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RESUMEN

El Staphylococcus aureus es una bacteria con gran potencial patogénico capaz de
establecerse en los seres humanos y causar multiples alteraciones que van desde
la afectacion de la piel y tejidos blandos hasta aquellas en donde se pone en
peligro la vida. El surgimiento a nivel mundial de cepas de S. aureus resistentes a
antibidticos propone la busqueda de explicaciones epidemioldgicas que puedan
llegar a aportar un mejoramiento en la comprensiéon de este microorganismo, asi
como también la potencializacion del tratamiento a suministrar. En Cartagena no
se conocen con claridad las caracteristicas moleculares que diferencian las
infecciones de las cepas de S. aureus resistentes a meticilina de las sensibles.
Objetivo: El propésito de este estudio fue describir el perfil genético y de
resistencia antibidtica de las cepas de Staphylococcus aureus Resistente a
Meticilina (SARM) vy Staphylococcus aureus Sensible a Meticilina (SASM)
causantes de infecciones en nifilos. Métodos: Estudio de corte transversal de tipo
analitico, en el que a un grupo de aislados de S. aureus obtenidos de 94 pacientes
pediatricos con infecciones por esta bacteria se les determind mediante ensayo
por PCR, los perfiles de enterotoxinas, gen mecA, tipificacion y subtipificacion del
SCCmec, complejo clonal, AGR y los perfiles de resistencia que portan. Con ello
se clasificaron como SARM y SASM basados en la identificacion del gen mecA.
Ademas, se compararon las -caracteristicas moleculares y de resistencia
antibidtica entre los aislamientos SARM y SASM. Adicionalmente se
correlacionaron los datos moleculares con los tipos de la cepa y algunos datos
sociodemograficos y clinicos. Ademas se realizo la tipificacion del perfil genético
de los aislados de Staphylococcus aureus del estudio mediante electroforesis en
campo pulsado (PFGE). Los resultados fueron analizados mediante el test exacto
de Fisher, la prueba Chi? y la prueba T Student en donde fueron requeridas. Se
asumié una significancia estadistica de P < 0,05. Resultados: La proporcién de
SARM y SASM fue de 48,9% y 51,1%, respectivamente. La portacion de los genes
para PVL se presentd con mayor frecuencia en las cepas SARM. Los complejos
clonales mas prevalentes fueron el ST8 (41,5%) y ST5 (37,2%). La PFGE revel6



poca diversidad genética en los aislados estudiados. Conclusiones: SASM y
SARM mostraron una proporcion equivalente y el patrén genético relacionado con
el Clon USA300 fue el mas prevalente en las cepas del estudio. El analisis de
PFGE revel6 poca diversidad genética entre los aislados SASM y SARM, por lo
tanto las diferencias moleculares entre estos dos grupos no son significantes.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, resistencia a la meticilina, tipificacion

molecular, Epidemiologia Molecular, electroforesis en gel de campo pulsado.



1. INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus es una bacteria que se establece como uno de los
principales patdégenos en infecciones humanas tanto a nivel comunitario como en
el ambiente nosocomial. Debido a su capacidad patogénica esta bacteria puede
producir un amplio espectro de manifestaciones que van desde una leve infeccion
de piel hasta estados tan avanzados que pueden facilmente ser mortales. En
nifos, se presenta frecuentemente debido probablemente a los continuos traumas

a los que se esta expuesto en este grupo etario.

Dentro de las infecciones mas frecuentes relacionadas con S. aureus se
encuentran las de piel y tejidos blandos, tales como los abscesos, celulitis y otras
lesiones que pueden permanecer confinadas al estrato dérmico. Sin embargo,
este microorganismo también tiene la capacidad para producir sepsis, considerada
como una de las principales complicaciones, seguida de otras condiciones como
osteomielitis, meningitis, neumonia necrotizante, entre otras infecciones que por lo
general son precedidas por infecciones de piel y tejidos blandos, las cuales
alcanzan estratos mas profundos, pudiéndose diseminar hacia diferentes 6rganos

simultdneamente a través de la via hematogena.

Por lo tanto, una de las preocupaciones en las infecciones por S. aureus es su
tasa de mortalidad que puede variar de un 25% para el caso de SASM a un
34,2%, para el de SARM (1). La diferencia entre las proporciones, puede deberse
a la capacidad de este microorganismo para adquirir diversos elementos genéticos

méviles que potencializan su capacidad de virulencia.

En este sentido, S. aureus ha podido apropiarse de un casete cromosomico que le
confiere resistencia a casi todos los antibiéticos betalactamicos, dificultando asi su
tratamiento. A estas cepas se les conoce como S. aureus resistentes a meticilina 'y
actualmente su proporcion se ha incrementado drasticamente. Adicionalmente,

posee otros factores de virulencia como la Leucocidina de Panton Valentine,
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citotoxina relacionada con alteraciones pulmonares y con la que puede atacar
directamente a los leucocitos y producir su lisis. Ademas, porta una multiplicidad

de superantigenos con capacidad enterotoxicas.

Teniendo en cuenta la facilidad con la que se modifica su contenido génico, se han
realizado diversos estudios que buscan establecer los perfiles genéticos
asociados a diversos estados infecciosos. Sin embargo, los estudios revelan que
existe una gran variedad genética, tal vez relacionada con las discrepancias
geogréficas en las que se ejecutan. Por lo tanto se requieren estudios de vigilancia
epidemiologica en sectores geograficos especificos que ayuden a comprender
mejor la evolucion de S. aureus localmente. Por esto, en la ciudad de Cartagena
se requieren mas investigaciones que contribuyan al conocimiento de las
caracteristicas moleculares de este patdgeno y la relacion que guardan con el
prondstico clinico, para establecer disefios de estrategias y el mejoramiento de

protocolos vigentes de prevencion, diagndstico, control y tratamiento.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

2.1. Generalidades y determinantes de resistencia: Casete Cromosomal
Estafilocécico mec

El S. aureus es un coco grampositivo, encontrado como uno de los factores
etiolégicos principales de infecciones localizadas en piel y tejidos blandos,
neumonia, meningitis, poliposis nasal; asi como también de eventos sistémicos
como bacteremias, endocarditis y sepsis (2-4). La capacidad de adaptacion de
esta bacteria, le confiere la habilidad de poblar diversos lugares en el cuerpo
humano, volviéndose parte de su flora normal. S. aureus puede colonizar a las
personas a nivel de las narinas, axilas, periné y vagina (5-8). Actualmente, las
personas portadoras de S. aureus pueden ser clasificadas de acuerdo a su patron
de portacion en: Portadores persistentes, representados hasta en un 30% de la
poblacién, los portadores intermitentes con un 30% (12-70%) y los no portadores
(con hasta un 69%). De estos Ultimos se piensa que nunca son colonizados por la
bacteria (9-12).

La literatura reporta que S. aureus evidencia multiples cambios en su perfil
genético direccionados a la resistencia al antibiotico meticilina, conociéndose
como S. aureus Resistente a la Meticilina (SARM). Estas cepas inicialmente se
relacionaban con individuos en contacto hospitalario previo, sin embargo,
actualmente existen pacientes infectados en la comunidad sin este precedente,
denominando a la cepa S. aureus Resistente a la Meticilina Asociado a la
Comunidad (SARM-AC)(13).

La adquisicion de resistencia a la meticilina es de principal interés tanto para la
comunidad cientifica como para el sistema de salud, debido a que esta propiedad
le confiere resistencia a todos los antibidticos beta-lactdmicos a esta bacteria. Este
mecanismo de resistencia se debe a la adquisicion horizontal del gen mecA, el
cual codifica una proteina fijadora de penicilina 2ao PBP2a por sus siglas en inglés

(Peniciline Binding Protein 2a), transpeptidasa que funciona en la sintesis del
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peptidoglicano y que presenta baja afinidad por los antibiéticos beta-lactamicos. El
gen mecA se encuentra en un elemento genético mévil grande, conocido como
casete cromosomal estafilocécico mec (“Staphylococcal Cassette Chromosome
mec”’, SCCmec) transferido horizontalmente a cepas precursoras de S. aureus
sensibles a meticilina, en multiples eventos independientes entre si, a partir de

especies relacionadas del genero Staphylococcus (14-16) .

Actualmente se reconocen siete tipos principales de casetes SCCmec (I-VII), los
cuales difieren entre si en su contenido genético y organizacion. De estos, los
tipos IV, V, VI y VII, causan resistencia solo a antibidticos beta lactamicos,
mientras que los tipos I, Il y Il producen resistencia a multiples clases de
antibidticos, debido principalmente a genes adicionales de resistencia codificados
en plasmidos y transposones que se integran en el elemento SCCmec. Los
casetes cromosomales SCCmec tipos IV y V, poseen un tamafio pequefio y
contienen elementos genéticos moviles, lo que ocasiona que se muevan
rapidamente entre los diversos ambientes genéticos de las cepas de S. aureus
sensibles a la meticilina que circulan en la comunidad (SASM-AC), aumentando la

probabilidad de generacion de nuevas cepas SARM-AC (16-19).

Las cepas SARM aisladas de infecciones son objeto de estudios de genética
poblacional identificAndose seis grupos principales de clones (complejos clonales)
con base en la tipificacion de secuencias multilocus (MLST), en el polimorfismo de
la proteina A del gen spa y los diferentes tipos del elemento SCCmec. Estos
complejos clonales (CC) se designan como CC1, CC5, CC8, CC22, CC30y CC45,
cada uno de los cuales adquiri6 en forma independiente elementos genéticos
méviles portadores de genes de resistencia (20). Cada CC estd compuesto por
aislamientos de SARM relacionados entre si en el analisis MLST, siendo los de
mayor prevalencia los clones arcaico (CC8), ibérico (CC8), brasilefio (CC8),
pediéatrico (CC5) y el clon de New York/Japén (CC5)(19, 21, 22).
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En los Ultimos afos, la comunidad médica y cientifica alrededor del mundo
observa con preocupacion la emergencia de clones pandémicos de SARM-AC, los
cuales tienen gran capacidad para causar brotes y epidemias, aunque los clones
especificos que emergen varian con el area geogréfica (23). Actualmente se
acepta que las cepas SARM-AC representan un problema potencialmente grave
cuya prevalencia estd en aumento en diversas areas del mundo, incluyendo
Estados Unidos (24-26), Australia(27, 28), Asia (29-31), Brasil(32, 33) y Colombia
(34, 35) entre otras (36, 37).

2.2. Determinantes de virulencia

2.2.1. MSCRAMM
Los factores de virulencia de S. aureus que determinan la patogénesis de la

infeccion pueden ser estructurales o secretados. En el establecimiento de una
infeccion, S. aureus tiene numerosas proteinas de superficie, denominados
“‘componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas de
matriz” (MSCRAMM) y median la adhesién a los tejidos del hospedero (38). Las
MSCRAMMSs se unen al colageno, a la fibronectina y al fibrinbgeno (39). Estas
moléculas parecen ser clave en la iniciacion de las infecciones endovasculares,
0seas, articulares e infecciones de dispositivos protésicos. En las diferentes cepas
de S. aureus se encuentran multiples combinaciones de MSCRAMMSs y por ello se

pueden llegar a causar diversos tipos de infecciones (40, 41).

2.2.2. Superantigenos
Otros factores de virulencia en estas bacterias son los superantigenos (SAQ),

caracterizados por su capacidad para inducir fiebre, amplificar los efectos letales
de otras moléculas toxicas y en el caso de las enterotoxinas estafilocdcicas, para
causar la emesis observada en la intoxicacion estafilocécica por alimentos. Estos
superantigenos estimulan la proliferacién de células T mediante la formacion de
un puente cruzado entre ciertas partes variables de las cadenas B de los
receptores de las células T (TCR V[B-), y en los dominios invariables de las
cadenas a-y 3 de la molécula MHC Il en las células presentadoras de antigeno y

macrofagos (42). Estas interacciones moleculares finalmente son los responsables
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de los signos del Sindrome de Shock Toxico (SST) (43, 44). Este sindrome esta
caracterizado por cuadros febriles rapidos, hipotensidén arterial, prurito difuso,
fallas circulatorias, voOmitos, diarrea, mialgias, descamaciones cutaneas,

hipoalbuminemia y falla multiorganica (45, 46).

Cada SAg tiene un conjunto Unico de TCR VB con los que interactia. Sin
embargo, la consecuencia de la interaccion de los surcos con las células T y los
macrofagos es el mismo: la produccion masiva de citoquinas que incluye IL-2,
TNF-a y y-interferon a partir de células T CD4. En conjunto, estas citoquinas
causan la mayoria de las caracteristicas clinicas de SST. Ademas, estimulan a las
células epiteliales y endoteliales para producir IL-8 y MIP-3a. Estas dos
guimiocinas reclutan PMN y células dendriticas y probablemente participan en las
fases iniciales de la infeccibn por S. aureus a través de la induccion de la

inflamacion, particularmente en la piel y de las mucosas (47).

2.2.3. Enterotoxinas
S. aureus ostenta multiples enterotoxinas (SE), denominadas asi por sus

capacidades para producir emesis y diarrea al ser ingeridas e inducir intoxicacion
alimentaria por estafilococo (48-50). Estas exotoxinas son polipéptidos antigénicos
termorestables, resistentes a la hidrélisis por enzimas gastricas y pancreaticas,
sintetizadas por S. aureus a lo largo de la fase logaritmica de crecimiento o
durante la transicion de la fase exponencial a la fase estacionaria y las cuales
poseen una estructura quimica muy similar entre ellas (51-53).

Las SEs basicamente son superantigenos que en su mayoria estan relacionadas
con el sindrome de shock toxico (SST) y las intoxicaciones alimentarias, que por lo
general se producen después de la ingestion de alimentos contaminados con S.
aureus (54-56).

La respuesta sistémica con respecto a la sintomatologia es consecuente con las
caracteristicas de un superantigeno y por ello los signos y sintomas se observaran
dentro de las primeras 8 horas incluyendo nauseas y vomitos violentos, con o sin
diarrea y calambres abdominales (57, 58). Este estado es autolimitado y

frecuentemente desaparece a las primeras 48 horas. Sin embargo, la presentacién
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sintomatica dependera de la cantidad y concentracion de la toxina consumida, del
estado inmune del paciente y de otros estados como la edad. En casos severos
se puede presentar shock (59).

Aungue en principio se pensaba que todas las SEs poseian los mismos efectos a
nivel gastrointestinal, actualmente se pueden diferenciar dos grupos de
enterotoxinas: el primero, que posee actividad emética demostrada, perteneciendo
a este grupo SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEIl, SER y SET. El segundo
grupo que aun no se conocen con certeza sus capacidades emetizantes, se
denomina SE-L y a éste pertenecen SEIL, SEIQ, SEIO, SEIK, SEIM, SEIP, SEIU,
SEIU2 y SEIV (60, 61).

SEIQ, SEIK estan codificadas por los genes selq y selk respectivamente, se
encuentran en las islas de patogenicidad SaPl1, SaPI3, SaPI5 (USA 300) y en los
profagos ®Sa3ms, ®Sa3mw, SEIO es codificada por el gen selo que se
encuentra en los grupos de genes de enterotoxinas EGC3, EGC4 y en los
elementos genéticos moviles MGEmw2/mssa476 seh/seo, SEIM esta codificada
por el gen selm que se encuentra en las islas genémicas vSapl y vSaplll (60, 61).
Estas enterotoxinas actian como superantigenos y por lo tanto tienen la
capacidad para estimular grandes poblaciones de células T, con la subsecuente
liberacibn de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias que pueden

desencadenar el sindrome de shock toxico que es potencialmente letal (49, 62).

En general, las infecciones por esta bacteria afectan principalmente la piel y el
tejido subcutaneo, siendo la presentacion clinica mas comun una foliculitis o un
absceso, reportandose como factores predisponentes para su adquisicion el
trauma, picaduras de insectos, uso de drogas intravenosas y bajo nivel de higiene
(63, 64).

2.2.4. Citotoxinas
La capacidad de estas cepas SARM-AC para causar infecciones de piel y tejidos

blandos se atribuye a la presencia de diversos factores de virulencia codificados

en el genoma y a su regulacion coordinada por sistemas sensores de dos
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componentes(65). Entre los factores de virulencia de estas cepas, se destacan las
exotoxinas superantigénicas, la toxina-1 del sindrome del shock toxico (TSST-1) y
la leucocidina de Panton-Valentine (PVL)(50, 62, 66).

a. Leucocidina de Panton-Valentine
En particular, se reporta que la accion téxica de la PVL sobre los leucocitos es

responsable de la alta tasa de mortalidad asociada con la neumonia necrotizante
causada por cepas SARM-AC. Aunque hoy dia la importancia de PVL en la
patogénesis de S. aureus es controversial, si existe una asociacion epidemiolégica
entre las infecciones por SARM-AC y la presencia de PVL, la cual es infrecuente
en los aislamientos de SARM hospitalarios (SARM-AH) (67).

En la década pasada el interés creciente en el estudio de aislamientos clinicos de
S. aureus PVL positivos se debi6 a los brotes emergentes de infecciones severas
por esta cepa en nifios y adultos jovenes previamente sanos en Estados Unidos
(68) y Europa(69).

Los estudios de laboratorio muestran que los efectos toxicos de PVL son
consecuencia de la accion sinérgica de dos exo-proteinas separadas, LUkS-PV y
LukF-PV, las cuales estan codificadas por dos genes contiguos que se transcriben
simultaneamente (lukS-PV y lukF-PV) y que estan contenidos en la secuencia de
un bacteridfago temperado. Esta leucocidina de dos componentes, formadora de
poros, tiene actividad citolitica especifica contra granulocitos, monocitos y
macrofagos (51)(67, 70-72)

Las cepas PVL positivas suelen asociarse con foranculos, Ulceras, infecciones
cutdneas necrotizantes severas, leucopenia y hemoptisis. Asi mismo, se describe
una asociacion entre las infecciones respiratorias, necrosis del epitelio respiratorio

y heumonia necrotizante con la portacién de esta leucotoxina (70, 73).

b. Bacteriocinas
Por otro lado, se encuentran las Bacteriocinas (BSA) conocidas también como

Lantibioticos, son péptidos antimicrobianos de amplio espectro(74), producidos por

lo general en las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina que causan
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infecciones asociadas a la comunidad, los cuales aumentan el potencial de
virulencia de las cepas productoras y le proporciona una ventaja competitiva con la
flora normal de los individuos sanos en los diferentes nichos ecolégicos. Estos
péptidos estan codificados por los genes bsa, son sintetizados en el ribosoma y
modificados post-traduccionalmente. Contienen aminoacidos inusuales, tales
como los residuos deshidratados y lantionina, que son generalmente activos
contra especies de bacterias que estan estrechamente relacionados con el
organismo productor(75). La teoria de la bacteriocina, sugirié por primera vez
cuando se realiz6 la secuenciacion de la cepa FPR3757 (parte del grupo clonal de
USA300) que reveld la presencia de los genes bsa en la isla genomica vSAR,
similares a los asociados con la produccion de lantibioticos de Staphylococcus
epidermidis (76).

c. Toxinas exfoliativas
S. aureus posee toxinas exfoliativas (ETs): proteasas de serina que catalizan la

destruccion de la proteina desmogleina-1, una proteina que mantiene adheridos a
los queratinocitos del estrato granuloso en la epidermis. Estan presentes en
menos del 10% de las cepas de S. aureus (50). Estas toxinas estan relacionadas
con el sindrome de piel escaldada causada por esta bacteria y es una enfermedad
secundaria a la dermatitis exfoliativa mediada por estas toxinas, que se caracteriza
por la descamacion diseminada del epitelio de recién nacidos y lactantes; no se
encuentran microorganismos o leucocitos en las ampollas que se forman (77).

Existen dos formas distintas de toxinas exfoliativas en S. aureus: ETA (toxina
exfoliativa A) que es codificada por un gen cromosémico termoestable (profago),
ETB (toxina exfoliativa B) que es codificada por un plasmido, es termolabil y ETD
(toxina exfoliativa D). La expresion de las ETs es regulado por el regulador de

genes accesorios (agr)(49, 78).
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d. Toxina-1del sindrome de shock téxico
La Toxina-1 del sindrome de shock toxico (tsst-1) es una toxina de 22 kDa

termoestable y resistente a protedlisis que produce el sindrome de shock toxico al
actuar como un superantigeno. Esta patologia estd asociada con la infeccion de
una herida por S. aureus, causando sintomas multisistémicos como fiebre,
hipotension, exantema maculo-eritematoso, vomito en muchas modalidades,
diarrea, falla renal; La mortalidad es elevada en ausencia de tratamiento. El gen
gue la codifica esta presente en el 20% de las cepas de S. aureus, es un gen
cromosOmico que se encuentra en la isla de patogenicidad SaPI1 (S. aureus isla
de patogenicidad 1)(49, 78).

2.3. Regulador de genes accesorios (agr)

La virulencia de las cepas de S.aureus es regulada genéticamente por el agr, el
cual controla la expresion de factores de virulencia (exotoxinas, enterotoxinas y
enzimas como hemolisinas, PVL.) Este gen comprende una serie de genes cuyos
productos establecen un mecanismo regulatorio de deteccion de la densidad de la
poblacién bacteriana; la activacion del sistema depende de la produccion y
deteccion de una sefal de péptido ciclico llamado el péptido autoinductor (AIP). El
agr regula la activacion de genes que favorecen la expresion de factores de
virulencia y reprimen los factores de superficie, tales como adhesinas y proteina A
(79).

El locus agr se encuentra en el cromosoma del S. aureus, se considera parte del
genoma central y no una isla de patogenicidad. El locus contiene dos transcriptos
divergentes: RNAII (codifica cuatro proteinas: AgrA, AgrB, AgrC y AgrD) y RNAIII
(regula la expresion de genes que codifican factores de virulencia enterotoxinas,
superantigenos como TSST-1, SEB, SEC, SED, enzimas).La expresion de RNA I
y RNA Il esta controlada por los promotores P2y P3 respectivamente(80).

Se conocen cuatro tipos de agr los cuales muestran una correlaciéon con las
enfermedades producidas por S. aureus. El agr clase | es el mas comun y esta
relacionado con la enfermedad invasiva, el agr Ill esta relacionado con el

sindrome de choque toxico, el agr IV esta relacionado con la toxina exfoliativa y el
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agr tipo Il no es muy comun y esté relacionado con enfermedades en el ganado
(79, 80).

De igual forma, en los aislamientos SARM-AC es caracteristica la presencia del
elemento SCCmec tipo IV o V. El aumento inusitado de infecciones por este tipo
de cepas en la Ultima década, especialmente en la poblacion pediatrica, amenaza
con convertirse en un problema serio de salud publica en diversas areas del

mundo, incluyendo Colombia (81-83).

2.4. Modulinas Solubles en Fenol (PSMs)

Las PSMs son péptidos hidrofobicos con actividad citolitica y alta similitud en sus
secuencias de aminoacidos. En general, las PSMs son péptidos anfipaticos, con
estructura de hélices a, que son secretados como productos primarios de
traduccion y presentan una metionina N-formilada en su extremo N-terminal (84).
Se reportan en multiples modelos in vitro e in vivo el rol de las PSMs en la pato-
génesis de las infecciones por cepas SARM (85). Se ha determinado que los
niveles de expresion de PSMs estan fuertemente asociados con la capacidad
invasiva de la cepa de S. aureus (86).

Se ha encontrado que estos péptidos pueden reclutar, activar y posteriormente
causar la lisis de los neutroéfilos. Por otro lado, otros reportes muestran que PSM
tiene un papel secundario en la lisis de neutrofilos humanos, actuando como
potenciador de la lisis mediada por PVL(87). La estimulacion de neutroéfilos y
monocitos mediada por las PSMs de S. epidermidis potencia el estallido
respiratorio y la degranulacion de neutréfilos, ademas de inhibir la apoptosis en
ambos tipos celulares(88).

Otro de los aspectos patogénicos en los que han sido involucradas las PSMs es
en el desarrollo de biopeliculas, las cuales son causa importante de problemas
tanto a nivel ambiental como en el tratamiento de infecciones. Los estudios
demuestran que todos los péptidos PSMs producidos por S. aureus intervienen en
la estructuracion, separacion y diseminacion in vivo de estas biopeliculas, lo cual
se atribuye a las propiedades surfactantes que tienen estos péptidos anfipaticos
(89).
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2.5. Manifestaciones Clinicas
2.5.1. Infecciones de piel y tejidos blandos

a. Abscesos cutaneos

Los abscesos cutaneos son acumulaciones de pus localizadas en cavidades
formadas por necrosis o desintegracion del tejido dentro de la dermis y la grasa
subcutdnea. Son noédulos sensibles y dolorosos que progresan a pustulas
fluctuantes, a menudo rodeadas por un borde eritematoso(90).

b. Foliculitis, furinculos y los carbuncos.

Foliculitis. Resulta de la inflamacion de los foliculos pilosos, que se presenta
como racimos de pequefias papulas o pustulas eritematosas. 39, 40 y 48 La
inflamacion es superficial y el pus esta presente solo en la epidermis. Los sitios
mas comunmente afectados incluyen el cuero cabelludo, extremidades y las
regiones paranasales y perioral, asi como las areas de la piel propensas a la
humedad y a la friccibn como las axilas o los muslos mediales(91).

Forunculos. Son producto de una foliculitis que se extiende a través de la dermis
al tejido subcutaneo. La forunculosis es poco comun en la primera infancia, pero la
incidencia aumenta en los adolescentes, en particular los que viven en
condiciones de hacinamiento con pobres habitos de higiene. Estas lesiones
dolorosas pueden ocurrir en cualquier parte de la piel con vellos y se encuentran
mas a menudo en el cuero cabelludo, los gluteos o las extremidades(92).
Carbuncos. Los carbunclos son grupos de furdnculos caracterizados por multiples
puntos de drenaje y cambios inflamatorios en el tejido conectivo circundante. Se
encuentran comunmente en areas de piel grueda tales como cuello, espalda o
muslos. A menudo se presenta fiebre y sintomas sistémicos y las lesiones por lo
general sanan con cicatrices(93).

c. Impétigo

El impétigo es una infeccidon bacteriana comin y muy contagiosa de las capas
superficiales de la epidermis. La incidencia maxima se en nifios de 2 a 5 afios,
aunque los nifilos mayores también pueden verse afectadas. Generalmente ocurre

en zonas expuestas del cuerpo, tales como la cara y las extremidades. Aunque
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puede ocurrir linfadenitis regional, no es comun la presencia de sintomas
sistémicos(94).

Impétigo no buloso. Representa casi el 70% de los casos, con mayor frecuencia
en la cara y las extremidades. Las lesiones comienzan como papulas que
evolucionan rapidamente en vesiculas rodeadas de una zona de eritema pasando
a la caracteristica costra con exudado miel. Las lesiones son generalmente sin
dolor, crecen gradualmente y se descomponen en un periodo de 4 a 6 dias para
formar costras gruesas. Si no se tratan las lesiones se curan lentamente,
resolviendo en aproximadamente 2 semanas(94).

Impétigo buloso. Puede aparecer como racimos de ampollas o como una lesion
solitaria, exudativa. Al principio, las vesiculas superficiales crecen rapidamente
para formar ampollas flacidas llenas de liquido amarillo claro, que se puede
oscurecer para convertirse turbia ya veces purulenta. Las lesiones a menudo se
unen para formar grandes placas, de color rojizo, sobre todo alrededor de los
orificios oronasales. Las ampollas pueden romperse, dejando a menudo una

costra marron. Pueden existir sintomas sistémicos(94).

d. Celulitis

La celulitis es una infeccion aguda que afecta principalmente a la dermis y el tejido
subcutaneo. Las lesiones se caracterizan por edema, dolor, sensibilidad, calor,
eritema y difusion con margenes irregulares. La celulitis puede estar acompafada
de linfangitis y linfoadenopatias. Se produce comunmente en las extremidades
inferiores, precedidos por traumas clinicamente inaparentes en el area local. En
los nifios, aproximadamente el 25% de los casos de celulitis se asocian con
absceso y aproximadamente el 1% con osteomielitis. Sobre la piel afectada se
pueden desarrollar otras lesiones como vesiculas, ampollas, petequias o
equimosis. Adicionalmente esta puede diseminarse y llegar a producir una

infeccion profunda, como la fascitis necrotizante(95).

e. Sindrome de piel escaldada estafilococcica
Sindrome de la piel escaldada estafilococica (SSSS - Staphylococcal scalded skin

syndrome) es una enfermedad severa mediada por la toxina epidermolitica que
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forma ampollas y su exfoliacion provocada por la circulacion de la toxina
exfoliativa estafilococica. Esta condicién ocurre principalmente en nifios menores
de 6 afios, con mayor frecuencia en los nifios pequefios (que han disminuido la
excrecion renal de toxinas debido a una funcién renal inmadura). La infeccion
inicia generalmente en el ojo 0o nasofaringe. SSSS puede limitarse a unas pocas
ampollas localizadas que se revientan y dejan una base eritematosa
(manifestando impétigo ampollar localizado), pero la exfoliacion puede involucrar a
toda la superficie del cuerpo (enfermedad de Ritter en los recién nacidos). El sello
distintivo de la SSSS es la presencia de separacion epidérmica en la zona
granulosa (signo de Nikolsky); con la friccion, la epidermis se despega con

facilidad, a menudo en grandes hojas(96).

f. Paroniquia aguda

Es una infeccion del tejido blando que rodea las ufias de las manos o de los pies
como consecuencia de un trauma menor que facilita la entrada de bacterias a la
cuticula de uias. Los factores de riesgo para esta condicion incluyen dermatitis,
onicofagia y la succion digital. Se presenta con eritema, edema y sensibilidad de
los extremos proximal y lateral de los pliegues de las ufias o puede extenderse por

debajo y supurar(97).
g. Dactilitis Ampollar

Se observa tipicamente en los nifios de 2 a 16 afios y se manifiesta como una
ampolla no dolorosa tensa con una base eritematosa que compromete la
almohadilla de grasa palmar distal de las falanges. Se pueden afectar uno o mas

digitos y cominmente no se presentan sintomas sistémicos(98).

h. Fascitis necrotizante

La fascitis necrotizante es una grave y rara infeccién caracterizada por una rapida
necrosis de los tejidos blandos y un dolor desproporcional. Esta infeccion involucra
la capa mas profunda de la fascia superficial, pero conservando la piel adyacente.
Entre aproximadamente el 30% y el 55% de los casos de fascitis necrotizante son

fascitis necrotizante polymicrobianas. Algunas veces se presenta posterior a un
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traumatismo menor o quirdrgico, pero en aproximadamente la mitad de los casos
no se asocian a lesiones o traumas de la piel en la que esta presente. Al principio
de la infeccion, es dificil diferenciar entre una celulitis simple y una fascitis

necrotizante, por lo tanto, una alta sospecha clinica es de suma importancia(99).

2.5.2. Infecciones invasivas

a. Sindrome de Shock Toéxico (SST)
SST es una la infeccién sistémica grave, potencialmente mortal, asociada con

infecciones cutaneas menores u ocultas. Es causado por un superantigeno
(generalmente TSST-1) que estimula la produccion excesiva de mediadores
inflamatorios que conducen a fuga capilar, hipotension y fallo multiorganico. El
diagnostico de SST es fundamentalmente clinico (100).

b. Piomiositis

Se refiere a un absceso desarrollado dentro de los musculos esqueléticos. Puede
ser secundaria a traumatismos, infeccién por varicela, o ejercicio vigoroso. Los
grupos musculares mma’s afectados suelen ser los de los muslos y las nalgas,
seguidos por los grupos de la columna vertebral o los musculos del hombro. Si no
se trata, la infeccidén evoluciona produciendo calambres inespecificos con fiebre,
dolor muscular localizado con sintomas sistémicos pronunciados. La piel
suprayacente presenta signos de inflamacion con gran eritema y sensibilidad
(101).

c. Endocarditis infecciosa (El)

La El se define como una enfermedad en la que el endotelio cardiaco es invadido
por organismos infecciosos. A partir de esta llegada por via hematdgena, se inicia
un proceso inflamatorio con formacion de vegetaciones que son la lesion tipica de
la El. Estas se forman por la acumulacion de detritus celulares, material trombético
y microorganismos sobre los tejidos mencionados, con escasa vascularizacion, lo
cual tiene importantes implicancias terapéuticas, pues obliga al empleo de altas
dosis de antibiéticos por via parenteral para el que el tratamiento sea
efectivo(102).
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Endocarditis de valvula nativa. Se distinguen 2 formas de presentacion: la
aguda, caracterizada por sindrome febril de corta evolucién con gran compromiso
del estado general. Registros elevados de temperatura, presentdndose como
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica o sepsis. En general su diagnéstico
se efectlia dentro de los 7 dias y presenta mayor mortalidad. Y la forma subaguda,
gue presenta un inicio insidioso, caracterizado por un sindrome febril de varias
semanas a meses de evolucion, con sintomas inespecificos, con mayor frecuencia
de manifestaciones autoinmunes(102).

Endocarditis protésica. Se define como endocarditis protésica a aquella que se
produce sobre cualquier sustituto mecanico o biolégico, autélogo o heterdlogo de
las valvulas nativas. Inicialmente se clasificO a la endocarditis protésica como
precoz si se producia dentro de los 60 dias del reemplazo valvular, y tardia si se
producia a mas de 60 dias. Sin embargo, se ha propuesto extender esta definicion
de endocarditis protésica hasta el afio denominandola endocarditis protésica

temprana(102).

d. Pneumonia necrotizante.
La neumonia necrotizante es una complicacion poco frecuente de la neumonia

adquirida en la comunidad (NAC) que se caracteriza por la aparicion de focos de
necrosis en las zonas de consolidacion del parénquima. Absceso pulmonar,
neumonia necrosante y gangrena pulmonar representan la progresion de
infecciones pulmonares supurativas y son manifestaciones del mismo proceso
(103). Neumonia necrosante se caracteriza por un inicio repentino y rapido
empeoramiento de los sintomas, leucopenia, hemorragias de las vias

respiratorias, insuficiencia respiratoria severa y una alta tasa de mortalidad (104).

e. Osteomielitis
La osteomielitis en general se subdivide en hematdégena o no hematdgena. La

primera se produce normalmente cuando circulan organismos patdgenos y se
intercalan en las metafisis de los huesos largos debido a la lenta circulacién en
estas regiones. Por el contrario, la osteomielitis no hematégena es el resultado de
la inoculacion directa de organismos en el hueso debido a un traumatismo

profundo y penetrante y fracturas abiertas. La mayoria de los casos comienzan
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con una infeccién focal en la metéfisis 6sea que progresa a la descalcificacion
local y destruccion Osea. La primera etapa de la osteomielitis ocurre con la
congestion vascular, trombosis intravascular y aumento de la presion intradsea. La
siguiente es la etapa supurativa donde el pus atraviesa los canales de Havers y
forma un absceso subperiostico. Posteriormente se puede formar un secuestro
cuando el suministro de sangre del periostio y endostio se ve comprometido
debido al aumento de la presion y obstrucciéon vascular. Esto puede conducir a la
formacién de un involucro: nuevo hueso en crecimiento a partir del periostio.
Dependiendo de tratamiento médico o quirdrgico en este punto la infeccion puede

resolverse o progresar con complicaciones (105).

f. Artritis séptica.
También llamada artritis infecciosa, es una enfermedad inflamatoria de las

articulaciones que se inicia por un agente infeccioso. Tipicamente, implica una
articulacion grande como la rodilla o la cadera, pero también puede afectar a
cualquier otra articulacion. Se considera generalmente una infeccion secundaria,
es decir, la bacteria escapa desde el torrente sanguineo y entra en los tejidos
circundantes. El enfoque inicial de la destruccion articular suele ser la unién
cartilago sinovial, con la subsiguiente destruccion 0sea y de cartilago. Es un
proceso inflamatorio que se caracteriza por un rapido reclutamiento de
granulocitos polimorfonucleares, macrofagos activados y células T. Este proceso

conduce a la pérdida irreversible de la funcién articular (106).

2.6. Tratamiento de las infecciones por S. aureus

Con base en los lineamientos emitidos por el panel de expertos pertenecientes a
la Sociedad Americana de enfermedades infecciosas (IDSA- Infectious Diseases
Society of America), los pacientes pediatricos con infecciones por S. aureus deben
ser tratados segun su condicion clinica. Por lo tanto, procedieron esquematizar las
recomendaciones para el tratamiento de las infecciones de piel y tejidos blandos
producidas por S. aureus aureus (107); asi como también las recomendaciones
para el tratamiento de las infecciones invasivas por esta bacteria mas relevantes
(108).
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Tabla 1. Recomendaciones para el Tratamiento de infecciones de piel y tejidos blandos por Staphylococcus aureus.

Entidad Antibiético Dosis, nifios Comentario
Dicloxacilina N/A N/A
Cefalexina 25-50 mgd/i\l:i%i/d(::\?(g 3-4 dosis N/A
Algunas cepas
. deStaphylococcus
Eritromicina VTG 0 € E S A E B aureusy Streptococcus

Impétigo (Staphylococcus yStreptococcus)

divididas VO

pyogenes pueden ser
resistentes.

20 mg/ kg / d divididos en 3

Clindamicina . N/A
dosis po
25 mg / kg / d del componente de
Amoxicilina-clavulanico amoxicilina en dosis divididas 2 N/A

VO

Ungliento Retapamulina

Aplicar a lesiones

Para los pacientes con
namero limitado de
lesiones

Unguento de mupirocina

Aplicar a lesiones

Para los pacientes con
numero limitado de
lesiones

MSSA SSTI

Nafcilina u oxacilina

100-150 mg / kg / dia divididos
en 4 tomas

Droga parenteral por
eleccion; inactivo contra
MRSA

Cefazolin

50 mg / kg / dia divididos en 3
tomas

Para los pacientes
alérgicos a la penicilina,
excepto aquellos con
reacciones de
hipersensibilidad
inmediata. Mas
conveniente que la
nafcilina con menor
supresion de la médula
Osea

Clindamicina

25-40 mg / kg / d en 3 dosis

Bacteriostatica;potencial
de resistencia cruzada y la
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divididas o IV aparicion de resistencia en
25-30 mg / kg / d divididos en 3 cepas resistentes a la
dosis po eritromicina; resistencia

inducible en MRSA

Dicloxacilina

25-50 mg / kg / d en 4 dosis
divididas VO

Agente oral de eleccion
para las cepas
susceptibles a la meticilina
en los adultos. No se
utiliza mucho en pediatria

Cefalexina

25-50 mg / kg / d 4 dosis
divididas VO

Para los pacientes
alérgicos a la penicilina,
excepto aquellos con
reacciones de
hipersensibilidad
inmediata. La
disponibilidad de una
suspension y el requisito
para una dosificacion
menos frecuente

Doxiciclina, minociclina

No se recomienda para la edad
<8 afos

Bacteriostatica; limitada
experiencia clinica
reciente

Trimetoprim-sulfametoxazol

8-12 mg/ kg (basado en el
componente trimetoprim), ya sea
en 4 dosis divididas IV o 2 dosis

divididas VO

Bactericida; eficacia mal
documentada

MRSA SSTI

Vancomicina

40 mg / kg / dia divididos en 4
tomas IV

Para los pacientes
alérgicos a la
penicilina;drogas por via
parenteral de eleccion
para el tratamiento de
infecciones causadas por
MRSA

Linezolid

10 mg/kg cada 12 h IV o VO
para los nifios <12 afios

Bacteriostatica;experiencia
clinica limitada; hay
resistencia cruzada con
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otras clases de

antibiéticos; costoso
Bacteriostatica;potencial

Clindamicina

25-40 mg / kg / dia divididos en 3
tomas IV o 30-40 mg / kg / dia
divididos en 3 tomas VO

de resistencia cruzada y la
aparicion de resistencia en
cepas resistentes a la
eritromicina; resistencia
inducible en MRSA.Opcion
importante para los nifios

La daptomicina N/A Bacterlt?lda; p05|ble
miopatia
Ceftaroline N/A Bactericida
_ L No se recomienda para la edad Bacteno;taﬂpa; '!”?'tada
Doxiciclina, minociclina ~ experiencia clinica
<8 afnos .
reciente
8-12 mg/ kg / d (basado en el

Trimetoprim-sulfametoxazol

componente trimetoprim), ya sea

Bactericida; limitado

en 4 dosis divididas IV o 2 dosis

divididas VO

Tabla 2. Recomendaciones para el Tratamiento de infecciones invasivas por Staphylococcus aureus.

Manifestacion Tratamiento Dosis pediatrica Comentario
- 15 mg/kg/dosis IV cada 6 No se recomienda habitualmente la adicion de gentamicina o
Bacteremia Vancomicina h rifampicina a la vancomicina.
Daptomicina 6—10 mg/kg/dosis IV QD
Endocarditis infecciosa, Lo mismo para
valvula nativa bacteremias
Endocarditis infecciosa, Vancomicina 15 mg/kg/dosis IV cada 6
valvula protética h
Gentamicina 1 mg/kg/dosis IV cada 8 h
Rifampina 5 mg/kg/dozishVO/IV cada
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Bacteremia Persistente

Pneumonia
TN 15 mg/kg/dor?ls IV cada 6
10 mg/kg/dosis VO/IV
Linezolid cada 8 h, no exceder 600 Para nifios de =212 afos, 600 mg VO / BID IV

mg/dois

Clindamicina

10-13 mg/kg/dosis VO/IV
cada 6-8 h, no exceder
40 mg/kg/dia

Infecciones 6seas y
articulares

Osteomielitis

Vancomicina

15 mg/kg/dosis IV cada 6

La asociacion del desbridamiento quirdrgico y drenaje de
abscesos de tejidos blandos es el pilar de la terapia. Algunos
expertos recomiendan la adicion de rifampicina 600 mg una vez
al dia o 300 a 450 mg dos veces al antibiético elegido. Para los

i nifios 212 anos de edad, se debe utilizar linezolid 600 mg VO BID
[ IV. Una sola fuerza y tableta DS de TMP-SMX contiene 80 mg y
160 mg de TMP, respectivamente..
Daptomicina 6—-10 mg/kg/dia IV QD
10 mg/kg/dosis VO/IV
Linezolid cada 8 h, no exceder 600
mg/dosis
10-13 mg/kg/dosis VO/IV
Clindamicina cada 6-8 h, no exceder
40 mg/kg/dia
TMP—SMX y ND
rifampin
Artritis Séptica Vancomicina 15 mg/kg/dose IV every 6 Drainage or debridement of the joint space should always be
h performed (All).
Daptomycin 6—10 mg/kg/dosis IV QD
10 mg/kg/dosis VO/IV
Linezolid cada 8 h, no exceder 600
mg/dosis
Clindamicina 10-13 mg/kg/dosis VO/IV

cada 6-8 h, no exceder
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40 mg/kg/dia

TMP-SMX

ND

Articulacion protésica,
Infecciones de implantes
espinales

Infecciones del Sistema
Nervioso Central

Meningitis

Vancomicina

15 mg/kg/dosis IV cada 6
h

Algunos expertos recomiendan en nifios de =12 afos de edad,
linezolid 600 mg BID.

10 mg/kg/dosis VO/IV

Linezolid cada 8 h, no exceder 600
mg/dosis
TMP-SMX ND
iln?gisecrﬁzosﬁggeubrgl,' Vancomicina 15 mg/kg/dof?is IV cada 6 Algunos expertos re(ipmier?_((ijan en nifos de 212 anos de edad,
absceso epidural espinal lriezo e GO0 g, EDL
10 mg/kg/dosis VO/IV
Linezolid cada 8 h, no exceder 600
mg/dosis
TMP-SMX ND
sepr:r\?:r?:sli izr\)/gtr:r?ods% o Vancomicina 15 mg/kg/dosis IV cada 6 Algunos expertos rec_omien_dan en nifios de 212 afos de edad,
de la duramadre h linezolid 600 mg BID.
10 mg/kg/dosis VO/IV
Linezolid cada 8 h, no exceder 600
mg/dosis
TMP-SMX ND
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3. Planteamiento del problema

El Staphylococcus aureus es una especie versatil y con un gran potencial
patogénico, es encontrada como factor etioldgico de infecciones localizadas en
piel y tejidos blandos, neumonia, meningitis, poliposis nasal; asi como también de
eventos sistémicos como bacteremias, endocarditis y sepsis (2-4). S. aureus
puede ser un miembro natural de la microbiota humana y se localiza
principalmente a nivel de las narinas y en menor proporcién en axilas, periné,
tracto gastrointestinal y vagina (5-8). En las personas se pueden diferenciar tres
tipos de portadores con base en su patron de colonizacion nasal: Los portadores
persistentes, representados hasta en un 30% de la poblacion, los portadores
intermitentes con un 30% (12-70%) y los no portadores (con hasta un 69%). De
estos ultimos se piensa que nunca son colonizados por la bacteria (9-12).

Por otro lado, la tasa de mortalidad para los pacientes pediatricos oscila entre 25%
y 34,2% para aquellos infectados por SASM y SARM, respectivamente(1). Segun
Los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC - Centers for
Disease Control and Prevention), en el afio 2012, las infecciones por SARM
mostraron una tasa de incidencia de 18,74 por cada 100.000 habitantes,
disminuyendo un 8,7% al comparar estos datos con el afio 2008 (27,08 por cada
100.000 habitantes) (109).

Por su parte, S. aureus presenta una caracteristica frecuente, su capacidad de
resistencia frente a la meticilina y a casi todos los B-lactdmicos. Esta propiedad
clasifica en dos grandes grupos a la especie, denominando a las variedades
resistentes Staphylococcus aureus Resistente a Meticilina (SARM) y a las que
permanecen sensibles Staphylococcus aureus Sensible a Meticilina (SASM). Esta
particularidad genética de resistencia es conferida por el Casete Cromosomico
Estafilococico mec (SCCmec) el cual lleva inmerso los genes Mec, que codifican
para esta cualidad. Por lo tanto, las lineas emergentes de SARM son producto de
la insercion del elemento SCCmec al genoma de cepas sensibles(18, 110-112).
Aunqgue tanto las cepas SARM como SASM muestran caracteristicas clinicas muy

similares, algunos autores describen que las infecciones por SARM suelen ser
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mas severas y tienden a diseminarse mas al compararlas con las infecciones
producidas por SASM(113). Sin embargo, otros autores aseguran que las cepas
de SASM poseen una mayor variedad genética y por lo general son las principales
causas de las infecciones de piel y tejidos blandos (114).

Las cepas SARM se encuentran bien establecidas a nivel mundial, tanto en los
ambientes hospitalarios (S. aureus resistente a meticilina asociado a los
hospitales, HA-SARM) como en la comunidad (S. aureus resistente a meticilina
asociado a la comunidad, CA-SARM). Las SARM se encuentran dentro de las
principales causas de infecciones de piel y tejidos blandos, asi como también de
infecciones nosocomiales a nivel mundial (115, 116).

En Latinoameérica, se considera que la tasa de SARM permanecio relativamente
estable entre los afios 2004 (44.6%) y 2010 (40.1%) y en Colombia
particularmente, se estima que estas cepas pueden llegar a representar una media
del 37.1% de las infecciones por S. aureus (117). En Cartagena, existen multiples
estudios en diferentes grupos poblacionales que describen las frecuencias de
colonizacion nasal, las caracteristicas moleculares y de resistencia antibidtica que
estas cepas poseen (118-121). Sin embargo, no existen suficientes estudios que
describan las infecciones producidas por S. aureus a nivel local. Adicionalmente,
no se cuentan con datos en epidemiologia molecular suficientes que puedan
dilucidar el comportamiento de este microorganismo ni la proporcion de cepas
SARM causantes de infecciones. Por lo tanto, no se conocen con certeza las
diferencias genéticas que podrian estar relacionadas con un patron molecular
especifico al relacionarlos con manifestaciones clinicas y ain mas con su

progresion y desenlace.

Por lo anterior, el presente proyecto plante6 el siguiente interrogante: ¢ Cuales son
las caracteristicas genéticas y de resistencia de las cepas SARM y SASM
causantes de infecciones de los pacientes pediatricos atendidos en el Hospital

Infantil Napoledn Franco Pareja de Cartagena entre enero y junio de 2012?
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4. Justificacion

En el marco del grupo de investigacion en Genética y Biologia Molecular
(GEBIMOL) de la Universidad de Cartagena, se ejecutan proyectos aprobadosy
financiados internamente por la misma Universidad y externamente por
Colciencias. Estos proyectos son aprobados por el comité de ética institucional.
Con base en el objetivo principal de GEBIMOL, el grupo lleva a cabo
investigaciones referentes a las caracteristicas que pueden ayudar a establecer
las diferencias epidemioldgicas del S. aureus y con ello un posible sistema de
vigilancia que ayude a describir el comportamiento sobre este microorganismo.
Debido a la ubicuidad del S. aureus y a su gran capacidad patogénica, esta
bacteria se reconoce como un microorganismo con gran capacidad para
diseminarse ya que por la naturaleza de sus reservorios podria aumentar tanto la
colonizacion como las infecciones de los individuos susceptibles (12, 122). Por lo
tanto, determinar el comportamiento epidemioldgico de S. aureus y su variabilidad
genética y de resistencia corresponden a un objetivo en un contexto especifico ya
gue la variacion de estos elementos se distribuye heterogéneamente en
condiciones geogréficas diferentes.

Para lograr lo anterior, se hace necesario obtener un conocimiento profundo que
domine con claridad y analice las caracteristicas moleculares, clinicas y de
resistencia para establecer la relacion existente entre los factores de riesgo, la
progresion clinica y la evolucion gendémica. Con esto se puede contribuir al disefio
de estrategias o el fortalecimiento de las conductas existentes en cuanto a la
prevencion, diagndstico, control y tratamiento de un microorganismo con una gran
diversidad de factores de virulencia y que cada vez se posiciona mejor como un

patdégeno emergente a nivel mundial.
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5.2.

5. Objetivos

Objetivo general

Describir los perfiles genéticos y de resistencia antibiotica de las cepas SARM y

SASM causantes de infecciones en nifios en la ciudad de Cartagena de Indias de

enero a julio de 2012.

5.3.

Objetivos especificos

. Determinar el perfil de resistencia antibiética de las cepas de

Staphylococcus aureus causantes de infecciones en pacientes pediatricos

atendidos en el hospital infantil Napoledn Franco Pareja de Cartagena.

. Determinar los tipos y subtipos de elementos genéticos SCCmec de las

cepas meticilino-resistentes.

. Caracterizar los perfiles de genes de toxinas y el regulador de genes

accesorios (agr) de las cepas SASM y SARM.

. Determinar la prevalencia de los complejos clonales CC5 y CC8 de las

cepas del estudio.

. Tipificar el perfil genético en las cepas de Staphylococcus aureus mediante

electroforesis en campo pulsado (PFGE).

. Comparar las caracteristicas genéticas de SARM y SASM obtenidas en el

estudio.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Tipo de estudio, poblacién, y recoleccion de la muestra

El presente fue un estudio observacional de corte trasversal, en el que a un grupo
de aislados de S. aureus obtenidos de pacientes con infecciones por esta bacteria
se les determiné mediante ensayo por PCR, los perfiles de enterotoxinas,
presencia del gen mecA, pertenencia a complejos clonales CC5 y CCS8, tipificacion
y subtipificacion del SCCmec, tipificacién del AGR, y tipificacion molecular de
todos los aislados del estudio mediante electroforesis en gel de campos pulsados
(PFGE). Ademas, se les determino los patrones de resistencia a antibioticos segun

los criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Los aislamientos se clasificaron respectivamente como SARM y SASM basados
en la presencia o ausencia del gen mecA. Las caracteristicas moleculares y
factores de resistencia antibidtica se compararon entre los aislamientos SARM y
SASM. Adicionalmente se correlacionaron los datos moleculares con los tipos de

cepa, los datos sociodemograficos y clinicos.

La poblacion estuvo constituida por pacientes pediatricos diagnosticados con
infeccion por S. aureus atendidos en el hospital infantil Napoledn Franco Pareja en
Cartagena de Indias entre enero y julio de 2012. El diagndstico clinico fue
confirmado mediante cultivo y pruebas microbiologicas y moleculares especificas
para la especie Staphylococcus aureus. Para el estudio se contdé con el
consentimiento informado de los padres o0 cuidadores de los respectivos
pacientes. El muestreo para este estudio fue de tipo no probabilistico,
accediéndose a la totalidad de la poblaciéon disponible durante el periodo de

estudio, fijado entre enero y julio de 2012.

6.2. Aspectos Eticos
Esta investigacion esta clasificada como de riesgo minimo con base en el articulo

11 de la resolucion 8430 de 1993, ya que estuvo basada en el analisis de la
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informacion de las historias clinicas y de los aislamientos clinicos obtenidos
durante el diagnéstico microbiolégico rutinario realizado en la institucion
hospitalaria. Sin embargo, se solicitd previamente la aceptacién del ingreso al
estudio a los cuidadores del menor a través de la firma del consentimiento
informado (ver anexo No. 1), explicAndoseles los objetivos del estudio, junto a los
beneficios que los resultados derivados del mismo traeria a la investigacion en el
area epidemioldgica, los cuales ademas ayudarian a un mejor manejo clinico de
estas infecciones en nuestra area. A los participantes se les garantizd la
confidencialidad y anonimato de su participacion, la cual fue opcional y no
obligatoria. Este proyecto fue aprobado por el Comité de Etica de la Universidad

de Cartagena y el del Hospital Infantil Napoleon Franco Pareja.

Para el desarrollo del presente trabajo se tomaron los aislamientos
correspondientes a los casos clinicos en los que se conté con la informacion
respectiva referente a demografia, factores asociados a la infeccion,
caracteristicas clinicas y moleculares. Estos aislamientos fueron caracterizados
microbiolégica y molecularmente en cuanto a la presencia del tipo de Agr, los
perfiles de toxinas que ostentan, el complejo clonal al que pertenecen, resistencia
a antibioticos, resistencia a meticilina (MecA). A los aislamientos meticilino
resistentes (SARM) se les realizO ademas la tipificacion y subtipificacion del
casete cromosomal estafilococico mec (SCCmec), y la concentracion minima
inhibitoria para los antibidticos oxacilina y vancomicina. A todos los aislamientos

se les realizo la tipificacion del perfil genético mediante PFGE.

6.3. Fases del estudio

e |dentificacion de los pacientes con infecciones por S. aureus a través del
analisis microbioldgico realizado en la institucion participante

e Revision de las historias clinicas y tabulacién de la informacién

e Transporte de la muestra de S. aureus positivas al laboratorio de

Microbiologia de la Universidad de Cartagena
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e Procesamiento, andlisis microbiolégico y confirmacion de las muestras
(cultivo en manitol, repique de las colonias en agar nutritivo por 24 horas,
realizacion de Gram, prueba de coagulasa, aglutinacién en latex y catalasa)

e Realizacién de los ensayos moleculares

e Andlisis de los resultados

6.3.1. Métodos Microbioldgicos

a. Tincién de Gram
La tincion de Gram se realiz6 mediante la preparacion de extendidos de S. aureus

a partir de cultivos en agar nutritvo de 24 horas de crecimiento a 37°C. El
extendido se fijo con calor, se le adiciono cristal violeta por un minuto y se enjuago
con agua. Seguidamente, se le adiciono lugol con las mismas caracteristicas en
tiempo y lavado que el colorante anterior. Luego de ello, se decoloré con alcohol
acetona, se enjuago y se adicion6 safranina. Luego de un minuto se enjuago y se
dejé secar a temperatura ambiente para ser observado al microscopio con los
objetivos de 10X, 40X y 100X.

b. Pruebade la catalasa
Para esta prueba se utiliz6 una colonia con 24 horas de crecimiento en agar

nutritivo y se colocé sobre un portaobjetos, posteriormente se le adicioné una gota
de peroxido de hidrégeno (H202). Luego, se determiné la produccion de catalasa

teniendo en cuenta la formacion de burbujas.

c. Prueba de coagulasa
Esta prueba se realizd, mezclando un cultivo de caldo o de colonias extraidas de

una placa de agar a un tubo con plasma de conejo BBL rehidratado. Esta mezcla
se incub6 a 37°C hasta por 24 horas. La formaciéon de un coagulo en el plasma

indicaba la produccién de coagulasa.
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d. Prueba de aglutinacion en latex
En este ensayo se usaron colonias de S. aureus obtenidas de cultivos en agar

nutritivo de 24 horas de crecimiento a 37°C. Se tomaba una cantidad equivalente a
seis colonias con un asa y se colocaban en una gota del reactivo Staphaurex®
previamente extendida en una superficie lisa, limpia e impermeable. Para obtener
la aglutinacion fue necesario frotar circularmente las colonias sobre el reactivo
durante 20 segundos. Si la reaccién era positiva se observaba la aglutinacion a

simple vista.

e. Determinacion de los Perfiles de Resistencia a Antibiodticos.
La susceptibilidad antibidtica se realiz6 a través de la prueba de difusion en disco

con base en las especificaciones del CLSI(123). Asimismo se evaluo la inhibicion
por difusion en doble disco (D-Test) siguiendo los parametros del CLSI. A las
cepas SARM se les evalué la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a
vancomicina (concentraciones de 0,5 a 32 pg/ml) y oxacilina (concentraciones de
0,5 a 64 pug/ml) mediante el método de microdilucion en agar, bajo las condiciones

recomendadas por el CLSI (123).

6.3.1.5.1. Método de Difusion en Disco (Método de Kirby Bauer).
Este procedimiento se desarrolld teniendo en cuenta las recomendaciones

propuestas por el CLSI. Para esto se realiz6 para cada aislamiento confirmado de
S. aureus una siembra masiva en medio de Mdller Hinton, a partir de un indculo
preparado en solucion salina con una absorbancia equivalente a la de un estandar
0.5 McFarland (ABSes2onm: 0.1 — 0.08) que resultaba en una suspension con
aproximadamente 1-2 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC) por mL.
Posteriormente, se colocaron los discos correspondientes a los antibiticos
oxacilina, eritromicina, clindamicina, gentamicina, cefoxitina,
trimetoprim/sulfametoxazol y rifampicina. Para la evaluacion y determinacion de la
sensibilidad o grado de resistencia de los aislados se consideraron los parametros

determinados por el CLSI.
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6.3.1.5.2. Método de Microdilucién en agar.
Para este ensayo se prepararon soluciones antibidticas para vancomicina y

oxacilina. Estas se realizaron a partir de diluciones seriadas dobles en un rango de
dilucién de 0.5 — 32 ug/mL. Se preparé una solucion de antibiético a 640ug/mL y a
partir de ésta se realizaron las siguientes diluciones hasta alcanzar la
concentracion de 10ug/mL. Posteriormente, esta solucion antibidtica se mezclé
con el agar Mueller Hinton a su concentracion correspondiente. A continuacién, el
medio se inocul6é siguiendo un patrén de siembra especifico a concentraciones
bacterianas estandarizadas. Estas concentraciones se realizaban mediante la
resuspension de colonias de un cultivo bacteriano de 18-24 horas de crecimiento
en solucion salina, para obtener una turbidez que alcanzara una absorbancia
equivalente a un estandar 0.5 McFarland (ABSes20nm: 0.1 — 0.08). Esto resultaba en
una suspensién con aproximadamente 1-2 x 10° unidades formadoras de colonias
(UFC) por mL. Para determinar algun deterioro en la actividad antibiética o
descartar cualquier tipo de contaminacion se utilizaron cepas de control de calidad

gue acompaiiaron cada determinacion.

6.3.2. Métodos Moleculares

a. Extraccion de ADN bacteriano
La extraccion de ADN se llevd a cabo a partir de los cultivos de 24 horas en medio

nutritivo siguiendo la metodologia descrita por Bettin et al(118). Las colonias
obtenidas fueron resuspendidas en 1ml de Tris-HCI (0.5 M; pH: 8.0) para luego
centrifugarse a 13.000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, tras descartar el
sobrenadante, el precipitado era resuspendido en 0.5 ml de buffer TE (Tris-HCI 10
mM, pH: 8.0 + EDTA 1mM), calentada a 100°C por 30 minutos y enfriada a -35 °C
durante 20 minutos. Luego de este choque térmico, las muestras se centrifugaron
a 13.000 rpm por 15 minutos, y el sobrenadante conteniendo el ADN fue
recolectado en nuevos tubos. Al ADN resultante se le determiné su grado de
pureza mediante lectura de absorbancia en un espectrofotometro a longitud de

onda de 260 y 280 nm. Las muestras con una relacién de A260 / A280 de 1,6 a
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1,8 indicativo de un ADN de buena calidad fueron almacenadas a -80°C hasta su

uso en ensayos moleculares.

b. Determinacién de la presencia de los genes MecA, nuc, y PVL
La determinacion de la presencia de los genes mecA(124), nuc(125) y PVL(126)

de todos los aislamientos incluidos en el estudio se realizdé utilizando los
parametros descritos en el protocolo(119).

La PCR multiple de todos los aislados de Staphylococcus aureus se llevé a cabo
utilizando tres juegos de oligonucleétidos: MecAlF — MecA2R (124) que
amplificaba un fragmento de 147 pb del gen MecA; NuclF — Nuc2R (125) que
amplificaba un fragmento de ~300 pb del gen nuc especifico de Staphylococcus
aureus, LUkPV1F — LukPV2R (126) que amplificaba un fragmento de 437 pb del
gen que codifica para PVL.

El ADN se someti6 a amplificacion en un volumen de reacciéon de 25uL que
contenia 12.5uL de la mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega®), 0.2 uM de
cada primer y 5 uL de ADN molde. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador
Perkin-Elmer bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de desnaturalizacion
a 94°C por 5 min, seguido por 30 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C por 1 min, y
72°C por 2 min, con un ciclo de extension final a 72°C por 10 min. Como controles
se utilizaron las cepas de Staphylococcus aureus ATCC 33591 (MecA +; Nuc +;
PVL -) y ATCC 25923 (MecA -; Nuc +; PVL +) y como control negativo de la
reaccion se utilizé agua ultrapura. Todos los productos fueron visualizados en gel
de agarosa al 2% con bromuro de etidio 0.5 ug/ml, mediante un transiluminador de
luz UV.

c. Tipificacion del locus Agr por PCR multiple
La tipificacion del agr de todos los aislamientos incluidos en el estudio se realiz6

mediante PCR, utilizando primers localizados en la region variable de los genes
agrC y agrD, reportado por Shopsin y colaboradores(127), los cuales son
especificos para cada uno de los tipos de agr (I, II, Il y IV). Se utilizé un cebador
directo pan-AGR en todas las reacciones, las secuencias de los cebadores se

obtuvieron a partir de las bases de datos GenBank. Los grupos de agr se
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identificaron por los tamafios de los productos esperados. Para la tipificacion se
realizaron dos PCR multiples. En la primera PCR se evaluaron los agr tipo |
(440pb) y IV (588pb) y en la segunda los tipos Il (572pb) y 11l (406pb).

El ADN fue amplificado en un volumen de reaccion de 25uL que contenia 12.5 uL
de la mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega®), 0.5 uM de cada primer y 5 uL
de ADN molde. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Perkin-Elmer bajo
las siguientes condiciones: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 min,
seguido por 25 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, y 72°C por 1 min, con
un ciclo de extension final a 72°C por 7 min. Como controles se utilizaron cepas de
referencias especificas para cada tipo de agr. Todos los productos fueron
visualizados mediante un transiluminador de luz UV en gel de agarosa al 1.5% y

tefildo con bromuro de etidio 0.5 ug/ml.

d. Determinacion de los perfiles de toxinas
A todos los aislamientos se les evaluo la presencia de los genes que codifican

para las enterotoxinas estafilocécicas SEM, SEK, SEQ, SEO, EXOa, BSAy TST,
mediante PCR multiple con base en protocolos estandarizados previamente. Se
utilizaron cebadores especificos para cada una de las toxinas. Las secuencias de
los cebadores se obtuvieron a partir de las bases de datos GenBank. Los juegos
de cebadores se combinaron en tres reacciones simultaneas segun el peso de su
producto en dos PCR multiples para asegurar la confiabilidad y reproducibilidad
del ensayo. Para la primera PCR se utilizaron los cebadores para Sek, Seq, Seo, y
Tst que amplificaban un fragmento de 596pb, 326pb, 180pb y 130pb,
respectivamente. Para la segunda PCR se utilizaron los cebadores para Sem, Bsa
y Exoalfa, que amplificaban un fragmento de 376pb, 296pb y de 167pb,
respectivamente. Se incluyeron cepas controles positivos para cada uno de los
genes a amplificar: Mu50 (tst, sem y seo), USA 300-0114 (sek, seq, eta, bsa) y un

control negativo.

El ADN fue amplificado en un volumen de reaccion de 25uL que contenia 12.5 uL

de la mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega®), 0.2 uM de cada primer y 5 uL
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de ADN molde. La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Perkin-Elmer bajo
las siguientes condiciones: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 min,
seguido por 25 ciclos de 95°C por 45 seg , 54°C por 45 seg, y 72°C por 2 min,
con un ciclo de extension final a 72°C por 7 min. Todos los productos fueron
tefildos con bromuro de etidio 0.5 ug/ml y visualizados a través de luz UV en gel
de agarosa al 1.5%.

e. Tipificacion y sub-tipificacion del casete cromosémico estafilococico
SCCmec
A todos los aislados confirmados como SARM se les realizo la tipificacion del

casete SCCmec, por medio de la amplificacion de fragmentos especificos de la
region J1, mediante PCR multiple(128). Se utilizaron cebadores especificos para
cada uno de los tipos de SCCmec (I, Il, lll, IV). Las secuencias de los cebadores

se obtuvieron de las bases de datos GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

El ADN fue amplificado en un volumen de reaccion de 25uL que contenia 12.5 uL
de la mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega®), 0.25 uM de cada primer y 5
uL de ADN molde. La reaccion se llevé a cabo en un termociclador Perkin-Elmer
bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 4
min, seguido por 30 ciclos de 94°C por 30 seg , 53°C por 30 seq, y 72°C por 1
min, con un ciclo de extension final a 72°C por 4 min. Todos los productos fueron
tefiidos con bromuro de etidio 0.5 ug/ml y visualizados en gel de agarosa al 2.0%,
usando un transiluminador de luz UV. Como controles se utilizaron las cepas de

referencia para cada tipo de SCCmec.

A las cepas con SCCmec tipo IV, se les realizo la subtipificacion de este casete
mediante PCR multiple. Se utilizaron cebadores especificos para cada uno de los
subtipos de SCCmec IV reportados previamente: IVa (278 pb), IVb (336 pb), IVc
(483 pb), Ivd (575 pb), IVg (792 pb) y IVh (663 pb,)(129). El ADN fue amplificado
en un volumen de reaccién de 25uL que contenia 12.5 uL de la mezcla de PCR
(PCR master Mix; Promega®), 0.25 uM de cada primer y 5 uL de ADN molde. La
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reaccion se llevd a cabo en un termociclador Perkin-Elmer bajo las siguientes
condiciones: un ciclo inicial de desnaturalizacién a 94°C por 4 min, seguido por 35
ciclos de 94°C por 30 seg , 48°C por 30 seq, y 72°C por 2 min, con un ciclo de
extension final a 72°C por 4 min. Todos los productos fueron tefildos con bromuro
de etidio 0.5 ug/ml y visualizados en gel de agarosa al 2.0%, usando un
transiluminador de luz UV. Se utilizé un control interno de 203 pb que codifica para
una recombinasa ccrB2 especifica del gen que codifica para SCC mec de tipo IV'y
se utilizaron controles positivos especificos para cada subtipo de SCCmec IV.

f. Asignacion de los complejos clonales CC8y CC5
Para clasificar en su respectivo complejo clonal a cada uno de los aislamientos del

estudio, se realizé una PCR en donde se utilizaron primers especificos para cada
uno de los genes carbamato quinasa (arcC-332 pb) y guanilato quinasa (gmk -557
pb). Estos amplifican las secuencias ST5 y ST8 respectivamente y cuyas

secuencias fueron obtenidas de las bases de datos MLST (www.mlst.net). El ADN

fue amplificado en un volumen de reaccion de 25uL que contenia 12.5 uL de la
mezcla de PCR (PCR master Mix; Promega®), 0.5 uM de cada primer y 5 uL de
ADN molde. La reaccion se llevéd a cabo en un termociclador Perkin-Elmer bajo las
siguientes condiciones: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C por 5 min,
seguido por 30 ciclos de 94°C por 30 seg , 50°C por 30 seg, y 72°C por 1 min, con
un ciclo de extension final a 72°C por 7 min. Todos los productos fueron tefiidos
con bromuro de etidio 0.5 ug/ml y visualizados en gel de agarosa al 2.0%, usando
un transiluminador de luz UV. Luego de la amplificacion de los genes, se realizo la
restriccibn con la endonucleasa Smal, para permitir su diferenciacion por el
tamafo de los fragmentos obtenidos. Posteriormente, se realizé nuevamente una
electroforesis en gel de agarosa para visualizar los productos. Como controles se
utilizaron las cepas de referencia USA300-0114 (ST8) y CHL93 (ST5)(130).
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g. Tipificacion molecular mediante electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE)
A todos los aislamientos incluidos en el estudio se les realiz6 la PFGE siguiendo el

protocolo de Mulvey et al(131) y Tenover et al(132). Para cada aislamiento
cultivado en agar nutritivo por 24 horas, se tomo una colonia y se inocul6 en caldo
TSB (Tryptone Soya Broth) y se incubd en agitacién a 200 rpm a 37°C por 18hr.
Posteriormente, se centrifugd a 4.000 rpm por 10 min a 4°C. Luego de descartar el
sobrenadante el sedimento se resuspendié en buffer de suspension celular y se
centrifugd a 11.000 rpm por 10 minutos a 4 °C. El sedimento se suspendio
nuevamente en este mismo buffer para ser tratado subsiguientemente con
lisostafina en moldes de agarosa al 2% (Pulsed Field Certified Agarose, BIO-RAD)
y tratados con Proteinasa K. Luego de ser lavados, los blogques se sometieron a
digestion con la enzima de restriccion Sma |. Para la electroforesis se utilizo el
equipo CHEF (BioRad) utilizando los siguientes parametros: angulo 120°,
gradiente de voltaje 6.0 v/cm, temperatura de 14°C. Se programaron 2 blogues de
la siguiente manera: Bloque 1: tiempo inicial “switch” 5 segundos, tiempo final
“switch” 15 segundos, tiempo de corrido 10 horas. Bloque 2: tiempo inicial “switch”
15 segundos, tiempo final “switch” 60 segundos, tiempo de corrido 13 horas.
Finalmente el ADN fragmentado se sometié a tincion con bromuro de etidio

durante una hora, y se visualiz6 en un transiluminador de luz UV(131).

6.4. Analisis estadistico.
Los resultados moleculares y perfiles de resistencia obtenidos fueron sometidos a

analisis comparativo para identificar diferencias entre los grupos meticilino-
resistentes (SARM) y meticilino-sensibles (SASM). Se realizé un analisis
descriptivo de las variables tanto cualitativas como cuantitativas para conocer su
distribucion. Para determinar la asociacion entre los tipos de infeccion y las
caracteristicas clinicas se realiz6 un andlisis univariado y bivariado utilizando la
prueba Chi?, el test exacto de Fisher y la prueba T Student. Para efectos de
correccion, se tuvieron en cuenta las variables de confusion relacionadas con las
caracteristicas clinicas, microbiolégicas y moleculares de cada caso. El andlisis se
llevé a cabo con el programa SPSS para Windows version 19.0, asumiendo un

limite de significancia inferior a 0,05.
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7. RESULTADOS

7.1. Caracteristicas Sociodemograficas
Durante el periodo comprendido entre enero y julio de 2012, en el Hospital Infantil

Napoleén Franco Pareja se reportaron 94 casos de infeccién por Staphylococcus
aureus adquirido en la comunidad. Solo se cont6é con la Historia Clinica de un
subgrupo de 73 pacientes, siendo imposible la recuperacién del resto de las
historias clinicas. De acuerdo a esto, se encontr6 que la edad promedio de este
subgrupo de pacientes con historial clinico disponible fue de 7,1 afios (DE=4,9) y
la frecuencia de hombres y mujeres fue 50 (68,5%) y 23 (31,5%), respectivamente
(Figura 1). Con respecto a la procedencia de los pacientes, 46 (63%) provinieron
del area urbana y 27 (37%) de areas rurales. Asimismo, 39 (53,4%) pacientes
reportaron un trauma como el principal evento asociado a la infeccién. La
manifestacion clinica mas prevalente fue la infeccion de piel y tejidos blandos con
48 (65,8%) casos, mientras que las infecciones invasivas se presentaron en 25
(34,2%) casos (Figura 2). La media de la estancia hospitalaria fue de 16,2
(DE=28,6) dias. En la tabla 1 se resumen los datos demogréaficos de los casos
discriminados por el tipo de cepa causante de la infeccion (SASM o SARM), en la

gue no se observa asociacion estadistica alguna entre las variables analizadas.

31,5% (23) \ [IMasculino

| CIFemenino
68,5% (50)

Figura 1. Distribucion por sexo de los participantes
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Figura 2. Distribucion de las condiciones clinicas halladas en los pacientes pediatricos infectados
por S. aureus

Tabla 3. Comparacién demografica de los casos por SASM/SARM

. N=62 Valor
Variable SASM SARM D

Sexo (Masculino/Femenino)* 26/11 24/12 0,74
Edad — Afios ((Media (DE))** 6,8 (4,9) 7,4 (5) 0,60
Procedencia (Urbana/Rural)* 20/17 17/10 0.1
Area de ingreso (Urgencias/Otro) 35/2 25/11 0,005
Estancia Hospitalaria (Media (DE))** 17.4 (21,9) 14,9(34,5) 0,71
Tipo de infeccién 22/14 26/10 0,31

(Piel y tejidos blandos/Invasiva)*

Para el andlisis estadistico se us6 Chi cuadrado* y La prueba T de Student**.

7.2. Resistencia antibiotica

7.2.1. Kirby Bauer
Adicionalmente, los perfiles de resistencia antibiética de los aislados fueron

evaluados mediante la prueba Kirby Bauer. En el grupo de 94 aislados no se
encontré resistencia a los farmacos gentamicina, trimetoprin/sulfamotoxazol,
rifampicina y vancomicina. No obstante, 50 mostraron resistencia a la oxacilina
(53,2%), 44 fueron resistentes a la cefoxitina (46,8%), 9 a la eritromicina (9,6%) y
2 a clindamicina (2,1%). No se hallé prueba D positiva en las cepas del estudio

(Figura 2). En la tabla 2 se observa la heterogeneidad de los perfiles de resistencia
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antibidtica al contrastar los aislados SASM y SARM; en ésta se observa una
diferencia significativa entre los dos grupos con respecto a la eritromicina ya que
en los aislados SASM se presentd sélo una cepa resistente, mientras que ocho
cepas SARM lo fueron.

7.2.2. Concentracién Minima Inhibitoria
A todos los aislamientos SARM del estudio se les fue realizado la prueba MICs

para los antibiéticos oxacilina y vancomicina a concentraciones de 0,5 pg/mL a 64
pg/mL y de 0,5 pg/mL a 32 pg/mL respectivamente. La media de MICs para
oxacilina fue de 45,1 (DS 18,46). Para el antibidtico vancomicina todos los
aislamientos fueron sensibles. Al correlacionar las medias de los aislados SASM

con los SARM no se encontraron diferencias significantes entre ellos.

Figura 3. Proporcion de los aislamientos de S. aureus infectantes resistentes a antibiéticos (n=94).

60 1 53,2 (50)

46,8(44)
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La oxacilina (OX) y la cefoxitina (FOX) son los antibiéticos a los que los aislados evaluados
presentan mayor resistencia. La resistencia a la eritromicina (E) y a la clindamicina (DA) es menos
frecuente. Sin embargo, para los antibidticos trimetoprim/sulfametoxazol (STX), gentamicina (CN),
rifampicina (RD) y vancomicina (VAN) ningun aislado fue resistente.
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Tabla 4. Perfil de resistencia antibiética en aislados infectantes de S. aureus

SASM SARM
Antibiético S | R S | R Valor p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Cefoxitina 48 0 0 2(4) 0 44 (96) 0,00
Oxacilina 28 (58,3) 13(27,1) 714 24,3 1(2,2) 43(93,5 0,00
Eritromicina 47 (97,9) 0 1(2,1) | 36(78,3) 2(4,3) 8 (17,4) 0,01
Clindamicina 46 (95,8) 0 2(4,2) | 46 (100) 0 0 0,49
Gentamicina 48 (100) 0 0 46 (100) 0 0 -
Rifampicina 48 (100) 0 0 46 (100) 0 0 -
Trimetoprim- 48 (100) 0 0 46 (100) 0 0 -
sulfametoxazol

Test D 48 (100) 0 0 46 (100) 0 0 -

Como era de esperarse, los aislados SARM presentan diferencias significativas entre la resistencia
a la oxacilina y cefoxitina con relacion a las cepas SASM. Ademas, la resistencia a eritromicina
parece ser mas frecuente en este mismo grupo. Sensible(S), Resistencia Intermedia (1), Resistente

(R).

7.3. Resultados moleculares

7.3.1. Nuc, SCCmec y PVL
Los resultados moleculares estuvieron disponibles para el total de aislamientos

incluidos en el estudio. Mediante ensayo de PCR mudltiple se confirmaron los
aislamientos obtenidos como S. aureus determinado por la presencia del gen nuc.
En este mismo ensayo, se verificO la presencia de los genes que codifican la
citotoxina PVL y la portacion o no del gen mecA, clasificando los aislados como

SARM o SASM, respectivamente con base en el ultimo (Figura 3).
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Figura 4. PCR muiltiple para la deteccion de los genes nuc, mecA y lukF-PV

CA 198 CA199 CA210 CA268 CA274 CA294 MRSA MSSA conTROL -

ATCC 33591 ATCC 25923

e PV/L 447 pb

w— w— nuc 300 pb
mec 147 pb

C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10

La PCR confirma los aislados como: S. aureus (gen nuc), Resistente a meticilina (gen mecA) y
portadores de PVL. En el carrill: Marcador de peso molecular de ADN, en los carriles 8 y 9: cepas
de referencia ATCC 33591 (nuc+, mecA+, PVL-) y ATCC 25923 (nuc+, mecA-, PVL+)
respectivamente. Los carriles del 2 al 7 corresponden a aislados representativos del estudio. Carril

10: control negativo de la PCR.

En este sentido, se hall6 que el nUmero de aislados resistentes a meticilina fue de
46 (48,9%), mientras que el numero de aislados que carecieron de esta
particularidad fue de 48 (51,1%). Al correlacionar estos datos con los hallazgos
obtenidos en la prueba Kirby Bauer para los antibioticos oxacilina y cefoxitina; se
determind que la cefoxitina tuvo una mayor concordancia (44 casos) que la
oxacilina (50 casos) con respecto a la identificacion de cepas SARM.

Ademas, esta PCR reveld que 81 (86,2%) de los 94 aislamientos analizados
fueron portadores de PVL y tan sélo 13 (13,8%) no presentaron los genes que la
codifican. Al correlacionar estas caracteristicas se determiné que 43 (93,5%) de
los aislados SARM fueron PVL positivos y 38 (79,2%) aislados SASM fueron PVL
positivos (Tabla 3).
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Tabla 5. Perfil de los factores de virulencia entre SASM y SARM

SASM SARM

Presencia del gen Valor de p
f % f %

lukF-PV (PVL)

NO 10 20,80% 3 6,50%
0,045*

Sl 38 79,20% 43 93,50%

seq
NO 45 93,80% 29 63,00% 0,00*
Sl 3 6,30% 17 37,00%

seo
NO 37 77,10% 41 89,10% 0.12
Sl 11 22,90% 5 10,90%

tst
NO 46 95,80% 44 95,70%

0,965

Sl 2 420% 2 4,30%

sem
NO 34 70,80% 45 97,80% 0,00¢
Sl 14 2920% 1 2,20%

bsa
NO 29 60,40% 13 28,30% 0,002*
Sl 19 39,60% 33 71,70%

Exo a
NO 46 95,80% 13 28,30% 0,00¢
Sl 2 420% 33 71,70%

sek
NO 45 93,80% 32 69,60% 0,002*
Sl 3 6,30% 14 30,40%

*Significancia estadistica.

Adicionalmente, a cada aislado mecA positivo (SARM), se le realizo la tipificacion
y subtipificacién del elemento genético mévil SCCmec, evidenciando que el tipo de
SCCmec para todos los aislados fue el IV (Figura 4) y tras su subtipificacién se
hall6 que el subtipo predominante fue el IVc con 30 (65,2%) casos, seguido del
subtipo IVa con 13(28,8%) casos del total. (Figura 5).
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Figura 5. PCR muiltiple para la tipificacion del SCCmec en los aislados SARM

CA198 CA213 CA222 CA228 CA236 CA251 TIPOI TIPOIl TIPO IV CONTROL-
NCTC 10442 N315 JCSC 4744
342 pb

La PCR determina los tipos de SCCmec. En el carrill: Marcador de peso molecular de ADN, en los
carriles 8, 9 y 10: cepas de referencia NCTC10442 (SCCmec Tipo 1), N315 (SCCmec Tipo Il) y
JCSC4744 (SCCmec tipo V) respectivamente. Los carriles del 2 al 7 corresponden a aislados

SCCmec tipo IV del estudio. Carril 11: control negativo de la PCR.

Figura 6. PCR muiltiple para la subtipificacién del SCCmec tipo IV en los aislados SARM

CA199 CA208 CA209 CA213 CA236 CAZ272 JCS]%“”“ IVc CONTROL-
d 483 pb
278 pb e

C1 Cc2 C3 C4 C5 C6 c7 Cs8 C9 C10

La PCR determina los subtipos del SCCmec tipo IV. En el carrill: Marcador de peso molecular de
ADN, en los carriles 8 y 9: cepas de referencia JCSC4744 (Tipo IVa) y JCSC (Tipo IVc)
respectivamente. Los carriles 2 y 5 corresponden a aislados tipo IVc del estudio. Los carriles 2y 4
corresponden a aislados del estudio tipo IVa. El Carril 11: control negativo de la PCR.

7.3.2. Enterotoxinas, BSA, TST y Exo a
Por otro lado, se determiné el perfil de algunos factores de virulencia como las

enterotoxinas estafilocécicas a cada aislamiento mediante una PCR mudltiple,
detectando los genes sek, seq, seo, sem, tst; asi como también la presencia de los
genes bsa y exo-a. Tras esto, se evidencio la predominancia del gen bsa en los
aislados del estudio con 52 (55,3%) de los casos, seguido por los genes exo-a con
35 (37,2%) casos, seqg con 20 (21,3%), sek con 17(18,1%), seo con 16(17%) vy el
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gen sem con 15(16%) casos positivos. En la tabla 3 se especifican las diferencias
obtenidas al correlacionar los aislados SASM y SARM con este perfil genético.

7.3.3. Agr
Con respecto al analisis de los tipos de Agr hallados en el estudio, el tipo | fue el

mas prevalente con 69 (73,4%) casos, seguido por el Agr tipo Il con 10 (10,6%)
casos y se hallé una equivalencia para los tipos de Agr Il y IV con 2 (2,1%) casos
cada uno. Al contrastar estos hallazgos de acuerdo a los grupos SASM y SARM
no se encontraron diferencias significativas entre la portacién de un determinado
tipo de Agr con relacion a la presencia o no del gen de resistencia a meticilina en

las cepas evaluadas en el estudio (Tabla 4).

Tabla 6. Distribucion de los aislados de S. aureus segun el tipo de Agr que portan.

Agr N=94 Valor
SASM  SARM p
Tipo | 31 38
Tipo Il 1 1
Tipo 1l 7 3 0,27
Tipo IV 2 0
No tipificable 7 4

7.3.4. Complejo clonal
Al evaluar los procesos de distribucion de los linajes clonales de los aislamientos

de S. aureus del estudio a través de una PCR multiple, se observo que el
complejo clonal méas prevalente fue el ST8 con 39 casos (41,5%), seguido muy de
cerca por el ST5 con 35 (37,2%) casos (Figura 6). Al analizar estas distribuciones
teniendo en cuenta los grupos SASM y SARM, se determiné una diferencia
significativa (p=0,00) al observarse que el complejo clonal ST5 se encuentra mas
relacionado con las cepas SASM (77,1%) que con las SARM (22,9%), mientras
gue estas ultimas muestran mayor proporcién en el complejo clonal ST8 (93,2%)
(Figura 7).
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Figura 7. PCR multiple para determinar los procesos de dispersion de las lineas clonales ST5 y ST8.

CA205 CA227 CA231 CA269 CA274 CA276 CA280 CA281 CA294 o8 — CoN

- ——-

La PCR determina los procesos de dispersion de las lineas clonales ST5 y ST8. En el carrill:
Marcador de peso molecular de ADN, en los carriles 11 y 12: cepas de referencia Clon USA300
(ST8) y Clon Chileno (ST5) respectivamente. Los carriles 1, 4, 6, 9 y 10 corresponden a aislados
del estudio pertenecientes al complejo clonal ST8. Los carriles 3, 5, 7 y 8 corresponden al complejo
clonal ST5.

Figura 8. Distribucion de los complejos clonales en S. aureus infectantes

100,0% 92,3% (36)

90,0% 90% (18)

80,0% 77,1% (27)
70,0%

60,0%

PROPORCION

50,0% m SASM

40,0% SARM

30,0% 2,9% (8)

20,0%
0,

NT ST8 ST5

10,0%

0,0%

El complejo clonal ST5 prevalece en los aislados SARM, mientras que en los SASM es
predominate el complejo clonal ST8. Los complejos clonales no tipificables (NT), se asocian

mayoritariamente a los aislados SASM del estudio.

7.3.5. Tipificacion molecular mediante PFGE
Al realizar la comparacién segun la portacién del gen mecA de los productos de

restriccién obtenidos de los aislados, se pudieron identificar 5 grupos genémicos

(G1 - G5) y un grupo de 12 cepas con pulsotipos indistinguibles. El grado de
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semejanza entre las cepas de SASM y SARM se represent6 graficamente en un
dendograma de homologia (Figura 8).

En el grupo G1(n=4) los aislados se agruparon con una relacion genética del 94%,
mostrando un patron genéticamente relacionado con el clon pediatrico, portando el
gen mecA (n=3), seo (n=4), sem (n=2), agr nt (n=2), complejo clonal ST5 (n=4),
SCCmec tipo IVc (n=1), IVa (n=2).

El grupo G3 (n=20) los aislados se agruparon con una relacion genética del 93%,
de las cuales 18 cepas fueron SARM y 2 cepas fueron SASM, este grupo mostro
un patron genéticamente relacionado con el clon USA 300, portando el gen bsa-B
(n=17), Exo (n=18), lukS/F-PV (PVL n=20), agr tipo | (n=16), complejo clonalST8
(n=16), SCCmec tipo IVc (n=10), IVa (n=8). Las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas mas frecuentes de los diferentes grupos obtenidos se muestran en la
Tabla 5.

El grupo con mayor numero de cepas fue el G4 (n=28) las cuales se agruparon
con una relacion genética del 92%, fue conformado por 27 cepas SASM y 1 cepa
SARM. Este se caracteriz0 por portar con mayor frecuencia el siguiente patron
genético: BsaB (n=16), lukF-PV/ lukS-PV (n=26), agr tipo | (n=23), complejo clonal
ST5 (n=21) y fenotipicamente fueron sensibles a todos los antimicrobianos

ensayados.

En G5 las cepas se agruparon con una relaciéon genética del 91%, conformado
Unicamente por cepas SASM (n=12), se caracterizO por portar con mayor
frecuencia los genes seo (n=8), sem (n=11), lukS/F-PV (n12), agr I(n=4) y agr nt
(n=4), complejo clonal no tipificable (n=11), fenotipicamente fueron sensible a

todos los antimicrobianos ensayados.

56



Dondrogram of S. aureus

%.5.8.8.5 8.8 .3 8.8 5.8 8.5 Euowpe Code, Mook,
BER 61 CA245  Positive

; &1 CA204  Positive

G 1: 4 < 4 TR G1 PED Positive
e —— G1 CA274 Positive
L* % G1 CA258  Negative

T G2 CA242  Positive

/_—|_ G2 CA273  Positive

BT e G2 CA286  Positive

c2 CA203  Positive

_| G2 CA224  Positive

g N o G2 CA229 Positive

— G2 CA243  Positive

L | — B G2 CA246  Positive
G2=16 —<\ — £ 7 c2 CA208  Positive
FAPEEE 2% G2 CA198  Positive

G2 CA202 Positive

c2 CA212  Positive

[ cA214  Positive

| G2 CA217  Positive

i % 62 CA236  Positive

W, G2 CA279  Positive

G3 CA213  Positive
Positive
Positive
Positive

o
0000
2888
0000
gE2e
IRaN
§

— G3 CA215 Positive
= G3 CA222  Positive
G3 CA225 Positive
— G3 cA211 Negative
/ ) S G3 CA237  Negative
G3=20 — e ~+ | 3 CA239  Positive
™~ e3 CA267  Positive
| G3 CA269  Positive
| G3 CA268  Positive
G3 CA208  Positive
G3 CA209  Positive
G3 CA220 Positive
— L G3 CA241  Positive

G3 CA292 Positive

G3 CA200  Positive
5.5 G3 USA300  Positive

B CA204  Negative
 CR— CA227  Negative

CA280  Negative
CA226  Positive

CA255  Positive

2 &3 CA252  Negative

" & CA254 Negative
TS ety TR 0% CA228  Positive
b CA259  Negative
CA199  Positive

G4 CA233  Negative
G4 CA234  Negative

G4 CA240  Positive

A &= o4 CA256  Negative

2 e G4 CA257 Negative

. B = CA262  Negative

G4 CA235  Negative

G4 CA205  Negative

G4 CA206  Negative

G4 CA223  Negative

G4 CA230  Negative

G4 CA231  Negative

/ G4 CA232  Negative
: [ CA238  Negative
G4=28 G4 CA244  Negative
\ 3 | o CA249  Negative

[ CA250  Negative

A G4 CA263  Negative

— E | o CA278  Negative
| & CA281  Negative

B " L] G4 CA293  Negative

v G4 CA300  Negative

= G4 CA288  Negative

e G4 CA291 Negative

| — G4 CA197  Negative

—— &= % G4 CA201  Negative

G4 CA265  Negative

— G4 CA266  Negative

CA221  Negative

Gs CA207  Negative

I Gs CA216  Negative

B Gs CA283  Negative

) 2 : o I CA196  Negative

o e o CA247  Negative

G5=11 | e CA261  Negative
| G5 CA270  Negative

Gs CA287  Negative

CA289  Negative
CHI Positive
CA218  Positive

Figura 9. Dendograma derivado del analisis de PFGE: comparacion de cepas de S. aureus
causantes de infeccién segun portacion del gen mecA.
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Tabla 7. Descripcion molecular y fenotipica de los principales pulsotipos obtenidos por PFGE al
comparar las cepas de S. aureus aisladas de pacientes infectados segun portacion del gen mecA.

SARM - SASM G1 G2 G3 G4 G5
N° DE CEPAS 4 16 20 28 11
mecA + + + - -
SCCmec v v v NA NA
Subtipo SCCmec IVa IVc IVc NA NA
sek - - - - -
seq - - +/- - -
® | seo + - - - +
% sem +/- - - - +
3 tst - - - - -
o | bsa-B - + + + -
“~ | exoa - + + - -
§ lukS/F-PV ; + + + +
ﬁ agr NT | | | I/INT
‘q:) cc ST5 ST8 ST8 ST5 NT
5 | OX R R R S S
g FOX R R R S S
O | E R/S S S S S
DA S S S S S
GN S S S S S
SXT S S S S S
RN S S S S S
TD - - - - -

Gen mecA, SCCmec (casete cromosémico estafilococico mec) genes que codifican para las
enterotoxinas: Sek, Seq, Seo, Sem, toxinas: TSST-1(Toxina de Sindrome de shock toxico), Exo a
(Toxina exfoliativa), PVL (Citotoxina Panton Valentine) Bacteriocina: BsaB, agr (gen regulador
accesorio) Antibidticos: OX (Oxacilina), FOX (cefoxitina), E (Eritromicina), DA. (Clindamicina), GN
(gentamicina), SXT (Trimetoprim-sulfametoxazol), RD (Rifampicina), TD (Test D), NT: no tipificable,

NA: no aplica.

7.4. Tratamiento y manejo de infecciones
Por otro lado, se empled la terapia antibiética empirica para el manejo clinico de

las infecciones. Se observdé que el farmaco mas usado en las infecciones
estafilococicas fue la clindamicina ya sea individualmente (con una frecuencia de
40 (54,8%)) o en combinacion con uno o mas antibiéticos (con 15 (20,5%) casos)
(Figura 9). Sin embargo, no siempre se mantuvo el mismo farmaco durante el
tiempo de hospitalizacién, de hecho la mayoria de éstos fueron reemplazados por

el trimetoprin/sulfametoxazol en 21 (30,8%) casos, seguido por la Cefalexina en
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17(25%), la combinacién de trimetoprin/sulfametoxazol y cefalexina en 15 (22,1%)
casos Yy el empleo de otros antibioticos o combinaciones entre éstos en 8 (11,7%)
pacientes (Figura 10).

Finalmente, al realizar el seguimiento a los pacientes del estudio, se encontré una
mejoria en 69 (94,5%) de los 73, mientras que 4 (5,5%) fallecieron debido a
complicaciones (3 por Shock séptico y 1 por sepsis).

Figura 10 Terapia antibiética empirica para las infecciones por S.aureus. n=62
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Figura 11. Manejo antibidtico final en infecciones por S. aureus. n=58
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8. DISCUSION

El presente estudio constituye una investigacion de corte transversal en donde se
describen los perfiles genéticos de aislados de S. aureus meticilino-resistentes y
meticilino-sensibles obtenidos de pacientes pediatricos infectados por esta
bacteria y algunas de sus caracteristicas clinicas. Esta investigacion se llevd a
cabo considerando que S. aureus es una bacteria patogénica que cuenta con
diversos factores de virulencia, haciendo a este microorganismo capaz de producir
infecciones potencialmente mortales en humanos hasta en un 34,2% (1). Se
fundamenté ademas en la variabilidad epidemiolégica y de resistencia antibittica

gue presenta S. aureus en diferentes escenarios geograficos.

En este estudio, el perfil de resistencia antibiotica de las cepas SASM y SARM fue
equivalente, revelando que en ambos grupos no existieron cepas resistentes a los
farmacos Trimetoprim/Sulfametoxazol, Gentamicina, Rifampicina y Vancomicina.
Asi mismo, Machuca Et al., (133) no encontraron cepas resistentes a Rifampicina
y Vancomicina, sin embargo, se reportaron resistencias a el
Trimetoprim/Sulfametoxazol y a la Gentamicina. Estos hallazgos son similares a
los reportados por Egyir Et al. (134), en donde muestran que tanto las cepas

SASM y SARM revelaron resistencia a los antibiéticos antes mencionados.

SARM emergi6 a nivel mundial como uno de los principales patégenos causantes
de infecciones de piel y tejidos blandos, asi como también de infecciones
invasivas que pueden poner en peligro la vida (135, 136). En esta investigacion la
proporcion entre cepas de S. aureus sensibles y resistentes a meticilina no
mostraron diferencias significativas, con relacién a la portacion del SCCmec;
revelando la alta tasa de portacién de este casete cromosémico en las cepas que
circulan en este entorno geografico colombiano. Estos hallazgos coinciden con los
encontrados en un estudio realizado por Weiss et al (137) en donde se observo
una proporcion de SARM y SASM de 41,6% y 58,4%, respectivamente. Estos
datos concuerdan con los hallados por Lall y Sanhi (138) los cuales reportaron

una prevalencia de aislados SARM del 45.9% y para los aislados SASM de 54%.
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Asi mismo, Hu et al (139) demostraron una proporcion de 48.7% para aislados
SARM y 51.3% para aislados SASM. No obstante, en paises como Nueva Zelanda
la proporciéon de infecciones por S. aureus no supera el 15% de las infecciones
asociadas a piel y tejidos blandos. Esta discrepancia, se debe probablemente a la
heterogeneidad ecolégica y geografica en la que se ejecutaron dichas

investigaciones.

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, la presencia de PVL en las
cepas MRSA es superior a la encontrada en las SASM, coincidiendo con los
hallazgos de Al Fouzan et al (140). Sin embargo, al tener en cuenta las
proporciones observadas de los genes que codifican para PVL con respecto a las
cepas SASM y SARM en el presente estudio; PVL no puede ser considerada
como un marcador especifico para las cepas SARM-AC (140). Se reporta que la
portacion de estos genes puede desencadenar condiciones clinicas mas severas o
complicadas cuando estan relacionadas a las cepas SARM (141). No obstante, la
evidencia encontrada en esta investigacion revela que en cuanto a la presentacion
clinica de las infecciones y al desenlace de estas, las cepas SARM PVL positivas
no guardan una relacion de severidad al compararlas con otras cepas de S.
aureus. Estos resultados son semejantes con los encontrados por Chiu et al (142)
en donde al relacionar diversos datos clinicos con la presencia o ausencia de los
genes que codifican esta leucotoxina no hallaron diferencias significativas entre los

dos grupos.

Con respecto al perfil de enterotoxinas evaluadas, se pudo determinar una
presencia similar de sem y seo, debido probablemente a que se encuentran en el
mismo cluster estafilocdcico (egc) contenido en la isla de patogenicidad SaPI3
(143). Este estudio mostr6é una baja prevalencia de estas SE, coincidiendo con lo
reportado previamente en la literatura (144, 145) y en donde se muestran como
superantigenos con un bajo potencial patogénico, causado posiblemente por la
irrupcion de algun gen de virulencia durante su insercién en el genoma bacteriano

(146). En este estudio se encontré la presencia de los genes bsa, sek y seg con
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mayor frecuencia en las cepas SARM, relacionando este grupo de aislados con el
clon SARM USA300 ya que estos factores de virulencia son considerados
marcadores especificos para este clon. USA300 reviste gran importancia mundial
debido a su gran relacibn como agente etiolégico en infecciones comunitarias y
segun se especula, parte de su virulencia es debida al sinergismo de los productos
codificados por este grupo de genes (35, 147-149).

Por otra parte, la portacion de Agr tipo | predominé tanto en los aislados SASM
como en los SARM. Estos resultados son comparables con los encontrados por
Khan et al (150) en donde mostraron a este tipo de Agr como el mas prevalente en
los aislamientos evaluados, asi como también la presencia del Agr tipo Il en
segundo lugar. No obstante, Azimian et al (151) hallaron que aunque en los
aislados SARM se mantuvo la misma condicion de prevalencia, para los aislados
SASM los tipos de Agr mas comunes fueron el 1l y el 1V, difiriendo ampliamente
con este estudio ya que estos ultimos mostraron el porcentaje de prevalencia mas
bajo con respecto a los Agr tipo | y Ill. Adicionalmente, a un nimero de cepas en
este estudio no se les pudo determinar el grupo de Agr al que pertenecian,
denominandolo como Agr no tipificable. Este hecho se considera como un
inconveniente clinico ya que las cepas que portan este defecto se asocian con un
mayor nivel de mortalidad en infecciones invasivas y una posible resistencia a
glicopéptidos al compararlas con las cepas que portan un Agr intacto; esto es
debido probablemente a la ventaja metabdlica de las cepas defectuosas sobre las

convencionales en un ambiente antibiético (152).

Por otro lado, la comparacion entre las cepas SASM y SARM teniendo en cuenta
los perfiles arrojados por la PFGE mostraron poca diversidad genética; en donde
el clon USA300 fue el mayormente relacionado con los aislados del estudio,
coincidiendo con investigaciones previas realizadas en Colombia (153). Sin
embargo, este clon difiere del clon USA300 relacionado en Estados Unidos con
respecto al subtipo del SCCmec ya que este clon presenta un SCCmec IVa,;

mientras que el SCCmec encontrado en las cepas con perfiles relacionados
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genéticamente con este clon en el presente estudio evidenciaron mayoritariamente
un SCCmec IVc. Estudios previos muestran también una variedad en algunas de
las caracteristicas genéticas en las cepas relacionadas con el clon USA300 (154,
155) y cuyo origen aun permanece sin determinar. Adicionalmente, en este
estudio, se evidenciaron cepas SASM relacionadas genéticamente con este
mismo clon, coincidiendo con un estudio realizado por Escobar-Pérez Et al., en el
cual postula que estas cepas pueden llegar a ser el origen de las cepas variantes
SARM-USA300 que predominan en este pais (156).

En este estudio la presentacion clinica mas frecuente fue la infeccion de piel y
tejidos blandos, en donde la celulitis fue la condicion mayormente relacionada.
Con relacion a esto Leifso et al (157) encontraron que este tipo de infecciones
representaron el 69% en una poblacion infantil de 155 sujetos. Asi mismo, Talan et
al (158) y Conceicdo et al (159) revelaron al S. aureus como el patdégeno
mayormente relacionado con esta presentacion clinica, encontrandolo alrededor
del 75% de las infecciones pediatricas en un departamento de emergencias. Sin
embargo, en esta investigacion la diferencia en la distribucion entre las infecciones

causadas por SASM y SARM no fue significativa.

Por otro lado, las infecciones invasivas por S. aureus pueden superar el 50% del
total de infecciones a este nivel en nifios (160) y en donde los aislados SARM
pueden llegar a duplicar la mortalidad comparada con las producidas por cepas
SASM (161). Estos ultimos datos difieren con la presente investigacion ya que no
se encontraron diferencias significantes entre el desenlace clinico de las

condiciones producidas por las cepas SASM y SARM.

Al evaluar la terapia antibidtica de los pacientes del estudio, se mostré6 que en
general a todos los nifios se les prescribié una terapia empirica. No obstante,
segun los lineamientos establecidos por la Sociedad de Enfermedades Infecciosas
de América, sugieren que para el tratamiento de abscesos cutaneos, se puede

hacer uso del drenaje y evitar la utilizacion de antibiéticos(157). Asi mismo, segun
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los nuevos lineamientos para el tratamiento de infecciones de piel y tejidos
blandos de IDSA, recomiendan que la antibioticoterapia empirica sea realizada
con uno tipo Vancomicina ya que con la clindamicina se puede llegar a inducir
resistencia. Segun esta guia, la vancomicina es el antibidtico de eleccién para la
terapia empirica de infecciones por SARM y que si la prevalencia de SARM es

mayor al 15%, se recomienda su utilizacién (107).
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9. CONCLUSIONES

La presente investigacion mostrd que los aislados de Staphylococcus aureus en
infecciones pediatricas del Hospital Infantil Napoledn Franco Pareja presentan una
equivalencia en cuanto a la proporcion de cepas SASM y SARM. Ademas, revel6
que el perfil genético mas prevalente entre las cepas fue el relacionado con el
Clon USA300 con la variante en la subclasificacion del SCCmec. En este estudio
se mostro también, que las caracteristicas moleculares de los aislados SASM y
SARM no difieren significativamente al ser comparados con los datos obtenidos
mediante la PFGE.

Por otro lado, los hallazgos sugieren que en las cepas del estudio no existe un
patron molecular relacionado con el tipo de infeccion y el desenlace clinico. Asi
mismo, los diferentes perfiles de resistencias obtenidos de los aislados muestran
un gran uso de la clindamicina como terapia empirica para las infecciones
producidas por cepas SASM y SARM. Hecho que en el Hospital infantil Napoledn
Franco Pareja, aparenta seguir dando buenos resultados. Sin embargo, se deben
tener en cuenta las caracteristicas de la infeccidén y la severidad de las mismas
para evitar el uso indiscriminado de antibiéticos, debido a la capacidad selectiva
de cepas resistentes a los farmacos actualmente disponibles para el tratamiento

de infecciones.

Finalmente, se recomiendan estudios moleculares adicionales como el analisis de
secuencias multilocus (MLST) con el fin de complementar los datos obtenidos y
reforzar la vigilancia epidemioldgica de las cepas de S. aureus infectantes y con

ello conocer la evolucién genética de estas en la ciudad de Cartagena.
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