estafilococicas (Que,
2012).

Segun los datos del estudio EPINE (Estudio de Prevalencia de las Infecciones
Nosocomiales en los hospitales Espafoles) del afio 2013, S. aureus constituye el
segundo microorganismo responsable de las infecciones comunitarias, por detras de
Escherichia coli, mientras que, respecto a las infecciones nosocomiales, es el tercer
microorganismo en frecuencia, por debajo de E. coli y Pseudomonas aeruginosa
(EPINE-EPPS, 2013).

Staphylococcus aureus es el principal causante de infecciones de piel y de
partes blandas (Moet, 2007). Las infecciones cutaneas se clasifican segun la
estructura anatémica involucrada: impétigo (epidermis), foliculitis (dermis superficial),
forinculos, antrax o carbunco, hidrosadenitis supurada, mastitis (dermis profunda),

erisipela, celulitis y fascitis (tejido celular subcutaneo). Asimismo, este microorganismo
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constituye la causa mas frecuente de osteomielitis (Prieto-Pérez, 2014) y de artritis

séptica (Gomez Rodriguez, 2001).

En cuanto a las bacteriemias, S. aureus constituye la segunda causa en
nuestro medio de bacteriemia comunitaria, tras E. coli (EPINE, 2011). En la
bacteriemia nosocomial, suele ocupar el tercer lugar respecto a los microorganismos
mas frecuentemente aislados, tras Staphylococcus epidermidis y E. coli (Rodriguez-
Bafio, 2010; EPINE, 2011). Si la bacteriemia es adquirida en el hospital, habitualmente
proviene de un catéter vascular contaminado; mientras que si el origen es comunitario,
el foco inicial suele estar en la piel o en el aparato respiratorio. La bacteriemia puede
derivar en una infeccibn metastasica, como artritis, osteomielitis y endocarditis, esta

Gltima con una elevada mortalidad.

Staphylococcus aureus es el responsable del 13-19% de las neumonias
nosocomiales en nuestro medio (EPINE, 2011; Giannella, 2012) siendo, junto con P.
aeruginosa, los dos principales patdgenos responsables de las neumonias asociadas
a ventilacion mecanica (Alvarez-Lerma, 2007). La neumonia suele ser resultado de la
aspiracién de secreciones orales, pero también de la diseminacién hematégena a

partir de un foco alejado. Se puede complicar con empiema pleural.

Las enfermedades causadas por toxinas difieren de las anteriores en que estan
causadas por la produccién extracelular de una toxina que actlia como superantigeno,
con una alta capacidad de estimular las células inmunes. Las tres principales
enfermedades relacionadas con la produccién de toxinas de S. aureus son la
intoxicacion alimentaria estafilocécica, el sindrome de la piel escaldada estafilocAcica y

el sindrome del shock téxico estafilococico.

2.2 Genomade S. aureus

2.2.1 Caracteristicas y componentes del genoma de S. aureus

Los primeros genomas de S. aureus en secuenciarse en su totalidad se
obtuvieron en el afilo 2001 (Kuroda, 2001). En los dltimos afios hay un numero
creciente de secuencias completas de esta especie depositadas en GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) y muchas mas cepas han sido parcialmente

secuenciadas (Stefani, 2012).
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El genoma de S. aureus se compone de un cromosoma unico circular de unos
2,8 millones de pares de bases (pb). El contenido de guanina mas citosina (G + C) es
aproximadamente del 33% (Becker, 2011). ElI cromosoma codifica unas 2.700
secuencias codificantes de proteinas, ademés de ARNs estructurales y reguladores.
Aproximadamente, un 38% de las secuencias codificantes de proteinas no tienen
funcion asignada, mientras que otro 10% tiene una adscripcién provisional (Holden,
2008).

En la figura 2 se muestra esquematizado el genoma de una cepa de S. aureus.
El genoma bacteriano de S. aureus se compone de los genes core, los genes core

variables y elementos genéticos moéviles (EGM) (Lindsay, 2006).
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Figura 2. Esquema del genoma de una cepa de SARM. Se
indican con un color distinto los genes core, core variables y
los EGMs. El circulo externo representa los genes situados
en la cadena codificante en sentido directo (forward),
mientras que el circulo interno representa la cadena
complementaria (reverse) (Lindsay, 2006).

Los genes core en S. aureus se encuentran en todas las cepas, representan el
75% de su genoma y estan altamente conservados (>97%). EI genoma core contiene
todos los genes vitales para la supervivencia celular, como los que estan involucrados
en el metabolismo bacteriano (los denominados genes housekeeping), la sintesis del
ADN y ARN vy la replicacion (Lindsay, 2008; Stefani, 2012).

El segundo componente del genoma esta formado por los genes core
variables, de los que se han descrito mas de 700 genes distintos. Se encuentran

distribuidos de forma variable a lo largo del genoma y representan el 10-12% del
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mismo. Entre los genes core variables con funcién conocida, la mayoria codifican

proteinas de superficie o estructurales que interactian con el huésped (Lindsay, 2006).

Las variaciones sutiles en la secuencia de algunos de estos genes core y core
variables (producidas por mutaciones puntuales o, menos frecuentemente, por
recombinacion), se emplean para realizar el tipado molecular de los aislados de S.
aureus mediante el multilocus sequence typing (MLST). El MLST consiste en realizar
la secuenciacion de un fragmento de siete genes core/core variables. Posteriormente,
tras introducir las siete secuencias en una pagina web, se obtiene la secuencia tipo
(ST) de la cepa (Enright, 2000). EI MLST también sirve para establecer la relacion
genética de los diferentes aislados de S. aureus. Los aislados que comparten, al
menos, cinco de los siete alelos secuenciados se agrupan formando un mismo
complejo clonal (CC) (Enright, 2002). La terminologia actual para definir una linea

genética se basa en los CC obtenidos en el MLST (Stefani, 2012).

Por altimo, el tercer componente del genoma de S. aureus son los EGMs, que
constituyen un 10-20% de su genoma. Los EGMs son fragmentos de ADN que pueden
replicarse por si mismos, o bien, tienen mecanismos especificos para insertarse en
cromosomas o plasmidos que se replican. Muchos de ellos codifican genes de
virulencia o de resistencia antibidtica (Lindsay, 2008; Malachowa, 2010). El principal
sistema de transferencia de los EGMs en S. aureus es mediante transduccion, seguida
de la conjugacion, siendo la transformacion mucho menos frecuente (Lindsay, 2014).
La mayoria de EGMs sélo pueden transferirse a su propia linea genética 0 a un
namero restringido de lineas (Stefani, 2012; Lindsay, 2014). Staphylococcus aureus
contiene numerosos tipos de EGMs, entre ellos plasmidos, transposones, secuencias
de insercién (IS), bacteri6fagos, islas de patogenicidad y casetes cromosémicos. En

los siguientes apartados se describen brevemente los principales EGMs de S. aureus.

2.2.2 Plasmidos

Los plasmidos son fragmentos circulares de ADN bacteriano que se replican
independientemente del cromosoma. Se clasifican en tres grupos. Clase I: plasmidos
pequefos (3-5 kb), multicopia (15-50 por célula), que habitualmente codifican un Unico
determinante de resistencia antibiética. Clase IlI: plasmidos de tamafio intermedio (15-
30 kb), con pocas copias (4-6 por célula). Clase lll: plasmidos grandes (40-60 kb),
codifican multiples determinantes de resistencia antibidtica y se transfieren mediante

conjugacion (Malachowa, 2010).
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Aproximadamente, la mitad de las cepas secuenciadas de S. aureus no tienen
plasmidos libres, mientras que otras cepas tienen hasta tres plasmidos. Muchos de los
plasmidos secuenciados son Unicos, lo que sugiere una amplia variedad de plasmidos

en esta especie (Lindsay, 2008).

Algunos plasmidos se transfieren de una bacteria donante a otra receptora por
conjugacion, mediante la produccion de pili que comunican ambas bacterias; mientras
que otros plasmidos se transfieren por transduccion, a través de un bacteridfago
(virus) que infecta otras bacterias. Una vez que los plasmidos entran en la bacteria
huésped, pueden quedar libres, o integrarse en el cromosoma bacteriano, o bien
integrarse en otros elementos genéticos transferibles, como en un plasmido

conjugativo de mayor tamafio (Berg, 1998).

La mayoria de los pldsmidos llevan genes de resistencia antibiotica, lo que
proporciona a la bacteria hospedadora ventajas bajo condiciones de presion
antibidtica. Se han descrito resistencias antibiéticas codificadas mediante plasmidos
para muchos antibiéticos y desinfectantes, como a penicilina, tetraciclina, eritromicina,
aminoglucésidos, trimetoprima, acido fusidico, vancomicina, cloranfenicol, mupirocina,
metales pesados y a compuestos clorados de amonio cuaternario. Algunos plasmidos
de gran tamafio suponen una carga para la bacteria, con lo que presumiblemente se

pierden cuando la presion antibiética desaparece (Lindsay, 2008).

2.2.3 Transposones

Los transposones son fragmentos de ADN, de tamafio moderado, que codifican
Su propia transposasa. Las transposasas son enzimas que posibilitan la replicacion del
ADN del transpos6n y su integracién en otro fragmento de ADN. La transferencia
horizontal de transposones en S. aureus ocurre mediante conjugacion o transduccion,
habitualmente a otro EGM (Lindsay, 2008).

Muchos transposones de S. aureus codifican genes de resistencia antibiotica.
Los transposones mas pequefios suelen detectarse en multiples copias insertadas en
el genoma (Malachowa, 2010). En este grupo se encuentra el transposon Tn554, que
codifica la resistencia a macrdlidos, lincosamidas, estreptogramina B (MLSg) y a la
espectinomicina (Bastos, 1998). Por el contrario, los transpones mas grandes (>18 kb)
estan presentes en una Unica copia y codifican resistencia antibidtica, como a la

tetraciclina (de Vries, 2009) o a la trimetoprima (Kadlec, 2009a).
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2.2.4 Secuencias deinserciéon

Las secuencias de insercion (IS) son transposones que Unicamente codifican la
transposasa. La distribucion de las IS se correlaciona con la linea genética, con lo que

se transferirian muy infrecuentemente entre cepas de S. aureus de diferentes lineas.

La insercion de las IS en el genoma puede causar cambios en la expresion de
algunos genes, bien sea inactivandolos, o por el contrario, activandolos mediante
promotores llevados en las IS. Por tanto, las IS pueden afectar la transcripcion y
traduccién de importantes proteinas. Las IS frecuentemente se encuentran en parejas,
situadas cada una en un extremo de un fragmento de ADN no relacionado,

constituyendo un transposén compuesto (Lindsay, 2008; Malachowa, 2010).

2.2.5 Bacteriéfagos

Los bacteri6fagos (fagos) o virus bacterianos se clasifican en tres grupos:
liticos, templados y crénicos. Los fagos liticos lisan completamente a la bacteria
durante la liberacién de la progenie, mientras que los fagos crénicos se liberan de la
bacteria al medio extracelular sin matarla. Los fagos templados forman el grupo mas
numeroso y, aunque tienen la capacidad de lisar a la bacteria durante la infeccion,
habitualmente se integran en el genoma estafilocécico en forma de profago. La
distribucion de los profagos varia considerablemente entre las diferentes lineas

genéticas, lo que indicaria barreras de restriccion (Malachowa, 2010).

Muchos bacteriéfagos juegan un importante papel en la patogenicidad al
expresar algun factor de virulencia transportado por el profago. Entre ellos se
encuentran la leucocidina de Panton-Valentine (LPV, codificada por el operén luk-PV),
la estafiloquinasa (codificada por el gen sak), la enterotoxina A (codificada por el gen
sea) y la toxina exfoliativa A (codificada por el gen eta) (Lindsay, 2008).

2.2.6 Casete cromosémico estafilococico

Los casetes cromosomicos estafilococicos (SCC) son fragmentos
relativamente grandes de ADN (3-60 kb) que siempre se insertan en el gen orfX del

cromosoma estafilocécico (Ito, 1999). Codifican los genes ccr (recombinasa del casete
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cromosdémico) que catalizan la escision e integracion del casete en el cromosoma
(Katayama, 2000).

Los SCC pueden codificar determinantes de resistencia antibidtica o factores
de virulencia. Se clasifican en dos grupos: los que contienen el gen mecA (o el gen
mecC) y codifican la resistencia a la meticilina (SCCmec), y los que no contienen el
gen mecA ni el gen mecC (no SCCmec) (Malachowa, 2010). Los diferentes tipos de

SCCmec se explicardn mas adelante, en el apartado de resistencia a la meticilina.

2.3 Factores de virulencia de S. aureus

En la patogenia intervienen algunos componentes de la pared celular, las
enzimas y las toxinas producidas por algunas cepas de S. aureus. En la tabla 1 de la

pagina siguiente se muestran algunos de los factores de virulencia de esta especie.

2.3.1 Componentes de la pared celular

En la figura 3 se muestra esquematizados los principales componentes de la

pared celular de las bacterias grampositivas.
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Figura 3. Estructura de la pared celular de S. aureus (Que, 2012).
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Tabla 1. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus.

Factores de virulencia

Efectos biol6gicos

Componentes estructurales

Biopelicula Adherencia a los cuerpos extrafios;
inhibicién de la fagocitosis

Céapsula Inhibicion de la fagocitosis

Proteina A Inhibicion de la eliminacion mediada
por anticuerpos al unirse a los
receptores Fc de las IgG

Cna Union al colageno

FnBPA y FnBPB Union a la fibronectina

CIfA'y CIfB Union al fibrindbgeno

Acido teicoico

Adherencia al epitelio nasal

Acido lipoteicoico

Proteccion frente a los péptidos
cationicos producidos por plaguetas

Peptidoglucano

Estabilidad osmética; estimulacion de
la produccion de pirégeno enddégeno;
gquimiotaxis de los leucocitos;
inhibicion de la fagocitosis

Enzimas

Coagulasa Conversion del fibrinégeno en fibrina
estimulando la coagulacion

Catalasa Conversioén del peréxido de hidrégeno

toxico en agua y oxigeno

SspA (serina proteasa)

SspB ¢ estafopaina B (cisteina
proteasa)

SspC (inhibidor cisteina
proteinasa)

ScpA 6 estafopaina A (cisteina
proteasa)

ScpB (inhibidor cisteina
proteasa)

Aureolisina (metaloproteasa)

Degradacion o activacion de
proteinas estafilocécicas externas
Degradacion de inmunoglobulinas y
péptidos antimicrobianos
Degradacion de tejidos

Lipasa (butiril esterasa)

Hidrdlisis de los lipidos

Nucleasa

Hidrdlisis del ADN

Hialuronidasa

Hidrolisis del &cido hialurénico en el
tejido conectivo, facilitando la
diseminacion de S. aureus en tejido

Toxinas

Citotoxinas

Toxicas para muchas células
(leucocitos, eritrocitos, plaquetas)

Toxinas exfoliativas

Proteasas de serina que rompen los
puentes intercelulares de la epidermis

Enterotoxinas

Estimulan la liberacion de mediadores
de la inflamacién por los mastocitos,
lo que aumenta el peristaltismo
intestinal y la pérdida de liquidos

Toxina 1 del sindrome del shock
toxico

Estimula la proliferacién de linfocitos
T y la liberacion de citocinas,
produciendo shock toxico

(Fuentes: Que, 2012; Murray, 2013).
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Biopelicula

Una biopelicula (biofilm) se puede definir como una comunidad de células
(bacterias) unidas a un sustrato, en la interfase, o bien unidas entre si, que estan
recubiertas de una matriz polimérica extracelular, y que exhiben un fenotipo alterado
en relaciéon a su crecimiento, expresion de los genes y produccion de proteinas. Las
bacterias que quedan atrapadas en las biopeliculas estan en fase latente, con lo que
son fenotipicamente tolerantes a la accion de los antibiéticos. Staphylococcus aureus
forma con bastante frecuencia biopeliculas sobre la superficie de tejidos y dispositivos
médicos (Archer, 2011).

Céapsula

Todos los aislados de S. aureus producen una capsula polisacérida que inhibe
la fagocitosis de los leucocitos polimorfonucleares. El analisis de la expresion del
polisacérido capsular ha mostrado que si bien algunas cepas de S. aureus no
expresan el polisacarido capsular in vitro, esta expresion si se detecta in vivo (Nissen,
2015). Clasicamente se han definido 11 serotipos capsulares en dicha especie
(Sompolinsky, 1985), pero posteriormente se ha observado que todas las cepas
clinicas de S. aureus se agrupan en dos Unicos serotipos capsulares: el polisacarido

capsular tipo 5 (CP5) y el polisacéarido capsular tipo 8 (CP8) (Murphy, 2011).

Adhesinas de superficie

Staphylococcus aureus posee varias adhesinas de superficie que confieren
adherencia a diversas proteinas de la matriz de los mamiferos. Se agrupan bajo las
siglas en inglés MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules, componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas
de adherencia a la matriz). La mayoria de las adhesinas se encuentran unidas al
peptidoglucano de la pared celular de forma covalente. Las principales adhesinas son:
la proteina A (Spa), la proteina de unién al coladgeno (Cna), la proteina de union a la
fibronectina A (FNBPA), la proteina de union a la fibronectina B (FnBPB), y los factores
de aglutinacion A (CIfA, clumping factor) y B (CIfB).
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La proteina A es una proteina de la pared celular de S. aureus, que se une al
dominio Fc de las inmunoglobulinas de clase IgG, a las plaguetas y al factor von
Willebrand. La unién de la proteina A al dominio Fc de las IgG dificulta la opsonizacion
y fagocitosis mediada por las inmunoglobulinas, mientras que la union de la proteina A
con las plaquetas activa la agregacion plaquetaria (O'Brien, 2002). Por otra parte, se
ha observado que el receptor TNFR1 (receptor del factor de necrosis tumoral alfa 1),
que se encuentra ampliamente distribuido a lo largo del epitelio respiratorio, es
también un receptor de la proteina A, por lo que esta proteina jugaria un papel

importante en la patogenia de la neumonia estafilocécica (Gomez, 2004).

Acidos teicoicos

Son polimeros de polirribitol-fosfato que estan unidos al peptidoglucano
mediante enlaces cruzados con residuos de acido N-acetiimuramico. Estan implicados

en la adherencia de S. aureus al epitelio nasal (Weidenmaier, 2004).

Acidos lipoteicoicos

Son polimeros de poliglicerol-fosfato que estan unidos a la membrana
citoplasmatica en un residuo de diacilglicerol. Protegen a los microorganismos frente al

ataque de los péptidos antimicrobianos catiénicos producidos por las plaquetas.

Peptidoglucano

Es un constituyente tanto de las bacterias grampositivas como de las
gramnegativas, si bien las bacterias gramnegativas poseen un peptidoglucano
bastante mas delgado (1-2 capas) que las grampositivas (=10 capas).

El peptidoglucano es una malla rigida formada por cadenas de unidades
disacéaridas repetidas compuestas de N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico,
unidas mediante un enlace glucosidico p-1,4. EI componente N-acetiimuramato esta
unido a una raiz pentapéptido altamente conservada (L-alanina-D-isoglutamina-L-
lisina-D-alanina-D-alanina).

Las cadenas de disacéarido-péptido presentan enlaces cruzados con puentes
peptidicos entre la amina libre de la L-lisina de la posicion 3 y la D-alanina situada en
la posicion 4 de la cadena adyacente. En S. aureus, estos puentes interpeptidicos

estan formados por cinco residuos de L-glicina (Plata, 2009; Que, 2012) (figura 4).
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Figura 4. Esquema de la biosintesis del peptidoglucano (Plata, 2009).

El peptidoglucano es el principal soporte de anclaje de las MSCRAMM, y

ademas, desencadena la liberacion de citocinas y la respuesta inflamatoria. La sintesis

del peptidoglucano se desarrolla en varias fases. El paso final de la biosintesis

consiste en la incorporacion al peptidoglucano de las unidades disacarido-péptido

recién sintetizadas. Este proceso tiene lugar en la parte externa de la membrana

citoplasmatica. Esta regulado por las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs, penicillin-

binding proteins), que catalizan las reacciones de transglucosilacion y transpeptidacion

(figura 4). Staphylococcus aureus posee cuatro tipos de proteinas fijadoras de
penicilina: PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4 (Plata, 2009).

2.3.2 Enzimas

Coagulasa

La coagulasa se une con la protrombina formandose la estafilotrombina, que es

responsable a su vez de la conversién del fibrinégeno en fibrina insoluble, produciendo

la coagulacion del suero. Su papel en la patogenia de las infecciones estafilocécicas

no estéa claro (Fournier, 2008).

Catalasa
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Todos los estafilococos producen catalasa, que cataliza la conversion del
peroxido de hidrogeno téxico en agua y oxigeno. El peroxido de hidrégeno se acumula

durante el metabolismo bacteriano o después de la fagocitosis.

Proteasas

Staphylococcus aureus puede secretar varias proteasas extracelulares: la SspA
(serina proteasa), SspB o estafopaina B (cisteina proteasa), SspC (inhibidor cisteina
proteinasa), ScpA o estafopaina A (cisteina proteasa), ScpB (inhibidor cisteina
proteasa) y Aur (aureuolisina, una metaloproteasa). Todas ellas pueden contribuir a la
virulencia. El papel de las proteasas en la virulencia estafilocécica es complejo,
algunas de ellas se han relacionado con la degradacion de inmunoglobulinas y de

tejidos del huésped.

Otras enzimas

Staphylococcus aureus produce otras enzimas como la lipasa (butiril esterasa),
la nucleasa y la hialuronidasa. Las dos primeras hidrolizan respectivamente los lipidos
y el ADN, proporcionando nutrientes a la bacteria. La hialuronidasa hidroliza el &cido
hialuronico (mucopolisacarido que se encuentra en la matriz acelular del tejido

conectivo), facilitando la diseminacion de los estafilococos en los tejidos.

2.3.3 Toxinas

Citotoxinas

Staphylococcus aureus produce cinco toxinas citoliticas que dafan la
membrana: a-hemolisina o toxina a (Hla), B-hemolisina (HIb), &-hemolisina (HId), y-
hemolisina (Hlag) y leucocidina de Panton-Valentine (LPV). Estas enzimas pueden
inducir la lisis de los eritrocitos y de otras células como leucocitos polimorfonucleares,
monocitos o plaquetas. La lisis de los neutréfilos da lugar a la liberacion de las

enzimas lisosomales que posteriormente dafian los tejidos circundantes (Que, 2012).

Toxinas exfoliativas
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Se asocian al sindrome de la piel escaldada estafilocdcica. Se han identificado
dos toxinas exfoliativas (ETA y ETB) que rompen los desmosomas del estrato

granuloso de la epidermis.

Enterotoxinas

Las enterotoxinas causan intoxicaciones alimentarias. Se han caracterizado
més de 20 enterotoxinas estafilococicas distintas (SEA a SEIV), de las que la
enterotoxina A es la més frecuente. La toxinfeccién alimentaria estafilocécica es el
resultado de la ingesta de enterotoxinas estafilocécicas preformadas en algun
alimento, produciendo un cuadro de gastroenteritis con vomitos y diarrea de inicio

temprano.

Toxina 1 del sindrome del shock toxico estafilococico (TSST-1)

La TSST-1 es un superantigeno que estimula la liberacion de citosinas y
provoca extravasacion de células endoteliales. Los aislados de S. aureus productores
de esta toxina pueden colonizar los tampones (shock téxico menstrual), las heridas
quirargicas (shock toxico quirdrgico), el pulmén (shock téxico asociado a gripe), la piel
y mucosas (sindrome descamativo recalcitrante), los diafragmas anticonceptivos y los

catéteres de dialisis peritoneal.

2.4 Resistencia antibi6tica de S. aureus

Staphylococcus aureus ha desarrollado resistencia a todas las clases de
antibiéticos disponibles en la clinica. En la tabla 2 de la pagina siguiente se han
resumido los principales mecanismos de resistencia en S. aureus junto con los genes

responsables.
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Tabla 2. Principales mecanismos de resistencia antibiotica en S. aureus.

cromosémicas en
diversos genes

Antimicrobiano | Genes de Mecanismo de resistencia
resistencia

B-lactdmicos blaz Produccion de 3-lactamasa
mecA, mecC Produccion de PBP2a

Glucopéptidos vanA Sintesis de peptidoglucano modificado
Mutaciones Engrosamiento de la pared celular

Oxazolidinonas

Mutaciones en el gen
ARNr 23S

Mutaciones en las
proteinas ribosémicas
L3, L4

Alteracién del centro peptidil transferasa
del ribosoma

Alteracion del centro peptidil transferasa
del ribosoma

cfr Metilacion del ARNr 23S
Macrdélidos, erm(A), erm(B), Metilacion del ARNr 23S
lincosamidas erm(C), erm(T)
msr(A) Bombas de expulsion activa
Inu(A) Produccion de una enzima inactivante
de lincosamidas
Quinolonas gyrA/ gyrB Mutaciones en los genes de la ADN-
grlA girasa y de la topoisomerasa IV
norA Bombas de expulsion activas
Aminoglucosidos | aac(6 )-le aph(2) Produccion de enzimas modificantes de
ant(4 )-la aminoglucésidos
aph(3)-llla
ant(6)-la

Tetraciclinas

tet(K), tet(L)

tet(M), tet(O)

Bombas de expulsion activas

Proteinas de proteccién ribosbmica

dfrS1, drfD, dfrG, dfrK

Sulfamidas SulA Hiperproduccién de acido p-
aminobenzdico
Trimetoprima dfrA Alteraciones de la dihidrofolato

reductasa (DHFR)

Adquisicion de variantes de la DHFR

Rifampicina rpoB Produccion de una ARN polimerasa
alterada
Mupirocina ileS Produccién de isoleucil-ARNTt sintetasa
alterada
MUupA Produccién de isoleucil-ARNTt sintetasa
completamente diferente
Acido fusidico fusA, rplF Alteraciones del factor de elongacion G
fusB, fusC Disminucion de la permeabilidad de la

membrana
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2.4.1 Resistencia ala penicilina

Mecanismo de accion de los B-lactdmicos

Los B-lactamicos son analogos estructurales de la D-alanil-D-alanina (figura 5),
componente de la cadena lateral del péptido del peptidoglucano y sustrato natural de
las PBPs. Los B-lactamicos se unen covalentemente a las PBPs de la pared celular,
provocando su inactivacion. Sin PBPs funcionales, se interrumpe la sintesis del

peptidoglucano, produciéndose la muerte de la bacteria (Yao, 2011).

Ve N / D-Ala-D-Ala

Jl\N/ / /C—RZ B-lactam

Figura 5. Estructuras de D-alanil-D-alanina y de un B-lactamico (Plata, 2009).

Mecanismo de resistencia a la penicilina

La resistencia a la penicilina en estafilococos se debe a la produccion de [-
lactamasa (penicilinasa), enzima que hidroliza la penicilina convirtiéndola en &cido
peniciloico (inactivo). La B-lactamasa estda codificada por el gen blaZ, que
habitualmente se encuentra en un pldsmido o en un transposoén, en los que puede
haber genes de resistencia a otros grupos antibioticos.

La gran mayoria de los aislados de S. aureus (80-90%) son productores de -
lactamasa (Jones, 2009b). Estas cepas son resistentes a la penicilina y a las
aminopenicilinas (ampicilina, amoxicilina), pero son sensibles a las combinaciones de
penicilina con inhibidores de la B-lactamasa (como la amoxicilina-acido clavulanico) y

también son sensibles a las penicilinas isoxazélicas (meticilina, cloxacilina, oxacilina).

Regulacion de la expresién del gen blaZ

La B-lactamasa es una enzima principalmente extracelular, que se sintetiza

cuando los estafilococos se exponen a los B-lactdmicos. La expresion del gen blaz
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estd bajo el control de dos genes regulatorios adyacentes localizados en un operén, el

gen antirrepresor blaR1 y el gen represor blal, que producen respectivamente las

proteinas BlaR1 y Blal. En la figura 6 se muestra de forma esquematica la regulacion

de la induccion de B-lactamasa tras la administracion de penicilina. Este mecanismo se

resume a continuaciéon (Lowy, 2003; Pinho, 2008):

b)

d)

e)

f)
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Figura 6. Esquema de la induccion de la sintesis de B-
lactamasa (Lowy, 2003).

En ausencia de un B-lactamico, la proteina represora Blal se encuentra unida, en
forma de dimero, en la region operadora situada entre los genes blaZ (codificante
de la B-lactamasa) y el operén blaR1-blal. La unién de la proteina Blal a la regién
operadora reprime la transcripciéon a ARN tanto del gen blaZ como del operén
blaR1-blal. La B-lactamasa se expresa a bajos niveles.

Tras la administracion de penicilina, ésta se une al dominio sensor (extracelular) de
la proteina de transmembrana BlaR1.

Esta unién provoca la activacion autocatalitica del dominio intracelular de BlaR1
(una metaloproteasa de cinc), escindiéndose.

La proteina BlaR1 escindida lisa a la proteina Blal que esta unida a la regién
operadora, inactivandola.

La regién operadora queda libre, sin la proteina represora Blal. Ello permite la
transcripcion de los genes blaz, blaR1 y blal, por lo que se produce una gran
cantidad de (B-lactamasa.

La B-lactamasa es exportada al medio extracelular, donde puede hidrolizar a los -

lactamicos sensibles, inactivandolos.
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2.4.2 Resistencia ala meticilina

Mecanismo de accién de la meticilina

La meticilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, flucloxacilina (floxacilina) y
nafcilina pertenecen al grupo de las penicilinas semisintéticas resistentes a las B-
lactamasas. Poseen un grupo isoxazolil unido al grupo carbonilo de la cadena lateral

del ndcleo de penicilina, por lo que se le conocen como penicilinas isoxazolicas.

Estos compuestos se unen al dominio transpeptidasa (TP) de la PBP2 natural
de los estafilococos, impidiendo la actividad transglucosidasa (TG) de la PBP2, por lo
gue inhiben la sintesis del peptidoglucano (Yao, 2011). En la parte izquierda de la

figura 7 se muestra esquematizado este mecanismo de accion.

(a)

MSSA MRSA

Figura 7. Modelo del mecanismo de accién de la meticilina
(representada mediante un cuadrado negro) en SASM y SARM
(Alm, 2014).

Mecanismo de resistencia a la meticilina

La resistencia a la meticilina y a las demas penicilinas isoxazoélicas esta
mediada por la presencia del gen mecA (o mecC), de 2,1 kb, localizado en el
cromosoma. Los genes mecA y mecC codifican una proteina fijadora de penicilina
nueva, llamada PBP2a (Chambers, 1985) o PBP-2’ (Song, 1987), de 78 kDa, con muy
baja afinidad por los [B-lactamicos. Las proteinas PBP2a se hacen cargo del
ensamblaje de la pared celular en presencia de concentraciones antibidticas que

inactivan las cuatro PBPs nativas.
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No obstante, a pesar de que la produccion de PBP2a confiere resistencia
intrinseca a todos los [B-lactamicos actualmente comercializados en Espafia (afio
2015), la PBP2a requiere de diversos precursores de la pared celular producidos por

numerosos genes accesorios (de Lencastre, 1994).

Otro elemento de fragilidad de la PBP2a es el hecho que solamente dispone de
un dominio TP, careciendo del dominio TG. Por tanto, para el ensamblaje adecuado
del peptidoglucano, el dominio TP de la PBP2a se tiene que dimerizar (mediante
cargas electrostaticas) con el dominio TG de las PBP2 estafilococicas normales
(Pinho, 2008; Alm, 2014). Este mecanismo se encuentra esquematizado en la parte

derecha de la figura 7.

En los ultimos afios se han desarrollado algunos compuestos nuevos de B-
lactAmicos pertenecientes a las clases de las cefalosporinas (ceftarolina, ceftopibrole)
y las carbapenemas que, ademas de bloquear las PBP normales estafilocdcicas,

también son capaces de bloquear la PBP2a de las cepas de SARM (Guignard, 2005).

En 2011, se describi6 un nuevo gen homdélogo al gen mecA en aislados de
SARM procedentes del Reino Unido, Dinamarca e Irlanda (Garcia-Alvarez, 2011;
Shore, 2011). Esta nueva variante del mecA tenia un 70% de homologia con el gen
mecA, por lo que fue inicialmente denominada mecA gas: (Garcia-Alvarez, 2011) y
posteriormente, tras una reunion de consenso, gen mecC (lto, 2012). ElI gen mecC
codifica una PBP con un 63% de homologia en la secuencia de amino&cidos con la
PBP2a (Garcia—AIvarez, 2011). Este gen mecC, ademas de en humanos, se ha
recuperado también en diferentes especies animales como rumiantes, jabalies, gamos

y roedores (Porrero, 2014).

Los genes mecA y mecC forman parte del casete cromosdmico estafilococico

mec (SCCmec), que se explica mas adelante.

Regulacion de la expresion del gen mecA

La expresion del gen mecA esté regulada por los genes mecR1 (codificante la
proteina transductora MecR1) y mecl (codificante la proteina represora Mecl), que
forman parte de un operon (Garcia-Castellanos, 2004). La expresion del gen mecA
también puede estar regulada por las proteinas Blal y BlaRIl, que controlan la

expresion de la B-lactamasa.
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El proceso de regulacion del gen mecA se muestra esquematizado en la figura

8 y se resume a continuacién (Garcia-Castellanos, 2004).

b)

d)

e)
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Figura 8. Modelo propuesto de la regulacién del gen mecA
(Garcia-Castellanos, 2004).

En ausencia de un -lactamico, las proteinas represoras Mecl y Blal estan unidas
en forma de dimero a las dos regiones operadoras situadas entre los genes mecA
y mecR1 y entre los genes blaZ y blaR1. Esta union reprime la transcripcion a ARN
de todos estos genes, por lo que el gen mecA se encuentra fuertemente reprimido.
Cada uno de los dos monémeros de la proteina Mecl se compone de un dominio
N-terminal que se une al ADN cromosémico (DBD: DNA-binding domain) y de un
dominio C-terminal de dimerizacion (DD: dimerization domain) (parte superior
izquierda de la figura 8).

Tras la administraciéon de un B-lactamico (esquematizado en la figura 8 con un
ovoide de color verde, “BLA"), éste se une al dominio sensor extracelular (“PBP-
domain” de la figura 8, de color marrén) de la proteina de transmembrana MecRL1.

Esta union desencadena la activacion autocatalitica del dominio intracelular de
MecR1 (*“MEP-domain”, de color amarillo en la figura 8), con actividad
metaloproteasa.

El MecR1 activo, escindido, lisa el enlace de dimerizacion de la proteina Mecl, que
se encuentra unida al gen mecA (corta las “proteinas azules” de la figura 8).

Ello permite la desrepresion tanto del gen mecA como la del operé6n mecl-mecR1,
con la consiguiente produccién de PBP2a.
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La proteina BlaR1 induce la transcripcion de los genes blaZ/mecA en minutos,
mientras que MecR1 induce la transcripcién del gen mecA en horas, por lo que la
regulacion del gen mecA a través de las proteinas BlaR1-Blal podria ser la preferida
(Pinho, 2008).

Estructura del casete cromosomico estafilococico mec

Los genes mecA y mecC se encuentran localizados dentro de una region
cromosomica de mayor tamafio denominada casete cromosomico estafilococico mec
(SCCmec). El SCCmec es un fragmento de ADN exdgeno mévil que esté integrado en
el cromosoma de algunas cepas de estafilococos (Ito, 1999; Tsubakishita, 2010). En el
caso de las cepas de S. aureus, el SCCmec siempre se integra en un Unico sitio del
cromosoma denominado attBscc (bacterial chromosomal attachment site), situado en
el extremo 3’ del gen orfX. El gen orfX esta presente en todas las cepas de S. aureus.
Se denomina asi debido a que codifica un marco de lectura abierta (ORF) de funcién
desconocida (Ito, 1999), si bien en los ultimos afios se ha publicado que orfX codifica
una metiltransferasa del ARNr 23S (Shore, 2011). El attBscc contiene una secuencia
de 15 pb a ambos lados de la unién SCCmec-cromosoma denominada secuencia del
sitio de integracion (ISS, integration site sequence), necesaria para la recombinacion

mediada por las ccr (recombinasas del casete cromosomico) (Ito, 2001).

Todos los diversos SCCmec se dividen en tres componentes: el complejo del
gen mec, el complejo del gen ccr y las tres regiones J (inicialmente la abreviatura “J”
se referia a junkyard region, basura; posteriormente, se propuso cambiarla por joining
region, union) (Ito, 2001; International Working Group on the Classification of
Staphylococcal Cassette Chromosome Elements [IWG-SCC], 2009).

La composicion de la gran mayoria de los SCCmec identificados hasta la fecha
es: (orfX)-J3-mec-J2-ccr-J1. Las excepciones son los SCCmec tipo VIl y SCCmec tipo
IX, cuyo esquema para ambos seria: (orfX)-J3-ccr-J2-mec-J1 (Turlej, 2011).

Complejo del gen mec. Se compone de la secuencia de insercion 1S431, del
gen mecA 'y de sus dos genes reguladores mecR1 y mecl, que pueden estar intactos o
acortados. La 1S431 codifica una transposasa, responsable de la incorporacion de
determinantes de resistencia para antisépticos y para algunos antibiéticos al
cromosoma y a plasmidos. En el complejo mec puede haber otras IS asociadas. Se
han descrito en S. aureus, hasta abril del 2015, cuatro clases del complejo mec (tabla
3y figuras 9-12) (Katayama, 2001; IWG-SCC, 2009; http://www.sccmec.org).
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Tabla 3. Complejos del gen mec descritos en estafilococos.

Complejo | Estructura Comentario Tipos de

gen mec SCCmec

Clase A 1IS431-mecA-mecR1-mecl I, 1, VIl

Clase B IS431-mecA-AmecR1-1S1272 I, 1V, VI

Clase C1 | 1S431-mecA-AmecR1-1S431 | LasdosIS431enla | VI, X
misma direccion

Clase C2 | 1S431-mecA-AmecR1-1S431 | Las dos 1S431 en V, IX
direccion opuesta

Clase E blaZ-mecC-mecR1-mecl Xl

(Fuente: http://www.sccmec.org).
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Figura 9. Estructura genética de las clases A-C del

complejo del gen mec (Tsubakishita, 2010).

Complejo del gen ccr. Se compone de uno o dos genes ccr rodeados por

ORFs (marcos de lectura abierta), algunos de funcién desconocida. El gen ccr codifica

la recombinasa del casete cromosdémico. Interviene en la escision e integracion del

SCCmec en el cromosoma de S. aureus, por lo que es responsable de su movilidad.

Se han identificado en estafilococos tres genes ccr distintos, los genes ccrA,

ccrB y ccrC. El gen ccrA se clasifica en 4 alotipos distintos (Al, A2, A3, A4) y el ccrB

en 5 alotipos distintos (B1, B2, B3, B4, B6). En base a la combinacion de un alotipo de

ccrA y otro alotipo de ccrB se han designado para S. aureus seis tipos distintos del

complejo ccr: tipol, tipo 2, tipo 3, tipo 4, tipo 7 y tipo 8. Todas las variantes del ccrC se

han asignado a un Gnico alotipo, el tipo 5 (tabla 4) (http://www.sccmec.orq).
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Tabla 4. Complejos del gen ccr descritos en
estafilococos.

Tipos de complejos Genes Tipos de SCCmec
del gen ccr ccr

1 A1B1 I, IX

2 A2B2 I, v

3 A3B3 1

4 A4B4 VI, VI

5 C1 V, Vil

7 A1B6 X

8 A1B3 Xl

(Fuente: http://www.sccmec.orq).

Regiones J. El resto del casete SCCmec se compone de las regiones J1, J2 'y
J3, localizadas entre y alrededor de los complejos mec y ccr. Pueden servir de anclaje

para plasmidos y transposones que transportan otros genes de resistencia.

Tipos de SCCmec actualmente descritos

En S. aureus, se han detectado siete tipos del complejo ccr (1-5, 7, 8) y cinco
clases del complejo mec (A, B, C1, C2, E). Diferentes combinaciones de ambos

complejos generan los once tipos de SCCmec descritos (tabla 5 y figuras 10-12).

Tabla 5. Tipos actuales de SCCmec descritos.

Tipo Complejo ccr | Complejo mec Afo primer
SCCmec? (tipo) (clase) aislamiento
I 1 (A1B1) B 1960
Il 2 (A2B2) A 1982
I 3 (A3 B3) A 1985
\Y, 2 (A2B2) B 1982
\Y 5 (C1) Cc2 1999
VI 4 (A4B4) B 1996
Vil 5 (C1) C1 2002
VI 4 (A4B4) A 2003
IX 1 (A1B1) Cc2 2006
X 7 (Al1B6) C1 2006
Xl 8 (Al1B3) E 2007

(Fuentes: Turlej, 2011; http://www.sccmec.orq)
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Figura 10. Estructura de SCCmec de los tipos | al VIII (Malachowa, 2010).
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En 2009, con la necesidad de definir unas reglas de consenso para unificar la
nomenclatura de los elementos SCCmec, se cred un organismo denominado

International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette
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Chromosome Elements (IWG-SCC). La nhomenclatura actualizada de los diversos tipos

de SCCmec figura en su pagina web (http://www.sccmec.orq).

Algunos de los diferentes tipos de SCCmec han sido posteriormente
clasificados en diversos subtipos, en base a polimorfismos o variaciones en la region
J1. La nomenclatura en subtipos se emplea fundamentalmente para el SCCmec tipo
IV, expresando los diferentes subtipos con letras minUsculas a la derecha del nimero
romano que indica el tipo del casete (por ejemplo, IVa, IVc, IVh...) (Milheirico, 2007a;
IWG-SCC, 2009).

Origen del SCCmec

El origen del SCCmec contindia siendo desconaocido, aunque probablemente se
haya adquirido a partir de otras especies de estafilococos diferentes a S. aureus.
Inicialmente se propuso que el gen mecA de S. aureus provenia de algun aislado de
Staphylococcus sciuri, debido a que los genes mecA de ambas especies compartian
un 79,5% de homologia en su secuencia de ADN y un 87,8% en la de los aminoacidos
(Wu, 1996). Sin embargo, S. sciuri no posee los dos genes reguladores mecR1 ni
Mecl. Posteriormente, se detectaron los genes mecA, mecR1 y Mecl, aunque sin estar
asociados a un SCCmec, en una especie filogenéticamente relacionada con S. sciuri
denominada Staphylococcus fleurettii, que es comensal en animales (Tsubakishita,
2010).

Existen multiples evidencias que apoyan la hipétesis de la transferencia de
SCCmec desde estafilococos coagulasa negativos (ECN) a S. aureus (Plata, 2009).
Asi por ejemplo, se ha publicado en un neonato la transferencia in vivo del gen mecA
desde un aislado de S. epidermidis resistente a la meticilina a un aislado de S. aureus
sensible a la meticilina, formandose un aislado de SARM genéticamente indistinguible
del sensible (Wielders, 2001).

Asimismo, la 1S1272, que es un componente del complejo mec de clase B, se
encuentra intacta y en multiples copias en el genoma de Staphylococcus haemolyticus,
mientras que tipicamente esta truncada en S. aureus y S. epidermidis. Esto sugeriria
gue S. haemolyticus seria el principal huésped de la 1S1272 y que, posteriormente,
diversas cepas de S. aureus y S. epidermidis la habrian adquirido, por transferencia
horizontal, a partir de S. haemolyticus (Kobayashi, 1999). Por ultimo, el SCCmec tipo
IV era comun en los aislados de S. epidermidis durante la década de los 70, mientras

gue el primer aislado de SARM con SCCmec tipo IV data de 1982, lo que apoya la
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hipotesis de que S. epidermidis pudiera ser un potencial reservorio del SCCmec
(Wisplinghoff, 2003; Turlej, 2011).

Por otra parte, se han descrito en aislados de S. aureus y de ECN sensibles a
la meticilina varios casetes “SCC no-mec”, provistos de una recombinasa funcional
(Holden, 2004). Asi, algun aislado de estafilococo sensible a la meticilina provisto de
un casete SCC no-mec podria haber adquirido el complejo del gen mec de un aislado
de S. fleurettii, tras haber estado sometido a una presion antibiética. Asimismo, puesto
gue S. fleurettii es una especie saprofita en animales, la formacién del SCCmec podria
haber ocurrido inicialmente en animales y, a partir de ellos, pasar a los aislados de S.

aureus humanos (Tsubakishita, 2010).

2.4.3 Resistenciaalos glucopéptidos

Los glucopéptidos (vancomicina y teicoplanina) inhiben la sintesis del
peptidoglucano de la pared celular bacteriana al unirse con D-alanil-D-alanina del
precursor pentapéptido, alterando el crecimiento de la bacteria, aunque sin causar la

muerte rapida, a diferencia de lo que ocurre con los B-lactamicos (Yao, 2011).
Se han descrito dos mecanismos de resistencia:

a) Resistencia intermedia a los glucopéptidos (GISA).

Desde 1996, se han detectado aislados clinicos de S. aureus que presentan
una resistencia moderada a los glucopéptidos, con una concentracion minima
inhibitoria (CMI) a la vancomicina comprendida entre 4 y 16 pg/mL) (Hiramatsu,
1997b), denominados con la abreviatura VISA (vancomycin-intermediate S. aureus), o

preferentemente, GISA (glycopeptide-intermediate S. aureus). Estas cepas GISA no

han adquirido genes externos de resistencia, sino que han ido acumulando una serie
de mutaciones puntuales durante un proceso adaptativo gradual que han producido
cambios en la biosintesis del peptidoglucano (Pinho, 2008). Se han descrito multiples
genes implicados en este tipo de resistencia (Renzoni, 2011), como por ejemplo el gen
pbp2 (productor de la proteina fijadora de penicilina 2), el gen pbp4 (productor de la
proteina fijadora de penicilina 4), el gen regulador vraSR (vancomycin-resistance
associated sensor and response regulator), el gen tcaA que codifica una proteina
transmembrana, etc. La gran mayoria de las cepas GISA presentan un engrosamiento

de la pared celular que podria ser consecuencia tanto de un incremento en la sintesis
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del peptidoglucano como de un descenso del recambio de la pared celular (Pinho,
2008; Renzoni, 2011).

Por otra parte, se ha detectado la existencia de cepas de S. aureus que

presentan una resistencia heterogénea a la vancomicina (presencia de células

resistentes en una mayoria de poblacion sensibles, pero que, al ser resistentes,
podrian seleccionarse durante el tratamiento antibiético) (Cercenado, 2010a). Ademas,
algunos aislados de S. aureus pueden manifestar tolerancia a los glucopéptidos. La
tolerancia implica que, en presencia de un determinado antibiotico bactericida (en este
caso, los glucopéptidos), las células tolerantes dejarian de crecer y no se lisarian. El
antibiético pierde asi su actividad bactericida, aunque conserva su actividad
bacteriostatica (Morosini, 2010). En Espafia, alrededor del 6-10% de los aislados de
SARM son tolerantes a la vancomicina y un 20% son tolerantes a la teicoplanina
(Morosini, 2010; Picazo, 2011).

En los ultimos afos, se ha constatado la escasa actividad de los glucopéptidos
para el tratamiento las infecciones producidas por SARM (Morosini, 2010; Cercenado,
2010a), incluso en aislados de SARM que son completamente sensibles a la
vancomicina, segun los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
(CLSI, 2012) y del European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) (EUCAST, 2012) (punto de corte de sensibilidad: CMI <2 pg/mL, para
ambos comités). Algunos trabajos publicados describen una mayor mortalidad en
infecciones producidas por aislados de SARM con una CMI a la vancomicina de 2
ug/mL, frente a aislados de SARM que presentaban unos valores inferiores de CMI
(Soriano, 2008; van Hal, 2012). Sin embargo, no existe una buena correlacién entre
los valores de CMI obtenidos por microdilucién y por E-test®, en el sentido de que los
valores obtenidos mediante este Ultimo suelen ser superiores que los de la
microdilucion convencional (Sader, 2009; Rojas, 2012). Actualmente no hay datos
suficientes que permitan determinar qué valor de CMI medido por microdilucion se
asocia a una peor evolucion clinica, ni tampoco que aconsejen la sustitucion o
complementacion de la microdilucion convencional de la vancomicina por el E-test®
(Cercenado, 2010a; Rojas, 2012). Ademas, dentro de los SARM de un determinado
hospital existe una elevada clonalidad, por lo que la mayor parte de cepas tienen la
misma CMI, siendo dificil atribuir la mortalidad a la elevada CMI y no a otros factores

comunes a un determinado clon.

b) Resistencia de alto nivel a los glucopéptidos (VRSA).
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Se produce por la transferencia mediante conjugacion del gen vanA desde una
cepa de Enterococcus faecalis resistente a la vancomicina a otra de S. aureus. Estas
cepas, denominadas VRSA (vancomycin-resistant S. aureus) desarrollan resistencia
de alto nivel a la vancomicina (con CMI 2128 pg/mL) y a la teicoplanina (Lowy, 2003).
El gen vanA esta codificado por el transposén Tn1546. Este transposon lleva un
conjunto de genes que proporcionan una via alternativa para la biosintesis de los
precursores del peptidoglucano, en concreto, sintetizan precursores D-Ala-D-Lac, en
vez de D-Ala-D-Ala, con mucha menor afinidad hacia los glucopéptidos (Pinho, 2008;
Malachowa, 2010). La primera cepa VRSA se detect6 en 2002 en Michigan, EE.UU.,
en un paciente con didlisis (Chang, 2003). Desde 2002 hasta 2010, se han
comunicado en EE.UU. un total de doce aislados de VRSA (CDC, 2010).

2.4.4 Resistencia alas oxazolidinonas

Sintesis protéica bacteriana

Las oxazolidinonas inhiben la sintesis de proteinas de la bacteria (Wilson,
2008). Para comprender mejor este mecanismo de accion, a continuacion se explica el

proceso de sintesis de proteinas bacteriana.

La sintesis protéica consiste en la traduccion del ARN mensajero (ARNm)
bacteriano a secuencias de aminoacidos especificas. Se compone de tres etapas

esquematizadas en la figura 13 (Forbes, 2007):
a) Iniciacion de la traduccion

e La subunidad 30S del ribosoma se une al codon de iniciacion de metionina (AUG)

del ARNm que se va a traducir.

e A continuacion, se asocia el ARN de transferencia (ARNt) iniciador. Este ARNt
contiene en uno de sus extremos el aminoacido formil-metionina (f-Met), mientras
que, en una de sus asas lleva el triplete de nucleotidos (anticodén) UAC, que es

complementario al codén de iniciacion AUG del ARNm.

e A este grupo de moléculas se une la subunidad 50S del ribosoma, formandose el
complejo de iniciacion. Todos estos procesos estan catalizados por factores de

iniciacion.
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Figura 13. Esquema de la sintesis de proteinas (Forbes, 2007).

b) Elongacién de la cadena polipeptidica

o EI ARNt que transporta el primer aminoacido (f-Met-ARNt) se aparea con el codon

de iniciacién AUG del ARNm, en el sitio P (“peptidilo”) del ribosoma.

7

o El siguiente aminoacil-ARNt se acopla en el sitio A (“aminoacilo” 6 “aceptor”) del
ribosoma, apareandose con el segundo codon de ARNm. El factor de elongacion

Tu (EF-Tu), una pequefia GTPasa, facilita este acoplamiento.

e El carboxilo terminal (-COOH) del primer aminoacido (f-Met), situado en el sitio P,
se une al amino terminal (-NH,) del segundo aminoacido, situado en el sitio A, a
través de un enlace peptidico. Esta reaccion es conocida como transpeptidacion y

esta catalizada por la enzima peptidil transferasa.

e El primer ARNt sin el aminoacido es liberado, saliendo del ribosoma a través del

sitio E (exit, salida).
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o El ribosoma se desplaza a lo largo del ARNm en sentido 5' > 3' avanzando tres
nucleotidos, hasta que el segundo ARNt se encuentra en el sitio P. Este proceso

estd catalizado por el factor de elongacion G (EF-G) gastando un GTP.
e Este movimiento deja vacio el sitio A, que contiene el codon de ARNm especifico.

e El correspondiente aminoacil-ARNt se acerca al centro A. El proceso comienza de

nuevo.

c) Terminacidn de la sintesis de la cadena polipeptidica

¢ Cuando el sitio A del ribosoma alcanza un codén de terminacion, que no codifica

ningun aminoacido, se libera el polipéptido.

e Se libera el dltimo ARNt El ribosoma se separa. Los ribosomas quedan

disponibles para otro proceso de traduccién (Forbes, 2007; Tortora, 2007).

Mecanismo de accién de las oxazolidinonas

La linezolida es, hasta el momento, el Unico antibiotico de la familia de las
oxazolidinonas aprobado para su uso clinico, si bien hay algunos otros compuestos de
esta familia que se encuentran en ensayos clinicos de fase 3, como la radezolida y la
tedizolida) (Shaw, 2011).

Los estudios iniciales acerca del mecanismo de accion de la linezolida sugerian
que la linezolida inhibia la formacion del complejo de iniciacion f-Met-ARNt-ribosoma-
ARNm (Swaney, 1998). Sin embargo, estudios mas recientes, utilizando sondas
radiomarcadas que presentan fotoafinidad hacia la linezolida, han mostrado que las
oxazolidinonas se unen al sitio A del centro peptidil transferasa de la subunidad 23S
del ARN ribosémico (ARNr), que forma parte de la subunidad 50S del ribosoma. La
linezolida ocuparia en el sitio A el lugar destinado al residuo aminoacilo del aminoacil-
ARNt, con lo que no podria acomodarse al sitio A. EI ARNt se disociaria entonces del
ribosoma, interrumpiéndose la sintesis protéica (Wilson, 2008, Leach, 2011; Shaw,
2011).

Mecanismos de resistencia a las oxazolidinonas
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Se han descrito tres mecanismos de resistencia a las oxazolidinonas:

a) Mutaciones en el gen ARNr 23S

Este es el mecanismo de resistencia a la linezolida mas frecuentemente
detectado en estafilococos y también en enterococos. Se produce por mutaciones en
el asa central del dominio V del gen ARNr 23S. Todas las mutaciones detectadas se
sitlan alrededor del centro peptidil transferasa, de las cuales la mas mas importante
es la mutacion G2576T (segun la numeracion empleada para E. coli) (Tsiodras, 2001;
Zhu, 2007).

La mayor parte de las bacterias tienen multiples copias (alelos) del operon de
ARNr, incluyendo S. aureus (5-6 copias) y S. epidermidis (5-6 copias). Se ha
demostrado que, a medida que aumenta el nimero de copias del gen ARNr 23S que
presentan la mutacion G2576T, se incrementa de forma gradual el valor de la CMI
para la linezolida. No obstante, la acumulacién de la mutacion G2576T en las
diferentes copias del gen ARNr 23S causa una progresiva disminucion en la fitness

biol6gica de S. aureus (Besier, 2008).

Este tipo de resistencia se asocia a tratamientos prolongados y a dosis
subterapéuticas de linezolida (Yoshida, 2009; Hill, 2010; Endimiani, 2011). Asimismo,
se ha observado que, a medida que aumenta la duraciéon del tratamiento con
linezolida, se produce un aumento gradual del nimero de alelos mutados del gen
ARNr 23S (Wilson, 2003). Una vez que una cepa contiene un alelo con la mutacion
G2576T, la reexposicion a la linezolida provoca una rapida seleccién de mutantes con
multiples alelos G2576T (Tsakris, 2007).

b) Alteraciones de proteinas ribosémicas

La resistencia a la linezolida también puede producirse por mutaciones en
genes que codifican las proteinas ribosomicas L3 y L4 de la subunidad 50S del
ribosoma (Locke, 2009). En Espafia, estas mutaciones se han detectado en aislados
de S. epidermidis de un hospital de Zaragoza, asociados a la mutacion G2576T
(Lozano, 2013a) y en aislados de S. aureus (Locke, 2010) y S. epidermidis (Baos,

2013) de un hospital de Madrid asociados al gen cfr (ver mas adelante).

La gran diversidad de mutaciones diferentes detectadas en L3, a diferencia de
L4, estd relacionada con la mayor proximidad de los residuos de aminoacidos de L3

hacia el centro peptidil transferasa del ribosoma (Shaw, 2011).
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¢) Adquisicion del gen cfr

El tercer mecanismo de resistencia a la linezolida se debe a la presencia del
gen cfr. Este gen se detectd por primera vez en 1997 en un aislado de Staphylococcus
sciuri procedente de un ternero que sufria una infeccidn respiratoria de una granja
alemana tras haber recibido tratamiento con florfenicol (Schwarz, 2000). En los afios
sucesivos, el mismo grupo detectd este gen en cepas de S. aureus, S. lentus y
Staphylococcus simulans aisladas de ganado vacuno y porcino en Alemania
(Kehrenberg, 2006). Las primeras cepas clinicas de estafilococos con cfr fueron tres
cepas de SARM aisladas en 2005 en Medellin, Colombia (Toh, 2007; Arias, 2008b),
Indiana, EE.UU. (Locke, 2014) e Irlanda (Rossney, 2007; Shore, 2010a). Las dos

primeras procedian de esputo y la Gltima de un absceso en cuero cabelludo.

El gen cfr codifica la enzima Cfr metiltransferasa que cataliza la metilacion de la
adenosina A2503 (segun numeracion de E. coli) del ARNr 23S (Kehrenberg, 2005). La
Cfr metiltransferasa pertenece a la superfamilia de enzimas con radical SAM,
denominadas asi porque requieren de S-adenosilmetionina (SAM) como cosustrato
(Wang, 2007; Witte, 2011). Asimismo, el genoma de S. aureus, como el de otras
especies bacterianas, codifica varias ARN metiltransferasas (MTasas), entre ellas la
RImN, que metila también la adenosina A2503 del ARNr 23S. Un estudio muestra que
la Cfr metiltransferasa metila la adenosina en la posicion C8 y menos en la posicion
C2, mientras que la RImN metila solamente en la posicion C2 (Grove, 2011) (figura
14). La enzima RImN cumple funciones de housekeeping, en vez de resistencia. Un
analisis filogenético de las metiltransferasas Cfr y RImN sugiere que la enzima RImN
seria la forma ancestral, mientras que la enzima Cfr derivaria de ésta mediante

duplicacion y transferencia horizontal del gen (Kaminska, 2010).
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Figura 14. Reacciones catalizadas por RImN y Cfr (Grove, 2011).
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La metilacion en la posicion C8 de A2503 confiere resistencia cruzada a los
fenicoles (cloranfenicol y florfenicol), las lincosamidas (clindamicina), las
oxazolidinonas (linezolida), las pleuromutilinas (tiamulina) y la estreptogramina A
(dalfopristina) (Kehrenberg, 2005; Long, 2006; Kaminska, 2010), ademas de a los
macrolidos con un anillo de 16 atomos de carbono (Smith, 2008a). Todas estas seis
familias de antimicrobianos se unen al centro peptidil transferasa del ribosoma

bacteriano (figura 15).
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Figura 15. Modelo de la estructura secundaria del dominio V del
ARNr 23S, indicandose la resistencia antibidtica cruzada mediada
por la enzima Cfr en la posicion A2503 (Witte, 2011).

El gen cfr se encuentra frecuentemente localizado en plasmidos, asociados a
transposones y secuencias de insercién, que pueden transferirse horizontalmente a
otros estafilococos y diseminar este tipo de resistencia (Shore, 2010a), aunque

también puede estar exclusivamente en el cromosoma (Locke, 2012).

Ademas de en estafilococos, este gen se ha encontrado en otros géneros
bacterianos como Bacillus (Dai, 2010), Enterococcus (Cercenado, 2010b),
Macrococcus y Jeotgalicoccus (Wang, 2012b), en un aislado de Proteus vulgaris
(Wang, 2011) y otro de E. coli (Wang, 2012a). Los aislados bacterianos portadores del
gen cfr de los cinco géneros distintos de Staphylococcus y Enterococcus se obtuvieron
en animales de granja. El uso veterinario de algunos antimicrobianos como florfenicol y
tiamulina habrian facilitado en muchos casos la seleccion de aislados portadores del
gen cfr (Witte, 2011).
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2.4.5 Resistenciaalos macrélidos y lincosamidas

Mecanismo de accion de los macrolidos y lincosamidas

Los macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas B (MLSg) son grupos de
antibioticos estructuralmente diferentes, pero que comparten un mecanismo de accion
similar. Todos ellos se unen al dominio V del ARNr 23S, que forma parte de la
subunidad 50S del ribosoma bacteriano, interfiriendo en la transferencia del
polipéptido. En consecuencia, impiden la elongacién de la cadena peptidica y el

complejo peptidil-ARNt se disocia del ribosoma (Sivapalasingam, 2012).

Mecanismos de resistencia a los macrolidos y lincosamidas

Existen tres mecanismos de resistencia descritos para estos farmacos.

a) Alteraciones de la diana

La metilacion de la adenina en la posicion 2058 (A2058, segin numeracion de
E. coli) situada en la subunidad 23S del ARNr se asocia con la resistencia cruzada a
los macrolidos, a las lincosamidas y a la estreptogramina de tipo B (fenotipo MLSg).
Este patron de resistencia estd mediado por los genes erm (erythromycin ribosome
methylation), localizados en plasmidos y transposones. Esta metilacion ocasiona una
alteracion estérica del ribosoma que reduce la afinidad de estos tres grupos
antibidticos. En estafilococos se han descrito los genes erm(A), erm(B), erm(C) y
erm(T) (Lozano, 2011b; Sivapalasingam, 2012; Lozano, 2013b).

Este tipo de resistencia puede ser constitutiva (MLSg constitutivo), con alto
nivel de resistencia a estos tres grupos antibiéticos, o bien inducible (MLSg inducible).
Las cepas estafilococicas con resistencia MLSg inducible son resistentes a los
macrolidos de 14 atomos (eritromicina y claritromicina) y 15 atomos (azitromicina),
pero manteniendo la sensibilidad in vitro a los macrélidos de 16 atomos (josamicina), a
las lincosamidas (clindamicina) y a las estreptograminas de tipo B. Sin embargo, el
tratamiento con estos farmacos puede seleccionar in vivo mutantes con resistencia
constitutiva. EI CLSI (CLSI, 2012) y el EUCAST (EUCAST, 2012) recomiendan, para la
deteccion de la resistencia inducible a la clindamicina en aislados de Staphylococcus,
realizar el método de difusion con doble disco (D-test), explicado mas adelante, en

Metodologia.
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b) Bombas de expulsién activa de macrolidos

Se han descrito algunas bombas de expulsién activa a macrolidos de 14-15
atomos y a la estreptogramina de tipo B (fenotipo MSg). ElI gen més frecuente
productor de este tipo de resistencia es el gen msr(A), localizado en un pladsmido,

descrito inicialmente en S. epidermidis (Ross, 1990; Sivapalasingam, 2012).

¢) Modificacién enzimatica del farmaco

Algunos aislados de S. aureus (<1%) producen la enzima lincosamida
nucleotidil transferasa, codificada por el gen Inu(A). Esta enzima inactiva a la
lincomicina, manteniendo la actividad de la clindamicina, si bien produce un aumento
de la CMI de la clindamicina en 1-2 diluciones.

Ademds, se ha detectado en algunas cepas de S. aureus el gen mph(C)
(macrolide phosphotransferase C) (Lozano, 2012a). Este gen, transportado en
plasmidos, codifica una fosfotransfesasa que confiere resistencia de bajo nivel a los

macrolidos de 14, 15y 16 atomos.

2.4.6 Resistenciaalas quinolonas

Las quinolonas se unen a dos enzimas de la bacteria encargadas de la
replicacion del ADN bacteriano, la ADN-girasa y la topoisomerasa 1V, inhibiendo la
sintesis del ADN. En los estafilococos, las quinolonas inhiben principalmente a la

topoisomerasa IV (Ng, 1996).
Existen dos mecanismos principales de resistencia para las quinolonas.

a) Alteraciones de la diana

Se debe a mutaciones cromosomicas en los genes responsables de la sintesis
de la ADN-girasa (principalmente el gen gyrA) y de la topoisomerasa IV
(principalmente el gen parC, denominado grlA en estafilococos). Las mutaciones de
los genes grlA o gyrA producen cambios en los aminoacidos de la topoisomerasa IV 0
de la ADN-girasa, que provocan una disminucion de la afinidad de las quinolonas
hacia estas enzimas. Una Unica mutacién en grlA produce un aumento de la CMI a las
quinolonas reduciendo la actividad bactericida para esta familia, mientras que dos

mutaciones en grlA y gyrA inactivan por completo estos farmacos (Lowy, 2003).
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b) Bombas de expulsién activa de guinolonas

En S. aureus, estan codificadas por el gen norA. La expresiéon aumentada de

esta bomba ocasiona una resistencia de bajo nivel a las quinolonas.

2.4.7 Resistencia alos aminoglucésidos

Mecanismo de accion de los aminoglucésidos

Los aminoglucésidos son agentes bactericidas que se unen irreversiblemente a
la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, inhibiendo la sintesis de proteinas. Los
ribosomas bacterianos que estan unidos a los aminoglucésidos se muestran incapaces
de realizar la traduccion del ARNm a proteinas, lo que provoca la muerte celular. Esta
familia antimicrobiana también puede causar errores en la lectura del codigo genético,

resultando en la produccion de proteinas sin sentido (Schmitz, 1999; Yao, 2011).

Mecanismos de resistencia alos aminoglucdésidos

Se han descrito tres mecanismos de resistencia a esta familia antimicrobiana.

a) Modificacion enziméatica del farmaco

Es el mecanismo mas importante. Se debe a la produccion de enzimas
modificantes de aminoglucésidos. Se dividen en tres grupos principales: las
aminoglucdsido acetiltransferasas (AAC), las aminoglucdésido adeniltransferasas (ANT,
anteriormente abreviadas como AAD) y las aminoglucosido fosfotransferasas
(phosphotransferases, APH). Los aminoglucésidos, modificados con grupos amino
(por las enzimas AAC) o con grupos hidroxilo (por las enzimas ANT y APH), se unen
muy débilmente a los ribosomas, por lo que se muestran incapaces de inhibir la

sintesis proteica (Schmitz, 1999).

En S. aureus se han descrito tres enzimas modificantes de aminoglucésidos.
La primera de ellas es la enzima bifuncional APH(2")-la/AAC(6)-le, que ocasiona
resistencia a la gentamicina, tobramicina, netilmicina, amikacina y kanamicina. Esta
codificada por un gen transportado en el transposén Tn4001, que a su vez se

encuentra en diversos plasmidos y en el cromosoma (Schmitz, 1999).
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La segunda enzima modificante de aminoglucdsidos de S. aureus es la
ANT(4')-la, también denominada AAD(4’)(4”) (Lyon, 1987). Produce resistencia a la
tobramicina, amikacina, kanamicina, neomicina y paromomicina. Su gen ant(4’)-la
(también denominado aadD) se localiza habitualmente en pequefios plasmidos
multicopia, como el pUB110, que a su vez se integran en pldsmidos conjugativos mas
grandes, como el pSK41. La integracion del plasmido pUB110 en pSK41 esta mediada
por la 1S257 (Byrne, 1991).

Por ultimo, la tercera enzima modificante de aminoglucésidos de S. aureus es
la APH(3)-1lla, que media la resistencia a la kanamicina y neomicina, mientras que,
suele presentar sensibilidad intermedia a la amikacina (Schmitz, 1999). El gen aph(3’)-
llla es transportado en el transposén Tn5405, que puede estar localizado en plasmidos

0 en el cromosoma.

b) Alteracién de la diana (modificaciones del ribosoma)

Se han descrito mutaciones en los genes codificantes de proteinas ribosémicas
gue ocasionan alteraciones en la estructura del ribosoma que no permiten la union de
los aminoglucosidos al ribosoma. Este mecanismo Unicamente confiere resistencia a la

espectinomicina y a la estreptomicina (Lyon, 1987; Rice, 2011).

¢) Disminucion de la entrada (impermeabilidad)

Algunas variantes de colonia pequefia de estafilococos no permiten la entrada
de aminoglucésidos a través de la membrana celular, lo que confiere una resistencia

de bajo nivel a todos los aminoglucdsidos (Rice, 2011).

2.4.8 Resistencia a las tetraciclinas

Mecanismo de acciéon de las tetraciclinas

Las tetraciclinas son antibidticos bacteriostaticos. Entran en la bacteria
mediante un proceso dependiente de energia. Se unen a la subunidad 30S del
ribosoma, bloqueando el acceso del aminoacil-ARNt al sitio A del ribosoma. Por tanto,

las tetraciclinas inhiben la sintesis de proteinas (Lyon, 1987; Rice, 2011).
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Mecanismos de resistencia a las tetraciclinas

Existen dos mecanismos de resistencia de las tetraciclinas:

a) Bombas de expulsion activa

En S. aureus, se han descrito los genes tet(K) y tet(L) que codifican proteinas
de expulsion que confieren resistencia a la tetraciclina y a la clortetraciclina, pero no a
la minociclina. Se encuentran generalmente en pequefios plasmidos transmisibles, en
ocasiones integrados en el cromosoma o en plasmidos méas grandes (Schmitz, 2001).
Los plasmidos pequefios que contienen los genes tet(K) o tet(L), cuando estan
integrados en otros plasmidos mayores o en el cromosoma, suelen estar flanqueados
por elementos 1S257 (Kadlec, 2009a).

b) Produccién de proteinas de proteccion ribosémica

Son proteinas citoplasmaticas que presentan homologia con los factores de
elongacién. Se unen al ribosoma, cambiando la conformacion del sitio A, por lo que se
inhibe la unién de las tetraciclinas al ribosoma (Rice, 2011). Confieren resistencia
adicional a la doxiciclina y minociclina. En S. aureus, estas proteinas estan producidas
por los genes tet(M) y tet(O), este Udltimo muy infrecuente, localizados en un

transposon, o bien, en el cromosoma (Schmitz, 2001).

2.4.9 Resistenciaalas sulfamidas y a la trimetoprima

La biosintesis de varios aminoécidos y purinas depende de la disponibilidad del
tetrahidrofolato (THF). Sin embargo la gran mayoria de bacterias, incluidos los
estafilococos, son incapaces de absorber el THF preformado, por lo que tienen que
sintetizarlo. Las sulfamidas y la trimetroprima inhiben la sintesis del THF a diferentes
niveles. En concreto, las sulfamidas (como el sufametoxazol), analogas del acido p-
aminobenzéico (PABA), inhiben competitivamente la enzima dihidropteroato sintasa
(DHPS), que convierte el PABA en dihidrofolato. La trimetoprima, anélogo del
dihidrofolato, inhibe competitivamente la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), que
convierte el dihidrofolato en THF (figura 16) (Lyon, 1987; Proctor, 2008; Rice, 2011;
Yao, 2011).
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Figura 16. Esquema de la biosintesis de la timidina y de los
antagonistas del folato (Proctor, 2008).

La resistencia a las sulfamidas se debe a una hiperproduccion de PABA o bien,
a mutaciones en el gen dhps, que codifica la DHPS. Respecto a la trimetoprima, se

han descrito dos mecanismos de resistencia:

a) Alteraciones de la DHFR cromosdmica

Se debe a mutaciones puntuales en el gen cromosémico dfrA, que codifica la
enzima DHFR. Confieren resistencia de bajo o moderado nivel a la trimetroprima. Es el
mecanismo de resistencia a este antimicrobiano mas frecuente en aislados clinicos de
S. aureus (Dale, 1997).

b) Expresion de DHFR adquirida horizontalmente

Se debe a la adquisicion horizontal de determinantes de resistencia,
tipicamente transportados en pladsmidos, que codifican variantes de la DHFR
resistentes a la trimetoprima. Confieren habitualmente un alto nivel de resistencia a la
misma. En estafilococos se han descrito un total de cuatro proteinas codificantes de
una DHFR alterada implicadas en la resistencia a la trimetroprima: DfrS1, DfrD, DfrG y

DfrK (Kadlec, 2009a). La relacion filogenética entre ellas se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Arbol filogenético de las proteinas Dfr (Kadlec, 2009a).

2.4.10 Resistencia a otros antimicrobianos

La rifampicina es un antibiético bactericida. Forma un complejo estable con la
ARN-polimerasa bacteriana dependiente del ADN, impidiendo el inicio de la
transcripcibn del ADN (Yao, 2011). La resistencia a la rifampicina se debe a
mutaciones puntuales en el gen rpoB del cromosoma, codificante de la subunidad 8 de
la ARN polimerasa. Este gen alterado produce una ARN polimerasa con una afinidad
reducida hacia la rifampicina (Rice, 2011). La administracion de rifampicina en
monoterapia produce frecuentemente mutaciones en este gen, por lo que se desarrolla

rapidamente resistencia in vivo a este antibiotico (Mandell, 1980).

La mupirocina es un antibidtico topico derivado de los productos de la
fermentacion de Pseudomonas fluorescens. Inhibe la isoleucil-ARNt sintetasa, que es
la enzima responsable de la adicion de isoleucina al ARNt, ocasionando el cese de la
sintesis proteica bacteriana. La resistencia de bajo nivel a la mupirocina se debe a
mutaciones en el gen cromosomico ileS, produciendo una isoleucil-ARNt sintetasa
alterada. Por el contrario, la resistencia de alto nivel a la mupirocina esta mediada por
la adquisicion horizontal del gen mupA, transportado en plasmidos. Este gen codifica
una isoleucil-ARNLt sintetasa completamente diferente a la bacteriana y similar a las de

las células eucariotas (Yao, 2011).

El &cido fusidico es un antibidtico de espectro estrecho derivado de Fusidium
coccineum. Inhibe la sintesis de proteinas en la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano, al unirse al complejo formado por el factor de elongacion G (EF-G) vy el
ribosoma. Se han descrito dos mecanismos de resistencia al acido fusidico en S.
aureus. El primero de ellos se debe a mutaciones cromosdmicas en los genes fusA
(codificante del factor de elongacion G) o rplF (codificante de la proteina ribosémica

L6), que ocasionan alteraciones en el lugar de la diana del farmaco. El segundo
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mecanismo se debe a la adquisicion de los genes fusB y fusC, codificados en un
plasmido o transposén, que producen una disminucién de la permeabilidad de la

membrana hacia el 4cido fusidico (Lyon, 1987; Chen, 2010).

2.5 Aspectos epidemioldgicos de S. aureus resistente a la meticilina

2.5.1 Resefia historica general de laresistencia a la penicilina

Hasta antes de la era antibidtica, la mortalidad de la enfermedad invasora por
S. aureus alcanzaba el 90%, llegando incluso al 98% en las bacteriemias de pacientes
mayores de 50 afios (Skinner, 1941). La introduccion de la penicilina a principios de la
década de 1940 mejor6é espectacularmente el pronéstico de las infecciones por esta
bacteria. Sin embargo, ya en 1940, antes de la utilizacién masiva de la penicilina, se
publicé por primera vez la posibilidad de que extractos bacterianos pudieran “destruir”
la penicilina (Abraham, 1940). En 1942, se detectaron las primeras cepas de S. aureus
resistentes a la penicilina (Rammelkamp, 1942). Dos afios mas tarde, Kirby demostré
que la penicilina se inactivaba con un extracto de cepas de S. aureus resistentes a la
penicilina (Kirby, 1944) y en 1945 se describio la penicilinasa (posteriormente
denominada B-lactamasa) (Bondi, 1946). Unos veinte afios después, se publicé que la
B-lactamasa formaba parte de un plasmido (Novick, 1963) y que podia transmitirse

entre diferentes cepas.

Aunque al principio la resistencia a la penicilina era esporadica y limitada a
hospitales, en 1948 alcanz6 al 50% de los aislados de S. aureus detectados en
hospitales (Barber, 1948). En la década de 1950, si bien la gran mayoria de las cepas
de S. aureus hospitalarias eran resistentes a la penicilina, todavia las cepas
comunitarias eran consideradas mayoritariamente sensibles. Sin embargo, desde
mediados de la década de 1960, entre el 70% y el 90% de los aislados de S. aureus
ya fueron resistentes a la penicilina, independientemente de su origen (Jessen 1969;
Chambers, 2001) (figura 18). En los dltimos afios, tanto en Espafia, como en la gran
mayoria de paises de nuestro medio, alrededor del 90% de los aislados de S. aureus

se han hecho resistentes a este antibiético (Cuevas, 2008; Jones, 2009b).
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Figura 18. Tendencias en la frecuencia de cepas de SASM
productoras de B-lactamasa, en hospitales (rombos negros) y en
la comunidad (rombos blancos) (Chambers, 2001).

2.5.2 Resefia historica general de laresistencia a la meticilina

Para tratar las infecciones por las cepas de S. aureus resistentes a la
penicilina, se desarrollaron una serie de derivados semi-sintéticos de la penicilina
estables frente a la B-lactamasa estafilocécica. El primero en aparecer fue la meticilina,
en 1959, seguida de la oxacilina y la cloxacilina. Pero en julio de 1960, pocos meses
después de la introduccion de la meticilina en la practica clinica, se detectd en
Guilford, en el sur de Inglaterra, la primera cepa de S. aureus resistente a la meticilina
(SARM), curiosamente en un paciente que no habia recibido tratamiento con este
compuesto (Jevons, 1961; Barber, 1961; Parker, 1964). Un afio después, en 1961, se
describié por primera vez también en Inglaterra el primer brote hospitalario producido
por SARM, afectando a 37 pacientes pediatricos en Carshalton, cerca de Londres
(Stewart, 1963).

Durante la década de 1960, las cepas de SARM se aislaron esporadicamente
en otros paises europeos como EE.UU. (Bulger, 1967) y Australia (Rountree, 1968).
En 1967 se detectd el primer brote de SARM en los Estados Unidos, en el que se
afectaron 18 pacientes que estaban ingresados en un hospital de Boston (Barrett,
1968). La mayoria de estos brotes estaban limitados a hospitales y estaban causados
por el fagotipo 83A de S. aureus, conocido como clon Arcaico. Este clon fue
posteriormente tipificado, mediante MLST (Enright, 2000), como ST250-MRSA-I.
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En el Reino Unido, la prevalencia de SARM fue aumentando progresivamente
desde 1961, alcanzando en 1971 un pico del 5% de entre todos los aislados de S.
aureus. Hubo un posterior descenso por el aumento de la administracion de
aminoglucésidos. Pero esta situacion cambi6 a partir de 1981, cuando se detectd en
Gran Bretafia la primera cepa de SARM epidémica (llamada EMRSA-1), que causo

brotes en varios hospitales de ciudades distintas (Marples, 1992).

Las cepas de SARM se han convertido gradualmente en la mayoria de paises
en uno de los principales patdgenos responsables de infecciones nosocomiales,
especialmente en unidades quirdrgicas o de cuidados intensivos (Deurenberg, 2008;
Enright, 2008). En general, las tasas mas alta de SARM (>50% de S. aureus) ocurren
en hospitales de América (tanto del norte como del sur) y Asia. Tasas intermedias (25-
50%) se han comunicado en China, Australia, Africa y algunos paises europeos. La
prevalencia mas baja de SARM se produce en Holanda y los paises escandinavos
(Stefani, 2012) (figura 19).

'
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Figura 19. Prevalencia mundial de SARM hospitalario (Stefani, 2012).

Segun los datos para el afio 2011 de los programas ZAAPS (Zyvox® Annual
Appraisal of Potency and Spectrum program), en el que participaron 33 paises de
diferentes partes del mundo (Flamm, 2013a), y LEADER (Linezolid Experience and
Accurate Determination of Resistance, s6lo para EE.UU.) (Flamm, 2013b), el
porcentaje de resistencia a la meticilina en S. aureus, en relacion al total de aislados

detectados, fue del 30,2% en Europa (oscilando entre el 0,9% de Suecia y el 60,2% de
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Portugal), del 49,8% en EE.UU., 34% en Canada, 42,9% en América Latina y del

37,7% para la region de Asia Pacifico.

En Europa se observa un gradiente creciente de norte a sur en la resistencia a
la meticilina. Asi, las cepas de SARM son menos frecuentes en los paises del norte de
Europa y mucho mas en el sur. En el informe anual de la European Antimicrobial
Resistance Surveillance Network (EARS-Net) del afio 2013 (figura 20), el porcentaje
de resistencia a la meticilina en Espafia en aislados de S. aureus detectados en
hemocultivos fue del 22,6% (entre un total de 1.777 aislados de S. aureus). Esta tasa
de resistencia espafiola es menor que la detectada en Portugal (46,8%), Grecia
(40,3%) e ltalia (35,8%), similar a la de Francia (17,1%); pero mayor que la de paises
nérdicos como Noruega (0,7%), Suecia (1,0%) y Dinamarca (1,7%), y también mayor
que en el Reino Unido (13,8%) y Alemania (12,7%) (European Centre for Disease
Prevention and Control [ECDC, 2013])).
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Figura 20. Proporcion de aislados de SARM en los paises
participantes del estudio EARS-Net para el afio 2013 (ECDC).

2.5.3 Epidemiologia de SARM en Espafia

En Espafia, el primer brote por SARM se describié entre 1977 y 1979 en un
hospital de San Sebastian, afectando especialmente a la Unidad de Neonatologia
(Pérez-Trallero, 1981; Pérez-Trallero, 1988). En 1986, en un estudio multicéntrico en
que participaron 72 hospitales espafioles la prevalencia de SARM, respecto a las
cepas de S. aureus aisladas en un dia concreto, fue baja, del 1,5% (Bouza, 1988).
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Pero, a partir de finales de 1988 aparecieron varias epidemias hospitalarias por SARM

en Madrid (Parras, 1991), Barcelona (Dominguez, 1994) y Valencia.

La mayoria de los aislados de SARM de esto brotes pertenecian al mismo clon,
el denominado clon Ibérico (Aparicio, 1992; Dominguez, 1994), posteriormente
tipificado mediante MLST (Enright, 2000) como ST247-MRSA-I. Dicho clon se
diseminé a otros paises como Portugal (Sanches, 1995), Bélgica, Escocia, ltalia,
Alemania, y a un hospital de Nueva York (da Silva Coimbra, 2003). Las cepas del clon
Ibérico se caracterizaron por presentar resistencia a multiples grupos de antibiéticos:
macrolidos, tetraciclinas, aminoglucosidos, quinolonas y rifampicina, y por ser
sensibles solamente (de entre los antimicrobianos comercializados entonces) a los
glucopéptidos y al cotrimoxazol. Hasta 1995 el clon Ibérico ha sido el clon de SARM
predominante en Espafia pero, a partir de ese afio, ha ido disminuyendo su
predominio, siendo sustituido progresivamente por otros clones de SARM sensibles a
mas antibioticos (Vindel, 2006; Cuevas, 2007; Rodriguez-Bafo, 2009; Gasch, 2011).

La resistencia a la meticilina en S. aureus en nuestro pais esta en torno al 25%,
como muestran tres estudios multicéntricos. En el primero de ellos, la incidencia de
SARM, en relacion a los aislados de S. aureus detectados en un dia concreto,
aumento6 desde un 1,5% en 1986 (74 hospitales espafioles participantes), un 17,9% en
1996 (107 hospitales participantes) (Cercenado, 1997), alcanzando un 31,2% en 2002
(143 hospitales participantes) (Cuevas, 2004). En 2006, este porcentaje se estabilizd
al 29,2% (145 hospitales) (Cuevas, 2008).

El segundo trabajo se trata del Estudio VIRA (Vigilancia de Resistencias a los
Antimicrobianos), en el que el porcentaje de resistencia a la meticilina aumento
significativamente del 24,8% en 2001 al 31,2% en 2004 (Picazo, 2004),
estabilizandose en un 29,0% durante 2006 (40 hospitales participantes) (Picazo,
2006).

Por altimo, como ya se ha comentado anteriormente, los datos proporcionados
en el informe anual de 2013 de la EARS-Net muestran que, para Espafia, un 22,6% de
los aislados de S. aureus causantes de bacteriemias y meningitis eran SARM (ECDC,
2013).

2.5.4 Evolucién de los clones epidémicos de SARM hospitalarios
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Se considera que un clon de SARM es epidémico cuando es capaz de producir
brotes hospitalarios en un tiempo corto, en hospitales geogréficamente distantes.
Estudios epidemiolégicos, usando diferentes técnicas de tipado, han mostrado que la
mayoria de las infecciones por SARM adquiridas en el hospital estdn producidas por
un nuamero relativamente pequefio de clones de SARM diseminados por todo el
mundo. Son los llamados clones pandémicos de SARM. Los principales clones
pandémicos hospitalarios de los ultimos afios son: Ibérico 6 EMRSA-5 (ST247-MRSA-
), Nueva York/Japon (ST5-MRSA-Il), EMRSA-3 (ST5-MRSA-I), Brasilefio/Hungaro
(ST239-MRSA-IIl), Pediatrico (ST5-MRSA-1V), Aleman del sur (ST228-1), EMRSA-2/6
(ST8-MRSA-1V), EMRSA-15 (ST22-MRSA-1V), EMRSA-16 (ST36-MRSA-Il) y Berlin
(ST45-MRSA-IV) (Enright, 2002; Stefani, 2012) (tabla 6).

Tabla 6. Clones de SARM mas comunes.

CcC ST Clones epidémicos Distribucién mundial
CC5 ST5-MRSA-II Nueva York/Japon EE.UU., Japon, Canada,
Corea, Australia, Europa
ST5-MRSA-IV Pediatrico EE.UU., Sudameérica,
Europa
ST5-MRSA-I| EMRSA-3 Europa, Sudamérica
ST228-MRSA-I| Aleman del sur Europa
CC8 ST8-MRSA-IV EMRSA-2/6 Canada, EE.UU.,
Europa, Australia
ST247-MRSA-I Ibérico, EMRSA-5 Europa, EE.UU.
ST239-MRSA-Ill | Brasilefio, Hingaro Asia, Australia,
Sudafrica, Sudamérica,
Europa
CC22 | ST22-MRSA-IV EMRSA-15 Europa, Australia,
Canada
CC30 | ST36-MRSA-II EMRSA-16 Europa, EE.UU.,
Australia, Canada
CC45 | ST45-MRSA-IV Berlin EE.UU., Europa

(Fuentes: Enright, 2002; Stefani, 2012).

Todas las primeras cepas de SARM que emergieron en el Reino Unido en 1960
(Jevons, 1961; Barber, 1961; Stewart, 1963) pertenecian al clon Arcaico (ST250-
MRSA-I). Se han propuesto dos teorias opuestas para describir la relacién entre los
primeros aislados de SARM del clon Arcaico y los clones de SARM actuales. La teoria
del clon dnico sugiere que todos los clones de SARM tienen un ancestro de SASM
comun que ha adquirido una uUnica vez el SCCmec (Kreiswirth, 1993), mientras que la

teoria multiclonal sugiere que el SCCmec se ha introducido varias veces en diferentes
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lineas genéticas de S. aureus inicialmente sensibles (Musser, 1992). Existen varios

estudios que apoyan la teoria multiclonal, que se explican a continuacion.

En un estudio realizado en 912 aislados de S. aureus, recogidos entre 1961 y
1999 en 20 paises, se encontraron cinco lineas genéticas principales de SARM o
complejos clonales (CC) que fueron: CC5, CC8, CC22, CC30 y C45. Este trabajo
mostrd que el primer SARM (el clon Arcaico, o ST250-I, detectado a partir de 1960)
provenia de la cepa de S. aureus sensible a la meticilina ST8-MSSA, que esta
ampliamente distribuida a nivel mundial. Estos dos clones (ST250 y ST8) difieren
Gnicamente en una mutacion puntual en uno de los siete alelos housekeeping
secuenciados para el MLST. Igualmente, el clon Ibérico (ST247-MRSA-I) se diferencia
del clon Arcaico en otra mutacion puntual en otro de los siete alelos del MLST (Enright,

2002). Asi el origen propuesto de las primeras cepas de SARM seria (figura 21):

ST8-MSSA —» ST250-MSSA — ST250-MRSA-| (Arcaico) — ST247-MRSA-I (Ibérico).

Figura 21. Origen evolutivo de dos de los principales complejos clonales
de SARM: CC8 (color blanco) y CC30 (color gris). Las flechas indican:
adquisiciéon de un SCCmec, 6 cambio de SCCmec, 6 cambio de ST, 6
adquisicién de los genes codificantes de LPV (Deurenberg, 2008).

Robinson y Enright estimaron en 2002 que los aislados de SARM habrian
emergido en, al menos, 20 ocasiones, tras haber adquirido un casete SCCmec. Segun
estos autores, la adquisicién de un SCCmec por un clon de S. aureus sensible seria
cuatro veces mas frecuente que el reemplazo de un tipo de SCCmec por otro.

Ademas, encontraron que el SCCmec tipo IV se transmitia mas facilmente que los



Introduccion Pagina 76

otros tipos de SCCmec, probablemente debido al menor tamafio del primero, y

también, por tener un bajo costo en la fitness (Robinson, 2003).

Hay lineas genéticas de S. aureus que tendrian una mayor facilidad de adquirir
el SCCmec que otras. Asi, Katayama mostré que plasmidos que expresaban el gen
mecA eran mas faciles de transformarse mediante electroporacion en cepas de SASM
de los complejos clonales CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45 que en otras lineas
genéticas de S. aureus (Katayama, 2005). No obstante, la introduccion del SCCmec
en clones de S. aureus sensibles es infrecuente comparada con la diseminacion

geografica de los clones de SARM (Aires de Sousa, 2005).

Mas recientemente, se han comparado las diversas secuencias completas de
aislados de S. aureus, confirmandose que las poblaciones de este microorganismo
son clonales, con diez lineas dominantes que colonizan e infectan a humanos, ademas
de otras lineas encontradas en animales. Estas diez lineas dominantes en humanos
son: CC1, CC5, CC8, CC12, CC15, CC22, CC25, CC30, CC45 y CC51 (Lindsay,
2006; Lindsay, 2014).

2.5.5 Clones de SARM en Espafa

Un estudio multicéntrico espafiol, realizado en 143 hospitales que remitieron al
Centro Nacional de Microbiologia (CNM) de Majadahonda (Madrid) las cepas de
SARM aisladas en un dia concreto de 2002, mostro que los dos clones mas frecuentes
en nuestro pais eran los denominados E7 (26,1% de los aislados de SARM) y E8
(17,2%), en base a su nomenclatura de los patrones de bandas obtenidos mediante
electroforesis en campo pulsado (ECP). Posteriormente se observd, mediante MLST,
gue estos dos clones tenian la misma secuencia tipo, la ST125-MRSA-IV (Cuevas,
2007).

En otro estudio multicéntrico en el que participaron 64 hospitales espafioles
que remitieron al Hospital de Bellvitge las cepas de SARM aisladas durante junio de
2003, los dos clones mas frecuentes, presentes en 45 hospitales, fueron (segun la
nomenclatura de ECP en dicho hospital) el clon Q (37%) y el clon P (34%). Respecto
al tipado mediante MLST, mayoria de los aislados de ambos clones formaban parte de
los clones ST125-MRSA-IV y ST146-MRSA-IV (Rodriguez-Baio, 2009). Estos dos
secuenciotipos se consideran variantes del clon Pediatrico (ST5-MRSA-IV), ya que

sé6lo difieren de éste en uno de los siete alelos housekeeping (Vindel, 2006).
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El clon ST125 apareci6é en Esparfia por primera vez en 1996 (Vindel, 2006).
Actualmente, es el responsable de mas del 50% de las infecciones nosocomiales por
SARM. El ST125-MRSA-1V, como ya se ha comentado, tiene diferentes patrones en la
ECP: clones E7, E8 y E20, segun terminologia del CNM de Majadahonda (Vindel,
2006; Cuevas, 2007; Pérez-Vazquez, 2009; Vindel, 2009), o clones P y Q, segun la

nomenclatura del Hospital de Bellvitge (Rodriguez-Bafio, 2009).

Curiosamente, a diferencia de otros clones de SARM que estan diseminados a
lo largo de varios paises de diferentes continentes (los denominados clones
pandémicos), el clon ST125-V Unicamente predomina en Espafia. No obstante, el
ST125-1V también se ha detectado en Noruega a partir de 1999, constituyendo en
2003 el tercer clon de SARM mas frecuente en dicho pais (Fossum, 2006), pais por
cierto con un bajisima prevalencia de SARM. Ademas, como cabria esperar por su
proximidad, este clon también se ha encontrado en el sudeste de Francia (durante
septiembre 2006 — febrero 2007) (Grundmann, 2010) y en Portugal (durante enero —
diciembre 2010) (Espadinha, 2013).

Respecto a Mallorca, las cepas de SARM eran rara vez aisladas hasta junio de
1999, cuando se detectd en el Hospital Universitari Son Dureta (HUSD) de Palma de
Mallorca el primer brote de SARM, seguido de un periodo de endemia moderada. Por
este motivo, se decidio la realizacion de diversos estudios de epidemiologia molecular
para determinar los distintos clones de SARM existentes en los pacientes atendidos en
el HUSD y posteriormente en el Hospital Universitari Son Espases (HUSE) (Ruiz de
Gopegui, 2005; Alcoceba, 2007; Ruiz de Gopegui, 2009). Asimismo, se presenta un
trabajo que compara las cepas de SARM detectadas en cinco hospitales publicos de
Mallorca (Alcoceba, 2007), y otro que compara las cepas de SARM detectadas en el
HUSD con las procedentes de una residencia geriatrica de Mallorca (Ruiz de Gopegui,
2004; Manzur, 2008b; Manzur, 2010; Manzur, 2012).

2.6 Métodos de tipipificacién de SARM

2.6.1 Introduccion

Para desarrollar estrategias efectivas en el control de la diseminacién por
SARM, es importante conocer la evolucion de las cepas de SARM (Deurenberg, 2008),

especialmente en caso de brotes (Rodriguez-Bafo, 2008). Los métodos de tipificacion
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molecular son los mas utilizados en la actualidad con este propdsito. Se agrupan en
dos categorias, las basadas en el patron de bandas (como la ECP) y las basadas en la
secuenciacion de fragmentos (como el MLST) (Singh, 2006). Aunque la ECP sigue
siendo una técnica ampliamente utilizada, hoy en dia se prefieren los métodos de
secuenciacion ya que los datos son objetivos y permiten la comparacion entre

laboratorios de diferentes paises.

2.6.2 Tipado de bacteriofagos (fagotipia)

La tipificacion mediante fagos fue el primer método usado para analizar la
estructura poblacional de S. aureus (Rountree, 1955). Este método se basa en
analizar patrones de sensibilidad o resistencia de aislados bacterianos frente a una
bateria de fagos. Los bacteri6fagos son virus capaces de adherirse a la pared celular
de ciertas bacterias, entrar en ellas, multiplicarse y lisarlas. La capacidad diferencial de
los fagos para infectar ciertas bacterias se debe a la disponibilidad de determinados
receptores en la pared celular de la bacteria para que se puedan unir estos fagos. Este
método tiene varias desventajas, como que la bateria de fagos para el tipado no suele
estar disponible en la mayoria de los laboratorios, la dificultad técnica para realizarla, y
que este método muestra en general una baja reproducibilidad y estandarizacion
(Singh, 2006).

2.6.3 Electroforesis en gel de campo pulsado

La ECP es uno de los métodos mas discriminativos para el tipado de S. aureus
y, actualmente, es el método genotipico mas frecuentemente usado (Deurenberg,
2008). A diferencia de la técnica anterior, la ECP y los métodos de tipado que se
mencionan mas adelante estudian las variaciones existentes en el cromosoma, que es
el componente fundamental de la identidad de la bacteria (Singh, 2006). La ECP se
utilizé por primera vez aplicada a S. aureus en cepas detectadas de pacientes
ingresados y personal sanitario de una UCI de un hospital de Estrasburgo, Francia
(Prévost, 1991).

La ECP se basa en embeber las células bacterianas en agarosa vy lisarlas in
situ con enzimas y detergentes. A continuacion, se corta un fragmento de cada bloque
de agarosa y se digiere el ADN cromosomico con endonucleasas de restriccion de

baja frecuencia de corte, Smal en el caso de S. aureus. Cada lamina de un bloque de
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agarosa que contiene diversos fragmentos del ADN cromosémico se inserta en un

pocillo de un gel de agarosa (Tenover, 1995).

Los fragmentos de ADN resultantes de la digestion con Smal serian demasiado
grandes para separarlos mediante una electroforesis de agarosa convencional, ya que
los mayores a 50 kb no pueden migrar eficientemente. Sin embargo la ECP, mediante
cambios periédicos en la direccibn del campo eléctrico, permite la separacion de
fragmentos de ADN superiores a 1.000 kb. EI método mas comunmente usado es el
CHEF (contour-clamped homogeneous electric field), que consiste en una cadmara de
electroforesis con multiples electrodos, que reorienta las moléculas de ADN utilizando
un campo eléctrico con un gradiente de voltaje alternante en un angulo de 120° (Singh,
2006).

Tras la tincion con bromuro de etidio, se obtienen diversos patrones de bandas
que se visualizan con luz ultravioleta (UV). Se comparan unos patrones de bandas con
otros para estudiar la relacion epidemiologica. Se han hecho intentos para
estandarizar los criterios usados para decidir si los aislados estan asociados a un brote
0 no en funcién del patron de bandas obtenido (Tenover, 1995). Con todo, tales

criterios han resultado arbitrarios y cientificamente insatisfactorios (Enright, 2008).

La ECP es altamente discriminativa. Es ideal para estudiar un nimero pequefio
de aislados, pero este método es dificil de aplicar con unos tamafos de muestras
grandes o en estudios epidemioldgicos de larga duracion, ya que pequefios cambios
genéticos pueden cambiar radicalmente los patrones de bandas de la ECP (Enright,
2008). Otros inconvenientes son la complejidad técnica, la lentitud, la existencia de
multiples nomenclaturas y los errores de clasificacion en algunas lineas genéticas
(Stefani, 2012). Aunque se han hecho varios intentos para estandarizar la metodologia
de la ECP entre diversos laboratorios y establecer una nomenclatura comdn (van
Belkum, 1998; Murchan, 2003; Cookson, 2007), el éxito ha sido limitado (Deurenberg,
2008). A causa de la necesidad de una adherencia estricta a unos protocolos
estandarizados, las bases de datos basadas en la ECP solamente se han conseguido,
a nivel nacional, en algunos paises como EE.UU. (McDougal, 2003), Reino Unido
(Johnson, 2005) o Australia (Gosbell, 2006).

2.6.4 Multilocus sequence typing

El tipado mediante secuenciacién multilocular o multilocus sequence typing

(MLST) se basa en el andlisis de las secuencias de fragmentos de siete genes
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housekeeping, cada uno aproximadamente de 400-600 pb de longitud, que en el caso
de S. aureus son: arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi, ygiL. La secuencia obtenida del
fragmento de cada uno de los siete genes housekeeping se introduce en una base de

datos de una péagina web (http://saureus.mlst.net), obteniéndose el nimero de su alelo

correspondiente. Tras introducir en la misma pagina web los siete nimeros de cada
uno de los alelos secuenciados, se obtiene el nimero de la secuencia tipo (ST)
correspondiente (Deurenberg, 2008). Asi, los aislados con el mismo perfil alélico se
asignan como miembros del mismo clon (Singh, 2006). Por ejemplo, el perfil alélico
obtenido por MLST 7-6-1-5-8-8-6, se ha definido con la secuencia tipo ST22. La
nomenclatura de los clones de SARM se basa actualmente en el nimero de ST y el
tipo de elemento SCCmec (Enright, 2002). Por ejemplo, el clon epidémico EMRSA-15
corresponde al ST22-MRSA-IV.

El MLST fue empleado originalmente para identificar lineas hipervirulentas de
Neisseria meningitidis (Maiden, 1998). Respecto a S. aureus, se utilizd por primera vez

entre 1997 y 1998, para tipar 155 aislados invasores de esta especie (Enright, 2000).

La gran ventaja de este método es que permite obtener una nomenclatura
estandar de los distintos clones aplicada a cada laboratorio y, ademas, estudiar la
evolucion de los clones de SARM. Asi, cuando cinco de los siete fragmentos de genes
housekeeping secuenciados son idénticos, las cepas de S. aureus se agrupan en el
mismo complejo clonal (Enright, 2002). En general, las desventajas de la MLST son

que es una técnica cara y laboriosa (Deurenberg, 2008; Stefani, 2012).

2.6.5 Tipado del locus spa

Este método se basa en la variacion de la secuencia de la region polimérfica X
del gen de la proteina A (spa) de S. aureus (Frénay, 1994). La gran diverisidad del gen
spa, que contiene principalmente un nimero variable de repeticiones de 24 pb de
longitud, se debe a delecciones y duplicaciones de estas repeticiones, asi como a
mutaciones puntuales (Deurenberg, 2008; Enright, 2008). El tipado de spa suele tener

una potencia discriminativa entre la ECP y el MLST (Malachowa, 2005; Vindel, 2009).

En comparacién con el MLST, el tipado de spa, al secuenciar Unicamente un
solo alelo, es menos caro y menos laborioso. Otra ventaja es el disponer, como el

MLST, de una nomenclatura universal (http://www.segnet.org/). No obstante, algunas

lineas genéticas son erroneamente clasificadas con este método, requiriendo en
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algunos casos la determinacion de mas marcadores moleculares (Strommenger,
2008).

2.6.6 Tipado del casete SCCmec

Como ya se ha descrito anteriormente, hasta la fecha se ha descrito 11 tipos de

SCCmec (Turlej, 2011; http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html). ElI mas

frecuente en Espafia es el tipo IV, seguido de los tipos I, 1l (Vindel, 2009) y, en ciertas

zonas, del tipo V (Lozano, 2012a).

Existen dos métodos ampliamente utilizados, basados en la PCR, para tipificar
los SCCmec més comunes. El primero consiste en realizar diferentes PCR para
determinar el complejo del gen ccr y el complejo del gen mec (Ito, 2001; Lim, 2003). El
segundo método se basa en el analisis de las regiones J del SCCmec, donde destaca
la PCR multiple descrita en 2002 por Oliveira y colaboradores (Oliveira, 2002a) y

actualizada posteriormente (Milheirico, 2007b).

Para distinguir las variantes del SCCmec tipo 1V, de importancia especialmente
en el SARM comunitario, se ha desarrollado un ensayo de PCR multiple basado en la
amplificaciéon de diferentes loci especificos de la region J1 de los distintos subtipos del
SCCmec tipo IV (Milheirico, 2007a).

2.6.7 rep-PCR. DiversiLab®

La rep-PCR se basa en la amplificacion por PCR de secuencias de ADN que
estan repetidas a lo largo del cromosoma bacteriano, obteniéndose en la electroforesis

patrones de bandas especificos de cepas individuales (Versalovic, 1991).

El sistema de tipado DiversiLab® (bioMérieux, Francia) es una rep-PCR
semiautomatizada con un alto nivel de estandarizacion, debido al uso de una
electroforesis microcapilar que se interpreta con la ayuda de un programa informético.
El DiversiLab® proporciona resultados rapidos y reproducibles. No obstante, en
comparacion con la ECP y el tipado de spa, el DiversiLab® muestra una menor

discriminacién (Babouee, 2011).

2.6.8 Tipado de la secuenciadru
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Ryfell y colaboradores identificaron un conjunto de repeticiones imperfectas de
de 40 pb adyacentes a la 1S431 del SCCmec, que denominaron unidades repetidas
directas (dru). La mayoria de los aislados de SARM investigados poseen la regién dru,
en una cantidad de 1 a 15 repeticiones (Ryffel, 1991). Actualmente existe una

nomenclatura de tipado internacional de dru (http://www.dru-typing.org).

Un estudio ha mostrado la utilidad de esta técnica en aislados de EMRSA-15,

pero complementando a la ECP y al tipado de spa (Shore, 2010b).

2.6.9 MLVA

El MLVA (multilocus variable-number tandem repeat [VNTR] analysis) analiza
la variacion en el numero de tandems repetidos de diversos genes. Existe un kit
comercial basado en el MLVA (ceeramTools®, Francia), que se compone de cuatro
pasos: extraccion del ADN, amplificacion de 16 VNTRs en dos PCR muiltiples, analisis
de los fragmentos mediante electroforesis capilar y asignaciéon de un cédigo de MLVA.
Se ha observado que este ensayo es capaz de asignar correctamente aislados de S.
aureus a MLST definidos (Sobral, 2012).

2.6.10 Microarrays y secuenciacion completa del genoma

Se han desarrollado comercialmente varios microarrays de S. aureus, que
incluyen un software para su interpretacion y que han mostrado una gran correlacion
con el MLST (Shore, 2012).

En los Ultimos afios han aparecido diversas técnicas que permiten secuenciar
el genoma completo de la bacteria en unas pocas horas. Sin embargo, si bien el
tiempo y los costes estan descendiendo, todavia son unas técnicas caras, laboriosas,
y sin criterios establecidos acerca de la interpretacién epidemiolégica (Lazarevic, 2011;
Stefani, 2012).

2.7 SARM comunitario

2.7.1 Definicion de SARM comunitario
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Los términos SARM comunitario (adquirido en la comunidad o asociado a ella)

y SARM hospitalario (adquirido en el hospital) se han usado indistintamente tanto para

explicar las caracteristicas genotipicas de los aislados como para indicar el origen de

la infeccion, lo que ha creado bastante confusién (David, 2010).

Asi, desde una perspectiva epidemiolégica, se ha clasificado a los aislados de

SARM en tres grupos (Tenover, 2006):

a)

b)

SARM de origen hospitalario (nosocomial). Este grupo esta formado por los

aislados de SARM que producen infecciones en pacientes que estan
hospitalizados. Por definicién, se detectan a partir de las 48 h del ingreso, o bien

dentro de las 48 h tras el alta del paciente.

SARM asociado a los cuidados sanitarios (ACS). Este grupo lo forman aquellos

aislados de SARM detectados en pacientes no hospitalizados, pero que tienen
alguna relacion con el sistema sanitario. Los factores de riesgo establecidos para
SARM-ACS son: historia de hospitalizacion, cirugia, didlisis o residencia en un
centro de larga estancia en el afio previo a la deteccién del SARM; o bien, la
presencia de un catéter endovascular o un dispositivo percutaneo en el momento
del cultivo; o bien, una historia previa de infeccion o colonizacién por SARM.
Posteriormente, se ha excluido como factor de riesgo la deteccion de SARM previo
(David, 2010). Los aislados de SARM de este grupo suelen ser idénticos que los
aislados de SARM hospitalarios, por lo que seria un error clasificarlos como

“SARM adquiridos en la comunidad”.

SARM de origen comunitario, adquirido _en la comunidad o asociado a la

comunidad. Este grupo esta formado por los aislados de SARM detectados en

pacientes no ingresados o dentro de las primeras 48 h del ingreso; y ademas, el
paciente carece de los factores de riesgo para la adquisicion de SARM-ACS,

explicados anteriormente (Morrison, 2006).

Ademas de las caracteristicas epidemioldgicas, el término “SARM comunitario”

se usa para referirse a los aislados de SARM que poseen ciertas caracteristicas

microbiologicas diferentes a los aislados de SARM hospitalarios tradicionales
(Cercenado, 2010a; David, 2010):

Poseen los genes IukF-PV y IukS-PV, codificantes de la leucocidina de Panton-
Valentine (LPV).
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o Son Unicamente resistentes a los antibidticos B-lactamicos.

o Presentan genotipos (definidos como patrones de banda de la ECP) diferentes a
las cepas de SARM hospitalarias y a las cepas de SARM-ACS.

o Llevan el casete SCCmec de tipo IV o de tipo V, mientras que, tipicamente, los
aislados de SARM hospitalarios suelen llevar los casetes SCCmec de los tipos I,

I, lll, que son de mayor tamafio.

Sin embargo, en los ultimos afios, la distincibn entre SARM hospitalario y

SARM comunitario se esta haciendo cada vez mas borrosa, por diversas razones.

1. Algunas infecciones por SARM que aparecen en pacientes no ingresados estan
producidas por genotipos tipicamente hospitalarios, posiblemente como resultado
de la presion (principalmente por razones econémicas) de tratar a los pacientes de
forma ambulatoria (David, 2010).

2. El clon de SARM comunitario mas importante, el USA300 (ST8-MRSA-IVa, LPV+)
es capaz de producir también brotes nosocomiales, principalmente en EE.UU.
(Seybold, 2006), pero también, con menor frecuencia, en Europa (Sanchini, 2013).

3. Respecto a la resistencia antibidtica, si bien los aislados de SARM comunitarios
suelen ser resistentes Unicamente a los antibiéticos B-lactdmicos, recientemente se
esta detectando en aislados del clon USA300 un aumento de la resistencia a los
macrélidos, a la tetraciclinas, y en menor medida, también a las fluoroquinolonas y
a otros antibiéticos (McDougal, 2010).

4. En cuanto al tipo de SCCmec, aunque el SCCmec tipo IV se asocia fuertemente al
SARM comunitario, en muchos paises, como en Espafia desde 1996, la mayoria
de los aislados de SARM hospitalarios también poseen este tipo de casete
(Cuevas, 2007; Vindel, 2009).

5. La préctica totalidad de las cepas de SARM del clon ST398 (van den Broek, 2009;
FepBler, 2010; van Cleef, 2011; Lozano, 2012a) o con el gen mecC (Garcia-Garrote,
2014) no poseen los genes productores de LPV. Estas cepas se detectan en
ciertas especies animales y en sus cuidadores. La mayoria de estas personas no
estan ingresadas, por lo que serian cepas de SARM comunitario. No obstante,
para estos clones, se recomienda separarlos de los SARM comunitarios y
agruparlos en una nueva categoria denominada SARM asociado al ganado (en
inglés livestock-associated MRSA, LA-MRSA).

6. Los primeros aislados de SARM comunitario de Australia occidental detectados a
principios de la década de 1990 no poseian los genes productores de LPV (Udo,

1993). Tampoco llevan estos genes la mayoria de cepas de SARM comunitario
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detectadas en algunos paises como el Reino Unido (Otter, 2008), Irlanda
(Rossney, 2007) y Corea (Park, 2009).

Dada la compleja epidemiologia de las cepas de SARM comunitarias y la
circulacion de cepas de SARM hospitalarias en la comunidad, no es posible establecer
una clara delimitacion entre comunitario y hospitalario. Ademas, el antecedente de
haber tenido contacto con el sistema sanitario en el dltimo afio no excluye la
posibilidad de ser colonizado o infectado por una cepa de SARM comunitario (Klevens,
2007). En resumen, se necesita una nueva revision de la nomenclatura de SARM

comunitario que refleje la epidemiologia contemporanea de estas cepas (David, 2010).

2.7.2 Historia del SARM comunitario y clones circulantes

Los primeros casos de SARM adquirido en la comunidad se describieron en
1980 en Detroit, EE.UU., principalmente en usuarios a drogas por via endovenosa. La
mayoria de estos pacientes eran relativamente jévenes (media de edad 45 afos) y
carecian de los factores de riesgo tradicionales para la infeccién por SARM, excepto el
consumo previo de antibiticos (principalmente cefalosporinas y penicilinas
semisintéticas) y el antecedente de hospitalizacion reciente. En 1981 esta cepa entrd
en algunos hospitales de Detroit, causando infecciones nosocomiales (Saravolatz,
1982). Curiosamente la cepa responsable de este brote era idéntica a otra cepa de
SARM detectada en Japén en 1981, perteneciendo ambas al clon ST74-MRSA-IVA,
que carecia de los genes codificantes de la LPV (Johnson, 2006). Por tanto, no se

tratarian de verdaderos aislados de SARM comunitario.

En el oeste de Australia, a partir de 1989, se detectaron pequefios brotes de
infecciones de piel y partes blandas por SARM en areas dispersas de la regién de
Kimberley (Udo, 1993). La mayoria de estas infecciones ocurrian en individuos que
vivian en condiciones socioecondmicas deficientes, principalmente en aborigenes, sin
el antecedente de haber ingresado en un hospital y sin haber recibido tratamiento
antibidtico previo. Estas cepas de SARM no eran multirresistentes y pertenecian al
mismo clon, que fue tipificado mediante ECP denominandose clon WA5 (Western
Australia). El clon WAS carecia también de los genes productores de la LPV. Fue
posteriormente caracterizado mediante MLST como ST8-MRSA-IVa. Por tanto, si bien
el clon WAS tiene la misma ST y el mismo subtipo de SCCmec que el clon USA300,

carece de los genes codificantes de la LPV (Coombs, 2011).
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En 1992, en Oakland, Nueva Zelanda, se detectaron por primera vez algunos
aislados de SARM que poseian un patrén de fagos distinto al de las cepas de SARM
de entonces. La mayoria de estos pacientes procedian de la region de Samoa
Occidental, por lo que fue denominado clon WSPP (Western Samoan phage pattern).
Los aislados de SARM de este clon no eran multirresistentes y se detectaron
principalmente en pacientes de la comunidad (Mitchell, 1996). Mediante MLST, el clon
WSPP tenia el secuenciotipo ST30-MRSA-IVc y poseia los genes codificantes de la
LPV (Smith, 2005), por lo que seria cronolégicamente el primer SARM comunitario que

cumple todos los criterios.

En 1997, en varias ciudades del este de Australia, se detectaron una serie de
infecciones de piel y partes blandas, especialmente forunculosis, que estaban
producidas por una cepa SARM comunitario no multirresistente, con una fuerte
asociacion con poblacion de origen polinesio (Collignon, 1998). La mayoria de estas
infecciones estuvieron causadas por el denominado clon SWP (South-West Pacific),
también productor de la LPV. Estudios posteriores demostraron que el clon SWP
causante de estas infecciones en Australia era indistinguible del clon WSPP de Nueva
Zelanda (Gosbell, 2001; Nimmo, 2006; Coombs, 2011). Los clones WSPP y SWP se
han agrupado dentro del denominado clon Oceania (Gosbell, 2006).

En EE.UU., los aislados de SARM comunitario se identificaron por primera vez
en nifios sin factores de riesgo que residian en el medio-oeste (Midwest) de este pais
a mediados de la década de 1990. La mayoria de estos aislados eran resistentes
Unicamente a los antibidticos B-lactdmicos (Herold, 1998). Entre 1997 y 1999, se
produjeron cuatro casos de muerte por neumonia grave en nifios de Dakota del Norte
y Minnesota (CDC, 1999). En los cuatro nifios se aisl6 la misma cepa de SARM
comunitario, que era productora de LPV, denominada cepa MW2 (Mid-Western), ya
gue esta cepa estaba extendida a lo largo de dicha &area geografica. En 2003, los
Centers for Disease Control and Prevention (CDC) establecieron un nuevo sistema de
nomenclatura para las cepas de S. aureus que estaban diseminadas por EE.UU.,
basado en los patrones de bandas de la ECP. La cepa MW2 fue caracterizada dentro
del clon USA400 (McDougal, 2003) que, mediante MLST, tenia la secuencia tipo ST1-
MRSA-IVa. Asi, la primera onda de infecciones por SARM comunitario en EE.UU.

estuvo causada por el clon USA400.

En el afio 2000, durante la investigacion por los CDC de un brote de infeccion
de piel y parte blandas que ocurrio entre jugadores de futbol americano en

Pennsylvania (CDC, 2003a), se detectd por primera vez el denominado clon USA300
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(McDougal, 2003). En estudios retrospectivos, este clon aparecié en 1999 durante un
brote de infecciones de piel y partes blandas en presos de una cércel de Mississippi
(CDC, 2001). A partir del afio 2001, se detectaron diversos brotes originados por este
clon en diversas poblaciones, como en presos (CDC, 2003b), en nifios de guarderias y
en atletas participantes en deportes de contacto (CDC, 2003a). A pesar de no haber
relacion epidemioldgica entre ellos, todos estos brotes estaban causados por la misma
cepa de SARM, que poseia en la ECP un idéntico pulsotipo (patron de bandas)
denominado USA300-0114 (Tenover, 2009). En 2004, en un estudio realizado en once
ciudades de EE.UU., el clon USA300 constituia el 97% de los aislados de SARM entre
los pacientes que acudian a Urgencias con una infecciéon de piel y partes blandas
(Moran, 2006). El clon USA400 ha sido progresivamente sustituido en EE.UU. por el
clon USA300, que es actualmente uno de los dos clones de SARM mas frecuentes en
dicho pais junto con el clon USA100 (ST5-MRSA-II), éste ultimo multirresistente y

tipicamente asociado a infecciones nosocomiales (Tenover, 2009).

El clon USA300 y sus variantes se han detectado en los cinco continentes
(Nimmao, 2012). El clon USA300 ha emergido en mas de 15 paises europeos (Nimmo,
2012) como Dinamarca (Larsen, 2007), el Reino Unido (Ellington, 2008), Italia (Baldan,
2009; Sanchini, 2013), Bulgaria, Dinamarca, Eslovaquia, Finlandia, Grecia, Holanda,
Portugal, Republica Checa, Rumania y Suecia (Rolo, 2012). La situacion en Espafia
se explica en el siguiente apartado.

La cepa USA300-0114 y sus variantes mas cercanas presentan una serie de
caracteristicas: el subtipo 1Va del SCCmec, el tipo de spa t008, el poseer el gen de
resistencia a macrélidos msrA, asi como algunos genes de virulencia, como los genes
lukS-PV/IUKF-PV vy el gen arcA, que codifican, respectivamente, la LPV y el elemento
mavil catabdlico de la arginina (ACME) (Tenover, 2006; Diep, 2008; Tenover, 2009).

A partir del afio 2005, se ha detectado en varios paises de Sudamérica, como
Colombia (Alvarez, 2006; Arias, 2008a; Reyes, 2009), Ecuador y Venezuela (Reyes,
2009) la denominada variante latinoamericana del clon USA300 (Nimmo, 2012) o
USA300-like (Canas-Pedrosa, 2012; Marimon, 2012). El patron de bandas de esta
variante obtenido en la ECP difiere del de la cepa USA300-0114 en 1-6 bandas y
presenta las siguientes caracteristicas: secuenciotipo ST8, subtipo 1Vc del SCCmec,
tipo de spa t008, presencia de los genes lukS-PV/IukF-PV, pero ausencia del gen arcA
(productor del ACME). En ocasiones presentan, ademas, el gen de resistencia a la
tetraciclina tetk (Reyes, 2009; Nimmo, 2012). Esta variante latinoamericana ha sido
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detectada también en Australia (Monecke, 2009; Coombs, 2011) y en algunos paises

europeos como ltalia (Baldan, 2009) y Suecia (Rolo, 2012), ademas de en Espafia.

Hay también otros clones de SARM comunitarios productores de LPV
diseminados internacionalmente, como el clon Europeo (ST80-MRSA-IVc) (Wannet,
2005), el clon Taiwan (ST59-MRSA-V;, ST59-MRSA-VII) (Chen, 2005) y el clon
Queensland (ST93-MRSA-1Va) (Coombs, 2011).

2.7.3 SARM comunitario en Espafia

En el aflo 2003 se detectaron esporadicamente en algunas ciudades espafolas
como Madrid (Broseta, 2006), Barcelona (Manzur, 2008a; Rodriguez-Bafio, 2009) y las
Palmas de Gran Canaria (Cafas-Pedrosa, 2012) los primeros aislados de SARM
productores de LPV; si bien, la mayoria de las infecciones por estas cepas ocurrieron
a partir de 2004 (Broseta, 2006; Cercenado, 2008). Estos aislados de SARM
presentaban un patrén inusual de resistencia, siendo resistentes Unicamente a los
antibidticos B-lactamicos y, en algunas ocasiones, también a la tetraciclina. La mayoria
de los pacientes eran en nifios o adultos jovenes y solian presentar abscesos
cutaneos o celulitis. Curiosamente, aproximadamente el 70% de las infecciones por
SARM comunitario que ocurrieron de 2003 hasta 2006 se produjeron en poblacion
inmigrante procedente de América Latina, principalmente de Ecuador (Cercenado,
2008; Manzur, 2008a).

Desde el punto de vista genético, la practica totalidad de estas infecciones
(Cercenado, 2008; Manzur, 2008a; Daskalaki, 2010; Cafas-Pedrosa, 2012) estaban
producidas por la variante latinoamericana del clon USA300 (o USA300-like), tipificado
mediante MLST como ST8-MRSA-IVc. El USA300-like es también el clon mas
frecuente de SARM en Ecuador, Colombia y Venezuela (Reyes, 2009), por lo que es
muy probable que se hubiera producido una importacién transcontinental a Espafia de
este clon (Cercenado, 2008). En series posteriores a 2006 de infecciones ocasionadas
por aislados de SARM productores de LPV, el clon mayoritario seguia siendo el ST8-
MRSA-IVc, aunque ya mas de la mitad de los pacientes eran de nacionalidad
espafiola. Esto sugiere la progresiva diseminacion de este clon por la poblacion
espafiola (Cercenado, 2008; Cobos-Trigueros, 2010; Cafas-Pedrosa, 2012). El clon
ST8-IVc se ha detectado también en Bilbao desde 2005 (Blanco, 2011), en San
Sebastian desde 2007 (Marimén, 2012) y en Mallorca desde 2007 (Ruiz de Gopegui,
2008).
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En cuanto al clon USA300 (ST8-MRSA-IVa, LPV+, ACME+), esta presente
esporadicamente en diferentes ciudades como Madrid, Bilbao, San Sebastian y Gran
Canaria (Blanco, 2011; Marimon, 2012; Canas-Pedrosa, 2012). Otros clones de SARM
productores de LPV méas minoritarios son el ST5-MRSA-IVa, detectado en Madrid y
Barcelona (Cercenado, 2008; Manzur, 2008a), el ST30-MRSA-IVc, en Bilbao y Gran
Canaria (Blanco, 2011; Cafias-Pedrosa, 2012), y el ST80-MRSA-IVc, en Madrid y
Bilbao (Cercenado, 2008; Blanco, 2011).

2.7.4 Origen del SARM comunitario

La formacién de los diversos clones de SARM comunitario se habria producido
por la adquisicion en el genoma de S. aureus de dos elementos genéticos distintos: un
fago lisogénico portador de los genes IukS-PV y lukF-PV (codificantes de LPV) y un
SCCmec de los tipos IV o V (Boyle-Vavra, 2007; David, 2010) (figura 22). Unas pocas
lineas genéticas de S. aureus dotadas con la mejor fithess habrian sobrevivido y se
habrian diseminado. Es improbable que la transferencia horizontal del fago y del
SCCmec se haya producido a la vez, ya que estos dos elementos se integran en sitios

distintos del cromosoma (Boyle-Vavra, 2007).

MSSA PVL phage Prophage integrated into ~ MRSA produces PVL toxin
infects MSSA S. aureus chromosome
carrying pvl genes
( (oo™
NG \ 7
\‘ ’ » /
E—
e, ~ ?1
Chromasome t ‘}
v :,? Methiciliin resistance casselle
(SCCmec IV or V) enters cell and
PVL toxin v integrates into chromosome

Figura 22. Modelo de emergencia del SARM comunitario
(Boyle-Vavra, 2007).

Los aislados de SASM del secuenciotipo ST8, precursores del USA300, se
encuentran diseminados por todo el mundo y han adquirido, en diversas ocasiones,
varios tipos de SCCmec (Deurenberg, 2008). De hecho, los primeros aislados de
SARM detectados a partir de 1960 (el clon Arcaico, ST247-MRSA-I) pertenecian al
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CC8 y se cree que derivaban de un aislado de SASM ST8 (Enright, 2002; Deurenberg,
2008). Todo ello sugiere que la linea ST8 se acomoda facilmente a la insercion de un
elemento SCCmec (Boyle-Vavra, 2007). Asimismo, Strommenger sugiere que los
genes IukSF-PV, codificantes de LPV, Unicamente se adquirieron una sola vez en el
ST8 (Strommenger, 2014), si bien los aislados de SASM del secuenciotipo ST8
productores de LPV se encuentran ampliamente diseminados por muchos paises

alejados geograficamente (Pérez-Vazquez, 2009; Daskalaki, 2010; Monecke, 2014).

La emergencia mundial en diferentes lineas genéticas de S. aureus que llevan
un fago lisogénico codificante de la LPV y un casete cromosémico SCCmec de
pequefio tamafio (tipos IV 0 V) hace pensar una presion selectiva comin en muchas
zonas geograficas del planeta. Existen algunos estudios que indican un aumento de la
colonizacién nasofaringea por S. aureus en nifios que recibieron la vacuna
neumocdcica heptavalente (Prevenar®) (van Gils, 2011); con todo, no explica la

relacién entre el SARM comunitario con la toxina LPV (Boyle-Vavra, 2007).

2.7.5 Factores de virulencia de SARM comunitario

Se han identificado en cepas de SARM comunitario, tanto en estudios
epidemiolégicos como experimentales, una serie de factores de virulencia, la mayoria
en aislados del clon USA300 (Kennedy, 2009; David, 2010). Algunos de estos factores

de virulencia se describen a continuacion.

Leucocidina de Panton-Valentine (LPV)

Es una exotoxina formadora de poros, presente en algunas cepas de S.
aureus, tanto sensibles como resistentes a la meticilina. Se describié por primera vez
en 1894 (van de Velde, 1894), aunque fue en 1932 cuando Panton y Valentine
asociaron esta toxina con el desarrollo de infecciones cutaneas (Panton, 1932).

Esta toxina consta de dos componentes codificados por dos genes separados
(lukF-PV vy lukS-PV), organizados en un operén. Los productos pueden ensamblarse
entre si o con los componentes de la y-hemolisina. Las dos proteinas que constituyen
la LPV actian de forma sinérgica lisando las membranas de los polimorfonucleares y
monocitos/macréfagos humanos (Lina, 1999). Ademas, la LPV puede formar poros en
la membrana externa de la mitocondria, induciendo la apoptosis (Genestier, 2005). Los
dos genes IukF-PV y IukS-PV estan transportados por un bacteriéfago lisogénico mévil
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que puede pasar a otras cepas e integrarse en el cromosoma en forma de profago
(Kaneko, 1997).

La evidencia clinica y varios estudios experimentales han mostrado una
asociacion entre las cepas de S. aureus productoras de LPV con las infecciones de
piel y partes blandas (Lina, 1999), con la neumonia necrosante (Gillet, 2002) y con la
osteomielitis (Bocchini, 2006). Con todo, no todos los estudios llegan a esta conclusion

y todavia existe controversia acerca de la patogenicidad de la LPV (Watkins, 2012).

Uno de los primeros estudios realizados in vivo mostré que la inyeccion
intradérmica de la LPV en conejos producia un infiltrado eritematoso seguido de una
necrosis cutanea (Cribier, 1992). Sin embargo, posteriores experimentos in vivo que
usaron modelos murinos pusieron en duda la virulencia de esta toxina. Asi por
ejemplo, un estudio encontré que las cepas de SARM comunitario que carecian de la
LPV eran igual de virulentas que las cepas con esta toxina en modelos de sepsis y

abscesos de ratones (Voyich, 2006).

En contraposicion, dos trabajos experimentales posteriores efectuados en
conejos demostraron que la presencia de los genes de LPV en cepas del clon
USA300, frente a cepas del clon USA300 sin estos genes, aumentaba la gravedad de
los sintomas de la neumonia necrosante (Diep, 2010) y de las infecciones cutaneas
(Lipinska, 2011). La razon de esta inconsistencia podria deberse a que los neutréfilos
de ratones son relativamente insensibles a los efectos citoliticos de la LPV, en
contraposicion a los neutréfilos de conejos y de humanos (Diep, 2010; Loffler, 2010).
Esta diferencia se ha explicado por la interaccién especifica de especie entre la LPV
con los receptores del complemento C5aR (Spaan, 2013). Ademas de causar la lisis
de neutrdfilos, la LPV tiene importantes efectos pro-inflamatorios. La destruccion
prematura de los neutrdfilos liberaria componentes de éstos (como radicales libres de

oxigeno), produciendo necrosis tisular.

No obstante, si bien la LPV contribuye a la virulencia del SARM comunitario,

probablemente no sea el Unico factor responsable (Watkins, 2012).

Elemento movil catabdlico de la arginina (ACME)

El denominado elemento moavil catabdlico de la arginina (ACME) es un
segmento de ADN de 30,9 kb, identificado por primera vez al secuenciar el genoma
completo de una cepa del clon USA300 (Diep, 2006b). Se ha detectado un alta
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prevalencia de ACME en aislados de S. epidermidis, lo que sugiere que el origen de

este elemento se encuentra en esta especie (Watkins, 2012).

En las cepas de SARM, el ACME esta adyacente al SCCmec. Estos dos
elementos se integran en el mismo sitio attB del gen orfX. El ACME se compone de
dos grupos de genes: los genes arc (arcA, arcB, arcC, arcD) y los genes opp. El gen
arcA codifica una arginina desaminasa, que convierte la L-arginina en diéxido de
carbono, ATP y amonio. Los genes opp producen una oligopéptido permeasa. El gen
arcA contenido en el ACME tiene una secuencia de nucleétidos diferente a la del gen
arcA housekeeping (utilizado para el MLST), presente este ultimo en todos los aislados
estafilococicos. Las consecuencias de la diferencia en las dos secuencias son
desconocidas (Diep, 2006b; Kennedy, 2009; David, 2010).

La patogenia del ACME es controvertida. Se ha especulado que el ACME
aumentaria la fitness del clon USA300 al incrementar la supervivencia de estas cepas
en un medio acido, como seria la piel humana (mediante la arginina desaminasa) y
que potenciaria la ingesta de nutrientes de la bacteria (mediante la oligopéptido
permeasa) (Diep, 2006b; Diep, 2008).

En apoyo de la implicacion del ACME en la patogenia, en un modelo de
bacteriemia en conejos, la deleccion de los genes productores del ACME produjo una
disminucion en la capacidad de diseminacion de una cepa del clon USA300 a los
principales 6rganos (Diep, 2008). Por el contrario, otro estudio no encontrd diferencias
significativas entre cepas de USA300 ACME-positivas frente a las de USA300 ACME-
negativas en un modelo en ratas con neumonia necrosante y en otro modelo en

ratones con infecciones cutaneas (Montgomery, 2009).

Hasta el momento, el principal interés del ACME es epidemiolégico, para
distinguir las cepas del clon USA300-0114 y sus variantes mas cercanas (que poseen
el subtipo SCCmec IVa y los genes arc), de la variante latinoamericana del USA300
(con el subtipo SCCmec IVc y sin los genes arc) (Nimmo, 2012). El ACME también se
ha encontrado esporadicamente en otros clones de SARM diferentes al USA300
(Ellington, 2008).

Modulinas solubles en fenol (PSMs)

Las modulinas solubles en fenol (PSMs) son péptidos de hélice a producidos

por varias especies de estafilococos. Tienen la capacidad de reclutar, activar y lisar los
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neutréfilos humanos. Si bien el operén psma, productor de las PSMs, se encuentra en
todas las cepas de S. aureus, en los aislados de SARM comunitario se expresan en

mayor cantidad.

2.7.6 Factores de riesgo para lainfeccion por SARM comunitario

Hasta finales de la década de 1990, la mayoria de las infecciones por SARM
ocurrian en personas ingresadas o que tenian relacion con el sistema sanitario. Sin
embargo, las infecciones por las cepas de SARM comunitario se producen
frecuentemente en otras poblaciones, como en neonatos y poblacion pediatrica,
nativos americanos (de EE.UU. y Canada) y aborigenes australianos y de otras islas
del Pacifico, presos de carceles, militares y atletas con deportes de contacto. No
obstante, algunos pacientes con infecciones por SARM comunitario no tienen ningun

factor de riesgo aparente (David, 2010).

El contacto directo con individuos infectados se cree que es el modo de
transmision de los aislados de SARM comunitarios (Moran, 2006; Kennedy, 2009). En
el caso de los deportes de contacto, las abrasiones y roturas de la piel, el uso
compartido de toallas, el agua de saunas contaminadas y los cosméticos del afeitado
se han asociado al desarrollo de infecciones cutaneas por SARM comunitario (Begier,
2004). Curiosamente, la colonizaciéon nasal por SARM comunitario en EE.UU. es baja,
frente al relativamente alto nimero de infecciones causadas por este tipo de cepas
(Gorwitz, 2008).

2.8 SARM en centros geriatricos

2.8.1 Importancia de lainfeccion por SARM en pacientes geriatricos

Segun los datos del estudio espafiol EPINE del afio 2011, el 44,6% de las
infecciones por cualquier microorganismo en pacientes hospitalizados ocurrian en
personas de méas de 69 afios (EPINE, 2011). Este escenario es similar en muchos

paises de nuestro entorno y en EE.UU. (Emori, 1991).

Staphylococcus aureus constituye una de las principales causas de
bacteriemia, infeccidn de tejidos blandos y neumonia en personas mayores ingresadas

en hospitales de agudos (Emori, 1991; Bradley, 2002). Las bacteriemias por S. aureus
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son bastante mas frecuentes en personas mayores de 65 afios, como muestra un
estudio multicéntrico espafiol (Oteo, 2002). Como es sabido, la mortalidad en los
pacientes ancianos infectados por este microorganismo es mayor conforme avanza la
edad (Holmes, 2011; Albur, 2012; Pastagia, 2012).

Ademas, hay muchos estudios que indican que la colonizacion por S. aureus, Si
bien es alta en los recién nacidos, disminuye a lo largo de los primeros afios de vida,
pero luego se incrementa con la edad, siendo mayor por encima de los 70-80 afios
(Ayliffe, 1977), especialmente en el caso de SARM (Eveillard, 2006b; Gorwitz, 2008). Y
también muchos otros que demuestran una clara asociacion entre la colonizacién
nasal por S. aureus y la infeccién posterior por la misma cepa en pacientes ingresados
en hospitales de agudos, especialmente en las UCI (Corbella, 1997; von Eiff, 2001),
asi como en pacientes en hemodidlisis (Yu, 1986). Asimismo, la colonizacién de las
Ulceras cronicas por SASM o SARM (Masaki, 2001; Roghmann, 2001) es un factor de

riesgo para el desarrollo de bacteriemia subsiguiente.

Por lo que se refiere a las infecciones invasivas por SARM, principalmente las
bacteriemias, como cabria esperar, son también mucho mas frecuentes en mayores
de 65 afios (Morgan, 2000; Oteo, 2002; Manzur, 2007; Rodriguez-Bafio, 2009; Gasch,
2011).

2.8.2 Colonizacién por SARM en las residencias geriatricas

Los centros de larga estancia constituyen un grupo heterogéneo de
instituciones (publicas o privadas) que proporcionan residencia y cobertura sanitaria,
mayoritariamente a pacientes geriatricos, con diferentes grados de dependencia
(Manzur, 2008c).

Las mejoras sanitarias y cambios sociales que se han producido en muchos
paises europeos y americanos han provocado un aumento de la poblacion mayor de
65 afios. Una proporcion importante de esta poblacion va a residir de forma
permanente o durante un periodo mas o menos prolongado en una residencia
geriatrica (Manzur, 2008c). Asi, por ejemplo, en EE.UU. en torno a unas 1,4 millones
de personas residian en centros geriatricos en 2008; sin embargo, se cree que en
2030 esta cifra podria alcanzar los 5,3 millones de personas (Garazi, 2009).

Muchos de los pacientes de las residencias geridtricas van a ingresar

intermitentemente en un hospital de agudos, volviendo més tarde a la residencia,
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formandose un circuito entre ambas instituciones. El intercambio de pacientes entre
los hospitales de agudos y las residencias geriatricas es cada vez mayor en los ultimos
afos, asumiendo estas Ultimas altas hospitalarias que se dan con mayor precocidad
(Manzur, 2008c; Pujol, 2011). Una consecuencia de este intercambio entre hospital y
residencia geriatrica es que una proporcién de pacientes que residen en centros
geriadtricos van a estar colonizados por bacterias multirresistentes, como
enterobacterias productoras de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE),

Acinetobacter baumannii resistente a las carbapenemas y SARM.

Respecto al SARM, desde la década de los afios noventa, se esta produciendo
en muchos paises una diseminacion desde los hospitales de agudos hacia el &mbito
sanitario extrahospitalario, incluyendo los centros de larga estancia y residencias
geriatricas (Manzur, 2008c). En la mayoria de los casos, los residentes geriatricos
adquieren el SARM al ingresar o ser atendidos en el hospital y, a partir de aqui, lo
transfieren a la residencia geriatrica (Bradley, 1999). Existen numerosos estudios
publicados que muestran que la hospitalizacién reciente constituye un factor de riesgo
independiente para la colonizacién por SARM en pacientes que residen en un centro
geriatrico (von Baum, 2002; Garazi, 2009; Lasseter, 2010; Garcia-Garcia, 2011;
Pfingsten-Wurzburg, 2011; Murphy, 2012b).

Como era previsible, las residencias geriatricas forman también un importante
reservorio de SARM fuera de los hospitales (Eveillard, 2008; Manzur, 2008c; Garazi,
2009; Garcia-Garcia, 2011; Pfingsten-Wurzburg, 2011). Apoyando esto, algunos
trabajos encuentran que los pacientes hospitalizados con un SARM tienen una mayor
probabilidad de proceder de un centro geriatrico que de la comunidad (Hsu, 1988;
Eveillard, 2006a). Asi un estudio retrospectivo, realizado en el Hospital de Bellvitge,
mostré que los dos Unicos factores que predecian la resistencia a la meticilina en
pacientes que ingresaban en dicho hospital con una bacteriemia por S. aureus eran el
antecedente de un SARM previo y la procedencia de un centro de larga estancia
(Manzur, 2007).

Las tasas de colonizacion por SARM en las residencias geriatricas varian
ampliamente y dependen de multiples factores, como la localizacién geogréfica de la
residencia, el tamafio (nUmero de camas), la prevalencia de SARM en los hospitales
de agudos de referencia, el tipo de residentes ingresados, las practicas del control
epidemioldgico del centro, la calidad de la limpieza de la residencia (Murphy, 2012a),
el momento en que se realiza el estudio de colonizacion (si se realiza de forma basal o

bien, durante un brote de infeccidn), los tipos de muestra, el nimero de muestras que
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se recogen en los estudios de vigilancia y los medios de cultivo microbiolégicos en que

se siembran los escobillones (McNeil, 2002).

La prevalencia de portadores de SARM en las residencias geriatricas de
diferentes paises europeos oscila entre un 1,1% y un 7,6% en Alemania (von Baum,
2002; Pfingsten-Wirzburg, 2011), del 4,7% al 22% en el Reino Unido (Cox, 1999; Barr,
2007), del 1% al 27% en Irlanda (O’Sullivan, 2000b), y del 37,6% en un geriatrico
francés (Eveillard, 2008). En los pocos estudios esparfioles realizados, la tasa de
colonizacién en geriatricos oscila entre el 6,7% y 35,8% en la provincia de Barcelona
(Espejo, 2006; Manzur, 2008b), y del 10,6% en la provincia de Sevilla (Garcia-Garcia,
2011). En EE.UU., el porcentaje de portadores de SARM en las residencias geriatricas
suele ser mas alto, con una tasa de colonizacién del 8% al 53% en exudados nasales,
y del 30% al 82% en heridas (Bradley, 1999). La tasa de colonizacién por SARM en
centros geriatricos suele ser superior a la encontrada en hospitales, incluyendo las UCI
(Murphy, 2012b).

Entre los factores de riesgo mas frecuentes de colonizacién por SARM en los
centros geriatricos se incluyen el sexo masculino, la edad mayor de 80 afios, el
ingreso hospitalario reciente, el encamamiento o estado funcional disminuido, la
presencia de cuerpos extrafios (sondas nasogastricas, catéteres intravenosos, sondas
urinarias), la presencia de heridas y Ulceras de decubito, el tratamiento antibidtico
previo, la colonizacion previa por SARM, y un nimero de camas por cuidador de la
residencia igual o superior a 6 (O'Sullivan, 2000a; McNeil, 2002; von Baum, 2002;
Barr, 2007).

2.8.3 Infeccién por SARM en las residencias geriatricas

Como ya se ha comentado, la colonizacion por SARM constituye un importante
factor de riesgo para desarrollar una infeccion por la misma cepa en pacientes
hospitalizados (Corbella, 1997). Sin embargo, a pesar de que la colonizaciéon
asintomatica por SARM suele ser frecuente en los residentes de centros geriatricos,
las infecciones por SARM son raras. La mayoria de ellas suelen ser infecciones de

herida que no van a requerir ingreso hospitalario.

Se ha establecido que los pacientes colonizados por SARM presentan un
riesgo de desarrollar una infeccién por SARM del 30-60% durante un ingreso en un
hospital de agudos, mientras que este riesgo seria sélo del 5% durante su estancia en

una residencia geriatrica (Bradley, 1991; McNeil, 2002). La comorbilidad de los
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pacientes colonizados por SARM suele ser un predictor mas importante que la edad
en si misma para desarrollar una infeccion por SARM (McNeil, 2002), principalmente la

presencia de diabetes y de enfermedad vascular periférica (Terpenning, 1994).

A modo de resumen, las residencias geriatricas son altamente heterogéneas,
afectadas por muchas variables como el pais, el tipo de poblacién de la residencia, la
prevalencia de SARM en la regién, el control epidemiolégico del SARM en el hospital
de referencia del centro, etc. La gran mayoria de articulos publicados se han realizado
en residencias de veteranos americanas, que no son del todo comparables a las
residencias publicas de nuestra &rea. Por eso hacia falta realizar mas estudios acerca
de la importancia de la colonizacion e infeccion SARM en residencias geriatricas,
especialmente en Espafia, pais en el que existen escasos estudios publicados sobre

este tema.

Entre estos pocos articulos esta el realizado por nuestro grupo, publicado en
2004. Se trata de un estudio retrospectivo de los aislados de S. aureus procedentes de
Ulceras de decubito que se detectaron durante el periodo 2000-2002 en los residentes
geriatricos ingresados en la Residencia Bonanova, un centro publico con un elevado
namero de residentes para la que nuestro hospital es el centro de referencia. Segun
mostré dicho estudio, la resistencia a la meticilina entre los aislados de S. aureus
detectados en Ulceras fue del 70%. El analisis de ECP revel0, entre los 17 aislados de
SARM de pacientes distintos, la presencia de cuatro clones de SARM, todos ellos
encontrados también en los pacientes ingresados en el hospital de referencia de dicho

centro (Ruiz de Gopegui, 2004).
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3. OBJETIVOS

Parte 1. Estudio de epidemiologia molecular de los aislados de Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina detectados en el Hospital Universitari Son
Dureta y Son Espases durante 15 afios (1999-2013).

Los aislados de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM)
comenzaron a detectarse en el HUSD a partir de junio 1999, constituyendo un
problema de primera magnitud en nuestro hospital, como sucede en otros hospitales.
Asimismo, en los Ultimos afios, se ha producido la diseminacion en la mayoria de
paises de aislados de SARM comunitario, con caracteristicas epidemiol6gicas,
microbioldgicas y moleculares que se diferencian de los aislados de SARM detectados
en los hospitales. Dada la importancia que presenta este microorganismo, se ha
planteado la realizacion de diversos estudios de epidemiologia molecular de SARM,

con los siguientes objetivos:

Estudiar la relacion clonal de los aislados de SARM detectados en los
pacientes atendidos en el HUSD y posteriormente en el HUSE durante cuatro
periodos: 1999-2000, 2002-2004, 2008 y 2012-2013.

Il. Comparar la relacién clonal de los aislados de SARM detectados en el HUSD
con los aislados de SARM detectados en los otros cuatro hospitales publicos
de Mallorca existentes entonces: el Hospital Son Llatzer (HSLL), el Hospital de
Manacor (HM), el Hospital General (HG) y el Hospital Joan March (HIM).

[l Estudiar la prevalencia de resistencia antimicrobiana en los diferentes aislados
de SARM.

V. Determinar la frecuencia de la leucocidina de Panton-Valentine (LPV) y del

elemento movil catabdlico de la arginina (ACME) entre los aislados de SARM.
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V. Realizar el genotipado y subtipado del casete cromosémico SCCmec.

Parte 2. Estudio epidemioldgico de colonizacion e infeccion por S. aureus

resistente a la meticilina en una residencia geriatrica de Mallorca.

Las residencias geriatricas constituyen un importante reservorio de SARM.
Ademas, muchos residentes geriatricos ingresan en un hospital de agudos regresando
otra vez a la residencia, con lo que se crea un importante flujo de pacientes entre los
centros geriatricos y sus hospitales de referencia. La gran mayoria de articulos
publicados se han realizado en residencias de veteranos americanas, que no son del
todo comparables a las residencias publicas de nuestra area. Por ello, dado los
escasos trabajos que evallen la importancia de la colonizacién e infeccion SARM en
residencias geriatricas, se plante6 realizar en Espafia un estudio multicéntrico (aqui se
presentan Unicamente los datos de la Residencia Bonanova, de Palma de Mallorca),

con los siguientes objetivos:

VI. Estudiar la prevalencia de la colonizacion por SARM en frotis nasales y
exudados de Ulcera de los pacientes ingresados en un centro geriatrico, la
Residencia de Pensionistas “Bonanova” de Palma de Mallorca (corte

transversal).

VII. Determinar los factores de riesgo de la colonizacién por SARM en los
residentes de dicha residencia geriatrica (estudio caso-control).

VIIl.  Evaluar la evolucion en el tiempo de los pacientes colonizados por SARM y de

un grupo de los residentes no colonizados en el estudio inicial (estudio

longitudinal).
IX. Estudiar la prevalencia de resistencia antibiética en los aislados de SARM.
X. Estudiar de la relacién clonal de las cepas de SARM aisladas en estos

residentes, comparandolas con las detectadas en el hospital de referencia.
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XI. Determinar la prevalencia de los genes codificantes de la LPV.

XiIl. Realizar el genotipado y subtipado del casete SCCmec.

Parte 3. Caracterizacién de un nuevo plasmido de multirresistencia que contiene
los genes cfr, tet(L), ant(4’)-la y dfrK, en dos aislados de SARM y en un aislado

de Staphylococcus epidermidis.

En agosto del 2010, en dos pacientes con EPOC ingresados en el HUSD, se
aislaron dos cepas de SARM, resistentes también a la linezolida (doble halo),
cloranfenicol, clindamicina, tetraciclina, tobramicina y ciprofloxacino. Se detectaron en
muestras de esputo y de exudados nasales, axilares e inguinales. Estos dos pacientes
habian recibido tratamiento con linezolida en 2009 por otra infeccion respiratoria por
SARM (entonces sensible a la linezolida). En septiembre del 2010 se detectdé un
aislado de S. epidermidis con el mismo perfil de resistencia. El gen de resistencia cfr
explicaria la resistencia a la linezolida, clindamicina y al cloranfenicol, pero no la
resistencia a la tetraciclina ni a la tobramicina. Por ello, se decidi6 realizar un estudio

con los siguientes objetivos:

XIl.  Estudiar la relacion clonal de los dos aislados de SARM resistentes a la
linezolida detectados en dos pacientes ingresados en el HUSD, asi como de
otros dos aislados de SARM sensibles a la linezolida detectados previamente

en los mismos pacientes.

XIV. Realizar el genotipado y subtipado del casete SCCmec de los cuatro aislados
de SARM detectados en esos dos pacientes.

XV. Analizar el mecanismo de resistencia a la linezolida, tobramicina y a la
tetraciclina en los dos aislados de SARM y en el aislado de S. epidermidis

resistentes a la linezolida.

XVI. Determinar si el plasmido de multirresistencia es conjugativo y cual es su

tamano.



Objetivos Pagina 104

XVII. Determinar la secuencia de nucledtidos del fragmento del plasmido que

contiene los genes de resistencia.

Parte 4. Estudio de epidemiologia molecular y caracterizacion del mecanismo de

resistencia de un brote de Staphylococcus hominis resistente a la linezolida.

A partir de marzo del 2008, se detectaron los primeros aislados de
Staphylococcus hominis resistentes a la linezolida y a la teicoplanina, entre otros
antibiéticos, en dos hospitales terciarios de Mallorca (HSLL y HUSD), principalmente a
partir de hemocultivos de pacientes ingresados en la UCI. Por ello, se llevo a cabo un

estudio entre los dos hospitales con los siguientes objetivos:

XVIIl. Estudiar la resistencia antibiética en diferentes aislados de S. hominis
resistentes a la linezolida, detectados en estos dos hospitales de Mallorca,

durante el periodo marzo 2008-febrero 2009.

XIX. Estudiar la epidemiologia molecular de un grupo de aislados de S. hominis

resistentes a dicho antimicrobiano.

XX.  Estudiar el mecanismo de resistencia a la linezolida en un grupo de aislados de

S. hominis.
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4. METODOLOGIA
4.1 Cepas, plasmidos y cebadores
Tabla 7. Cepas de laboratorio usadas en este trabajo.
Especie Cepa Descripcion Genotipo Referencia
S.aureus | Clon A Cepa de SARM del HUSD | ST125-IVc Este trabajo
Clon B Cepa de SARM del HUSD | ST228-I Este trabajo
Clon C Cepa de SARM del HUSD | ST22-IVh Este trabajo
Clon Ibérico Cepa de SARM (cedida por | ST247-I Sanches,
la Dra. de Lencastre) 1995
Clon NY/Japén | Cepa de SARM (cedida por | ST5-II Chung, 2000
la Dra. de Lencastre)
Clon Brasilefio | Cepa de SARM (cedida por | ST239-11I Aires de
la Dra. de Lencastre) Sousa, 1998
Cepa Cepa de SARM (cedida por ST22-1Vh Faria, 2005
DEN4561 la Dra. de Lencastre) (EMRSA-15)
Cepa HAR22 Cepa de SARM (cedida por ST22-1Vh Murchan,
la Dra. de Lencastre) (EMRSA-15) 2003
Cepa NCTC Cepa de S. aureus usada - Tenover,
8325 como marcador de peso 1995
molecular en la ECP
Cepa 3922-04 | Cepa de SARM LPV+ ST8-IVc Cercenado,
(cedida por la Dra. 2008
Cercenado)
Clon USA300 Cepa de SARM LPV+, ST8-IVa -
ACME+ (cedida por la Dra.
Cercenado)
HCO08 Cepa de SARM cfr+, fexA+ ST228- Morales,
(cedida por la Dra. Betriu) 2010
05069371 Cepa de SARM del HUSD ST125-1Vc Este trabajo
resistente a la linezolida
(cfr+)
ATCC® 29213 | Cepa tipo usada para la - CLSI, 2012
conjugacion del pPERGB
E. coli XL-1 Blue Cepa usada para la - Bullock, 1987
transformacion del pERGB

Abreviaturas. HUSD: Hospital Universitari Son Dureta; NY: Nueva York; DEN: Denmark;
ECP: electroforesis en campo pulsado; LPV: leucocidina de Panton-Valentine; ACME:
elemento mévil catabdlico de la arginina.



Metodologia

Pagina 108

Tabla 8. Plasmidos usados en este trabajo.

Plasmido

Genotipo

Referencia

Vector de clonacién. Contiene

Olsen, 1982

pUCP24

tres genes: rep, lacZa y aacC1l

pERGB

la, tet(L) y dfrK

Plasmido de multirresistencia de
la cepa 05069371. Contiene los
genes de resistencia: cfr, ant-4'-

Este trabajo

pUCPcfrl2

Plasmido resultante de la
clonacién de un fragmento del
PERGB de 8.675 pb en el
pUCP24. Contiene los genes de
resistencia: cfr, ant-4’-la y tet(L)

Este trabajo

Tabla 9. Cebadores utilizados para este trabajo.

Tamafio
Cebador Secuencia de oligonucleétidos (5'-3") producto Uso Referencia
PCR (pb)

27F AGAGTT TGATCM TGG CTC AG - Secuenciacion Lane, 1991

del ARNr 16S
907R CCGTCAATTCMT TTRAGTTT
519R GWA TTA CCG CGG CKG CTG
arcC-Up TTG ATT CAC CAG CGC GTATTG TC 570 MLST Enright, 2000
arcC-Dn AGG TAT CTG CTT CAA TCA GCG
aroE-Up ATC GGA AAT CCTATT TCA CATTC 536
aroE-Dn GGT GTT GTATTAATAACG ATATC
glpF-Up | CTA GGA ACT GCA ATC TTAATC C 576
glpF-Dn TGG TAA AAT CGC ATG TCC AAT TC
gmk-Up ATC GTT TTATCG GGA CCATC 488
gmk-Dn TCATTAACT ACAACG TAATCG TA
pta-Up GTT AAAATC GTATTA CCT GAA GG 575
pta-Dn GAC CCTTTT GTT GAA AAG CTT AA
tpi-Up TCG TTC ATT CTG AAC GTC GTG AA 475
tpi-Dn TTT GCA CCT TCT AAC AAT TGT AC
yqiL-Up CAG CAT ACAGGA CACCTATTG GC 598
yqiL-Dn CGT TGA GGA ATC GAT ACT GGA AC
cAl AAC CTA TAT CAT CAA TCA GTA CGT 695 Tipado del Lim, 2003

complejo ccr

1,2y 3 del
SCCmec

cA2 TAA AGG CAT CAATGC ACA AAC ACT 937
cA3 AGC TCA AAA GCA AGC AAT AGA AT 1.791
cB ATT GCC TTG ATAATAGCCTTCT
mA ACC AAA CCC GAC AAC TAC AAC 1.005 Tipado Lim, 2003

complejo mec

clase B

ROrf2 GGA CAACTT AAGCCAGGGTA
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Tabla 9. Cebadores utilizados para este trabajo (continuacion).
Tamafio
Cebador Secuencia de oligonucleétidos (5’-3') producto Uso Referencia
PCR (pb)
ccrC-F2 | GTA CTC GTT ACA ATG TTT GG 449 Tipadoccr5 | Milheirico,
del SCCmec 2007b
ccrC-F2 | GTA CTC GTT ACA ATG TTT GG
J-IVa-F | ATA AGA GAT CGA ACA GAA GC 278 Subtipado Milheirico,
SCCmec IV 2007a
J-IVa-R | TGA AGA AAT CAT GCC TAT CG
J-IVc-F | CCATTG CAAATT TCT CTT CC 483
J-IVc-R | ATA GAT TCT ACT GCA AGT CC
J-IVh-F | TTC CTC GTT TTT TCT GAA CG 663
J-IVh-R | CAA ACA CTG ATA TTG TGT CG
mecA-F | GTG AAG ATA TAC CAA GTG ATT 147 DEteCién Zhang, 2005
mec
mecA-R | ATG CGC TAT AGA TTG AAAGGA T
nuc-1 GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT 270 Deteccion nuc Brakstad,
1992
nuc-2 AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC
IUKPV-1 | ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA 433 Deteccion LPV | Lina, 1999
TGATCC A
IUKPV-2 | GCA TCA AST GTA TTG GAT AGC AAA
AGC
arcA-F | GAG CCA GAA GTA CGC GAG 724 Deteccion | Diep, 2006b
ACME
arcA-R | CAC GTA ACT TGC TAG AAC GAG
cfr-F TGA AGT ATA AAG CAG GTT GGG AGT 746 Deteccion cfr | Kehrenberg,
CA 2006
cfr-R ACC ATA TAA TTG ACC ACA AGC AGC
fexA-F | GTA CTT GTA GGT GCA ATT ACG GCT |  1.272 Deteccion | Kehrenberg,
GA fexA 2006
fexA-R | CGC ATC TGA GTA GGA CAT AGC GTC
Tetk-F | CCT GGA ATT ACA AAC TGG GT 1.080 Dettetagi)én Jones, 2006
e
Tetk-R | CCT CCT ACA ATT GCT ATA CC
TetM-F | GGA GCG ATT ACA GAA TTA GG 1.780 Deteccion | Jones, 2006
tet(M)
TetM-R | CGG GTC TGG CAA ACA GGT T
TetL-F | CCT GTT CCC TCT GAT AAA 1.051 Deteccion Pang, 1994
tet(L)
Tetl-R | CAA ACT GGG TGA ACA CAG
ANT4-F | CTG CTA AAT CGG TAG AAG C 173 Deteccion Vanhoof,
ant(4)-la 1994
ANT4-R | CAG ACC AAT CAA CAT GGC ACC
dffk-F | GCT GCG ATG GAT AAT GAA CAG 214 Deteccion dfrk | Fepler, 2010
dfrk-R | GGA CGA TTT CAC AAC CAT TAA AGC
vgaC-F | CCG TAT GCC CAG AGT GAG AT 671 Detecgén Fepler, 2010
vgal
vgaC-R | TGC TTG GGA ACA AGT CCT TC
23S-F TGG GCA CTG TCT CAA CGA 634 ARNr 23S Tsiodras,
23S-R GGA TAG GGA CCG AAC TGT CTC 2001
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4.2 Caracteristicas de los centros sanitarios

Hospital Universitari Son Dureta

El antiguo Hospital Universitari Son Dureta (HUSD) era un hospital terciario con
aproximadamente 800 camas, que a su vez era el hospital de referencia de la
residencia geriatrica Bonanova y el centro asistencial de referencia de las Islas
Baleares. A mediados de diciembre del 2010 cesé su actividad, trasladandose a las
instalaciones del nuevo Hospital Universitari Son Espases (HUSE), con el mismo

personal y similar estructura asistencial.

El HUSD estaba compuesto por dos pabellones de hospitalizacién separados,
aunque situados en el mismo recinto: el edificio de hospitalizacion general (A) y el
hospital materno-infantil (B), ademés de un edificio de “Consultas” (K) (figura 23).

Lo

2
H

|

1:

Figura 23. Hospital Universitari Son Dureta, con los tres edificios:
Hospitalizacion general (A), Maternal (B) y Consultas (K) (Foto
obtenida en www.datuopinion.com).

La UCI del HUSD estaba situada en la séptima (y Gltima) planta del edificio de
hospitalizacion general “A”. Disponia de 30 camas, repartidas en 5 unidades:
Coronaria, Médica, Quirdrgico-Traumatolégica, Neurocritica y Cirugia Cardiaca.


http://www.datuopinion.com/
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Hospital Universitari Son Espases

El Hospital Universitari Son Espases (HUSE) se inaguré en diciembre 2010.
Ocupa una superficie edificada de mas de 172.000 m? (aproximadamente dos veces y
media mas que el HUSD), tiene una capacidad de 1.020 camas de hospitalizacion, 26
quiréfanos, 107 camas de cuidados intensivos, ademas de areas de urgencias y
consultas (figura 24).

Figura 24. Hospital Universitari Son Espases.

Este hospital atiende una poblacion de 330.000 habitantes del Sector Ponent
de Palma que incluye los municipios de Esporles, Banyalbufar, Estellencs,
Valldemossa, Andratx, Calvia, Soller, Fornalutx y Deia. Ademas, es el hospital de
referencia para toda la poblacion de las llles Balears.

Hospital Son Llatzer

El Hospital Son Llatzer (HSLL) es un hospital terciario inagurado en 1988. Esta
situado en Palma de Mallorca, con 377 camas. Atiende a una poblacion de 262.713
habitantes del Sector Llevant de Palma y de los municipios de Marratxi, Llucmajor,
Algaida, Santa Maria, Bunyola, Santa Eugenia, Séller, Fornalutx y Deia. La UCI del

HSLL es una unidad médico-quirargica con 18 camas.
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Resto de hospitales participantes de Mallorca

El Hospital de Manacor (HM) es un hospital comarcal con 232 camas, situado
en el levante de la isla de Mallorca, a unos 50 km de Palma. Se inauguré en 1997.
Proporciona cobertura a 143.460 habitantes de los municipios de Manacor, Campos,

Villafranca, Santanyi, Felanitx, Son Servera, Arta y Capdepera.

El Hospital General (HG) y Hospital Joan March (HIJM) son dos centros de
larga estancia y de perfil sociosanitario. Ambos hospitales remitian las muestras de los

cultivos al laboratorio de Microbiologia del HSLL en el momento del estudio.

Residencia geriatrica Bonanova

La Residencia mixta de Pensionistas “Bonanova” de Palma de Mallorca es el
mayor centro geriatrico en Mallorca, con 552 camas (252 plazas para residentes
validos y 300 para asistidos) y tiene al hospital HUSD-HUSE como centro de
referencia. Se divide en dos areas funcionales diferenciadas pero comunicadas, una
para pacientes asistidos (pisos 1-4) y otra para residentes validos (pisos 7-9) (figuras
25y 26). Es de titularidad publica, gestionada por el Institut Mallorqui d’Afers Socials
del Consell de Mallorca. Los criterios de ingreso son el ser mayor de 60 afios y
pensionista de la Seguridad Social. Dispone de un &area de atencion a personas con
demencia. El servicio médico propio del centro estaba compuesto en el momento del
estudio por tres médicos en turno de mafiana, otro facultativo por las tardes, ademas
de un médico de guardia cada sabado. Dispone de los correspondientes servicios de

enfermeria.

Figuras 25-26. Diferentes aspectos de la Residencia Bonanova.
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A lo largo del estudio aqui presentado, los residentes estaban acomodados en
habitaciones con una o dos camas. Los cultivos para el cribado de portadores de
SARM no se realizaban de forma rutinaria, ni se habian aplicado tratamientos para
descolonizacién de SARM. El aislamiento de los pacientes infectados por SARM se
aplic6 ocasionalmente, especialmente en el caso de infecciones respiratorias. No se

denegaba el ingreso en la residencia de personas que eran portadoras de SARM.

4.3 Disefio de los estudios epidemiolégicos

4.3.1 Epidemiologia molecular de SARM en el HUSD-HUSE

A partir de los registros microbiol6gicos, se documentaron todos los pacientes
con aislamiento de SARM en muestras clinicas que ingresaron en el HUSD-HUSE, o
bien que acudieron a Urgencias o a las Consultas Externas de dicho hospital, durante
cuatro periodos de tiempo no consecutivos: junio 1999-diciembre 2000, julio 2002-
junio 2004 (Ruiz de Gopegui, 2005; Alcoceba, 2007), enero-diciembre 2008 (Ruiz de
Gopegui, 2009) y septiembre 2012-febrero 2013.

Se incluy6 un solo aislado de SARM por paciente para realizar los estudios de
sensibilidad y de epidemiologia molecular. Se excluyeron las cepas aisladas de
cultivos de vigilancia del estado de portador (exudados nasales, axilares o inguinales),
asi como las muestras con SARM de pacientes procedentes de centros de salud o de

residencias geriatricas.

Asimismo, se compar6 la epidemiologia molecular de los aislados de SARM
detectados en el HUSD con la de los otros hospitales publicos de la isla. Para ello, se
documentaron todos los pacientes con aislamiento de SARM en muestras clinicas
atendidos en alguno de los cinco hospitales publicos existentes en el momento
(HUSD, HSLL, HM, HG y HJM), durante el periodo comprendido entre enero 2003 y
junio 2004. También en este caso se incluyd un Unico aislado de SARM por paciente,
a excepcion de 10 pacientes que ingresaron en dos hospitales diferentes a lo largo de
dicho periodo, por lo que se incluyé el primer aislado detectado en cada uno de los

dos ingresos (Alcoceba, 2007).

Tras la identificacién de los aislados de S. aureus y el estudio de sensibilidad,
se congelaron a -70°C para la realizacion posterior de los diversos estudios de
epidemiologia molecular (ver méas adelante).
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En todos los episodios de infeccion por SARM, se recogié informacion de los
pacientes en una hoja de célculo Excel, que incluia la edad, el sexo, el tipo de
muestra, la fecha de la muestra, el servicio hospitalario del ingreso y el antecedente de
SARM previo.

4.3.2 Estudio de prevalencia de SARM en la Residencia Bonanova

Se tomo un exudado nasal a todos los residentes ingresados en la Residencia
“Bonanova’ que aceptaron participar en este estudio, coincidiendo con la campafna de
vacunacion de la gripe, entre el 18 de octubre y el 21 de noviembre del 2005.
Adicionalmente, se recogié un exudado cutaneo a los residentes que tuvieran algun
tipo de Ulcera o herida cutaneas. La recogida de los exudados nasales y de los
exudados cutdneos de Ulcera del estudio de prevalencia inicial la llevé a cabo el

personal de enfermeria o0 médico del centro.

En aquellos residentes incluidos en el estudio, el equipo médico del centro
cumpliment6 un formulario prefijado con los datos clinicos para determinar los factores
de riesgo de colonizacién, que incluian el indice de co-morbilidad de Charlson
(Charlson, 1987) y grado de dependencia medido con el indice de Barthel (Mahoney,
1965). La totalidad de los parametros recopilados en los residentes participantes se

muestra en la tabla 10 de la pagina siguiente.

Asimismo, se llevé a cabo un seguimiento clinico y de la colonizacién nasal por
S. aureus al cabo de 8 meses (julio 2006), 1 afio (noviembre 2006) y 18 meses (mayo
2007), tanto en los pacientes colonizados por SARM (“casos”) como en un grupo de
residentes que no estaban colonizados por SARM durante el estudio inicial
(“controles”). El grupo control estaba compuesto por el mismo nimero de pacientes
gue los residentes colonizados por SARM (“casos”), seleccionados al azar de entre los
residentes que no habian estado colonizados por SARM durante el estudio inicial. La
informacion recopilada durante el seguimiento (a los 8, 12 y 18 meses) fue la
presencia de Ulceras de decubito, los ingresos hospitalarios, el consumo de
antibioticos y las infecciones clinicas. Las muestras de los exudados nasales durante

el seguimiento fueron obtenidas, en su mayor parte, por el doctorando de esta tesis.

Durante el periodo de 18 meses no se realiz6 cambios en los protocolos para el
control de infeccidén en la residencia, ni se aplicaron tratamientos de descolonizacion

nasal en los residentes colonizados por SARM detectados en el estudio.
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Tabla 10. Variables clinicas recogidas en el estudio de prevalencia de SARM en

residencias geriatricas.

Fecha de ingreso en la residencia
Procedencia
Estancia previa geriatricos

Variable Opciones de respuesta
Edad
Sexo Varon, mujer

Hospital agudos, domicilio, otros geriatricos
Si, No

Deposiciones

Orina
Uso lavabo
Tranferencia camal/silla

Movilidad (superficies)

Escaleras

Ingreso previo hospitalario (Gltimos 5 afios) Si, No
N° de ingresos hospitalarios en los Ultimos 5 afios
Co-Morbilidad (indice de Charlson):
Infarto de miocardio (1) Si, No
Insuficiencia cardiaca congestiva (1) Si, No
Enfermedad vascular periférica (1) Si, No
Demencia (1) Si, No
Enfermedad pulmonar croénica (1) Si, No
Enfermedad ulcerosa (1) Si, No
Enfermedad hepatica leve (1) Si, No
Diabetes mellitus (1) Si, No
Hemiplejia (2) Si, No
Enfermedad renal moderada o severa (2) Si, No
Diabetes con afectacion drgano diana (2) Si, No
Cualquier tumor (2) Si, No
Leucemia (2) Si, No
Linfoma (2) Si, No
Enfermedad hepatica severa (3) Si, No
Tumor sélido metastasico (6) Si, No
SIDA (6) Si, No
Grado de dependencia (indice de Barthel):
Alimentacién Incapaz, ayuda, independiente
Bafio Dependiente, independiente
Higiene Dependiente, independiente

Incontinente/enemas,
continente

Incontinente, incontinencia ocasional, continente
Dependiente, necesita ayuda, independiente

Incapaz, ayuda directa, ayuda
independiente

Inmovil, dependiente de silla, camina con ayuda,
independiente

Incapaz, necesita ayuda, independiente

incontinencia ocasional,

minima,

Factores de riesgo extrinsecos:
Ulceras de decubito
Otras lesiones cutaneas
Sonda nasogastrica
Gastrostomia-yeyunostomia alimentacion
Sonda urinaria
Catéter vascular actual
Tratamiento antibiético actual
Tratamiento antibidtico previo Gltimo mes
Cultivo previo positivo para SARM

Si, No
Si, No
Si, No
Si, No
Si, No
Si, No
Si, No
Si, No
Si, No
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Definiciones de portadores nasales de SARM

Se definié portador nasal de SARM como la deteccion de SARM en los cultivos
de los exudados nasales. Se clasifico el estado de persistencia nasal, siguiendo los

criterios estrictos del CDC, en dos tipos: a) portador persistente (todos los cultivos

nasales recogidos fueron positivos para SARM; y b) portador_intermitente (al menos,

un cultivo nasal fue positivo para SARM, pero no todos) (Stone, 2012).

Procesamiento de las muestras recogidas en la Residencia Bonanova

Los exudados nasales y de Ulcera se recogieron empleando un escobillén
estéril de rayon con medio de transporte de Amies (Copan Venturi Transystem®,
Italia). Las muestras fueron remitidas al Servicio de Microbiologia del HUSD en un

plazo maximo de 24 h.

Los escobillones se sembraron en una placa de agar manitol salado (medio de
Chapman, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Las placas se incubaron a 35°C durante
48 h y se leyeron a las 24 y 48 h. En aquellas colonias de color amarillo o dorado
(fermentadoras del manitol, lo que es sugestivo de S. aureus, aunque otras especies
de estafilococos también pueden fermentarlo, figura 27), se realizé una resiembra en

una placa de agar sangre de cordero.

Figura 27. Agar manitol salado tras 48 h de incubacion.
A: colonias de S. aureus (amarillas, fermentadoras del
manitol); B: colonias de estafilococos coagulasa negativa
(blancas, no fermentadoras).
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4.3.3 Estudio de caracterizacion de un plasmido de multirresistencia

En agosto del 2010 se detectaron dos aislados de SARM, también resistentes a
la linezolida, clindamicina, cloranfenicol, tetraciclina, tobramicina y al ciprofloxacino.
Las dos cepas se aislaron en distintas muestras de esputo y de exudados nasales de
dos pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) que estaban
ingresados en el Servicio de Neumologia del HUSD. Curiosamente, ambos habian
recibido tratamiento con linezolida en 2009 por otra infeccion respiratoria por SARM.
Aungue los dos pacientes habian estado ingresados en la misma unidad durante el
mismo periodo, no se constaté que hubieran compartido habitacién. Adicionalmente,
en septiembre 2010 se detectd un aislado de S. epidermidis con el mismo patrén de

resistencia en un catéter de otro paciente que procedia de la UCI.

En los dos aislados previos de SARM sensibles a la linezolida y en los dos
subsiguientes, resistentes a este antibidtico, se realizé el estudio de sensibilidad y se
determing la relacion clonal entre ellos. Se efectuaron diversas PCR para el tipado del
SCCmec, deteccion de los genes codificantes de LPV, asi como para la deteccién de
algunos genes de resistencia: cfr (resistencia a la linezolida, cloranfenicol,
clindamicina, pleuromutilinas, estreptogramina A y macrélidos de 16 miembros),
ant(4’)-la (también conocido como aadD, resistencia a la tobramicina), tet(L), tet(K),
tet(M) (resistencia a la tetraciclina), dfrK (resistencia a la trimetoprima), fexA
(resistencia al cloranfenicol) y vgaC (resistencia a las pleuromutilinas, lincosamidas y

estreptogramina A).

Asimismo, se comprob6 si dicho plasmido era conjugativo, se determiné de
forma aproximada el tamafio del mismo y se secuencié parcialmente, de acuerdo con

los métodos que se detallan mas adelante.

4.3.4 Epidemiologia molecular de S. hominis resistente a la linezolida

A partir de marzo del 2008, se detectaron en el HSLL y posteriormente en el
HUSD, los primeros aislados de Staphylococcus hominis resistentes a la linezolida y a

la teicoplanina. La mayoria de estas cepas se aislaron a partir de hemocultivos.

Se llevé a cabo un trabajo con el fin de investigar el mecanismo de resistencia
a la linezolida y la epidemiologia molecular de los aislados de S. hominis resistentes a
la linezolida detectados en ambos hospitales en el periodo comprendido entre marzo
2008 hasta febrero 2009 (Ruiz de Gopegui, 2011).
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4.4 Procedimientos de identificaciéon

4.4.1 Identificacion de los aislados de S. aureus

La identificacion inicial de los aislados de S. aureus se realiz6 mediante
métodos convencionales: aspecto de la colonia, una reaccién de catalasa positiva y
una aglutinacion de latex positiva para la deteccion del factor de agregacion (Dryspot
Staphytect Plus®, Oxoid, Reino Unido). La identificacion definitiva de S. aureus se

basé en una prueba positiva de DNAasa (Oxoid, Reino Unido) (Becker, 2011).

4.4.2 ldentificacion de los aislados de S. hominis

Los aislados de S. hominis procedentes del HSLL o del HUSD se identificaron
mediante la tarjeta GP del sistema Vitek® 2 (bioMérieux, Francia), en el caso del
HSLL, o bien, con la galeria API® ID 32 STAPH (bioMérieux, Francia) en el HUSD.

Para confirmar la identificacion de S. hominis se realizo, en la Unidad de
Secuenciacion del HUSD, una amplificacion del gen ARNr 16S en un aislado de S.
hominis resistente a la linezolida. Para ello se usaron los cebadores 27F y 907R (Lane,
1991). Posteriormente se realizd un estudio de secuenciacién de dicho gen utilizando
los cebadores 27F y 519R (Lane, 1991). Para el andlisis de las secuencias se
consultaron las bases de datos del Genbank y del Ribosomal Database Project. La

secuencia de los cebadores empleados se muestra en la tabla 9 del apartado 4.1.

4.5 Métodos de sensibilidad antimicrobiana

45.1 Aislados de SARM del HUSD-HUSE

Se determind el perfil de sensibilidad antibidtica mediante el método de difusion
con discos (Neo-Sensitabs, Rosco, Taastrup, Dinamarca) a los siguientes antibiéticos:
penicilina, oxacilina, cefoxitina, eritromicina, clindamicina, ciprofloxacino, gentamicina,
cotrimoxazol, rifampicina, vancomicina, teicoplanina, mupirocina y &cido fusidico.

Desde 2008, se incluyeron también la tetraciclina, tobramicina y linezolida. Las placas
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de agar Mueller-Hinton se incubaron a 30°C durante 24 h y la lectura se realiz6
siguiendo los criterios del CLSI (CLSI, 2012) (figura 28).

Figura 28. Antibiograma por el método de difusion con discos.

Los discos de eritromicina y clindamicina se colocaron en la placa a una
distancia de 15 mm (borde a borde), con el fin de detectar la induccion de la
resistencia a la clindamicina. Se detectaron cuatro fenotipos de resistencia: a)
resistencia a la eritromicina y clindamicina (fenotipo MLSg constitutivo); b) resistencia
a la eritromicina y sensibilidad a la clindamicina, pero con achatamiento en el halo de
clindamicina préximo al de eritromicina (fenotipo MLS3 inducible); c) resistencia a la
eritromicina y sensibilidad a la clindamicina sin achatamiento (fenotipo M); d)

sensibilidad a ambos antibiéticos (figura 29).

Figura 29. Técnica de difusion con doble disco. A: fenotipo
MLSg constitutivo, B: fenotipo MLSg inducible, C: fenotipo M,
D: sensibles a la eritromicina y clindamicina.
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4.5.2 Aislados de SARM de la residencia geriéatrica

Inicialmente en los aislados de S. aureus, detectados en los exudados nasales
y de Ulcera de los residentes geriatricos, se determind la resistencia a la oxacilina
mediante el método de difusion con un disco de oxacilina en una placa de agar
Mueller-Hinton. Las placas de agar Mueller-Hinton se incubaron a 30°C durante 18-24

h. La lectura se realiz6 siguiendo los criterios del CLSI (CLSI, 2012).

Para la confirmacion de la resistencia a la oxacilina, se determiné la CMI de la
oxacilina mediante una tira de E-test® (AB Biodisk, Solna, Suecia) en una placa de
agar Mueller-Hinton. Las placas de agar Mueller-Hinton se incubaron a 30°C durante

24 hy la lectura se realiz6 también siguiendo los criterios del CLSI (CLSI, 2012).

En los aislados de S. aureus con resistencia comprobada a la oxacilina (SARM)
se determind el perfil de sensibilidad mediante el método de difusion con discos (Neo-
Sensitabs, Rosco, Dinamarca) a los siguientes antibidticos: cefoxitina, eritromicina,
clindamicina, ciprofloxacino, gentamicina, tobramicina, tetraciclina, cloranfenicol,

cotrimoxazol, vancomicina, teicoplanina, mupirocina y acido fusidico.

45.3 Aislados de SARM resistentes a la linezolida

Se determind la CMI de la cepa de SARM resistente a la linezolida del paciente
1, de la cepa de S. aureus ATCC® 29213 resistente a la rifampicina y del derivado
transconjugante para una serie de antibidticos. Se utilizé las tiras de E-test®
(bioMérieux, Francia) para la penicilina, oxacilina, eritromicina, clindamicina,
ciprofloxacino, trimetoprim-sulfametoxazol (cotrimoxazol), vancomicina, teicoplanina,
daptomicina, tigeciclina, tetraciclina, linezolida y tobramicina. Se empledé la
microdilucién en caldo manual para la gentamicina, cloranfenicol y rifampicina. Para la

interpretacion, se siguieron los criterios del CLSI (CLSI, 2012).

45.4 Aislados de S. hominis resistentes a lalinezolida

El estudio de sensibilidad inicial de los aislados de S. hominis resistentes a la
linezolida se realizé con la tarjeta Vitek® 559 (bioMérieux, Francia, en los aislados del
HSLL) o por disco-difusién (Rosco, Dinamarca, en los aislados del HUSD), en ambos
casos segun las recomendaciones del CLSI (CLSI, 2012). Posteriormente, se
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determind la CMI de los aislados de S. hominis resistentes mediante tiras de E-test®
(bioMérieux, Francia) para los siguientes antimicrobianos: oxacilina, eritromicina,
clindamicina, ciprofloxacino, cotrimoxazol, vancomicina, teicoplanina, daptomicina y
linezolida. Se consideraron también los puntos de corte definidos por el CLSI (CLSI,
2012).

4.6 Andlisis delaclonalidad

4.6.1 Electroforesis en campo pulsado

La relacion clonal de los aislados de SARM, asi como de los aislados de S.
hominis resistentes a la linezolida, se determiné mediante un gel de electroforesis en

campo pulsado (ECP). El protocolo seguido para la ECP se detalla en el Anexo 1.

4.6.2 Multilocus sequence typing (MLST)

El MLST consiste en el andlisis mediante secuenciacion del ADN de
fragmentos internos de siete genes housekeeping (metabdlicos), de aproximadamente
500 pb (Maiden, 1998). Los siete genes housekeeping utilizados para tipificar las
cepas de S. aureus son: arcC (carbamato cinasa), aroE (shikimato deshidrogenasa),
glpF (glicerol cinasa), gmk (guanilato cinasa), pta (fosfato acetiltransferasa), tpi

(triosafosfato isomerasa), yqiL (acetil coenzima A acetiltransferasa) (Enright, 2000).

Se llevé a cabo una extraccion del ADN total de 3 cepas de SARM de cada uno
de los distintos subtipos de la ECP. Posteriormente, se realizé siete reacciones de

PCR independientes, para cada uno de los siete genes housekeeping utilizados.

La amplificacion se efectud con las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 5 min; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante
1 min, hibridacion a 55°C durante 1 min y extension a 72°C durante 1 min; para
finalizar con una extension a 72°C durante 10 min (Enright, 2000). Tras la PCR, se
realizo la electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, con posterior tinciébn con bromuro
de etidio para la deteccion de los amplicones. En la figura 30 se muestra los patrones
de banda de dos cepas de SARM junto a un control negativo para las siete reacciones
de PCR del MLST.
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Tras comprobar la obtencion de bandas, se procedié a purificar los productos
amplificados mediante el sistema comercial QIAquick® PCR Purification Kit (QIAGEN,
Hilden, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. La elucion final tuvo lugar

con 30 plL de agua destilada.

\_Y_)

Mezcla 1 Mezcla4 Mezcla5s Mezcla 7

Mezcla 7

Figura 30. Electroforesis para MLST de dos cepas de SARM junto con un
control negativo. En los extremos se encuentra el marcador de peso
molecular (100-1000 pb).

Tras la purificacion de los amplicones, se realiz6 la secuenciacion de los
mismos en la Unidad de Secuenciacion del HUSD-HUSE. Para el andlisis de las
curvas de las secuencias obtenidas se utilizd el programa Chromas 2.33

(Technelysium Pty Ltd, Australia).

Una vez obtenidas las siete secuencias de las cepas estudiadas, se
compararon con las secuencias almacenadas en la pagina

web http://saureus.mist.net/. Para ello, en la opcién “Locus Query”, “Single Locus” de

esta pagina web, se introdujo la secuencia de nucleétidos del fragmento del gen
amplificado. Se obtuvo asi el numero del alelo correspondiente. Posteriormente, en
“Profile Query”, “Allelic”, se escribié los numeros de los siete alelos de cada cepa
tipada, obteniéndose el secuenciotipo (ST) para cada uno de los diferentes perfiles

alélicos.


http://saureus.mlst.net/
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4.7 Técnicas de amplificacion genética por PCR

4.7.1 Extraccion del ADN

Los aislados de SARM, previamente congelados, fueron subcultivados en una

placa de agar sangre de cordero incubada a 35°C durante 18-24 h.

Se realiz6 una extraccion del ADN en todos los aislados de SARM usando
indistintamente los kit comerciales DNeasy® Blood & Tissue Kit, o bien, el QlAamp®
DNA Mini kit (ambos de Qiagen, Hilden, Alemania).

Brevemente, se coloco en un tubo conico tipo eppendorf de 1,5 mL, 180 pL del
tampon ATL, afiadiéndose 1-2 colonias de estafilococos y 20 pL de proteinasa K. Los
tubos se incubaron en un termobloque a 56°C durante aproximadamente 1 h.
Posteriormente, se afiadié a cada tubo 200 pL de tampédn de lisis AL, incubandose en
un termobloque a 70°C durante 10 min. A continuacién, se afiadié a cada tubo 200 pL
de etanol absoluto, colocandose el contenido de cada tubo en una columna de
QIAGEN. Tras dos centrifugaciones con dos tampones distintos (AW1 y AW?2), se
realiz6 la elucion con 75 pL de agua destilada. Se guardd el eluido, tras su

centrifugacion, congelado a -20°C.

4.7.2 Amplificacion y deteccién del ADN

Todas las PCR para el tipado de SARM y deteccion de los genes de resistencia
se realizaron con el termociclador 2720 de Applied Biosystems (Foster City, EE.UU.).
Tras las PCR, se realiz6 electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, con posterior tincién

con bromuro de etidio para la deteccién de los diferentes amplicones.

En la tabla 9 del apartado 4.1 se especifica la secuencia de nucledtidos de
cada uno de los cebadores empleados en las diferentes reacciones de amplificacion
junto con el tamafio (en pares de bases) de los productos amplificados. La

composicion de las mezclas de reaccién se encuentra en el Anexo 1.

4.7.3 PCR del casete cromosémico SCCmec (tipos I-IV)

Una de las técnicas para el tipado del SCCmec se basa en la amplificacion

mediante PCR de un fragmento del complejo del gen ccr y de otro fragmento del
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complejo del gen mec (Ito, 2001). Este es el método empleado en todas las cepas de
SARM, tanto en las procedentes de la Residencia “Bonanova” como, a partir del 2008,
en las detectadas en el HUSD-HUSE.

Asi, en cada aislado de SARM se realiz6 una PCR mudltiple que amplifica un
fragmento del complejo del gen ccr de los tipos 1, 2 y 3. El gen ccr tipo 1 (cebadores
cAl y cB) es especifico del SCCmec tipo |, el ccr tipo 2 (cebadores cA2 y cB) esta
presente en el SCCmec tipo Il y SCCmec tipo IV, mientras que el ccr tipo 3 (cebadores
cA3y cB) es especifico del SCCmec tipo Il (Lim, 2003) (tabla 11). Posteriormente, se
excluyd de la mezcla de reaccion el cebador cA3, debido a la inexistencia en nuestro

medio del SCCmec tipo lll, demostrada por la experiencia a lo largo del estudio.

Tabla 11. Principales tipos de SCCmec (IWG-SCC, 2009) y cebadores utilizados
en este trabajo (Ito, 2001; Lim, 2003; Milheirico, 2007b).

S‘I’(lng) de Complejo del gen ccr® Complejo del Cebadores utilizados
mec gen mec

I 1 (A1B1) B cAlycB

Il 2 (A2B2) A cA2ycB

1] 3 (A3B3) A cA3ycB

\Y, 2 (A2B2) B cA2ycB

\% 5 (C) Cc2 ccrC-F2 y cerC-R2

%Entre paréntesis se indica los nombres de los genes del complejo ccr.

Se utilizaron como controles positivos una cepa representativa de los cuatro
primeros tipos de SCCmec: clon Ibérico (ST247-MRSA-I), clon Nueva York/Japén
(ST5-MRSA-II), clon Brasilefio (ST239-MRSA-III) y clon EMRSA-15 (ST22-MRSA-IVh).

El volumen de cada reactivo para la mezcla de reaccion se detalla en el Anexo 1.

En aquellos aislados en los que detectd el ccr de tipo 2, para distinguir el
casete SCCmec tipo Il del SCCmec tipo IV (ambos con ccr tipo 2), se realiz6 otra PCR
que amplifica un fragmento del complejo mec de clase B, presente en el SCCmec tipo
IV (ademas del SCCmec tipo I). En la figura 31 de la pagina siguiente se muestra
esquematicamente los dos tipos mas importantes de complejo mec y los cebadores
mA y ROrf2, utilizados para la deteccion del complejo mec de clase B (en SCCmec
tipos | y IV). El volumen de cada reactivo de reaccion se muestra en el Anexo 1 del

final del trabajo.
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166 bp deletion
Class A1 mec complex
mecA H s mecRI  en \ mecl Jl_
- = = e = - - e
MR2 MR1 mA mRAZ mRB1 mRB2 mi1 mi2
Class B mec complex
mecA H ws mecRI 181272 .

= . * (-:) = = (aam)

Figura 31. Diagrama esquemaético de la region mecA-mecR1-mecl,
mostrando la localizacion de los cebadores mA y ROrf2 (Lim, 2003).

Las condiciones para las dos PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 min; seguida de 10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 45 seg,
hibridacion a 65°C durante 45 seg y extensién a 72°C durante 1,5 min; otros 25 ciclos
de desnaturalizacién a 94°C durante 45 seg, hibridacion a 55°C durante 45 seg y
extension a 72°C durante 1,5 min; para finalizar con una extensién a 72°C durante 10
min (Zhang, 2005).

4.7.4 PCR del casete cromosémico SCCmec tipo V

En aquellos aislados de SARM en los que no se detecté SCCmec de los tipos I-
IV, se realiz6 una PCR que amplificaba un fragmento del gen ccrC, especifico del
SCCmec tipo V (Anexo 1).

Las condiciones utilizadas en la PCR fueron desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 min; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 seg,
hibridacion a 53°C durante 30 seg y extension a 72°C durante 1 min; para finalizar con

una extension a 72°C durante 10 min (Milheirico, 2007b).

4.7.5 PCR para el subtipado del SCCmec tipo IV

En las cepas de SARM portadoras de SCCmec tipo IV, se realizé una PCR
multiple para el subtipado de dicho casete. En la mezcla de reaccién se utilizaron seis
cebadores para la amplificacion de los subtipos IVa, IVc y IVh del SCCmec tipo IV, que
son los subtipos mas frecuentes detectados en Espafia (Pérez-Vazquez, 2009; Vindel,
2009). Se utilizaron respectivamente como controles positivos respectivamente tres
cepas de SARM de los clones ST8-MRSA-IVa (USA300), ST125-MRSA-IVc y ST22-
MRSA-IVh (EMRSA-15). La mezcla de reaccion utilizada se detalla en el Anexo 1.
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La PCR se hizo con las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 min; seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 30 seg,
hibridacion a 48°C durante 30 seg y extension a 72°C durante 2 min; para finalizar con

una extension a 72°C durante 10 min (Milheirico, 2007a).

476 PCRdelalLPV

En todas las cepas de SARM procedentes de la Residencia Bonanova se
realizé una PCR multiple, amplificando un fragmento de los genes mecA (resistencia a
la meticilina) (Zhang, 2005), nuc (codificante de una nucleasa especifica de S. aureus)
(Brakstad, 1992) y luk-PV (productor de la LPV) (Lina, 1999). Se utiliz6 como control
positivo la cepa de SARM 3922-04 (ST8-MRSA-IVc) productora de LPV (cedida por la
Dra. Emilia Cercenado, Hospital Gregorio Marafiéon de Madrid) (Cercenado, 2008).
Para los estudios efectuados a partir de 2008 de las cepas de SARM del HUSD-HUSE
se realiz6 una PCR simple, utilizando Gnicamente cebadores para la deteccion de los

genes productores de la LPV.

Las condiciones de la amplificacion que se utilizaron fueron: desnaturalizacién
inicial a 94°C durante 5 min; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante
30 segq, hibridacién a 55°C durante 30 seg y extension a 72°C durante 1 min; con una

extension final a 72°C durante 10 min (Lina, 1999).

4.7.7 PCR del ACME

En todas las cepas de SARM detectadas desde 2008 en el HUSD-HUSE, se
realiz6 una PCR que amplificaba un fragmento del gen arcA, codificante del ACME
(Diep, 2006b). Se utiliz6 como control positivo una cepa de SARM perteneciente al
clon USA300 y productora de LPV y de ACME (tabla 7 de la pagina correspondiente).

La mezcla de la reaccion se detalla en el Anexo 1 final.

Para la PCR, se utilizaron estas condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 5 min; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 30 seg,
hibridacion a 55°C durante 30 seg y extensién a 72°C durante 1 min; con una
extension final a 72°C durante 10 min (Goering, 2007).

4.7.8 PCR del gen cfr
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En los aislados de SARM, S. epidermidis y S. hominis resistentes a la
linezolida, asi como en la cepa transconjugante de S. aureus, se realizé una PCR para
la deteccién del gen cfr. Se utiliz6 como control positivo la cepa de SARM HCO08,
portadora de los genes cfr y fexA (cedida por la Dra. Carmen Betriu, Hospital Clinico
San Carlos de Madrid) (Morales, 2010).

Las condiciones de esta PCR fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5
min; seguida de 34 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacion a
48°C durante 2 min y extension a 72°C durante 3 min; con una extension final a 72°C
durante 10 min (Kehrenberg, 2006).

4.7.9 PCR del gen fexA

En las cepas de SARM y S. epidermidis resistentes a la linezolida, se realizd
una PCR para el gen fexA, que codifica una bomba de expulsidbn que confiere
resistencia al cloranfenicol (Kehrenberg, 2004b). Se usé como control positivo la cepa
de SARM HCO08 (Morales, 2010). La composicion de la mezcla de la reaccion es la

misma que la referida para la PCR del gen cfr (ver Anexo 1).

La amplificacién se realizé con las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 5 min; seguida de 34 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante
1 min, hibridacién a 58°C durante 2 min y extensién a 72°C durante 3 min; con una

extension final a 72°C durante 10 min (Kehrenberg, 2006).

4.7.10 PCR de los genes de resistencia a la tetraciclina

Para detectar los tres principales genes de resistencia a la tetraciclina en S.
aureus, los genes tet(K), tet(M) y tet(L), se llevaron a cabo tres ensayos de PCR
independientes en las cepas de SARM y S. epidermidis resistentes a la linezolida, asi
como también en el derivado transconjugante. La composiciéon de la mezcla de

reaccion se muestra en el Anexo 1.

Las condiciones del termociclador, para los genes tet(K) y tet(M), fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min; seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacién a 56°C durante 1 min y extension

a 72°C durante 1 min; con una extension final a 72°C durante 10 min (Jones, 2006).
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Respecto a la PCR para el gen tet(L), se realiz6 una desnaturalizacién inicial a
94°C durante 5 min; seguida de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95°C durante 20 seg,
hibridacion a 45°C durante 30 seg y extension a 72°C durante 2 min; con una

extension final a 72°C durante 10 min (Pang, 1994).

4.7.11 PCR del gen ant(4')-la

Se realiz6 una PCR para detectar el gen ant(4’)-la (también conocido como
aadD), que confiere resistencia a la tobramicina, amikacina, kanamicina y neomicina.
Se llevé a cabo en las mismas cepas de SARM y S. epidermidis mencionadas
anteriormente, incluyendo el transconjugante. Los volumenes de los reactivos
utilizados para la mezcla de reacciéon son los mismos que los ya referidos para el gen
cfr (Anexo 1).

Las condiciones que se utilizaron para esta PCR fueron una desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 5 min; seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante
20 seg, hibridacion a 55°C durante 1 min y extension a 72°C durante 50 seg; con una

extension final a 72°C durante 10 min (Schmitz, 1999).

4.7.12 PCR del gen dfrK

Se realiz6 una PCR para amplificar un fragmento del gen dfrK que produce
resistencia a la trimetoprima (Fepler, 2010), en las mismas cepas de SARM en las que
se efectud la PCR de cfr y de los otros genes de resistencia ya mencionados. Las

condiciones técnicas son las mismas que las ya referidas en el Anexo 1.

Para esta PCR, se emplearon las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial a 94°C durante 5 min; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante
1 min, hibridacion a 50°C durante 1 min y extensién a 72°C durante 1 min; con una

extension final a 72°C durante 10 min (Feler, 2010).

4.7.13 PCR del gen vga(C)

En las cepas de SARM resistentes a la linezolida se efectué una PCR para
detectar el gen vga(C), que produce resistencia a la pleuromutilina, lincosamida y
estreptogramina A. Los volumenes de reactivos de la mezcla de la reaccion fueron los

mismos que las Ultimas PCR (Anexo 1).
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Se emplearon estas condiciones: desnaturalizacién inicial a 94°C durante 5
min; seguida de 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C durante 1 min, hibridaciéon a
58°C durante 1 min y extension a 72°C durante 1 min; con una extension final a 72°C
durante 10 min (Fefler, 2010).

4.8 Estudio de las mutaciones en el gen ARNr 23S

4.8.1 Amplificacion del dominio V del gen ARNr 23S

Para identificar las posibles mutaciones responsables de la resistencia a la
linezolida en S. hominis, se amplificé el dominio V del gen ARNr 23S en tres aislados
de S. hominis sensibles a la linezolida (todos fueron detectados en hemocultivos, uno
procedente del HSLL y dos del HUSD), y en cinco aislados de S. hominis resistentes a
la linezolida (tres del HSLL y dos del HUSD). Los cebadores y la composicién de la

mezcla se detallan en los apartados correspondientes.

Para esta PCR, se efectué una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min;
seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C durante 1 min, hibridacion a 55°C

durante 1 min y extension a 72°C durante 1 min; extension final a 72°C durante 10 min.

4.8.2 Secuenciacion del dominio V del gen ARNr 23S

Tras la realizacion de la PCR del gen ARNr 23S, y tras comprobar la
obtencion de bandas en la electroforesis, se procedié a purificar los productos
amplificados mediante el sistema comercial QlAquick® PCR Purification Kit
(QIAGEN, Alemania), siguiendo las instrucciones del fabricante. La elucién final se

realizé con 30 yL de agua destilada.

Los productos de PCR purificados se secuenciaron en la Unidad de
Secuenciacion del HUSD. Una vez obtenidas las secuencias, se alinearon con las
secuencias de oligonucledtidos del gen ARNr 23S de la cepa de referencia de S.
aureus (numero de acceso en GenBank X68425), utilizando el programa BLAST®
(Basic Local Alignment Search Tool, NCBI). Para la numeracion de los
nucleétidos, se empled la numeracién en dicho gen para E. coli (nidmero de
acceso GenBank AF053966) (Tsiodras, 2001).
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4.9 Caracterizacion del plasmido de multirresistencia

4.9.1 Conjugacién del plasmido

Se realizO un experimento de conjugacion para evaluar si el gen cfr se

encontraba dentro de un pldsmido y si dicho plasmido era conjugativo. Para ello se

adapté el protocolo descrito por Shore et al. (Shore, 2010a). Se us6 como cepa

donante el aislado de SARM resistente a la linezolida detectado en el primer paciente,

mientras que como cepa receptora se empled la cepa control de S. aureus ATCC®

29213 resistente a la rifampicina. El protocolo usado se describe a continuacion.

Obtencion de aislados de S. aureus resistentes a la rifampicina

Se inocula una colonia de la cepa control de S. aureus ATCC® 29213 en un tubo
cbnico con 5 mL de caldo cerebro-corazon (Brain-Heart Infusion, BHI).

Se incuba el tubo conico overnight en estufa de agitacion a 37°C.

Al dia siguiente, se inocula 1.000 pL del cultivo en medio liquido en 4 placas de
agar BHI con rifampicina a una concentracién de 20 pg/mL. La siembra se realiza
de forma cuantitativa.

Se incuban las placas de agar BHI con rifampicina en una estufa a 35°C durante
24-48 h.

Transcurrido dicho periodo, habran crecido en las placas de agar BHI con
rifampicina algunas colonias de S. aureus resistentes a la rifampicina.

Se realiza un pase de algunas colonias de S. aureus crecidas a varias placas de
de agar BHI con rifampicina, para comprobar su resistencia a la rifampicina.

Estas colonias de S. aureus resistentes a la rifampicina se van a usar como

receptoras en la conjugacion. Se congelan algunas de ellas.

Protocolo de conjugacion

Dia 1l

Se preparan dos tubos conicos tipo Falcon de 50 mL con 5 mL de caldo BHI.
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En el primer tubo, se inocula una colonia del aislado de SARM cfr positivo
(donante).

En el segundo tubo, se inocula una colonia del aislado de S. aureus ATCC® 29213
resistente a la rifampicina (receptor).

Se incuban los dos tubos en estufa de agitacion a 37°C, durante 16-18 h.

Dia 2

En 3 tubos coénicos tipo eppendorf de 1,5 mL se inoculan:

0 Tubo 1: 500 pL del cultivo de la cepa donante + 500 pL del cultivo de la

cepa receptora.

0 Tubo 2: 1.000 uL del cultivo de la cepa donante.

0 Tubo 3: 1.000 uL del cultivo de la cepa receptora.
Se centrifugan los tres tubos en una microcentrifuga durante 3 min a maxima
velocidad (13.000 rpm).
Se decantan los tres tubos, desechando el sobrenadante. Se resuspende el pellet
(sedimento) de cada tubo con la ayuda de una pipeta.
Se coloca todo el pellet resuspendido de cada uno de los tubos en el centro de una
placa de agar sangre (un botén), con lo que habra 3 placas de agar sangre (una
placa de agar sangre para cada uno de los tres tubos).
Se incuban las tres placas de agar sangre en estufa durante 6-8 h.
Transcurrido ese tiempo (6-8 h), con un asa de siembra, se coge todo el botén y se
resuspende en un tubo cénico eppendorf que contiene 1 mL de suero fisiolégico
(SF). Asi, habra 3 tubos eppendorf: uno conteniendo el boton del donante, otro
tubo con el botdn del receptor y otro con el botén del donante-receptor, todos ellos
resuspendidos en 1 mL de SF.
Para la conjugacion se preparan placas de:

o0 Agar BHI con rifampicina a 20 pg/mL.

0 Agar BHI con cloranfenicol a 15 pg/mL.

0 Agar BHI con rifampicina a 20 ug/mL y cloranfenicol a 15 pug/mL.
Se pipetean:

0 100 pL del tubo de SF con la cepa “donante” (como control) en una placa
de agar BHI cloranfenicol + rifampicina.

0 100 pL del tubo de SF con la cepa “receptora” (como control) en una placa
de agar BHI cloranfenicol + rifampicina.
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0 100 uL del tubo de SF con las cepas “donante + receptora” (como control)
en una placa de agar BHI rifampicina.

0 100 pL del tubo de SF con las cepas “donante + receptora” (como control)
en una placa de agar BHI cloranfenicol.

0 100 pL del tubo de SF con las cepas “donante + receptora” en una placa de
agar BHI cloranfenicol + rifampicina. Esto se repite en 9 placas, hasta

acabar el 1 mL del SF con el “donante + receptor” resuspendido.

e Los 100 pL de los diversos cultivos resuspendidos en SF se siembran de forma
cuantitativa, extendiéndolos bien a lo largo de la placa de agar BHI, con la ayuda

de un asa de siembra.

Dia 3

e De cada colonia que haya crecido en las diversas placas de agar BHI con
cloranfenicol + rifampicina, sembradas a partir del tubo “donante + receptor”, se
hace un antibiograma con un disco de ciprofloxacino. Sélo se inocula una sola

colonia para el antibiograma.

La eleccion de ciprofloxacino se debe a que la resistencia a este antibiotico
esta mediada por mutaciones cromosémicas en los genes responsables de la sintesis
de la ADN-girasa (principalmente gyrA) y de la topoisomerasa IV (principalmente grlA
en estafilococos) (Rice, 2011). La cepa donante (SARM cfr+) es resistente al
ciprofloxacino mientras que la cepa receptora (ATCC® 29213 resistente a la
rifampicina) es sensible a este compuesto. Si en el agar BHI con cloranfenicol y
rifampicina, tras haber inoculado las cepas donante y receptora juntas, crecen colonias
de estafilococos y estas colonias fuesen resistentes al ciprofloxacino, no pueden ser
transconjugantes, porque la resistencia a quinolonas, con alguna excepcién, no es
transmisible mediante plasmidos. Tampoco podrian ser cepas receptoras, puesto que
esta cepa es sensible al ciprofloxacino, y ademas, no podria crecer en un agar con
cloranfenicol. Asi, las colonias de estafilococos resistentes al ciprofloxacino van a
tratarse de la cepa donante (SARM cfr+) que se ha hecho resistente a la rifampicina.
Por el contrario, las colonias de estafilococos que crezcan en agar BHI con
cloranfenicol y rifampicina y fuesen sensibles al ciprofloxacino, no pueden ser cepas
donantes, porque la cepa de SARM cfr+ es resistente al ciprofloxacino; ni tampoco
pueden ser cepas receptoras, porque no crecerian en un medio con cloranfenicol. Asi

que, probablemente, se trataran de derivados transconjugantes.
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Dia 4

o Se lee la sensibilidad al ciprofloxacino. Las cepas conjugadas han de ser sensibles
al ciprofloxacino. En nuestro caso, la gran mayoria de colonias (unas 25) fueron
resistentes al ciprofloxacino y sdélo una (nica colonia fue sensible a este
compuesto.

e Tras la comprobacién de la sensibilidad al ciprofloxacino, se determina la

sensibilidad a los demas antibidticos.

Dia 5

e Las colonias resultantes, si ha habido conjugacion (los derivados
“transconjugantes”), deben de ser resistentes a la linezolida, cloranfenicol,
clindamicina (mediada por el gen cfr) y a la rifampicina; y sensibles a la oxacilina y
al ciprofloxacino.

e Se realiza una extraccion del ADN total seguida de una PCR para el gen cfr, para
comprobar que el transconjugante posea este gen.

e En el caso de obtener una PCR positiva para el gen cfr, se congela la cepa
transconjugante.

e Se realiza posteriormente una extraccion del plasmido.

4.9.2 Extraccion del ADN plasmidico

Se realizdé una extraccion del pladsmido en dicho transconjugante, utilizando un
protocolo modificado del kit comercial QIAGEN® Plasmid Midi kit (Qiagen, Alemania).

Este protocolo se resume a continuacion.

e Se preparan dos tubos conicos tipo Falcon con 50 mL de caldo Luria-Bertani (LB)
en cada uno.

e Se inocula una colonia del transconjugante en cada uno de los dos tubos. Se
incuban durante 16-18 h en una estufa en agitacion (hasta fase logaritmica media).

e Al dia siguiente, se centrifugan los tubos a 6000 x g durante 15 min en una
centrifuga refrigerada a 4°C.

e Se desecha el sobrenadante de los dos tubos. Se resuspende el pellet de uno de
los tubos con 10 mL del Buffer P1, conteniendo 50 pg/mL de lisostafina (McDougal,
2010). Se coloca el cultivo resuspendido del primer tubo en el otro tubo,

resuspendiendo también el pellet del otro tubo.
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e Se afiade 10 mL del Buffer P2. Se invierte el tubo varias veces. Se incuba el tubo a
temperatura ambiente (15-25°C) durante 5 min.

e Se afiade 10 mL del Buffer P3. Se invierte el tubo varias veces. Se incuba el tubo
en hielo durante 20 min.

e Se centrifuga a 220.000 x g durante 30 min a 4°C. Se recoge el sobrenadante que
contiene el plasmido de ADN.

e Se centrifuga de nuevo a 220.000 x g durante 15 min a 4°C. Se recoge el
sobrenadante.

e Se equilibra una punta de QIAGEN, colocando en la columna 10 mL de Buffer
QBT. Se deja que la columna se vacie por gravedad del flujo.

e Se coloca el sobrenadante en la punta. Se deja que la resina se vacie por
gravedad.

e Se lava la columna con 30 mL de Buffer QC.

e Se eluye el ADN con 15 mL de Buffer QF.

e Se precipita el ADN eluido afiadiendo 10,5 mL de isopropanol. Se mezcla.

e Se coloca el contenido en dos tubos de ultracentrifuga. Se centrifugan
inmediatamente en una ultracentrifuga a 215.000 x g durante 30 min a 4°C. Se
decanta cuidadosamente el sobrenadante.

o Se lava el pellet de ADN con 5 mL de etanol al 70%.

e Se centrifuga en una ultracentrifuga a 215,000 x g durante 10 min a 4°C. Se
decanta cuidadosamente el sobrenadante.

o Se deja secar el pellet a temperatura ambiente durante 5 min.

e Se disuelve el ADN con agua destilada.

e Se coloca el contenido en un tubo cénico tipo eppendorf.

e Se guarda el plasmido, congelado o en nevera.

4.9.3 Determinacién del tamafio del plasmido

Se digerié el ADN del plasmido, extraido de la cepa transconjugante, con la
enzima de restriccion EcoRl (New England Biolabs, EE.UU.), incubando la mezcla
ADN y enzima durante unas 3 h.

A continuacion, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa del ADN
plasmidico digerido con EcoRl, utilizando el fago A DNA Hind Il (New England Biolabs)

como marcador de peso molecular. El tamafio aproximado del plasmido se determino
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mediante andlisis del tamafio de los fragmentos de restriccion, comparando el tamafio

de las diversas bandas con las del fago A DNA Hind Il

4.9.4 Clonacién del plasmido

Para determinar la secuencia de nucleodtidos del fragmento del plasmido
portador de los cuatro genes de resistencia [los genes cfr, tet(L), ant-4’-la y dfrK], se

realizé una clonacion del plasmido de multirresistencia en el vector pUCP24.

El plasmido pUCP24 es un vector de clonacion que contiene tres genes: el gen
rep (codifica una replicasa implicada en la integracion y escision del ADN), el gen
lacZa (codifica el a-péptido, uno de los dos componentes de la B-galactosidasa) y el
gen aacCl (productor de la enzima gentamicina 1,3-acetiltransferasa, que confiere

resistencia a este antibiético) (Olsen, 1982).

Para el experimento de clonacion, inicialmente se llevé a cabo una extraccion
(como ya se ha comentado) del pldsmido de multirresistencia (posteriormente
denominado pERGB) a partir de la cepa transconjugante. A continuacion, se realizo
una extraccion del plasmido pUCP24 contenido en una cepa de E. coli XL1 Blue. Para
esta Ultima extraccion se uso el kit comercial QIAGEN® Plasmid Mini kit (Qiagen,

Alemania), protocolo explicado més adelante.

A continuacion, se realiz6 una digestion de los plasmidos pERGB y pUCP24,
utilizando EcoRI (New England Biolabs) como enzima de restriccion. El plasmido
pPERGB posee multiples puntos de restriccion para esta enzima, como ya se comprobé
previamente, al digerir este plasmido con EcoRI para evaluar el tamafio del mismo
(explicado brevemente en el apartado anterior). Por el contrario, el pUCP24 posee un

Unico punto de corte para esta enzima, que esté situado dentro del gen lacZa.

Posteriormente, se realiz6 la ligacion (con ADN-ligasa, New England Biolabs),

uniendo uno de los fragmentos del plasmido pERGB al gen lacZa del vector pUCP24.

Los plasmidos resultantes de la clonacién (pUCP24 ligado con un fragmento
del pERGB) se transformaron en células competentes de la cepa E. coli XL1 Blue
mediante el método del cloruro célcico (CaCl,) (Sambrook, 2006). Los transformantes
se seleccionaron en placas de agar LB suplementadas con: 100 pg/mL de X-Gal, 200
pug/mL de IPTG y 5 pg/mL de gentamicina. El protocolo de la transformacion empleado

se resume mas adelante.
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Fundamento de la clonacién mediante el método blue-white screen.

La B-galactosidasa es una enzima codificada por el gen lacZ. Posee dos
dominios: el péptido a (N-terminal pequefio) y el péptido w (C-terminal grande). Estos
dos dominios cuando estan separados no presentan actividad enzimatica, pero al
volverse a unir (aunque sea de forma no covalente), se reestablece esta actividad.
Este fendbmeno se denomina a-complementacion.

La cepa de E. coli XL-1 Blue posee una mutacion en el gen lacZ (denominada
lacZAM15), con lo que no puede codificar el péptido a y, por tanto, es incapaz de
producir una B-galactosidasa funcional. Ademas, esta cepa contiene una segunda
mutacion, denominada lacl? que ocasiona un incremento de la produccién de Lacl, un
represor del operon lac.

No obstante, cuando el vector pUCP24 intacto (portador del gen lacZa) se
transforma en la cepa de E. coli XL1 Blue, este E. coli ya sera capaz de producir una
B-galactosidasa funcional.

La produccion de B-galactosidasa puede detectarse con X-Gal (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido). ElI X-Gal es hidrolizado por la B-galactosidasa
en galactosa y 5-bromo-4-cloro-hidroxindol. Este ultimo es oxidado a 5,5'-dibromo-4,4'-
dicloro-indigo, un compuesto azul insoluble.

De este modo, el crecimiento de colonias azules de E. coli XL1 Blue en agar LB
con X-Gal, IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosida, un inductor de la -
galactosidasa) y gentamicina indica la produccion de una B-galactosidasa funcional.
Estas cepas de E. coli azules han adquirido, mediante transformacion, el vector
pUCP24 con el gen lacZa intacto, sin portar ningun fragmento de ADN adicional.

Por el contrario, el crecimiento de colonias blancas de E. coli XL1 Blue en agar
LB con X-Gal+IPTG y gentamicina, indica que, probablemente, un fragmento de ADN
externo se haya insertado en el gen lacZa del pUCP24. Esta insercion interrumpiria la
produccion del a-péptido, y por tanto, no podria expresar una [-galactosidasa

funcional (Messing, 1977).

Protocolo de transformacién con CacCl,.
Dia 1

e Se inocula una colonia de la cepa de E. coli XL1 Blue en un tubo cénico tipo
Falcon de 50 mL con 10 mL de caldo LB.

e Se incuba durante 16-18 h en una estufa en agitacion a 37°C.
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Dia 2

e Se inocula 500 pL del cultivo de la cepa de E. coli XL1 Blue en un matraz estéril
conteniendo 50 mL de caldo LB.

e Se incuba el matraz en una estufa en agitacion a 37°C aproximadamente durante 2
h, hasta alcanzar una densidad Oéptica (medida con un espectrofotometro) de
DOsoo: 0,2.

e Se enfria el matraz durante 30 min en hielo.

e Transcurrido este tiempo, se pasa todo el volumen a un tubo coénico tipo Falcon de
50 mL.

e Se centrifuga el tubo a 3.000 rpm durante 15 min, a una temperatura de 4°C (en
centrifuga refrigerada). Se desecha el sobrenadante.

e Se resuspende el pellet en 20 mL de CaCl, 0,1 M frio (en hielo).

e Se mantiene el tubo durante 30 min en hielo.

e Transcurrido este tiempo, se centrifuga el tubo a 3.000 rpm durante 15 min, a 4°C.
Se desecha el sobrenadante.

e Se resuspende el pellet en 500 uL de CacCl, 0,1 M frio (en hielo). En este momento
ya disponemos de células competentes.

e Para preparar las transformaciones, se pone en un tubo conico tipo eppendorf (tres
tubos en total) los siguientes volumenes:

o Transformacion: 100 uL de células competentes + 10 pL del producto de

ligacion (plasmido pUCP24 + fragmento plasmido pERGB, digeridos ambos
con EcoRl).

o Control positivo: 100 pL de células competentes + 10 pL del plasmido
pUCP24, sin digerir.

o Control negativo: 100 yL de células competentes.

e Se dejan los tres tubos en hielo durante 30 min.

e Transcurrido este tiempo, se ponen los tres tubos en un bafio de agua a 42°C
durante 1 min exacto.

e Se dejan los tres tubos en hielo durante 2 min.

e Se aflade 1 ml de caldo LB a cada uno de los tubos.

e Se pasa el contenido de cada uno de los tubos a un tubo cénico de 10 mL (“tapon
verde”).

e Los tres tubos se incuban durante 1 h en estufa a 37°C (no es necesario agitacion).
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e Los transformantes se seleccionan en placas de agar LB suplementadas con: 100
pg/mL de X-Gal, 200 pg/mL de IPTG y 5 ug/mL de gentamicina.

e Transcurrido ese tiempo, se siembra por el método cuantitativo:

o Transformacién: se siembran 200 pL del cultivo por cada placa de agar LB

con X-Gal, IPTG y gentamicina. En total, para repartir todo el volumen
(1.200 pL), se siembran 6 placas de agar LB con X-Gal+IPTG vy
gentamicina.

o Control positivo: se siembra 100 pL del cultivo en una placa de agar LB con

X-Gal+IPTG y gentamicina.

o Control negativo: se siembra 200 pL del cultivo en una placa de agar LB

con X-Gal+IPTG y gentamicina.

e Las placas se incuban en estufa a 37°C durante 48 h.

e Alas 48 h, si ha ocurrido la transformacién del pldsmido pERGB en la cepa de E.
coli XL1 Blue, se va a producir crecimiento de colonias blancas (sugestivas de
haber adquirido el pUCP24 con un fragmento del plasmido pERGB) y colonias
azules (han adquirido sélo el pUCP24).

e Se resiembra cada colonia de E. coli blanca en una placa de agar LB con X-
Gal+IPTG y gentamicina (o, en su ausencia, agar McConkey).

e Se realiza la extraccion del plasmido de algunos posibles transformantes (colonias

blancas) utilizando el kit comercial QIAGEN® Plasmid Mini kit (Qiagen, Alemania).

Extraccion de los plasmidos con los fragmentos de pERGB clonados.
Los plasmidos resultantes de la clonacion que contenian ADN de un fragmento
del pERGB unido al pUCP24 se extrajeron y purificaron usando el kit comercial

QIAGEN Plasmid Mini Kit (QIAGEN, Alemania). El protocolo se resume a continuacion:

e Se prepara para cada cepa (transformante) un tubo cénico con 3 mL de caldo LB
con gentamicina (5 pg/mL).

e Se inocula una colonia de la cepa transformante en el tubo que contiene caldo LB
con gentamicina.

e Se incuban los tubos en una estufa en agitacion a 37°C durante 16-18 h.

e Al dia siguiente, se pasa el cultivo liquido de cada tubo Falcon a dos tubos conicos
tipo eppendorf de 1,5 mL.

e Los tubos se centrifugan a 13.000 rpm durante 15 min en una centrifuga

refrigerada a 4°C.
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e Se desecha el sobrenadante de cada tubo. Se resuspende el pellet con 300 uL de
Buffer P1.

e Se aflade a cada tubo 300 pL de Buffer P2. Se mezclan 4-6 veces, invirtiendo cada
tubo. Los tubos se incuban a temperatura ambiente (15-25°C) durante 5 min.

e Se aflade a cada tubo 300 pL de Buffer P3. Se mezclan 4-6 veces, invirtiendo cada
tubo. Se incuban en hielo durante 5 min.

e Se centrifugan los tubos en una microcentrifuga a 13.000 rpm durante 10 min. Se
recoge el sobrenadante.

e Se equilibra una punta de QIAGEN, colocando en la columna 1 mL de Buffer QBT.
Se deja que la columna se vacie por gravedad del flujo.

e Se coloca el sobrenadante en la punta. Se deja que entre la resina por gravedad.

e Se lava la columna con 2 x 2 mL de Buffer QC.

e Se eluye el ADN con 800 pL de Buffer QF. El eluido se recoge en tubos conicos
tipo eppendorf de 1,5 mL.

e Se precipita el ADN afiadiendo a cada tubo 560 pL de isopropanol al ADN eluido.
Se mezcla.

e Se centrifugan los tubos en una microcentrifuga a 13.000 rpm durante 30 min y se
decanta con cuidado el sobrenadante.

e Se lava el pellet de ADN con 1 mL de etanol al 70%.

e Se centrifugan cada tubo en una microcentrifuga a 13.000 rpm durante 10 min.

e Se decanta el sobrenadante sin estropear el pellet.

e Se deja secar el pellet 5-10 min.

e Se disuelve el pellet de ADN afiadiendo a cada tubo 50 pL de agua destilada.

Caracterizacion del fragmento clonado del pERGB que contiene los genes de

resistencia

Inicialmente, se realiz6 una PCR para el gen cfr (Kehrenberg, 2006) en el ADN
plasmidico extraido en 28 colonias del E. coli XL1 Blue obtenidas tras el proceso de
transformacion. Esta PCR fue positiva en un Unico de los transformantes estudiados,
el nimero 12. Al plasmido resultante de la clonacién de un fragmento del pERGB (que

contenia el gen cfr) con el pUCP24 se le denominé pUCPcfri2.

Las reacciones de PCR para los genes ant(4’)-la y tet(L) fueron también
positivas en el plasmido pUCPcfrl2, mientras que la PCR para el gen dfrK fue

negativa. EI ADN del pUCPcfr12 fue completamente secuenciado mediante el método
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primer walking. Para ello, se disefiaron diversos cebadores utilizando la informacién de
las secuencias disponibles en GenBank para el gen cfr del pldsmido pSCFS3 (ndimero
de acceso GenBank AM086211.1) (Kehrenberg, 2006) y para los genes ant(4’)-la y
tet(L) del plasmido pKKS825 (nimero de acceso GenBank FN377602.2) (Kadlec,
2009b). El tamafio de dicho fragmento clonado fue de 8.675 pb.

Secuenciacion de los genes adyacentes al fragmento clonado del pERGB

Para obtener la secuencia de los genes adyacentes al fragmento clonado, se
realizaron numerosas reacciones de PCR en el ADN plasmidico extraido del derivado

transconjugante.

Para el extremo 5 (izquierdo) del fragmento clonado, los cebadores se
disefaron (tanto directos como en sentido invertido) en base a la secuencia descrita
del plasmido pSCFS3. Para el extremo 3’ (derecho) del fragmento clonado, los
cebadores se disefiaron (directos e invertidos) segun las secuencias de los plasmidos
pKKS825 (Kadlec, 2009b) y pKKS2187 (numero de acceso FM207105.1) (Kadlec,
2009a), para los diferentes genes descritos del fragmento secuenciado de estos dos

plasmidos.

En los casos en los que se obtuvo una reaccion de PCR positiva, los productos
de PCR, tras ser purificados, se secuenciaron, en la Unidad de Secuenciacién del
HUSE. Las secuencias obtenidas se analizaron con el programa Chromas 2.33. Se
compararon con las secuencias de los plasmidos mencionados en el parrafo anterior

utilizando el programa BLAST®.

4.10 Consideraciones éticas

El trabajo acerca del estudio de colonizacion e infeccion por S. aureus en una
residencia geriatrica de Mallorca formo parte de un estudio multicéntrico de la REIPI
(Red Espafiola de Investigacion en Patologia Infecciosa) del Ministerio de Sanidad y
Consumo. En este proyecto participaron, ademas de nuestro hospital, el Hospital
Universitario de Bellvitge (que incluy6 5 centros geriatricos) y el Hospital Parc Tauli de
Sabadell (que incluyd 3 centros geriatricos). Este estudio fue coordinado por el Dr.
Miquel Pujol del Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital de Bellvitge y se

aprobé por el Comité Etico de dicho hospital. Unicamente se exigié el consentimiento
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oral a los residentes geriatricos o bien, en caso de demencia o dificultad mental, a sus

familiares o cuidadores.

El equipo médico de la residencia geriatrica desconocia en todo momento los
resultados de los cultivos de colonizacion nasal y de Ulceras. Por tanto, no se realizé
aislamiento ni se aplicé tratamientos de descolonizacion a ningun residente en funcién

de los resultados de los cultivos realizados para este trabajo.

En cuanto al resto de los trabajos de esta tesis, se ha trabajado sobre cepas
clinicas, basicamente en aspectos de epidemiologia molecular, factores de virulencia y
mecanismos de resistencia, sin implicaciones éticas, manteniendo en todo momento la

confidencialidad de los pacientes.

4.11 Andlisis estadistico

Para realizar el analisis univariante de los factores de riesgo de la colonizacién
por SARM en los residentes geriatricos se utilizo el test de Chi-cuadrado (analisis de
proporciones de variables cualitativas). Se consideré estadisticamente significativo un
valor de p<0,05.
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5. RESULTADOS

PARTE 1. ESTUDIO DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE
LOS AISLADOS DE SARM DETECTADOS EN EL HOSPITAL
UNIVERSITARI SON DURETA-SON ESPASES DURANTE 15
ANOS (junio 1999-febrero 2013)

5.1 Prevalencia de SARM respecto al total de S. aureus en el HUSD-HUSE

En la tabla 12 se observa el porcentaje de aislamientos de SARM, respecto a
los de S. aureus totales, desde 2003 hasta 2012, detectados en muestras clinicas de
los pacientes atendidos en el HUSD (hasta diciembre 2010) y en el HUSE (a partir de

esa fecha).

Tabla 12. Porcentaje de aislados de S. aureus resistentes a la meticilina
respecto al total de S. aureus en muestras clinicas por afo.
HUSD? HUSE?

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 |2011 2012

% | 38,0 31,7 229 277 326 281 31,3 311 |231 20,7

®Abreviaturas. HUSD: Hospital Universitari Son Dureta; HUSE: Hospital Universitari
Son Espases.

En 2003, el porcentaje de aislados de SARM con respecto a S. aureus totales
en muestras clinicas fue del 38%, si bien este porcentaje descendia al 30% al
referirlo a pacientes distintos. Desde 2004 y hasta 2010, se ha ido produciendo un
descenso moderado del porcentaje de SARM, estabilizdndose en torno al 30% (en
muestras clinicas). En 2011, coincidiendo con el cambio de hospital, se ha
constatado una disminucién importante del porcentaje de SARM, siendo del 23,1%

en 2011. En 2012 incluso todavia ha descendido moderadamente este porcentaje.

5.2 Caracteristicas de los pacientes con SARM atendidos en el HUSD-HUSE
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Se han realizado, como ya se ha explicado en la Metodologia, cuatro estudios
de epidemiologia molecular en los aislados clinicos de SARM detectados en el
HUSD-HUSE en cuatro periodos de tiempo no consecutivos: junio 1999-agosto 2000,
julio 2002-junio 2004, enero-diciembre 2008 y septiembre 2012-febrero 2013.

Conviene recordar que en estos cuatro estudios se han excluido los pacientes
en los que el aislamiento de SARM se llevdo a cabo Unicamente en muestras
recogidas para estudio de portador (exudados nasales, axilares e inguinales), asi
como en aquéllos con SARM detectados en muestras procedentes de centros de

salud o de residencias geriatricas. Se trata, por tanto, de aislamientos hospitalarios.

El nimero de pacientes distintos con SARM estudiados en cada periodo ha
sido: 110 en el primer periodo, 208 en el segundo, 132 en el tercero y 29 en el

cuarto. En la tabla 13 se resumen las caracteristicas de los pacientes.

Tabla 13. Caracteristicas de los pacientes estudiados en cada periodo y tipos
de muestra.

Periodo estudiado
1999-2002 2002-2004 2008 2012-2013
N° de meses estudiados 14 24 12 5
N° de pacientes incluidos 110 208 132 29
Sexo:
Masculino 70 (64%) 147 (71%) 86 (65%) 18 (62%)
Femenino 40 (36%) 61 (29%) 46 (35%) 11 (38%)
Edad mediana (intervalo) 64 afios 67 afios 68 afios 57 afios
(24-94) (3 dias-90) (4 dias-95) (1 mes-84)
Servicio de procedencia
Unidad de criticos 39 (36%) 31 (15%) 10 (8%) 3 (10%)
Servicios médicos 33 (30%) 78 (38%) 45 (34%) 14 (49%)
Servicios quirdrgicos 30 (27%) 69 (33%) 33 (25%) 5 (17%)
Urgencias / Consultas Externas 8 (7%) 27 (13%) 36 (27%) 2 (7%)
Pediatria - 3 (1%) 7 (5%) 5 (17%)
Dialisis - - 1 (1%) -
Tipos de muestra
Secreciones respiratorias 42 (38%) 77 (37%) 50 (38%) 9 (31%)
Exudados 39 (35%) 73 (35%) 62 (47%) 10 (35%)
Hemocultivos 20 (18%) 27 (13%) 9 (6%) 4 (14%)
Catéteres 4  (4%) 16 (8%) 2 (2%) 1 (3%)
Liquidos estériles 3 (3%) 4 (2%) 2 (2%) 4 (14%)
Orinas 2 (2%) 4 (2%) 1 (1%) -
Biopsias - 5 (2%) 5 (3%) 1 (3%)
Jugo gastrico - 1 (0,5%) - -
Protesis - 1 (0,5%) - -
Lentillas - - 1 (1%) -
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En total, se han incluido 479 pacientes, de ellos 321 varones (67,0%) y 158
mujeres (33,0%). La edad de estos pacientes estaba comprendida entre los 0 afios
(un recién nacido de 4 dias) y los 95 afios, con una edad mediana de 64-68 afios en

los tres primeros periodos y de 57 en el cuarto (con pocos pacientes estudiados).

En cuanto al servicio de procedencia de los pacientes con SARM, se han
producido cambios notables a lo largo de los distintos periodos de estudio, como se
observa en la figura 32. En 1999-2000, hubo un predominio en las unidades de
criticos (UCI y Reanimacion, 36%), seguidas de los servicios médicos (30%) vy
quirdrgicos (27%), mientras que sélo un 7% procedian de Urgencias o de Consultas
Externas, sin haberse constatado ningun caso pediatrico. Por el contrario, en 2008,
s6lo un 8% de los pacientes con SARM se encontraban en una unidad de criticos, un
34% estaban ingresados en un servicio médico, otro 25% en un servicio quirdrgico,
un 5% procedian de Pediatria, y el 27% restante habian acudido a Urgencias o
habian sido atendidos en Consultas Externas. Asi, en conjunto se observa que desde
junio 1999 hasta el 2008 ha habido una disminucién de la proporcién de los casos de
SARM en las unidades de criticos, con un aumento importante de SARM en los

pacientes que acudieron a Urgencias o a Consultas Externas.
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Figura 32. Comparacién de la distribucion de las cepas de SARM del HUSD por
servicios durante los periodos 1999-2000, 2002-2004 y 2008.
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Respecto al nUmero de muestras diferentes positivas para SARM, durante
el segundo estudio del 2002-2004, en 80 de los 208 pacientes con SARM estudiados
(el 38%) se detectd esta bacteria multirresistente en un anico tipo de muestra;
mientras que en los 128 restantes (el 62%) se aislé6 SARM en, al menos, dos tipos de
muestra diferentes (una muestra clinica y en otro tipo de muestra, ya sea clinica o
para estudio de portador). En el periodo del 2008, 74 de los 132 pacientes con
SARM incluidos (56%) se les detectd en un Unico tipo de muestra clinica, mientras
gue de los 58 restantes (44%) se aisl6 SARM en, al menos, dos tipos de muestras

diferentes.

De entre las diferentes tipos de muestra en los que se realizo la tipificacion
molecular, durante los dos primeros periodos (1999-2004) predominaron las
secreciones respiratorias (38% en 1999-2000 y 37% en 2002-2004, respecto al total
de muestras clinicas con SARM tipificadas). Sin embargo, en 2008 y 2012-2013 se
detect6 SARM con mayor frecuencia en exudados de herida y Ulcera (47% en 2008 y
35% en 2012-2013). En todos los periodos estudiados, los hemocultivos
constituyeron la tercera muestra mas frecuente con SARM. Estos datos se han

esquematizado en la figura 33.
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Figura 33. Tipos de muestras clinicas con SARM incluidas en los diferentes
estudios de epidemiologia molecular.
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5.3 Epidemiologia molecular de los aislados de SARM del HUSD-HUSE

En el primer periodo (junio 1999-agosto 2000) se constatd, mediante ECP, la
existencia de tres clones mayoritarios de SARM que comprendian casi el 98% de los
pacientes, asi como otros tres clones minoritarios, cada uno de éstos de un Unico
paciente. Los tres clones predominantes de SARM fueron denominados: clon A (69
pacientes, 63%), clon B (25 pacientes, 23%) y clon C (13 pacientes, 12%; figura 34).
Los clones A y B tenian cada uno un Unico patrén de bandas en la ECP, mientras
qgue el clon C tenia 3 subtipos distintos. En este periodo, el clon A era el mas
frecuente en todos los servicios, si bien, en las unidades de criticos destacaba la

elevada frecuencia del clon B (figura 35).

SARM en 1999-2000

mClon A (ST125-
IVc)

m Clon B (ST228-1)

u Clon C (ST22-1Vh)

Otros clones

Figura 34. Proporcion de clones de SARM del HUSD en 1999-2000.

m Clon A (ST125-IVc)
m Clon B (ST228-l)
m Clon C (ST22-1Vh)

NUumero de pacientes con

Unidades Servicios Servicios Urgencias
de criticos médicos quirdrgicos y
Consultas

Externas

Figura 35. Distribucién de los clones de SARM del HUSD por servicios
(21999-2000).
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Posteriormente, estos tres clones fueron caracterizados mediante MLST y
tipado del SCCmec. El clon A se correspondia con el ST125-MRSA-1Vc, el clon B con
el ST228-MRSA-1 y el clon C con el ST22-MRSA-IVh (también conocido como clon
epidémico EMRSA-15).

Durante el segundo periodo (julio 2002-junio 2004), se seguian detectando
los mismos tres clones mayoritarios de SARM y comprendian el 93% de los aislados
procedentes de muestras clinicas del HUSD. Asimismo, hubo doce clones

minoritarios, cada uno de éstos en uno o dos pacientes.

Sin embargo, la proporcion de los tres clones mayoritarios era diferente a la
del periodo anterior, con una disminucion relativa del clon A. Asi, el clon
predominante durante 2002-2004 fue el clon B (ST228-1) detectado en el 43,0% de
los pacientes, seguido del clon A (ST125-IVc) en el 26,0% de los pacientes, y del
clon C (ST22-1Vh, EMRSA-15) en el 24,0% de los mismos (figura 36). Cada uno de
estos tres clones tenia diferentes subtipos en la ECP: 2 subtipos diferentes en el

caso del clon A, 3 subtipos para el clon B y 5 subtipos para el clon C.

SARM en 2002-2004

mClon A (ST125-1Vc)

m Clon B (ST228-1)

m Clon C (ST22-1Vh)
Otros clones

Figura 36. Proporcion de clones de SARM del HUSD en 2002-2004.

Respecto a la distribucion por servicios, como se muestra en la figura 37, en
este segundo periodo el clon B (ST228-1) fue el mas frecuente en pacientes de las

unidades de criticos y de las areas quirdrgicas, mientras que, en los servicios
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médicos y en Urgencias/Consultas Externas, la frecuencia de los tres clones era

similar.

mClon A (ST125-1Vc)
m Clon B (ST228-1)
m Clon C (ST22-1Vh)

NuUmero de pacientes con SARM

Unidades Servicios Servicios Urgencias Pediatria
de criticos médicos quirdrgicos y

Consultas

Externas

Figura 37. Distribucion de los clones de SARM del HUSD por servicios (2002-2004).

Durante el tercer periodo (enero-diciembre 2008), se detectaron 5 clones
mayoritarios de SARM (en el 92% de los pacientes con SARM) y 7 clones
minoritarios. Curiosamente, a diferencia de los otros periodos, en 2008 el clon
predominante de SARM fue el clon C (ST22-IVvh, EMRSA-15) que comprendia el
40% de las cepas de SARM de los pacientes atendidos en el HUSD durante ese afio.
A continuacién, le seguian en frecuencia el clon A (ST125-IVc, 30% de las cepas de
SARM), el clon ST72-IVc (10%), y el clon ST8-IV (7%). El clon B (ST228-1), presente
en el 5% de los aislados de SARM de 2008, perdi6é claramente el protagonismo que

habia tenido anteriormente (figuras 38-39 y tabla 14, en las siguientes dos paginas).

Los clones minoritarios durante 2008 fueron: ST146-MRSA-IVc (2 aislados),
ST5-MRSA-IV (2 aislados, con 2 subtipos distintos), ST36-MRSA-Il (EMRSA-16),
ST88-MRSA-IVa, ST97-MRSA-IVc, ST225-MRSA-Il y ST398-MRSA-V, detectados
cada uno en un Unico paciente. Respecto al clon ST398-MRSA-V, no se obtuvo
ningln patron de bandas en la ECP ya que, como es conacido, la enzima Smal no es

capaz de cortar el genoma de este clon (Huijsdens, 2006).
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Figura 38. ECP de la mayoria de los subtipos de SARM detectados en 2008
en HUSD. Debajo de cada subtipo se indica la produccién (+) o no produccion
(-) de LPV. (Entre paréntesis se sefiala el nUmero de cepas de cada subtipo).

SARM en 2008

mClon A (ST125-1Vc)

mClon B (ST228-I)
Clon C (ST22-1Vh)
Clon ST72-1IVc

m Clon ST8-1IV

Otros clones

Figura 39. Proporcion de clones de SARM del HUSD en 2008.
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Tabla 14. Clones de SARM del HUSD en 2008.

Clon N° aislados (%) N° subtipos
en la ECP

ST22-MRSA-IV (clon C, EMRSA-15) 53 (40) 6
ST125-MRSA-IVc (clon A) 40 (30) 3
ST72-MRSA-IVc (USA700) 13 (10) 2
ST228-MRSA-I (clon B) 7 (5 1
ST8-MRSA-IVa (USA300) 4 (3 4
ST8-MRSA-IVc LPV+ (USA300-like) 4 (3) 3
ST8-MRSA-IVc LPV- 2 2) 1
ST146-MRSA-IVc 2 (2 1
ST5-MRSA-IVa 1 @ 1
ST5-MRSA-IVc 1 (O 1
ST36-MRSA-II (EMRSA-16) 1 (O 1
ST88-MRSA-IVa 1 @ 1
ST97-MRSA-IVc 1 (O 1
ST225-MRSA-II 1 Q) 1
ST398-MRSA-V 1 (O _
Total 132 (100)

En cuanto a la procedencia, en 2008 los clones ST22-IVh y ST125-IVc fueron
los més frecuentes en los servicios meédicos, quirlrgicos y en los pacientes
procedentes de Urgencias o de Consultas Externas. Sin embargo, en Pediatria, el

clon de SARM mayoritario fue el ST8-1V, con diferentes subtipos (figura 40).
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Figura 40. Distribucion de los clones de SARM del HUSD por servicios (2008).
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Durante el cuarto periodo (septiembre 2012-febrero 2013), a pesar de que
Unicamente se realiz6 ECP en 29 aislados, se observd una amplia variabilidad de
diferentes patrones de bandas. Los clones més frecuentes fueron el clon C (ST22-
IVh) en 9 aislados (32%), que consolidé su posicion como clon méas prevalente en
nuestro hospital; seguido del clon A (ST125-IVc) en 7 (25%), y del clon ST8-IV en
otros 7 (25%), presentando diferentes subtipos (figura 41 y tabla 15).

SARM en 2012-2013

mClon A (ST125-1Vc)
m Clon C (ST22-1vh)
Clon ST72-1IVc
m Clon ST8-IV
Otros clones

Figura 41. Proporcion de clones de SARM del HUSE en 2012-
2013.

Tabla 15. Clones de SARM del HUSE en 2012-2013.
Clon N° aislados (%)

ST22-MRSA-IVh (clon C, EMRSA-15) 9 (32
ST125-MRSA-IVc (clon A) 7 (25)
ST8-MRSA-IVc LPV+ (USA300-like) 3 (11)
ST8-MRSA-IVc LPV- 2 (7
ST36-MRSA-Il (EMRSA-16) 2 (7
ST1-MRSA-IVa 1 (3

1

1

1

1

ST8-MRSA-IVa LPV+ (USA300) 3)
ST8-MRSA-IV, LPV+ (USA300-like) A3)
ST45-MRSA-IVh A3)
ST72-MRSA-IVc 3)
ST398-MRSA-V 1 (3
Total 29 (100)
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Respecto a la distribucion por servicios, durante 2012-2013 los clones C
(ST22-MRSA-IVh) y A (ST125-MRSA-IVc) fueron los més frecuentes en los servicios
médicos y quirdrgicos (figura 42). En cuanto a las unidades de criticos, hubo dos
pacientes ingresados en la UCI durante el mismo periodo a los que se les detect6 a
cada uno una cepa del clon ST36-MRSA-II (EMRSA-16), si bien, no fueron atendidos
en la misma area y no se pudo establecer ninguna relacion epidemiolégica entre
ambos. De los cinco aislados de SARM detectados en pacientes pediatricos, dos
fueron productores de LPV, de los cuales una cepa pertenecia al clon ST8-IVa (un

exudado de ufia) y la otra al clon ST8-1Vc (un exudado cutaneo).
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Clon C (ST22-IVh/IVa) Clon ST72-IVc
Clon ST8-1Va (USA300) m Clon ST8-1Vc (USA300-like
Clon ST36-Il (EMRSA-16)

Figura 42. Distribucién de los diversos clones de SARM del HUSE por servicios
(2012-2013).

En la figura 43 se muestra un grafico que resume la frecuencia de los
diversos clones de SARM detectados en los cuatro periodos estudiados. Al inicio de
la epidemia de SARM en el HUSD (junio 1999-agosto 2000), el 63% de los aislados
de SARM detectados en dicho periodo pertenecian al clon ST125-MRSA-IVc (clon
A); le seguian en frecuencia el clon ST228-MRSA-I (clon B, 23%) y el clon ST22-
MRSA-IVh (clon C, 12%). Sin embargo, durante el periodo comprendido entre 2002-
2004, el clon mas frecuente de SARM fue el ST228-1 (clon B, 43% de los aislados de
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SARM). Pero en 2008 y 2012-2013, el clon mas frecuente de SARM fue el ST22-IVh
0 EMRSA-15 (clon C, 40% de los aislados de SARM del 2008 y 31% en 2012-2013).
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Figura 43. Distribucion clonal de SARM en el HUSD-HUSE en el tiempo.

Asimismo, en el primer estudio efectuado (1999-2000) la epidemia de SARM
era claramente oligoclonal, ya que el 98% de los aislados de SARM formaban parte
de uno de los tres clones anteriores. Sin embargo, en 2008 un 25% de los aislados
de SARM pertenecian a otros clones diferentes a estos tres, mientras que, en 2012-
2013 esta cifra alcanzaba ya el 44%, observandose una tendencia hacia la
dispersion clonal con el paso del tiempo.

5.4 Epidemiologia molecular de SARM en cinco hospitales de Mallorca

5.4.1 Poblacion de estudio

Durante el periodo comprendido entre enero 2003 y junio 2004 se estudiaron
317 aislados de SARM consecutivos detectados en 307 pacientes atendidos en
alguno de los cinco hospitales publicos de Mallorca existentes entonces. Se
incluyeron también en este andlisis 10 pacientes que ingresaron en dos hospitales
diferentes a lo largo del periodo de estudio.
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Estos 317 aislados de SARM se obtuvieron principalmente de exudados de
herida / Ulcera (128 aislados, el 40%) seguidos de secreciones respiratorias (112
aislados, 35%) y de hemocultivos (34 aislados, 11%) (tabla 16).

Tabla 16. Distribucion de los aislados de SARM por
tipo de muestra.

Tipo de muestra Numero (%)
Exudados herida / Ulcera 128 (40)
Secreciones respiratorias 112 (35)
Hemocultivo 34 (11)
Catéter 15 (5)
Orina 13 (4)
Biopsias 6 2)
Liquidos estériles 6 (2)
Exudados genitales 3 D
Total 317 (100,0)

El 51% de los aislados de SARM procedian de pacientes atendidos en el
HUSD, otro 23% de aislados provenian de pacientes atendidos en el Hospital Son
Llatzer (HSLL), un 9% de pacientes ingresados en el Hospital General (HG), otros
9% de pacientes ingresados en el Hospital Joan March (HIM), y el 8% restante

procedia de pacientes atendidos en el Hospital de Manacor (HM) (tabla 17).

Tabla 17. Distribucion de los principales clones de SARM, agrupados segun
hospital.

N° de aislados de SARM (%)
SARM Clon A Clon C Clon B
totales (ST125-IVc) | (ST22-Ivh) | (ST228-I)
(n=317) (n=106) (n=101) (n=91)
Hospital
Son Dureta 162 (51%) 48 (30%) 46 (29%) | 57 (36%)
Son Llatzer 72 (23%) 30 (42%) 20 (28%) | 20 (28%)
General 30 (9%) 8 (27%) 14 (47%) 6 (20%)
Joan March 30 (9%) | 16 (53%) 8 (27%) | 5 (17%)
Manacor 23 (8%) 4 (17%) 13 (57%) 3 (13%)
Tipo de muestra
Exudados herida 128 39 (31%) 43 (34%) 36 (28%)
Tracto respiratorio 112 41 (37%) 30 (27%) 37 (33%)
Hemocultivos 34 10 (29%) 18 (53%) 4 (12%)

(En rojo y negrita se sefala el clon de SARM predominante en cada centro).
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5.4.2 Epidemiologia molecular de los SARM en cinco hospitales de Mallorca

El andlisis de los patrones de banda de la ECP revel6 que 298 de los 317
aislados de SARM (94%) pertenecian a uno de los tres clones mayoritarios de SARM
detectados previamente en el HUSD. Asi, de los 317 aislados de SARM detectados
en los cinco hospitales, 106 (33%) pertenecian al clon A (ST125-1Vc), 101 aislados
(32%) al clon C (ST22-Ivh) y 91 aislados (29%) al clon B (ST228-1). Cada uno de
estos tres clones tenia diferentes subtipos en la ECP: 3 subtipos del clon A, 4

subtipos del clon C y otros 4 subtipos del clon B (tabla 17 y figura 44).
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Figura 44. ECP, usando Smal como enzima de restriccion, de los
tres clones mayoritarios detectados en el HUSD (clones A, B, C). Se
han incluido dos cepas control del clon EMRSA-15 y la cepa de
referencia NCTC 8325 utilizada como marcador de peso molecular
(Alcoceba, 2007).

Antes de disponer en nuestro hospital de una unidad para secuenciacion, se

compar6 el patron de bandas del clon C con dos cepas control del clon EMRSA-15,



Resultados Pagina 159

las cepas DEN4561 y HAR?22, descritas en la tabla 7 del apartado 4.1. Los subtipos
Cly C2 del HUSD resultaron ser idénticos, respectivamente, a las cepas DEN4561 y
HAR22, con lo que se comprobd que el clon C se correspondia con el clon EMRSA-

15 (figura 44). Unos afios mas tarde se confirmaria mediante MLST.

Si bien estos tres clones mayoritarios de SARM se detectaron en los cinco
centros participantes, hubo diferencias en cada hospital en cuanto a la proporcion de
cada uno de los tres clones. En el HUSD, el clon mayoritario durante dicho periodo
fue el clon B (ST228-I), presente en el 36% de los pacientes con un cultivo positivo
para SARM. Sin embargo, el clon A (ST125-1Vc) fue el clon de SARM mas frecuente
en el HIM (53% de los aislados de SARM) y en el HSLL (42%), mientras que el clon
C (ST22-1Vh) fue el mas frecuente en el HM (57%) y en el HG (47%) (tabla 17).

Respecto a los 10 pacientes que ingresaron en dos hospitales distintos
durante este periodo, en 8 de ellos se les aislé el mismo clon con el mismo subtipo
de SARM, mientras que otro paciente tuvo el mismo clon con diferente subtipo. Sin
embargo, en el paciente restante se le detectdé un clon distinto durante cada ingreso
(dicho paciente ingresé en dos hospitales diferentes con un intervalo de 3 meses

entre los dos cultivos positivos). Estos datos se muestran en la tabla 18.

Tabla 18. Pacientes gue ingresaron en dos hospitales distintos.

i . Intervalo
Paciente Hoslpoltal S(,:AIORrII/I Hospital | Clon SARM | antre os dos
(Iniciales) ingreso | 1°ingreso 2°ingreso 2°ingreso cu|'Fiyos
positivos
1 (DAV) HUSD C2 HSLL Cc2 10 meses
2 (EBV) HUSD A HG A 3 meses
3 (AMN) HUSD B4 HM B4 1 mes
4 (RMD) HM C2 HUSD C2 7 meses
5 (MPC) HUSD C2 HIM Al 3 meses
6 (APA) HUSD C2 HG Cc2 7 meses
7 (ASG) HSLL A HUSD A 1 dia
8 (VSR) HUSD B4 HM B4 6 meses
9 (ASN) HUSD B HIM B 2 meses
10 (BVM) HSLL Al HUSD A 1 mes

(En rojo se muestra el paciente con el cambio de clon y en verde el paciente con el
mismo clon pero diferente subtipo).

5.5 Tipado del SCCmec
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El tipado del SCCmec se realiz6 mediante dos PCR en las cepas de SARM
detectadas en 2008 y 2012-2013 (figuras 45 y 46). La primera era una PCR mudltiple
que amplifica un fragmento de los complejos ccr tipo 1 (presente en el SCCmec tipo
I) y ccr tipo 2 (presente en los SCCmec tipo Il y tipo 1V). La segunda PCR amplifica

un fragmento del complejo mec de clase B (presente en los SCCmec tipo | y tipo V).

Figura 45. PCR del complejo ccr del SCCmec. Carriles 1-4: cepas de SARM con
SCCmec tipo IV (ccr tipo 2); carril 5: control negativo; carril 6: clon ST228-1 (ccr
tipo 1); carril 7: clon ST36-11 (ccr tipo 2); carril 8: clon ST22-1Vh (ccr tipo 2); carril 9:
marcador de peso molecular de 100-1000 pb.

Figura 46. PCR del complejo de clase B del SCCmec. Carril 1: marcador de peso
molecular de 100-1000 pb; carril 2: control negativo; carril 3: clon ST228-I
(complejo mec de clase B); carril 4: clon ST36-1l (complejo mec de clase A); carril
5: clon ST8-1Va (complejo mec de clase B); carril 6: clon ST125-IVc (complejo mec
de clase B); carril 7: clon ST72-IVc (complejo mec de clase B); carril 8: clon ST22-
IVh (complejo mec de clase B).
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En el periodo de 2008, de los 132 aislados de SARM analizados, 7 (5%)
tuvieron el complejo ccr de tipo 1, 124 (94%) el complejo ccr de tipo 2, y 1 aislado
(1%) el complejo ccr de tipo 5. Respecto al complejo mec de clase B, se detecto en
129 de los 132 aislados de SARM (98%). Curiosamente, el fragmento amplificado del
complejo mec de clase B en todos los aislados del clon ST72-IVc era de un tamafio
mayor que en el resto de clones. Ello se debe a que dentro del fragmento amplificado
del clon ST72-IVc se encuentra insertado el gen tnp20, perteneciente a la familia de
la transposasa 20, de 1.014 pb (figura 47) (Park, 2009).

Insertion L
p—
Class B mec variant of 181272 tp20 AmecR1 mecd
EEEEEE— B .
ST72 strain /R | . .
Class B mec 181272 AmecRI meed ugpQ
of ST1 strain /R W |

Figura 47. Comparacion del complejo mec de clase B del clon
ST72-IVc (con la insercion del tnp20) con el clon ST1-1Vc (complejo
mec de clase B convencional) (Park, 2009).

En consecuencia, de los 132 aislados de SARM detectados en 2008, 122
(92%) fueron clasificados como portadores del SCCmec tipo IV, 7 (5%) con el
SCCmec tipo |, otros 2 (2%) con el SCCmec tipo Il y 1 aislado (1%) con el SCCmec
tipo V.

Respecto al ultimo periodo estudiado (2012-2013), 28 de los 29 aislados de
SARM (96,6%) tenian el ccr de tipo 2 y el aislado restante (3,4%) el ccr de tipo 5. El
complejo mec de clase B estaba presente en 26 de 29 aislados (89,7%). Asi, 26
cepas de SARM (89,7%) tuvieron el SCCmec tipo 1V, dos (6,9%) el SCCmec tipo Il y
una cepa (3,4%) el SCCmec tipo V.

5.6 Subtipado del SCCmec tipo IV

Se realizo el subtipado del SCCmec tipo IV en los 122 aislados de SARM
portadores del SCCmec tipo IV detectados en 2008, utilizando cebadores para la
amplificacién de los subtipos 1Va, IVc y IVh (figura 48). De las 122 cepas, 63 (51%)
tenian el subtipo 1Vc, 52 (43%) el subtipo IVh y los 7 restantes (6%) el subtipo IVa.
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Figura 48. PCR para el subtipado del SCCmec tipo IV. Carriles 1-6:
subtipo 1Vc; carriles 7-8: subtipo IVa; carril 9: subtipo 1Vc; carriles 10-
12: subtipo IVh; carril 13: control negativo; carril 14: marcador de peso
molecular de 100-1000 pb.

Llama la atencion que, de las 53 cepas clinicas del clon ST22-MRSA-IV
(EMRSA-15) detectadas en 2008, 52 poseian en subtipo IVh del SCCmec. Sin
embargo, hubo una cepa con el secuenciotipo ST22 (confirmado por MLST) que era
portadora del subtipo IVa del SCCmec. Esta cepa se aisl6 en una herida de un
paciente proveniente de Rumania ingresado en la UCI. El patrén de bandas de la
ECP se correspondia con el subtipo C1. Curiosamente, en el estudio de sensibilidad,

dicha cepa (ST22-IVa) era Unicamente resistente a los antibioticos B-lactamicos.

En el periodo 2012-2013, de las 26 cepas con SCCmec tipo IV estudiadas, 13
(50,0%) tenian el subtipo IVc, otras 10 (38,5%) el subtipo IVh, y 2 (7,7%) el subtipo
IVa. Hubo un aislado (3,8%) del clon ST8-1V que no se pudo subtipar con cebadores
para los subtipos IVa, IVc y IVh. Asimismo, se detecté un aislado con el
secuenciotipo ST45 portador del subtipo SCCmec IVh, subtipo uniformemente
asociado al clon ST22-IV (EMRSA-15). Ello podria indicar una recombinacién entre

dos SCCmec, si bien este aspecto no se ha estudiado.

5.7 Deteccién de los genes codificantes de la LPV y del ACME
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En 2007 se detectaron en nuestro hospital las primeras cepas de SARM
resistentes Unicamente a los antibidticos B-lactamicos. La PCR para los genes

productores de la LPV era positiva en la mayoria de estas cepas.

En 2008, se efectud la PCR de LPV en las 132 cepas de SARM de pacientes
distintos atendidos en el HUSD. Nueve de estos 132 aislados de SARM (7%) fueron
productores de LPV. De ellos, 4 pertenecian al clon ST8-MRSA-1Va (USA300), otros
4 al clon ST8-MRSA-IVc (USA300-like) y 1 aislado al clon ST5-MRSA-IVa. En la
tabla 19 se describen las caracteristicas de los pacientes con deteccién positiva de
LPV. Estas nueve cepas productoras de LPV se aislaron a partir de exudados
cutaneos, abscesos o0 Ulceras. Cuatro procedian de pacientes de Urgencias de
adultos, tres de Urgencias de Pediatria, uno de Neonatologia, mientras que el
paciente restante procedia de Consultas Externas de Enfermedades Infecciosas. En

la ECP se detectaron varios subtipos de ellos (figura 49).

Tabla 19. Caracteristicas clinico-microbiol6gicas de los pacientes con SARM
LPV+ de 2008.

Paciente Fecha Servicio Clinica Edad Pais Clon
(iniciales) cultivo procedencia (afios) nacimiento
1 (PJGR) Febrero Urgencias Absceso 2 Espafa ST8-1Vc
2008 Pediatria gluteo (padres de
Ecuador)
2 (FIML) Marzo 2008 Urgencias Absceso 23 Desconocido | ST8-IVc
Traumatologia
3 (DJAC) Julio 2008 CE. Forunculosis 34 Espafa ST8-IVa
Infecciosas
4 (JRC) Agosto Urgencias Absceso 3 Espafa ST8-1IVc
2008 Pediatria
5 (RMC) Noviembre Urgencias Impétigo 7 Espafa ST8-1IVa
2008 Pediatria (padres de
Rumania)
6 (MFS) Noviembre Neonatos Epidermolisis 0 Espafa ST8-IVa
2008 ampollosa
congénita
7 (RARV) Noviembre Urgencias Celulitis tras 28 Desconocido | ST5-IVa
2008 adultos picadura
insecto
8 (SP) Diciembre Urgencias Ulcera pie 58 Desconocido | ST8-IVa
2008 adultos diabético
9 (APP) Diciembre Urgencias Ulcera pierna 83 Espafa ST8-1Vc
2008 adultos

(CE: Consultas Externas).
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Figura 49. ECP de distintos subtipos de los clones ST5-1V y ST8-1V.
Carril 1: ST5-IVa (LPV+); carril 2: ST5-IVc (LPV-); carriles 3-5: ST8-
IVc (LPV-); carriles 6-9: ST8-IVc (LPV+, ACME-; USA300-like);
carriles 10-12: ST8-IVa (LPV+, ACME+; USA300). Encima de cada
carril se indica la produccién (+) o no produccién (-) de LPV, asi
como la produccion (+) o no produccion (-) de ACME.

El gen arcA, codificante del ACME, se detecté en 4 de los 132 aislados de

SARM (3%), todos ellos pertenecientes al clon ST8-MRSA-IVa (USA300) (figura 50).

Figura 50. PCR del ACME. Carril 1. cepa ACME negativa; carril 2: cepa
ACME positiva; carriles 3-11: cepas ACME negativas; carril 12: control
negativo; carril 13: control positivo (USA300); carril 14: marcador de peso
molecular de 100-1000 pb.
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En el periodo septiembre 2012-febrero 2013, se detectaron los genes
productores de la LPV en 5 de las 29 cepas de SARM tipificadas (17%). De estas
cinco cepas, tres pertenecian al clon ST8-MRSA-IVc (USA300-like) y una al ST8-
MRSA-IVa (USA300). La otra cepa productora de LPV también tenia el secuenciotipo
ST8-MRSA-IV, pero no se pudo obtener un resultado positivo en la PCR para el
subtipado del SCCmec tipo IV (usando cebadores para los subtipos IVa, IVc y IVh).
Los genes productores del ACME se detectaron Unicamente en el aislado del clon
ST8-MRSA-IVa (USA300).

Los cinco aislados de SARM productores de LPV de 2012-2013 procedian a
partir de tres exudados (cutaneo, de absceso y de ufia), de un liquido ascitico y de

un esputo. Las caracteristicas de estos pacientes se resumen en la tabla 20.

Tabla 20. Caracteristicas clinico-microbiologicas de los pacientes con SARM
LPV+ de 2012-2013.

Paciente Fecha Servicio Clinica Edad Pais Clon
(iniciales) cultivo (afios) nacimiento
1 (ERGB) Sept. 2012 | Consultas Absceso mano 40 Espafia ST8-1IVc
2 (GSR) Sept. 2012 UClI Bronquitis 60 Desconocido ST8-1IVc
3 (YLAC) Nov. 2012 Pediatria Ufia encarnada 14 Desconocido ST8-1IVa
4 (MECR) Dic. 2012 CGD Ascitis 56 Desconocido ST8-IV
5 (KGG) Febr. 2013 Pediatria Celulitis 1 mes Espafa ST8-1Vc
(padres de
Ameérica
Latina)

(UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; CGD: Cirugia General y Digestiva).

5.8 Patrones de resistencia antibidtica de las cepas de SARM del HUSD-HUSE

La informacion en cuanto a la sensibilidad de los aislados de SARM del
periodo 1999-2000 se encuentra disponible en un sistema informatico antiguo en uso
en el HUSD, aunque Unicamente constan los resultados de unos pocos antibioticos.
Por razones de uniformidad y coherencia, el andlisis de la sensibilidad de los

aislados de SARM se ha llevado a cabo a partir de 2002.

Durante el segundo periodo (julio 2002-junio 2004), todos los aislados de
SARM del HUSD fueron sensibles a la vancomicina y teicoplanina, mientras que
Unicamente el 1% de las cepas fueron resistentes al cotrimoxazol, un 2% a la
rifampicina, un 4% al acido fusidico y un 5% a la mupirocina. Por el contrario, la gran
mayoria de los aislados de SARM fueron resistentes al ciprofloxacino (96%) y a la
eritromicina (82%). Con respecto a la clindamicina, 141 aislados (68%) presentaban

una resistencia MLSg constitutiva, mientras que otros 28 aislados (14%) mostraban
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un fenotipo MLSg inducible. La resistencia a la gentamicina fue variable (48%).

Todos estos datos se muestran en la tabla 21.

Durante el tercer estudio (enero-diciembre 2008), todas las cepas de SARM
del HUSD fueron sensibles a la vancomicina, teicoplanina, linezolida y cotrimoxazol,
mientras que Unicamente un 1% de las cepas (un Unico aislado) fueron resistentes a
la tetraciclina, un 2% a la rifampicina, otro 2% al acido fusidico y un 5% a la
mupirocina. La resistencia al ciprofloxacino (91%), eritromicina (52%) y clindamicina

(resistencia MLSg constitutiva 19%) fue menor que en el periodo anterior.

Respecto al cuarto estudio (septiembre 2012 — febrero 2013), dado el bajo
namero de aislados de SARM tipificados, no se pueden sacar conclusiones fiables. A
pesar de ello, a modo orientativo, se confirma la tendencia observada en 2008 de
una mayor susceptibilidad de los aislados de SARM al ciprofloxacino (resistencia del
79%), a la eritromicina (resistencia del 45%) y a la clindamicina (resistencia MLSg
constitutiva del 7%). Por el contrario, se constaté un leve aumento de la resistencia
MLSg inducible a la clindamicina (14% en el segundo y tercer periodo, frente a un

24% en el cuarto).

Tabla 21. Resistencia antibiotica general de los aislados de SARM del HUSD-
HUSE en los tres periodos estudiados.

N° de aislados de SARM resistentes (%)
TeRAT Julio 2002 - Enero 2008 - Septiembre 2012 -
ATOIEEEE junio 2004 diciembre 2008 febrero 2013
(n=208) (n=132) (n=29)

Eritromicina 170 (82%) 69 (52%) 13 (45%)
Clindamicina

MLSg constitutivo® 141 (68%) 25 (19%) 2 (T%)

MLSg inducible® 28 (14%) 19 (14%) 7 (24%)
Ciprofloxacino 199 (96%) 120 (91%) 23 (79%)
Gentamicina 100 (48%) 24 (18%) 0
Tobramicina ND" 68 (52%) 7 (24%)
Tetraciclina ND" 1 (1%) 4 (14%)
Cotrimoxazol 3 (1%) 0 0
Rifampicina 4 (2%) 3 (2%) 1 (3%
Vancomicina 0 0 0
Teicoplanina 0 0 0
Linezolida NDP 0 0
Mupirocina 11 (5%) 6 (5%) 2 (7T%)
Acido fusidico 8 (4%) 2 (2%) 0

®MLSg: fenotipo de resistencia a macroélidos, lincosamida, estreptogramina tipo

B: °ND: no determinado.




Resultados Pagina 167

En la figura 51 se representa graficamente la resistencia antibiotica de los
aislados de SARM del HUSD-HUSE durante los tres periodos. No se muestran los
antibiéticos que no presentan resistencia ni aquellos en los que Unicamente se ha
realizado el estudio de sensibilidad a partir de 2008 (tetraciclina, tobramicina y

linezolida), al igual que en las gréficas similares posteriores.
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Figura 51. Esquema de la resistencia antimicrobiana de las cepas de SARM del
HUSD-HUSE durante los tres periodos estudiados.

En las siguientes tres tablas (tablas 22-24) y figuras (figuras 52-54) se
muestra la sensibilidad analizada para cada uno de los tres clones mayoritarios de
SARM del HUSD-HUSE en los tres estudios. El clon ST228-MRSA-I (clon B),
predominante en 2002-2004, fue significativamente mas resistente que los otros dos,
presentando de forma uniforme resistencia al ciprofloxacino y tobramicina; y
mayoritariamente (>97%) también a la eritromicina, clindamicina y a gentamicina. Por
contra, el clon ST22-MRSA-IVh (clon C, EMRSA-15) mostr6 las tasas mas bajas de
multirresistencia de entre estos tres clones, con una muy baja resistencia a la
gentamicina y tobramicina. Curiosamente, la resistencia MLSg inducible fue mas
frecuente en el clon ST22-1Vh que en los otros dos. En comparacién al periodo 2002-
2004, a partir de 2008 se ha constatado un descenso en la tasa de resistencia a la
clindamicina para los clones ST22-IVh (clon C) y ST125-1Vc (clon A).
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Tabla 22. Resistencia antibiotica del clon ST125-MRSA-IVc (clon A) en los tres
periodos estudiados.

N° de aislados de SARM resistentes (%)
g Julio 2002 - Enero - Septiembre 2012
ATENEIEE junio 2004 diciembre 2008 - febrero 2013
(n=54) (n=40) (n=7)
Eritromicina 39 (72%) 31 (78%) 3 (43%)
Clindamicina
MLSg constitutivo® 36 (67%) 9 (23%) 0
MLSg inducible® 3 (6%) 1 (3%) 0
Ciprofloxacino 52 (97%) 40 (100%) 7 (100%)
Gentamicina 9 (17%) 14 (35%) 0
Tobramicina ND" 39 (98%) 4 (57%)
Tetraciclina ND" 0 0
Cotrimoxazol 0 0 0
Rifampicina 4 (7%) 2 (5%) 0
Vancomicina 0 0 0
Teicoplanina 0 0 0
Linezolida ND" 0 0
Mupirocina 3 (6%) 5 (13%) 0
Acido fusidico 3 (6%) 0 0

*®MLSg: fenotipo de resistencia a macrélidos, lincosamida, estreptogramina tipo
B. °ND: no determinado.
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Figura 52. Esquema de la resistencia antimicrobiana del clon A (ST125-IVc) durante
los tres periodos estudiados.
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Tabla 23. Resistencia antibiotica del clon ST228-MRSA-I (clon B) en dos
periodos estudiados®.

N° de aislados de SARM resistentes (%)
Antibidtico Julio 2002 - junio 2004 Enero - diciembre 2008
(n=90) (n=7)

Eritromicina 89 (99%) 7 (100%)
Clindamicina

MLSg constitutivo® 87 (97%) 7 (100%)

MLSg inducible® 2 (2%) 0
Ciprofloxacino 90 (100%) 7 (100%)
Gentamicina 87 (97%) 7 (100%)
Tobramicina ND° 7  (100%)
Tetraciclina ND® 0
Cotrimoxazol 1 (1% 0
Rifampicina 0 1  (14%)
Vancomicina 0 0
Teicoplanina 0 0
Linezolida ND® 0
Mupirocina 8 (9%) 0
Acido fusidico 1 (1%) 0

% no se encontré ningln aislado de este clon durante el periodo 2012-2013.
®MLS;: fenotipo de resistencia a macrélidos, lincosamida, estreptogramina tipo
B. °ND: no determinado.
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Figura 53. Esquema de la resistencia antimicrobiana del clon B (ST228-I) en dos
periodos estudiados.
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Tabla 24. Resistencia antibiotica del clon ST22-MRSA-IVh (clon C) en los tres

eriodos estudiados.
N° de aislados de SARM resistentes (%)
L Julio 2002 - Enero - Septiembre 2012 -
Anlelietee junio 2004 | diciembre 2008 | febrero 2013
(n=49) (n=53) (n=9)

Eritromicina 33 (67%) 19 (36%) 4  (45%)
Clindamicina

MLS3 constitutivo® 9 (18%) 4 (8%) 1 (11%)

MLS5 inducible? 23 (47%) 15 (28%) 3 (34%)
Ciprofloxacino 48 (98%) 52 (98%)° 9 (100%)
Gentamicina 1 (2%) 1 (2%) 0
Tobramicina ND" 3 (6%) 0
Tetraciclina NDP 0 0
Cotrimoxazol 0 0 0
Rifampicina 0 0 0
Vancomicina 0 0 0
Teicoplanina 0 0 0
Linezolida NDP 0 0
Mupirocina 0 0 0
Acido fusidico 4 (8%) 1 (2%) 0

dMLSg: fenotipo de resistencia a macrdlidos, lincosamida, estreptogramina tipo
B. °ND: no determinado.
Un aislado del clon C sensible al ciprofloxacino poseia el subtipo 1Va, en vez del IVh.
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Figura 54. Esquema de la resistencia antimicrobiana del clon C (ST22-1Vh)
durante los tres periodos estudiados.
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En la tabla 25 se muestra los perfiles de resistencia de los clones de SARM

de 2008 (excluyendo algunos clones minoritarios).

Tabla 25. Perfiles de resistencia de los principales clones (2008).

Secuenciotipo Perfil de resistencia N° aislados
ST125-IVe CIP + TOB + ERI 13/40
(clon A) CIP + TOB 6/40
CIP + TOB + ERI + CLI 5740
CIP + TOB + ERI + GEN 41/40
CIP + TOB + ERI + GEN + MUP 3/40
CIP + TOB + ERI + CLI + GEN 2/40
CIP + TOB + GEN 2/40
CIP + TOB + ERI + CLI + GEN + RIF 1/40
CIP + TOB + ERI + CLI + GEN + MUP 1/40
CIP + TOB + GEN + MUP 1/40
CIP + TOB + RIF 1/40
CIP + ERI + CLl ind 1/40
ST228-I CIP + TOB + ERI + CLI + GEN 6/7
(clon B) CIP + TOB + ERI + CLI + GEN + RIF 1/ 7
ST22-IVh CIP 31/52
(clon C) CIP + ERI + CLI ind 14 /52
CIP + ERI + CLI 4/52
CIP + ERI + CLI ind + FUS 1/52
CIP+TOB 1/52
CIP + TOB + GEN 1/52
ST22-IVa Sélo B-lactamicos 1/ 1
ST72-IVc CIP+TOB 10/13
CIP + TOB + ERI + CLI ind 1/13
CIP + TOB + ERI + CLI ind + MUP 1/13
TOB 1/13
ST8-IVa LPV+ ERI 2/ 4
(USA300) ERI + CIP 2/ 4
ST8-IVc LPV+ Sélo B-lactamicos 3/4
(USA300-like) ERI + CLI 1/ 4
ST8-1Vc LPV- CIP + TOB + ERI + CLI 2/ 2
ST146-IVc CIP 1/2
CIP + FUS 1/2
ST398-V | TET + TOB + ERI + CLI | 1/1

®Abreviaturas. CIP: ciprofloxacino; CLI: clindamicina; ERI: eritromicina; FUS:
acido fusidico; GEN: gentamicina; ind: resistencia inducible; MUP: mupirocina,
RIF: rifampicina; TET: tetraciclina, TOB: tobramicina.
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Como se observa en la tabla anterior, el clon ST228-| fue resistente a mas
grupos antibiéticos que los clones ST125-IVc y ST72-IVc, y estos a su vez, mas
resistentes que el clon ST22-IvVh. En las figuras 55-57 se ha esquematizado los

perfiles de resistencia antibidtica de los tres clones mayoritarios de SARM de durante

los dos primeros periodos.

N° de aislados segun perfil de
resistencia

Clon A (ST125-1Vc)

uCIP + TOB + ERI

uCIP + TOB

uCIP +TOB + ERI + CLI

mCIP + TOB + ERI + GEN

uCIP + TOB + ERI + GEN + MUP

uCIP +TOB + ERI + CLI + GEN

uCIP + TOB + GEN

mCIP + TOB + ERI + CLI + GEN +
E:E + TOB + ERI + CLI + GEN +
MUP

uCIP + TOB + GEN + MUP

uCIP +TOB + RIF

CIP + ERI + CLlind

Figura 55. Esquema de los diversos perfiles de resistencia antimicrobiana

del clon A (ST125-MRSA-IVc) en 2008.

N° de aislados segun perfil de
resistencia

Clon B (ST228-I)

uCIP +TOB + ERI + CLI +
GEN

mCIP +TOB + ERI + CLI +
GEN + RIF

Figura 56. Esquema de los diversos perfiles de resistencia
antimicrobiana del clon B (ST228-MRSA-I) en 2008.
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Figura 57. Esquema de los diversos perfiles de resistencia
antimicrobiana del clon C (ST22-MRSA-IVh) en 2008.

Por ultimo, respecto a los aislados del clon ST8-1V que eran productores de
LPV del 2008, llama la atencién el diferente perfil de sensibilidad que presentaban las
cepas del clon ST8-MRSA-IVc LPV+ ACME- (USA300-like) respecto a las cepas del
clon ST8-MRSA-IVa LPV+ ACME+ (USA300). Asi, tres de las cuatro cepas del clon
USA300-like fueron sensibles a todos los antibiéticos no B-lactamicos analizados;
mientras que, todas las cuatro cepas del clon USA300 fueron resistentes a la

eritromicina, siendo dos de ellas, ademas, resistentes al ciprofloxacino.
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PARTE 2: ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO DE COLONIZACION E
INFECCION POR Staphylococcus aureus RESISTENTE A LA
METICILINA EN UNA RESIDENCIA GERIATRICA DE
MALLORCA

5.9 Residentes participantes y caracteristicas poblacionales

Durante el control inicial (octubre-noviembre 2005), se recogié un exudado
nasal a 465 de los 552 residentes geriatricos (84,2%). El motivo principal de la no
recogida de muestras a mas residentes fue el rechazo de algunos de ellos a la
vacuna antigripal, ya que la obtencion del frotis nasal tuvo lugar en el mismo
momento que la vacunacion. A todos los participantes se les solicitd su

consentimiento oral.

Adicionalmente, se tom6 un exudado cutaneo de las areas de ruptura de la
barrera cutanea (como Ulceras de decubito o heridas) a un total de 23 de los 465

residentes (4,9%) a los que se les recogio previamente un exudado nasal.

Las caracteristicas de la poblacion a estudio se reflejan en la tabla 26. La
poblacion participante de la residencia estaba formada por 317 mujeres (68%) y 148
varones (32%), con una edad mediana de 83 afios. La mitad de los residentes (51%)
habian ingresado en algun hospital en los ultimos 5 afios. El indice de Barthel medio
(grado de dependencia) fue de 68 puntos (oscilando entre 0 -dependencia total- y

100 -independencia-).

Tabla 26. Caracteristicas de los residentes participantes.

Caracteristica Residentes participantes (n=465)

Edad mediana (rango)

83 (60-103) afios

Sexo

317 mujeres, 148 varones

Tiempo medio estancia (rango)

65 meses (2 dias-23 afos)

Procedencia:

Domicilio 81%

Otros geriatricos 15%

Hospital de agudos 1%
Ingreso en hospital dltimos 5 afios 51%
indice de Barthel medio 68 puntos
Enfermedad de base 72%
Ulcera de decubito 6%
Otras lesiones cutaneas 7%
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El 72% de los participantes en el estudio tenia alguna enfermedad de base;
entre ellas, demencia (29%), diabetes mellitus (22%), enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC, 16%), enfermedad vascular (10%) y neoplasia de 6rgano
sélido (8%). En ninguno de ellos se diagnosticO una neoplasia hematoldgica,

infeccién por VIH ni conectivopatia.

En resumen, se trataba de una poblacién de edad muy avanzada, pero con

un estado de salud aceptable para dicha edad.

5.10 Estudio de prevalencia de la colonizacidon por S. aureus

Entre los 465 residentes participantes, un total de 89 fueron portadores
nasales de S. aureus, de los que 37 (41,5% de los aislados de S. aureus) eran
SARM. Asi, un 8,0% de los residentes participantes tenian una colonizacién nasal
por SARM (figura 58).

37, 8%

52; 11%

@B SARM
OSASM
@ No colonizados

Figura 58. Colonizacién nasal por S. aureus.

En los 23 exudados de Ulceras se detectaron 10 aislados de S. aureus, de los
que 3 fueron SARM (figura 59). De estos tres residentes colonizados con SARM en
la Ulcera, dos eran también portadores nasales de SARM, mientras que, en el tercer

residente se aisl6 SARM en una herida del pie con el cultivo nasal negativo.
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Figura 59. Colonizacién en Ulcera por S. aureus.

En conjunto, detectamos 38 residentes colonizados con SARM (37 portadores
nasales y 1 solamente en ulcera), lo que representa que el 8,1% de ellos estaban

colonizados por esta bacteria multirresistente.

5.11 Factores de riesgo de la colonizacion por SARM

En el analisis univariante, los factores de riesgo de la colonizacién nasal por
SARM se detallan en la tabla 27 de la pagina siguiente. Como se aprecia en dicha
tabla, los factores que parecieron estar relacionados con dicha colonizacién en
nuestro estudio fueron el tratamiento antibidtico en el Gltimo mes (p=0,0003), el tener
una enfermedad vascular (p=0,009), la EPOC (p=0,003), el ingreso previo en un
hospital en los dltimos 5 afios (p=0,03), y el antecedente de neoplasia de 6rgano

sdlido (p=0,03) o de enfermedad renal (p=0,03).

Asimismo, los residentes portadores de SARM presentaban una tendencia a
un mayor grado de dependencia (indice de Barthel de 54 en residentes colonizados
por SARM frente a 68 en colonizados por SASM y 69 en no colonizados por S.
aureus) y a una mayor comorbilidad (indice de Charlson de 2,3 en colonizados por

SARMy 1,4 en no colonizados), sin alcanzar significacion estadistica.
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Tabla 27. Analisis univariado de factores de riesgo de colonizacién por
SARM®".

Colonizados Colonizados No
Caracteristica con SARM con SASM colonizados p
(n=38) (n=52) (n=375)

Edad mediana (rango) 86 (62-95) 81 (64-103) 83 (60-101)
Sexo masculino/femenino 34% / 66% 21% / 79% 33% / 67%
Duracion estancia (meses) 70,27 61,38 65,30
Procedencia:

Domicilio 70% 90% 81%

Otros geriatricos 22% 6% 15%

Hospital de agudos 8% 4% 4%
Ingreso en hospital dltimos 68% 61% 48% 0,03
5 afios
IAM 0 2% 6%
ICC 3% 1% 7%
Enfermedad vascular 21% 17% 7% 0,009
Demencia 39% 19% 30% 0,42
EPOC 37% 15% 14% 0,003
Enfermedad hepatica 3% 4% 3% 0,66
Diabetes mellitus 31% 29% 20% 0,12
Hemiplejia 0 6% 4%
Enfermedad renal 18% 8% 7% 0,03
Neoplasia 6rgano soélido 18% 10% 7% 0,03
indice de Charlson (media) 2,3 1,6 1,4
indice de Barthel (media) 54 68 69
Ulcera de decubito 10% 0 6% 0,4
Otras lesiones cutaneas 13% 10% 6% 0,5
Sonda nasogastrica 0 0 0,3%
Sonda urinaria 0 0 1%
Catéter vascular 0 2% 0
Tratamiento antibiético actual 5% 2% 3% 0,66
Trat. antibiotico Gltimo mes 29% 6% 9% 0,0003
SARM previo conocido 5% 0 1% 0,16

®Abreviaturas. IAM: infarto agudo de miocardio; ICC: insuficiencia cardiaca
congestiva; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva cronica; Trat: tratamiento.

®Se muestran en color rojo y negrita las variables que son estadisticamente
significativas.

5.12 Estudio de epidemiologia molecular

5.12.1 Electroforesis en campo pulsado y MLST

Entre los 38 aislados de SARM, Unicamente se detectaron, mediante ECP,
dos clones distintos, con varios subtipos: el clon A [12 aislados (32%), con 3
subtipos] y el clon C [26 aislados (68%), con 5 subtipos]. Los diferentes patrones de

bandas observados en la ECP se muestran en la figura 60 de la pagina siguiente),
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mientras que, en la tabla 28 se especifica el nimero de aislados detectados de cada
subtipo de SARM.

lon C2
lon C3
EMRSA-15 (DEN4561)

EMRSA-15 (HAR22)

Clon A2
Clon C1
Clon C5
Clon C6
NCTC 8325

<
c
O
O

674 Kb

361 Kb
324 Kb

262 Kb
257 Kb

208 Kb

175 Kb

135 Kb
117 Kb

<80 Kb

Figura 60. Electroforesis en campo pulsado de los diferentes clones y
subtipos de SARM aislados en la Residencia Bonanova, junto con dos
cepas tipificadas del clon EMRSA-15 y la cepa de S. aureus NCTC
8325 utilizada como marcador de peso molecular.
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Tabla 28. Clones y subtipos de SARM en la Residencia

Bonanova
Clon ECP | Secuenciotipo N° de aislados (%)
A ST125-IVc 8 (21%)
Al ST125-IVc 1 (3%)
A2 ST125-IVc 3 (7%)
C1 ST22-Ivh 13 (34%)
c2 ST22-IvVh 9 (24%)
C3 ST22-IVh 1 (3%)
C5 ST22-IvVh 2 (5%)
C6 ST22-IVh 1 (3%)
Total 38 (100,0%)

Posteriormente, se realizé tipado mediante MLST (Enright, 2000) en dos
aislados representativos de cada subtipo. Todos los aislados del clon A (subtipos A,
Al y A2) tenian el secuenciotipo ST125, mientras que todos los aislados del clon C

(con los distintos cinco subtipos) tenian el secuenciotipo ST22.

Como ya se ha mencionado, la Residencia Bonanova esta dividida en dos
areas funcionales diferenciadas pero comunicadas, una para pacientes asistidos
(pisos 1-4) y otra para residentes validos (pisos 7-9). El clon A (ST125-1Vc) fue
aislado casi exclusivamente en pacientes asistidos (11 asistidos, 1 valido), mientras
que el clon C (ST22-1vh) estuvo mas repartido (18 asistidos, 8 validos). Hubo una
pareja de residentes en el area de asistidos (que compartian habitacién), que fueron

ambos portadores nasales del mismo clon con el mismo subtipo (clon A).

5.12.2 Tipado del SCCmec

En la primera PCR, para la amplificacion del complejo ccr de los tipos 1-3,
todas las 38 cepas de SARM presentaron el complejo ccr de tipo 2 (presente en el
SCCmec tipo Il y SCCmec tipo 1V) (figura 61). La segunda PCR, que amplifica un
fragmento del del complejo mec de clase B, presente en el SCCmec tipo | y en el
SCCmec tipo 1V, fue positiva en todas las cepas (figura 62). En consecuencia, las 38
cepas de SARM fueron clasificadas como portadoras del casete cromosémico de

resistencia SCCmec tipo V.
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Figura 61. PCR para el genotipado del complejo ccr del SCCmec. Carriles
1-14: cepas de SARM de la Residencia Bonanova (SCCmec tipo IV, con ccr
tipo 2); carril 15: control negativo; carril 16: clon Ibérico (SCCmec tipo I, con
ccr tipo 1); carril 17: clon NY/Japon (SCCmec tipo I, con ccr tipo 2); carril 18:
clon Brasilefio (SCCmec tipo lll, con ccr tipo 3); carril 19: clon EMRSA-15
(SCCmec tipo 1V, con ccr tipo 2); carril 20: marcador de peso molecular de
100-1000 pb.
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Figura 62. PCR para el genotipado del complejo mec de clase B. Carriles
1-14: cepas de SARM de la Residencia Bonanova (SCCmec tipo IV, con
complejo mec de clase B); carril 15: control negativo; carril 16: clon Ibérico
(SCCmec tipo I, con complejo mec de clase B); carril 17: clon NY/Japbn
(SCCmec tipo Il, con complejo mec de clase A); carril 18: clon Brasilefio
(SCCmec tipo lll, con complejo mec de clase A); carril 19: clon EMRSA-15
(SCCmec tipo IV, con complejo mec de clase B); carril 20: marcador de
peso molecular de 100-1000 pb.

5.12.3 Subtipado del SCCmec tipo IV

Todos los aislados del clon ST125-IV (clon A) fueron portadores del subtipo
IVc, mientras que todos los aislados del clon ST22-1V (clon C) fueron encuadrados

en el subtipo IVh (figura 63).
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Figura 63. PCR para el subtipado del SCCmec tipo IV. Carril 1:
control negativo; carril 2: clon Ibérico (SCCmec tipo 1); carril 3:
clon NY/Japon (SCCmec tipo IlI); carril 4: clon USA300
(SCCmec tipo IVa); carriles 5 y 6: cepas de SARM de la
Residencia Bonanova (clon A, SCCmec tipo 1Vc); carril 7: cepa
de SARM de la Residencia Bonanova (clon C, SCCmec tipo
IVh); carril 8: marcador de peso molecular de 100-1000 pb.

5.13 Deteccion de laleucocidina de Panton-Valentine

No se detectaron los genes productores de esta toxina (lukS-PV y lukF-PV)
en ningun aislado de SARM, mediante una PCR triple (figura 64). Por el contrario,
como era de esperar, en todas las cepas de SARM aisladas en los residentes se
detectaron los genes mecA (resistencia a la meticilina) y nuc (especifico de S.

aureus).

luk-PV
nuc
- -
- -— >
mecA

cee ocoode

Figura 64. PCR para la deteccién de LPV. Carriles 1-7: cepas de
SARM de la Residencia Bonanova; carril 8: control negativo; carril
9: cepa 3922-04 (control positivo); carril 10: marcador de peso
molecular de 100-1000 pb.
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5.14 Estudio de sensibilidad antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana general y especificada por clones de las cepas
de SARM del estudio inicial se resume en la tabla 29 y en la figura 65 de la siguiente
pagina. Los resultados son un reflejo de la elevada clonalidad mostrada en el estudio
de epidemiologia molecular y coherentes también con los datos de los aislados

clinicos de los hospitales de Mallorca.

Todos los aislados de SARM fueron sensibles a la vancomicina, teicoplanina,
cotrimoxazol, rifampicina, tetraciclina, cloranfenicol y al 4cido fusidico; y todos ellos
fueron resistentes al ciprofloxacino. La resistencia fue variable para la tobramicina
(todas las cepas del clon ST125-1Vc fueron resistentes, mientras que todas las del
clon ST22-IVh fueron sensibles), eritromicina (47% de resistencia) y clindamicina
(10% de resistencia MLSg constitutiva y 24% de resistencia MLSg inducible). Un

aislado del clon ST125-1Vc fue resistente a la gentamicina y a la mupirocina.

Tabla 29. Resistencia antibiética de SARM de la Residencia Bonanova.

Clon A Clon C
Antibictico SAR(:\]/':;OE;)&'QS (ST125-1Vc) (ST22-IVh)
(n=12) (n=26)
Eritromicina 18 (47%) 8 (67%) 10 (38%)
Clindamicina
MLSg constitutivo® 4 (10%) 4  (33%) 0
MLSg inducible® 9 (24%) 0 9 (35%)
Ciprofloxacino 38 (100%) 12 (100%) 26 (100%)
Gentamicina 1  (3%) 1 (8%) 0
Tobramicina 12 (31%) 12 (100%) 0
Cotrimoxazol 0 0 0
Rifampicina 0 0 0
Tetraciclina 0 0 0
Vancomicina 0 0 0
Cloranfenicol 0 0 0
Mupirocina 1 (3% 1 (8%) 0
Acido fusidico 0 0 0

®MLSg: fenotipo de resistencia a macrélidos, lincosamida, estreptogramina tipo
B.
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Figura 65. Esquema de la resistencia antimicrobiana de las cepas de SARM de la
Residencia Bonanova.

5.15 Estudio de seguimiento longitudinal

Como ya se expuso en la Metodologia, a los 8, 12 y 18 meses del estudio
inicial se obtuvieron cultivos nasales de los residentes geridtricos que estaban
colonizados con SARM (“casos”) en dicho estudio. Hay que recordar también que
ninguno de los 38 residentes en los que se detectd la colonizacion por SARM recibid

tratamiento antibiético tépico (con mupirocina o acido fusidico) durante dicho periodo.

Asimismo, se tom6 un exudado nasal a un grupo seleccionado al azar
compuesto por 36 residentes no colonizados por SARM en el estudio inicial

(“controles”).

Durante el seguimiento, no se tomd ningun exudado de Ulcera o herida.

5.15.1 Seguimiento alos 8 meses

A los 8 meses, de los 38 residentes que estuvieron colonizados con SARM
durante el estudio inicial (37 nasales y uno Unicamente en herida), se tomé un frotis
nasal a 28 de ellos (incluido el paciente colonizado en la herida, sin colonizacion
nasal). De los 10 casos restantes, 7 habian fallecido y en 3 no se pudo obtener la
muestra (dos residentes se encontraban ausentes ese dia, mientras que el tercero lo

rechazo explicitamente).
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La causa de la muerte en los siete residentes fallecidos no estuvo relacionada
con una infeccion por SARM, si bien uno de ellos ingres6 en enero del 2006 en el
HUSD por una infeccion de herida quirtrgica por SARM y, posteriormente, tras varias

complicaciones, fallecié por una colitis pseudomembranosa por Clostridium difficile.

El cultivo nasal en estos 28 residentes, previamente colonizados por SARM
hacia 8 meses (“casos”), fue el siguiente: SARM en 14 de ellos (50%), SASM en 5
(18%) y cultivo negativo para S. aureus en 9 de ellos (32%, incluyendo el paciente
con colonizacion en herida como Unica localizacion) (tabla 30 y figura 66 de la

pagina siguiente).

Tabla 30. Resumen del nimero de casos y controles.

8 meses 12 meses 18 meses
Casos iniciales 38 (100%) 38 (100%) 38 (100%)
Se toma muestra 28 (74%) 30 (79%) 23  (60%)
No se toma muestra 10 (26%) 8 (21%) 15  (40%)
Fallecimiento® 7 (18%) 8 (21%) 15  (40%)
Ausencia 2 (5%) 0 0
Rechaza la toma 1 (3%) 0 0
Resultados cultivos:
SARM 14 (50%) 16 (53%) 11  (48%)
SASM 5 (18%) 2 (T%) 5 (22%)
Ausencia de S. aureus 9 (32%) 12 (40%) 7 (30%)
Infeccién por SARM 3 (8%) 0 0
Controles iniciales” 36 (100%) 36 (100%) 36 (100%)
Se toma muestra 36 (100%) 33 (92%) 31 (86%)
No se toma muestra 0 3 (8%) 5 (14%)
Fallecimiento® 0 2  (5%) 4  (11%)
Ausencia 0 0 0
Rechaza la toma 0 1 (3% 1 (3%
Resultados cultivos
SARM 2 (6%) 3 (9%) 6 (19%)
SASM 7 (19%) 4 (12%) 5 (16%)
Ausencia de S. aureus | 27 (75%) 26 (79%) 20 (65%)
Infeccion por SARM 0 0 1 (3%)

®Ninguno relacionado por infecciéon por SARM.
®De los 36 controles, 30 no estaban colonizados por S. aureus en el estudio
inicial y 6 estaban colonizados por SASM.

El cultivo nasal en los 36 residentes del grupo control (30 no colonizados por
S. aureus en el estudio inicial y 6 colonizados por SASM) fue el siguiente: negativo
en 27 (75%), SASM en 7 (19%) y SARM en 2 (6%). Estos dos pacientes portadores
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de SARM del grupo control no habian ingresado en ningun hospital a lo largo de
estos 8 meses, con lo que parece probable que la adquisicion de SARM tuviera lugar

en la misma residencia geriatrica.

120
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Porcentaje de portadores de
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Figura 66. Deteccion de SARM en el estudio longitudinal.

Por lo que respecta al antecedente de infeccion por SARM durante los
primeros 8 meses, 3 de los 38 residentes colonizados por SARM en el momento
inicial (“casos”) fueron diagnosticados de una infeccién por SARM. En todos los tres
pacientes se trataba de una infeccién de herida/ulcera. El cultivo nasal a los 8 meses
en estos tres residentes fue: un residente con cultivo nasal positivo para SARM, otro
con cultivo nasal negativo (el paciente que durante el estudio inicial Gnicamente
estaba colonizado en la herida), mientras que el tercer residente, como ya se ha
mencionado, falleci6 a los 4 meses del estudio inicial debido a una colitis
pseudomembranosa por C. difficile, por lo que no se pudo recoger una muestra a los
8 meses. Asimismo, no se detecté ninguna infeccion por SARM en los pacientes del

grupo control en este periodo.

5.15.2 Seguimiento alos 12 meses

En noviembre de 2006 se realizé un cultivo nasal a los pacientes inicialmente
portadores de SARM y al mismo grupo control anterior. De los 38 residentes

inicialmente colonizados por SARM (“casos”), se tomé un frotis nasal a 30 de ellos,
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ya gue los ocho residentes restantes habian fallecido. Los resultados a los 12 meses
fueron: SARM en 16 (53%), SASM en 2 (7%) y negativo en 12 (40%), incluyendo el

paciente Unicamente colonizado en la herida en el periodo inicial (tabla 30).

De los 36 residentes del grupo control, se recogié muestra en 33 de ellos. Dos
de ellos fallecieron y el otro residente rehusé la participacion en el estudio. El cultivo
nasal en los controles, como se muestra en la tabla 30, fue: negativo en 26 (79%),
SASM en 4 (12%) y SARM en 3 (9%). Los tres residentes del grupo control
portadores nasales de SARM a los 12 meses fueron diferentes de los dos residentes
portadores de SARM a los 8 meses (los dos residentes colonizados con SARM a los
8 meses tuvieron el cultivo nasal negativo a los 12 meses). Los tres pacientes del
grupo control portadores nasales de SARM a los 12 meses no habian ingresado en
ningan hospital en el dltimo afio con lo que, muy probablemente, la adquisicion del

SARM también tuviera lugar en la misma residencia geriatrica.

Respecto a los residentes que fallecieron, en ningln caso la causa de este
fallecimiento estuvo relacionada con el SARM. Tampoco se detectd ninguna

infeccion por SARM en los dos grupos entre los 8-12 meses del estudio inicial.

5.15.3 Seguimiento alos 18 meses

En mayo de 2007 se realiz6 el ultimo cultivo nasal a los pacientes inicialmente
portadores nasales de SARM (“casos”) y al mismo grupo control anterior. Al igual que

en los dos periodos anteriores, no se obtuvieron muestras de exudados cutédneos.

De los 38 residentes colonizados por SARM en la fase inicial, se tom6 un
frotis nasal a 23 de ellos. Los 15 residentes restantes habian fallecido (incluyendo el
paciente con colonizacion de herida como Unica localizacion). El cultivo nasal fue:
SARM en 11 (48%), SASM en 5 (22%) y negativo en 7 (30%).

De los 36 residentes del grupo control, se recogié un exudado nasal a 31 de
ellos (cuatro de ellos habian fallecido y el quinto seguia rechazando la participacion
en el estudio). El cultivo fue: negativo en 20 (65%), SASM en 5 (16%) y SARM en 6
(19%). Solo 2 de los 6 residentes con SARM habian ingresado en el hospital en los
tltimos 6 meses por lo que, probablemente, la adquisicion del SARM en los 4
restantes tuvo lugar en la residencia (uno de ellos era también portador de SARM a
los 12 meses). En la figura 67 de la pagina siguiente se esquematiza graficamente

los aislamientos de S. aureus en los controles seguidos longitudinalmente.
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N° residente

Inicial

8 meses

12 meses

18 meses

13

15

33

57

76

77

87

139

146

148

158

173

179

183

201

215

235

247

252

261

284

306

323

355

372

390

393

394

397

409

i

424

432

434

Rechaza la recogida

448

450

462

@BIBEIEIE: colonizacion por SARM; color amarillo: colonizacién
por SASM; color azul: no colonizado por S. aureus; EOIOEING:

exitus.

En los recuadros rojos en negrita se muestra el clon de SARM.
®SARM a los 13 meses.

Figura 67. Seguimiento longitudinal del grupo control.
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En cuanto al antecedente de infeccion por SARM a los 12-18 meses, un
paciente del grupo control (numero 87 de la figura 67) ingres6 en el HUSD a los 13
meses (diciembre 2006) por una hipoglucemia grave. Se le recogié un exudado de
Ulcera de pie diabético al 4° dia del ingreso, aislandose SARM. El cultivo del exudado
nasal durante este ingreso también fue positivo para SARM. Fue dado de alta al 11°
dia, volviendo a la residencia. Posteriormente, fallecié por causas no relacionadas
con el SARM. Aparte del paciente anterior, no se detectd ninguna infeccion por

SARM clinicamente significativa en los portadores ni en el grupo control.

5.16 Epidemiologia molecular de SARM en el estudio de seguimiento

Al 64-71% de los residentes inicialmente colonizados por SARM (“casos”) se
les aislé la misma cepa (mismo clon, subtipo y antibiograma) en todos los cultivos
nasales realizados. Esto sucedi6 en 10 de las 14 cepas de SARM detectadas a los 8
meses, en 11 de las 16 detectadas a los 12 meses y en 7 de las 11 detectadas a los
18 meses. Sin embargo, en ocasiones se aislé una cepa de SARM con un subtipo (o

incluso un clon) diferente, o con distinta sensibilidad a la eritromicina (tabla 31).

Tabla 31. Residentes con cambio del clon de SARM o antibiograma durante el
seguimiento (“casos”).

Clon de SARM
Ne (Sensibilidad a la eritromicina y clindamicina)
Estudio inicial 8 meses 12 meses 18 meses
93 C1 Negativo A2
(Eri. y Cli. sensibles) (Fenotipo M)
129 Cc6 C1 C6 EXITUS
(Fenotipo M) (Eri. y Cli. sensibles) (Fenotipo M)
166 C1 C1 EXITUS
(Fenotipo MLSg ind.) (Eri. y ClIi. sensibles)
213 C1 A2 c2 c2
(Eri. y Cli. sensibles) (Fenotipo M) (Eri. y Cli. sensibles) | (Eri. y Cli. sensibles)
216 C5 Negativo A2
(Fenotipo MLSg ind.) (Fenotipo M)
342 C2 C3 Cc2 A2
(Fenotipo MLSgind.) | (Fenotipo MLSgind.) | (Eri.y Cli. sensibles) (Fenotipo M)
440 A A A A
(Fenotipo MLSg con.) | (Eri.y Cli. sensibles) (Eri. y ClIi. sensibles) (Fenotipo MLSg
con.)
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e Caso 93. Un residente tuvo SARM del clon C1 en el cultivo inicial, pero a los 18

meses se detectd una cepa de SARM del clon A2.

e Caso 129. Otro residente tuvo inicialmente SARM del clon C6 con fenotipo M, a
los 8 meses una cepa del clon C1 sensible a la eritromicina y clindamicina,

mientras que a los 12 meses se le aislé una cepa idéntica a la inicial.

e Caso 166. Un residente tuvo una cepa del clon C1 en el estudio inicial y a los 12

meses, pero con diferencias en la sensibilidad a la eritromicina y la clindamicina.

e Caso 213. Este residente present6 un clon C1 en el estudio inicial, pero a los 8
meses se le aislo una cepa de SARM del clon A2. En los siguientes dos estudios

se observo el mismo clon (con distinto subtipo) al del estudio inicial.

e Caso 216. Otro residente tuvo el cultivo nasal inicial y el de los 12 meses con
SARM, pero ambos aislados fueron de dos clones distintos. En el estudio inicial
fue del clon C5, mientras que, a los 12 meses, se le aisl6é una cepa del clon A2.

Curiosamente, este paciente ingresé en el HUSD entre los 6 - 12 meses.

e Caso 342. Un residente tuvo en los tres primeros cultivos dos subtipos diferentes

del clon C, mientras que, a los 18 meses se produjo un cambio de clon (clon A2).

e Caso 440. Un residente tuvo un clon A en los cuatro cultivos, pero con diferencias

en la sensibilidad a la eritromicina y clindamicina.

Los clones de las cepas de SARM detectadas en el grupo control se han
esquematizado en la figura 67. Las dos cepas detectadas a los 8 meses pertenecian
al clon A (ST125-IVc); mientras que, de las tres cepas de SARM detectadas a los 12
meses, dos eran del clon A2 (ST125-IVc) y una del clon C1 (ST22-Ivh). A los 18
meses, hubo seis residentes del grupo control con cultivos nasales positivos para
SARM: cuatro eran del clon C1, una era del clon C5 y una del clon A2. Hubo un Gnico
residente del grupo “control” (paciente n°® 450) al que se le detecté dos cultivos
nasales positivos para SARM, a los 12 y 18 meses; estas dos cepas eran del mismo

clon y tenian el mismo antibiograma.

5.17 Persistencia del estado de portador nasal de SARM

En el estudio inicial se detectaron 37 residentes geriatricos como portadores

nasales de SARM. Siete de ellos fallecieron antes de la obtencion de una segunda
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muestra, por lo que disponemos de 30 residentes portadores nasales de SARM con,

al menos, una segunda muestra nasal en el seguimiento.

Siguiendo los criterios mas estrictos de persistencia (crecimiento de SARM en
todos los cultivos recogidos; Stone, 2012), 9 de los 30 residentes (30%) fueron

portadores nasales persistentes y 21 (70%) portadores intermitentes (figura 68).

No Cultivo Cultivo Cultivo Cultivo
nasal nasal 8 nasal 12 nasal 18
inicial meses meses meses

Tipo portador
nasal

43

Intermitente

47

Intermitente

66

Intermitente

93

Intermitente

103

Persistente

124

Intermitente

129

Persistente

149

Intermitente

160

Intermitente

166

Intermitente

213

Persistente

216

Intermitente

226

Intermitente

240

Persistente

242

Intermitente

246

Persistente

250

Intermitente

264

Persistente

279

Intermitente

283

Rechaza
recogida

Intermitente

285

Persistente

290

Intermitente

342

Persistente

Intermitente

Intermitente

381 —
405 No recogida
412 No recogida

Intermitente

421

Intermitente

435

Intermitente

440

Persistente

460

Intermitente

azul: no colonizado por S. aureus; _: exitus.
En el recuadro rojo en negrita se muestra el clon de SARM.

: colonizacién por SARM; color amarillo: colonizacion por SASM; color

Figura 68. Seguimiento de los residentes portadores nasales de SARM.
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PARTE 3. CARACTERIZACION DE UN NUEVO PLASMIDO DE
MULTIRRESISTENCIA QUE CONTIENE LOS GENES cfr, tet(L),
ant(4’)-la Y dfrk, EN DOS AISLADOS DE SARM Y EN UN
AISLADO DE Staphylococcus epidermidis

5.18 Historia clinica de dos pacientes con SARM resistentes a la linezolida

La primera cepa de SARM resistente a la linezolida detectada en el HUSD
(paciente 1) se habia aislado en un var6n de 76 afos, exfumador de 40
cigarrillos/dia (100 paquetes/afio) desde 1994. Habia trabajado durante 30 afios
como minero del carbon. Los antecedentes patolégicos mas destacados eran:
silicosis, carcinoma de laringe (intervenido en 1996), EPOC con oxigenoterapia
domiciliaria, apnea obstructiva del suefio, e hipogammaglobulinemia, que fue
diagnosticada en mayo de 2009. Por dicho motivo, era portador de un catéter Port-a-
cath® permanente para la administracion de inmunoglobulinas endovenosas. Se
trataba, por lo tanto, de un paciente con pluripatologia respiratoria, inmunodeprimido
(debido tanto a su inmunodeficiencia variable como a la administracién de

corticoides) y portador de un catéter vascular permanente.

Este paciente, de octubre de 2006 a agosto de 2010, habia ingresado en el
HUSD 32 veces por infecciones respiratorias bajas, recibiendo tratamiento
antimicrobiano en cada ingreso. Algunos de los microorganismos detectados en
muestras respiratorias fueron: Pseudomonas aeruginosa (en octubre 2006 y
septiembre 2007), Haemophilus influenzae (abril 2007), Stenotrophomonas
maltophilia (julio 2007), Serratia marcescens (julio 2007 y en varios ingresos de
2008), Klebsiella pneumoniae productora de metalo-B-lactamasa (MBL, tipificada
como VIM-1, en varios ingresos entre septiembre 2008 y mayo 2009) y Escherichia
coli productora de B-lactamasa de espectro extendido (BLEE, en febrero-marzo
20009).

En junio de 2009, se le detectd por primera vez una cepa de SARM en un
cultivo de esputo. Este aislado era resistente por disco-difusién a los B-lactamicos,
ciprofloxacino y tobramicina. El paciente recibi6 tratamiento con linezolida seguido de

cotrimoxazol, presentando una evolucion favorable.
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En los ingresos de septiembre 2009 y noviembre 2009 se le detecté en los
cultivos de esputo un aislado de SARM que tenia un fenotipo de resistencia peculiar:
sensible a la eritromicina y resistente a la clindamicina. Se informé la linezolida como
sensible, por lo que en ambos ingresos el paciente recibié tratamiento con

vancomicina endovenosa seguida de linezolida oral.

Posteriormente, en el ingreso de enero-marzo 2010, el paciente sufrid una
bacteriemia por una cepa de K. pneumoniae productora de MBL. Durante dicho
ingreso, crecieron en un catéter de subclavia mas de 100 UFC de SARM (sensible a
la eritromicina y clindamicina) y de S. epidermidis (sensible a la eritromicina pero
resistente a la clindamicina). El paciente fue tratado entonces con vancomicina

endovenosa seguida de clindamicina oral.

En julio y agosto de 2010, el paciente ingres6 dos veces con un intervalo de
una semana entre ambos ingresos, a causa de una traqueobronquitis aguda. En los
cultivos de esputo de los dos ingresos se aisl6 >10° UFC de SARM de nuevo
sensible a la eritromicina pero resistente a la clindamicina, informandose inicialmente
la linezolida como sensible. El paciente recibi6 tratamiento con linezolida en ambos
ingresos. En septiembre de 2010, a las 48 h de haber sido dado de alta, reingresé de

nuevo por una neumonia por SARM, con idéntico antibiograma.

Durante el ingreso de agosto de 2010, se observé en el antibiograma un
doble halo de inhibicion con el disco de linezolida. Tras realizar una determinacién de
sensibilidad para la linezolida por el método del E-test® (ver mas adelante), se
informdé que la cepa era resistente a este antimicrobiano. Sin embargo, el paciente ya
habia sido dado de alta con linezolida oral. Durante el reingreso de septiembre 2010,

se cambié el tratamiento a vancomicina y gentamicina, con una buena evolucion.

En agosto de 2010, se detect6 otro caso de infeccion respiratoria por SARM
también resistente a la linezolida, con idéntico patron del antibiograma que el del
paciente 1. Este segundo paciente (paciente 2), padecia también de EPOC y estaba
ingresado en la misma unidad (Neumologia) que el paciente 1. A sefialar que el
paciente 2 habia ingresado en nuestro hospital en febrero del 2009 por un absceso

pulmonar por SARM, recibiendo entonces tratamiento con linezolida.

En el estudio de portador efectuado en estos dos pacientes (agosto 2010),
todos los exudados nasales, axilares e inguinales fueron también positivos para

SARM, con el mismo patrén de sensibilidad, incluyendo la resistencia a la linezolida.
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Incidentalmente, en septiembre 2010 se detectdé también un aislado de S.
epidermidis con el mismo patron de resistencia en el cultivo del catéter de otro

paciente que estaba ingresado en la UCI del HUSD (paciente 3).

5.19 Estudios de sensibilidad

5.19.1 Cepas iniciales de SARM sensibles a la linezolida

En septiembre de 2010, se recuperaron los dos aislados iniciales de SARM de
los pacientes 1y 2 del 2009, sensibles a la linezolida, y se volvié a realizar el estudio

de sensibilidad de ambos. Estos datos se muestran en la tabla 32.

Tabla 32. Perfiles de resistencia en los aislados de SARM y S. epidermidis de
los pacientes 1-3.

Ne° Fecha ST Fenotipo de resistencia®
paciente
1 Junio 2009 ST125-IVe OXA, CIP, TOB
1 Agosto 2010 ST125-IVe OXA, CIP, TOB, CLI, LIN,
CLO, TET, sxt
2 Febrero 2009 ST22-1IvVh OXA, CIP, ERI, CLljnq.
2 Agosto 2010 ST125-IVce OXA, CIP, TOB, CLI, LIN,
CLO, TET, sxt
3 Septiembre 2010 S. epidermidis OXA, CIP, TOB, CLI, LIN,
CLO, TET, SXT
Transconjugante TOB, CLI, LIN, CLO, TET,
SXT» (RIF)

4CIP: ciprofloxacino; CLI: clindamicina; CLlI;,y: resistencia inducible a la clindamicina;
CLO: cloranfenicol; ERI: eritromicina; LIN: linezolida; OXA: oxacilina; RIF: rifampicina;
SXT: trimetoprim-sulfametoxazol (cotrimoxazol); TET: tetraciclina; TOB: tobramicina.
sxt indica una sensibilidad disminuida al cotrimoxazol. El paréntesis de la rifampicina
indica que esta resistencia no es transferible mediante el plasmido.

El aislado de SARM inicial del paciente 1, detectado en junio 2009, era

resistente mediante difusion con disco-placa a los B-lactamicos, ciprofloxacino y a la
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tobramicina; mientras que era sensible a la eritromicina, clindamicina, gentamicina,
cloranfenicol, tetraciclina, rifampicina, vancomicina, teicoplanina, linezolida,

mupirocina y al &cido fusidico.

El aislado inicial de SARM del paciente 2, detectado en febrero 2009, era
resistente a los B-lactamicos, ciprofloxacino y a la eritromicina, con resistencia MLSg
inducible a la clindamicina. Por el contrario, esta cepa era sensible a la gentamicina,
tobramicina, cloranfenicol, tetraciclina, rifampicina, vancomicina, teicoplanina,

linezolida, mupirocina y al &cido fusidico.

5.19.2 Cepas de SARM Yy S. epidermidis resistentes a la linezolida

Los aislados de SARM resistentes a la linezolida de los pacientes 1y 2 tenian
el mismo perfil de sensibilidad antibiética mediante difusién con disco-placa. Segun
los puntos de corte del CLSI (CLSI, 2012), los dos aislados eran resistentes a los [3-
lactdmicos, ciprofloxacino, tobramicina, clindamicina, cloranfenicol y tetraciclina;
siendo sensibles a la eritromicina, gentamicina, rifampicina y teicoplanina. Asimismo,
siguiendo los criterios del EUCAST (EUCAST, 2012) también eran sensibles a la
mupirocina y al &cido fusidico. La CMI a la vancomicina por E-test® era de 2 pg/mL,
sensible segun los criterios del CLSI (CLSI, 2012).

Respecto a la linezolida y al cotrimoxazol, los dos aislados eran, por disco-
difusion, aparentemente sensibles, pero se observé un doble halo de inhibicion
(figuras 69 y 70 de la péagina siguiente). Cuando se determiné la sensibilidad a estos
dos antibidticos mediante E-test®, también se observaba de nuevo un doble halo de
inhibicién, con una CMI a la linezolida comprendida entre 6-8 pg/mL, por lo que se
consideraron resistentes (figura 71 de la pagina siguiente). La CMI al cotrimoxazol,

determinada por E-test®, era de 1,5 pg/mL, todavia dentro del rango de sensibilidad.
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Figura 69. Antibiograma del primer aislado de
SARM resistente a la linezolida.

Figura 70. Doble halo con el disco de linezolida.

Figura 71. E-test a la linezolida en la cepa anterior.
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El aislado de S. epidermidis resistente a la linezolida tenia el mismo perfil de
resistencia que las dos cepas de SARM, con la Unica excepcion del cotrimoxazol que

era completamente resistente.

5.20 Relacién clonal de los aislados de SARM resistentes a la linezolida

Tanto los dos aislados de SARM resistentes a la linezolida de los pacientes 1
y 2 como también el aislado de SARM sensible a la linezolida del primer paciente
tenian un patron de bandas idéntico en la ECP, que correspondia al clon A, segun
nuestra nomenclatura. Se realizé6 MLST y tipado del SCCmec en el aislado de SARM
resistente a la linezolida del paciente 1, confirmandose que se trataba del clon
ST125-MRSA-IVc.

El perfil de bandas de la ECP del aislado inicial del paciente 2 sensible a la
linezolida (detectado en 2009) se correspondia al del clon C2, mientras que en el
subtipado del SCCmec era portador del SCCmec subtipo IVh; por lo que se trataba
del clon ST22-MRSA-IVh (EMRSA-15), por tanto, no relacionado con el clon

resistente a la linezolida de los dos pacientes.

Asimismo, se pudo comprobar que el patrén de bandas de los dos aislados de
SARM resistentes a la linezolida de los pacientes 1 y 2 era distinto al de la cepa
HCO08, responsable del brote de SARM resistente a la linezolida descrito en el
Hospital Clinico San Carlos de Madrid en 2008 (Morales, 2010). Se realizé también
MLST vy tipado del SCCmec en la cepa HCO08, correspondiéndose con el clon ST228-
MRSA-I.

Todas las cepas de SARM sensibles y resistentes a la linezolida fueron

negativas para los genes productores de LPV (lukS-PV y IukF-PV) y ACME (arcA).

5.21 Estudio del mecanismo de resistencia a la linezolida

Para determinar el mecanismo de resistencia a la linezolida, se realiz6 una
amplificacibon mediante PCR del gen cfr, utilizando la cepa HC08 como control
positivo. Esta PCR fue negativa en los dos aislados de SARM iniciales sensibles a la
linezolida de los dos pacientes, pero positiva en los dos aislados de SARM
resistentes a la linezolida, asi como en el aislado de S. epidermidis resistente a este

antimicrobiano (figura 72 de la pagina siguiente).



Resultados Pagina 199

Figura 72. PCR para el gen cfr. Carril 1: SARM sensible
a la linezolida del paciente 1; carril 2: SARM resistente a
la linezolida del paciente 1; carril 3: control negativo;
carril 4: control positivo (cepa HCO08); carril 5: marcador
de peso molecular de 100-1000 pb.

La amplificacion por PCR para el gen fexA, que codifica una bomba de
expulsion activa que confiere resistencia al cloranfenicol (Kehrenberg, 2004b), fue
negativa en los aislados de SARM y S. epidermidis resistentes a la linezolida de los

tres pacientes, pero positiva en la cepa control HCO8.

5.22 Estudios de conjugacion

En el experimento de conjugacion, usando la cepa de SARM resistente a la
linezolida del paciente 1 como donante y un mutante resistente a la rifampicina de la
cepa de S. aureus ATCC® 29213 como receptora, se obtuvo crecimiento de unas 25
colonias de S. aureus (en un total de nueve placas de agar BHI con rifampicina y
cloranfenicol). Se determiné la sensibilidad al ciprofloxacino mediante disco-difusion
en cada una de estas colonias, detectdndose una Unica colonia de S. aureus
sensible al ciprofloxacino. Este aislado sensible al ciprofloxacino era resistente a la
rifampicina (la cepa receptora de S. aureus ATCC® era resistente a este compuesto),
a la clindamicina, cloranfenicol y a la linezolida (con un doble halo, como cabria
esperar por la resistencia mediada por el gen cfr); pero curiosamente, también era
resistente a la tetraciclina, a la tobramicina y presentaba un halo reducido al

cotrimoxazol.
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El ensayo de PCR para el gen cfr en el transconjugante fue también positivo,
por lo que se comprobd que dicho gen estaba presente en un pldsmido y que este

plasmido era conjugativo, capaz de transferirse a otros aislados de estafilococos.

Se determiné la sensibilidad para diversos antimicrobianos, por E-test® o
microdilucién en caldo, en la cepa de SARM donante resistente a la linezolida del
paciente 1, en la cepa de S. aureus receptora resistente a la rifampicina y en el

transconjugante (tabla 33).

Tabla 33. Perfiles de resistencia antimicrobiana del aislado de SARM cfr+ del
paciente 1 (cepa 05069371), de la cepa de S. aureus ATCC® 29213 resistente a
la rifampicina (Rif', receptora) y su derivado transconjugante.

Antimicrobiano Método de CMI (ug/mL)
sensibilidad SARM  ATCC® 29213 Transconjugante
05069371 Rif"
(donante) (receptora)
Penicilina E-test® >32 0,5 0,38
Oxacilina E-test® >256 0,5 0,5
Eritromicina E-test® 0,19 0,094 0,064
Clindamicina E-test® >256 0,047 >256
Ciprofloxacino E-test® >32 0,19 0,19
Cotrimoxazol E-test® 1,5 0,064 0,75
Vancomicina E-test® 2 2 2
Teicoplanina E-test® 1 1 1
Daptomicina E-test® 0,19 0,25 0,25
Tigeciclina E-test® 15 0,19 0,5
Tetraciclina E-test® 16 0,094 16
Linezolida E-test® 6 0,38 3
Tobramicina E-test® 6 0,38 3
Gentamicina Microdilucién en 0,5 0,25 0,25
caldo
Cloranfenicol Microdilucién en 8 2 8
caldo
Rifampicina Microdilucion en <0,06 >32 >32
caldo
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Como ya se observaba en el antibiograma realizado mediante disco-difusion,
el transconjugante no sdélo habia adquirido resistencia o sensibilidad disminuida a la
clindamicina, cloranfenicol y a la linezolida (como era de esperar por la transferencia
del gen cfr), sino también a la tetraciclina, tobramicina y al cotrimoxazol. La CMI a la

tigeciclina estaba también ligeramente elevada.

5.23 Determinacion del tamafo del plasmido

Para determinar el tamafio del plasmido, se realiz6 una extraccion del ADN
plasmidico en el derivado transconjugante. Tras su digestién con EcoRlI, se compar6
el tamafio de las bandas obtenidas con las bandas del fago A. El tamafio aproximado

del plasmido transferido portador del cfr fue de unas 50 kb.

5.24 Deteccion de los restantes genes de resistencia transferidos

Siguiendo la metodologia explicada en el apartado correspondiente, se realizé
una serie de amplificaciones a diversos genes de resistencia a partir del ADN total
extraido de los aislados de SARM sensibles y resistentes a la linezolida de los
pacientes 1 y 2, en el ADN total del aislado de S. epidermidis resistente a la

linezolida del paciente 3y en el ADN plasmidico extraido del transconjugante.

Todas las amplificaciones para los genes ant(4')-la (también conocido como
aadD, que confiere resistencia a la tobramicina, amikacina, kanamicina y neomicina;
Schmitz, 1999), tet(L) (resistencia a la tetraciclina; Pang, 1994) y dfrK (resistencia a
la trimetoprima; Kadlec, 2009a) fueron positivas en los aislados de estafilococos
resistentes a la linezolida de los pacientes 1-3, asi como en el derivado
transconjugante. Asimismo, la PCR para el gen ant(4’)-la fue también positiva en el
aislado de SARM inicial sensible a la linezolida del paciente 1. Estos resultados se

muestran en la tabla 34.

Por el contrario, las PCR para la deteccion de los genes tet(K) y tet(M)
(resistencia a la tetraciclina; Jones, 2006), para el gen vga(C) (resistencia a la
pleuromutilina/lincosamida/estreptogramina A; Fepler, 2010) y para el gen fexA
(codificante de una bomba de expulsién activa de fenicoles; Kehrenberg, 2006)
fueron negativas en todos los aislados de SARM y en la cepa de S. epidermidis.
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Tabla 34. Genes de resistencia detectados en los aislados de SARM y S.
epidermidis de los pacientes 1-3.

Ne paciente | Fecha ST Genes de resistencia
ant(4’)-la cfr tet(L) dfrkK
(aadD)
1 Junio 2009 ST125-IVc + - - -
1 Agosto 2010 ST125-1Vc + + + +
2 Febrero 2009 ST22-1Vh - - - -
2 Agosto 2010 ST125-1Vc + + + +
3 Septiembre 2010 | S. epidermidis + + + +
Transconjugante + + + ¥

Este nuevo plasmido de multirresistencia detectado en las tres cepas de
estafilococos del HUSD fue denominado como pERGB y registrado en GenBank con

el nimero de acceso JN970906.

5.25 Caracterizacion molecular del entorno genético de los cuatro genes de

resistencia en el plasmido pERGB

Inicialmente se secuencié un fragmento clonado de 8.675 pb a partir del ADN
plasmidico del pUCPcfrl2 de una de las colonias obtenidas durante la
transformacién. A continuacion, tras realizar numerosas reacciones de PCR en el
ADN plasmidico extraido a partir del derivado transconjugante, se consigui
secuenciar un fragmento del plasmido pERGB de 15.259 pb, disponible en GenBank,
gue contenia los cuatro genes de resistencia. En la figura 73 de la pagina siguiente

se muestra un esquema de la estructura genética de dicho fragmento.
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Figura 73. Estructura genética del fragmento de ADN secuenciado de 15.259
pb del plasmido de multirresistencia pERGB. Los puntos de corte de la enzima
de restriccion EcoRlI, que delimitan el fragmento de 8.675 pb clonado, estan
representados con flechas negras. En la parte superior de la figura se indican
las regiones homologas a los plasmidos descritos previamente. La barra gris en
el primer gen repU representa que esta truncado por la 1S431 en su extremo 5’
(Ruiz de Gopegui, 2012).

En el segmento inicial del fragmento secuenciado se encuentra una estructura
similar a una secuencia de insercion (IS). Se compone de dos genes, istAS e istBS.
Cada uno de ellos codifica una transposasa similar a las integrasas IStA e IstB,
ambas de la familia 1S21. Este elemento IS fue inicialmente descrito en el plasmido
pSCFS3, también portador del gen cfr, asociado al transposén Tn558, por lo que
recibié el nombre de 1S21-558 (numero de acceso en GenBank AM086211). El
plasmido pSCFS3 se aislé en dos cepas de S. lentus y en una cepa de S. aureus,
aisladas en vacas y cerdos de Alemania en 2000-2003 (Kehrenberg, 2006). La
secuencia de nucleédtidos de la regién 1S21-558 del pERGB muestra un grado de

homologia superior al 99% (2.916/2.930 pb) respecto a la del plasmido pSCFS3.

A continuacion de la 1S21-558, tras 490 pb de ADN no codificante, se halla el
gen cfr. La secuencia de nucleétidos de este gen es idéntica al gen cfr de los
plasmidos pSCFS1 (Schwarz, 2000; Kehrenberg, 2004a), pSCFS6 (Kehrenberg,
2007) y pSCFS7 (Shore, 2010a), mientras que Unicamente presenta un solo
nucleétido de diferencia (1.049/1.050 pb) con el del plasmido pSCFS3 (Kehrenberg,
2006) (figura 74 de la siguiente pagina).
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Figura 74. Representacion esquemaética del entorno genético del gen
cfr en los plasmidos pERGB, pSCFS3, pJP1, pSA737 (Mendes, 2013).

A continuacion del gen cfr, hay una region de ADN no codificante de 688 pb,
con una secuencia de nucledtidos idéntica (100%) a la del plasmido pSCFS3
(Kehrenberg, 2006).

Sin embargo, adyacente a esta region no codificante, se detectdé una nueva
estructura, no descrita previamente, compuesta por un gen res y un gen tnp. El gen
res codifica una resolvasa, que es una enzima que cataliza la recombinacion de un
fragmento de ADN durante la transposicion replicativa (Hirano, 2011). Presenta una
homologia del 72%, en cuanto a la secuencia de nucleétidos, con el gen res del
plasmido pWSH-002 detectado en Bacillus megaterium (nimero de acceso GenBank
CP003018.1; Liu, 2011). El gen tnp, situado a continuacién, codifica una transposasa
similar a una transposasa del pldsmido pAH820_ 272 de Bacillus cereus (homologia

del 76% en la secuencia de aminoacidos deducida, nimero de acceso CP001285.1).

Tras el gen tnp se encuentra una copia invertida de la secuencia de insercion
IS431 casi idéntica a la 1S431 cromosomica de la cepa 04-02981 (799/801 pb) de S.
aureus (numero de acceso GenBank CP001844.2; Nubel, 2010) y a la 1S431 del
plasmido TW20 (794/795 pb) de S. aureus (numero de acceso GenBank
FN433596.1; Holden, 2010).

A continuacion, se sitia una copia truncada del gen repU, que codifica una
proteina para la replicacion del plasmido. Sin embargo, en el pERGB este gen se
encuentra interrumpido en su extremo 5 por la integracion del elemento 1S431,
produciendo una deleccion funcional. Este gen rep presenta una homologia superior
al 99% (924/929 pb) con el gen repB del plasmido pUB110 (McKenzie, 1987; Rolain,
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2009). Asimismo, es también muy similar al gen repU de los plasmidos pKKS2187
(787/794 pb) (nimero de acceso GenBank FM207105.1; Kadlec, 2009a) y pKKS825
(826/830 pb) (numero de acceso GenBank FN377602.2; Kadlec, 2009b). Los
plasmidos pKKS825 y pKKS2187 procedian de dos aislados de SARM porcino del
clon ST398, detectados en Alemania en 2004 y 2005, respectivamente (Schwarz,

2008). En la figura 75 se muestra un esquema genético de ambos plasmidos.
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Figura 75. Estructura de los pladsmidos pKKS825 y pKKS2187
(Kadlec, 2009b).

Tras el gen repU truncado, se detectaron tres genes de resistencia
antimicrobiana: los genes ant(4’)-la (también conocido como aadD), tet(L) y dfrK. La
secuencia de nucleétidos de esta regién, desde el inicio del gen ant(4)-la hasta el
final del gen dfrK (3.228 pb), es idéntica a la detectada en el plasmido pKKS825
(Kadlec, 2009b), con la Unica excepcion de tres nucleétidos adicionales (TGC)
encontrados en el gen tet(L) del pKKS825 pero no en el pERGB. A su vez, el gen
tet(L) del pERGB es idéntico al descrito en el plasmido pKKS2187 (Kadlec, 2009a).

A continuacion, se detectdé una copia del gen pre/mob, que codifica una
proteina de recombinacion y movilizacién, involucrada en la recombinacién del
plasmido. Presenta una similitud del 97% con pKKS2187 (1.229/1.263 pb) (Kadlec,
2009a).

Después del gen pre/mob, se encontré una copia entera del gen repU, casi
idéntica (1.036/1.039 pb) al gen repB del pUB110 (Rolain, 2009). Este gen esta

involucrado con la replicacion del plasmido. El extremo 3’ de las 1.038 pb del gen rep
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del pERGB es también muy similar a los plasmidos pKKS2187 (835/841 pb) (Kadlec,
2009a) y pKKS825 (697/705 pb) (Kadlec, 2009b).

Por ultimo, al final del fragmento secuenciado, se encontré una copia directa
de la 1S431, idéntica a la 1S431 situada en el SCCmec de la cepa de S. cohnii WC28
(Zong, 2010).
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PARTE 4. ESTUDIO DE EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR Y
CARACTERIZACION DEL MECANISMO DE RESISTENCIA DE
UN BROTE DE Staphylococcus hominis RESISTENTE A LA
LINEZOLIDA

5.26 Caracteristicas de los pacientes con S. hominis resistente alalinezolida

Durante febrero 2008 y marzo 2009 se detectaron en los hospitales HSLL y
HUSD un total de 15 aislados clinicos de Staphylococcus hominis subsp. hominis
resistentes a la linezolida en 14 pacientes distintos. Un paciente tuvo dos
hemocultivos positivos a este microorganismo (con el mismo antibiograma) durante
dos ingresos diferentes en el mismo hospital separados 100 dias entre si. De estos
15 aislados de S. hominis, 12 se detectaron en pacientes atendidos en el HSLL (11
de ellos en la UCI) y los otros 3 estaban ingresados en el HUSD, todos ellos en el
area quirargica-traumatolégica de la UCI de este hospital. La decisién sobre la
significacion clinica se adopt6 tras revisar las historias clinicas y los antecedentes

microbiol6gicos de los pacientes (tabla 35).

Tabla 35. Caracteristicas de los pacientes con S. hominis resistente a la
linezolida®.

Paciente | Hospital Fechade |\ ostra S | SOICEEEN
aislamiento clinica
1 HSLL 29/03/2008 | Hemocultivo F No
2 HSLL 22/05/2008 | Hemocultivo F Si
3 HSLL 06/08/2008 | Hemocultivo F No
4 HSLL 19/08/2008 | Hemocultivo M No
5 HSLL 01/09/2008 | Hemocultivo, cable F Si
marcapasos
6 HSLL 01/10/2008 | Hemocultivo M No
6 HSLL 21/01/2009 | Hemocultivo M Si
7 HUSD 11/11/2008 | LCR F Si
8 HUSD 16/11/2008 | Catéter M Si
9 HSLL 17/12/2008 | Hemocultivo M No
10 HSLL 28/01/2009 | Liquido sinovial F No
11 HSLL 06/02/2009 | Exudado herida M Si
12 HSLL 13/02/2009 | Hemocultivo M No
13 HSLL 23/02/2009 | BAS F Si
14 HUSD 26/02/2009 | Catéter M Si

®Abreviaturas. HSLL: Hospital Son Llatzer; HUSD: Hospital Universitari Son Dureta;
M: masculino; F: femenino; LCR: liquido cefalorraquideo; BAS: aspirado bronquial.
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Es importante sefialar que en dicho periodo no se produjo ninguna
transferencia de pacientes entre las UCI de ambos hospitales y tampoco hubo ningun
traslado de instrumental entre ellas. No obstante, dos enfermeras compatibilizaban el

trabajo en ambas UCI durante el periodo de tiempo del brote.

Respecto al tipo de muestra (tabla 35), los aislados de S. hominis resistentes
a la linezolida se obtuvieron de hemocultivos (9), seguidos de catéteres (2), liquidos
estériles (2), cable de marcapasos (1) y exudado herida (1). Adicionalmente, se llevo
a cabo un estudio de colonizacion (nasal, axilar e inguinal) en los udltimos tres
pacientes del HSLL. Todos ellos tuvieron colonizacion axilar e inguinal por S. hominis

multirresistente, con el mismo antibiotipo que su cepa clinica correspondiente.

La evolucion en los 15 episodios infecciosos fue buena en 12 de ellos, otros 2
fallecieron por causas no relacionadas, mientras que el paciente restante desarrollé
una bacteriemia con infeccion del cable de marcapasos por este microorganismo,

falleciendo a los pocos dias por una probable endocarditis (tabla 36).

Tabla 36. Tratamiento y evolucidon de los pacientes con S. hominis resistente a
la linezolida®.

Dias de Tratamiento Tratamiento Evolucidn
tratamiento con | previo con dirigido
Paciente | linezolida previos glucopéptidos
ala deteccion de
S. hominis

1 16 No No Exitus NR
2 10 Vancomicina Vancomicina Buena
3 0 No No Buena
4 9 Vancomicina No Buena
5 6 No Vancomicina Exitus R
6 0 No Vancomicina Buena
6 4 Vancomicina Vancomicina Buena
7 19 Vancomicina Vancomicina Exitus NR
8 17 No Vancomicina Buena
9 3 No No Buena
10 42 No No Buena
11 1 No Vancomicina Buena
12 0 No No Buena
13 11 Vancomicina Tigeciclina Buena
14 11 No Tigeciclina Buena

2Abreviaturas. NR: no relacionado; R: relacionado.
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5.27 Identificacion de especie y estudio de sensibilidad

La secuenciacion del gen ARNr 16S en una cepa de S. hominis
multirresistente (previamente identificada mediante la tarjeta Vitek® GP, bioMérieux)

confirmd la identificacién de S. hominis subsp. hominis.

Todos estos aislados fueron resistentes a la penicilina, oxacilina (CMI > 256
pg/mL), teicoplanina (CMI > 256 pg/mL), cotrimoxazol (CMI > 32 pg/mL),
ciprofloxacino (CMI > 32 pg/mL), levofloxacino, tobramicina y linezolida (CMI = 96
pg/mL). Por el contrario, todos ellos fueron sensibles a la eritromicina, tetraciclina,
gentamicina y daptomicina. La CMI para la daptomicina fue de 0,25 pg/mL en todos

ellos.

Respecto a la vancomicina, todas las cepas presentaron una CMI de 4 pg/mL,
todavia sensibles siguiendo los criterios del CLSI (sensible <4 pug/mL, intermedio 8-16
pg/mL, resistente 232 pg/mL) (CLSI, 2009; CLSI, 2012), y también sensibles con los
puntos de corte del EUCAST del 2012 (sensible <4 pg/mL, resistente >4 pg/mL)
(EUCAST, 2012).

En relacion con la clindamicina, casi todos los aislados tuvieron una
sensibilidad intermedia a este antibiético (CMI = 0,75 pg/mL), excepto en dos de
ellos. Uno de los aislados fue sensible (CMI = 0,5 ug/mL) y el otro resistente a la
clindamicina (CMI = 4 ug/mL) (CLSI, 2009; CLSI, 2012). Todas las cepas fueron

sensibles a la rifampicina, excepto una que presenté sensibilidad intermedia.

5.28 Mecanismo de resistencia a la linezolida

En el analisis de secuenciacién de un fragmento del gen ARNr 23S, los cinco
aislados de S. hominis resistentes a la linezolida que fueron secuenciados
presentaron la mutacién G2576T (segun numeracion de E. coli) en el dominio V del
gen ARNr 23S, mientras que ninguno de los tres aislados sensibles presentaron

dicha mutacioén (figuras 76 y 77 de la pagina siguiente).

En comparacién con la secuencia del dominio V del gen ARNr 23S de una
cepa de S. aureus disponible en GenBank (nimero de acceso X68425), se encontrd
ademas, la sustitucion C2163T en los ocho aislados de S. hominis secuenciados
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(tanto los sensibles como los resistentes a la linezolida). Por ello, se consider6é que

esta sustitucion era un polimorfismo de especie.
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Figura 76. Cromatograma de un fragmento de las secuencias del gen ARNr 23S en
un aislado de S. hominis sensible a la linezolida. La flecha naranja indica la guanina
en la posicibn 2.576 (segun numeracion de E. coli), sin detectarse ninguna
mutacion).

LY

Figura 77. Cromatograma de un fragmento de las secuencias del gen ARNr
23S en un aislado de S. hominis resistente a la linezolida. La flecha naranja
indica la posicién 2.576 (segun numeracién de E. coli), observandose una
doble curva, siendo la curva de la timina (alelos mutados) superior a la curva de
la guanina (alelos no mutados).
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Por ultimo, no se detectd el gen cfr en los ocho aislados de S. hominis, tanto
sensibles como resistentes a la linezolida, usando la cepa de SARM HCO08 (Morales,

2010) como control positivo de la amplificacion.

5.29 Estudio de epidemiologia molecular

La ECP, tras digestion con Smal, mostr6 que todos los aislados de S. hominis
resistentes a la linezolida tenian el mismo patrén electroforético, aunque Unicamente
se observaban tres bandas, por lo que era poco discriminativa. Por el contrario, los
aislados de S. hominis sensibles a la linezolida tuvieron 3-4 bandas en diferentes

posiciones (figura 78).

Figura 78. ECP usando Smal como enzima de restricciéon. Lineas 1-6:
aislados de S. hominis resistentes a la linezolida del HSLL. Lineas 7-9:
aislados de S. hominis resistentes a la linezolida del HUSD. Lineas 10-
12: aislados de S. hominis sensibles a la linezolida de ambos
hospitales. Linea 13: cepa de referencia de S. aureus NCTC 8325.

Cuando se utilizé6 Apal como enzima de restricciéon, la ECP mostré que todos
los aislados resistentes a la linezolida pertenecian al mismo clon, mientras que los

sensibles a este compuesto pertenecian a diferentes clones (figura 79).
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Figura 79. ECP usando Apal como enzima de restriccion. Lineas 1-6: aislados
de S. hominis resistentes a la linezolida del HSLL. Linea 7: aislado de S.
hominis resistente a la linezolida del HUSD. Linea 8: aislado de S. hominis
sensible a la linezolida del HUSD. Lineas 9-13: aislados de S. hominis
sensibles a la linezolida del HSLL. Linea 14: cepa de referencia de S. aureus
NCTC 8325 (Ruiz de Gopegui, 2011).
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6. DISCUSION

6.1 Epidemiologia molecular de SARM en Mallorca

El comienzo del problema

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina continua siendo uno de los
principales patégenos responsables de infecciones nosocomiales (EPINE, 2011). Una
vez que se introduce en el hospital, habitualmente llega a situaciones de endemicidad,
a pesar de las medidas del control de la infeccion (da Silva Coimbra, 2003). Las
infecciones por SARM tienen peor prondstico que las infecciones por SASM, con una
mayor morbilidad, mortalidad, duraciéon de la estancia hospitalaria y costes (Gould,
2012).

En la mayoria de hospitales del territorio peninsular espafiol, la epidemia de
SARM empez6 en 1990, alcanzando un primer pico en 1991-1992. La mayoria de
estos casos estaban producidos por el denominado clon Ibérico (Dominguez, 1994;
Gasch, 2011). Sin embargo, en el HUSD, el primer brote de SARM se detectdé una
década mas tarde, en junio de 1999. Inicialmente se aisl6 en pacientes ingresados en
UCI y Traumatologia, extendiéndose después al resto de plantas del pabellon de
hospitalizacién general. Con el trascurso del tiempo, la situacion epidémica inicial de

nuestro hospital se transformé en una endemia moderada.

En nuestro primer estudio de epidemiologia molecular (junio 1999-agosto 2000)
la epidemia de SARM era claramente oligoclonal, con tres clones mayoritarios de
SARM que comprendian el 98% de las cepas clinicas de nuestro hospital. Desde junio
de 1999 hasta diciembre de ese afo, Unicamente se encontraron en el HUSD dos
clones de SARM, el clon A (tipificado posteriormente como ST125-MRSA-IVc) y el clon
C (ST22-MRSA-IVh). A partir de enero 2000 se detectd por primera vez, en pacientes
gue estaban ingresados en UCI, el clon B (ST228-MRSA-I).

La préactica totalidad de las infecciones por SARM durante 1999-2004
estuvieron producidas por tres Unicos clones. En este sentido, nuestro trabajo
concuerda con otros que sefialan que las cepas de SARM hospitalarias corresponden
a unos pocos clones. Asi, por ejemplo, en un estudio realizado en mas de 3.000

aislados de SARM procedentes de hospitales de Europa y América, casi el 70% de los
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aislados pertenecia a uno de los cinco clones pandémicos (Oliveira, 2002b). En otro
trabajo, el 79% de 2.093 aislados de SARM procedentes de hospitales de diversos
estados de EE.UU. detectados durante 2011 pertenecia a dos unicos clones, el
USA300 y el USA100 (Diekema, 2014).

Otra de las cosas que llama la atencidén en nuestro estudio es la ausencia del
clon Ibérico (ST247-MRSA-I) en el HUSD durante la pandemia inicial del SARM. El
clon Ibérico fue el clon de SARM predominante en Espafia desde 1990 hasta 1995,
disminuyendo progresivamente su prevalencia a partir de 1996 y siendo practicamente
inexistente a partir de 2000 (Vindel, 2006). En el Hospital de Bellvitge, el primer
hospital donde se describié este clon, la prevalencia del clon Ibérico disminuyé del
100% de todos los clones de SARM en el periodo 1990-1994, un 66% durante 1996-
1999, al 5% en 2000-2004 (Gasch, 2011). Asimismo, en un hospital de Tenerife, el
clon Ibérico comprendia el 97% de los aislados de SARM en 1998, el 74% en 1999, el
44% en 2000, pero en 2001, unicamente el 4% de sus cepas de SARM pertenecian a
este clon (Pérez-Roth, 2004). Posteriormente, el clon Ibérico ha desaparecido de estos
hospitales.

El primer clon de SARM detectado en el HUSD a comienzos de junio de 1999,
principalmente en pacientes de UCI, fue el clon A, que se correspondia con el ST125-
IVc. Este clon pertenece al complejo clonal 5 (CC5), ya que difiere del clon ST5 en uno
de los siete alelos (yqgiL) housekeeping utilizados para el tipado mediante MLST. Por
ello, se ha sugerido (Pérez-Roth, 2004) que el clon ST125-MRSA-IVc habria derivado
del clon Pediatrico (ST5-MRSA-IVc) (Sa-Ledo, 1999), uno de los primeros clones
pandémicos de SARM (Oliveira, 2002b). El clon ST125-IVc emergié por primera vez
en Espafia en 1996 siendo, a partir de 1998, el clon de SARM mayoritario en la
inmensa mayoria de hospitales espafioles. En los estudios multicéntricos del CNM, la
prevalencia del clon ST125-IVc aument6 del 6,5% en 1996 al 58,8% en 2002 (Vindel,
2006).

También en junio de 1999, emergio en el HUSD el clon C, principalmente en
pacientes de Traumatologia y Medicina Interna, tipificado posteriormente como ST22-
IVh. Este clon se encontro por primera vez en 1991, en varios hospitales del sudeste
de Inglaterra. Se le denominé clon epidémico EMRSA-15 (Richardson, 1993), ya que
previamente se habian definido en Inglaterra y Gales otros 14 clones epidémicos de
SARM (Kerr, 1990). En diversos estudios retrospectivos, los primeros aislados de este
clon fueron en 1990 en el sur de Inglaterra. Inicialmente las cepas de este clon eran

sensibles al ciprofloxacino, pero a finales de 1991 se detectaron en la region inglesa
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de West Midlands varios aislados resistentes a este antimicrobiano. El aumento de la
administracion hospitalaria de fluoroquinolonas durante la década de los 90 en el
Reino Unido (Livermore, 2002) habria ofrecido una ventaja selectiva al EMRSA-15
sobre el resto de los clones sensibles a esta familia antibidtica (Richardson, 1993;
Holden, 2013). En el afio 2000, el EMRSA-15 se extendié por todo el Reino Unido,
desplazando rapidamente a los otros clones de SARM existentes (Holden, 2013).
Actualmente, es el clon de SARM més frecuente en dicho pais. Por ejemplo, en el
Reino Unido el clon EMRSA-15 era el responsable del 60% de las bacteriemias por
SARM en 1998-2000 (Johnson, 2001), del 76% en 2001 y del 85% en 2007 (Ellington,
2010; Reynolds, 2012).

Posteriormente, el ERMSA-15 se ha detectado en otros muchos paises. Asi por
ejemplo, se ha comunicado su aislamiento en Alemania desde 1996 (Witte, 2001), en
Australia desde 1997 (Pearman, 2001), en Nueva Zelanda desde 1998 (Smith, 2005),
en Portugal desde 2001 (Aires-de-Sousa, 2005; Amorim, 2007). En cuanto a Espafia,
se observo por primera vez en 1999, en Tenerife (quizds al mismo tiempo o unos
pocos meses antes que en nuestro centro), aunque solo era el responsable durante
1999-2002 de menos del 2% de sus clones de SARM (Pérez-Roth, 2004). En la
Espafa peninsular, este clon era muy infrecuente hasta aproximadamente 2005. Asi,
en el estudio multicéntrico del CNM del 2002 (143 hospitales participantes), ninguno
de los 134 aislados de SARM remitidos pertenecia a este clon (Cuevas, 2007).

El origen del clon EMRSA-15 en Mallorca, como en Tenerife, muy
probablemente, podria estar relacionado con los movimientos turisticos, en concreto
en los turistas britdnicos, o incluso alemanes, dado que en Alemania también el
ERMSA-15 era bastante prevalente en 1999, aunque no tan frecuente como en el
Reino Unido. Se podria hipotetizar que un turista o residente inglés, previamente
colonizado por esta cepa, habria ingresado en el HUSD (posiblemente en
Traumatologia). Tras haber recibido tratamiento antibiético, llevar dispositivos
intravasculares (catéteres vasculares, sondas urinarias), o ser sometido a una
intervencion quirdrgica, desarrollaria una infeccién por SARM. A través de las manos
del personal sanitario, se transmitiria al comparfero de habitacion y a otros enfermos
de la planta. Este clon, al tener una mayor fithess que otros clones por su perfil

genético (Holden, 2013; Knight, 2013), se asentaria en nuestro hospital.

Por ultimo, en enero de 2000 se detectd por primera vez en el HUSD el clon B
(ST228-1), inicialmente limitado a pacientes en la UCI. Este clon ST228-1, como el

ST125-IVc, pertenece al CC5. Se ha propuesto que el clon ST228-MRSA-1 procederia
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evolutivamente del clon ST5-MRSA-I (conocido en el Reino Unido como EMRSA-3)
(Robinson, 2003). Fue descrito por primera vez en la ciudad de Wirzburg, Baviera, en
el suroeste de Alemania, en 1991 (Schwarzkopf, 1993), por lo que se le conoce como
clon Alemén del sur. A partir de 1992, se produjo una rapida diseminacion de este clon
al norte y este de Alemania, produciendo diferentes brotes hospitalarios (Witte, 1994,
Witte, 1999). En 1993, se extendié por la mayoria de hospitales italianos, por lo que
también se le denomind clon Italiano (Campanile, 2009). Desde finales de la década
de los 90, el ST228-I se ha diseminado por multiples paises europeos, constituyendo

uno de los principales clones de SARM (Stefani, 2012).

En Espania, el clon ST228-I (clon E6, segun la terminologia de los patrones de
bandas de la ECP del CNM) era el clon predominante de SARM durante 1997-1998,
con el 23,3% de los aislados de SARM (segun estudios multicéntricos). A partir de
1999, la frecuencia de este clon comenzé a disminuir (Vindel, 2006). Con todo, en el
Hospital de Bellvitge este clon emergid en 2004, siendo el clon de SARM
predominante a partir de 2006 (Mick, 2010).

Evoluciéon clonal de SARM en Mallorca

Si se comparan los resultados obtenidos en los tres periodos comprendidos
entre 1999 y 2008, el clon de SARM que predominaba en el HUSD ha sido distinto en
cada uno de ellos. Asi, durante el primer estudio de 1999-2000, el 63% de los aislados
de SARM de nuestro hospital pertenecia al clon A (ST125-IVc), mientras que en el
periodo 2002-2004 se detectdé un moderado predominio del clon B (ST228-1), en el
43% de los aislados. Sin embargo, en 2008 el clon mas frecuente de SARM era el clon
C (EMRSA-15, ST22-1Vh), con un 40%.

El predominio del clon ST125-1V hacia 1999-2000 era una caracteristica comudn
en la gran mayoria de hospitales espafioles, como muestra los estudios multicéntricos
del CNM (Vindel, 2006). Esta cifra alcanzaba el 93% en algunos hospitales, como en
Logrofio (Lozano, 2013b).

Respecto al clon ST228-1, el clon mayoritario de SARM del HUSD durante
2002-2004, existen varios trabajos que describen también un predominio de dicho clon
en 1994-1998 en Alemania (Witte, 1999; Wisplinghoff, 2005) y durante 2000-2007 en
Italia (Campanile, 2009), desplazando a los otros clones de SARM preexistentes,

como de hecho ocurrid en nuestro hospital. Una situacion similar se produjo en el
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Hospital de Bellvitge, donde el clon ST228-1 se disemind a partir de 2004,
reemplazando al ST125-IVc y haciéndose endémico (Mick, 2010; Gasch, 2011).

El clon de SARM predominante en el HUSD-HUSE en 2008-2013 fue el ST22-
IVh (EMRSA-15). Este clon ha demostrado en numerosos estudios su capacidad para
reemplazar a los otros clones de SARM que previamente se encontraban diseminados
por un hospital. Asi por ejemplo, en un hospital de Dresden (Alemania), en el afio 2000
alrededor de la mitad de sus aislados de SARM pertenecian al clon ST228-I; sin
embargo, la prevalencia del EMRSA-15 aument6 del 6% en 2001 al 59% en 2010
(Albrecht, 2011). Asimismo, en Portugal a partir del 2001, el clon EMRSA-15 ha ido
reemplazando progresivamente al clon Brasilefio (ST239-Ill) (Amorim, 2007; Aires-de-
Sousa, 2008; Espadinha, 2013; Faria, 2013).

La dréastica disminucion del clon ST228-I que se constat6 en el HUSD entre los
periodos 2002-2004 (43%) y 2008 (5%) se produjo también en un hospital de
Valladolid, donde la prevalencia de este clon baj6é de un 54% (en relacién al conjunto
de las cepas de SARM analizadas) en 2005 a un 14% en 2007 (Menegotto, 2012b).

Las razones por la desaparicion del clon ST228-1 en muchos hospitales y la
diseminacion de algunos clones portadores del SCCmec tipo IV (ST22-IVh y ST125-
IVc en nuestro caso) son parcialmente conocidas. Una de ellas podria ser el mayor
tamafio del SCCmec tipo | (34,3 kb) frente al SCCmec tipo IV (20,9-24,3 kb)
(Deurenberg, 2008). Un estudio mostré que la transformacion de un SCCmec tipo | en
un aislado de SASM provocaba una reduccidon en su tasa de crecimiento (Ender,
2004), mientras que, la deleccién del SCCmec tipo IV en un aislado de SARM USA300
no afectaba a su fitness (Diep, 2008). Con todo, se ha sugerido que la diferencia en la
fitness entre los SCCmec tipo | y tipo IV no se deberia estrictamente al mayor tamafio
del primero, sino a un consumo de glucosa mas elevado en el SCCmec tipo | lo que
provocaria una menor tasa de crecimiento (Lee, 2007). No obstante, el tipo de
SCCmec no explica por si solo el éxito en la diseminacién de un determinado clon de
SARM (Albrecht, 2011; Knight, 2013).

Existen también otros estudios que intentan explicar el éxito de la elevada
diseminacion del EMRSA-15 frente a otros clones de SARM. Se ha comunicado que
los aislados del clon EMRSA-15 tienen una mayor facilidad para sobrevivir y
diseminarse por el medio hospitalario (Moore, 2002; Holden, 2013), una predisposicion
superior para colonizar las Ulceras cutaneas (CDR, 1996), asi como una mayor

capacidad para sobrevivir a la desecacion (Knight, 2013). Otro estudio concluia que el
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principal determinante de la mejor fithess que presenta este clon es su perfil genético

(background), diferente frente al resto de los clones (Knight, 2013).

Como es bien sabido, los hospitales no son instituciones cerradas. En el
estudio de epidemiologia molecular realizado en los cinco hospitales publicos
existentes en 2003-2004 en la isla de Mallorca se encontraron los mismos tres clones
mayoritarios en el HUSD en el resto de los hospitales, si bien la frecuencia de cada
clon fue diferente en cada uno de los centros. Los hospitales General y Joan March
son centros de larga estancia de pacientes crénicos. Por tanto, el origen del SARM en
estos dos centros de larga estancia probablemente provendria de pacientes
previamente ingresados en el HUSD, que en el momento del alta, fueron derivados a

alguno de estos dos hospitales para una convalecencia.

El origen del SARM en los hospitales de Manacor y Son Llatzer (este ultimo
inagurado en diciembre de 2001) podria haber ocurrido en pacientes ingresados en el
HUSD y que se habrian ido de alta siendo portadores de SARM. Posteriormente,
habrian ingresado en los otros hospitales, y tras procedimientos invasivos y

tratamiento antibiético, desarrollarian una infeccién por SARM.

Por otra parte, la isla de Mallorca es un lugar turistico importante,
principalmente del resto de Espafa, de Alemania y del Reino Unido. Los clones A
(ST125-IvVc), B (ST228-1) y C (ST22-Ivh) son, respectivamente, los clones
predominantes de SARM en el conjunto de Espafa (Cuevas, 2007), Alemania
(Monecke, 2008) y Reino Unido (Johnson, 2001). Por tanto, es plausible que estos tres
clones se hayan reintroducido en Mallorca en multiples ocasiones. Un dato indirecto a
favor de esta hipotesis es la mayor frecuencia del clon EMRSA-15 en el Hospital de
Manacor en 2003-2004, hospital muy préximo a zonas costeras frecuentadas por el

turismo britanico.

Infeccion asociada a los cuidados sanitarios: SARM sale del hospital

En el periodo 1999-2000, la gran mayoria (el 93%) de las muestras con SARM
procedian de pacientes que estaban ingresados en el hospital, principalmente de UCI.
Sin embargo, llama la atencién que la proporcion de aislados de SARM detectados en
pacientes que acudieron a Urgencias o Consultas Externas haya aumentado
progresivamente pasando del 7% en 1999-2000, al 13% en 2002-2004 y al 27% en
2008.
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Se observo (datos no mostrados) que la mayoria de pacientes con SARM de
2008 detectado en Urgencias o en Consultas Externas tenian el antecedente de haber
ingresado en los ultimos 6 meses en algun centro hospitalario de Mallorca, o bien, de
haber acudido en mdltiples ocasiones a las Consultas Externas de nuestro hospital.
Los clones de SARM encontrados en la practica totalidad de estos pacientes no
ingresados eran idénticos a los clones del hospital. Por tanto, la mayoria de estos
pacientes no ingresados con SARM estarian incluidos en la categoria de SARM
asociado a los cuidados sanitarios (SARM-ACS) o a la asistencia sanitaria, en inglés

health care-associated, community-onset (Klevens, 2006).

Las infecciones asociadas a los cuidados sanitarios fueron reconocidas como
una nueva categoria hace relativamente pocos afios (Friedman, 2002). El nUmero de
pacientes en riesgo de dicha categoria estd aumentando en los ultimos afios,

especialmente en los paises desarrollados (Gasink, 2008).

Cepas de SARM productoras de LPV: SARM comunitario

En Espafa los primeros aislados de SARM productores de LPV se detectaron
en 2003 en Madrid (Broseta, 2006; Cercenado, 2008) y Barcelona (Manzur, 2008a;
Rodriguez-Bafo, 2009). La mayoria de los casos ocurrian en poblaciéon inmigrante
procedente de América Latina, principalmente de Ecuador (Cercenado, 2008; Manzur,
2008a). A partir de 2007, se produce un aumento en nuestro pais de las cepas de
SARM que poseian los genes productores de LPV (Cobos-Trigueros, 2010; Cafas-
Pedrosa, 2012; Marimén, 2012; Vindel, 2014).

A finales del afio 2003, se detectaron en el HUSD dos cepas de SARM
Unicamente resistente a B-lactamicos, en dos exudados (uno de herida y otro de un
absceso). Desconocemos el lugar exacto de nacimiento de estos pacientes, si bien al
menos uno de ellos (por los datos demograficos) era de procedencia latinoamericana.
El perfil de bandas de la ECP de las dos cepas era idéntico, y diferente al de los tres
clones mayoritarios del HUSD. Lamentablemente estas cepas no se conservaron para

posteriores estudios.

En 2007, se llevé a cabo en nuestro hospital una busqueda activa de los genes
productores de LPV en las cepas de SARM sensibles al ciprofloxacino. El primer caso
en nuestro hospital confirmado de una cepa de SARM con LPV ocurrié en abril del
2007. Se detecté en un varon de 34 afios, natural de la India aunque residente en

Espafia desde hacia 6 afios. Ingresé en la UCI tras haber sufrido un traumatismo
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craneoencefalico. El paciente desarrollo, a los 8 dias de su ingreso, una neumonia por
una cepa de SARM LPV+, unicamente resistente a los B-lactamicos. A pesar de que la
neumonia era de adquisicion nosocomial, era probable que este paciente estuviera
previamente colonizado en la orofaringe y, tras la intubaciébn y haber recibido
tratamiento antibidtico, habria desarrollado una neumonia por aspiracion (Ruiz de
Gopegui, 2008). Esta cepa fue posteriormente tipificada y se correspondia con el ST8-
IVc (USA300-like). A partir de junio del 2007, encontramos los primeros aislados de
SARM estrictamente comunitarios productores de LPV, la mayoria procedentes de

centros de salud.

En nuestro estudio del 2008, 9 de los 132 aislados de SARM hospitalarios
(6,8%) eran productores de LPV. Este porcentaje es mas alto que en otros trabajos
publicados en Espafia. Asi por ejemplo, la proporcién de LPV en aislados de SARM
fue del 2,3% en Bilbao durante 2005-2008 (Blanco, 2011), del 4,4% en San Sebastian
durante 2007-2009 (Marimén, 2012), del 1,8% en la Rioja en 2009 (Lozano, 2013b) y
del 4,2% en Gran Canaria durante 2003-2010 (Cafias-Pedrosa, 2012). Ello se podria
explicar a que la mayoria de estos trabajos han analizado cepas detectadas antes de
2008, cuando la prevalencia de LPV era menor (Rojo, 2010; Vindel, 2014).

Casi todos los aislados de SARM productores de LPV detectados en Mallorca
en 2008 pertenecian al clon ST8-IV, coexistiendo dos variantes, el ST8-1Va (USA300)
y el ST8-IVc (USA300-like). EI USA300-like fue el primer clon de SARM productor de
LPV que detectamos en Mallorca y también es el mas frecuente en el conjunto de
Espaia (Vindel, 2014), en Madrid (Cercenado, 2008) y en Barcelona (Manzur, 2008a).
Con todo, en otras ciudades coexistian estas dos variantes del ST8 con una frecuencia
similar (Blanco, 2011; Cafias-Pedrosa, 2012; Marimon, 2012).

Respecto al lugar de procedencia geogréfica de los pacientes, si bien en 2008
s6lo uno de los cuatro pacientes de nuestro hospital con USA300-like era de
procedencia latinoamericana (un nifio de 2 afios de padres ecuatorianos), en 2007 al
menos, 3 de los 7 pacientes con USA300-like de centros de salud eran de Sudamérica
(datos no mostrados). Ello sugiere que el origen de este clon en Mallorca, como ha
sucedido en otras ciudades espafolas (Cercenado, 2008; Manzur, 2008a; Cobos-
Trigueros, 2010; Daskalaki, 2010; Cafas-Pedrosa. 2012), podria provenir de la

poblacién inmigrante latinoamericana.

El clon ST8-1Va productor de LPV (USA300) se describi6é por primera vez en el
afo 1999 en EE.UU. (CDC, 2001). Respecto a Europa, se ha encontrado en mas de
15 paises (Nimmo, 2012), como el Reino Unido (Ellington, 2008) o Italia (Baldan, 2009;
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Sanchini, 2013). Por tanto, el origen del clon USA300 en Mallorca bien pudiera estar

en relacion con el turismo, de modo similar a lo sucedido con el clon EMRSA-15.

En cuanto al estudio de sensibilidad antibiotica, llama la atencion la diferencia
de sensibilidad que encontramos en 2008 entre las cepas del clon USA300-like
(principalmente resistencia exclusiva a los antibidticos B-lactamicos) con las cepas del
clon USA300 (resistencia a la eritromicina y, en ocasiones, también al ciprofloxacino).
En EE.UU. durante el inicio de la explosién del clon USA300 (McDougal, 2003), la
practica totalidad de estas cepas eran unicamente resistentes a los 3-lactamicos y a
los macrélidos (mediada por el gen msrA, que se encuentra en el plasmido repl6)
(Tenover, 2009; Strommenger, 2014). Sin embargo, en los Ultimos afios alrededor del
45% de los aislados USA300 de EE.UU. son también resistentes a las quinolonas
(McDougal, 2010). De modo similar, el 83-100% de las cepas de USA300 en Gran
Canaria y Bilbao eran también resistentes a la eritromicina y al ciprofloxacino (Blanco,
2011; Canas-Pedrosa, 2012).

Por el contrario, los aislados del clon USA300-like suelen ser exclusivamente
resistentes a los B-lactamicos (Cercenado, 2008; Manzur, 2008a; Daskalaki, 2010;
Marimén, 2012), o en ocasiones también a la tetraciclina (Cercenado, 2008; Manzur,
2008a; Marimén, 2012). En nuestro caso, no se detectd ninguna cepa USA300-like

con resistencia a la tetraciclina.

En nuestros dos ultimos estudios, 12 de las 14 cepas de SARM productoras de
LPV se habian aislado a partir de exudados, principalmente de abscesos. Ello
concuerda con mudltiples trabajos que muestran una fuerte asociacién en S. aureus
entre la produccion de LPV y las infecciones de piel y partes blandas, especialmente
abscesos (Lina, 1999; Kazakova, 2005; Johnson, 2006; Moran, 2006; Cercenado,
2008; Manzur, 2008a; del Giudice, 2009; Daskalaki, 2010; Nimmo, 2012).

Perfiles de resistencia antimicrobiana en los clones mayoritarios de SARM

El clon ST125-1Vc (clon A) present6 en 2008 una gran diversidad de perfiles de
resistencia antimicrobiana, siendo en la mayoria de las ocasiones resistente al
ciprofloxacino, tobramicina y a la eritromicina. Este perfil de resistencia fue también el
mas frecuente a nivel nacional en 2006-2007 (Pérez-Vazquez, 2009). Se ha descrito
para los aislados de este clon que la resistencia a las fluoroquinolonas se debe a las
mutaciones Ser-80 a Phe del gen grlA (topoisomerasa 1V) y Ser-84 a Leu del gen gyrA

(ADN-girasa). Asimismo, la resistencia a la tobramicina esta mediada por el gen
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ant(4)-la que codifica una adeniltransferasa; mientras que, la resistencia a la
eritromicina se suele producir por una bomba de expulsion activa codificada por los

genes msrA/msrB (Pérez-Vazquez, 2009; Lozano, 2013b).

En nuestro estudio, llama la atencién el descenso de la resistencia a la
clindamicina del tipo MLSg constitutiva pasando de un 67% en 2002-2004 a un 23%
de resistencia en 2008. Curiosamente, esta misma tendencia, si bien no tan marcada,
también se ha constatado en un hospital de Logrofio. Asi, en dicho hospital el 28% de
los aislados de este clon tenian resistencia MLSg constitutiva en 2001, frente al 16%
en 2009 (Lozano, 2013Db).

El clon ST228-I (clon B) fue el mas resistente entre los tres clones mayoritarios
del HUSD. Todos los aislados de 2008 fueron resistentes al ciprofloxacino,
tobramicina, eritromicina, clindamicina y gentamicina. Los genes de resistencia
asociados a este fenotipo de resistencia descritos en este clon son: ermA (resistencia
a la eritromicina y clindamicina), msrA/msrB (resistencia a la eritromicina), aac(6’)-
le+aph(2™)-la (resistencia a la gentamicina y tobramicina) y ant(4")-la (resistencia a la
tobramicina) (Lozano, 2013b). Uno de nuestros aislados del St228-1 fue también
resistente a la rifampicina, como también se ha descrito en aislados de este clon del
Hospital de Bellvitge que, en su caso, fue debida a la mutacion 481His/Asn del gen
rpoB (Mick, 2010).

El clon ST22-IVc (EMRSA-15, clon C) fue el mas sensible de los tres. Llama la
atencion, a diferencia de los otros dos clones, la alta frecuencia de resistencia MLSg
inducible que presenta este clon (entre el 28% y el 47% en los tres periodos). Esta
resistencia inducible se ha encontrado también en muchas cepas internaciones del
EMRSA-15 y esta determinada por el gen ermC (Melter, 2004; Holden, 2013).

6.2 Epidemiologia de SARM en las residencias geriatricas

Prevalenciay factores de riesgo de SARM en los centros geriatricos

Durante el periodo inicial (octubre-noviembre 2005), entre los 465 residentes
participantes en el estudio, el 8,0% de ellos fueron portadores nasales de SARM. La
tasa de colonizacién por SARM aumenté ligeramente al 8,1% al incluir las cepas

aisladas en los exudados de ulcera/herida. Este porcentaje de colonizacion nasal,
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aunque importante, es relativamente bajo al compararlo con otros estudios similares.
Asi por ejemplo, en el estudio multicéntrico del que forma parte este trabajo, que
incluia ademas varios centros geriatricos de Barcelona (5 residencias) y Sabadell (3
residencias), la tasa de colonizacion por SARM fue del 16,8% en los 1.377 residentes
participantes, oscilando entre 6,7% y 35,8% (Manzur, 2008b). En otro trabajo parecido,
realizado en nueve residencias geriatricas de Terrassa (Barcelona), en 483 residentes,
la colonizacion nasal por SARM fue del 10,5% (Espejo, 2006). Por dultimo, la
prevalencia de portadores nasales de SARM en 17 centros de larga estancia de la
provincia de Sevilla durante 2009-2010 fue del 10,6% (Garcia-Garcia, 2011).

Existen algunas razones que pueden explicar la menor tasa de prevalencia
nasal del SARM observada en nuestro estudio. Una de ellas es que no utilizamos para
los cultivos de portadores caldos de enriquecimiento (como el caldo BHI salado) ni
medios de agar cromogénicos para SARM, a diferencia de los centros de Barcelona y
Sabadell. Se ha descrito que estos caldos de enriquecimiento aumentan la
recuperacion de cepas de SARM en aproximiadamente un 14% (van Loo, 2007;
Lauderdale, 2010). No obstante, otra de las posibles razones es que la Residencia
Bonanova es un centro de gran tamafio, que disponia, en ese momento, de un servicio
médico permanente mafiana y tarde. El personal sanitario de dicha institucion podria
tener una mayor experiencia que en las residencias pequefias. De hecho, en el estudio
al que nos hemos referido, el tamafio de la residencia se asociaba inversamente con la
probabilidad de estar colonizado con SARM (“factor de proteccion”). Las diferencias de
las tasas de colonizacién dependen también de la prevalencia de SARM en el hospital

de referencia de cada centro geriatrico (Manzur, 2008b).

Asimismo, la prevalencia de SARM que encontramos en los residentes
geriatricos de La Bonanova no fue muy diferente a la de otros paises europeos como
Italia (13,2%; March, 2014), Alemania (7,6%; Pfingsten-Wurzburg, 2011), Gran
Bretafia (4,7%; Cox, 1999), o Israel (6,2%; Mendelson, 2003). Por el contrario, en
Estados Unidos el porcentaje de portadores de SARM en las residencias geriatricas
suele ser mas alto, con una tasa de colonizacion nasal del 10-58% (Mulhausen, 1996;
Stone, 2012).

Una limitacion de la mayoria de los estudios de colonizacion de SARM
publicados es que Unicamente se recogieron muestras de exudados nasales y, en
algunos casos adicionales, de exudados cutaneos. Varios trabajos han detectado que
el uso exclusivo de escobillones nasales para el aislamiento de SARM tiene una

sensibilidad del 77-84%, comparada con la obtencion de muestras para cultivo de
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multiples localizaciones anatémicas (Sewell, 1993; Girou, 1998; Lauderdale, 2010) por
lo que, en caso de existir una colonizacion en otros lugares, no se hubiera detectado y
se perderian portadores de SARM. Se ha sugerido que seria necesario obtener tres
muestras para la deteccion de todos los pacientes geriatricos colonizados por SARM:
un exudado nasal, un exudado faringeo y otro en el caso de haber una herida o Ulcera
cutanea (O’Sullivan, 2000b). Otro estudio realizado en un hospital de agudos
norteamericano recomendo, para la busqueda de SARM, la recogida de dos muestras,

un exudado nasal y otro inguinal (Mermel, 2011).

En nuestro trabajo, los factores de riesgo estadisticamente significativos para
ser portador de SARM entre los residentes geriatricos fueron el tratamiento antibiético
previo en el dltimo mes (p=0,0003), el tener como enfermedad de base una EPOC
(p=0,003), una enfermedad vascular (p=0,009), o una neoplasia de 6rgano sdélido
(p=0,03) vy, por ultimo, el haber ingresado previamente en un hospital en los Gltimos 5
afios (p=0,03). En la literatura, cinco han sido los factores que han mostrado un
incremento en el riesgo de colonizacién por SARM ante un paciente que entra en
contacto con este microorganismo: la hospitalizacion previa, el uso reciente de un
antibiético de amplio espectro, el estado funcional disminuido, el uso de algun
dispositivo médico (tales como una sonda urinaria, una sonda nasogastrica 0 un
catéter endovenoso) y las enfermedades crénicas que producen heridas o rupturas de
la piel (McNeil, 2002). Curiosamente, en nuestro trabajo se han detectado los tres
primeros factores de riesgo de colonizacion.

En el estudio multicéntrico, del cual forma parte este trabajo, los factores de
riesgo para la colonizacion por SARM fueron: la edad igual o superior a 85 afios, la
existencia de Ulceras de decubito, el tratamiento antibiético previo, la presencia de
dispositivos invasivos, la comorbilidad, la hospitalizacién previa y las residencias
geriatricas con menos de 150 camas (Manzur, 2008b). Respecto al estudio
multicéntrico de centros de larga estancia sevillanos, los factores de riesgo fueron muy
similares: la toma reciente de antibioticos, el ingreso hospitalario en los udltimos 3
meses, la elevada comorbilidad, medida por el indice de Charlson y el ser portador de

SARM previo conocido (Garcia-Garcia, 2011).

Llama la atencion la fuerte asociacién que se ha encontrado en nuestro estudio
entre la presencia de EPOC y el estar colonizado por SARM. En la gran mayoria de
trabajos publicados acerca de los factores de riesgo de colonizacion por esta bacteria
no se suele evaluar de forma independiente esta variable de comorbilidad. No

obstante, existen unos pocos trabajos que si lo tienen en cuenta. Uno de ellos,
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realizado en un centro de larga estancia italiano, encontré que el tener EPOC era un
factor de riesgo independiente para la colonizacion por SARM (con una odds ratio de
11,7 y una p= 0,039) (March, 2010). Otro trabajo, realizado en un centro de crénicos y
larga estancia de Valencia, mostré que los pacientes con antecedente de diabetes
(con una odds ratio de 1,9) y EPOC (con una odds ratio de 3,0) presentaron una
prevalencia de colonizacion por SARM superior que los pacientes sin estos factores de
riesgo (Salvatierra, 2014). Por dltimo, un trabajo realizado en pacientes en
hemodialisis de Turquia revel6 que la presencia de EPOC (con una odds ratio de 5,2 y
una p=0,006) junto con el antecedente de hospitalizacién en el ultimo afio fueron los

Unicos factores independientes para la colonizacién por SARM (Koseoglu, 2012).

Una posible explicacion de la relacién entre la EPOC vy la colonizacion por
SARM es que el tratamiento antibitico, aunque controvertido, es frecuentemente
prescrito en los episodios de exacerbacion de los pacientes con EPOC, lo que pudiera
condicionar la seleccion de microorganismos multirresistentes (Wilson, 2013). También
se ha especulado que el tratamiento con quinolonas como el ciprofloxacino, un grupo
de antibidticos muy utilizado en esta situacion clinica, provocaria un aumento de la
produccion de adhesinas en S. aureus, especialmente de las proteinas de union a la
fibronectina, con lo que se facilitaria la adherencia de esta bacteria a la mucosa nasal
(Bisognano, 2004).

Epidemiologia molecular del SARM en las residencias geriatricas

De los 38 residentes con SARM, 26 (68,5%) estaban colonizados por una cepa
perteneciente al clon ST22-IVh (EMRSA-15). Aunque el ERMSA-15 se ha convertido
en el clon mas frecuente en los residentes de nuestro estudio durante el periodo
estudiado, su incorporacion y asentamiento epidemioldgico es relativamente reciente.
Asi, en el estudio retrospectivo realizado por nuestro grupo sobre aislamientos de
SARM en Ulceras cutaneas entre enero 2000 y junio 2002 en los residentes geriatricos
de la Residencia Bonanova, el clon més frecuente durante dicho periodo fue el clon A
(ST125-1Vc), en el 47%, seguido del clon C2 (ST22-1Vh) en el 30%. No se encontré en
ese momento ningun otro subtipo del clon C diferente al C2 (Ruiz de Gopegui, 2004).
En el estudio presente (octubre-noviembre 2005), se ha detectado una mayor
prevalencia de este clon con cinco subtipos diferentes mediante ECP.

El origen de este clon en la Residencia Bonanova, muy probablemente,

procederia del HUSD. Algun residente geriatrico, all por el afio 2000, ingresaria en el
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HUSD y se colonizaria en las fosas nasales o en una Ulcera, como de hecho se
constaté en el primer estudio realizado, en el que se detectaron 5 residentes
colonizados en ulcera con el clon C2, de los cuales uno habia ingresado previamente
en el HUSD (Ruiz de Gopegui, 2004). Posteriormente, este residente volveria a la
residencia y seria el foco de contagio para otros residentes. El hecho de haber cinco
subtipos puede ser debido a adquisiciones de diferentes cepas de SARM por varios
ingresos de otros residentes en el HUSD o en otros hospitales, o bien, por una
diversificacion del clon C2 original, debido a cambios genéticos (mutaciones puntuales,

inserciones o delecciones) (Tenover, 1995).

El clon EMRSA-15 se ha detectado también, con una alta frecuencia, en
diferentes centros geriatricos del Reino Unido (Fraise, 1997; Cox, 1999; Smith, 2008b;
Horner, 2013), de Alemania (Woltering, 2008; Pfingsten-Wirzburg, 2011) vy
curiosamente, también en tres centros de larga estancia de Chicago, EE.UU. (Das,
2013).

El otro clon encontrado en la residencia fue el ST125-IVc, en el 32% de los
residentes. Este clon era, globalmente, el mas frecuente en cinco hospitales de
Mallorca durante 2003-2004 (Alcoceba, 2007) asi como el clon mas frecuente en
Espafa desde 1998 (Vindel, 2006; Cuevas, 2007; Pérez-Vazquez, 2009; Vindel 2009;
Gasch, 2013). El origen del clon ST125-IVc en la residencia, de forma similar al clon
ST22-IVh, procederia del HUSD.

A modo de resumen, los dos clones de SARM detectados en la Residencia
Bonanova en 2005-2007 son también los dos clones mas frecuentes del HUSD en
2008. En los escasos trabajos que analizan la epidemiologia molecular en centros de
larga estancia, los clones de SARM de los residentes geriatricos son los mismos que
los hospitales de la zona, tanto en el Reino Unido (Fraise, 1997; Cox, 1999; Smith,
2008b; Horner, 2013), como en Francia (Eveillard, 2008), Alemania (von Baum, 2002;
Woltering, 2008; Pfingsten-Wirzburg, 2011), Finlandia (Kerttula, 2005) y EE.UU.
(Mody, 2008; Stone, 2012). En el estudio multicéntrico del cual forma parte este
trabajo (Manzur, 2010), el 88% de los aislados de SARM detectados en los cinco
centros geriatricos dependientes del Hospital de Bellvitge pertenecian al clon ST146-
IV, uno de los clones de SARM dominantes en dicho hospital (Gasch, 2011).

La sensibilidad antibi6tica obtenida en las cepas de SARM procedentes de los
residentes geriatricos es una muestra mas de la oligoclonalidad y la interrelacién con
el medio hospitalario, el origen dltimo de los SARM. En conjunto, en nuestro estudio no

se aprecio una asociacion con la multirresistencia lo que, sin duda, se debe en primera
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instancia al predominio relativo de dos clones poco resistentes, probablemente
facilitado por una presion antibiética moderada en el contexto de cuidados de salud

adecuados en la poblacion a estudio.

La tobramicina fue un buen marcador para diferenciar las cepas del clon A
(ST125-1Vc, resistentes) de las del clon C (ST22-1Vh, sensibles). Hubo un paciente en
el que se le aisl6 una cepa del clon A (ST125-1Vc) con resistencia a la mupirocina y a
la gentamicina. Desconocemos si habia recibido tratamiento descolonizante con
mupirocina aungque, segun el formulario rellenado, no tenia antecedentes de SARM
previo. Se ha descrito diversos plasmidos del clon ST125-MRSA-IVc que producen
resistencia de alto nivel a la mupirocina y a la gentamicina (Daskalaki, 2009; Pérez-
Roth, 2013).

Riesgo de infeccién en los pacientes colonizados

Del grupo de los 38 residentes inicialmente colonizados por SARM, tres de
ellos (dos portadores nasales de SARM vy el tercero Unicamente colonizado en la
herida) desarrollaron una infeccion de herida por este microorganismo durante los
primeros 8 meses. No se detectd ninguna infeccién por SARM entre los 8 y 18 meses.
De los 36 residentes del grupo control, solamente uno desarroll6 una infeccion de
herida (Ulcera de pie diabético) a los 13 meses. Es decir, la incidencia de infecciones
por SARM en estos 18 meses ha sido baja, siendo todas las infecciones detectadas de
herida/Ulcera. Salvando la limitacion del bajo nimero de casos de infeccidn, ésta ha
sido mas frecuente en el grupo de residentes portadores (n=3) que en el grupo control
no colonizado al inicio (n=1), lo que es coherente con el hecho de que la colonizacién
previa asintomatica por SARM es un factor de riesgo de infeccion (Muder, 1991;
Stone, 2012). Asi, nuestros datos muestran que los residentes geriatricos, mientras
estén residiendo en el centro geriatrico, no tienen un riesgo importante de desarrollar

una infeccién grave por SARM.

Los estudios publicados indican que, si bien la colonizacion por SARM es
relativamente frecuente en los residentes geriatricos, la tasa de infeccion es baja,
tratandose en su mayoria de infecciones de herida/Ulcera que no requieren ingreso
hospitalario (Bradley, 1999). Asi por ejemplo, en seis estudios recogidos en
residencias geriatricas de EE.UU. con més de 1.000 camas en total y durante un
periodo de tiempo superior a 10 afios, solamente se documentaron 100 infecciones

por SARM (mas de la mitad de piel y tejidos blandos) y 5 muertes relacionadas
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(Bradley, 1999; McNelil, 2002). En otro trabajo mas reciente, Unicamente el 1,2% de los
residentes portadores nasales de SARM de tres residencias de veteranos de EE.UU.
desarrollaron una infeccion por esta bacteria multirresistente a los 6 meses, mientras
gue, no se detectd ninguna infeccion por SARM en los residentes no portadores de
SARM (Stone, 2012). Esta situacion contrasta con lo que ocurre en los hospitales de
agudos, en donde se calcula que un 20-30% de los pacientes ingresados colonizados

desarrollaran una infeccion nosocomial por SARM (Huang, 2003; Davis, 2004).

En el estudio multicéntrico en el que participamos, con los datos globales de los
nueve centros geriatricos de Barcelona y Sabadell, ademas del nuestro, 10 de 178
residentes inicialmente colonizados por SARM (4,6%) y 4 de 196 residentes no
portadores (2,1%) desarrollaron una infeccion por SARM a lo largo de los 18 meses
del estudio. De estos 14 episodios infecciosos, diez fueron infecciones de piel y partes
blandas, dos infecciones respiratorias, una infeccion del tracto urinario y una otitis
externa. Cuatro de estos 14 infectados murieron durante el periodo del estudio, pero

esta mortalidad no fue atribuible a la infeccion por el SARM (Manzur, 2012).

En residentes que ya estan colonizados por SARM, la comorbilidad es un
predictor mas importante de la infeccién por SARM que la edad per se (McNeil, 2002),
especialmente la diabetes mellitus o enfermedad vascular periférica (Terpenning,
1994). En nuestro trabajo, de los tres residentes previamente colonizados que
desarrollaron una infeccion, dos de ellos tenian EPOC (con un consumo frecuente de
antibioticos) y el tercero una demencia avanzada. El residente del grupo control con
una infeccién de herida a los 13 meses tenia diabetes y enfermedad vascular.

Dinamica poblacional de la colonizacion por SARM

Los clones de SARM que adquirieron los residentes del grupo control de
nuestro trabajo durante el estudio longitudinal de 18 meses fueron los mismos que ya
se detectaron en octubre de 2005 durante el estudio basal (ST22-IVh y ST125-1Vc).
Ello indica que, si bien el origen ultimo de estos dos clones de SARM radicaba en el
hospital de referencia, una vez introducidos en la residencia y adaptados a ese

ambiente, la transmision era basicamente intrainstitucional.

Diversos trabajos muestran conclusiones similares. Un estudio francés estimé
que el 69% de los residentes geriatricos adquirieron su SARM durante la estancia en
el centro (Talon, 2001). En un estudio irlandés, 34 de 689 residentes inicialmente no

colonizados por SARM, se convirtieron en portadores de SARM a los 6 meses; de los
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cuales 26 (76,5%) no ingresaron en ningun hospital, con lo que la transmisién habia
tenido lugar en la misma residencia geriatrica (O’Sullivan, 2000b). En un estudio
similar de EE.UU., 25 de 254 (10%) residentes no colonizados inicialmente por SARM
se colonizaron a los 5 meses, 13 de los cuales compartian habitacién con un residente
colonizado (Stone, 2012). En otro estudio norteamericano, el 62% de los residentes

adquirieron el SARM en el mismo centro (Fisch, 2012).

La transmisién habitualmente se produce por contacto directo entre residentes,
aungue también se han descrito brotes originados por la colonizacién de SARM en las
manos de algun cuidador sanitario (McNeil, 2002). La contaminacién del ambiente
(como la habitacién del paciente) probablemente juega un papel muy escaso en la
diseminacion de SARM en las residencias geriatricas. Sin embargo, un estudio
norteamericano mostr6 que el 16% (78/500) de los objetos recogidos en diez
residencias fueron positivos para SARM (Murphy, 2012a). No obstante, la medida mas
importante en controlar la diseminacion de SARM es el lavado de manos,
especialmente de los trabajadores sanitarios que estan en contacto con los residentes
colonizados (McNeil, 2002).

En nuestro estudio parece observarse una tendencia al aumento en la
prevalencia de portadores de SARM en la residencia en el Gltimo control aunque, para
confirmarlo, se tendria que recoger un exudado nasal a la mayoria de los 552
residentes que habitan en el centro (como hicimos en el estudio inicial). De cualquier
forma, estos datos alertan sobre un riesgo potencial, de ahi la conveniencia de
continuar con la vigilancia y con el mantenimiento de los elevados estandares en los

cuidados geriatricos.

En cuanto a la duracion de la colonizacién nasal por SARM, es variable entre
los diferentes estudios (McNeil, 2002). Uno de ellos, realizado en un centro de
veteranos estadounidense, estimd que los pacientes ancianos, una vez colonizados,
son portadores de la misma cepa de SARM de 3 meses a 3 afios (Bradley, 1991). En
una reciente revision, la mediana del aclaramiento de la colonizacion por SARM fue de
88 semanas (Shenoy, 2014).

En la literatura se han descrito clasicamente tres patrones distintos de
colonizacién nasal por S. aureus: portadores persistentes (20%), intermitentes (30%) y
no portadores (50%). Se sabe que los portadores persistentes tienen una mayor carga
bacteriana, estan colonizados en mdltiples localizaciones anatémicas y pueden jugar
un mayor papel en la transmision que los portadores intermitentes (Wertheim, 2005).
En nuestro estudio, siguiendo los criterios mas estrictos de persistencia del CDC
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(crecimiento de SARM en todos los cultivos nasales recogidos; Stone, 2012), el 30%
de los residentes colonizados por SARM fueron portadores nasales persistentes y el
70% restante portadores intermitentes. EI nimero limitado de escobillones recogidos
(un maximo de cuatro exudados nasales en 18 meses) junto con una carga bacteriana
baja que podrian presentar algunos residentes podrian haber producido resultados
falsamente negativos con errores en la clasificacion del estado de colonizacién nasal.
Es posible que si hubiéramos utilizado un caldo de enriquecimiento (como el BHI

salado), la proporcion de portadores persistentes podria haber aumentado.

La clasificacion para la persistencia de SARM vy el disefio de los estudios es
muy variable en los diferentes trabajos, con lo que es dificil la comparacién entre si.
Un trabajo realizado en 65 centros de larga estancia de Leeds, Reino Unido, recogi6
un exudado nasal anual durante cuatro afios (2006-2009) a 2.492 residentes. De ellos,
un 36% fueron positivos para SARM en una sola muestra, un 21% en dos muestras,
un 14% en tres y sélo un 3% fueron positivas en las cuatro muestras recogidas en
dicho periodo. Los autores concluian que existia una amplia tasa de portadores
transitorios de SARM entre los residentes (Horner, 2013). En un estudio realizado en
un centro de veteranos de Pennsylvania, EE.UU., en los que se les recogi6 un
exudado nasal mensual o bimensual durante 3 afios, el 24,8% (32/129) de los
portadores nasales de SARM fueron persistentes (Muder, 1991). En otro trabajo
similar en tres residencias de veteranos norteamericanas de Georgia y Alabama a los
gue se les recogié un frotis nasal mensual durante seis meses, este porcentaje de
persistencia nasal alcanzo el 34% (83/242) (Stone, 2012).

La adquisicién de otra cepa distinta de SARM en portadores nasales ocurre con
una baja frecuencia, si bien se ha constatado en algunos estudios (Bradley, 1991;
Mody, 2006; Horner, 2013). En el estudio de Horner et al, de los 166 residentes con
mas de un cultivo positivo para SARM, un 46% tenian pulsotipos de ECP idénticos, un
43% tenian pulsotipos diferentes pero relacionados y un 11% tenian cepas diferentes
(Horner, 2013). Otro trabajo mostr6 que en 4% de los residentes de un centro de
veteranos de EE.UU. estaban colonizados en sus fosas nasales por dos tipos distintos
de cepas de SARM (Stone, 2008).

Parece ser que la cepa de S. aureus inicial que estd colonizando las fosas
nasales impediria la adquisicibn de nuevas cepas por interferencia en el nicho
ecolégico. Ademas, en los pocos casos en los que si se ha producido un cambio de
clon, la nueva cepa suele estar colonizando de forma transitoria, coexistiendo con la

cepa de SARM inicial (Mody, 2006). Esto es lo que ha pasado con las cepas de SARM
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aisladas en la Residencia Bonanova. La mayoria de los residentes colonizados por
SARM continuaban bien siendo portadores de la misma cepa de SARM, o bien,
desaparecia esta colonizacion. So6lo cuatro residentes, inicialmente colonizados por el

clon ST22-1Vh, adquirieron una nueva cepa del clon ST125-1Vc.

Se podria especular que este clon A2 (ST125-IVc) pudiera tener una mayor
produccion de alguna adhesina o algun otro factor de virulencia que facilitaria la
adherencia a la mucosa nasal, inhibiendo a otras cepas de S. aureus que estaban
colonizando previamente. En dos trabajos espafoles, todos los aislados estudiados
del clon ST125-1V poseian los genes de las adhesinas fnbA (fibrinogen-binding protein
A), fnbB (fibrinogen-binding protein B), clfA (clumping factor A), clfB (clumping factor B)
e icaA (intracellular adhesin A) (Gomez, 2009; Menegotto, 2012a). Respecto a los
aislados del clon ST22-1V, si bien poseen también el gen icaA (Moore, 2002),
presentan una deleccion de 2.268 pb en la proteina de union a la fibronectina (FnBP),
debido a una recombinacion homologa de la region C-terminal de fnbA y la region N-
terminal de fnbB. Las consecuencias de esta deleccion son desconocidas (Holden,
2013).
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6.3 Resistencia alalinezolida en estafilococos

Emergencia de laresistencia a la linezolida

La linezolida fue la primera oxazolidinona aprobada para el tratamiento de la
neumonia y de las infecciones de piel y partes blandas por S. aureus (Shaw, 2011). Se
aprobo en EE.UU. en abril del afio 2000 (Barrett, 2000), en el Reino Unido en 2001
(Bouza, 2001), mientras que, en el resto de paises de la Unién Europea su aprobacion
ocurrié en 2002 (Carmona, 2003).

Antes de su comercializacibn, nunca se encontraron aislados de cocos
grampositivos resistentes a la linezolida en pacientes no tratados con este
antimicrobiano y, ademas, la resistencia por mutacion espontanea era dificil de
seleccionar in vitro (Zurenko, 1996). No obstante, la resistencia a este compuesto ya
se observo por primera vez en cepas de Enterococcus faecium aisladas de dos
pacientes que habian recibido tratamiento con linezolida para uso compasivo, antes de

su comercializacion (Zurenko, 1999).

Respecto a los estafilococos, en el afio 2001 se describié el primer caso de una
cepa de SARM resistente a la linezolida. Se aisl6 en un liquido peritoneal de un
paciente sometido a dialisis peritoneal en la ciudad de Boston, EE.UU, que habia sido
tratado previamente con linezolida durante 4 semanas. Todos los aislados resistentes
a la linezolida detectados en este paciente tenian la mutacion G2576T en el gen ARNr
23S (Tsiodras, 2001). El primer ECN resistente a la linezolida se trataba de una cepa
de S. epidermidis detectada en EE.UU. en 2002, con la misma mutacion (Mutnick,
2003).

Con todo, la resistencia a la linezolida en grampositivos continta siendo
infrecuente. Segun los datos del Programa ZAAPS (Zyvox® Annual Appraisal of
Potency and Spectrum), mas del 99,9% de las cepas de S. aureus y el 99,1% de los

ECN en Europa fueron sensibles a la linezolida en 2012 (Mendes, 2014).

En cuanto a Espafa, la resistencia de los estafilococos a la linezolida es rara,
siendo més alta en los aislados de los pacientes ingresados en la UCI. Asi, el estudio
ENVIN-HELICS (Estudio Nacional de Vigilancia de Infeccion Nosocomial en Servicios
de Medicina Intensiva) mostrd un incremento en la tasa de resistencia a la linezolida
en cepas de S. epidermidis, aisladas de bacteriemias primarias y asociadas a catéter,
pasando de un 4% en 2007 a un 24% en 2010, estabilizandose en los afios sucesivos
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en torno al 18% (ENVIN-HELICS). Esta mayor prevalencia de cepas de ECN
resistentes a la linezolida en pacientes de la UCI estaria relacionada a un mayor
consumo de linezolida y a una mayor duracion del tratamiento con este antimicrobiano.
Se han comunicado brotes de S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus y S. hominis
resistentes a la linezolida en pacientes ingresados en UCI en Madrid en 2005-2009
(Rodriguez-Aranda, 2009; Morales, 2010; Sanchez Garcia, 2010; Baos, 2013; Quiles-
Melero, 2013), en Santiago de Compostela durante 2006-2007 (Trevifio, 2009), en
Granada en 2007-2008 (Sorlozano, 2010) y en Zaragoza durante 2008-2011 (Seral,
2011; Lozano, 2013a).

Resistencia alalinezolida en S. hominis

El primer aislado de estafilococo resistente a la linezolida detectado en
Mallorca ocurri6 en marzo de 2008. Se trataba de una cepa de S. hominis subsp.
hominis procedente de una paciente ingresada en la UCI del HSLL, que inicié
tratamiento con linezolida 16 dias antes del aislamiento de la cepa resistente. El
segundo aislado del HSLL se observé en mayo 2008, en otra paciente de la misma
UCI tratada con linezolida. Sin embargo, en agosto del 2008, a pesar de las medidas
de control implantadas (aislamiento de los pacientes infectados y administracién de un
tratamiento antibiético efectivo), se establecié en la UCI del HSLL una situacién
endémica, que persiste actualmente. Ademas, en enero de 2009, se detectd en el
HSLL el primer paciente infectado por S. hominis resistente a la linezolida que estaba
ingresado fuera de la UCI. Respecto al HUSD, los primeros aislados de estafilococos
resistentes a la linezolida detectados fueron también dos cepas de S. hominis de dos

pacientes ingresados en UCI en noviembre del 2008.

En este trabajo, se estudiaron los primeros catorce aislados resistentes a la
linezolida de S. hominis detectados en los dos hospitales. En la mayoria de los
pacientes, este microorganismo se aislé solamente en un vial de hemocultivo de un
total de cuatro, por lo que podria considerarse como un contaminante de los
hemocultivos. De modo similar, en otros brotes publicados, los estafilococos
resistentes a la linezolida frecuentemente se aislaron en un solo frasco de hemocultivo
(Potoski, 2006; Mulanovich, 2010; Sorlozano, 2010). Sin embargo, en algunos casos
detectamos S. hominis resistente a la linezolida en liquidos corporales, aspirados
bronquiales, o simultdneamente en catéter y hemocultivos. Una paciente fallecio a
causa de una posible endocarditis asociada al cable de marcapasos. Por lo tanto, no

se trata de un problema banal, sino que justifica una vigilancia activa continua.
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Llama poderosamente la atencién la asociacion, en nuestro caso, de la
resistencia a la linezolida con la especie S. hominis. La explicacion para esta
asociacion no es conocida. Staphylococcus hominis es, tras S. epidermidis, la segunda
especie de estafilococos mas frecuentemente detectada en la mayoria de los
hospitales, como muestran dos estudios multicéntricos espafioles (Cuevas, 2008;
Picazo, 2010). Esta especie de estafilococo es un comensal residente de la piel
humana con baja virulencia (Queck, 2008; Zhang, 2013). No obstante, en ocasiones
se ha implicado a S. hominis en infecciones de marcapasos (Sunbul, 2006), en

bacteriemias (Ruhe, 2004) y en sepsis de neonatos (Chaves, 2005).

También hay que sefialar que algunos de los pacientes infectados tuvieron,
ademas, una colonizacion axilar e inguinal por la misma cepa resistente, pero no
colonizacién nasal. Ello esta en concordancia con el trabajo de Kloos, en el que se
encontré un predominio de cepas de S. hominis en axilas, brazos y piernas, mientras

que su aislamiento en las fosas nasales era infrecuente (Kloos, 1975).

En cuanto al mecanismo de resistencia, encontramos la mutaciéon G2576T en
el gen ARNr 23S en las cinco cepas de S. hominis resistentes a la linezolida
secuenciadas. La aparicién de la resistencia a la linezolida mediante este mecanismo
se desarrolla por un proceso en dos pasos. Inicialmente tiene lugar una mutaciéon en la
posicion T2576 de una de las copias del gen ARNr 23S (los estafilococos poseen
cinco o seis copias de este gen) (Klappenbach, 2001). A continuacién, se produce una
recombinacion intracromosémica (conversién de genes), con lo que esta mutacion se
distribuye al resto de las copias confiriendo la resistencia a la linezolida (Woodford,
2009). Varios estudios han mostrado que a medida que aumenta el nimero de alelos
del gen ARNr 23S con la mutacion G2576T, se incrementa proporcionalmente los
valores de la CMI para la linezolida (Zhu, 2007). Asimismo, existe una correlacién
entre el nUmero de copias con la mutacion G2576T y la duracion del tratamiento con
este antimicrobiano (Wilson, 2003).

Los mecanismos de resistencia a la linezolida en S. hominis se caracterizaron
por primera vez en los aislados del brote de Granada (Sorlozano, 2010). Ese trabajo
describio la presencia de dos «nuevas mutaciones» simultaneamente en aislados de
S. hominis resistentes a la linezolida: C2190T y G2603T. Sin embargo, no se usé la
numeracion de E. coli para nombrar las mutaciones, sino la de la cepa de S. aureus

X68425 (disponible en: www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X68425). De hecho, la mutacion

G2603T descrita en dicho articulo corresponde realmente a la clasica G2576T, como

encontramos en nuestro estudio. Ademas, en el estudio de Granada no secuenciaron


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/X68425

Discusion Pagina 237

aislados de S. hominis sensibles a la linezolida, con lo que la mutacion C2190T que
encontraron en los aislados resistentes (C2163T con la numeracién de E. coli) es de
hecho un polimorfismo de la especie S. hominis, también presente uniformemente en

los aislados sensibles a la linezolida de esta especie.

La mutacion G2576T en aislados de S. hominis resistentes a la linezolida
también se ha descrito en pacientes ingresados durante 2008-2009 en la UCI de dos
hospitales de Sicilia (Bongiorno, 2010), en pacientes ingresados en 2005-2009 en la
UCI del Hospital La Paz de Madrid (Quiles-Melero, 2013), en pacientes ingresados en
2009 en la UCI de un hospital de Vicenza, norte de Italia (Mazzariol, 2012) y en
pacientes ingresados en 2010-2011 en la UCI de un hospital de Sao-Paulo, Brasil (de
Almeida, 2013).

Ninguno de nuestros aislados de S. hominis resistentes a la linezolida poseia el
gen cfr. Ello es coherente con la sensibilidad al cloranfenicol que presentaban todas
las cepas, que ademas, en su gran mayoria, manifestaban una sensibilidad intermedia
a la clindamicina; mientras que, en caso de poseer el gen cfr, hubieran sido resistentes
a estos dos antibidticos (Long, 2006). Con todo, se han descrito aislados de
estafilococos que poseian ambos mecanismos de resistencia (Baos, 2013; Chen,
2013; Quiles-Melero, 2013).

Dos aspectos adicionales no quedan claros en nuestro brote. Uno de ellos es la
diseminacion de la cepa desde la UCI del HSLL a la UCI del HUSD. En 2008, no se
produjo ninguna transferencia de pacientes entre las UCI de ambos hospitales y
tampoco hubo ningln traslado de instrumental entre ellas. No obstante, dos
enfermeras estaban trabajando en las dos UCI durante el mismo periodo. Sin
embargo, lamentablemente no se pudo realizar un estudio de colonizacion del

personal sanitario, por lo que nos movemos en el terreno de la hipétesis.

De modo similar, se desconocen los factores responsables de la persistencia
de la cepa en la UCI del HSLL, produciendo 1-2 infecciones cada mes. La cepa podria
transmitirse de paciente a paciente a través de las manos del personal sanitario
colonizado (Milisavljevic, 2005; Squeri, 2012), o bien, podria haber un reservorio en el
ambiente de la UCI (Squeri, 2012). En un brote irlandés de S. epidermidis resistente a
la linezolida, los autores encontraron la misma cepa resistente en los alrededores de
los pacientes colonizados y en un ordenador usado por el personal de la UCI (Kelly,
2008). Asimismo, en el brote de SARM portador del gen cfr de un hospital de Madrid,
se detectd la cepa de SARM resistente a la linezolida en un conector de catéteres

intravenosos (Sanchez Garcia, 2010).
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Una larga duracion del tratamiento con linezolida, una dosificacion insuficiente
y la administracién repetida de linezolida son factores de riesgo para desarrollar
resistencia a este antimicrobiano (Yoshida, 2009). Con todo, la resistencia a la
linezolida también se ha observado en diversas ocasiones en pacientes sin exposicion
a este antimicrobiano (Potoski, 2006; Kelly, 2008; Rodriguez-Aranda, 2009; Trevifio,
2009; Sorlozano, 2010; Seral, 2011; Lozano, 2013a). En nuestra serie, si bien la
mayoria de los pacientes infectados (12 de 15 episodios infecciosos, el 80,0%) habian
recibido ciclos de linezolida antes de la deteccion del aislado resistente, hubo 3
pacientes (20,0%) a los que no se les administré este compuesto, lo que indica que la

transmision cruzada entre pacientes es también un factor epidemioldgico real.

Respecto a la resistencia a los glucopéptidos, todos los aislados de S. hominis
resistentes a la linezolida fueron también resistentes a la teicoplanina y tuvieron por E-
test® una CMI a la vancomicina de 4,0 ug/mL. Este valor de la CMI (4,0 pg/mL) es el
limite superior del rango de sensibilidad a la vancomicina segun el CLSI y el EUCAST
para los ECN (CLSI, 2009; CLSI, 2012; EUCAST, 2012). Sin embargo, utilizando los
puntos de corte del EUCAST en 2010 (que no hacia distincion entre S. aureus y ECN),
estas cepas de S. hominis serian también resistentes a la vancomicina (EUCAST,
2010). Este perfil de resistencia a la teicoplanina esta también presente en aislados
resistentes a la linezolida de S. epidermidis (Potoski, 2006; Bongiorno, 2010), S.
haemolyticus (Rodriguez-Aranda, 2009) y S. hominis (Sorlozano, 2009; Bongiorno,
2010), todos ellos con la mutacién G2576T. La relacion entre la mutacion G2576T en
el gen ARNr 23S y la resistencia a la teicoplanina es desconocida. Es sabido que la
resistencia a los glucopéptidos en Staphylococcus spp. es multifactorial, siendo el
engrosamiento de la pared celular una caracteristica comun (Cui, 2005), un

mecanismo de dificil relacion con el responsable de la resistencia a la linezolida.

En resumen, la incidencia creciente de infecciones causadas por aislados de
estafilococos multirresistentes, incluyendo resistencia a la teicoplanina y a la linezolida,
es preocupante. Es crucial hacer un uso racional de la linezolida y mantener un control

activo de dicha resistencia para preservar la utilidad clinica de este antimicrobiano.

Plasmidos portadores del genes cfr

En agosto-septiembre de 2010 se detectaron en el HUSD dos cepas de SARM
y una de S. epidermidis resistentes a la linezolida portadoras de un plasmido con

cuatro genes de resistencia antibidtica: cfr (resistencia a la linezolida, cloranfenicol y
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clindamicina, entre otros), tet(L) (resistencia a la tetraciclina), ant(4’)-la (resistencia a la

tobramicina) y dfrK (resistencia a la trimetoprima).

La primera de estas dos cepas se detectd a partir de un paciente de 72 afios
con EPOC, portador de un Port-a-cath® permanente, inmunodeprimido (padecia un
déficit de inmunoglobulinas debido a una inmunodeficiencia variable comun, y ademas,
recibia multiples ciclos de tratamiento corticoideo por su EPOC). Este paciente habia
ingresado en mudltiples ocasiones en el HUSD (32 ingresos entre 2006-2010),
recibiendo en cada ingreso tratamiento antimicrobiano. Todo ello son factores de

riesgo para desarrollar infecciones por SARM (Gonzélez-Castillo, 2013).

Se ha sugerido que el uso clinico de ciertos antimicrobianos como la linezolida
o clindamicina podrian conducir a la seleccién de cepas con cfr (Shaw, 2011). En
concreto, este paciente recibié desde junio 2009 (aislamiento de SARM sensible a la
eritromicina y clindamicina) hasta agosto 2009 (aislamiento de S. hominis sensible a la
eritromicina y resistente a la clindamicina) los siguientes antibidticos: linezolida,
cotrimoxazol, ciprofloxacino, imipenem, meropenem, vancomicina, tigeciclina, colistina
y tobramicina inhalada. De estos antibiéticos, la linezolida, cotrimoxazol, tobramicina o
la tigeciclina podrian tedricamente estar relacionados con la formacion del plasmido de

multirresistencia.

Los dos pacientes con SARM tenian el antecedente de SARM (y de otras
bacterias multirresistentes en el caso del primero), por lo que fueron aislados desde el
momento de su ingreso en Neumologia. Sin embargo, en algiin momento debié haber
algun tipo de transmision entre ellos, rompiéndose las medidas de aislamiento. Por el
contrario, no se constaté ninguna relacién epidemioldgica entre estos dos pacientes
con el otro paciente ingresado en UCI al que se le detectd, un mes mas tarde, una
cepa de S. epidermidis resistente a la linezolida en un catéter. Asimismo, se
desconoce si algun personal sanitario pudiera haber compartido trabajo durante dicho
periodo en los dos servicios, si bien, no puede descartarse por completo.

En el estudio de sensibilidad de las tres cepas, llamé la atencion dos
caracteristicas. Una de ellas era el perfil de resistencia que presentaban respecto a la
eritromicina y clindamicina (sensibles a la eritromicina pero resistentes a la
clindamicina). Y la segunda era la existencia de un doble halo de inhibicion para la
linezolida y el cotrimoxazol, tanto con disco-placa como con E-test®. La aparicion de
un doble halo de inhibiciéon con un disco o tira de E-test® de linezolida se ha descrito
en otros aislados de SARM portadores del gen cfr. Ello se debe a la presencia de una

subpoblacién de células que poseen diferente grado de resistencia a la linezolida
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(Arias, 2008b), de modo similar a la resistencia heterogénea a la oxacilina o a la
vancomicina (Hiramatsu, 1997a) que presentan algunas cepas de SARM. Para
detectar este tipo de resistencia, Arias et al. aconsejaban incubar el disco o la tira de
E-test® de linezolida en estufa durante 48 h (Arias, 2008b), mientras que el CLSI
(CLSI, 2012) y el EUCAST (EUCAST, 2012) recomiendan observar detenidamente el

disco de linezolida a contraluz.

La deteccién del gen cfr en cepas clinicas de estafilococos sigue siendo
infrecuente, especialmente en S. aureus (Ross, 2011; Flamm, 2012; Flamm, 2013a;
Jones, 2014; Mendes, 2014). En nuestro pais, se han publicado la deteccion de cepas
de S. aureus con el gen cfr en hospitales de Madrid en 2007-2008 (Morales, 2010;
Quiles-Melero, 2013) y en un hospital de Barcelona en 2009 (Sierra, 2013).

El gen tet(L) se describi6 inicialmente en plasmidos de diversas especies de
Bacillus (Shishido, 1984). En estafilococos, se detectd por primera vez en un plasmido
porcino de Staphylococcus hyicus (Schwarz, 1992). En S. aureus, el gen tet(L) es
mucho menos frecuente que los genes tet(K) y tet(M) (Jones, 2006). Asi, en un estudio
multicéntrico europeo, entre 400 aislados de SARM resistentes a la tetraciclina
recogidos entre 1997 y 1999, el gen tet(M) estuvo presente en el 76%, el tet(K) en el
73%, mientras que el tet(L) s6lo se detecté en el 1,5% de las cepas de SARM
(Schmitz, 2001). Un estudio espafiol, realizado en 52 aislados de SARM resistentes a
la tetraciclina recogidos en un hospital de Zaragoza, mostr6 datos similares, siendo
tet(K) y tet(M) mucho mas frecuentes que el tet(L) (Lozano, 2012a).

El gen ant(4’)-la (también conocido como aadD) codifica una adeniltransferasa
descrita por primera vez en S. aureus en 1976 (Le Goffic, 1976). Se encuentra
frecuentemente en plasmidos pequefios multicopia, como el pUB110, que estan
integrados en otros pladsmidos mas grandes conjugativos y en el cromosoma. Esta
integracion del pUB110 en los plasmidos conjugativos y el cromosoma esta mediada
por la secuencia de inserciéon 1S257 (Byrne, 1991). La practica totalidad de las cepas
del clon ST125-IVc poseen este gen (Pérez-Vazquez, 2009; Menegotto, 2012a;
Lozano, 2013b).

El gen dfrK se describié por primera vez en 2005, adyacente a tet(L), en un
plasmido de una cepa de SARM porcina del clon ST398 (Schwarz, 2008; Kadlec,
2009a). Este gen se encuentra ampliamente diseminado entre los aislados de SARM
del clon ST398, tanto en Alemania (FeBler, 2010) como en Espafia (Lozano, 2012a),

pero es excepcional en el resto de los secuenciotipos de SARM.
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Se podria especular que los numerosos regimenes antibiéticos administrados
al paciente 1 (principalmente linezolida y cotrimoxazol) habrian favorecido el desarrollo
del pldsmido de multirresistencia en un aislado de estafilococo. Probablemente se
habria formado primero en un aislado de ECN y, mediante conjugacion, este plasmido
habria pasado a un aislado de SARM del clon ST125-IVc. Ello concuerda con la
deteccion de dos cepas de ECN (S. hominis y S. epidermidis) sensibles a la
eritromicina y resistentes a la clindamicina, lo que sugiere que podrian ser portadoras
del gen cfr. En ultima instancia, la linezolida administrada a este paciente en multiples
ocasiones habria favorecido la seleccién de esta cepa multirresistente. La tabla 37
muestra la secuencia temporal de aislamiento de estafilococos que sugiere la

verosimilitud de esta hipotesis.

Tabla 37. Cepas de estafilococos detectadas en el paciente 1.

Fecha Tipo de Identificacion | Observaciones
muestra
Junio 2009 Esputo SARM Eritromicina S
Clindamicina S
Agosto 2009 Hemocultivoy | S. hominis Eritromicina S
punta catéter Clindamicina R
(No congelada)
Noviembre 2009 | Esputo SARM Eritromicina S
Clindamicina R
(No congelada)
Febrero 2010 Esputo SARM Eritromicina S
Clindamicina S
Febrero 2010 Punta catéter | SARM Eritromicina S
subclavia Clindamicina S

S. epidermidis | Eritromicina S
Clindamicina R
(No congelada)
Julio 2010 Esputo SARM Eritromicina S 'y
Clindamicina R

(No congelada)
Agosto 2010 Esputo SARM Eritromicina S
Clindamicina R

Linezolida R
Septiembre 2010 | Esputo SARM Eritromicina S
Clindamicina R

Linezolida R
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Las dos cepas de SARM de nuestro hospital portadoras del gen cfr eran del
clon ST125-1Vc, perteneciente al CC5. Llama la atencion el hecho de que la mayoria
de los aislados de SARM con el gen cfr pertenezcan a este complejo clonal, como el
ST5-1 de Colombia (Arias, 2008b), el ST5-Il de Ohio, EE.UU. (Mendes, 2013), el
ST228-1 de Madrid y Barcelona (Ruiz de Gopegui, 2012; Sierra, 2013) y el ST125-IV
de Madrid (Quiles-Melero, 2013). Asimismo, los primeros aislados de SARM
detectados a partir de 1960 (el clon Arcaico y el clon Ibérico) también pertenecian al
CCb. Ello sugiere la facilidad de dicho complejo clonal para adquirir ciertos elementos

genéticos moviles.

Nuestro trabajo muestra dos cepas de SARM del mismo clon, una de ellas
sensible y la otra resistente a la linezolida, detectadas en el mismo paciente tras haber
recibido tratamiento con linezolida y otros antimicrobianos. De modo similar, en un
paciente ingresado en un hospital madrilefio se aislé una cepa de SARM sensible a la
linezolida y otra de idéntico clon resistente a este compuesto portadora de cfr,
separadas por un intervalo de 32 dias, tras habérsele administrado linezolida seguida

de clindamicina (Pérez-Jorge, 2012).

En cuanto a la conjugacion, inicialmente se publicé que el plasmido pSCFS3,
portador del gen cfr, no era conjugativo (Kehrenberg, 2009). Sin embargo, unos meses
mas tarde, Shore y colaboradores consiguieron la conjugacién del plasmido pSCFS7,
también con el gen cfr (Shore, 2010a). Nosotros, para realizar el experimento de
conjugacion, adaptamos el protocolo descrito por Shore, utilizando la cepa de S.
aureus ATCC® 29213 resistente a la rifampicina como receptora. Inicialmente, usamos
placas de agar BHI con rifampicina y cloranfenicol a una concentraciéon de 30 pg/mL
de cloranfenicol, sin obtener ninguna colonia transconjugante. Posteriormente,
bajamos la concentracion del cloranfenicol a la mitad (15 pg/mL), logrando obtener una
Unica colonia transconjugante. Ello probablemente se debia a que el plasmido
pSCFS7 poseia dos genes de resistencia al cloranfenicol (cfr y fexA), mientras que,
nuestro plasmido Unicamente contenia el gen cfr. Quizads bajando todavia mas la
concentracién de cloranfenicol habriamos obtenido més colonias transconjugantes.
Con posterioridad a nuestro trabajo, se han detectado otros plasmidos conjugativos
portadores del gen cfr, tanto en SARM (Quiles-Melero, 2013) como en S. epidermidis
(Lozano, 2012b).

En el estudio de sensibilidad realizado en el derivado transconjugativo, la CMI a
la tigeciclina se encontraba un poco elevada en el transconjugante en comparacion

con la cepa receptora. Ello podria indicar que el gen tet(L), que codifica una a-hélice
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transmembrana (bomba de expulsion activa) (Kadlec, 2012), ejerceria cierto efecto
sobre la tigeciclina. Las CMIs a la linezolida, cotrimoxazol y tigeciclina eran algo mas
bajas en el derivado transconjugativo que en la cepa donante, como también ocurrié
para la linezolida y cloranfenicol en los experimentos de conjugacién de Shore y de

Lozano (Shore, 2010a; Lozano, 2012b). La explicacion de ello es desconocida.

La amplificacion por PCR para los genes de resistencia cfr, tet(L), ant(4’)-la
[aadD] y dfrK fueron positivas en el derivado transconjugante, indicando que todos
estos genes estan dentro del mismo plasmido conjugativo y que dicho plasmido era
capaz de transferirse a otras cepas de estafilococos. El grupo de Schwarz caracterizé
un plasmido en S. epidermidis con los genes tet(L) y ant(4’)-la adyacentes (Schwarz,
1996), otro plasmido en una cepa de SARM ST398 con los genes tet(L) y dfrK
adyacentes (Kadlec, 2009a), y otro plasmido en un SARM ST398 con los genes
ant(4’)-la, tet(L) y dfrK adyacentes (Kadlec, 2009b). Asimismo, se han encontrado en
China diversos plasmidos veterinarios que compartian los genes cfr y ant(4’)-la en
diversas especies de ECN, Jeotgalicoccus pinnipedialis y Macrococcus caseolyticus
(Wang, 2012b; He, 2014). Sin embargo hasta la fecha, para nuestro conocimiento, no
se ha encontrado ningun plasmido que posea el gen cfr junto el gen tet(L) o el gen
dfrK. Por tanto, el plasmido pERGB es el primer plasmido descrito y Unico con estos
cuatro genes de resistencia.

El tamafio aproximado del plasmido pERGB, determinado mediante el analisis
de los fragmentos de restriccion por EcoRlI, fue de 50 kb. Este tamafio es similar al de
otros plasmidos portadores del gen cfr como el pSE1243 y el pSA737 (39,3 kb)
(Mendes, 2013), el pSCFS6 (43 kb) (Kehrenberg, 2007), el pSCFS7 (45 kb) (Shore,
2010a), el plasmido del aislado C2826 (45 kb) (Lozano, 2012b) y el plasmido del
aislado 4303A (66 kb) (Mendes, 2010).

En el andlisis del fragmento secuenciado del pERGB, llama la atencion la
elevada similitud existente entre fragmentos del pERGB con partes de otros plasmidos
detectados tanto en cepas clinicas como también en cepas de diferentes especies
animales. Ello indica la elevada interrelacion existente entre aislados de
Staphylococcus spp. humanos y veterinarios, como se ha descrito ampliamente para el
clon de SARM ST398 entre los cerdos y sus cuidadores y matarifes (van den Broek,
2009; Fepler, 2010; Lozano, 2011a); asi como la necesidad de extender la vigilancia

de la resistencia antibidtica estafiloc6cica mas alla del ambito exclusivamente humano.

La primera parte del fragmento secuenciado del pERGB contiene la 1S21-558

junto con el gen cfr y una nueva estructura, compuesta por un gen res y por un gen
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tnp. Curiosamente, la secuencia de nucle6tidos de esta region es idéntica a la de tres
plasmidos veterinarios detectados con posterioridad en China: el pJP1 de J.
pinnipedialis aislado en 2010 en cerdos (Wang, 2012b), el pJP1-like de S. lentus
aislado en 2011 en pollos (He, 2014) y el pJP2 de Staphylococcus rostri aislado en
2011 en un pato (He, 2014).

La segunda parte del fragmento secuenciado del pERGB contiene el gen repU
truncado y los genes de resistencia ant(4)-la, tet(L) y dfrK. Es muy similar a dos
plasmidos detectados en Alemania, el pKKS825 encontrado en 2004 en una cepa de
SARM porcino (Schwarz, 2008; Kadlec, 2009b) y el pSWS47 en S. epidermidis

procedente de dos gatos y en un empleado de su clinica veterinaria (Weil3, 2014).

La estructura mosaico del pERGB sugiere que éste se habria desarrollado a
partir de fragmentos de diversos plasmidos y transposones. El pERGB, como muchos
otros plasmidos con cfr, contiene la secuencia de insercion 1S21-558 situada justo
antes del cfr, mientras que los tres genes de resistencia ant(4)-la, tet(L) y dfrK se
encuentran flanqueados a cada lado por una copia de la 1S431, divergentemente
orientadas, que es muy similar a la 1S257. Las secuencias de insercion 1S257 y 1S431
median la integracion de pequefios plasmidos en otros plasmidos de mayor tamafio,

pudiendo interrumpir un gen rep (Werckenthin, 1996), como sucede en el pERGB.

Curiosamente, todos los plasmidos analizados que poseen la IS21-558 vy el cfr,
con la Unica excepcién del pERGB, contienen también el gen fexA, codificante de una
bomba de expulsion de cloranfenicol (Kehrenberg, 2007; Shen, 2013; He, 2014). Ello
indica que, en todos estos plasmidos, la 1S21-558 y el gen cfr se encontrarian
integrados en el transposén Tn558, mientras que, en el pERGB, estos elementos no

se habrian integrado en dicho transposon.

La coexistencia en este plasmido del cfr con otros tres genes adicionales de
resistencia haria posible la persistencia y co-seleccion del gen cfr bajo una presién
selectiva impuesta por el uso de agentes antimicrobianos diferentes a la linezolida y
clindamicina (que en el caso de este plasmido serian la tetraciclina, tobramicina y el

cotrimoxazol).

En resumen, nosotros hemos descrito un nuevo plasmido (denominado
PERGB) que combina varios determinantes de resistencia antimicrobiana relevantes y
que es capaz de transferirse a otros estafilococos mediante conjugacion. Es

importante prevenir la diseminacion de este elemento multirresistente.



CONCLUSIONES






Conclusiones Pagina 247

7. CONCLUSIONES

1. Dos de los tres clones mayoritarios de SARM del HUSD durante el periodo 1999-
2004 (los clones ST125-MRSA-IVc y ST228-MRSA-l) eran también los
predominantes en muchos hospitales espafioles, constatando la oligoclonalidad del
SARM.

2. Por el contrario, el otro clon mayoritario de nuestro hospital (el ST22-MRSA-1Vh,
EMRSA-15) era practicamente inexistente en el territorio peninsular espafol
durante dicho periodo, aunque muy frecuente en otros paises como el Reino
Unido. Por tanto, el origen de este clon en Mallorca pudiera estar relacionado con

el turismo britanico en la isla.

3. Los tres clones mayoritarios del HUSD durante 2003-2004 fueron también los
predominantes en los otros hospitales publicos de Mallorca, mostrando la

importancia de la transmision interhospitalaria.

4. A partir de 2007, de modo similar a la mayoria de hospitales espafioles, se ha
constatado en Mallorca la aparicion del SARM comunitario. En 2008, el 7% de las
cepas de SARM de los pacientes atendidos en el HUSD poseian los genes
codificantes de la LPV. En todos los casos se trataron de infecciones de piel y

partes blandas.

5. La préctica totalidad de las cepas de SARM productoras de LPV, al igual que
sucede en el resto de Espafa, pertenecian a los clones ST8-IVc (USA300-like) y
ST8-IvVa (USA300).

6. La prevalencia de portadores de SARM en exudados nasales de los residentes de
un centro geriatrico de Mallorca fue del 8,0%, similar a la de otros estudios
europeos, aunque menor que la descrita para otros centros asistenciales

espanoles.

7. La colonizacion por SARM en los residentes geriatricos fue generalmente

transitoria, sin requerir intervenciones para su control.
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8.

10.

11.

12.

Los factores de riesgo asociados con la colonizacion nasal de SARM en los
residentes geriatricos fueron el tratamiento antibiético en el dltimo mes, el ingreso
hospitalario previo, el presentar EPOC, y el antecedente de enfermedad vascular,

enfermedad renal o neoplasia.

La mayoria de los residentes geriatricos colonizados por SARM no desarrollaron
una infeccion subsiguiente por esta bacteria multirresistente. En los pocos casos
en los que se constatd una infeccién, se trataba de infecciones de herida o de
Ulcera, lo que indica que la colonizacion por SARM es un problema clinico

manejable dentro de los centros socio-sanitarios.

Los clones de SARM en la residencia geriatrica fueron los mismos que los de su
hospital de referencia. Ello pone de manifiesto la importancia de politicas de

control de la infeccién coordinadas entre ambos tipos de instituciones.

En este trabajo se ha descrito por primera vez un pladsmido de multirresistencia
conjugativo (pERGB) portador de cuatro genes de resistencia: cfr, ant(4")-la, tet(L)
y dfrK, detectado en SARM y S. epidermidis. Los multiples regimenes de
antibidticos administrados a estos pacientes podrian haber favorecido la formacién

y persistencia de este plasmido de multirresistencia.

Todas las cepas de S. hominis resistentes a la linezolida detectadas en dos
hospitales de Mallorca pertenecian al mismo clon y presentaban la mutacion
G2576T en el gen ARNr 23S, lo cual sugiere la diseminacion a través de pacientes

transferidos entre los dos centros hospitalarios.
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9. ANEXO 1: SOLUCIONES Y REACTIVOS

9.1 Electroforesis en campo pulsado

9.1.1 Soluciones de trabajo

Solucién TE (TRIS, EDTA).

Reactivo en stock

Volumen para 1L

Concentracion en la
solucién final

EDTA (pH 7,6) 0,5 M 2mL 1 mM
TRIS-HCI (pH 7,6) 2 M 5mL 10 mM
Agua destilada HastallL

Solucién TBE (TRIS, &cido bérico, EDTA) 5X.

Reactivo en stock Volumen parallL
Acido bérico 2759

TRIS 54 g

EDTA (pH 7,6) 0,5 M 20 mL
Agua detilada Hasta 1L

Solucién PIV.

Reactivo en stock

Volumen para 30 mL

Concentracién en la
solucién final

TRIS-HCI (pH 7,6) 2 M 0,15 mL 10 mM
NaCl5M 6 mL 1M
Agua destilada 24 mL
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Solucién de lisis EC.

Reactivo en stock Volumen para 30 mL Concentracién en la

solucion final
TRIS-HCI (pH 7,6) 2 M 90 pL 6 mM
NaCl5 M 6 mL 1M
EDTA (pH 7,6) 0,5 M 6 mL 100 mM
Brij® 58 5% 3mL 0,5%
Desoxicolato Na 10% 600 pL 0,2%
Sarcosil 20% 750 pL 0,5%
RNAasa 10 mg/mL 60 pL 20 mg/mL
Lisozima 10 mg/mL 300 pL 100 mg/mL
Lisostafina 10 mg/mL 150 uL 50 mg/mL
Agua destilada Hasta 30 mL

Solucién ESP.

Reactivo en stock

Volumen para 30 mL

Concentracién en la
solucién final

EDTA (pH 9-9,5)0,5M 28,5 mL 0,5mM
Proteinasa K 50 ug/mL 1,5mg 50 pg/mL
Sarcosil 20% 1500 L 1%

9.1.2 Reactivos, material e instrumental

Reactivos.

¢ Almacenados a temperatura ambiente:

(0]

O O O 0O o o o o o

TRIS-HCI (pH 7,6) 2 M.

NaCl 5 M.

EDTA 0,5 M (pH 7,6).
EDTA0,5M (pH 9-9,5).
Brij58® 5%.

Desoxicolato sodico 10%.
Sarcosil 20%.

Agarosa low-melt.

Agarosa Megabase®.
Bromuro de etidio 500 ug/mL.

e Almacenados a -20°C:

(0]

o

RNAasa 10 mg/mL.
Lisozima 10 mg/mL.
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o Lisostafina 10 mg/mL.
o Proteinasa K.

o0 Enzimas de restriccion Smal y Apal, con sus tampones correspondientes.

Materiales.

e Tubos conicos tipo eppendorf de 1,5 mL.

¢ Puntas de pipeta adaptadas al volumen necesario.
o Pipetas estériles desechables de 10 mL.

e Pipetas Pasteur de plastico estériles.

e Moldes para los bloques de agarosa (Bio-Rad).

e Tubos conicos de tapon de rosca de 10 mL.

e Tubos conicos de tapon de rosca de 50 mL (tipo Falcon).
e Gradillas para los tubos anteriores.

o Portaobjetos de vidrio.

e Cubreobijetos.

e Frascos de vidrio de 250 mL.

e Peine para gel de agarosa.

e Soporte para gel de agarosa.

e Probeta para un volumen total de 2 L.

Instrumental.

e Pipetas autométicas.
¢ Microcentrifuga.

e Microondas.

e Balanza.

e Bafio de agua.

e Estufa de 37°C.

e Estufa de 30 °C.
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e Equipo de campo pulsado (Chef-DR® Il System, Bio-Rad).

9.1.3 Protocolo de trabajo

Preparacion de los bloques de agarosa v lisis celular:

Dia 0

o Descongelar cada cepa de estafilococo en una placa de agar sangre. La siembra

se debe hacer por agotamiento, de forma que queden colonias bien aisladas.

e Incubar las placas en estufa a 37°C durante 16-18 h.

Dia 1
e Preparar en una gradilla un tubo cénico de 10 mL por cada cepa.

e Introducir en cada tubo cénico 5 mL de caldo BHI (brain-heart infusion, caldo

cerebro-corazon).

e Inocular una colonia aislada de estafilococo de cada cepa en un tubo cénico,

previamente rotulado, que contiene el medio liquido.

e |ncubar los tubos en la estufa a 35-37°C durante 16-20 h.

Dia 2
e En un tubo de tapon de rosca de 50 mL, preparar la solucion PIV.

e Poner en una gradilla un tubo cénico tipo eppendorf estéril por cada cepa.

Rotularlos.

o Depositar 1 mL del cultivo en medio liquido (suspension de la colonia en caldo

BHI) en su tubo eppendorf correspondiente.
e Centrifugar los tubos eppendorf durante 2 min, a 11.000 rpm.
e Decantar el sobrenadante.
¢ Inocular en cada eppendorf 1 mL de la soluciéon PIV. Resuspender con la pipeta.

e Centrifugar otra vez los tubos tipo eppendorf durante 2 min en las condiciones

anteriores.
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Decantar el sobrenadante dejando la menor cantidad de liquido posible.
Inocular en cada tubo eppendorf 200 pL de solucion PIV. Mezclar con la pipeta.
Encender el bafio de agua a 42°C.

Calentar el frasco de vidrio, que contiene la agarosa de bajo peso molecular (low
melt) al 1,6%, previamente preparada, en el microondas hasta que comience a
hervir. En este momento, comprobar que la agarosa esté bien disuelta (debe estar
transparente). En caso de no haber agarosa low melt preparada, diluir en un frasco
0,8 g de agarosa low melt en 50 mL de tampéon TBE 0,5X; calentar en el

microondas hasta su completa disolucién.

Depositar el frasco de la agarosa low melt (una vez que esté bien disuelta) en el

interior del bafio de agua a 42°C.

Preparar las tiras de los moldes de agarosa, teniendo en cuenta que usaremos dos
bloques de agarosa por cada cepa. Puesto que cada tira tiene 10 pocillos, cada

una nos servira para 5 cepas.

Preparar al lado del bafio de agua: una pipeta para un volumen de 200 L, puntas
de pipeta estériles para este volumen, las tiras de los moldes para la agarosa y la
gradilla que contiene los tubos conicos eppendorf con 200 pL de cada cultivo

liquido resuspendido en la solucién PIV.

Con una pipeta, tomar 200 yL de la agarosa low melt y depositarla en el tubo
eppendorf correspondiente. Mezclar varias veces con la pipeta la agarosa con el
cultivo liquido.

Rellenar dos moldes con la suspension resultante (agarosa + cultivo liquido) por

cada tubo eppendorf. Desechar el tubo usado.
Repetir el mismo proceso para cada cepa.

Dejar enfriar las tiras con los moldes de agarosa en nevera durante, al menos, 15

min.
Preparar, en un tubo conico tipo Falcon de 50 mL, la solucién de lisis EC.

Colocar en una gradilla un tubo cénico de 10 mL para cada cepa. Rotularlos con el

namero de la cepa.
Inocular en cada tubo 1 mL de solucién de lisis EC.

Retirar el protector del adhesivo de la primera tira de los moldes. No tocar los

blogues de agarosa con la mano.
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e Transferir los dos bloques de agarosa de la cepa a su tubo de 10 mL
correspondiente. Para ello empujar, con la ayuda de un asa de siembra de
plastico, el bloque de agarosa (desde la parte contraria al adhesivo) hasta que el

bloque caiga dentro de la solucion de lisis EC del tubo.
e Repetir el mismo proceso para los demas bloques de agarosa.

e Incubar los tubos en la estufa de 35-37°C durante un minimo de 5 h y un maximo
de 18 h.

Dia 3
¢ Encender el bafio de agua a 50°C.
e Preparar, en un tubo cénico tipo Falcon de 50 mL, la solucién ESP.

e Aspirar la solucién de lisis EC de cada tubo con la ayuda de una pipeta Pasteur de

plastico estéril.
¢ Afadir 1 mL de solucién ESP a cada tubo.

e Incubar los tubos en el bafio de agua a 50°C durante 16-20 h.

Dia 4
e Aspirar la soluciéon ESP en cada tubo, utilizando una pipeta de plastico estéril.

e Realizar 5 lavados con 5 mL del tampén TE, con un intervalo aproximado de 30

min entre cada lavado.

Restriccion del ADN vy electroforesis de los fragmentos de restriccion:

Dia 1

e Preparar en una gradilla un tubo eppendorf por cada cepa de la que se vaya a

realizar la restriccion (con un méaximo de 30). Rotularlos.
¢ Afadir a cada tubo 1 mL de agua destilada estéril.

e Sacar cuidadosamente, con la ayuda de un asa de siembra, uno de los dos

blogues de agarosa de su tubo correspondiente por cada una de las cepas.

o Depositar el bloque de agarosa sobre un portaobjetos.
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e Cortar con un cubreobjetos un fragmento de cada bloque de aprox. 1 mm de

espesor.
e Transferir el fragmento a su tubo correspondiente.

e \Volver a dejar el resto del bloque de agarosa en su tubo cénico correspondiente de

10 mL. Dejar los tubos otra vez en nevera.
¢ Incubarlos en estufa de 37°C durante un minimo de 10 min.

e Preparar la mezcla de restriccion en un tubo de plastico de 10 mL, utilizando Smal

como enzima de restriccion para S. aureus, o bien, Apal para S. hominis.
o Retirar el agua destilada de cada uno de los tubos eppendorf.
e Transferir 200 puL de la mezcla de restriccidon a cada tubo.

e Incubarlos durante 16-20 h en estufa de 30°C (para Smal) o en estufa de 35-37°C

(para Apal).

Dia 2

e Eliminar con una pipeta la mezcla de restriccion.

¢ Afadir a cada tubo eppendorf 1 mL de tampén TE.
e Incubarlos a 35-37°C durante 1 h.

e Preparar 100 mL de agarosa megabase al 1% (Certified Megabase Agarose). Para
ello, en un frasco de vidrio, introducir 1 g de agarosa megabase y luego 100 mL de
TBE 0,5X.

e Calentar la mezcla en el microondas hasta su completa disolucion.

¢ Montar el soporte del gel y depositarlo sobre una superficie plana.

e Colocar el peine de forma que quede recto.

¢ Afadir la agarosa megabase al molde cuando esté atemperada (aprox 50°C).
e Dejar enfriar la agarosa durante 30 min hasta que solidifique.

e Afadir a la cubeta de electroforesis 2 L de agua destilada. Apretar los dos
interruptores de la fuente de alimentacién (Power y Pump). No encender todavia el

refrigerador. Dejar el agua, al menos, unos 10 min para limpiar el sistema.
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e Transcurrido este tiempo, apagar los dos botones de la cubeta de electroforesis.
Eliminar toda el agua de la cubeta, colocando el grifo extraible sobre la cubeta de

electroforesis.

e Preparar, en una probeta de 2 L, el tampon TBE 0,5X. Afadir 200 mL del tampon
TBE 5X sobre 1.800 mL de agua destilada.

e Afadir a la cubeta los 2 L del tamp6n TBE 0,5X. Encender los dos botones de la

cubeta (Power y Pump) y el del refrigerador (Cooling Module).

e Pulsar el boton del refrigerador Actual Temp para ver la temperatura actual del
tampon (el boton Set Temp indica la temperatura que se debe alcanzar, mientras
que el botén Actual Temp indica la temperatura actual). El tampon debe alcanzar la

temperatura de 14°C (tarda unos 30 min en enfriarse).

e Calentar el frasco que contiene agarosa convencional al 0,8% en el microondas

para disolverla. Dejarlo enfriar.

e Unavez que la agarosa megabase del molde se ha solidificado, retirar con cuidado

el peine.

e Eliminar, con una pipeta Pasteur, el tamp6n TE del primer tubo eppendorf, que

contiene el fragmento del bloque de agarosa.

e Golpear el tubo cénico sobre un portaobjetos para que el bloque de agarosa se
levante del fondo.

e Introducir con cuidado (ayudandose con dos asas de plastico) el bloque de
agarosa en el pocilllo correspondiente. Repetir lo mismo para el resto de los

bloques.
e Sellar los pocillos con agarosa convencional al 0,8% (utilizando una pipeta).
e Comprobar que el tampdn de la cubeta de electroforesis haya alcanzado los 14°C.
¢ Desmontar con muchisimo cuidado, al lado de la cubeta, el soporte del gel.
e Colocar el gel (con el soporte negro) en el marco de la cubeta.

e Ajustar las condiciones del campo pulsado, usando los botones de la cubeta de

electroforesis rotulados como:

o “INITIAL SW. TIME” (pulso inicial): 1 segundo para S. aureus, 0,1 segundos

para S. hominis.

o0 “FINAL SW. TIME” (pulso final): 30 segundos para S. aureus y S. hominis.
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o “RUN TIME” (duracion): 23 h para S. aureus, 24 h para S. hominis
(Sorlozano, 2010).

e Pulsar el boton de “PAUSE. START RUN”, para iniciar la electroforesis.

Dia 3
e Esperar hasta que acabe de correr el gel (23-24 h para Staphylococcus).

e Preparar en una bandeja la solucion de bromuro de etidio: 300 yuL de bromuro de

etidio (0,5 pg/mL) en 300 mL de agua destilada.
e Sacar con cuidado el gel de la cubeta de electroforesis.
e Depositar el gel en la bandeja con bromuro de etidio.

e Mantener el gel en la bandeja (tapado con otra bandeja) durante un minimo de 30

min.

e Colocar el gel sobre la bandeja, encender el transiluminador ultravioleta y poner el

protector de plastico. Apretar el botén de la luz ultravioleta “Trans UV”.

¢ Si se observan bandas, poner el gel en otra bandeja conteniendo unos 300 mL de
agua destilada. Tapar también esta bandeja. Dejar el gel en la bandeja con agua

unos 5-10 min.
e Volver a poner el gel sobre el transiluminador ultravioleta.

e Realizar la fotografia del gel. Guardar el archivo de imagen en el ordenador o en

una memoria externa.

Resultados e interpretacion:

e Cada cepa viene definida por un perfil o patron de bandas de restriccion.

e La comparacion entre los diferentes patrones de bandas obtenidos establece la
asociacion epidemiolégica entre las distintas cepas. Con ello determinaremos los
diversos clones. Los criterios utilizados se basan en los descritos por Tenover
(Tenover, 1995).

Controles utilizados en las ECP y homenclatura:
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Las cepas controles de SARM utilizadas fueron: tres cepas de los clones
mayoritarios del HUSD (clones A, B, C) detectadas en estudios previos (Ruiz de
Gopegui, 2005; Alcoceba, 2007), posteriormente tipificadas mediante MLST y PCR del
SCCmec como ST125-MRSA-IVc (clon A), ST228-MRSA-I (clon B) y ST22-MRSA-IVh
(EMRSA-15, clon C). También se emplearon dos cepas tipificadas del clon ST22-
MRSA-IVh (EMRSA-15): DEN4561 (Faria, 2005) y HAR22 (Murchan, 2003). La cepa
de referencia S. aureus NCTC 8325 (Tenover, 1995) se utiliz6 como marcador de peso

molecular.

La nomenclatura de los clones de SARM se ha basado en la utilizada en
nuestro primer estudio de ECP realizado en el Hospital de Bellvitge con aislados de
SARM detectados en 1999-2000, junto con la nomenclatura estandarizada segun el
MLST vy tipado del SCCmec (Enright, 2002).
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9.2 Mezclas de reaccién para PCR

Mezcla de reaccién para MLST.

Reactivo Reaccion | Volumen (uL)
Buffer 10X (New England BioLabs) 1X 10,0
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 puM 0,4
arcC-Up 100 uM? 0,6 uM 0,6
arcC-Dn 100 uM? 0,6 uM 0,6
Taq DNA polimerasa 5 U/uL (New England BioLabs) 3U 0,6
Agua destilada 85,8
ADN 2,0

La composicién de la mezcla es idéntica para las otras seis parejas de cebadores.

Mezcla de reaccion para el complejo ccr tipos 1-3 del SCCmec.

Reactivo Reaccion | Volumen (uL)
Buffer 11 10X (Applied Biosystems) 1X 50
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 1,5mM 3,0
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 puM 15
cAl1 100 uM 0,6 uM 0,3
CA2 100 uM 0,6 uM 0,3
CA3 100 uM 1,0 uM 0,5
cB 100 uM 0,6 uM 0,3
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/uL (Applied) 25U 0,5
Agua destilada 36,6
ADN 2,0
Mezcla de reaccion para el complejo mec de clase B.
Reactivo Reaccion | Volumen (uL)
Buffer Il 10X (Applied Biosystems) 1X 50
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 1,5mM 3,0
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 puM 15
mA 100 uM 0,6 uM 0,3
ROrf2 100 uM 0,6 uM 0,3
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/uL (Applied) 25U 0,5
Agua destilada 37,4
ADN 2,0
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Mezcla de reaccion para el complejo ccrb del SCCmec tipo V.

Reactivo Reaccion | Volumen (uL)
Buffer 1l 10X (Applied Biosystems) 1X 50
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 1,5mM 3,0
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 pM 15
ccrC F2 100 uM 0,6 uM 0,3
ccrC R2 100 uM 0,6 uM 0,3
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/uL (Applied) 25U 0,5
Agua destilada 37,4
ADN 2,0
Mezcla de reaccion para el subtipado del SCCmec tipo IV.
Reactivo Reaccion Volumen (uL)
Buffer 10X (Bioline) 1X 50
MgCl, 50 mM (Bioline) 1,5mM 15
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 1400 uM 0,7
J-IVa-F 100 uM 0,4 uM 0,2
J-IVa-R 100 uM 0,4 uM 0,2
J-1IVc-F 100 uM 0,4 uM 0,2
J-IVc-R 100 puM 0,4 uM 0,2
J-1Vh-F 100 uM 1,0 uM 0,5
J-IVh-R 100 uM 1,0 uM 0,5
BioTaq DNA polimerasa 5 U/uL (Bioline) 25U 0,5
Agua destilada 38,5
ADN 2,0
Mezcla de reaccion para la deteccion de la LPV.
Reactivo Reaccion Volumen (uL)
Buffer 11 10X (Applied Biosystems) 1X 50
MgCl, 25 mM (Applied Biosystems) 1,5mM 3,0
Mezcla dNTPs 10 mM (Invitrogen) 300 pM 15
mecA-F 100 uM 0,4 uM 0,2
mecA-R 100 uM 0,4 uM 0,2
nuc-1 100 uM 0,4 uM 0,2
nuc-2 100 uM 0,4 uM 0,2
luk-PV-1 100 uM 1,2 uM 0,6
luk-PV-2 100 uM 1,2 uM 0,6
AmpliTaq Gold DNA polimerasa 5 U/uL 3U 0,6
Agua destilada 35,9
ADN 2,0
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Mezcla de reaccion para la deteccion del ACME.

Reactivo Reaccion Volumen (L)
Buffer 10X (Bioline) 1X 50
MgCl, 50 mM (Bioline) 1,5mM 15
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 uM 0,2
arcA-F 100 uM 0,6 uM 0,3
arcA-R 100 uM 0,6 uM 0,3
BioTaq DNA polimerasa 5 U/uL (Bioline) 25U 0,5
Agua destilada 40,2
ADN 2,0

Mezcla de reaccion para los genes cfr, fexA, tet(K), tet(M), tet(L), ant(4')-la, dfrK, vga(C).

Reactivo Reaccion Volumen (uL)
Buffer 10X (Bioline) 1X 50
MgCl, 50 mM (Bioline) 1,5mM 15
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 uM 0,2
Cebador-F 100 uM 0,6 uM 0,3
Cebador-R 100 uM 0,6 uM 0,3
BioTaq DNA polimerasa 5 U/uL (Bioline) 25U 0,5
Agua destilada 40,2
ADN 2,0
Mezcla de reaccion para el gen ARNr 23S.
Reactivo Reaccion Volumen (uL)
Buffer 10X (Bioline) 1X 10,0
MgCl, 50 mM (Bioline) 1,5mM 3,0
Mezcla dNTPs 100 mM (Bioline) 400 puM 0,4
23S-F 100 uM 0,6 uM 0,6
23S-R 100 puMm 0,6 uM 0,6
BioTaq DNA polimerasa 5 U/uL (Bioline) 3U 0,6
Agua destilada 82,8
ADN 2,0
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10.

ANEXO 2: ARTICULOS PUBLICADOS

infrequent dosage interval that permitted a
longer time of virus replication in the absence
of an adequate virus-static ganciclovir blood
concentration. However, the goal of CMV pro-
phylaxis is not to suppress CMV reactivation,
but to avoid the development of CMV disease
until a patient’s specific T-cells are capable of
coping with the virus [5]. As ganciclovir was
administered only three times a week by a
peripheral vein, outpatient treatment was poss-
ible. This allows cost savings and, in contrast to
an oral virus-static therapy, is independent of
the patient’s compliance. The suggested targeted
prophylactic approach is efficient, safe and easy
to perform in an outpatient clinic setting. Future
prophylactic therapies using new oral formula-
tions of antiviral agents [14] should be com-
pared to the regimen described in the present
study.
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ABSTRACT

From January 2000 to June 2002, 24 Staphylococcus
aureus isolates were recovered from decubitus
ulcers of patients in a geriatric institution, of
which 17 (70.8%) were methicillin-resistant
S. aureus (MRSA). Antibiotic resistance and
DNA macrorestriction (pulsed-field gel electro-
phoresis; PFGE) patterns of the MRSA isolates
were compared with a collection of 161 MRSA
isolates from patients admitted to the institution’s
reference hospital. PFGE revealed the presence of
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five clonal types (found also in hospitalised
patients) among the 17 MRSA isolates. The
findings suggest nosocomial acquisition of the
MRSA strains by five patients, with subsequent
dissemination of the strains within the institution.
The high rate of MRSA highlights the need for
epidemiological analysis to control the dissemin-
ation of MRSA in long-term care facilities.

Keywords [Epidemiology, methicillin  resistance,

MRSA, PFGE, Staphylococcus aureus, typing
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The introduction of methicillin into clinical prac-
tice was followed almost immediately by the first
report in 1961 of methicillin-resistant Staphylococ-
cus aureus (MRSA) strains [1]. MRSA soon dis-
seminated through hospitals around the world
and, in the 1980s, became one of the most
important challenges in the treatment of nosoco-
mial infections [2]. In Europe, the proportion of
MRSA increased from <1% in 1980 to 30% in
1991 [3]. In Spain, the first MRSA outbreaks were
detected simultaneously in 1988 in certain hospi-
tals in Madrid and Barcelona [4,5]. However,
MRSA was isolated seldom in Palma de Mallorca
until the first outbreak was detected in June 1999,
followed by endemicity.

The epidemiology of MRSA infections has
shown changes recently in both clinical and
microbiological aspects. The reservoir of MRSA
is apparently shifting from the hospital setting to
nursing homes [6,7], chronic-care facilities [8,9]
and spinal cord injury units [10]. The present
paper describes a molecular epidemiological
study of MRSA isolates recovered from decubitus
ulcers of geriatric patients in a large chronic-care
facility in Mallorca. The epidemiological related-
ness between these MRSA strains and those
isolated in the reference hospital for this geriatric
institution was also assessed.

The Hospital Universitario Son Dureta (HUSD)
is the reference tertiary hospital of the Balearic
Islands and has 980 beds. The Residencia de
Pensionistas La Bonanova has 552 beds and is the
main chronic-care facility of Mallorca. As part of
an epidemiological surveillance study, MRSA
isolates from geriatric patients with decubitus

ulcers admitted to the geriatric institution from
January 2000 to June 2002 were studied. Speci-
mens were collected with sterile swabs and sent
to the microbiology laboratory. S. aureus isolates
were identified by conventional methods [11].

Antimicrobial susceptibility testing was per-
formed by disk diffusion according to the guide-
lines of the National Committee for Clinical
Laboratory Standards [12]. Antibiotic disks (Ros-
co Laboratories, Taastrup, Denmark) tested were
oxacillin, penicillin, gentamicin, erythromycin,
clindamycin, ciprofloxacin, rifampicin, trimetho-
prim-sulphamethoxazole, mupirocin, fusidic
acid, teicoplanin and vancomycin. Additionally,
latex agglutination was performed to confirm the
presence of PBP2a (Slidex MRSA Detection kit;
bioMérieux, Marcy 1'Etoile, France).

Clonal relatedness of MRSA isolates was deter-
mined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
Genomic DNA embedded in agarose blocks was
digested after bacterial lysis with Smal. Chromo-
somal DNA fragments were separated using the
Chef-DR III system (Bio-Rad Laboratories, Rich-
mond, CA, USA), with 23 h at 6 V/cm?, and initial
and final pulse times of 1 s and 30 s, respectively.
PFGE band patterns were interpreted as described
previously [13]. For comparative purposes, a
collection of 161 previously typed MRSA isolates
from patients admitted to HUSD during 1999 and
2000 was used. Nomenclature for MRSA clones in
the present study was based on that established
for the previous collection.

During the 30-month study period, 24 S. aureus
isolates were recovered from the decubitus ulcers
of 24 different patients admitted to the chronic
care facility, of which 17 (70.8%) were MRSA. The
demographics and clinical characteristics of pa-
tients with MRSA are shown in Table 1. Ten
patients had been admitted previously to HUSD,
of whom five had been admitted since 1999 (the
date when the outbreak of MRSA began in
HUSD). MRSA was isolated in pure culture from
seven patients, and was associated with other
pathogens from ten patients. Associated patho-
gens comprised Pseudomonas aeruginosa (five
patients), Escherichia coli (three patients) and
Proteus mirabilis (two patients).

PFGE revealed the presence of four different
clones among the 17 MRSA isolates, one of which
had two subtypes. Clone A was found in eight
(47%) patients, clone B in one (6%) patient, clone
C2 in five (29.5%) patients, and clone E in three
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Table 1. Characteristics of patients with decubitus ulcers
infected by MRSA

Characteristic L
Demographics

Mean age in yoears {range) B3 (75-54)

Sex {male/female) 512
Previous HUSD admissions

Never 7142%)

Bofore 1999 5 (29%)

Since 1999 5 (29%)
Underlying discasc

Mobility limitation® 17 (100%)

Arterial hypertension 10 (59%)

Heart discasc” 6 (35%)

Diabetes mellitus type 2 4(23%)
Fever B {474)
Number of uleers

Sale 15 (RB%)

Multiple 2(12%)
Location

Foot 10 (59%)

Sacrum 7 {42%)

Hip 3 (18%)
Stage

Stage 11 (epidermis, dermis) 4(23%)

Stage N {subcoutancous tissuc) B {47%)

Stage IV (muscle, bone) 2{(12%)

Unknown 3{18%)
Therapy

Topical* 15 (88%)

10 (59%)
No treatment 2{12%)

“Inchuding dementia, ischacmic stroke, osteoarthritis, hip fracture and Parkinson's
Lll:;:;.ns heart failure, coronary artery disease, and atrial fibrillation.
“Mupirocin (13 patients) or fusidic acid {two paticnts).
rimethoprim-sulphamethoxazole (five palients), gentamicin (two patients),
vancomycin {two paticnts), and teicoplanin (one paticnt),

HUSD, Hospital Universitario Son Durcta,

(17.5%) patients. Two subtypes of clone E were
found: clone E2 in two (11.5%) patients and clone
El in one (6%) patient (Fig. 1). All of these clones
were represented in the previous collection of 161
MRSA isolates from patients admitted to HUSD,
although in different proportions (clone A, 63%;
clone B, 20%; clone C2, 2.5%; and clone E, 1%).
None of these clones was related to the Iberian
clone described previously [14]. Interestingly, the
five different clonal types of MRSA were detected
in the five patients admitted to HUSD since 1999
(the time of the original outbreak).

All MRSA isolates were susceptible to vanco-
mycin, teicoplanin, trimethoprim-sulphameth-
oxazole, rifampicin and fusidic acid, but were
resistant to ciprofloxacin and erythromycin
(except one isolate). Resistance to clindamycin
(10.4%) and gentamicin (14.8%) was variable,
even among isolates from the same clone. Six of
the seven clindamycin-susceptible isolates
showed an MLSg-inducible phenotype. Clone A
had four different patterns of susceptibility, with
the most frequent (four patients) being character-
ised by resistance to erythromycin and clindamy-
cin, and susceptibility to gentamicin. Clone C2
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B clone C2 clone Eclonen=3

n=5

A clone
n=8 5. aureus

NCTC 8325

n=1

Fig. 1. Smal PFGE macrorestriction patterns of the differ-
ent MRSA clonal types. Staphloccus aureus NCTC 8325 was
used as a molecular size marker. Lanes were obtained from
two different gels and normalised using the bands pro-
duced by the NCTC control strain.

had two different patterns, with the most frequent
(four patients) showing resistance to erythromy-
cin, and susceptibility to gentamicin and clinda-
mycin (with an MLSg-inducible phenotype).

S. aureus infection is a significant cause of
morbidity and mortality in elderly persons in
hospitals, in geriatric institutions, and in the
community [6]. 5. aureus is the fourth most
common hospital-acquired pathogen in older
adults, following E. coli, P. aeruginosa and entero-
cocci, and it accounts for 9% of all nosocomial
infections in these patients [15]. In chronic care
facilities, rates of infection are similar to those
seen in hospitals [16]. Areas of chronic skin
breakdown, such as decubitus ulcers, are com-
mon in hospitalised patients and nursing home
residents. S. aureus is the microorganism isolated
most frequently in aspirates from such ulcers [17].
Age-related changes in skin, together with an
increased prevalence of peripheral vascular dis-
ease, diabetes mellitus and conditions that lead to
diminished mobility, are associated with risk of
skin infection in the elderly [16], as occurred in
the patients in the present study. MRSA coloni-
sation is common among nursing home residents
(8-46% of residents), although reports of docu-
mented MRSA infection are relatively uncommon
[16]. Limited studies suggest that most nursing
home residents acquire MRSA during a hospital
stay rather than in the nursing home [6]. It is
thought that transmission of MRSA between
nursing home residents is less frequent than in
hospitalised patients [6].

The present study found an unexpectedly high
rate of MRSA (70.8%) among S. aureus isolates
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from decubitus ulcers of patients in this geriatric
institution. Before 1999, no MRSA was detected in
residents of this facility, and only a few sporadic
cases were found in patients admitted to HUSD.
Five different clonal types of MRSA were detected
among the 17 patients of the geriatric institution,
with the five patients who had been admitted to
HUSD since 1999 each being infected by a
different clonal type of MRSA. Since all these
clones had been documented previously in
patients admitted to HUSD, it seems reasonable
to conclude that these patients acquired MRSA
strains during their hospitalisation period. The
fact that the other 12 patients had not been
hospitalised previously in HUSD suggests that
these MRSA clones may have spread subse-
quently between different patients within the
geriatric institution. The high rate of MRSA found
highlights the importance of epidemiological
analysis in controlling the dissemination of MRSA
in chronic care facilities, as in tertiary hospitals.
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ABSTRACT

The combination of vancomycin and B-lactams is
often considered synergistic and has been recom-
mended for the treatment of glycopeptide-inter-
mediate Staphylococcus aureus (GISA) infections. In
this study, the combination of vancomycin or
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INTRODUCCION. El primer brote de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM) en nuestro hospital
se detect6 en 1999. Recientemente se ha observado
un incremento de la multirresistencia asociada a SARM,
lo que ha motwado la realizacién de un estudio de

lecular para averiguar las bases

ds esta tendencia.

Métopos. Se d todos los paci con
aislamiento de SARM en muestras clinicas ingresados
antra ]ulin de 2002 Y ]l.ll1|0 de 2003. El perfil de sensibilidad
antil se 6 di difusién con discos.

El estudio dn eprﬁeminlogla molecular se realizé

por el de Isado (PFGE). Se han

Consolidation of a Staphylococcus aureus multiresistant clone
not related to the Iberian in a hospital from Mallorca

InTRODUCTION. Methicillin Staphyl aureus
(MRSA) was 1 in our hospital until the first
ouﬂ:malt in 1998 A recently documented increase in

antibi i in MRSA strains in our setting
prompted the design of this molecular epidemiology study
to investigate the basis for this tendency.

MeTHoos. All MRSA i from clinical ples of

patients admitted from July 2002 to June 2003 were
studied. Susceptibility testing was performed by disk
diffusion. Clonal of MRSA isol was

Iatad

comparado los resultados obtenidos con datos histori
de 1999-2000.
HEsurrADns Se alslu SARM en 110 pacientes [30% de los

P tes con aislami de S. aureus). Mediante PFGE
se det on tres cl yoritarios (93% de pnelentesl.
Estos cl taban ya pr enel dio pr

realizado en 1999-2000, aunque con un cambio en su
distribucién. Mientras que en 1999-2000 el mayoritario fue
el clon A (clon A, 63%; clon B, 20%), actualmente ha sido
desplazado por el clon B Iclon B, 58%; clon A, 19%).

Ning de los cl mayoritarios esta relaci d

con los cinco cl pandémicos (incluido el Ibérico)

pero dos de ellos parecen relacionados con los dos clones
mas f ados actualmente en Espana.

El nuevo clon mayoritario prasentﬂ da forma urnforma

determined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
Results were compared with data from MRSA isolates
from patients admitted to the hospital in 1999-2000.
ResuLTs. MRSA was isolated in 110 patients (30% of
patients with S. aureus-positive cultures). PFGE detected
three major clones (in 93% of patients), all of which had
been present in 1999-2000, although in different
proportions. Whereas the predominant clone in 1999
was clone A (clone A 63%, clone B 20%], clone B was
now found to predominate (clone B 58%, clone A 19%).
Nune of these major ck:mss were related to the five

i g thelb clone, but two
of them seemed to be related to the two most prevalent
clones in Spain at this time. The new predominant clone
was more resistant than the others, and showed uniform

resistencia a ciprofloxacino, eritr
¥y gentamicina.

ConcLusion. En los altimos afios se ha producide

un desplazamiento de un clon de SARM inicialmente
predominante por otro multirresistente no relacionado
con el clon Ibérico.

Palabras clave: Epidemiologi . Staphyl
aureus. Remstencla ala meﬁclllna
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to ciprofl erythromyecin, clindamycin,
and gentamicin.
ConcLusion. In recent years, a formerly predominant
MRSA clone has been repl 1 by a multiresi:
S. aureus clone that is unrelated to the Iberian clone.

Key words: Molecular epidemiology. Staphylococcus
aureus. Methicillin resistance.

Introduccién

En 1961, pocos meses después de la introduccion de la
meticilina en la préctica clinica, se detectaron en el Reino
Unido las primeras cepas de Staphylococcus aureus re-
sistentes a meticilina (SARM). A principios de la déca-
da de 1960, las cepas de SARM se diseminaron rapi-
damente a lo largo de varios hospitales europeos, y se
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convirtieron, a partir de los afios 1980, en uno de los
principales paté bles de infecciones nosoco-
miales, sobre todo en las unidades quirirgicas o de cui-
dados intensivos?®?.

En Espaiia, el primer brote intrahospitalario por este
microorganismo se describi6 en 1981 en un hospital de
San Sebastian®®. La mayoria de los brotes de SARM en-

108 Tespor

tre 1989-1995 estaban producidos por el llamado clon Ibé-
rico, detectado por primera vez en el Hospital Universita-
rio de Bellvitge de Barcelona en 1989%. Dicho clon se
diseminé a otros paises, como Portugal, E

TABLA 1. Distribucién de los aislados de SARM por tipo
de muestra

Bélgica, Alemania, y a un hospital de Nueva York™. Las
cepas de este clon se caracterizaron por presentar resis-
tencia a miiltiples grupos de antibiéticos: macrélidos, te-
traciclinas, aminoglucésidos y quinolonas, y ser sensibles
a los glucopéptidos y al cotrimoxazol. A partir de mediados
de la década de 1990, en el conjunto de Espafa, ha ido dis-
minuyendo el predominio del clon Ibérico, siendo sustitui-
do por otros clones de SARM sensibles a mé4s antibidticos,
como muestran los datos de un reciente estudio de dmbito
nacional realizado conjuntamente por el Grupo de Estudio
de Infeccién Hospitalaria (GEIH), Grupo de Estudio de
Mecanismos de Accién y Resistencia a Antimicrobianos
(GEMARA) y la Red Espafiola de Investigacién en Patolo-
gia Infecciosa (REIPI)®.

En el Hospital Universitario Son Dureta de Palma de
Mallorea, el SARM fue rara vez aislado hasta junio de 1999,
cuando se detecté el primer brote de SARM, seguido de una
endemia moderada.

Recientemente se ha constado un aumento en la fre-
cuencia de cepas de SARM multirresistentes, lo que moti-
v6 la realizacién de un estudio de epidemiologia molecu-
lar de los aislados recuperados en muestras clinicas de los
pacientes ingresados en nuestro hospital entre el 1 de ju-
lio de 2002 y el 30 de junio de 2003. Ademds, los resulta-
dos obtenidos se han comparado con datos histéricos de
1999-2000.

Métodos

El Hospital Son Dureta es un hospital terciario con aproximada-
mente 900 camas, de referencia para toda la Comunidad de las Islas
Baleares. Estd compuesto por dos p de hospitalizacién sepa-
rados, aunque situados en el mismo recinto: ¢l hospital general y el
hospital maternc-infantil.

A partir de los registros microbiolGgicos se han d tado todos
los pacientes con aislamiento de SARM en muestras clinicas que han
ingresado en nuestro hospital entre el 1 de julio de 2002 hasta el 30 de
junio de 2003. No se incluy enel dio las cepas aisladas de cul-
tivos de vigilancia del estado de portador (exudados nasales, axilares
y/o inguinales). La identificaci6n de los aislados de 8. aureus se reali-
z6 por métodos convencionales™,

El perfil de sensibilidad antibidtica (oxacilina, penicilina, eritro-
micina, clindamici ino, gentamici tri 1, van-
comicina, teicoplanina, ri mupirocina y dcido fusidico) se
determind mediante el método de difusién con discos (Rosco, Taas-
trup, Dinamarca) siguiendo les criterios del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS)'\. Ademés, se realizé aglu-
tinacién con latex de los aislados de SARM para confirmar la pre-
sencia de PBP2’ (Slidex MRSA Detection, bioMéricux, Marcy I'Etoi-
le, Francia).

La relacién clonal de los aislados de SARM se determind mediante

lectroforesis en campo pulsado (PFGE), utilizando Smal como enzi-
ma de restriccitn. La electroforesis se realizé utilizando el aparato
Chef-DR® III (Bio-Rad, Richmond, EE.UU.) con las siguientes con-
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Tipo de muestra ] Nimero (%)

Secreciones respiratorias 51(46,4)
Exudados 36(32,7)
Hemocultivo 19(17,3)
Catéter 14(12,1)
Liquidos estériles 7(6,4)
PAAF, biopsia 32,0

ia, Italia, Total 130 (100,0)
SARM: Staphyl aureus a meticilina; PAAF: puncién-

aspiracién Eor aguja fina,

diciones: pulso inicial de 1 &, pulso final de 30 s, tiempo de electro-
foresis 23 h a 6 Viem. Los patrones de bandas de la PFGE se inter-
pretaron segiin los criterios de Tenover™. Como controles se utilizaron
los clones de SARM predominantes en un estudi ico nacio-
nal Py y Q7 y los clones pandémicos Ibérico (ATTC BAA-44)", Brasi-
leiio (ATTC BAA-43)Y, Hingaro (ATTC-BAA 39)%, Nueva York/Ja-
pén (ATTC BAA-41)"® y Pedidtrico (ATTC BAA-42)'°, La cepa de
8. aureus NCTC 8325 se utiliz6 como marcador de peso molecular.

Para el estudio comparativo se utilizé una coleccifn de 161 cepas de
SARM, previ ipificadas, de pacientes ing en nuestro
hospital durante los afios 1999 y 2000 (datoes no publicados). La no-
menclatura de los clones de SARM de nuestro trabajo se basé en la
utilizada en este estudio.

multicént

Resultados

Durante el periodo del estudio (julio de 2002-junio de
2003), el porcentaje de aislados de SARM en muestras cli-
nicas con respecto al total de los aislados de S. aureus fue
del 38%; este porcentaje descendié al 30% al referirlo al
niimero de pacientes distintos con S. aureus en una mues-
tra clinica. Se aislé SARM en 110 pacientes distintos: en
86 de ellos (T8%) se detecté en una tinica muestra, mien-
tras que en 24 (22%) se aislé en més de una. Las mues-
tras més frecuentes fueron las secreciones respiratorias
(51 pacientes; 46%), exudados (36 pacientes; 33%), hemo-
cultivos (19 pacientes; 17%), y catéteres (14 pacientes;
13%) (tabla 1).

Mediante PFGE se detectaron tres clones mayoritarios
denominados A, B y C, que comprendian el 93% de los
pacientes, asi como ocho clones minoritarios, cada uno
de éstos en un inico paciente. El clon A se encontr6 en
21 (19,1%) pacientes, el clon B en 63 (57,3%) pacientes y
el clon C en 18 (16,4%) pacientes, cada uno de ellos con
varios subtipos. El patrén de bandas del campo pulsado
en los tres clones més frecuentes se muestra en la
figura 1.

La distribucién por servicios de los clones de SARM se
resume en la figura 2. El clon B fue el méds frecuente en
pacientes de unidades de cuidados intensivos (76%) y de
dreas quirdrgicas (69%), mientras que en los servicios mé-
dicos la frecuencia de los clones A y B fue similar.

Estos tres clones mayoritarios estaban ya presentes en
el estudio previo de 1999-2000, aunque en menos de
2 afios ha habido un importante cambio en su distribucion.
Mientras que en 1999-2000 predominaba el clon A (63% de
los aislados), actualmente éste ha sido desplazado por el
clon B (57% de los aislados) (fig. 3). Este desplazamiento
coincide con un aumento del porcentaje de resistencia a

Enferm Infece Microbiol Clin 2005:23(3):1404 141
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Figura 1. Comparacion de los patrones de macrorrestriccién con Smal de los
tres clones mayoritarios con diferentes clones de SARM representativos a nivel
nacional y mundial. Carriles 1 a L1: clon A, clon B, clon C, clon Py%, clon @/,
clon Thérico”, clon Brasilefio®®, clon Hingaro™, clon Nueva YorkiJapin®,
clon Pedidtrico, Staphylococeus aureus NCTC 8325" (utilizado como marca-
dor de peso molecular).

meticilina que pasé del 21% (por pacientes distintos) en el
estudio previo (1999-2000) al 30% en el estudio actual
(2002-2003).

Ninguno de los tres clones mayoritarios estd aparente-
mente relacionado genéticamente con los cinco clones de
SARM pandémicos descritos!”: los clones Ibérico®?, Brasi-
lefio’?, Hingaro'*, Nueva York/Japén's y Pedidtrico'®
(fig. 1). Asimismo, ninguno de los tres clones estd directa-
mente relacionado con los dos més frecuentemente encon-
trados en el estudio de &mbito nacional, aunque los clones
Ay B presentan cierta similitud con los clones Py Q*, res-
pectivamente.

La resistencia general de todos los aislados de SARM del
estudio y de los tres clones mayoritarios se muestra en la
tabla 2. Ninguna cepa de SARM fue resistente a la vanco-
micina, teicoplanina o rifampicina. Unicamente ¢l 4,5%
fueron resistentes a cotrimoxazol, mupirocina y a acido fu-
sidico. La mayoria fueron resistentes a ciprofloxacino
(98%) y a eritromicina (90%). La resistencia a la gentami-
cina fue variable (61%). Con respecto a la clindamicina,
87 aislados (79%) presentaban una resistencia MLSg (ma-
crolide, lyncosamide, streptogramin B) constitutiva, mien-
tras que 11 (10%) mostraban un fenotipo MLSg inducible,
la mayoria de los cuales (10 de los 11) pertenecian al
clon C. El nuevo clon mayoritario (clon B) fue significati-
vamente més resistente que los otros, presentando de for-
ma uniforme resistencia a la eritromicina, clindamicina,
ciprofloxacino y gentamicina.
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TABLA 2. Resistencia antibiética general y por clones
de los aislados de SARM

N de aislados de SARM resi (%)
Antibidtico " RM totales l ClonA | ClonB | ClonC
(n=110) | (n=21) | (n=63) | (n=18)
Eritromicina 99 (90) 15(71) 62(98) 16(8Y)
Clindamicina
MLSy constitutivo BT(79) 15(71)  61(97) 5(28)
MLSy inducible 110100 010) 1(2) 10(56)
Ciprofloxacino 108 (98) 21(100) 63(100) 18(100)
Gentamicina 67(61) 2(10) 61(97) 1(6)
Cotrimoxazol 5(5) 000y 3(5) 0(0)
Vancomicina 0(0) 0(0) 0 0(0)
Rifampicina 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Mupirocina 5(5) 20100 3(5) 0
Acido fusidico 5(5) 2(10) 1(2) 1(6)

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MLSg: macrolide,
lyncosamide, streptogramin B.

Discusion

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina conti-
nia siendo uno de los principales patégenos nosocomia-
les. Una vez que se introduce en el hospital, por lo gene-
ral se llega a situaciones de endemicidad, a pesar de las
medidas de control de la infeccién®. En los dltimos afios,
¢l reservorio de SARM ha pasado de detectarse inicial-
mente en los grandes hospitales, a las residencias geria-
tricas y centros de larga estancia, suponiendo un riesgo
de transmisién a la comunidad. Un estudio realizado por
nuestro grupo en S. aureus procedentes de dlceras de de-
ciibito de pacientes ingresados en una residencia geridtri-
ca para la que nuestro hospital es el centro de referencia
mostré el 70% de resistencia a la oxacilina en los aislados
de S. aureus. El andlisis de PFGE reveld, entre los 17 ais-
lados de SARM de pacientes distintos, la presencia de cua-
tro clones, todos ellos encontrados también en pacientes
ingresados en nuestro hospital®®,

En el Hospital Son Dureta, el primer brote de SARM se
detecté en junio de 1999, 10 anos més tarde que en otros
hospitales de Madrid y Barcelona. Inicialmente se aisl6 en
pacientes ingresados en las unidades de cuidados intensi-
vos y traumatologia, extendiéndose después a la mayoria
de las plantas del pabellén de hospitalizacién general. Cu-
riosamente, hasta la fecha, no se ha encontrado ningin
aislado de SARM en pacientes del pabellén materno-in-
fantil. La situacién epidémica inicial de nuestro hospital
se transformé en una endemia moderada.

Durante el periodo del estudio (julio de 2002-junio de
2003), el porcentaje de SARM con respecto al total de los
aislados de S. aureus fue del 38%, mientras que el porcen-
taje de SARM en relacién al nimero de pacientes con ais-
lamiento de S. aureus fue del 30%. Este porcentaje es su-
perior al encontrado en 36 hospitales espafioles en el afio
2002 segiin el European Antimicrobial Resistance Survei-
llance System (EARSS)'", que fue del 23%, y también al
del estudio espafiol de los grupos GEIH/GEMARA/REIPI
realizado en junio de 2003 en el que participaron 66 hospi-
tales, con una frecuencia media de SARM del 21,8%°.
Nuestra tasa de SARM es similar a la encontrada en otros
paises mediterrdneos como Italia (38%) y Francia (33%)
y algo inferior a la del Reino Unido (44%)".
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Figura 2. Distribucidn de los distintos clones de SARM del Hospital Universi-
tario Son Dureta por servicios.

En este trabajo, la gran mayoria de SARM (93%) detec-
tados recientemente pertenecifan inicamente a tres clo-
nes. En este sentido, concuerda con otros que sefialan que
las cepas de SARM hospitalarias corresponden a unos po-
cos clones. Asi, por ejemplo, en un estudio realizado en
més de 3.000 aislados de SARM procedentes de hospita-
les de Europa y América, casi el 70% de los aislados per-
tenecia a uno de los cinco clones pandémicos'”. En otro tra-
bajo realizado en 217 aislados de SARM de 12 hospitales
de varios estados de Estados Unidos, el 79% pertenecia a
dos 1nicos clones. Por tltimo, en el estudio espafiol de
GEIH/GEMARA/REIPI el 80% de las cepas pertenecia a
dos clones mayoritarios, que llamaron clon P y clon Q°.

En el estudio de la sensibilidad antibiética, nuestros ais-
lados tenian una alta resistencia al ciprofloxacino (98%),
eritromicina (90%), clindamicina (79%) y gentamicina
(61%). La resistencia a la mupirocina (5%) fue mas baja
que la informada en otros centros (22% en el estudio es-
paiiol®) probablemente debido al uso del 4cido fusidico en
vez de la mupirocina como primera eleccién en el trata-
miento de la descontaminacién de los portadores de
SARM. La cifra de resistencia al 4cido fusidico es baja
(5%), pero se desconocen los datos de resistencia a este an-
tibi6tico a nivel nacional.

Si se comparan los resultados de 2002-2003 con el estu-
dio previo de 1999-2000, se puede observar que en los 1l-
timos afios se ha producido un acusado desplazamiento
del clon inicialmente predominante (clon A) por otro con
mayores resistencias asociadas (clon B). El nuevo clon ma-
yoritario presenta resistencia uniforme al ciprofloxacino,
eritromicina, clindamicina y especialmente a gentamicina,
caracteristica que le diferencia del resto de los clones ma-
yoritarios en los que el porcentaje de resistencia a este
antibiético inicamente fue del 10 y del 6% para los clo-
nes A y C, respectivamente.

Ninguno de los tres clones mayoritarios estd aparente-
mente relacionado genéticamente con los cinco clones de
SARM pandémicos descritos. No obstante, si bien el clon C
es completamente distinto del resto, los clones A y B de
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Figura 3, Comparacidn de la istribucion de los clones de SARM del HUSD en
Jos perfodos 1999-2000 y 20022003,

este estudio presentan importantes similitudes con los
clones P y Q, respectivamente (fig. 1), quiza reflejando la
presencia de una linea ancestral comiin que debe evaluar-
se con técnicas con mayor capacidad para establecer rela-
ciones clonales a largo plazo como el MLST (multilocus se-
quence typing). El clon C parece sin embargo mostrar un
perfil de restriccién similar al clon EMRSA-15 comiin en
hospitales britanicos?!,

Mientras que la tendencia nacional es una clara dismi-
nucién de las resistencias asociadas en las cepas de
SARM?®, en nuestro hospital ha ocurrido justamente lo
contrario: el desplazamiento de un clon moderadamente
resistente por otro multirresistente (no relacionado con el
clon Ibérico) en un periodo de tiempo relativamente corto.
Este desplazamiento determina el hecho preccupante de
que las resistencias asociadas a SARM en nuestro medio
sean muy superiores a la media nacional. En este sentido
destacan las resistencias a la clindamicina y la gentami-
cina que doblan la media nacional (79% frente a 38% y
61% frente a 26% para la clindamicina y la gentamicina,
respectivamente)®.
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Molecular epidemiology of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in
Majorcan hospitals: high prevalence of the epidemic clone EMRSA-15
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ABSTRACT

Clinical isolates (n = 389) of methicillin-resistant Staphylococcus aurens (MRSA) recovered from 371
patients between January 2003 and June 2004 at the three major public hospitals on the island of Majorca,
Spain were studied. The clonal relatedness of MRSA isolates was determined by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) after digestion with Sial. During the study period, MRSA was found in 31% of
patients with S. aureus-positive cultures. PFGE analysis identified three predominant clones, affecting
94% of the patients. The three clones had been detected since 1999 in one hospital, and were designated
as clones A, B and C. Whereas clones A and B (multidrug-resistant) were related to the two most
prevalent clones in Spain at this time, clone C was identical to EMRSA-15, currently one of the most
common MRSA clones in UK hospitals and also detected in other countries, but rarely in Spanish
hospitals. This imported epidemic clone was detected in c. 10% of patients admitted to one of the three
hospitals in 2002, but its prevalence has increased significantly (32% of the patients investigated in the
three hospitals in the present study), and this clone also accounted for 44% of the isolates from non-
hospitalised patients. Even though EMRSA-15 showed the least multidrug resistance of the three major
clones, it was apparently more virulent, since it was associated significantly (p 0.001) with bacteraemia,
and positive blood cultures were documented for 21% of the patients infected by this clone, compared
with only 10% and 7% of patients infected with clones A and B, respectively.

Keywords Clones, epidemiology, Majorca, methicillin-resistant Staphiylococcus aureus, pulsed-field gel electro-
phoresis, virulence
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INTRODUCTION

Methicillin-resistant Staphylococcus anreus (MRSA)
strains were identified soon after the introduction
of methicillin into clinical practice [1,2]. Since the
first outbreaks of infection caused by MRSA in
Europe during the early 1960s [3], this pathogen
has spread worldwide, not only throughout the
hospital environment, but also among community
patients without exposure to healthcare systems.
Furthermore, the incidence of MRSA is increas-
ing, despite the development of infection con-
trol programmes in many countries. Molecular

Corresponding author and reprint requests: E. Alcoceba,
Servicio de Microbiologia, Hospital Universitari Son Durcta,
C. Andrea Doria No. 55, 07014 Palma de Mallorca, Spain
E-mail: eacruixent@hotmail.com

epidemiology studies have shown that the cur-
rent MRSA pandemic is the result of the global
dissemination of a few highly successful clones
[4,51.

In Spain, the first nosocomial outbreak of this
pathogen was detected in 1981 [6,7], but MRSA
was not a serious problem until the first outbreaks
were detected in major Spanish cities at the end of
1989 [8,9]. Most MRSA outbreaks in Spain
between 1989 and 1995 were caused by the
‘Iberian’ clone, which was first detected in 1989
in Barcelona [10], and which showed resistance to
most antibiotic groups (i.e., macrolides, tetracy-
clines, aminoglycosides and quinolones). How-
ever, in the mid-1990s, this clone was
progressively supplanted by other MRSA clones
associated with less multidrug resistance [11,12].
A Spanish surveillance study performed in 2002

@ 2007 Copyright by the European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
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showed a progressive increase in the proportion
of MRSA isolates (from 1.5% in 1986 to 31.2% in
2002), and an alarming number of methicillin-
resistant isolates were recovered from outpa-
tients; thus, while <5% of community-acquired
S. aureus isolates in 1994 were methicillin-resist-
ant, 17.8% were methicillin-resistant in 2002 [13].

The first MRSA outbreak on the island of
Majorca was described in June 1999; since then
the epidemiology of MRSA infections has chang-
ed in terms of both clinical and microbiological
aspects. The aims of the present work were to
analyse recent data concerning the molecular
epidemiology and susceptibility of the different
MRSA clonal types circulating in Majorcan hos-
pitals, and to compare these results with those of
previous local and national studies in Spain, in
order to describe the evolution of the epidemi-
ology of this pathogen on Majorca in recent
years.

MATERIALS AND METHODS
Patients and clinical isolates

The study was carried out between January 2003 and June
2004 in the three main public hospitals that serve nearly all
the population of the island of Majorca, Spain: Hospital
Universitari Son Dureta (HUSD; 800 beds), which is the
tertiary reference hospital of the Balearic Islands; Hospital
Son Llatzer (330 beds); and Hospital de Manacor (200 beds).
Only the first clinical isolate of MRSA (isolates from coloni-
sation studies were not included) from each patient was
included in the molecular epidemiology study, except for 18
patients who were admitted to two different hospitals at
different times, for whom the first isolate from each admis-
sion was included. Types of clinical sample and hospital
wards were recorded for MRSA-positive patients. Isolates
were identified as S.aureus by standard microbiological
procedures [14].

Antimicrobial susceptibility testing

Susceptibilities to oxacillin, vancomycin, teicoplanin, cipro-
floxacin, erythromycin, clindamycin, gentamicin, mupirocin,
fusidic acid, rifampicin and trimethoprim-sulphamethoxazole
were determined by disk-diffusion according to CLSI recom-
mendations [15]. The breakpoints used for fusidic acid
(susceptible (S) >28 mm, intermediately-susceptible (I) 24—
27 mm, resistant (R) <23 mm) and mupirocin (S 214 mm, R
<13 mm) were those recommended by the disk manufacturer
(Rosco Diagnostica, Taastrup, Denmark). The classical pheno-
types of macrolide-lincosamide-streptogramin B (MLSg)
resistance were defined as follows: constitutive (c)MLSg,
erythromycin- and clindamycin-resistant; inducible (i)MLSg,
erythromycin-resistant, with clindamycin resistance inducible
by erythromycin (presence of antagonism between the two
disks); M phenotype, erythromycin-resistant and clindamycin-
susceptible (absence of antagonism).

Molecular epidemiology studies

All MRSA isolates were characterised by macrorestriction
analysis of chromosomal DNA after Smal digestion and
separation of the fragments by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) using a CHEF-DR III contour-clamped homogeneous
electric field apparatus (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA,
USA), programmed at 200 V (6 V/cm) for 23 h, with switching
times ramped from 1 to 3 s. DNA fragments were visualised
by staining with ethidium bromide and photographed under
UV illumination, and were then interpreted following criteria
recommended previously [16]. Control MRSA strains com-
prised: the three major clones (designated A, B and C) detected
in previous studies at HUSD [17]; the two predominant MRSA
clones, designated Py and Q,, found in a multicentre Spanish
study in 2004 [12]; the pandemic Iberian clone (ATCC BAA-44)
[18); the Brazilian clone (ATCC BAA-43) [19]; the Hungarian
clone (ATCC BAA-39) [20]; the New York-Japan clone
(ATCC BAA-41) [21]; the paediatric clone (ATCC BAA-42)
[22]; and two isolates of EMRSA-15 (DEN4561 and HAR22)
123,24]. The reference strain S. aureus NCTC 8325 [16] was
used as a molecular size standard to normalise the PFGE
profiles. The nomenclature for MRSA clones in the present
study was based on that established for previous collections
7).

Data analysis

Statistical analysis of the categorical variables was performed
using Fisher's exact test and SPSS software (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA), with p <0.05 considered to be statistically significant.

RESULTS

During the period of the study, 389 sequential
MRSA isolates (202 from HUSD, 154 from Hos-
pital Son Llatzer, 33 from Hospital de Manacor)
were recovered from 371 patients in the three
participating hospitals, representing 31% of the
patients with S. aureus-positive cultures. For 170
(46%) of the 371 patients, MRSA was isolated
from only one sample type, whereas it was
isolated from two or more sample types for 201
(54%) patients. The most frequent source of
MRSA was exudates, mainly wound infections,
ulcers and abscesses (49% of the patients), fol-
lowed by the respiratory tract (37%). MRSA-
positive blood cultures and intravenous catheters
were documented for 14% and 7% of the patients,
respectively.

Analysis of the PFGE patterns of the 389 MRSA
isolates revealed that 366 (94%) belonged to three
main clonal types (A, B and C) (Fig. 1). The
remaining 23 (6%) MRSA isolates had different
PFGE patterns, each being detected in <1.5% of
the patients, and were therefore considered to be
sporadic clones. Clone A accounted for 132 (34%)
isolates, clone B for 109 (28%) isolates, and clone
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EMRSA-15 (DEN4561)
| EMRSA-15 (HAR22)

- NCTC 8325

Fig. 1. Snal macrorestriction patterns of clone A, clone B
and the four subtypes of clone C (C1-C4). Two isolates of
EMRSA-15 are included for comparison. Reference strain
NCTC 8325 was used as the molecular size standard.

Table 1. Distribution of the major methicillin-resistant
Staphylococcus aurens (MRSA) clones, grouped according
to the hospital, hospital department and source of isolation

Total MRSA  Clone A Clone B Clone € Others
u (%) n (%) n %) (%) n (%)
Overall 389 (100) 13234 1000Q8) 125032 236
Hospital
HUSD 202 (52) 63031) 70065 5728 1206
Son Llatzer 154 (40) B2 322 516 50)
Manacor 338 5015 505 17 (52) 6 (18)
Department™
Medical wards 182 (46) GO8 4223 6lGR 106
Surgical wards 75 (19) 224(29) 3040y 17 (23) 6 (8)
Icu 423an 1432 18 (42) 11 026) 04
Non-hospitalised 66 (16) 17 (26) HeD 204 609
Seurce of isolation’
Blood 51413) 13 (25} §015) 35
Respiratory tract 137 (35) 53 (38) 402)
Exudates 190 (48) 61 (32) 12 (6)
*Data for isolates from other or unknown departments (1 = 23) and sources of
isulation (1 = 11) not shown

HUSD, Hospital Universitari Son Dureta; ICU, intensive care unit,

C for 125 (32%) isolates (Table 1). These major
clones were not related to any of the five previ-
ously described pandemic clones, including the
Iberian clone, but clones A and B have been
shown previously to be related to the two most
prevalent clones (clones Py and Q;) found in
Spain at the present time. Clone C had a PFGE
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pattern identical to that of the EMRSA-15 epi-
demic clone (Fig. 1). Four subtypes of this clone
(C1-C4) were detected (Fig. 1); the C1 subtype
showed a PFGE pattern identical to that of one of
the known EMRSA-15 control isolates (DEN4561),
and the C2 subtype was identical to the other
control isolate (HAR22).

All three major clones were detected in all three
participating hospitals, although with slight
differences among the different institutions
(Table 1). In HUSD, the most frequent clone was
clone B, isolated from 35% of patients with
MRSA-positive cultures (p 0.002 compared with
the other hospitals, 21%). In contrast, clone A,
detected in 42% of patients, was the most fre-
quent clone in Hospital Son Llatzer (p <0.001
compared with the other hospitals, 29%), and
clone C (52%) was the most frequent clone in
Hospital Manacor (p <0.001 compared with the
other hospitals, 30%).

Several interesting differences were observed
when the distributions of MRSA clones from
patients on different wards were compared
(Table 1). The prevalence of MRSA clone B was
significantly higher among patients admitted to
intensive care units (ICUs) and surgical wards,
being isolated from 42% of all patients with
MRSA-positive cultures in ICUs, compared with
26% in non-ICU wards (p 0.003), and from 40% of
all patients with MRSA-positive cultures in surgi-
cal units (p <0.001). No significant differences
were observed in terms of the distribution of clone
B in the ICUs of the three participating hospitals,
although most (93%) MRSA isolates from ICUs
were recovered from just two hospitals. Moreover,
the overall high prevalence (47%) of clone B
among patients in surgical wards was caused
largely by the contribution from a single hospital.

In contrast, clone C (EMRSA-15) was isolated
more frequently from non-hospitalised patients
(emergency room and outpatient departments),
being isolated from 44% of patients with MRSA-
positive cultures in these departments, compared
with 30% of hospitalised patients (p <0.001),
suggesting that this clone is widespread in the
community.

Interesting differences were also observed
when the different sources of infection were
compared (Table 1). Remarkably, the proportion
of clone C (EMRSA-15) among blood specimens
(52%) was significantly higher (p <0.001) than
among other specimens (29%). Moreover, positive
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Table 2. Antibiotic resistance rates among 389 methicillin-
resistant  Staphylococcus  aureus (MRSA) isolates from
Majorca, Spain

Total MRSA  Clone A  Clone B Clone € Others
n = 389) W=132) =109 (n=125 (n=23)
Antibiotic n (%) 1 (%) n (%) n (%) n (%)
Ciprofloxacin 373 (96) 128 (97) 109 (100) 122 (98) 14 (61)
Gentamicin 128 (33 1703 101 (93) 6(5) 4017)
Trimethoprim- 4(1%) a 3(3%) 0 1(4%)
sulphamethoxazole
Vancomyein 0 [ 0 0 0
Teicoplanin 0 0 0 0 0
Rifampicin 9@ 5(4) 33 1m 0
Mupirocin 21 (5) 10(8) 100 0 0
Fusidic acid 16 (4) 6 (4) 202 7 (6) 14
Erythromycin 272 (70) 83 (63) 104 (95) 75 (60) 10 (43)
Clindamycin
cMLSy 212 (55) 78 (59) 100 092) 25 (20) 9 (39
iMLSy 60 (15) 5(4) 44 50 (40) 1)
MLSp, © lide-i i ptog B (MLSq) resistance;

iMLSg, inducible MLS; resistance

blood cultures were documented for 21% of the
patients who were positive for this clone, com-
pared with 9% of patients positive for other clones
(p 0.001). The percentages of patients with posi-
tive blood cultures who were infected by the two
other major clones (A or B) were only 10% and
7%, respectively.

Table 2 shows the antimicrobial resistance rates
among all 389 MRSA isolates, as well as for the
different clonal types. Overall, the MRSA isolates
were uniformly susceptible to vancomycin and
teicoplanin, and showed low rates of resistance to
mupirocin (5%), fusidic acid (4%), rifampicin
(2%) and trimethoprim-sulphamethoxole (1%).
However, since disk-diffusion was used to test
susceptibility, the presence of isolates with low-
level glycopeptide resistance cannot be ruled out.
Most (96%) isolates were resistant to ciprofloxa-
cin, whereas resistance to erythromycin (70%),
clindamycin (55% with ¢cMLSg; 15% with iMLSg)
and gentamicin (33%) was more variable. Clone B
was associated with the highest rates of multi-
resistance, showing 100% resistance to cipro-
floxacin (p 0.004 compared with other clones),
95% to erythromycin (p <0.001), 92% to clinda-
mycin, plus an additional 3% with the iMLSg
phenotype (p <0.001), and 93% to gentamicin
(p <0.001). In contrast, clone C (EMRSA-15)
showed the lowest rates of multiresistance among
the three major clones, and a significantly lower
level (5%) of resistance to gentamicin (p <0.001).
Interestingly, clone C frequently showed the
iMLSg phenotype (40% of all clone C isolates,
including 67% of those resistant to erythromycin),
whereas this phenotype was infrequent among

the other clonal types (4% of all the non-clone C
isolates, including 5% of those resistant to eryth-
romycin) (p <0.001).

DISCUSSION

During the last four decades, methicillin resistance
in S. aureus has been a problem of global dimen-
sions, affecting mainly hospitalised patients,
although MRSA has also emerged as a commu-
nity-acquired pathogen in recent years. The
prevalence of MRSA in Europe follows a north-
to-south gradient, being lowest in Scandinavian
countries (<2%) and highest in southern Europe,
e.g., Greece, Italy, France, Spain and Portugal
(30-60%) [25]. In Spain, the prevalence of MRSA
has increased continuously since 1986 (1.5%),
reaching 31% in 2002 [13]. Also, as in other
countries, MRSA infections originating in the
community are no longer infrequent, accounting
for 18% of community-acquired S. aureus infec-
tions during 2002 [13].

Although the prevalence (31%) of MRSA
revealed in Majorcan hospitals by this study is
very similar to that reported in the rest of Spain, the
molecular studies revealed remarkable differences
concerning the epidemiology of this pathogen on
the island. In addition to the two predominant
MRSA clones found in Spanish hospitals, a high
prevalence (32%) of the epidemic clone EMRSA-15
was found. Clone C, now classified as EMRSA-15,
was already present in Majorca in 1999 (10% of
MRSA-positive patients), but its prevalence has
increased dramatically in recent years, so that it
accounted for almost one-third of patients with
MRSA who attended Majorcan hospitals in the
present study. EMRSA-15 is the most frequent
clone isolated in UK hospitals [26], and has also
been detected in Germany [27], Finland, Sweden,
Belgium [28], Portugal {29], Australia [30] and New
Zealand [31]. This clone was reported for the first
time in Spain at a teaching hospital in Tenerife
(Canary Islands) [32], but the overall prevalence of
EMRSA-15 in Spanish hospitals was found to be
low (0.7%) in a large study involving >2000 MRSA
isolates recovered between 1996 and 2002 from 110
Spanish hospitals [11].

The differential high prevalence of EMRSA-15
in Majorcan hospitals may be linked to the fact
that the island is a frequent tourism destination
(as is the Canary Islands) for individuals from
countries with a high prevalence of this clone,
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which perhaps highlights the importance of travel
in the international spread of multiresistant path-
ogens. The prevalence of EMRSA-15 was even
higher among non-hospita]ised patients (44% vs.
30%), suggesting that, particularly for this clone,
the flux was mainly from the community to the
hospital setting, and not the other way around (as
might be expected). The increase in MRSA infec-
tions in healthcare institutions other than hospi-
tals could also contribute to this inverted flux. A
study of patients with decubitus ulcers in a
geriatric institution in Majorca between January
2000 and June 2002 revealed a very high preval-
ence of MRSA (70%), and the proportion of clone
C (EMRSA-15) was already high (30%) during
that period compared with 10% in the hospital
setting [33].

A further interesting finding associated with
EMRSA-15 is that, despite showing the lowest
frequency of multidrug resistance among the
three major clones, it was apparently more viru-
lent, since it was associated significantly with
bacteraemia. Positive blood cultures were docu-
mented for 21% of the patients infected by this
clone, compared with <10% for the other major
clones. Analysis of the interplay among patho-
genicity, epidemicity and antibiotic resistance is a
key element in understanding the evolution
of microbial pathogens [34]. Several lines of
evidence support the hypothesis of an inverse
relationship ~ between  antibiotic  resistance
and epidemicity and pathogenicity in MRSA.
Displacement of multidrug-resistant MRSA
clones by more susceptible lineages has been
described in recent years and, particularly for
gentamicin resistance, has been found to be
linked with increased fitness of the susceptible
lineages and a reduction in the use of gentamicin
[12,35-38]. The type of staphylococcal chromoso-
mal cassette (SCC) mec complex could also play a
role, since the SCCmec type showing the most
efficient dissemination (SCCreclV) is also associ-
ated with reduced antimicrobial resistance
[39,40]. Both gentamicin susceptibility (as shown
in this study) and the presence of SCCrmeclV [5]
are characteristics of EMRSA-15. Nevertheless,
the possible association between EMRSA-15 and
bacteraemia, and whether this is related to
reduced antimicrobial resistance, needs to be
confirmed in clinical studies designed with this
specific aim. There are important clinical impli-
cations, in that bacteraemia caused by MRSA is
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associated with increased mortality compared
with that caused by methicillin-susceptible strains
[41].

In conclusion, widespread dissemination of the
epidemic EMRSA-15 clone was found throughout
Majorca, and this clearly differs from the situation
documented in mainland Spanish hospitals. In
addition, a statistically significant association was
found between this clone and lower antimicrobial
resistance rates, non-hospitalised patients and
bacteraemia.
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ABSTRACT

Hospital-acquired methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) strains are no longer limited to
acute-care hospitals but have now spread to other healthcare settings such as long-term-care facilities
(LTCFs), in most of which they are endemic. In Europe, few studies have addressed the MRSA situation
in LTCFs. A cross-sectional study to determine MRSA prevalence and factors associated with S. aureus
carriage in community LTCF residents is reported here. Nasal and decubitus ulcer cultures were
performed for residents of nine community LTCFs. Residents were classified as MRSA carriers,
methicillin-susceptible S. aureus carriers and non-carriers. Overall, 1377 nasal swabs and 82 decubitus
ulcer cultures were performed. MRSA was isolated from 15.5% and 59.0% of the former and latter,
respectively. The prevalence of MRSA colonization was 16.8% (95% CI 14.9-18.8), varying from 6.7% to
35.8% (p <0.001) among LTCFs. Several independent variables were related to MRSA colonization. It is
noteworthy that residents in an LTCF with fewer than 150 beds had at least a two-fold higher probability
of being MRSA carriers. Modifiable factors were medical devices, decubitus ulcers and previous
antibiotic treatment. An age of 85 years or older, a Charlson index >2 and transfer from an acute-care
facility were non-modifiable factors also related to MRSA colonization. A high MRSA prevalence among
residents in community LTCFs in Spain, with great variability among facilities, was found. The factors
identified as being associated with MRSA colonization could be prevented by the implementation of
several measures. Control strategies need to be coordinated between LTCFs and acute-care hospitals.
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in acute-care hospitals in Spain was reported two

L decades ago [1,2], and it has become the major
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problem related to multiresistant microorganisms
in the healthcare system. Furthermore, MRSA
strains have spread into facilities related to the
healthcare setting, such as long-term-care facilities
(LTCFs), and are endemic in the majority of them
[3,4]. Control measures to limit MRSA spread in
LTCFs are controversial [5]. Most studies on the
prevalence of MRSA colonization in LTCFs have
been performed in Veterans’ Affairs facilities in the
USA; however, the epidemiology of MRSA in
community LTCFs should be differentiated from
those facilities [6]. In Europe, some studies have
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recently evaluated the prevalence of MRSA colo-
nization in these facilities [7-10]. In Spain, only a
few studies have addressed the interaction of
MRSA strains between hospitals and other health-
care facilities [11-14]. An interesting finding is that
patients with S. aureus bloodstream infection diag-
nosed at hospital admission following referral
from an LTCF were associated with the presence
of methicillin resistance [14]. Patients in whom
MRSA carriage acquired during a previous hospi-
tal admission or stay in a LTCF was persistent were
found to be at high risk of MRSA infection,
although a low prevalence of these infections has
been reported in LTCFresidents [15,16]. Transfer of
patients from acute-care hospitals to LTCFs is often
delayed because of MRSA carriage. To determine
the extent of this situation, a cross-sectional study
was conducted in a large number of residents in
community LTCFs for the elderly. The aims were to
determine the prevalence of MRSA colonization
and to define factors associated with S. aureus
carriage in this population.

MATERIALS AND METHODS
Study design

This was a cross-sectional prevalence survey.

Study population and characteristics of community LTCFs

The study was performed in November 2005, in residents of
community LTCFs for the elderly, located in two communities
in Spain (Catalonia and the Balearic Islands).

Nine LTCFs with a total of 1586 beds (median 120; range
72-552 beds) were included in the study. Five of these are
allocated to the geographical area of influence of a 900-bed
acute-care hospital (Hospital Universitari de Bellvitge), three
to that of a 490-bed hospital (Corporacié Sanitaria Parc Tauli)
and one to that of an 800-bed acute-care hospital (Hospital
Universitari Son Dureta). These facilities provide care for
elderly permanent residents who may be disabled or infirm.
All of these facilities have their own medical services, and
most include a dementia ward. Residents are accommodated
in rooms with one, two or three beds.

These LTCFs do not use active surveillance cultures to
detect MRSA carriage, and decolonization pmcedu:es are not
routinely performed. All facilities take standard precautions
for patient care, and contact precautionary measures are
occasionally applied for those pati colonized or infected
by MRSA. A common policy of all the facilities is that known
MRSA carriers are not denied admission.

Data collected

Medical charts were reviewed for basic clinical and epidemi-
ological information. The following data were obtained for all
residents: age, sex, facility and date of admission, underlying

diseases (Charlson index) [17], functional status (Barthel
index) [18], prior MRSA isolation, presence of decubitus
ulcers, previous antibiotic treatment in the last 3 months, use
of invasive devices (peripheral venous catheter, nasogastric
tube and urinary catheter) in the last 7 days, and the presence
of current infections. :

Microbiological methods

To assess MRSA colonization, samples for cultures were
obtained from anterior nares and third-degree or higher-
degree decubitus ulcers, when applicable. These areas were
swabbed with sterile cotton-tipped applicator sticks, which
were immediately placed into Stuart transport medium.
Nasal and decubitus ulcer swabs were first plated onto
coagulase-mannitol agar plates and selective MRSA agar
medium (MRSA Select; Bio-Rad Laboratories, Madrid,
Spain). Swabs were then inoculated into staphylococeal
enrichment broth composed of brain-heart infusion plus
7% NaCl. After 24 h of incubation at 35°C, the broth was
subcultured onto coagulase-mannitol and MRSA Select
plates. All plates were incubated for 48 h and inspected
daily. Suspected S. aureus colonies were identified by the
latex agglutination test (Pastorex® Staph-plus; Bio-Rad
Laboratories) and DNase production (DNase Test Agar;
Biomedics, Madrid, Spain). Methicillin resistance was deter-
mined by the cefoxitin disk diffusion method following CLSI
recommendations. Testing for antimicrobial susceptibility to
penicillin, oxacillin, cefoxitin, erythromycin, clindamycin,
gentamicin, tobramicin, rifampin, tetracycline, trimetho-
prim-sulphamethoxazole, ~chloramphenicol, ciprofloxacin,
vancomycin, teicoplanin, mupirocine, fusidic acid, quinupri-
stin-dalfopristin and linezolid was performed by the disk
diffusion method. [19].

Statistical analysis

For the purpose of this study and on the basis of the results,
residents were classified as MRSA carriers, methicillin-sus-
ceptible S. aureus (MSSA) carriers and non-carriers. Following
the methodology suggested by Harris et al. [20], two separate
analyses were performed to compare, first, MSSA carriers
with non-carriers, and second, MRSA carriers with non-
carriers. Results were interpreted as follows: significant
variables in the former analysis were considered to represent
unique factors associated with MSSA colonization, and those
in the second were considered to be factors associated with
MRSA colonization. Variables with statistical significance in
both analyses were considered to be factors related to
S. aureus carriage.

Categorical variables were analyzed with chi-square tests
or Fisher's exact test, as appropriate. Continuous variables
were analyzed with Student’s f-test or non-parametric tests.
Variables associated with MRSA carriage with a probability
equal to or less than 0.1 were further examined using
advanced multivariable logistic regression modelling. All
statistical tests were two-tailed, and p-values <0.05 were
considered to be significant. spss package version 12.0 was
used.

Approval for the study was obtained from the Research
Ethics Committee of the Hospital Universitari Bellvitge. No
written informed consent was obtained, because the study met
the criteria for a waiver of this requirement.

© 2008 The Authors
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Table 1. Prevalence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) colonization and clinical characteristics of
residents in different community long-term-care facilities included in the study

Centres (number of beds)

1220y 2 (120) 3(552) 4 (7
Residents, n 195 15 466 2
Male sex (%) 354 217 318 181
Mean age (years) 761 829 822 839
Charlson index 22% 731 470 352 472
Barthel index <30% 554 235 22 78
Decubitus ulcers (%) 123 61 58 28
Invasive devices use (%) 92 26 17 14
Prior antibiotic treatment (%) 297 26 103 125
Prior MRSA carriage (%) 2118 17 13 69
Stay =6 months (%) 724 922 98 93.1
MSSA colonization (%) 169 87 243 167
MRSA colonization (%) 26 243 84 153

501 6 (94) 7 (121 8(124) 9(182) Total (1566)
95 89 109 73 163 1377
221 157 394 260 258 28.6
832 839 772 83.0 813 812
674 580 704 403 66.7 528
44.2 409 75.2 194 4.2 334
84 8.0 302 14 18 81
32 23 27.6 56 a 5.0
232 182 4“0 408 36.2 225
63 0 28 0 8.0 5.6
90.4 93.0 602 549 944 85.1
158 247 294 274 138 167
284 6.7 358 274 104 168

MSSA, methicillin-susceptible Staphylococcus aureus.

RESULTS
Characteristics of patients

All residents present on the day of the study
(1377) were included in the analyses. Character-
istics of residents as ascribed by community
LTCFs are shown in Table 1. Among them,
71.4% were women; the mean age was 81.2 years
(SD 9.9 years). Underlying conditions were pres-
ent in 1138 (82.6%) residents. The most frequent
of these conditions were dementia in 548 (39.8%)
residents, diabetes mellitus in 321 (23.3%),
chronic obstructive pulmonary disease in 206
(15%), solid tumours in 194 (14.1%), and hemi-
plegia in 169 (12.3%). The median Charlson
index was 2 (interquartile range: 1-3) points,
and the mean Barthel index was 54.16 (SD 38.3)
points.

Prevalence of MRSA colonization

Cultures were performed from a total of 1377
nasal swabs and 82 decubitus ulcer swabs.
S. aureus carriage was observed in 33.5% of the
residents; 50.0% showed methicillin resistance.
Overall, 231 (16.8%) residents were colonized by
MRSA, 230 (16.7%) were colonized by MSSA, and
the remaining 916 (66.5%) were non-carriers. The
prevalence of MRSA colonization among resi-
dents was 16.8% (95% CI 14.9-18.8), varying
from 6.7% to 35.8% (p <0.001) among the LTCFs
(Table 1). MRSA was isolated from 213 (15.5%)
nasal swabs and from 49 (59.0%) decubitus
ulcers. Eighteen residents with decubitus ulcers
colonized by MRSA had a concomitant negative
nasal swab, and in 31 residents both sites were
colonized. Prior MRSA carriage was known in 77

© 2008 The Authors

(33.3% of the residents colonized by MRSA). No
MRSA infection was recorded during the cross-
sectional study.

Factors associated with S. aureus colonization in
community LTCF residents

Table 2 shows bivariate and multivariate analysis
comparing MRSA carriers with non-MRSA carri-
ers. MSSA carriers had a higher Charlson index,
more often had invasive devices, and more often
had been transferred from hospitals and resided
in facilities with <150 beds, as compared with
non-carriers (data not shown). Variables associ-
ated with MRSA colonization were age of
85 years or more, existence of decubitus ulcers,
previous antibiotic treatment, presence of inva-
sive devices, comorbidity, transfer from an
acute-care hospital, and residence in facilities
with <150 beds. Multivariate analysis to identify
independent factors associated with MSSA and
MRSA colonization are shown in Tables 3 and 4,
respectively. A comparison of the two models
showed that for MSSA carriers, a Charlson index
>2 points and residence in a facility with <150
beds remained independent factors. On the other
hand, several independent variables were related
to MRSA colonization. It is noteworthy that
residents of a facility with <150 beds had at least
a two-fold higher probability of being MRSA
carriers (OR 2.10; 95% CI 1.52-2.92). Other mod-
ifiable factors were medical devices, presence of
decubitus ulcers, and previous antibiotic treat-
ment. Age of 85 years or more, a Charlson index
>2 points and transfer from an acute-care hospital
were non-modifiable factors also related to MRSA
colonization.
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Table 2. Bivariate and multivariate

MRSA camiers,  Non-MRSA Univariate OR Maltivariate OR " .
n=21 cariers,n=1146 MRSA/mon-MRSA  MRSA/non-MRsa  analysis of associated factors for
n (%) (%) carriers (95% CD) carriers (95% €D methicillin-resistant  Staphylococcus
aureus (MRSA) colonization

Sex (male) 72(312) 322 (281) 115 (0.85-157)

Age 285 years 95 41.3) 380 (334) 1.41 (1.05-1.88) 1.60 (1.16-2.21)

Charlson index 22 [17] 148 (64.6) 567 (50.4) 1.79 (133-241) 1.50 (1.09-2.08)

Barthel index <30 [18] 98 (43.0) 344 314) 165 (123-221) 1.02 (0.72-143)

Decubitus ulcers 26 (20.1) 65 (5.7) 417 (2.77-628) 2.56 (1.58417)

Previous antibiotic 97 (429} 207 (18.4) 3.33 (2.13-4.42) 244 (1.75-339)

Medical devices 31(135) 76D 467 (283-771) 247 (135-4.52)

Transferral from 55 (24.1) 103 (9.4) 307 (213-442) 215 (1.39-33D

acute-care centre
Stay 26 months 176 (77.9) 943 (86.6) 054 (036-0.78) 0.80 (0.53-122)
Centre with <150 beds 131 (56.7) 422 (368) 2.25 (1.68-2.99) 177 (129241

Comparison of patients colonized by MRSA with a control group of non-MRSA carriers.

Table 3. Associated factors for methicillin-susceptible
Staphylococcus aureus carriage vs. no S. aureus carriage

OR 95% CI P
Age 285 years 084 0.61-1.17 031
Charlson index 22 195 1.31-290 0.001
Barthel index <30 107 0.76-1.50 070
Decubitus ulcers 1.24 0.65-2.36 051
Previous antibiotic use 077 052-1.15 020
Medical devices 150 0.66-3.39 033
Trensferral from acute-care centre 145 0.88-2.40 0.14
Stay 26 months 073 0.48-1.12 016
Centre with <150 beds 169 1.24-2.31 0.001

Logistic regression model.

Table 4. Associated factors for methicillin-resistant Staph-
ylococcus aureus carriage vs. no S. aureus carriage

OR 95% CI P
Age 285 years 1.56 113-2.19 0.009
Charlson index 22 2.36 1.57-3.55 <0.001
Barthel index <30 1.08 076-155 064
Decubitus ulcers 292 173-493 <0.001
Previous antibiotic 220 1.56-3.13 <0.001
Medical devices 3.05 1.56-5.97 0.001
Transferral from acute-care centre 252 1.59-4.02 <0.001
Stay 26 months 0.80 051-1.26 034
Centre with <150 beds 210 1.52-292 <0.001
Logistic regression model.

DISCUSSION

In Europe, there is little information on the
prevalence of MRSA colonization among LTCF
residents. Recent studies have reported preva-
lences of 22% in the UK [7], 9.3% in Slovenia [8],
8.6% in Ireland [10] and 1.1% in Germany [9].
These figures are lower than those reported in
studies of Veterans' Affairs facilities in the USA,
where the colonization rate can reach 45% [6,21].
To our knowledge, this is the first report on the
prevalence of MRSA colonization in community
LTCFs in Spain.

In a previous study, the clinical epidemiology
of patients with S. aureus bloodstream infections
upon hospital admission was analyzed, and the

major risk factors for methicillin resistance were
prior MRSA isolation and having been transferred
from an LTCF [14]. Given the increasing rate of
exchange of patients between facilities in the
healthcare setting and acute-care hospitals, it
seems pertinent to determine the magnitude of
MRSA colonization in LTCFs, as the extent of this
problem could influence the infection control
practices implemented by hospitals [22]. In Spain,
guidelines for the prevention of MRSA transmis-
sion in acute-care hospitals are well established
[23], even though there is a lack of such recom-
mendations for LTCFs. The policy of most facil-
ities is to admit MRSA carriers, although transfer
of these patients from acute-care centres is often
limited. This is because healthcare personnel have
not been instructed on the measures for handling
MRSA-colonized patients, and contact precaution
measures are costly.

We analyzed a large number of patients from a
homogeneous type of LTCF, ie. community
LTCFs, and performed cultures from nasal swabs
and decubitus ulcers, which has been reported to
be a valid and efficient method for the detection of
MRSA carriage [24,25]. It is worthy of note that 18
residents in this study had decubitus ulcers
colonized by MRSA and a concomitant negative
nasal swab. No prior decolonization was recorded
in their medical records, and intestinal MRSA
carriage was not ruled out [26]. A high prevalence
of MRSA colonization was found among patients
within these institutions. This study allows an
appreciation with further detail of the MRSA
situation in the healthcare system. However, it is
important to emphasize that active surveillance
within LTCFs is not recommended in the absence
of surveillance of suspected outbreaks of infection;
thus, this study is not reproducible in daily clinical
practice. In LTCFs, clinical samples and medical

© 2008 The Authors
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records from hospitals should be considered, to
define the baseline rate of MRSA colonization
within a facility [21]. In the present study, approx-
imately one-third of the residents colonized by
MRSA were previously recognized as MRSA
carriers by the facility; this indicates irregular
application of the aforementioned recommenda-
tions. An outstanding finding is the wide variation
in the prevalence of MRSA colonization among
facilities, something that has been pointed out in
other reports [21]. Differences in colonization rates
may depend on several factors, such as the
prevalence of MRSA in the referral hospital and
infection control practices at the LTCF.

To determine factors associated with MRSA
colonization, two separate models using multi-
variate analysis were built. This is an effective
method for identifying factors associated with
resistant pathogens, particularly for studies on
infection control [20,27]. In this analysis, only the
size of facilities was considered as a specific factor
related to MRSA colonization; thus, it is difficult
to interpret the differences found in the preva-
lence of MRSA colonization among LTCFs. A
limitation of this point-prevalence study is the
absence of a second sample to confirm the
residents’ carrier status; consequently, it was not
possible to detect intermittent MRSA carriage. In
LTCFs, the rate of intermittent carriage of MRSA
is approximately 15% [26]. The study design
makes it difficult to determine the exact risk of
MRSA colonization; therefore, only associated
factors are referred to. Independent factors asso-
ciated with 5. aureus carriage in community LTCF
residents were comorbidity and the size of the
facilities. Independent factors associated with
MRSA colonization among this population were
presence of decubitus ulcers, previous antibiotic
treatment, age of 85 years or more, use of invasive
devices, and transfer from an acute-care hospital.
Limited data are available concerning risk factors
for MRSA colonization in LTCFs in Europe.
Vovko et al. [28] found previous antibiotic treat-
ment and hospital admission to be risk factors in
an LTCF with a low number of MRSA carriers.
Interestingly, in other studies, care facility-specific
risk factors for MRSA colonization, e.g. low ratio
of nurses to beds, have been associated with
MRSA carriage [7,29]. In our model, there is no
variable that could explain why centres with <150
beds constitute an independent factor associated
with S. aureus colonization, but we have observed

© 2008 The Authors
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that some of these facilities are deficient in
application of standard measures to limit cross-
transmission. A stay of more than 6 months in an
LTCF has been found to be associated with the
rate of MRSA colonization [29], in contrast to the
findings of other authors [9,10]. In the present
study, a stay of fewer than 6 months in an LTCF
was associated with MRSA colonization only in
the bivariate analysis; this should be interpreted
as a survival bias due to the study design.

These observations show that factors related to
methicillin resistance among residents in commu-
nity LTCFs are similar to those described in
hospitalized patients [30]. It is noteworthy that
modifiable factors could be prevented by the
introduction of only a few infection control
measures. Appropriate, individualized and easy-
to-implement infection control precautions, to-
gether with the promotion of a healthy lifestyle
for residents, should be observed in LTCFs. Hand
washing (alcohol-based gel) protocols, educational
programmes for healthcare personnel, guidelines
for antibiotic use and enhanced efforts to prevent
the development of decubitus ulcers would all be
suitable measures for community LTCFs.

To conclude, this study reports a large reservoir
of MRSA among community LTCFs in Spain. The
results indicate that restriction of referral of MRSA
carriers from acute-care hospitals to community
LTCFs would not be effective, because there is a
high prevalence of silent carriers. Patients trans-
ferred from LTCFs to hospitals should be consid-
ered at high risk for MRSA colonization and
should be included in a screening programme at
admission. We therefore recommend that control
strategies be coordinated between LTCFs and
acute-care hospitals. Further studies are necessary
to define the clinical impact of MRSA colonization
among residents in community LTCFs.
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cuenta que ambos métodos utilizan
anticuerpos de una misma proceden-
cia. Aunque la confirmacién definiti-
va de algunos serotipos precisa ser
efectuada mediante el test de Que-
llung, nuestros resultados coinciden
con los de otros autores*y apuntan a
que el empleo de Pneumotest-Latex
resulta muy ttil como método inicial
de tipificacién. Si bien no debe consi-
derarse una alternativa excluyente
respecto al test de Quellung, dada su
comodidad y accesibilidad a personal
menos entrenado y su capacidad para
la correcta identificacién de serogru-
pos, su uso puede reducir enormemen-
te el nimero de determinaciones que
realizar por esta téenica de referencia.
Entre sus limitaciones hay que desta-
car, ademas de la falta de poder discri-
minativo dentro de determinados se-
rogrupos, su elevado precio.
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Neumonia nosocomial por

Staphyl aureys resistent
ameticilina de origen comunitario
productor de leucocidina

de Panton-Valentine

Sr. Editor: La leucocidina de Pan-
ton-Valentine (LPV), identificada en
1932}, es una exotoxina especifica de
Staphylococcus aureus con propieda-
des leucotéxicas en polimorfonuclea-
res y macréfagos humanos. Estd pro-
ducida por menos del 1% de los
aislados de S. aureus®. Las cepas de
S. aureus productoras de LPV estan
relacionadas con infecciones pidgenas
de la piel (como los foranculos) y, con
menor frecuencia, con la neumonia
necrosante grave®. También se ha ase-
ciado con el recientemente conocido
S. aureus resistente a meticilina
(SARM) comunitario®. A continuacién
presentamos el caso de un paciente
con una neumonfa nosocomial por
SARM productor de LPV.

Varén de 34 anos, natural de la In-
dia aunque residente en Espaia desde
hace 6 anos, trabajador en la hostele-
ria en Mallorea, fumador y bebedor
importante (con dependencia alcohdli-
ca). Fue traido a urgencias en abril de
2007 por un traumatismo craneoence-
falico con hematoma subdural. El pa-
ciente ingres6 en la unidad de cuida-
dos intensivos (UCI) intubado y
conectado a ventilacion mecanica, y
recibi6 tratamiento antibiético empiri-
co con amoxicilina-cido clavuldnico.
La cifra de leucocitos en sangre era de
12,05 x 10%/ul. En el primer dia del in-
greso se realizé un broncoaspirado
(BAS). En el cultivo crecié una flora
mixta respiratoria. A los 8 dias del in-
greso present6 fiebre y secreciones pu-
rulentas espesas, y en la radiografia
de térax se objetivé una neumonia en
el 16bulo inferior izquierdo complicada
con atelectasias bibasales. La concen-
tracién de leucocitos en sangre era en
ese momento de 4,10 x 10%/l. Se re-
cogi6 una nueva muestra de BAS en la

que se aislaron mds de 10° unidades
formadoras de colonia (ufc) de S. au-
reus. En el antibiograma, realizado
con el método de difusioén con discos
siguiendo los criterios del Clinical
and Laboratory Standards Institute
(CLSI), este aislado (cepa 05015862)
cra Unicamente resistente a todos los
antibiéticos betalactamicos (incluyen-
do la oxacilina), y sensible a la eritro-
micina, clindamicina, ciprofloxacino,
cotrimoxazol, vancomicina, teicoplani-
na, rifampicina, linezolid, gentamici-
na, tobramicina, tetraciclina, cloranfe-
nicol, mupirocina y dcido fusidico. Se
suspendié el tratamiento antibidtico
anterior y se administré vancomicina.
En el posterior estudio de colonizacién
de SARM (cultivo de exudados nasal,
axilar e inguinal), realizado a los
10 dias del ingreso, se aislé este mi-
croorganismo en el exudado nasal con
el mismo patrén de resistencia. El pa-
ciente recibié tratamiento con dcido
fusidico intranasal y lavados con clor-
hexidina en axilas e ingles durante
5 dias. A los 15 dias del ingreso se vol-
vi6 a aislar SARM en el cultivo del
BAS con el mismo antibiograma. A los
17 dias se le retiré la intubacién. La
cifra de leucocitos a partir de este mo-
mento y hasta el alta se mantuvo en-
tre 9y 13 x 10%/pul. A los 22 dias, se
aislé en el BAS mds de 10° ufe de
Pseudomonas aeruginosa sin aislarse
SARM, por lo que se asocié ceftazidi-
ma y tobramicina a la vancomicina, y
se administraron los tres antibioticos
durante 18 dias. A los 30 dias, el pa-
ciente ingresd en planta. En un estu-
dio de colonizacién, realizado a los
35 dias, se aislé SARM en el exudado
axilar con el mismo antibiograma, por
lo que se repitieron los lavados con
clorhexidina en axilas e ingles duran-
te 5 dias. Los siguientes tres estudios
de colonizacién fueron negativos para
SARM, la evolucion fue buena y el pa-
ciente fue dado de alta y derivado a un
centro de rehabilitacién.

Se realizé una reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) multiple en
las dos primeras cepas de SARM del
paciente (la del BAS y la del exudado
nasal) para los genes mecA (resisten-
cia a la meticilina), nue (especifico de
S. aureus) v luk-PV (produccion de
LPV)®. En ambas cepas, la PCR fue
positiva a los tres genes. Se utilizé
como control positive la cepa de SARM
comunitario 3922-04, aislada en un
absceso gliteo de un nino de origen
ecuatoriano y proporcionada por la
doctora Emilia Cercenado, del Hos-
pital Gregorio Maraién de Madrid®.
Se efectud otra PCR miltiple para la
tipificacién del complejo del gen de
la recombinasa del casete cromosé-
mico (cer)®, en la que presentaron el
casete cromosémico estafilocdcico mee
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(SCCrmec) de tipo IV. En el estudio de
epidemiologia molecular por electro-
foresis en campo pulsade (ECP), usan-
do Smal como enzima de restriccion,
las dos cepas del paciente fueron idén-
ticas entre si, diferentes de los tres
clones intrahospitalarios mayoritarios
en Mallorca (clones A, B, CY, e intere-
santemente presentaron un patron de
bandas idéntico al de la cepa de refe-
rencia 3922-04 (fig. 1).

La neumonia producida por cepas
de S. aureus productoras de LPV se ca-
racteriza por ser mis frecuente en
adultos jévenes previamente sanos y
se suele manifestar con fiebre alta, he-
moptisis, elevada frecuencia cardiaca
¥ leucocitopenia, con una clevada mor-
talidad®. Recientemente, se estan de-
tectando en nuestro pais algunas neu-
monias causadas por cepas de SARM
productoras de LPV en localizaciones
geogrificas diversas como Tenerife?
(clon ST125-MRSA-IV) y Galicia'®
(clon ST80-MRSA-IV), aunque, actual-
mente, el genotipo predominante en
Espana entre las cepas de SARM pro-
ductoras de LPV es el ST8-MRSA-IV,
relacionado con el clon USA300, que es
la cepa de SARM comunitaria mas
prevalente en los Estados Unidos™.

El patrén de ECP de nuestra cepa,
asi como el de la cepa 3922-04, es
idéntico al del clon (D1) descrito por
primera vez en Madrid en 2003, res-
ponsable de varias infecciones cu-
taneas de origen extrahospitalario,
particularmente en la poblacién pe-

didtrica'?. Aungue no se ha realizado
tipificacién mediante multilocus se-
quence typing (MLST) de nuestra
cepa, este clon parece pertenecer al
ST8-MRSA-IV (Fernando Chaves, co-
municaeién personal).

A pesar de ser la neumonia de ad-
quisicién nosecomial, lo mas proba-
ble es que el paciente estuviera pre-
viamente colonizado por esta cepa en
1a orofaringe, puesto que la coloni-
zacién por SARM puede durar de
meses a anos. Posteriormente, el pa-
ciente, tras la intubacién y el trata-
miento antibiético con amoxicilina-
dcido clavulanico como factores pre-
disponentes, desarrollaria la neumo-
nia por la aspiracion de las secrecio-
nes orofaringeas. Un estudio estima
que hasta en el 80% de los casos glo-
bales de infeccién nosocomial por
S. aureus, el paciente estaba coloni-
zado por este microorganismo antes
del ingreso'’. Ademas, hasta el mo-
mento, esta cepa no se ha detectado
en ningan otro paciente ingresado en
nuestre hospital, incluyendo un estu-
dio de colonizacién de SARM efectua-
do en los pacientes ingresados en la
misma unidad de UCI, lo que va mas
a favor de la adquisicién extrahospi-
talaria de dicha cepa. En cualquier
caso, la emergente diseminacién de
clones de SARM productores de LPV
en Espana obliga a mantener una vi-
gilancia activa de este fendémeno por
sus notables consecuencias clinicas y
terapéuticas.

Agr 08

Clon B

Figura 1. Electroforesis en campo pulsado de
cepas de SARM usando Smal como enzima de
restriccion. Carriles: 1 Clon A, 2 Clon B, 3 Clon C
(EMRSA-15), 4 cepa 05015862, 5 cepa 3922-04
productora de LPV (proporcionada por la doctora
Cercenado), 6 cepa control de Staphylococcus au-
reus NCTC 8325 utilizada como marcador de
peso molecular,
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Staphylococcus aureus resistente a la meticilina de origen

comunitario
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Recientemente, las cepas de Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM) han aparecido como una
causa de infecciones iridas en la idad (CO) en
pacientes sin los factores de riesgo establecidos para la
inf por dichos patég En nifios y
jovenes previamente sanos prod , principal
infecciones leves de piel y partes blandas, pero también
pueden causar fascitis y neumonia necrosante grave. Las
cepas de SARM-CO se difi ian de las hospitalarias en
su sensibilidad a multiples clases de antimicrobianos y en
sus caracteristicas genéticas. La mayoria de ellas

estafil

(SCCmec) de tipo IV y producen la leucocidina de
Panton-Valentine (LPV), una citotoxina que provoca
destruccion de los leucocitos y necrosis tisular.

parten el

A I el clon predomi es el USA300, que se
ha diseminado por Estados Unidos, Europa y Australia. En
Espania, el clon pred esta relaci do con el
USA300. El principal i de es por

i entre p jue también se han
implicado en la transmisién alg animales d
y de granjas. En los paci con infecci purul

de piel y partes blandas, Ia incisi6n y el drenaje

Community-aequired methicillin-resistant Staphylocoecus

aureus

R ly, hicilli istant Staphyl

(MRSA) has emerged as a cause of community-acquired
(CA) infi without blished risk

factors for MRSA. CA-MRSA strains mainly cause mild skin
and soft tissue infections in otherwise healthy children and
young adults, but can also cause severe necrotizing
fasciitis and pneumonia. In contrast to nosocomial MRSA,
CA-MRSA are, in general, susceptible to multiple

il bials and p a different genotype. Most CA-
MRSA strains share the staphyl I ch |
cassette (SCCmec) type IV and produce Panton-Valentine
leukocidin (PVL), a cytotoxin that causes leukocyte
destruction and tissue necrosis.
At present, the predominant clone is the USA300 clone,
which is widely disseminated in the United States, Europe
and Australia. In Spain, the predominant clone is related to
the USA300 clone. The main hanism of ission is
close person-to-person contact, although household pets
and farm animals have also been implicated.
In patients with purulent skin and soft tissue infections,

ituyen el f ental, que se debe the mai of tr tis i and drainage.
asociar a [a ad de antibioti sila resp Antimicrobials are indi d in vati notr to
es inadecuada. Se puede admi lindamici appropriate drainage. Clindamycin, trimethoprim-
i lo icli y se debe evitar la utilizacién th I

de fluoroquinolonas por su facilidad para desarrollar
resistencia. En el caso de infecciones graves, la

sigue siendo el i de eleccion, si
bien hay otras alter como el i id y la
! icina { pto en las ). Las normas de

higiene general son la medida mas eficaz para evitar su
diseminacion.

clave: Staphyle aureus resi: a
meticilina (SARM). Infi enla idad. SARM-
CO. 1L 1!

Palah
P

idina de Panton-V,
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or tetracy can be administered,
while the use of fluoroquinolones should be avoided due
to the rapid emergence of resistance. For severe infections,
vancomycin should be used. Other alternatives are
linezolid or daptomycin (only if there is no pulmonary
invol 1 hygiene p are the most
efficient measure to prevent spread.

). A

Key words: icilli phy Is aureus
{MRSA). Community-acquired infections. CA-MRSA.
Panton-Valentine leukocidin.

Introduccion

Las cepas de Staphylococeus aureus con resistencia a
la meticilina (SARM) son una de las principales causas
de infecciones hospitalarias y, en general, de infecciones
asociadas a los cuidados sanitarios (ACS)'. A pesar del
aumento de la prevalencia de SARM en los hospitales, es-
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tas cepas se han aislado con poca frecuencia en la comu-
nidad. En muchas situaciones los SARM se detectan en
la comunidad cuando los pacientes, todavia infectados o
colonizados por estos mieroorganismos, son dados de alta
de un centro hospitalario, o bien cuando se transmiten a
la comunidad a partir de personal hospitalario coloniza-
do. Estas cepas se asocian con infecciones que comienzan
en la comunidad pero que presentan factores de riesgo
hospitalarios. Sin embargo, en la tltima década, nume-
rosas comunicaciones han descrito la existencia de infec-
ciones por SARM en la comunidad, cuyo origen no estd
relacionado con el hospital o con los cuidados sanita-
rios?!. Ademds, hay evidencia meolecular que permite
identificar a estas cepas de SARM como verdaderas co-
munitarias y que demuestra que también han evolu-
cionado en la comunidad, se han adaptado bien a sobre-
vivir alli y estdn causando brotes comunitarios'®. Estas
cepas son las denominadas SARM de origen comunitario
(SARM-CO) gue producen infecciones en pacientes que
no presentan los factores de riesgo establecidos para la
infeccién por SARM: por ejemplo, no tienen una historia
previa de infeccién o colonizacién por SARM; no han sido
hospitalizados en el afio previo al aislamiento ni han re-
cibido asistencia en centros sociosanitarios ni de dialisis;
no han sido sometidos a cirugia o implantacién de caté-
teres permanentes u otros dispesitivos médicos, y no son
familiares de trabajadores sanitarios®’. No obstante, una
definicién de SARM-CO gue incluya dnicamente los SARM
aislados de personas sin factores de riesgo de adquisicién
hospitalaria puede excluir a pacientes infectados con ce-
pas que genéticamente son SARM-CO, por lo que tam-
bién se debe tener en cuenta las caracteristicas genéti-
cas de los aislados para definirlos como comunitarios®.
Actualmente, el rapido aumento de la prevalencia de
SARM-CO en algunos paises, asi como su reciente intro-
duccién y diseminacién en los hospitales, ha difuminado
las fronteras entre cepas de adquisicién comunitaria y
hospitalaria, y ha creado la necesidad de realizar una de-
teccién precoz y de reconsiderar nuevas estrategias tera-
péuticas®®,

Epidemiologia

En los dltimos 10 anos la epidemiologia de SARM ha
cambiado. Los SARM-CO difieren de los hospitalarios en
el espectro de la enfermedad y en la epidemiologia. Estas
cepas parecen tener un reservorio fuera del hospital, son
causa principalmente de infecciones de piel y partes blan-
das, generalmente foruinculos y ab ¥, en i

y cerdos)'**, En Espana se han descrito infecciones por
SARM-CO principalmente en ninos y en pacientes de ori-
gen sudamericano'®7,

Los clones de SARM-CO difieren notablemente de los
SARM hospitalarios o SARM-ACS, y presentan genotipos
distintos de los de aislados hospitalarios de la misma co-
munidad. Actualmente, la mayor incidencia de SARM-
CO se ha observado en Estados Unidos, donde los clones
maés frecuentes son los denominados USA400 y USA300,
pertenecientes a las secuencias tipo ST1 y ST8 de MLST
(multilocus sequence typing), respectivamente*®. Estos 2
clones son los responsables de la mayoria de las infeccio-
nes causadas por SARM-CO, principalmente el USA300
(cepa tipo denominada USA300-0114) que actualmente
ha desplazado al USA400, y que posteriormente se ha di-
seminado por los hospitales de Estados Unidos y también
por Europa y Australia®*®®. En otros continentes los ST
mas frecuentes de SARM-CO son el ST30 (Pacifico sur),
el 8T59 (Taiwan) y el ST80 (Europa). En Europa también
se han descrito el ST8 y el ST305%, En Espana el clon
més frecuente de SARM-CO pertenece al ST8 y est4 re-
lacionado con el elon USA300; con menor frecuencia tam-
bién se han detectado otros clones pertenecientes al ST80
y al ST5 (pediatrico)'®7. El ST398, que histéricamente no
se ha asociado a infeccién en humanos (clon de animales),
es actualmente el SARM-CO més frecuente en granjeros
en contacto con cerdos, e incluso en la poblacién general en
algunas regiones de Europa®.

Caracteristicas genéticas

Las caracteristicas genéticas y fenotipicas de SARM-
CO difieren de las de SARM-ACS. Todos los aislados de
SARM presentan una isla genética mévil denominada el
cassette cromosémico estafilocéeico (SCCmec), en el que
se localiza el gen mecA, determinante genético necesario
para la expresién de la resistencia a la oxacilina y, en
consecuencia, a todos los betalactimicos. Se han descrito
distintos tipos de SCCmec con diferentes tamafios mo-
leculares!. Los SCCmec de tipo IV (21-24 kb) y V (28 kb)
son mas pequeiios que los de los tipos I, I1 y 111 (34, 53 y
67 kb, respectivamente) y, teéri te, mas facilmente
transferibles. Los SCCmec de los tipos 1, II y I1I, ademas
del gen mecA, contienen otros genes que codifican la re-
sistencia a diferentes antimicrobianos no betalactami-
cos y se asocian a las cepas hospitalarias, de ahi el feno-
tipo de multirresistencia caracteristico de las cepas noso-
comiales. Por el contrario, los tipos IV y V generalmente
sélo pr tan el gen mecA y se asocian a las cepas de

de neumonia necrosante grave en ninos y adultos jovenes
y sanos, y suelen producir pequefios brotes que se han
descrito en determinados grupos de poblacién, como en
los aborigenes australianos, indios americanos, nativos
de Alaska, reclusos, soldados en cuarteles, homosexuales,
usuarios de drogas por via parenteral, tatuados, equipos
de deportistas (principalmente de deportes de contacto) y
guarderias®!!. Se ha indicado que la exposicién previa a
antimicrobianos puede ser un factor de riesgo para la ad-
quisicion de SARM-CO, aunque no con tanta frecuencia
como ocurre en los aislados nosocomiales®, y que estas ce-
pas también se pueden transmitir a partir de animales
de compaiia® y de algunos animales de granja (caballos

20 Enferm Infece Microbiol Clin 2008;26 Supl 13:19-24

SARM-CO que son sensibles a multiples antibiéticos™,
Recientemente, se ha descrito en Taiwdn un nuevo tipo
de SCCmec relacionado con SARM-CO, el SCCmec V2.
Una hipétesis que podria explicar el origen de SARM-CO
es que el gen mecA o el SCCmec se transfirieran horizon-
talmente a una 0 a mas cepas de S. aureus sensibles a
oxacilina que ocupaban nichos tradicionalmente comuni-
tarios. Esta posibilidad explica las diferentes caracteris-
ticas genotipicas y fenotipicas del SARM-CO. El relativa-
mente largo tiempo pasado entre la aparicién de los
SARM en los hospitales y su aparicién en la comunidad
puede ser debido, en parte, a la baja tasa de transferen-
cia genética cromosémica horizontal®.
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En Espafa, hasta el momento actual, todos los SARM-
CO descritos presentan el SCCmec de tipo IV (con las va-
riantes IVa y IVc); sin embargo, este tipo IV también es
el mds frecuente entre los aislados hospitalarios, por lo
que la simple caracterizacién de este cassefte no permite
en nuestro medio diferenciar entre SARM-CO y SARM-
ACS™1723. No obstante, las cepas de SARM-CO, en com-
paracién con las cepas de SARM-ACS, presentan diferen-
tes patrenes de bandas en la electroforesis en campo pul-
sante y diferentes tipos de secuencia en el MLST. De este
modo, en Espana, el genotipo de SARM-ACS mas fre-
cuente es el ST125-MRSA-IV#, mientras que el de
SARM-CO més frecuente es el ST8-MRSA-IV'6'7, Aun-
que como se indicé anteriormente, el SCCmec de tipo IV
no contiene otros determinantes de resistencia salvo el
mecA, las cepas de SARM-CO pueden adquirir resisten-
cia a multiples antimicrobianos mediante la adquisicion
de pldsmidos. Asi, cada vez es mds frecuente que presen-
ten resistencia a la eritromicina y a la clindamicina por
la adquisicién de genes erm y msrA, o a las tetraciclinas
por la adquisicién de genes tet'.

Toxinas y patogenia

Se ha indicado que el repertorio de genes que codifican
las toxinas presentes en las cepas de SARM-CO puede
contribuir a la diferencia en el espectro de enfermedad
entre los SARM-CO y los SARM-ACS®. Hay 6 genes de
exotoxinas que se han encontrade significativamente
m4és en los SARM-CO, y 7 que son mas frecuentes entre
los SARM-ACS. Los mas frecuentes entre los SARM-CO
son: [ukS-PV/lukF-PV, sea, seb, sec, seh y sek. No obs-
tante, todavia no estd claro si algunos de ellos confieren
especiales caracteristicas de virulencia a los SARM-CO".
Los 2 genes lukS-PV/lukF-PV, que codifican la produc-
cion de la leucocidina de Panton-Valentine (LPV), son
particularmente frecuentes en SARM-CO, y tienen un
papel importante en su virulencia. La LPV es una citoto-
xina que destruye la integridad de los leucacitos polimer-
fonucleares y produce necrosis tisular. Se cree que la to-
xina causa neutropenia y dafio tisular, debido a la libera-
cién de productos téxicos por parte de los neutréfilos. Los
genes de la toxina LPV se transfieren de una cepa a otra
mediante bacteriéfagos’ y se insertan en un lugar espe-
cifico del cromosoma distinto del lugar de insercién del
SCCmec. La presencia de LPV en SARM-CO no parece
ser necesaria para la colonizacion ni, por tanto, para la
diseminacién. Sin embargo, hay una gran correlacion en-
tre la presencia de los genes LPV y los aislados de SARM-
CO productores de enfermedad. Los aislados de pacientes
con fascitis y miositis necrosante y con neumonia necro-
sante, generalmente, presentan la toxina LPV, y el 77-
100% de los aislados de SARM-CO productores de enfer-
medad contienen los genes de la toxina LPV581!, Actual-
mente se considera que la LPV es un factor de virulencia
implicado en infecciones de piel y partes blandas, neu-
monia necrosante e infecciones de huesos y articulaciones
por SARM-CQO, si bien la relacion entre LPV y virulencia
es independiente de la resistencia a la meticilina'***, Los
genes de la LPV se han encontrado en multiples entornos
genéticos de SARM-CO en todos los continentes, por lo
que el incremento de la enfermedad por SARM-CO se de-

be a la diseminacién de multiples y diversos entornos ge-
néticos de S. aureus mas que a la diseminacién de un tini-
co clon. Ademads, la unién del SCCmec y la LPV en una
misma cepa parece conferir una ventaja selectiva para la
patogenicidad®. Las cepas de SARM-CO productoras de
LPV pertenecen a clones epidémicos que no estén rela-
cionados con los SARM-ACS, y probablemente por este
motivo estos ultimos no presentan la toxina LPV. Aun-
que la presencia de LPV es en general un marcador de
SARM-CO, ésta no es una caracteristica estrictamente
necesaria, ya que algunos clones de SARM-CO no la pro-
ducen. Ademas de la toxina LLPV, otro mecanismo de pa-
togenicidad que presentan algunos clones de SARM-CO
es la isla de patogenicidad denominada ACME (arginine
catabolic mobile element). Este elemento estd presente en
el clon USA300 y contribuye a su patogenicidad, aumen-
tando el crecimiento y la supervivencia de este clon®.

Caracteristicas clinicas

El espectro clinico de SARM-CO es similar al de S. au-
reus sensible a la meticilina (SASM), e incluye la coloni-
zacion asintomadtica, las infeeciones de piel y partes blan-
das, y las infecciones invasivas®. No hay datos publica-
dos acerca de la prevalencia de la colonizacion por SARM
en la poblacién general espafola, pero si de Estados Uni-
dos, donde se ha pasado del 0,8% en 2001-2002 al 1,5% en
2003-2004%". La colonizacién por SARM-CO, como ocurre
también con el SARM-ACS, constituye un factor de ries-
go para el desarrollo poesterior de una infeccién, princi-
palmente de piel y partes blandas'!. La mayoria de las in-
fecciones producidas por SARM-CO son leves, y se limi-
tan a piel y partes blandas, principalmente forinculos,
carbunco (4ntrax) y abscesos, que constituyen la presen-
tacién clinica més comun. Las lesiones necréticas cuta-
neas se confunden con cierta frecuencia con picaduras de
arafia, debido a que presentan centros necrosados. En
ocasiones, estas lesiones progresan a celulitis e incluso a
infecciones invasivas y fatales como la fascitis necrosan-
te®?, La neumonia necrosante estd asociada a cepas de
SARM-CO productoras de LPV. Se produce mas frecuen-
temente en nifios y jévenes, y se caracteriza por fiebre
alta, hemoptisis, hipotension, leucopenia e infiltrados al-
veolares difusos que evolucionan a abscesos. La mortali-
dad es extremadamente alta y, en muchas ocasiones, la
neumonfa necrosante se produce como complicacién de
una infeccién viral previa, principalmente gripe'!. Otras
presentaciones clinicas descritas son bacteriemia, shock
séptico acompanado del sindrome de Waterhouse-Fride-
richsen, tromboflebitis, endocarditis, artritis, osteomieli-
tis, endoftalmitis y mediastinitis®.

Diagnéstico microbiologico

Las cepas de SARM-CO presentan, tipicamente, una
serie de caracteristicas microbiolégicas que las diferen-
cian de los aislados de SARM-ACS: ser resistentes sdlo a
los antibiéticos betalactdmicos (generalmente con una
expresidn heterogénea de la resistencia a la oxacilina, lo
que en ocasiones dificulta su deteccién en el laboratorio);
ser portadoras del SCCmec de tipo IV o V, contener los

Enferm Infece Microbiol Clin 2008;26 Supl 13:19-24 21
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genes lukF-PV y lukS-PV que codifican la toxina LPV, y
poseer patrones genotipicos diferenciados en la electrofo-
resis en campo pulsante y en el MLSTS. No obstante, es
preciso matizar algunas de estas peculiaridades. En la
préctica habitual del laboratorio, una cepa de S. aqureus
serd con gran probabilidad un SARM-CO cuando en el
antibiograma se observe una resistencia exclusiva a los
betalactdmicos, generalmente con heterorresistencia a la
oxacilina (crecimiento de colonias de S. aureus en el inte-
rior del halo de la oxacilina), y con sensibilidad a milti-
ples clases de antimicrobianos, especialmente a ciproflo-
xacino, ya que la casi totalidad de las cepas de SARM-
ACS en Espafa son resistentes a este faormaco. Ahora
bien, el clon de SARM-CO predominante en Estados Uni-
dos, USA300 (ST8-MRSA-IV), presenta una elevada tasa
de resistencia a los macrélidos’, pero no a la clindamici-
na. Sin embargo, muchas cepas sensibles in vitro a este
1iltimo compuesto contienen genes que codifican la resis-
tencia inducible a los macrélidos, lincosamidas y estrep-
togramina B y que confieren el potencial de desarrollar
resistencia a la clindamicina durante el tratamiento. Por
lo tanto, ante la sensibilidad a la clindamicina, siempre
se debe realizar en el laboratorio la técnica de difusién
con doble disco (D-zone test) para detectar la posible pre-
sencia de resistencia inducible. El clon europeo (ST80-
MRSA-IV) es resistente a la tetraciclina, 1a kanamicina y
al acido fusidico®. Ademds, mediante la adquisicién de
pldsmidos también se produce con cierta frecuencia la re-
sistencia a otros antimicrobianos’. En Espaiia es fre-
cuente que los aislados de SARM-CO sean resistentes a
la tetraciclina y a la doxiciclina, resistencia mediada por
el gen tet(M)'". Respecto a la presencia del SCCmec de ti-
po IV en los SARM-CO, ya se indicé anteriormente que
esta caracteristica apenas tiene utilidad para diferen-
ciarlos de los SARM-ACS, debido a que la mayoria de las
cepas hospitalarias en nuestro pais presenta este tipo de
cassette®.

En cuanto a la toxina LPV, hay una asociacién entre
las cepas de SARM-CO aisladas de fortnculos, abscesos
cutéaneos y ias necr tes y la produccién de di-
cha toxina®, pero no todos los aislados de SARM-CO la
producen. En un estudio reciente, los genes de la LPV se
detectaron en el 98% de aislados de pacientes con infec-
ciones de piel y partes blandas en Estados Unidos’. Ya se
ha indicado anteriormente que las cepas de SARM-CO, en
comparacién con las cepas de SARM-ACS, presentan un
patrén diferente de bandas en la electroforesis en campo
pulsante y una secuencia tipo diferente en el MLST. No
obstante, en los tltimos afios, muchos de estos aislados
de SARM-CO se han introducido en los hospitales y se de-
tectan también en pacientes ingresados, con lo que la dis-
tincién entre SARM-ACS y SARM-CO, en un futuro, serd
cada vez mds dificil®.

Tratamiento

Tradicionalmente, los glucopéptidos (vancomicina y
teicoplanina) han sido el tratamiento de eleccién en las
infecciones por SARM, debide a las escasas alternativas
terapéuticas existentes por la multirresistencia de este
microorganismo. Sin embargo, las cepas de SARM-CO
suelen ser sensibles a otros muchos antimicrobianos, con

22  Enferm Infecc Microbiol Clin 2008;26 Supl 13:19-24

lo que hay mds opciones terapéuticas. En los pacientes
ingresados con una infeccién grave por SARM-CO, la
vancomicina continia siendo el tratamiento de primera
eleccién®, con la excepcién de las neumonias, en las que
no se deberfa administrar vancomicina como tratamiento
antibidtico dnico por su limitada penetracién en el tejido
pulmonar. Se desconoce si en estos casos la adicién de
clindamicina o linezolid (que pueden disminuir la pro-
duccion de la LPV), o de inmunoglobulina intravenosa
(que contiene anticuerpos frente a la LPV), tiene algin
efecto en la evolucién®. No obstante, la mayoria de cepas
de SARM-CO se detectan en pacientes ambulatorios con
una infeccién leve de piel y partes blandas, que no re-
quieren ingreso hospitalario. El tratamiento tinico con in-
cisién y drenaje puede ser adecuado en nifios y pacientes
jovenes con abscesos cutdneos no complicados y sin sig-
nos de infeccién si ica. En situ en las que el
paciente no responde a un drenaje adecuado, el trata-
miento consiste en la administracién de antibiéticos ora-
les, con o sin incisién més drenaje. La administracién de
un antibiético, junto con el drenaje, estd recomendada en
casos de gravedad de los si locales, pr ia de
signos o sintomas de infeccién sistémica, comorbilidad

iad presién y en los extremos de edad®%,
Las cefalosporinas orales y las penicilinas antiestafilocé-
cicas, que han sido la base del tratamiento de las infec-
ciones de piel y partes blandas en la comunidad, son inac-
tivas frente a SARM-CO; por lo tanto, el principal reto en
el tratamiento empirico es sospechar la presencia de este
microorganismo y utilizar diferentes alternativas tera-
péuticas. Entre éstas, la clindamicina constituye proba-
blemente el tratamiento empirico de eleccién y se ha mos-
trado eficaz para el tratamiento de las infecciones causa-
das por aislados de SARM-CO®., Penetra adecuadamente
en los tejidos, incluyendo pulmén, liquido pleural, tejide
subcutdneo y hueso, y tiene la ventaja adicional de que,
al actuar en el ribosoma bacteriano, inhibe la produccién
de toxinas, como la LPV. Se han descrito fracasos en pa-
cientes que recibieron clind ina para el tr: iento
de infecciones causadas por aislados con resistencia in-
ducible®'. En 1encia, en las cepas resistentes a la
eritromicina y sensibles a la clindamicina, se debe reali-
zar el D-zone test. La combinacién trimetoprima-sulfame-
toxazol (cotrimoxazol) tiene una excelente actividad bac-
tericida frente cepas de SARM-CO'" y constituye una
buena alternativa, pero no se han realizado ensayos cli-
nicos amplios. Las tetracicli (doxiciclina o minocicli-
na) son una opcién razonable para el tratamiento de las
infecciones de piel y partes blandas, pero no en infeccio-
nes sistémicas, ya que hay una tasa de fracasos inacep-
table!l, Ademds, hay que tener en cuenta que, en el caso
de resistencia mediada por tet(M), hay resistencia a la do-
xiciclina, y que este hecho es relativamente frecuente en
los SARM-CO aislados en Espana®. La utilizacién de ri-
fampicina en apia genera resistencia'’, por lo
que, en caso de utilizarse, se debe asociar con otro anti-
microbiano. En cuanto a las fluoroquinolonas, en los tlti-
mos afios se ha producido un incremento en la resisten-
cia al ciprofloxacino en cepas de SARM-CO en Estados
Unidos’, y actualmente no deben constituir una eleccién
prioritaria. Habitualmente se desarrolla resistencia a las
quinolonas durante el tratamiento, por mutaciones en la
ADN girasa, si bien las nuevas quinolonas, como el moxi-
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floxacino, tienen una menor capacidad de inducir resis-
tencias. Por otra parte, varios estudios indican que el tra-
tamiento previo con ciprofloxacino o levofloxacino puede
favorecer la colonizacién por SARM®2. El linezolid tiene
una eficacia superior a la vancomicina en la neumonia
nosocomial por SARM y su uso deberia limitarse a infec-
ciones graves por SARM-CO, especialmente neumonias,
debido a su elevado coste y a su toxicidad con el uso pro-
longado®. Al igual que la clindamicina, tiene la ventaja
de disminuir la produccion de la LPV. Entre los nuevos
antimicrobianos, la daptomicina se ha mostrado eficaz
para el tratamiento de infecciones por SARM-CO%, aun-
que no se puede utilizar en el tratamiento de la neumo-
nia, y la tigeciclina presenta actividad frente a aislados
de SARM-CO pero no hay experiencia clinica™.

Colonizacion y prevencién

El cultivo nasal para el estudio de la colonizacién por
SARM se realiza ampliamente en los hospitales para el
control de la infeccién por este microorganismo, pero en
el caso de SARM-CO, la infeccién no estd r iamen-
te precedida de la col ién nasal, por lo que es mas
dificil identificar y controlar poblaciones que estdn en
riesgo de desarrollar una infeccién por este microorga-
nismo. La colonizacién también puede ser gastrointesti-
nal, lo que representaria una forma diferente de disemi-
nacion, y ademas los animales de compania pueden ser
también reservorios adicionales*®. En el to ac-
tual, el conocimiento de la epidemiologia de SARM-CO
es incompleto, y el reto mas importante es controlar la
infeccién. En nuestro medio, dado que la incidencia de in-
fecciones por SARM-CO es actualmente muy baja, lo mas
importante es su reconocimiento mediante la realizacion
de cultivo y antibiograma de todos los abscesos e infec-
ciones de piel adquiridos en la comunidad y no asumir
que se pueda tratar de un aislado de S. aureus sensible a
la meticilina. Por otra parte, como el contacto de piel con
piel es el principal mecanismo de transmisién de una ce-
pa colonizadora o productora de infeccién entre un hués-
ped y otro, las medidas de prevencién deben dirigirse a
recalcar la importancia de las medidas de higiene gene-
ral para reducir la transmisién. Estas incluyen minimi-
zar el riesgo de traumatismos cutdneos (como el uso de
protectores tipo rodillera y calcetines durante algunas ac-
tividades deportivas), mantener las heridas limpias y ta-
padas con vendajes secos, lavado de manos e higiene cor-
poral frecuentes, evitar compartir toallas o ropas que se
hayan puesto en contacto directo con la piel y la elimina-
cién adecuada de los objetos contaminados''?®. En las
personas no ingresadas, el tratamiento descolonizador de
los pacientes o de sus contactos sélo estd recomendado en
dos situaciones: en pacientes con infecciones recurrentes
por SARM-CO y ante un brote por SARM-CO en una co-
munidad bien definida (p. €j., en una familia)*®. El trata-
miento descolonizador con mupirocina nasal y clorhexi-
dina corporal durante 5 dias se ha mostrado eficaz para
el control de un brote de SARM-CO en Dinamarca en 22
de 23 pacientes® pero, en general, no hay suficientes da-
tos que apoyen la utilizacién de agentes antimicrobianos
o antisépticos para eliminar la coloni Actual

aunque hay varias en investigacién con resultados pro-
metedores™.

Conclusiones

En la dltima década se ha producido un aumento de las
infecciones por SARM en la comunidad cuyo origen no es-
t4 relacionado con el hospital o con los cuidados sanita-
rios, Estas infecciones producidas por SARM-CO en pa-
cientes que no presentan los factores de riesgo estableci-
dos para la infeccién por SARM constituyen actualmente
una epidemia en paises como Estados Unides. Aunque
estos microorganismos generalmente producen infeccio-
nes leves de piel y partes blandas, también son agentes
causales de neumonia necrosante, sepsis y otras enfer-
medades invasivas. Las cepas de SARM-CO tienen ele-
mentos genéticos y toxinas distintos de los de SARM-
ACS, y estas diferencias se consideran las causas de las
variaciones en la epidemioclogia y en la enfermedad. La
detecci6én precoz de la enfermedad por SARM-CO es cru-
cial, pero también dificil. En E donde la pr
de SARM-CO es todavia poco frecuente, lo mas impor-
tante es su reconocimiento mediante la realizacién de
cultivo y antibiograma de todos los abscesos e infecciones
de piel adquiridos en la comunidad, con objeto de conocer
la etiologia y guiar el tratamiento. Actualmente, las me-
didas de higiene y el estricto cumplimiento de las pre-
cauciones de contacto son las medidas mas eficaces para
evitar la diseminacién de SARM-CO.
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The spread of meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a major problem for both
acute care hospitals and among residents in long term care facilities (LTCFs). We performed
a cohort study to assess the natural history of MRSA colonisation in LTCF residents. Two
cohorts of residents (231 MRSA carriers and 196 non-carriers) were followed up for an 18

Keywords: month period, with cultures of nasal and decubitus ulcers performed every six months. In the
Epidemiology MRSA carrier cohort, 110 (47.8%) residents had persistent MRSA colonisation for six months or
Geriatrics

longer, 44 (19.0%) had transient colonisation and nine (3.9%) were intermittently colonised. No
risk factors for persistent MRSA colonisation could be determined. The annual incidence of
MRSA acquisition was around 20% [95% confidence interval (Cl): 14.3-25.5]. Antibiotic
treatment was independently associated with MRSA acquisition (odds ratio: 2.27; 95%
Cl: 1,.05—-4.88; P=0.03). Just two clones were distinguishable by pulsed-field gel electrophor
esis and multilocus sequence typing: CC5-MRSA IV, which is widely disseminated in Spanish
hospitals, and $ST22-MRSA IV, This study adds to the knowledge of the epidemiology of MRSA
in community LTCFs, which are important components of long term care in Spain.

© 2010 The Hospital Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Long term care
Meticillin-resistant Stephylococcus aureus

ulcers and antibiotic use associated with MRSA colonisation.> Other
risk factors for nasal S. aureus colonisation among nursing home

Introduction

Meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is endemic in
most acute care hospitals and long term care facilities (LTCFs) in
Spain and is a major problem for the healthcare system.'™ Recently
we found a 17% prevalence of MRSA colonisation in Spanish
community LTCFs3 In this cross-sectional study of S. aureus col-
onisation, we found comorbidity and size of LTCFs to be associated
with meticillin-susceptible S. aureus (MSSA) colonisation; and
comorbidity, age, hospital admissions, medical devices, decubitus

* Corresponding author. Address: Infectious Disease Service, Hospital Universitari
de Bellvitge, Feixa Llarga s{n, I'Hospitalet de Liobregat, Barcelona 08907, Spain.
E-mail address: admanzur@yahoo.com.ar (A. Manzur).
! R Fernindez, D. Herrero, R. Casas, E. Fontseca, M. Bota, R Iniesta,
J. Alburquerque, C. Andreu, E. Campos, M. Vaqueiro, E. Antén, ]. Trelis, A. Esteve,
M. Canals. A. Diaz, E. Penelo, A. Oliver, J. Ariza, F. Gudiol.

residents are indwelling devices, functional dependence, low
nursing staff ratio, location of LTCF in a deprived area, and pro-
longed hospitalisation in the previous two years.” ™ There are
limited data on the natural history of MRSA colonisation in
LTCFs.%39

We conducted a multicentre cohort study among residents of
community LTCFs for the elderly to further define the natural
history of MRSA colonisation.

Methods
Study population and characteristics of community LTCFs

The characteristics of this population have been described.?
Nine community [TCFs for the elderly, located in two

0195-6701/$ — see front marter © 2010 The Hospital Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/j.jhin.2010.05.022
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communities in Spain (Catalonia and Balearic Islands) with 1586
beds (median: 120; range: 72—552) were included. Five were
located in the catchment area of a 900 bed acute-care hospital
(Hospital Universitari de Bellvitge, HUB), three in that of a 490 bed
hospital (Corporaci6 Sanitaria Parc Tauli) and one in that of an 800
bed hospital (Hospital Universitari Son Dureta, HUSD). These
facilities provide care for elderly long term residents, who may be
disabled or infirm. Each LTCF has a dementia ward and its own
medical staff. Residents are accommodated in rooms with one, two
or three beds. Surveillance for MRSA and decolonisation procedures
are not routine. In addition to standard precautions for all patient
care, contact precautions are applied for residents colonised or
infected with MRSA. Known MRSA carriers are not denied
admission.'®

Study design

This was a multicentre prospective cohort study conducted from
November 2005 to May 2007, The study population consisted of all
the residents in the LTCFs at baseline (N = 1377), and was identical
to that of our previously published cross-sectional study.® A total of
231 residents were found to be colonised with MRSA at baseline
(MRSA carrier cohort). A representative sample of non-MRSA
carriers was selected from the 1146 residents without MRSA col-
onisation at baseline as follows: for each MRSA carrier identified at
baseline, one non-MRSA carrier was randomly selected from the
same ward and screened six months later. Those with two
consecutive negative cultures were included in the non-MRSA
carrier cohort (N = 196). Subjects were visited by the investigators
every six months for an 18 month period (Figure 1). During this

period no changes were made to infection control practices in the
LTCFs and data from the study were not available to clinical staff.

Data collected and definitions

Complete clinical data were obtained for all residents at baseline
and medical charts were reviewed thereafter at six-monthly
intervals. Decubitus ulcers, hospital admissions, antibiotic
consumption and clinical infections were recorded.

In the MRSA carrier cohort, persistent colonisation was defined
as at least two MRSA-positive cultures separated by fewer than two
negative cultures. Intermittent colonisation was defined as
a second positive culture separated from the first by at least two
negative cultures. Transient colonisation was defined as two or
more negative cultures after a single positive culture for MRSA.

The prevalence of MRSA colonisation in each LTCF at baseline
(17%, range: 6.7-35.8%) was used as surrogate for colonisation
pressure.’ High colonisation pressure was defined as prevalence of
MRSA colonisation of >20%.'"1?

Microbiological methods

Every six months we obtained nasal and where applicable
decubitus ulcer swabs for culture. Areas were swabbed with sterile
cotton-tipped applicator sticks and placed into Stuart transport
medium. Swabs were plated on to coagulase mannitol agar and
selective MRSA agar (MRSA Select, Bio-Rad Laboratories, Madrid,
Spain), then inoculated into staphylococcal enrichment broth
composed of brain—heart infusion plus 7% NaCl. After 24 h of
incubation at 35°C, broths were subcultured on to coagulase

MRSA CARRIER . NON-MRSA CARRIER
COHORT P COHORT
population
N=1377
MRSA carriers Non-MRSA Random
{0 months N=231 carriers e sample
N=1146 N=231
' ' I
6 months N=178 MRSA (=) MRSA (+) LSt
N=196 N=24 N=11
v
12 months N=150 N=164

18 months

Figure 1. Residents considered and finally included at baseline and follow-up. MRSA, meticillin-resistant Staphylococcus aureus.
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mannitol agar and selective MRSA agar. Plates were incubated for
48 h and inspected daily. Putative S. aureus colonies were identified
by a latex agglutination test (Pastorex® Staph-plus, Bio-Rad) and
DNase production (DNase Test Agar, Biomedics, Madrid, Spain).
Testing for antimicrobial susceptibility was performed by the disc-
diffusion method. Meticillin resistance was determined by cefoxitin
disc diffusion following Clinical and Laboratory Standards Institute
recommendations."

Molecular epidemiology methods

Macrorestriction of chromosomal DNA and pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) analysis were performed on MRSA isolates
identified in the microbiology laboratories of HUB and HUSD.
Genomic DNA was digested with Smal and restriction fragments
were separated using a CHEF DR 11l apparatus (Bio-Rad) following
published methodology, and interpreted according to Van Bel-
kum.'*' In a collection of representative isolates selected by their
diverse PFGE patterns the following molecular studies were per-
formed: staphylococcal cassette chromosome mec {SCCmec) poly-
morphism, genes encoding class S (lukS-PV) and class F (JukF-PV)
proteins for Panton—Valentine leucocidin (PVL), and multilocus
sequence typing (MIST)_’E"S

Statistical analysis

Categorical variables were analysed with y_z-test or Fisher’s test
as appropriate and continuous variables by Student's t-test or non-
parametric tests. Logistic regression models were used to analyse
risk factors for persistence in the MRSA carrier cohort and risk
factors for acquisition in the non-MRSA carrier cohort. Variables
with P < 0.15 were included in the model. All statistical tests were
two-tailed and P<0.05 was deemed significant. SPSS package
version 12.0 was used.

Approval for study was obtained from the Research Ethics
Committee of HUB. No written informed consent was obtained
since the study met criteria for a waiver of this requirement.

Results

Natural history of MRSA colonisation in the cohort colonised at
baseline

A total of 231 residents colonised with MRSA at baseline were
included. Of these, 104 were lost to follow-up; 70 died, 21 were
discharged and 13 lost for other reasons. Table [ compares residents
who were lost to follow-up with those in this cohort followed to
completion. Figure 2 shows the natural history of MRSA

Table |
Baseline characteristics of patients who did and did not complete the follow-up
period in the MRSA carrier cohort

Characteristic Completed follow-up  Lost to follow-up P
N=127 N=104

Female sex. 88 (69.3%) 71 (68.3%) 087
Age (years)' 81.6(126) 833(10.1) 052
Charlson index >2 50 (39.4%) 53 (50.9%) 0.08
Barthel index <30 49 (38.6%) 50 (48.1%) 015
Medical devices 10 (7.9%) 21 (20.2%) 0.006
Decubitus ulcers 30 (23.6%) 28 (26.9%) 056
LTCFs with <150 beds 56 (44.1%) 37 (35.6%) 019

LTCFs with prevalence of 82 (64.6%) 55 (52.9%) 007
MRSA >20%
Two-site colonisation 17 (13.4%) 17 (16.3%) 053

MRSA, metcillin-resistant Staphylococcus aureus: LTCF, long term care facility.
2 Mean {(SD).

colonisation in the MRSA carrier cohort. We identified 110 (47.8%)
persistent carriers, 44 (19.0%) transient carriers and nine (3.9%)
intermittent carriers. The remaining 68 (29.4%) could not be clas-
sified under the definitions used.

In order to identify risk factors for persistence, persistent
carriers were compared with transient and intermittent carriers
(Table 1I). Only residents with decubitus ulcers were significantly
more likely to be persistent MRSA carriers, but this was not
statistically significant in multivariate analysis.

incidence of MRSA colonisation in the cohort not colonised at
baseline

Among 196 residents with negative cultures for MRSA at base-
line and at 6 months, 43 were colonised with MSSA and 153 were
not colonised with S, aureus. Table Ill compares characteristics of
residents in the non-MRSA carrier cohort who were lost to follow-
up with those who were followed to compietion of the study.
Thirty-nine residents acquired MRSA while in the LTCF. The inci-
dence of MRSA colonisation during LTCF stay was 19.9% [95%
confidence interval (Cl); 14.3-25.5] per year. Antibiotic use was
independently associated with acquisition of MRSA (odds ratio:
2.12; 95% CI: 1.05—4.45; P=0.05) (Table IV).

Molecular epidemiology

Among 491 residents of five LTCFs related to HUB, MRSA was
isolated from 144 (276 MRSA isolates), 108 of whom were identified
at baseline. All 276 MRSA isolates were studied by PFGE and 88%
belonged to a single clone. Representative strains of this dominant
clone belonged to ST146, single locus variant by MLST typing of ST5,
founder of clonal complex 5. All belonged to SCCmec type IV and
were PVL negative. Among 466 residents of one LTCF related to
HUSD, 39 MRSA isolates were identified at baseline. Two different
strains, clone A (three subtypes) and clone C (five subtypes) were
recognised by PFGE. Clone A belongs to ST125 MRSA-IV and clone B
to ST22-MRSA IV. All strains were PVL negative and carried
SCCmeclV. Subsequent MRSA isolates had the same PFGE profiles as
the initial isolates.

Discussion

We have previously reported a prevalence of MRSA colonisation
of ~17% among residents of community LTCFs in Spain.” This is
similar to reports from other European countries, but is lower than
the prevalence reported in Veterans Affairs facilities in the
USA.%'9722 There is little information on the dynamics of MRSA
colonisation in residents of community LTCFs.

Most of the carriers we identified had persistent MRSA coloni-
sation. This agrees with studies gathered in Veterans Affairs facil-
ities, albeit with different epidemiological features.® We did not
identify any factor that distinguished persistent MRSA carriers from
transient and intermittent carriers. Stone et al. found that only
bacterial burden could distinguish the groups.”> Defining the
duration of colonisation is problematic, because low bacterial
burdens lead to false-negative results and the limited number of
samples collected from residents could contribute towards the
misclassification of colonisation status.

There was a high incidence of MRSA colonisation in this study,
~20% per annum. Only antibiotic use was independently associ-
ated with MRSA acquisition in LTCFs. We used the prevalence of
MRSA colonisation in each LTCF at baseline as a surrogate for
colonisation pressure. This is regarded as an important determinant
of the probability of acquisition when organisms spread mainly via
cross-colonisation.”™'? In our population, the prabability of MRSA
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Figure 2. Natural history of meticillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) colonisation in the MRSA carrier cohort, Results of MRSA detection performed at each point of the

study, Subjects lost to follow-up are not included.

acquisition was no greater in LTCFs with a high baseline MRSA
prevalence, which we defined as >20% Perhaps the baseline
prevalence of MRSA colonisation in an LTCF did not represent
adequately the colonisation pressure throughout the study period.

The spread of MRSA in community LTCFs increases the reservoir
of this organism in the healthcare setting, and residents transferred
from LTCFs account for a large part of the burden of hospitalised
MRSA carriers. Programmes for detection of carriers at hospital
admission should take account of this.>* ¢

Regarding the molecular epidemiology results, ST146 and ST125
are single locus variants of ST5, and therefore both belong to CC5.
Remarkably, only two distinct clones could be distinguished by

Table I
Risk factors for persistent MRSA c among resi in c v long
term care facilities
Transient or  Persistent  Bivariate Logistic
intermittent MRSA analysis regression
colonisation colonisation P OR (95% C1)
N=53 N=110
Aged =85 years 22 (415%) 45 (40.9%) 094  0.99(0.96-1.02)
Female sex 43 (81.1%) 73 (66.4%) 006  2.02(091-4.50)
Charlson index >2 16 (30.8%) 46 (42.6%) 0.15  0.55(0.28—1.08)
Barthel index <30 23 (34.8%) 43 (39.8%) 0.59
Decubitus ulcers 7(13.7%) 30(275%) 0.05 051(022-1.15)
Two-site colonisation 3 (9.7%) 17 (19.1%) 0.23
Hospital admissions 6(115%) 23 (21.1%) 0.14 0.6t (0.55-1.44)
Antibiotic use 28(53.8%) 67 (61.5%) 0.36
LTCFs with MRSA 30(57.7%) 73 (67.0%) 0.25

colonisation
prevalence >20%

PFGE and MLST: CC5-MRSA IV and ST22-MRSA IV. The former has
been reported to be widely disseminated in Spanish hospitals.?"*®
The dominance of clone ST146-MRSA-IV made it impossible to
differentiate between persistent colonisation and recurrent
acquisition.

Our study has a number of limitations. Apart from nasal swabs,
we cultured swabs only from decubitus ulcers, the most frequent
skin lesion. High levels of MRSA colonisation in decubitus ulcers
have been reported among LTCF residents.>?'?° However, recent
results suggest that most community LTCF residents with MRSA are
colonised at multiple sites. Some colonised residents are not
detected unless multiple sites are sampled and one-third are
missed if only a nasal swab is collected.® We did not collect data on
potential confounders such as nursing staff:bed ratio, invasive
devices or functional status of residents. Functional status is likely
to have been poorer in those lost to follow-up, because deaths

Table I
Baseline characteristics of residents who did and did not complete follow-up in the
non-MRSA carrier cohort

Characteristic Completed follow-up  Lost to follow-up P
N=153 N=43

Female sex 103 (67.3%) 31 (72.1%) 055
Age (years) 804 (11.1) 834 (11.6) 0.89
Charlson index >2 49 (32.0%) 17 (39.5%) 036
Barthel index <30 52 (342%) 25 (58.1%) 0.005
Decubitus ulcers 10 (6.5%) 7(16.3%) 0.05
LTCFs with <150 beds 53 (34.6%) 23 (46.5%) 0.16
LTCFs with MRSA 90 (58.8%) 33 (76.7%) 0.03

prevalence >20%

MRSA, meticillin-resistant Staphylococcus aureus; OR, odds ratio; Cl, confidence
interval; LTCF, long term care facility.

MRSA, meticillin-resistant Staphylococcus aureus; LTCF, long term care facility.
# Mean (5D).
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Table IV 9. Muder RR, Brennen C, Wagener MM, et al. Methicillin-resistant staphylococcal
Risk factors associated with MRSA acquisition in community long term care facilities colonization and infection in a long-term care facility. Ann Intern Med
1991;114:107—-112.
New MRSA  Non-MRSA  Bivariate Logistic 0. Rodriguez-Baiio I, Bischofberger C, Alvarez-Lerma F, et al. Surveillance and
carriers carriers analysis regression control of methicillin-resistant Staphylococcus aureus in Spanish hospitals.
N=39 N=157 e OR (95% (1) A GEIH-SEIMC and SEMPSPH consensus document. Enferm Infecc Microbiol Clin
E 2008:26:285—298.
Age (years)* 786(123) 81.6(109) 088 0.98 (0.95-1.01) i . P -
Fermals s 24 (615%) 110 (70.1%) 031 074 (034-1.64) t. Bonten M, Slaughter S, Ambergen AW, et al. The role of “colonization pressure’

Charlsen index >2 14 (359%) 55 (33.1%) 073
Barthel index <30 18 (46.2%) 59 (37.8%) 034

Decubitus ulcers 6(154%) 11 (7.0%) 009  217(0.73-6.52)
Hospital admissions 6 (154%) 21 (13.4%) 075
Antibiotic use 25 (64.1%) 69 (43.9%) 0.02 2.12(1.05—445)

LTCFs with MRSA 23(590%) 100 (63.7%) 059
prevalence >20%

MRSA, meticillin-resistant Staphylococcus aureus; OR, odds ratio; Cl, confidence
interval; LTCF, long term care facility.
* Mean (SD).

accounted for most of them, and poor functional status is associ-
ated with earlier death in this population.®

Few longitudinal studies have assessed the incidence of MRSA
colonisation among residents of LTCFs® This multicentre prospec-
tive study adds to existing knowledge of natural history of MRSA in
community LTCFs and may inform more effective control measures,
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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: Introduccién: A partir del 2008 se detectaron varios aislados de Staphylococcus hominis (S. hominis) mul-
Recibido el 31 de octubre de 2010 tirresistentes, incluyendo resistencia al linezolid y a la teicoplanina, en pacientes ingresados en dos
Aceptado el 3 de febrero de 2011 hospitales de Mallorca. Por ello, se inicié un estudio para determinar la epidemiologia molecular y el
Ciicline 133 de marzs de 2011 mecanismo de resistencia al linezolid.

Meétodos: El estudio de epidemiologia molecular se realiz6 mediante electroforesis en campo pulsado
(ECP), tras digestién con Apal. Se efectud amplificacién de un fragmento de los genes ARNr 23S (con
secuenciacion posterior) y cfr.

Resultados: Desde marzo de 2008 hasta febrero de 2009 se detectaron 15 aislados de S. hominis resistentes
al linezolid y a la teicoplanina, procedentes de 14 pacientes. Todos ellos excepto uno habian ingresado
en las Unidades de Cuidados Intensivos de alguno de los dos hospitales. La mayoria de los aislados (9) se
obtuvieron en hemocultivos. Gran parte de los pacientes infectados (12 de los 15 episodios infecciosos,
el 80,0%) recibieron pautas de linezolid antes de la deteccién del aislado resistente, La ECP revelé la
presencia de un tnico clon entre los aislados de S. hominis resistentes al linezolid. Se detectd la mutacién
G2576T en todas 1as cepas resistentes, mientras que la PCR del gen cfr fue negativa en las mismas. Todos los
aislados fueron también resistentes ala penicilina, oxacilina, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino,
levofloxacinoy tobramicina; y sensibles a la eritromicina, tetraciclina, gentamicina y daptomicina. La CMT
a lavancomicina fue de 4 pg/ml en todos ellos.

Conclusiones: La deteccion de cepas de estafilococos resistentes al linezolid resalta la necesidad de racio-
nalizar el uso del linezolid y mantener un control activo de dicha resistencia con objeto de preservar la
utilidad clinica de este antimicrobiano.

Palabras clave:
Staphylococcus
Resistencia al linezolid
ARNr 235

© 2010 Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.

Nosocomial spread of linezolid-resistant Staphylococcus hominis in two hospitals
in Majorca

ABSTRACT

Keywards: Objective: Since March 2008, several linezolid and teicoplanin-resistant Staphylococcus hominis (S. homi-
Staphylococcus nis) isolates have been recovered from patients admitted to the two major hospitals on the island of
;’3";"’"" et ilen Majorca, Spain. For this reason, a study was conducted to determine the molecular epidemiology of these
ERNA, isolates and the mechanism of linezolid resistance.
Methods: The molecular epidemiology study was performed by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)
analysis, after digestion with Apal. Linezolid resistance mechanisms were evaluated by PCR amplification
of a fragment of the domain V of the 235 rRNA gene (followed by sequencing) and c¢fr gene.
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Results: From March 2008 to February 2009, 15 linezolid and teicoplanin-resistant 5. hominis isolates were
recovered from 14 patients. All of them, except one, were hospitalised in the intensive care units of either
of the two institutions. Isofates were obtained mainiy from blood cuitures (9). The majority of infecred
patients (12 of 15 infectious episodes, 80.0%) had received courses of linezolid prior to detection of the
resistant isolate. PFGE analysis revealed the presence of a unique clone among linezolid resistant S. homi-
nis isolates. The G2576T mutation was detected in all the linezolid resistant strains. None of the resistant
isolates showed a positive PCR for the cfr gene. All of the isolates were also resistant to penicillin, oxa-
cillin, trimethoprim-sulfamethoxazole, ciprofloxacin, levofloxacin, and tobramicin; whereas all of them
were susceptible to erythromycin, tetracycline, gentamicin, and daptomycin. The MIC of vancomycin was

4 pg/mi for all the strains.

Conclusions: The detection of linezolid resistant Staphylococci highlights the need to rationalise the use
of linezolid, and maintain an active surveillance of its resistance to preserve the clinical usefulness of this

antimicrobial.

© 2010 Elsevier Espatia, S.L. All rights reserved.

Introduccién

Los estafilococos coagulasa negativa (SCN) se encuentran
frecuentemente como residentes ubicuos en la piel y mem-
branas mucosas de personas sanas. Sin embargo, constituyen
también la principal causa de bacteriemia y de infeccio-
nes relacionadas con catéteres, especialmente en los pacientes
ingresados en las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI)'2.
En Espana, en dos estudios multicéntricos, entre los aislados
clinicamente significativos de SCN, Staphylococcus hominis (S. homi-
nis) ocupé el segundo lugar en frecuencia tras Staphylococcus
epidermidis®*.

La mayoria de aislados de SCN son habitualmente resisten-
tes a maltiples antibiéticos, incluyendo las penicilinas resistentes
a penicilinasa®. Por ello, se recomienda el tratamiento empi-
rico con glucopéptidos (vancomicina o teicoplanina) para cubrir
las infecciones producidas por estos microorganismos. No obs-
tante, la aparicién de cepas de SCN con sensibilidad disminuida
a los glucopéptidos (incluyendo aislados resistentes a glucopép-
tidos), los pardmetros farmacocinéticos subéptimos para este
grupo antibidtico y la toxicidad limitan su utilidad®. Por todo
ello se ha considerado la administracion de otras familias de
antimicrobianos, entre ellas las oxazolidinonas. El mecanismo
de accién de las oxazolidinonas se basa en la unién a la subu-
nidad 50S del ribosoma bacteriano (concretamente al dominio
V del ARNr 23S), inhibiendo la sintesis proteica’. El linezolid
es, hasta el momento, la (inica oxazolidinona aprobada para su
uso.

La resistencia al linezolid en SCN es extremadamente rara, aun-
que incrementandose en los ltimos afios. En uninforme que recoge
la resistencia al linezolid en cepas de grampositivos detectadas
en el afio 2008 (Zyvox® Annual Appraisal of Potency and Spectrum
[ZAAPS]), en el que participaron 24 paises del mundo, entre 748
aislados de SCN, solamente 3 de ellos (0,4%) fueron resistentes al
linezolid®. El mecanismo de resistencia al linezolid ms frecuente-
mente detectado en estafilococos se produce por mutaciones en
el dominio V del gen ARNr 23S, mayoritariamente la mutacion
G2576T (segitin la numeracién para Escherichia coli [E. coli])>" . La
resistencia al linezolid también puede producirse por mutaciones
en las proteinas ribosomales L3 o L4, y por la presencia del gen cfr.
que forma parte de un plasmido que puede ser horizontalmente
transferido a otros estafilococos'?.

Desde marzo del 2008, se detectaron los primeros aislados de S.
hominis resistentes al linezolid y a la teicoplanina, en dos hospita-
les terciarios de Mallorca, principalmente a partir de hemocultivos
de pacientes hospitalizados en UCI. Este trabajo se llevé a cabo con
el fin de investigar el mecanismo de resistencia y la epidemiolo-
gia molecular de los aislados de S. hominis resistentes al linezolid
detectados en los dos hospitales desde marzo de 2008 hasta febrero
de 2009.

Material y métodos
Hospitales participantes

Este estudio fue llevado entre marzo de 2008 y febrero de 2009
en los dos principales hospitales ptblicos de la isla de Mallorca,
Espafia. El Hospital Son Llatzer (HSLL) es un hospital terciario con
377 camas. La UCI del HSLL es una unidad médico-quirdrgica con 18
camas. El Hospital Universitario Son Dureta (HUSD) es el hospital
terciario de referencia para las Islas Baleares con 740 camas. La UCI
del HUSD tiene 30 camas divididas en 5 unidades segin enfermedad
Coronaria, Médica, Quirargico-Traumatolégica, Neurocritica y de
Cirugia Cardiaca.

Identificacion bacteriana

Los aislados se identificaron mediante el sistema Vitek® 2 (bio-
Meérieux, Francia) en HSLL o API® ID 32 STAPH (bioMérieux, Francia)
en HUSD. Para confirmar la identificacion de S. hominis, se realizo
en una cepa resistente al linezolid una amplificacién del gen ARNr
16S usando los cebadores 27F (5'- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -
3")y 907R (5'- CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT -3")'!. Posteriormente
se realizé secuenciacién de dicho gen con los cebadores 27F y 519R
(5'- GWA TTA CCG CGG CKG CTG -3")'" y se consultaron las bases
de datos del Genbank y del Ribesomal Database Project.

Pruebas de ibilidad antimici

El estudio de sensibilidad inicial se realizé con la tarjeta Vitek®
559 (HSLL) o por disco-difusién (HUSD), segiin las recomendaciones
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)'?. Posterior-
mente, se determiné la concentracién minima inhibitoria (CMI)
de los aislados de S. hominis resistentes al linezolid mediante tiras
de E-test® (bioMérieux, Francia), para los siguientes antimicrobia-
nos: linezolid, oxacilina, vancomicina, teicoplanina, ciprofloxacino,
eritromicina, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol (cotrimo-
xazol),y daptomicina. Se consideraron los puntos de corte definidos
por el CLSI'2.

Deteccién de mutaciones en ARNT 235

Para identificar las posibles mutaciones, amplificamos el domi-
nio V del gen ARNr 23S en tres aislados de S. hominis sensibles al
linezolid (todos fueron detectados en hemocultivos, uno del HSLL y
dos del HUSD), y en cinco aislados de S. hominis resistentes al line-
zolid (tres del HSLL y dos del HUSD). Se usaron los cebadores 5'-TGG
GCA CTG TCT CAA CGA-3’ (correspondientes a las bases 1984-2001
del ARN 23S de E. coli) y 5'-GGA TAG GGA CCG AAC TGT CTC-3'
(correspondientes a las bases 2597-2617 del ARN 23S de E. coli)
para amplificar un fragmento de 634 pb®. Los productos de PCR
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fueron secuenciados y alineados con las correspondientes secuen-
cias de oligonucleotidos de la cepa de referencia de Staphylococcus
aureus (niamero de acceso en GenBank X68425).
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Deteccion del gen cfr

Se realiz6 una PCR para detectar la presencia del gen cfr, segin
las condiciones descritas por Kehrenberg'’. Como control positivo
para esta PCR, se usé una cepa de S. aureus resistente al linezolid y a
la meticilina procedente del Hospital Clinico San Carlos, Madrid 4.
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La relacion clonal de los aislados de S. hominis resistentes al line-
zolid se determind mediante electroforesis en campo pulsado (ECP).
En cada ECP, se incluyeron algunos aislados de S. hominis sensibles
al linezolid. Al principio del estudio, se usé Smal como enzima de
restriccion, pero sélo se visualizaron 3-5 bandas para cada cepa.
Luego, en una segunda fase, se empled la enzima de restriccion Apal,
segtin el protocolo descrito por Sorlozano y Vindel'”. Los fragmen-
tos de ADN cromosémicos se separaron usando el sistema Chef-DR
HI® (Bio-Rad, Richmond, EE.UU.), con las siguientes condiciones:
pulso inicial 0,15, pulso final 30s, tiempo 24 h a 6 V/cm. Los patro-
nes de bandas de la ECP se interpretaron segin los criterios de
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Resultados

Durante el periodo del estudio (marzo 2008-febrero 2009), se
identificaron en los dos hospitales un total de 15 aislados cli-
nicos de S. hominis subsp. hominis resistentes al linezolid en 14
pacientes distintos (tabla 1). Un paciente tuvo dos hemocultivos
positivos a este microorganismo (con el mismo antibiograma) en
dos ingresos diferentes separados por 100 dias. De los 15 aisla-
dos, 12 se detectaron en pacientes ingresados en el HSLL (11 de
ellos en la UCI) y los otros 3 en el HUSD (todos ellos en la Subuni-
dad Quirdrgica-Traumatoldgica de la UCI). La evolucidn en los 15
episodios infecciosos fue buena en 12 de ellos, otros 2 pacientes
fallecieron por causas no relacionadas, mientras que el paciente
restante desarrollé una bacteriemia con infeccion del cable de
marcapasos por este microorganismo, falleciendo a los pocos dias
(tabla 1),

Los aislados se obtuvieron principalmente de hemocultivos (9),
seguido de catéteres (2), y liquidos estériles (2). Ademnas, se llevé a
cabo un estudio de colonizacion (nasal, axilar, e inguinal) en los
(ltimos tres pacientes ingresados en HSLL. Todos ellos tuvieron
colonizacion axilar e inguinal por S. hominis multirresistente, con
el mismo antibiotipo que su cepa clinica correspondiente.

La secuenciacion del gen ARNr 165 confirmo la identificacion
de S. hominis subsp. hominis. Todos estos aislados fueron resis-
tentes a la penicilina, oxacilina (CMI> 256 pg/ml), teicoplanina
{CMI>256 pug/ml), trimetoprim-sulfametoxazol (CMI>32 pgfml}),
ciprofloxacino (CMI> 32 p.g/ml), levofloxacino, tobramicina y line-
zolid (CMI = 96 pg/ml). Todos estos aislados fueron sensibles a la
eritromicina, tetraciclina, gentamicina y daptomicina, La CMI de
la daptomicina fue de 0,25 pg/ml en todos ellos. Respecto a la
vancomicina, todas las cepas presentaron una CMi de 4 pg/ml, toda-
via sensibles segiin las recomendaciones del CLSI'* (S <4 pg/ml,
18-16 wg/ml, R >32 pg/ml) pero resistentes segiin los criterios del
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
de enero de 2011"7 (S < 2 pg/ml, R >2 pg/ml).

En relacién con la clindamicina, casi todos los aislados tuvieron
una sensibilidad intermedia a este antibi6tico (CMI=0,75 pg/ml),
excepto en dos aislados. Uno de ellos fue sensible (CMI=0,5 pg/ml)
y el otro resistente a la clindamicina (CMI=4 pg/ml). Todas las
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Figura 1. Electroforesis en campo pulsado de trece aislados de Staphylococcus hominis utilizando Apal como enzima de restriccion. Lineas 1-6: aislados de S, hontinis resistentes
al linezolid del Hospital Son Llatzer (HSLL). Linea 7: aislado de S. hominis resistente al linezolid del Hospital Universitario Son Dureta (HUSD). Linea 8: aislado de S. hominis
sensible al linezolid del HUSD. Lineas 9-13: aislados de S. hominis sensibles al linezolid del HSLL. Linea 14: cepa de referencia de Staphylococcus aureus NCTC 8325,

cepas fueron sensibles a la rifampicina, excepto una que fue inter-
media.

Los cinco aislados de S. hominis resistentes al linezolid secuen-
ciados tuvieron la mutacidén G2576T (seglin numeracién de E. coli)
en el dominio V del gen ARNr 23S, mientras que ninguno de los
tres aislados de S. hominis sensibles al linezolid secuenciados pre-
sentaron dicha mutacién. En comparacién con la secuencia del
dominio V del gen ARNr 23S de la cepa control de S. aureus (nimero
acceso GenBank X68425), nosotros también encontramos en todos
los ocho aislados de S. hominis (tanto sensibles como resistentes
al linezolid) la sustitucién C2163T. Por ello, consideramos que esta
sustitucion es un polimorfismo de especie. No se detect6 el gen ¢fr
en ninguno de los aislados de S. hominis.

La ECP, tras digestion con Smal, mostré que todos los aislados
de S. hominis resistentes al linezolid tenian el mismo patrén elec-
troforético, aunque mostraron sélo tres bandas, mientras que los
aislados sensibles tuvieron 3-4 bandas en diferentes posiciones. La
ECP usando Apal como enzima de restriccién mostré que todos los
aislados resistentes al linezolid pertenecian al mismo clon, mien-
tras que todos los aislados de S. hominis sensibles pertenecian a
diferentes clones (fig. 1).

Discusion

El linezolid fue aprobado para uso clinico en Estados Unidos en
el afio 2000 y en Europa en el 2001, con una excelente actividad
contra la mayoria de los cocos grampositivos’. No se encontraron
aislados de cocos grampositivos resistentes al linezolid antes de
su aprobacién y ademas, la resistencia por mutacion es dificil de
seleccionar in vitro'®. No obstante, en el afio 2001, un afio después
de su comercializacion, se detectd en Boston, EE.UU,, el primer ais-
lado clinico de estafilococo resistente al linezolid. Este primer caso
estaba producido por una cepa de 5. aureus resistente a la meticilina
(SARM) con la mutacién G2576T en el gen ARNr 23S, que se habia
detectado en un paciente que habia recibido dialisis peritoneal en
tratamiento previo con linezolid®. El primer SCN resistente al line-
zolid publicado fue una cepa de S. epidermidis detectada en EE.UU.
en el 2002, también con la misma mutacién'®. Los primeros dos

brotes descritos de estafilococos resistentes al linezolid ocurrie-
ron en el 2005, uno de ellos en Pittsburgh, EE.UU.?’, y el otro en
Dublin, Irlanda?! ; ambos producidos por dos cepas de S. epidermidis.
El mecanismo de ri iaalli lid en los aislados de S. epider-
midis del hospital americano no es conocido, pero todas las cepas
resistentes del hospital irlandés contenian la mutacién G2576T. En
Espaiia, se han descrito varios brotes de SCN resistentes al linezolid
con la mutacién G2576T en aislados de S. epidermidis®®, Staphylo-
coccus haemolyticus®® y S. hominis'®, Por lo que respecta al gen cfr,
la primera cepa de S. aureus detectada en humanos con dicho gen
ocurrié en 2005 en Colombia??, mientras que el primer SCN con el
gen ofr se aislé en 2007 en EE.UU. en una cepa de S. epidermidis®>.
Asimismo, en 2008 se detectd el primer brote de SARM con el gen
cfr en el Hospital Clinico San Carlos, Madrid'*.

En marzo de 2008, se detectd la primera cepa de S. hominis resis-
tente al linezolid en Mallorca, en una paciente ingresada en la UCI
del HSLL, que comenzd tratamiento con linezolid 16 dias antes del
aislamiento de la cepa resistente. El segundo aislado se observé en
mayo 2008, en otra paciente de la misma UCI también tratada con
linezolid. Pero, en agosto del 2008, a pesar de las medidas de control
implantadas (aislamiento de los pacientes infectados y administra-
cién de un tratamiento antibidtico efectivo) se establecié en la UCI
del HSLL una situacion endémica, que persiste actualmente. Ade-
mas, en enero de 2009, se detecté en el HSLL el primer paciente
infectado por esta cepa hospitalizado fuera de la UCI. En el HUSD,
los aislados de S. hominis resistentes al linezolid se detectaron por
primera vez en dos pacientes ingresados en la UCI de este hospi-
tal en noviembre del 2008. Posteriormente, se aislé de nuevo en
febrero del 2009 también en una paciente ingresada en la UCL

De modo similar al primer brote descrito de S. hominis resis-
tente al linezolid en Granada, Espafia'®, en la mayoria de nuestros
pacientes, este microorganismo se aislé solamente en un vial de
hemocultivo de un total de cuatro, por lo que podria considerarse
como un contaminante de los hemocultivos. Pero, en algunos casos,
detectamos S. hominis resistente al linezolid en liquidos corporales,
aspirados brc iales, o simulta nte en catéter y hemocul-
tivos. Llama la atencién que algunos de los pacientes infectados
tenfan ademds una colonizacién axilar e inguinal por la misma cepa,
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pero no colonizacién nasal. Esto esta en concordancia con el tra-
bajo de Center et al en el que encontraron, en neonatos, una mayor
deteccion de aislados de Staphylococcus warneri con sensibilidad
disminuida a la vancomicina en muestras cutdneas y de heces (32
aislados en 39 muestras) que en nasofaringe (7 de 39)%°.

Nosotros encontramos la mutacion G2576T en el gen ARNr 238
en todos los cinco aislados de S. hominis resistentes al linezolid que
secuenciamos. La aparicion de la resistencia al linezolid se des-
arrolla en un proceso de dos pasos: inicialmente tiene lugar una
mutacién en la posicién 2576 de una de las copias del gen ARNr 235
(los estafilococos poseen cinco o seis copias de este gen), seguida
de una recombinacién intracromosdémica (conversion de genes), en
1a que se distribuye dicha mutacién a las otras copias de los genes,
confiriendo resistencia al linezolid”. Los aislados de estafilococos
con un mayor niimero de copias mutadas del gen ARNr 23S suelen
tener unos valores de la CMI del linezolid mas altos?”.

Los mecanismos de resistencia al linezolid en S. hominis se carac-
terizaron por primera vezen los aislados del brote de Granada'”. Ese
trabajo describi6 la presencia de dos «nuevas mutaciones» simultd-
neamente en aislados de S. hominis resistentes al linezolid: C2190T
y G2603T. Sin embargo, ellos no usaron la numeracién de E. coli
para las mutaciones, sino la numeracién de la cepa de referencia
de S. aureus X68425. De hecho, su mutacién G2603T corresponde
realmente a la cldsica G2576T, como encontramos en nuestro estu-
dio. Ademds, en el estudio de Granada no secuenciaron aislados de
S. hominis sensibles al linezolid, con lo que la mutacién C2190T que
encontraron en los aislados resistentes (C2163T con la numeracién
de E. coli) es de hecho un polimorfismo de la especie 5. hominis, tam-
bién presente uniformemente en los aislados sensibles al linezolid
de esta especie. No se ha estudiado especificamente si este poli-
morfismo C2163T confiere alguna ventaja a 5. hominis en relaciéon a
otras especies de SCN, si bien, al detectarse la resistencia al linezo-
lid en diferentes especies de estafilococos sin este polimorfismo, es
probable que éste no juegue ningtin papel en la resistencia al line-
zolid. Recientemente, se ha publicado 1a deteccién de la mutacién
G2576T en cinco aislados de S. hominis resistentes al linezolid en
pacientes ingresados en la UCI de dos hospitales de Sicilia®®.

Dos aspectos adicionales no quedan claros en nuestro brote. Uno
de ellos es la diseminacion de la cepa desde la UCI del HSLL a la
UCI del HUSD. En 2008, no se produjo ninguna transferencia de
pacientes entre las UCI de ambos hospitales y tampoco hubo ningtin
traslado de instrumental entre ellas. No obstante, dos enfermeras
estaban trabajando en las dos UCI al mismo tiempo, aunque no
se realizd estudio de colonizacion del personal sanitario. De modo
similar, se desconocen los factores responsables de la persistencia
de la cepa en la UCI del HSLL, produciendo 1-2 infecciones cada
mes. La cepa podria transmitirse de paciente a paciente a través
de las manos del personal sanitario colonizado®, o bien, podria
haber un reservorio en el ambiente de la UCL En el brote irlandés
de S. epidermidis resistente al linezolid, los autores encontraron la
misma cepa resistente en las cercanias de los pacientes colonizados
y en un ordenador usado por el personal del la UCI?'.

Una larga duracion del tratamiento con linezolid, una dosi-
ficacién insuficiente, y la administracién repetida del linezolid
son factores de riesgo para desarrollar resistencia a este
antimicrobiano®®. La resistenciaal linezolid no sélo se ha abservado
en pacientes con un tratamiento prolongado a dicho antimicro-
biano, sino también en casos sin exposicién obvia?®~2>. En nuestra
serie, la mayoria de pacientes infectados (12 de 15 episodios infec-
ciosos, el 80,0%) habian recibido ciclos de linezolid antes de la
deteccion del aislado resistente. Con todo, 3 pacientes (20,0%) no
recibieron linezolid, lo que sugiere la adquisicién por transmisién
cruzada®'- 33,

Todos los aislados de S. hominis resistentes al linezolid fueron
también resistentes a la teicoplanina y tuvieron por E-test CMI
a la vancomicina de 4,0 pg/ml. En el momento actual, 4,0 ug/ml
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es el limite superior del rango de sensibilidad segtn el CLSI'2, y
resistente segiin el EUCAST'?. Este perfil de resistencia a gluco-
péptidos esta también presente en aislados resistentes al linezolid
de S. epidermidis®®, S. haemolyticus®® y S. hominis!528, todos ellas
con la mutacién G2576T. La relacién entre esta mutacién en el
gen ARNr 235 y la resistencia a los glucopéptidos es descono-
cida. La resistencia a los glucopéptidos en Staphylococcus spp. es
multifactorial®!, siendo el engrosamiento de la pared celular una
caracteristica coman®2.

La incidencia creciente de infecciones causadas por aislados de
estafilococos multirresistentes, incluyendoresistencia a la teicopla-
ninay al linezolid, es preocupante. Es crucial hacer un uso racional
del linezolid y mantener un control activo de dicha resistencia para
preservar la utilidad clinica de este antimicrobiano,
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Transferable Multidrug Resistance Plasmid Carrying cfr Associated
with tet(L), ant(4')-Ia, and dfrK Genes from a Clinical Methicillin-
Resistant Staphylococcus aureus ST125 Strain

Enrique Ruiz de Gopegui, Carlos Juan, Laura Zamorano, José L. Pérez, and Antonio Oliver

Servicio de Microbiologia, Hospital Universitari Son Espases, Palma de Mallorca, Spain

A multidrug e (MDR)

< i 5
Jugative

id of ca. 50 kb (designated pERGB) was detected in a linezolid and methicillin-

resistant Staphylococcus aureus strain with sequence type 125 (ST125-MRSA-TVc). This strain was detected in two patients with
chronic obstructive pulmonary disease, previously treated with multiple antimicrobials, including linezolid. pPERGB was trans-

1::

=1

ferable by conjugation and carried the resi e genes cfr (oxa

phenicols, I

pleuromutilins, and strep-

togramin A), ant(4')-Ia (tobramycin), fet(L) (tetracycline), and dfrK (trimethoprim). A novel genetic structure, linking all of
these resistance genes for the first time, was elucidated through sequencing of a 15,259-bp fragment from pERGB. Active surveil-
ded

lance to prevent the dissemination of such highly concerning MDR t e

inezolid was the first oxazolidinone approved for the treat-

ment of Gram-positive bacteria and is still the only antimicro-
bial in this class released for clinical use. It has been commercial-
ized in the United States since 2000 (2) and in Spain since 2002 (3).
Linezolid resistance in staphylococci is very uncommon, although
it has increased in the recent years.

The most frequently reported mechanism of linezolid resis-
tance in staphylococci is a point mutation within the central loop
of domain V of the 23S rRNA gene (9), followed by mutation in
the ribosomal protein L3 or L4 (17). Both forms of resistance are
mainly caused by prolonged exposure to linezolid and are not
transferable between strains. A third mechanism of resistance is
determined by the ¢fr gene, encoding an rRNA methyltransferase
that methylates the adenosine at position A2503 (Escherichia coli
numbering) in the 23S rRNA (13). This enzyme confers cross-
resistance to linezolid and four other classes of antimicrobial
agents: phenicols, lincosamides, pleuromutilins, and strepto-
gramin A. The ¢fr gene is often located in a plasmid which may be
horizontally transferred (18). It was originally identified on the
pSCSF1 plasmid from a Staphylococcus sciuri isolate obtained
from the nasal swab of a florfenicol-treated calf with a respiratory
infection in 1997 (26). In humans, the first clinical isolate docu-
mented to carry the ¢fr gene was a methicillin-resistant Staphylo-
coccus aureus (MRSA) strain isolated from a patient with respira-
tory infection in Colombia in 2005 (29). The first outbreak by
MRSA carrying the ¢fr gene was reported in 2008 and involved 15
patients admitted in the intensive care unit of a hospital from
Madrid, Spain (20).

Here we describe two cases of respiratory infection by ¢fr-pos-
itive MRSA isolates detected in Majorca, Spain, occurring in pa-
tients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD) ad-
mitted in August 2010 in the same unit of the main tertiary
hospital of the island. Moreover, we show that ¢fr was located in a
novel transferable plasmid together with multiple other antibiotic
resistance determinants.

The linezolid-resistant MRSA isolates from the two patients
had the same disk diffusion susceptibility profile. According to
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI} (4) break-
points, both isolates were resistant to penicillin, oxacillin, cefoxi-

0066-4804/12/512.00 Antimicrobial Agents and Chemotherapy p. 2139-2142

able el is

tin, ciprofloxacin, tobramycin, clindamycin, chloramphenicol,
and tetracycline and susceptible to erythromycin, gentamicin, ri-
fampin, and teicoplanin. The MIC of vancomycin was determined
by Etest (bioMérieux, France) to be 2 pg/ml, indicating suscepti-
bility according to CLSI. Regarding linezolid and trimethoprim-
sulfamethoxazole, the isolates were apparently susceptible by disk
diffusion, but a double halo of inhibition was noted in both cases.
When the isolates were tested by Etest, a double halo of inhibition
was again visualized, with a MIC for linezolid of 6 to 8 pg/ml after
24 h of incubation; thus, it was considered resistant. The MIC for
trimethoprim-sulfamethoxazole determined by Etest was 1.5
pg/ml (still within the susceptibility range).

Interestingly, a linezolid-susceptible MRSA isolate was previ-
ously identified in sputum cultures from both patients (in June
2009 [patient 1] and February 2009 [patient 2]), and both received
linezolid therapy at that time. Moreover, patient 1 was seen 32
times for respiratory infections from October 2006 to August
2010, receiving in every admission antimicrobial therapy, includ-
ing several linezolid courses. The resistance profiles of the two
linezolid-susceptible and two linezolid-resistant MRSA isolates
are shown in Table 1.

Clonal relatedness of the previous linezolid-susceptible and
subsequent linezolid-resistant MRSA isolates from both patients
was evaluated by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) (28) and
multilocus sequence typing (MLST) (5). Typing of the staphylo-
coccal cassette chromosome mec (SCCrmec) was performed with
three PCR techniques: a multiplex PCR assay for the cassette chro-
mosome recombinase (ccr) genes (7), another for the class B mec
gene complex (16),and a multiplex PCR assay for the subtyping of
SCCmec IV (19). A linezolid-resistant ¢fr-positive MRSA isolate
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TABLE 1 Resistance profiles and genes detected in linezolid-susceptible and -resistant MRSA clinical isolates from patients 1 and 2 and in the
transconjugant derivative
Presence of gene
Patient or Isolate Sequence ant(4')-la
description Date no. type Resistance phenotype” (aadD) or tet(L) dfrK
1 June 2009 50115  STI25-IVc  OXA,CIP,TOB + - - -
August 2010 69371 ST125-IVe OXA, CIP, TOB, CLI, LIN, CLO, TET, TS t + + +
2 February 2009 44207 S$T22-IVh OXA, CIP, ERY, iCLI = = = =
August 2010 69533 ST125-IVe OXA, CIP, TOB, CLI, LIN, CLO, TET, TS + + ok +
Transconjugant TOB, CLI, LIN, CLO, TET, TS, RIF } + + +

“ OXA, oxacillin; CIP, ciprofloxacin; TOB, tobramycin; ERY, erythromycin; CLY, clindamycin; iCLI, inducible clindamycin resistance (erythromycin-clindamycin D-zone test

positive); LIN, linezolid; CLO, chloramphenicol; TET, tetracycling TS, trimeth

X 1

RIF, rifampin.

le {cotri

(HCO08 strain) from the outbreak reported in Madrid (20) was
included for comparative purposes. The linezolid-resistant
isolates from both patients and interestingly also the first lin-
ezolid-susceptible isolate from patient 1 had indistinguishable
electrophoretic band patterns, which corresponded to the ST125-
MRSA-IVc clone, one of two MRSA clones predominant in Ma-
jorca (1, 24) and also the most prevalent MRSA clone in Spain
since 1998 (30). On the other hand, the linezolid-susceptible iso-
late from patient 2 belonged to ST22-MRSA-IVh (EMRSA-15
clone), also prevalent in Majorca, whereas the HCO8 strain corre-
sponded to ST228-MRSA-L

To determine the mechanism of resistance to linezolid, a PCR
assay to detect the presence of the ¢fr gene (14) was performed
with genomic DNA extracted using the QlAamp DNA minikit
(Qiagen, Germany). The HCO8 strain (20) was used as a positive
control. The PCR assay for the ¢fr gene was negative for the lin-
ezolid-susceptible MRSA isolates and positive for those showing
resistance to the drug (Table 1).

Conjugation experiments were then performed to assess
whether the ¢fr gene was located on a transferable plasmid, adapt-
ing the protocol described by Shore et al. (27). The linezolid-
resistant MRSA isolate from patient 1 was used as a donor, and a
rifampin-resistant mutant of ATCC 29213 S. aureus strain was

used as a recipient. The transconjugants were selected in brain
heart infusion (BHI) agar plates with rifampin (20 pg/ml) and
chloramphenicol (15 pg/ml) and checked through the analysis of
plasmid and susceptibility profiles, cfr PCR assay (14), and PFGE.

The antimicrobial susceptibility profiles of linezolid-resistant
MRSA from patient 1 (donor), rifampin-resistant ATCC 29213 S,
aureus (recipient), and a selected transconjugant for several anti-
biotics were determined by Etest and/or broth microdilution, and
results are presented in Table 2. Remarkably, the transconjugant
had acquired resistance or reduced susceptibility to clindamycin,
chloramphenicol, and linezolid (as expected for ¢fr transfer) but
also to tetracycline, tobramycin, and cotrimoxazole. The tigecy-
cline MIC was also slightly enhanced.

The PCR assay for the ¢fr gene in the plasmid DNA (14) ex-
tracted from the transconjugant using the Qiagen Plasmid Midi
kit was also positive. The size of the plasmid was determined
through analysis of the EcoRI restriction fragments, with a result
of ca. 50 kb. The plasmid was larger than the two first ¢fr plasmids
characterized, both detected in animals, plasmids pSCFS1 (17.1
kb) (12) and pSCFS3 (35.7 kb) (14), but the size was similar to that
of other ¢fr plasmids: pSCFS6 (43 kb, also detected in animals)
(15) and pSCFS7 (45 kb, detected in humans) {27).

For the detection of the additional resistance genes transferred,

TABLE 2 Antimicrobial resistance profiles of isolate 69371 (cfr positive) from patient 1 (donor), a rifampin-resistant (Rif") ATCC 29213 S. aureus

strain (recipient), and its transconjugant derivative

MIC (pg/ml) for strain

Antimicrobial Susceptibility testing method 69371 (donor) ATCC 29213 Rif* (recipient) Transconjugant
Penicillin Etest >32 0.5 0.38
Oxacillin Etest =256 0.5 0.5
Erythromycin Etest 0.19 0.094 0.064
Clindamycin Etest >256 0.047 =256
Ciprofloxacin Etest >32 0.19 0.19
Trimethoprim-sulfamethoxazole (1/19)° Etest 1.5; 0.064 0.75
Vancomycin Etest 2 2 2
Teicoplanin Etest 1 1 1
Daptomycin Etest 0.19 0.25 0.25
Tigecycline Etest 15 0.19 0.5
Tetracycline Etest 16 0.094 16
Linezolid Etest 6 0.38 3
Tobramycin Etest 6 0.38 3
Gentamicin Broth microdilution 0.5 0.25 0.25
Chloramphenicol Broth microdilution 8 2 8
Rifampin Broth microdilution =0.06 >32 >32

“ The value on the MIC scale refers to the first component of the combination.

2140 aac.asm.org

Antimicrobial Agents and Chemotherapy



Anexo 2

Pagina 380

PSCES3

Transferable MDR in MRSA

PRKS825/pRKS2187-like
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FIG 1 Genetic structure of the sequenced 15,259-bp DNA fragment from the MDR plasmid pERGB. EcoRI restriction sites delimiting the cloned 8,675-bp
fragment are represented with black arrows. Regions homologous to sequence of previously described plasmids are indicated in the upper part. The gray bar on

the first repU gene represents its truncation by the 15431 5 end.

PCR analysis was carried out with the plasmid DNA extract of the
transconjugant and clinical isolates, and results are shown in Ta-
ble 1. The PCR assays for the ant(4' )-Ia gene (also known as aadD)
which confers resistance to tobramycin, amikacin, kanamycin,
and neomycin (25), for the tet(L) gene (tetracycline resistance)
(22), and for the dfrK gene (6) (trimethoprim resistance) were
positive for the transconjugant derivative and for the two lin-
ezolid-resistant MRSA isolates (Table 1). On the other hand, the
PCR assays were negative in all cases for the tet(K) and tet(M)
genes (tetracycline resistance) (8}, the vga(C) gene (pleuromuti-
linflincosamide/streptogramin A resistance} (6), and the fexA
gene (which codifies an efflux protein of phenicols) (14).

To determine the proximity of the ¢fr determinant to the other
resistance genes, DNA fragments resulting from EcoRI digestion
from the transconjugant derivative were cloned into pUCP24
(21). The resulting plasmids were then transformed into the
CaCl,-competent Escherichia coli XL1 Blue strain. Transformants
were selected on Luria-Bertani (LB) agar plates supplemented
with 100 prg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- B-p-galactopyrano-
side (X-Gal)-200 pg/ml isopropyl-B-p-thiogalactopyranoside
(IPTG) and 5 pg/ml gentamicin. Plasmid DNA, purified from
several transformants with the Qiagen plasmid minikit, was
screened for ofr presence through PCR assays (14), yielding a pos-
itive result in one of them. The cloned 8,675-bp EcoRI fragment
was fully sequenced through primer walking and contained the
resistance genes ¢fr, ant(4')-Ia, and tet(L) (Fig. 1). Left and right
ends were extended to obtain a 15,259-bp fragment through di-
verse PCR assays, followed by sequencing, based on available
GenBank records: plasmid pSCFS3 (accession number AM086211.1)
(14) for the left end and pKKS825 (accession number FN377602.2)
(11) and pKKS2187 (accession number FM207105.1) (12) for the
right end.

The initial segment of the sequenced fragment corresponded
to an entire copy of insertion sequence 1S21-558, with a homology
of 100% with pSCFS3 (14), followed by the cfr gene and a noncod-
ing region of 688 bp, also identical to sequence of pSCFS3. Nev-
ertheless, adjacent to this noncoding region, a novel structure was
detected, including a putative resolvase (72% nucleotide sequence
identity with the res gene from Bacillus megaterium, GenBank ac-
cession mumber CP003018.1) and a putative transposase (amino
acid identity of 63% with a transposase of Enterococcus faecium,
accession number ZP_03980121.1). Next, an 15431-flanked ge-
netic structure was found; an inverted copy of insertion sequence
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18431 was followed by a truncated repU gene, with 99% identity to
the nucleotide sequence of plasmid pUB110 (23) and very similar
to that previously described in pKKS825/pKKS2187 plasmids (10,
11). Downstream, the ant(4')-Ia, tet(L), and dfrK resistance genes
were identified, with sequences nearly identical to those described
for the pKKS825 plasmid (11). Further downstream of dfrK, two
more open reading frames (ORFs) were detected: the pre/mob
gene (97% identical to pKKS2187) and an entire copy of the repU
gene. At the end of the sequenced fragment, a direct copy of 1S431
was documented (Fig. 1).

In summary, we describe a new plasmid (designated pERGB)
that combines several relevant antibiotic resistance determinants,
leading to a MDR transferable element that is highly concerning,
particularly when acquired by MRSA strains as described in this
work. Thus, active surveillance to prevent the dissemination of
such MDR elements and strains is urgently needed.

Nucleotide sequence accession number. The described
15,259-bp sequence of plasmid pERGB from MRSA strain 69371
has been deposited in the GenBank database under accession
number [N970906.
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Clinical significance of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus colonization in residents in
community long-term-care facilities in Spain
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SUMMARY

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is highly prevalent in Spanish hospitals and
community long-term-care facilities (LTCFs). This longitudinal study was performed in
community LTCFs to determine whether MRSA colonization is associated with MRSA infections
and overall mortality. Nasal and decubitus ulcer cultures were performed every 6 months for an
18-month period on 178 MRSA-colonized residents (86 490 patient-days) and 196 non-MRSA
carriers (97470 patient-days). Fourteen residents developed MRSA infections and 10 of these were
skin and soft tissue infections. Two patients with respiratory infections required hospitalization.
The incidence rate of MRSA infection was 0-12/1000 patient-days in MRSA carriers and
0-05/1000 patient-days in non-carriers (P =0-46). No difference in MRSA infection rate was found
according to the duration of MRSA colonization (P =0-69). The mortality rate was 20-8% in
colonized residents and 168 % in non-carriers; four residents with MRSA infection died. Overall
mortality was statistically similar in both cohorts. Our results suggest that despite a high
prevalence of MRSA colonization in LTCFs, MRSA infections are neither frequent nor severe
while colonized residents remain at the facility. The epidemiological impact of an MRSA reservoir
is more relevant than the clinical impact of this colonization for an individual resident and
supports current recommendations to control MRSA spread in community LTCFs.

Key words: Epidemiology, geriatrics, long-term care, MRSA, MRSA infections, multiresistant
microorganism, nursing homes, S. aureus.

INTRODUCTION

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
has a high prevalence in acute-care hospitals in Spain,

* Author for correspondence: Dr A. Manzur, Infectious Disease
Service, Hospital Universitari de Bellvitge, Feixa Llarga s/n,
L'Hospitalet de Llobregat Barcelona, 08907, Spain.
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and also in long-term-care facilities (LTCFs) [1-3].
This scenario is similar to other countries of the
European Union [4-8]. In the nosocomial setting
patients with persistent MRSA carriage have a higher
risk of developing MRSA infections [9, 10] than
methicillin-susceptible S. aureus (MSSA) carriers and
non-carriers. Although, it appears that MRSA colo-
nization in LTC settings might have different clinical
implications than in acute-care hospitals, few studies
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have addressed this issue and most report a low
prevalence of MRSA infection in residents [I1, 12]. A
relatively small number of residents require hospital-
ization or die as a consequence of MRSA infections
and this suggests that severe infections are uncommon
in this population. The most frequent MRSA infec-
tions in LTCFs are skin and soft tissue infections
while bloodstream infections account for about 10%
of cases [13].

Very few longitudinal studies have investigated the
incidence of MRSA infections in residents in LTCFs
[12, 14]. We therefore considered it necessary to ana-
lyse the clinical impact of MRSA colonization in this
population in order to identify suitable measures to
prevent spread and infections due to MRSA in this
setting. To this end a multicentre longitudinal study
was performed among residents in community LTCFs
to determine the incidence of MRSA infection and
assess whether MRSA colonization is associated with
greater risk of infection and overall mortality.

METHODS

Study population and characteristics of community
LTCFs

Characteristics of this population have been described
previously [2]. Nine community LTCFs for the elderly,
located in two communities in Spain (Catalonia and
Balearic Islands) with 1586 beds (median 120, range
72-552) were included. Five were located in the catch-
ment area of a 900-bed acute-care hospital (Hospital
Universitari de Bellvitge), three in that of a 490-bed
hospital (Corporaci6 Sanitaria Parc Tauli) and one in
that of an 800-bed hospital (Hospital Universitari Son
Dureta). These facilities provide care for the elderly
long-term resident, who may be disabled or infirm.
Each LTCF has a dementia ward and its own medical
stafl. Residents are accommodated in rooms with
up to three beds. Surveillance for MRSA and de-
colonization procedures are not routine. In addition
to standard precautions for all patient care, contact
precautions are applied for residents colonized or
infected by MRSA. Known MRSA carriers are not
denied admission [15].

Study design

This was a multicentre prospective cohort study con-
ducted from November 2005 to May 2007. The studied
population consisted of all residents in the LTCFs at
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baseline (n=1377) and was identical to that of our
previously published cross-sectional study [2]. A total
of 231 residents was found to be colonized with MRSA
at baseline (MRSA carriers cohort). A representative
sample of non-MRSA carriers was selected from the
1146 residents without MRSA at baseline as follows:
for each MRSA carrier identified, one non-MRSA
carrier was randomly selected from the same ward and
screened 6 months later. Those with two consecutive
negative cultures were included in the non-MRSA
carrier cohort (n=196). Subjects were visited by the
investigators every 6 months over an 18-month period.

During this period no changes were made to infec-
tion control practices in the LTCFs and data from
the study results were not available to clinical staff.
Decolonization treatment or contact precautions were
not applied to the MRSA carriers detected through-
out the study.

Data collection and definitions

Complete clinical data were obtained for all residents
at baseline and medical charts were reviewed thereafter
at 6-monthly intervals, Occurrences of infections, de-
cubitus ulcers, antibiotic use, hospital admission and
deaths were recorded. In the MRSA carrier cohort,
persistent colonization was defined as at least two
MRSA-positive cultures separated by fewer than two
negative cultures. Transient colonization was defined
as two or more negative cultures after a single positive
culture for MRSA [16]. Duration of carriage was de-
fined as the period from the first positive culture until
the first negative culture with a consecutive negative
culture if available and only residents who survived at
the end of the study were considered for this analysis.
MRSA infection was recorded in the clinical charts of
each facility.

Microbiological methods

Nasal, and where applicable, decubitus ulcer swabs
were obtained for culture every 6 months. Swabs were
placed in Stuart’s transport medium and plated on
coagulase-mannitol agar plates and selective MRSA
agar (MRSA Select, Bio-Rad Laboratories, Spain)
before inoculating into brain heart infusion plus 7%
NaCl. After 24 h of incubation at 35 °C, broths were
subcultured on coagulase-mannitol and selective
MRSA agar; plates were incubated for 48 h and
inspected daily. Putative S. auwreus colonies were
identified by the latex agglutination test (Pastorex®
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Table 1. Characteristics of residents who were lost to follow-up with those
followed to completion for the study period

Completed Lost to

follow-up follow-up

(n=280) (n=147) P
Female sex, n (%) 191 (68-0) 102 (69-4) 0-08
Age, yr, mean (s.D.) 80-9 (11-6) 83-5(10-8) 006
Charlson Index =2, n (%) 99 (35-4) 70 (47-6) 0-87
Barthel Index <30, n (%) 101 (36:2) 75 (51-1) 0-009
Decubitus ulcers, n (%) 40 (14-2) 35(23-8) 0-22
Cenire <150 beds n (%) 109 (39-1) 60 (40-8) 077
Centre MRSA prevalence >20%, n (%) 172 (61-6) 88 (59-9) 0-15
MRSA colonization, r (%) 128 (45-6) 104 (70-7) 017
Two-site colonization, n (%) 17 (5:0) 17 (11-6) 0-59
Infections (all microorganisms), n (%) 152 (54-1) 45 (30-6) 034
MRSA infections, n (%) 8(28) 5(3-4) 025
Hospital admissions, 1 (%) 39 (13:9) 20 (13-6) 008

Staph-plus, Bio-Rad Laboratories) and DNase
production (DNase Test Agar, Biomedics, Spain).
Methicillin resistance was determined by the cefoxitin
disk diffusion method and antimicrobial susceptibility
testing was performed by disk diffusion following
Clinical and Laboratory Standards Institute re-
commendations [17].

Statistical analysis

Secondary outcomes (MRSA infections and overall
mortality) were compared between prevalent MRSA
carriers and non-MRSA carriers. Categorical vari-
ables were analysed with ¥* or Fisher’s exact tests as
appropriate and continuous variables by Student’s
¢ test or non-parametric tests. Mortality was compared
by the Kaplan—Meier method. All statistical tests were
two-tailed and P <0:05 was deemed significant. SPSS
package version 15-0 was used (SPSS Inc., USA).

Approval for the study was obtained from the
Research Ethics Committee of the Hospital Uni-
versitari de Bellvitge. No written informed consent
was obtained because the study met the criteria for
a waiver of this requirement.

RESULTS

The MRSA cohort comprised 178 colonized residents
(86490 patient-days) and the non-carrier cohort 196
patients (97 470 patient-days). Over the study period,
147 residents were lost to follow-up (53 at 6 months,
60 at 12 months and 34 at 18 months), 99 residents
died and 30 were discharged. Table 1 compares

Table 2. Incidence rate of MRSA infection during the
18-month period related to the duration of MRSA
colonization

Duration No. of Incidence

of MRSA Follow-up ~ MRSA rate of MRSA

colonization (days) infections infections

<6 months 156 60 3 0-19/1000
patient-days

6 months 9720 0 —

12 months 5205 3 0-58/1000
patient-days

18 months 32202 2 0-06/1000

patient-days

residents who were lost to follow-up with those
followed to completion.

Overall 14 residents developed MRSA infections,
nine in the MRSA cohort and five in the non-carrier
cohort. The type of infections were: 10 skin and soft
tissue infections, seven related to decubitus ulcers,
one urinary tract infection, one chronic external otitis
and two respiratory infections which both required
hospital admission.

The incidence rate of MRSA infection in the total
MRSA cohort (n=178) was 0-12/1000 patient-days
and in the 196 non-carriers, 39 residents acquired
MRSA colonization during the study, giving an inci-
dence rate of MRSA infection in this cohort of 0-05/
1000 patient-days. The incidence rate of MRSA in-
fection was statistically similar for prevalent MRSA
carriers and residents with newly acquired MRSA
colonization (P=0-46). Table 2 shows that no
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Table 3. Comparison of clinical outcomes in the
MRSA-colonized cohort and the non-carrier cohort

MRSA-

Non- colonized

carriers  cohort

(N=196) (N=178)

n (%) n (%) RR (95% CI)
MRSA infections 4 (2:1) 10 (4-6)  2-85(0-88-9-28)
All infections 94 (48-0) 103 (579) 1-49 (0-99-2-24)
Hospital 27(13-8)  32(180) 1-37(0:79-2:40)

admissions

RR, Relative risk; CI, confidence interval.

difference was found in MRSA infection rate between
transient and persistent MRSA carriers (lineal re-
gression P=069). In addition there were no differ-
ences in infections of any aetiology for both cohorts,
and MRSA carriers did not require more hospital
admissions than non-carriers during the study period
(Table 3). The mortality rate was 20-8 % in residents
in the MRSA cohort and 16-8 % in non-carriers. Four
of 14 residents with MRSA infection died during the
study period but these were not attributed to MRSA
infection. No statistical difference was found in the
overall mortality in either group (log rank test 0-19,
P=0-66) (Fig. 1).

DISCUSSION

In a previous study we reported a prevalence of
MRSA colonization of about 17% in residents of
community LTCFs in Spain [2], which represents a
large reservoir of this microorganism in the healthcare
setting. Several studies have highlighted the relevance
of this epidemiological aspect which might influence
the infection control practices implemented by acute-
care hospitals [18-22] but there are limited data on
the relationship of MRSA colonization and the de-
velopment of infection in residents of LTCFs [12, 14].
This aspect has usually been assessed in settings where
patients are at great risk of MRSA infection, such as
intensive care units [10]. Our findings show that
MRSA carriers in community LTCFs are not at high
risk of developing severe MRSA infection while
residing at the facility. This is in agreement with
the out-of-hospital risk of MRSA infection reported
in another population [23]. Moreover, from a clinical
point of view, MRSA infections were not severe
and only 2/14 cases required hospitalization. As
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previously reported, we found that the main MRSA
infections were skin and soft tissue infections. Re-
markably the majority of infections were associated
with the presence of decubitus ulcers, the most fre-
quent skin lesion in this population. This emphasizes
the need to enhance efforts to prevent the development
of decubitus ulcers. Since in community LTCFs ac-
curate microbiological diagnoses are often lacking,
MRSA infections could have been underestimated
and therefore we analysed the incidence of infection
of any aetiology in both cohorts and found no differ-
ences. Prior studies have demonstrated an incidence
of MRSA infections of 6-5 % [13] and a relative risk of
3-6 in MRSA carriers in LTCFs [12].

Persistent MRSA carriers are more often colonized
at multiple sites, are more likely to transmit to others,
and become infected than transient carriers [24].
However, this aspect has not been studied in MRSA-
colonized residents in LTCFs. A recent study per-
formed in a LTCF showed that the degree of bacterial
colonization in persistent MRSA carriers was signifi-
cantly higher than in transient MRSA carriers [14].
We did not find a relationship between the incidence
of MRSA infection and the duration of MRSA car-
riage, possibly because of the very few cases of MRSA
infections. Moreover, the incidence of MRSA infec-
tion was similar in prevalent MRSA carriers and re-
sidents with newly acquired MRSA, ie. MRSA
colonization acquired while residing at the facility. A
recent study, which included a small number of re-
sidents in LTCFs, found that the risk of MRSA in-
fection in long-term carriers in the first year exceeded
the risk of infection in subsequent years [23]. It ap-
pears that MRSA carriers remain at considerable
risk for subsequent MRSA infection regardless of
the time since the initial detection of MRSA carriage.
Available data indicate that MRSA colonization
in LTCFs may have different and less severe con-
sequences than in acute-care hospitals. The risk of
MRSA infection in the population of community
LTCFs might not be related to the duration of colo-
nization but might instead be attributable to known
risks associated with MRSA infection such as hos-
pitalization, bronchoaspiration, and the presence of
decubitus ulcers or invasive medical devices. Except
for ulcers and bronchoaspiration, these risks are not
frequent in this population [24]. Reports of MRSA
producing Panton—Valentine leukocidin (PVL) strains
in LTCFs are increasing [25-27]. Since these strains
might produce spontanecous infections, MRSA infec-
tion rates could potentially rise in residents in LTCF's
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Fig. 1. Overall mortality during the study period (18 months) for cohorts of MRSA carriers and non-carriers.

without obvious clonal spread. None of the strains in
this study was PVL positive [2] and previous molecular
typing had shown the presence of only two distinct
clones [16] one of which (CC3-MRSA-IV) has been
reported as widely disseminated in Spanish hospitals
128, 291.

We found no differences in overall mortality in
MRSA carriers and non-carriers. The mortality rate
was around 15-20% in this elderly population and
bronchoaspiration was the most frequent cause of
death (data not shown). Previous studies have reported
an associated mortality of MRSA infections in LTCFs
of 1% [13], and a relative risk overall mortality rate
of 2:0 in MRSA carriers [i2]. Significantly higher
mortality was associated with MRSA carriers in
LTCFs only in patients with severe cognitive impair-
ment [30].

This study has some limitations, as we only per-
formed cultures of nasal swabs and decubitus ulcers
to detect MRSA colonization. A recent study dem-
onstrated that more than half of community LTCF
residents present multiple-sitt MRSA colonization
and one-third of MRSA carriers would have been
missed if only nasal swabbing had been performed
[31]. Another limitation is the large number of re-
sidents lost to follow-up, principally because of death
in an elderly population. Patients lost to follow-up
had significantly more deterioration in functional
status; this is expected since poor functional status
1s associated with death in this population [32].

In addition this study was originally designed to de-
scribe the natural history of MRSA colonization in
residents in LTCFs and to identify risk factors for
being colonized with MRSA [16]. The MRSA infection
rate and mortality in both cohorts were considered as
secondary outcomes, and thus, no specific calculations
were initially performed to determine if the study
had sufficient power to detect significant differences.
Nevertheless, major strengths of this study are the
prospective design and the fact that it includes mul-
tiple facilities with a similar profile. Moreover, MRSA
infections and mortality were evaluated in a popu-
lation with a high prevalence of MRSA carriage.
Community LTCFs are institutions intended for
the promotion of a healthy lifestyle for elderly people,
a segment of population that is growing steadily;
promoting comfort, optimal social environment and
preserving functional status of residents are major
objectives. The profile of community LTCFs and
the endemicity of MRSA in these centres with a low
clinical impact for colonized residents while in the
facility, make the implementation of control measures
to limit MRSA spread controversial. Standard pre-
cautions for all residents should be applied routinely;
barrier precautions, cohorting, decolonization and
other measures should be undertaken only for con-
trolling MRSA infection outbreaks [33-36]. Our
results together with the clinical experience and
available literature suggest that MRSA infections are
neither frequent nor severe while MRSA-colonized
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residents remain in a LTCF. However, when admitted
to an acute-care centre, they may spread MRSA to
other patients who may develop severe infections.
Therefore the epidemiological impact of the reservoir
of MRSA in LTCFs is more relevant than the clinical
impact of this colonization for an individual resident.
The present results support current recommendations
to control MRSA spread in community-LTCFs
[33-36].
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