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En les ultimes décades Staphylococcus aureus s’ha consolidat com un dels microorganismes amb més
capacitat de causar infeccions, donant lloc des de malalties lleus i localitzades, de curs benigne, fins a
infeccions greus, disseminades, amb elevada mortalitat. En aquesta tesi, s’"han abordat tant aspectes
clinics i epidemiologics dels pacients amb infeccions documentades per S.aureus, en especial
bacteriemia i infeccions de pell i parts toves, com aspectes relacionats amb el patogen. En aquest
ultim apartat, s’ha estudiat I'’epidemiologia molecular de les soques, factors de virulencia i alguns
tests fenotipics que ens ajudaran a mesurar la seva expressid. Es van incloure un total de 293
bacteriemies per S.aureus. La fagotipia va permetre tipar el 37.5% de les soques SARM i el 43.3%
dels SASM. La deteccidé del gen mecA va resultar positiva en 28 soques, en concordanca amb les
dades obtingudes de la sensibilitat antibiotica per CMI. En I'analisi del tipus SCCmec de les soques
SARM, 27 d’elles corresponien al SCCmeclVc i només una presentava el tipus SCCmec IVa i ACME
negatiu. Mitjancant spa typing es va demostrar el predomini d’un grup clonal, CC002 (31%)
englobant dos spa tipus predominants: t002, t067 en soques SASM i el predomini de CC067 (37.14%)
incloent els spa tipus t0067 i t002 en SARM. Comparant els patrons d’electroforesi en camp polsant
es van agrupar les soques SARM en les clones E7 i E8, també les més prevalents en el nostre medi. En
I’estudi mitjancant microarrays de 102 d’aquestes soques es va observar un predomini del CC5
(38.2%), seguit del CC30 (21.6%). La distribucid dels perfils al-lélics del sistema regulador agr
mostrava un predomini del agr 1l (46.1%). La mortalitat de la sepsia per S.aureus es relaciona amb la
susceptibilitat de I’hoste, caracteristiques de la soca, caracteristiques epidemiologiques i amb el
temps transcorregut fins a I'inici d’un tractament antibiotic adequat. Aixi, I’estudi de métodes rapids
per la identificacid i la deteccié de sensibilitat a cloxacil-lina ( BinaxNow S.aureus / PBP 2a Test,
GenomEra MRSA/SA Blood Culture, MicroPhage MRSA/MSSA Blood Culture Test) ens ha permés
adequar el tractament antibiotic en un 79.25% dels casos. L’origen de la bacteriémia en el 58’4% dels
casos era nosocomial i el 45.7% d’origen en el catéter. EI 80% dels malalts presentaven comorbiditats
associades: 35.5% neoplasia, 30.4% DM, 14% IRC i 13.7% tractament previ amb immunosupressor.
Una quarta part van presentar bacteriemia complicada, i un 8.5% bacteriemia persistent. .

D’altra banda, les infeccions de pell i parts toves per S.aureus resistents a meticil-lina d’origen
comunitari (CA-SARM) representen al voltant del 20% en el nostre medi. La tipificacié molecular
d’aquestes soques va permetre demostrar que la majoria pertanyien a la soca USA300-ST8-SCCmec
IVc i ACME negativa, variant de la clona USA300 (USA300-ST8-SCCmec IVa). No es va trobar cap
associacio entre la soca productora i la nacionalitat dels pacients. Les manifestacions cliniques dels
pacients eren lleus i sense presencia de complicacions, tant en els SASM com SARM. L'elevada
prevalenca de la Leucocidina de Panton Valentine (PVL) en soques SASM o SARM i la bona evolucié,
tot i el tractament antibiotic inadequat, es correlaciona amb la hipotesi que independentment de la
sensibilitat antibiotica, el drenatge de la lesid és necessari per la resolucié de la infeccid i posa de
manifest la dificil valoracié del paper de factors de viruléncia com la PVL en la patogenia d’aquestes
infeccions.
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1. Caracteristiques microbiologiques de Staphylococcus aureus

El génere Staphylococcus s’ha inclos tradicionalment dins la familia Micrococcacea, juntament amb
els géneres Microccocus, Planococcus i Stomatococcus.

El genere Staphylococcus inclou més de 40 especies. Algunes d’elles formen part de la flora habitual
de la pell i mucoses dels humans i altres es troben només entre la flora d’animals mamifers i aus.
Cada espéecie ocupa un lloc anatomic a I'hostatger que colonitza. Entre les espécies que colonitzen
I'huma, les de major importancia sén Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus i
Staphylococcus aureus. Sense cap dubte S. aureus representa I'espécie amb major importancia en
patologia infecciosa.

Els microorganismes que pertanyen al génere Staphylococcus sén cocs grampositius, amb un
diametre de 0.5-1.5 um. La seva agrupacié en forma de raim, staphylé en grec, va ser proposada pel
cirurgia escocés Alexander Ogdson al 1880 com a nom del génere.

Els estafilococs son bactéries immobils, que generalment no tenen capsula i excepte en algunes
ocasions sén anaerobies facultatives. No requereixen en general de medis enriquits per créixer.

La majoria d'espécies produeixen un enzim denominat catalasa que permet desdoblar el peroxid
d’hidrogen (H,0,) en H,0 i oxigen lliure. Aquesta propietat s” utilitza per diferenciar el genere
Staphylococcus dels géneres Streptococcus i Enterococcus que son catalasa negatius.

Staphylococcus aureus creix en medis de cultiu convencionals després de 18-24 hores d’incubaci,
formant unes colonies d'1 a 3 mm de diametre, llises, elevades i brillants, de consisténcia cremosa i
d’un color daurat, degut a la produccié d'un pigment carotenoide. Quasi totes les soques de S. aureus
tenen un halo de beta-hemolisi o hemolisi complerta al voltant de la colonia, quan creixen en agar
sang. La principal caracteristica que diferencia S. aureus de les altres espécies de Staphylococcus és
la produccié d’un enzim denominat coagulasa. Aquest permet coagular al plasma i s’utilitza per la
seva identificacid, donant nom a la resta d'Staphylococcus que no tenen aquest enzim i que

s’anomenen com a grup Estafilococs coagulasa negatius.

1.1. Estructura bacteriana i factors de viruléncia

Staphylococcus aureus és I'espécie d’Staphylococcus més virulenta per I’home. Es caracteritza per
disposar de certs components estructurals i produir nombrosos enzims i toxines considerats factors
de viruléncia. La forma i severitat de la infeccid son el resultat d’una interaccié complexa entre les
defenses de I’hostatger i I'activitat dels factors de viruléncia que la bacteria produeix en les diferents
fases de la infeccid.

Classicament els factors de viruléncia s’han classificat en dos grans grups:

1. Components de la superficie bacteriana, com el polisacarid capsular, certs components del

peptidglica, i proteines de superficie implicades en I'adhesio a les cel-lules de I'hostatger (les més

1
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freqlients denominades Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecular 6
MSCRAMMs ).

2. Toxines i enzims extracel-lulars, produides i excretades per la bacteria i que tenen diferents
funcions i capacitats com I'activitat citotoxica, I’activitat superantigenica o la capacitat d’evadir el
sistema immunitari de I’"hostatger.

També s’han classificat en funcié de la forma d’actuacié:

1. Intervenint en la colonitzacid, facilitant I'adhesié de la bacteria a les cél-lules de I'hostatger

2. Intervenint en la disseminacid i la penetracid als teixits de I’hostatger

3. Facilitant I'evasio del sistema immunitari de I'hostatger

1.1.1 Components de la paret bacteriana

Capsula polisacarida és la capa més externa de la paret cel-lular estafilococcica. S’han identificat
onze serotips capsulars de S. aureus. Els serotips 1 i 2 s’associen a capsules molt gruixudes i colonies
d'aspecte mucoide, pero és estrany que provoquin malaltia en humans. Pel contrari, els serotips 5i 7
son els responsables de la major part de les infeccions a I’home.

La capsula protegeix a les bactéries ja que inhibeix la fagocitosi d’aquests microorganismes pels
polimorfonuclears. La major part dels estafilococs produeixen una biopelicula hidrosoluble (capa
polisacarida extracel-lular) formada per monosacarids, proteines i petits péptids en una quantitat
qgue depén dels factors genetics i de les condicions de creixement. Aquesta substancia extracel-lular
uneix a les bacteries a teixits i cossos estranys, com catéters, empelts i protesis vasculars o articulars.
Com la majoria de bactéries grampositives, els components fonamentals de la paret cel-lular son els
peptidoglicans i els acids teicoics. (Figura 1).

El Peptidglica representa al voltant de la meitat del pes molecular i proporciona estabilitat, degut a
queé esta composat de varies capes entrelligades de glucans construides amb 10 o 12 subunitats
alternants de acid N-acetilmuramic i N-acetilglucosamina.

El peptidglica té activitat endotoxina, ja que estimula la produccié de pirogens endogens, I'activacié
del complement, la formacié de interleucina-1 per part dels monocits i I'agregacid dels leucocits
polimorfonuclears. (procés que origina la formacié d’abscessos).

Els enzims que catalitzen la construccié de la capa de peptidglica s"Tanomenen proteines lligadores de
penicil-lina (Penicillin-binding proteins (PBPs) i sén les dianes per les penicil-lines i altres antibiotics
betalactamics.

Els Acids teicoics representen aproximadament un 40% del pes de la paret cel-lular. S6n polimers
composats per ribitol i N-acetil-glucosamina (polisacarid A), especifics d’espécie i units al peptidglica

de la paret mitjangant la unié als residus d’acid N-acetilmuramic o als lipids de la membrana cel-lular
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(acids lipoteicoics). Aquests també faciliten la unié a la superficie de les mucoses mitjancant unions
especifiques a la fibronectina. Encara que sén poc immunogens, tenen la capacitat d” estimular la
resposta humoral especifica quan es troben units al peptidglica.

Membrana citoplasmatica composada per proteines, lipids i una petita quantitat de carbohidrats,
actua de barrera osmotica cel-lular i proporciona subjeccié per a la biosintesi cel-lular i els enzims

respiratoris.

A Surface proteins Secreted proteins
(exponential-growth phase) (stationary phase)
Coagulase Enterotoxin B
Protein A :

E,Ias!i"' Peptidoglycan Capsula
binding -
el B Ribitol
L teichoic
Collagen- s
bind'lrjg B-Lactamase
profein binding _
protain - Cross-linking
peptides
Fibranactin- } J i
binding e Lipateichoic
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Figura 1.S. aureus. Franklin D. Lowy, M.D. N Engl J Med 1998

Proteines de la membrana implicades en I’adhesié. S. aureus té nombroses proteines de superficie,
que actuen com a receptors d’adhesié de molécules de la matriu extracel-lular de I'hostatger i de
components del plasma, i freqlientment s"anomenen adhesines. A més participen en I'evasié de la
resposta immunitaria i la formacié de biopel-licules Aixi, les proteines ancorades a la paret cel-lular
son factors de viruléncia essencials per la supervivencia de S. aureus i fins i tot, podrien ser una diana
pel desenvolupament de vacunes (1).

Staphylococcus aureus pot expressar a la vegada varis tipus d’aquestes proteines ancorades a la
paret cel-lular i a més a més la seva expressio es pot veure condicionada per diferents condicions del
medi. D’altra banda aquestes poden mostrar certa redundancia funcional, ja que varies poden actuar
realitzant la mateixa funcio.

L'analisi funcional i estructural ha identificat quatre classes (Figura2): el grup més prevalent

d’aquestes proteines de superficie s"anomenen MSCRAMM (2).
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Figura 2. Classificacié proteines ancorades a la paret cel-lular en funcié de la seva estructura. Timothy J. Foster.

Nature Reviews Microbiology. 2014.

Aguestes MSCRAMM uneixen molécules com col-lagen, fibronectina i fibrinogen. | alhora poden
adherir-se al component tissular de I'hostatger. S’ha vist que poden estar implicats en la instauracié
d'infeccions intravasculars, Ossies, articulars o dispositius protesics. Els dispositius externs
rapidament es revesteixen de components del serum com fibrinogen o fibronectina, que permeten
que els estafilococs s’uneixin mitjancant mecanismes mitjancats per les MSCRAMM i elaborar
superficies glicolitiques que encara facilitarien més la colonitzacio.

Les MSCRAMMSs que més s’han estudiat i de les que es coneix la seva funcié son la proteina d’unid al
col-lagen CNA (Collagen-binding Adhesin), les proteines d’unié a la fibronectina A i B denominades
FnBPA i FNBPB (Fibronectin-binding Protein), les proteines d’unié al fibrinogen CIfA i B (Clumping
factor), la SdrG (protein serin aspartat), SArC D o E i la Bbp (sialo-bonding protein).

Les FnBPA i FNnBPB contribueixen a I'adhesié a biomaterials i es troben implicades en la colonitzacid i
infeccié de biomaterials i cateters. A la vegada hi ha estudis que demostren que també intervenen en
el procés d’invasid cel-lular dels fagocits, en la colonitzacid de I'epiteli respiratori i també podrien

tenir una implicacié directa en la infeccié endovascular.
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Les CIfA i B intervenen en I'adhesié dels bacteris al fibrinogen immobilitzat, a coaguls de sang i s’han
descrit com a promotors de la formacié de trombus en valvules cardiaques danyades en models
animals d’endocarditis. A més s' ha descrit la implicacié de la CIfA en |'evasié del sistema immunitari
mitjancant |'escissié de C3b en inactiu iC3b i aixi disminuir la fagocitosi mitjancada pel complement
(3).

La Proteina A recobreix la superficie de la majoria de soques de S. aureus. Aquesta s’uneix a la capa
de peptidglica o a la membrana citoplasmatica i té afinitat d’unido al receptor Fc de les
immunoglobulines (Ig) Ig G1, Ig G2 i Ig G4. D’aquesta manera inhibeix la opsonitzacid i la fagocitosi.
També té la capacitat d’unié al factor de von Willebrand, present a I’endoteli vascular, participant aixi
en l'adhesié a l'inici de la infeccid intravascular. Enfront d’aquest receptor i utilitzant anticossos
monoclonals s’ha desenvolupat una prova d'aglutinacio per la identificacié del microorganisme.

Les denominades NEAT motif family. Near iron transporter (NEAT), li confereixen a S. aureus la
capacitat de captar i utilitzar I'hnemoglobina com a font de ferro pel creixement bacteria.

Aguest mecanisme esta regulat per un sistema denominat iron-regulated-surface (Isd) que codifica
per tres proteines ancorades a la membrana denominades IsdA, IsdB i IsdH. Aquestes tenen la
capacitat d’unir-se a la hemoglobina i transportar-la al citoplasma on s’allibera el ferro.

Finalment, un grup de proteines de la superficie que contenen multiples dominis G5 tandem,
denominades G5-E repeat family, Aap (acumulation-associated-protein) i SasG (S. aureus surface
protein G); la Aap promou la fixacié inicial o la fase d'acumulacié en la formacio del biofilm i la SasG
participa en la fase d'acumulacio (figura 3).

Accumulation ‘
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C Aap/SasG B domain- D MSCRAMM-
Primary mediated accumulation mediated accumulation
attachment phase : C

H ) .
i \

- %

A Aap B MSCRAMM u"-, 4 )

Figura 3. Fases formacié biofilm. Pietro Speziale. Front Cell Infect Microbiol. 2014

1.1.2  Factors extracel-lulars produits per S. aureus

S. aureus és capag de produir i excretar proteines amb un paper important en la patogénia de les
infeccions causades per aquest microorganisme. Aquestes proteines poden ser enzims i certes

toxines.
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1.1.2.1 Enzims estafilococics

Coagulasa és una altra proteina que pot trobar-se lligada a la paret cel-lular (coagulasa lligada o
clumping factor) o de forma lliure en el medi (coagulasa lliure). La coagulasa lligada o clumping factor
és capag de convertir directament el fibrinogen en fibrina produint la coagulacié del plasma, sense
necessitar de la participacié de factors plasmatics. La coagulasa lligada necessita de la protrombina,
ja que al unir-se a ella s’activa i catalitza la conversié del fibrinogen en fibrina. El paper de la
coagulasa en la patogenia de la malaltia passa per la capacitat de formacié d’una capa de fibrina al
voltant d’un abscés estafilococcic, de manera que la infeccié quedi localitzada i els microorganismes
protegits de la fagocitosi.

La proba de la coagulasa continua sent la més utilitzada per la seva identificacid

S’han desenvolupat diferents tecniques comercials que permeten detectar tant la coagulasa lliure
com la coagulasa lligada.

La deteccio de la coagulasa lliure (en tub) es basa en la demostracié de I'activitat coagulasa per part
del microorganisme, posant en contacte el plasma de conill citratat amb la soca problema, incubant a
372C durant 4 hores i observant la posterior formacié d’un coagul en cas que es tracti de S. aureus. La
deteccié de la coagulasa lligada o clumping factor es fa mitjangcant hemaglutinacié o aglutinacié en
latex, utilitzant particules de latex sensibilitzades amb fibrinogen huma, un anticos monoclonal
enfront la proteina A i polisacarids capsulars

Els estafilococs son capagos de produir una serie d’enzims que hidrolitzen els components tissulars
de I'hostatger i ajuden a la disseminacid bacteriana,donant lloc al que anomenem metastasis
septiques. La hialuronidasa hidrolitza els acids hialuronics, presents a la matriu acel-lular del teixit
connectiu. La fibrinolisina, també denominada estafilocinasa, pot dissoldre els coaguls de fibrina. Les
lipases hidrolitzen els lipids i garanteixen la supervivéncia dels estafilococs a les regions sebacies de
I’hostatger. La nucleasa termostable és capac d'hidrolitzar el ADN viscds. La catalasa, té la funcié de
descomposar el peroxid d’hidrogen que generen els polimorfonuclears i que és toxic per la bacteria,
en aigua i oxigen. La penicil-linasa és un enzim produit per la majoria de S. aureus i és capag
d’inactivar la penicil-lina hidrolitzant I'anell B-lactamic.

1.1.2.2  Proteines extracel-lulars

Staphylococcus aureus és capag de produir una gran varietat d’exoproteines amb diferents papers en
la patogenia de la infeccid.

Tradicionalment s’ha considerat que les proteines de superficie intervenen en I'adhesid i s’excreten
en la fase exponencial, contribuint a la colonitzacié i per altra banda les proteines excretades, ho fan
en la transicid a la fase estacionaria i intervenen més endavant en la invasié.

Algunes d’elles sén les hemolisines o citotoxines, les leucidines, la toxina de la sindrome del shock

toxic (TSST-1), les enterotoxines, les toxines exfoliatives i altres com les proteines EDIN (Epidermal
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Cell Differentiation Inhibitor), SCIN (Staphylococcal Complement Inhibitor) o CHIPS (Chemotaxis
Inhibitory Protein).

1.1.2.3 Toxines estafilococciques

Staphylococcus aureus produeix una gran quantitat de toxines que contribueixen a la capacitat del
microorganisme de colonitzar i causar malaltia a I'home (4). Es coneixen cinc toxines citolitiques que
actuen lesionant la membrana citoplasmatica de I'hostatger (alfa, beta, delta, gamma i leucocidina
de Panton Valentine), dues toxines exfoliatives (A i B), vuit enterotoxines (Aa E, G a l) i la toxina-1 del
sindrome del shock toxic (TSST-1).

La toxina exfoliativa A, les enterotoxines, i la TSST-1 pertanyen a una classe de polipéptids coneguts
com superantigens. Aquestes s’uneixen en els macrofags a les moléecules del complex principal
d’histocompatibilitat de classe Il (CPH II) produint una estimulacié dels limfocits T (interaccié amb la
subunitat B dels receptors especifics dels limfocits T) i una alliberacié massiva de citocines per part
dels macrofags i els limfocits T (5).

Aguesta modulacié de la resposta immune pot contribuir a I'evasié de les defenses de I'hostatger i a
la persisténcia bacteriana(6).

1.1.2.4  Citotoxines

La toxina a, tant pot estar codificada pel cromosoma bacteria com per un plasmid i esta produida per
la majoria de soques que causen malaltia a I'huma. Altera el muscul llis dels vasos sanguinis i és
toxica per moltes cel-lules (eritrocits, leucocits, hepatocits i plaquetes) integrant-se en regions
hidrofobiques de la membrana i formant porus de 1 a 2 mm, alterant en certa manera la
osmoregulacio, el flux de cations i altres molécules, arribant fins i tot a provocar apoptosi (7).

La toxina B, coneguda també com esfingomielinasa C,codificada pel gen hilb, és una proteina
termolabil que també la trobem en la majoria de soques que produeixen patologia humana o animal.
Té una especificitat per la esfingomielina i la lisofosfatidilcolina, essent toxica per nombroses cél-lules
com els eritrocits, fibroblasts, leucocits i macrofags. La seva toxicitat ve conferida per la capacitat
d’hidrolitzar els fosfolipids de la membrana. Aquesta és la hemolisina que déna lloc al CAMP (Test de
Christie, Athkins i Muench-Petersen).

Toxina y i Leucocidines formades per dos components; consten de dues cadenes de polipeptids, els
anomenats component S (Slow) i el component F (Fast), basant-se en la seva mobilitat
electroforetica.

Aquest grup inclou: 1) la y hemolisina que correspon a dues combinacions d'un component S (HIgA o
HIgC ) amb un component F (HIgB ); 2) la Leucocidina Panton Valentine (PVL) formada per dos
subunitats LUKF-PV i LukS-PV; 3) LUkED i 4) LukGH, també conegut com LukAB (8).

Aquestes toxines bi-components formadores de porus, consisteixen en dues subunitats amb una

estructura de barril beta, sintetitzades i excretades en moments diferents.
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Actuaran de forma sinergica, de tal manera que la subunitat S iniciara la unié a la superficie cel-lular
mitjangant receptors especifics (9) i formara un heterodimer amb la subunitat F, tot seguit es
produira una oligomeritzacié que conduira a la formacié de una estructura en anell i a la formacié

d’un porus transmembrana que participara en la lisis cel-lular (Figura 4)(10, 11).
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Figura 4. Mecanisme formacié porus. Posar el ler autor, igual que a les fig previesTrends Microbiol. 2014

Una sola soca de S. aureus pot produir fins a cinc citotoxines de dos components diferents, incloent
dues formes de y hemolisina (HIgAB i HIgCB ), leucocidina ED (LuUkED), leucocidina LukF-PV i LukS-PV
també coneguda com PVL i leucocidina LukGH també coneguda com LukAB. L'heterogeneitat
observada pot ser deguda a la preséncia o absencia d'un gen que codifica per la toxina, la interrupcié
dels loci que codifiquen per les toxines o bé per les variacions en el nivell d'expressié. La majoria de
soques aillades contenen els gens que codifiquen algunes hemolisines (hla, hlb, hid, i hlg). La
prevalencga del gen IUkED és diferent segons I'estudi, en algun trobem que el 87% de les soques de S.
aureus contenen aquest gen (12), mentre en d’altres es descriu una prevalenga al voltant del 30%
(13-15). Pel que fa a la prevalenca de LukGH /AB no hi ha gaires estudis amb soques cliniques, pero
s’ha vist conservat en totes les soques seqlienciades (16).

En contrast, els gens LukF-PV i LukS-PV estan presents en menys de 5% de les soques SASM (16, 17),
pero pel contrari els trobem a la majoria de soques CA-SARM (18). Aquesta elevada prevalenca en
soques CA-SARM fa dificil valorar quin és el seu paper en la patogenia de la infeccié (19). Els gens
LukS-PV i LukF-PV estan codificats fora del genoma del core i es localitzen a diferents bacteriofags,
fet que els fa facilment transmissibles (20).

Com el seu nom indica aquestes leucocidines sén citotoxiques pels neutrofils, perd no totes ho son
d’igual manera (Figura 5) Aixi, la PVL mostra activitat enfront leucocits, monocits i macrofags, pero
no ho fa enfront els limfocits i també s’observa una certa resisténcia a la activitat citotoxica de la PVL

en models de PMN murins (21).
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Figura 5. Receptors proteics de les citotoxines. Trends Microbiol. 2014

Aquesta activitat enfront els neutrofils és dificil de mesurar en models animals, degut a la diferent
capacitat d’actuar enfront els els neutrofils de diferents espécies de mamifers. Aixi estudis
recentment publicats on s’indueix una sobreexpressié de receptors de C5a en cél-lules de diferents
mamifers, es confirma que la toxicitat mediada per aquestes toxines cap als neutrofils es dur a terme
mitjangant interaccions especifiques d’espécie. Aixi es demostra que la PVL interactua de manera
diferent a la Hlg CB amb els receptor i a més diferents parts dels receptors estan implicats en el
procés inicial d’unio i posterior formacid del porus. D’aquest manera s’obren possibles alternatives al
bloqueig de I'accié de la PVL mitjancant antagonistes de C5aR1 (22).

La baixa activitat de la PVL enfront les cel-lules murines ha posat en dubte els resultats obtinguts en
models murins de pneumonia i SSTI (23, 24). Es pensa que potser 'elevat inocul podria ser la causa
dels resultats obtinguts.

En quant a la seva implicacié en la viruléncia de les soques de Community-Acquired Methicillin-
Resistant S. aureus (CA-SARM), estudis en models animals amb conills i amb les mateixes soques han
mostrat resultats oposats. Des d’estudis que posen de manifest la seva elevada implicacié en
infeccions cutanies greus (25) fins a estudis que demostren que pot participar en la resolucié de la
infeccid i fins i tot en la cicatritzacié (26). D’aqui que la seva patogenia i la seva virulencia segueixen
segueixin sent controvertides.

En models de conill amb bacteriemia s’ha vist que juga un paper menor (27), pero pel contrari
contribueix en la persisténcia en models de conill amb osteomielitis (28).

Finalment, les infeccions experimentals en conill han demostrat ser un bon model per a I'estudi de la
pneumonia necrotitzant. En aquest model, la PVL desencadena una inflamacié pulmonar massiva, el
reclutament de neutrofils, i promou el dany pulmonar i la mort en els animals infectats (29).

Per altre banda, és excepcional la presencia de PVL en portadors (30-32) o en un altre tipus

d’infeccions, com la bacteriemia (33).
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La toxina & i Modulines solubles en fenol (PSMs)

En el ultims anys s’han descrit un nou grup de toxines conegudes com Modulines solubles en fenol
(PSMs) (34). Aquestes son péeptids anfipatics, amb elevada capacitat de difondre per les superficies,
tenen una estructura en helix o i sén expressades com a productes primaris de traduccid. Les PSMs
es poden classificar en funcié de la seva mida: les de tipus a tenen entre 20 i 25 aminoacids i tenen
activitat citolitica, mentre que les PSM tipus B tenen entre 43 i 45 aminoacids i no en tenen.

La toxina & o & hemolisina és un petit péptid amfipatic amb estructura en helix a, produida per
quasi totes les soques de S. aureus i la majoria d’espécies d’estafilococs coagulasa negatius.

La toxina afecta sobretot als eritrocits i a les estructures de membranes extracel-lulars i intracel-lulars
actuant com un surfactant mitjancant una accié detergent.

La familia de les PSMs tipus a conté la denominada toxina & i el seu gen codificant hld. Igual que la
majoria de les PSMs esta present en totes les soques de S. aureus, perque es troba codificada al
genoma core (35). Aquest gen hld es troba inserit en la seqliéncia que codifica per I'RNAIII, moléecula
efectora de tot el sistema.

S’ha identificat un nou péptid PSM tipus a en el que la seva seqiieéncia no es localitza als operons a o
B de les PSMs, sind que es troba inserit al SCCmec Il o Ill de diferents soques de S. aureus. Aquest
péptid s"anomena PSMmec. Tot i que presenta propietats inflamatories i citolitiques, aquestes son
menors que en les altres PSMs. Aquest element genetic també s’ha identificat a d’altres SCCmec com
el tipus VIII o SCCmec lIA, 1IB o IID i en formes truncades de PSMal i PSMa4 com productes
metabolics de soques USA-300 (36).

Les PSMs classiques es regulen mitjancant el sistema accessory gene regulator agr de quorum
sensing, pero no s’ha demostrat relacio entre els nivells d’expressié de RNAIIl (regulador del agr) i els
nivells d’expressié de PSM tipusa .

Posteriorment es va trobar que la regulacid de I'expressié de les PSMs era mediada pel sistema agr,
pero de forma independent al RNAIIL. De tal manera, que la sobre expressié de PSMs es deu a la unié
directa del peptid AgrA a les regions promotores dels operons. El PSMmec es regula d’igual manera.
Un altre mecanisme important en |” expressié d’ aquestes molécules és la manera per la qual sén
excretades al medi. S’ha descobert la existéncia d’un sistema transportador ABC (ATP-binding
cassette ) denominat pmt (37), present a tot el genere Staphylococcus i que podria explicar que
aquestes proteines només es trobin en aquest génere.

S’han utilitzat models in vivo i in vitro per estudiar quin és el paper de les PSMs en la patogenia de S.
aureus i sobretot en aquelles infeccions produides per soques CA-SARM . En aquests casos s’han
mostrat nivells d” expressid de PSMs més elevats i una major capacitat invasiva de les soques CA-

MRSA si les comparem amb soques HA-MRSA (38).
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Aguestes molecules poden actuar en la patogénia de les infeccions estafilococciques a diferents
nivells. Les PSMsa tenen la capacitat de lisar les cel-lules eucariotes de manera independent al
receptor, poden actuant tant sobre els eritrocits com sobre els leucocits humans. Aquesta capacitat
les fa diferenciar d’altres citotoxines com la PVL que sén receptors especifiques i per tant, també
especifiques de les cél-lules i I'especie de I'hostatger al qual infecten. La toxina & té una activitat
citolitica moderada.

D'altra banda també es va descriure la capacitat d'interferir en la resposta quimiotactica dels
neutrofils a través del receptor dels péptids formilats FPR2 (39). Aqui faria dues frases perqué sino no
acaben de lligar. i poder diferenciar entre soques CA-MRSA i soques comensals o no relacionades

amb I’assistencia sanitaria, mesurant I’alliberacié de PSMs (Figura 6).
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Figura 6. Interacciéo PSMs amb FPR2. Gordon Y. FEMS Microbiology Reviews. 2014

S’ha descrit la relacié entre PSMs i formacié del biofilm. La seva capacitat surfactant interromp les
interaccions cel-lulars dins els biofilms, trenca les aglomeracions i introdueix nous canals en la seva
estructura. Aquests canals permeten |'arribada de nutrients a les capes més profundes i permeten la
supervivencia dels microorganismes que es troben a aquell nivell. Quan hi ha una elevada produccié
de PSMs en el biofilm, i la formacid dels porus permet separar els cimuls, també es veu afavorida la
difusié dels microorganismes i per tant la disseminacié de la infeccid.

Per ultim algunes PSMs com la toxina 6 s’ha vist que té una certa activitat antimicrobiana, pero el
mecanisme molecular encara es desconeix.

S. aureus esta protegit de la seva activitat antimicrobiana gracies al Sistema d’excrecié Pmt, que li
confereix immunitat i que s” ha vist com una potencial diana sobre la qual desenvolupar vacunes
enfront la infeccié per S. aureus (40).

1.1.2.5 Toxines exfoliatives

La sindrome de la pell escaldada estafilococcica (SPEE) que es caracteritza clinicament per una

dermatitis exfoliativa, esta mitjancada per aquestes toxines. S’han descrit dos tipus de toxines
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exfoliatives ETA A i ETA B que produeixen aquest tipus de manifestacions cliniques. ETA A és
termostable i codificada per un gen cromosomic i ETA B és termolabil i mitjancada per un plasmid.
Altres tipus menys relacionats amb aquesta sindrome sén la ETA Ci ETA D.

El mecanisme patogenic d’aquestes toxines es creu que és la seva activitat com a proteasa,
mitjancant la unid a la desmogleina que es troba formant part de I'extracte granulds de la epidermis i
que és la responsable de la formacié de ponts intercel-lulars.

1.1.2.6 Toxines EDIN (epidermal cell differentiation inhibitor)

La familia esta formada per la toxina EDIN-A, EDIN-B i EDIN-C. Alguns estudis demostren la capacitat
de EDIN-A de bloquejar la diferenciacio del queratinocit i induir la hiperplasia de la dermis (41)

La toxina EDIN-B, s’ha descrit que és capag d’inhibir les GTPases RhoE i RhoA (42). Aquestes toxines
estan codificades pels gens edinB y edinC localitzats a elements mobils que a la vegada poden portar
associats altres gens que codifiquen per diferents factors de viruléncia (43)

Un estudi recent en ratolins ha mostrat el paper fonamental d’EDIN-B en la translocacid de bactéries
des del teixit pulmonar al torrent sanguini, Per d’altra banda, no s’ha observat que EDIN-B promogui
la bacteriémia persistent (44). EDIN-B pertany a una familia d’enzims que té com a diana la GTPasa
RhoA, que esta implicada en la regulacié de la constractibilitat del citoesquelet d’actina, participant
en 'adhesid, la divisié i la migracio cel-lular. Té un paper important en el control de les funcions de la
barrera epitelial i I'endoteli i aix0 podria explicar el fet que la seva activacié pogués ajudar a la
disseminacié de S. aureus des del teixit pulmonar al torrent sanguini. Altres estudis mostren la
capacitat d’aquestes toxines EDIN per induir tunels transcel-lulars a les cél-lules endotelials (45).
Aquestes dades s’afegeixen a estudis previs que mostraven que la RhoA ADP-ribosiltransferasa
promou la difusié metastasica de S. aureus (45, 46).

1.1.2.7 La toxina de la sindrome del shock toxic (TSST-1)

Es una toxina codificada pel gen tst, termostable i resistent a la protedlisi, amb capacitat de travessar
les barreres de les mucoses. Es un superantigen que estimula I'alliberament de citocines i provoca
extravasacid de céel-lules endotelials. En grans quantitats té un efecte citotoxic.

1.1.2.8 Enterotoxines

La produccié per part de S. aureus d’alguna d’aquestes enterotoxines causa la sindrome de la
intoxicacid alimentaria. La causa és la ingestid d’aliments contaminats amb enterotoxines ja pre-
formades. Aquestes s’han descrit com superantigens amb la capacitat d’induir I'activacio inespecifica
dels limfocits T i I'alliberacioé de citoquines.

Fins al moment s’han descrit 18 enterotoxines; SEA, SEB, SEC, SED, SEE, SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL,
SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER i SEU, cada una d’elles codificada per un gen que es denomina amb el
prefix se- o ent- seguit de la lletra a la que correspon I'enterotoxina que codifica. La majoria també es

troben codificats a elements mobils.
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1.1.2.9 Proteines implicades en I'evasid del sistema immunitari

Staphylococcus aureus es caracteritza per la presencia d’altres factors de virulencia que els
permeten colonitzar, proliferar, envair i destruir els teixits de I’hostatger. El sistema immunitari ha
desenvolupat estrategies per lluitar enfront aquests factors, requerint en primer lloc el seu
reconeixement (5). Tot i I’heterogeneicitat molecular dels microorganismes, aquests presenten un
seguit de patrons moleculars, anomenats PAMPs (Pathogen associated molecular patterns) que sén
reconeguts pels receptors , anomenats pattern recognition receptors (PRR) i que sén capagos de
desencadenar una resposta immunitaria (47, 48).

Els acids teicoics, el grup de superantigens i els péptids formilats serien alguns exemples de PAMPs.
La immunitat innata és capag de reconeixer un seguit de PAMPs que formen part de nombrosos
microorganismes, mitjangant I'expressié de receptors reconeixedors de patrons (PRR). Aquests
poden expressar-se a la superficie cel-lular, a compartiments intracel-lulars o bé secretar-se al
torrent circulatori o altres fluids organics. Tenen la funcié d’opsonitzacid, activacié del complement,
de les cascades de la coagulacid, fagocitosi, activacio de senyals proinflamatoris i induccié d’apoptosi.
Entre els PRR hi ha els receptors dels peptids formilats (FPR). Aquests envolten els bacteris i actuen
com a factors quimiotactics pels neutrofils (49). D’aquests el N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
(fMLP) és el prototipus i inclouen el receptor d’alta afinitat, FPR (Formyl peptide receptor), i uns
altres dos homolegs, el FPRL1 (Formyl peptide receptor like 1)actualment denominat FPR2/ALX i el
FPRL2 (Formyl peptide receptor like 2).

L'activacié d’aquest receptors donara lloc mitjancant diferents vies a l'activacié de la resposta
immunitaria i a la posterior eliminacid dels microorganismes invasors. S’han identificat un gran
nombre d'agonistes i antagonistes del péptids formilats, incloent components bacterians i molécules
exogenes.

Tradicionalment s’ha considerat que les proteines de superficie intervenen en I'adhesid i s’excreten
en la fase exponencial, contribuint a la colonitzacid.

Per altra banda les proteines excretades, se secreten en la transicié a fase estacionaria i intervenen
més endavant en la invasé.

Tot i aix0, s’han descrit proteines d’accié antiinflamatoria que in vitro sén immunomoduladors com
CHIPS (Chemotaxis Inhibitori Chemotaxis Inhibitory Protein of S. aureus) i SCIN (Staphylococcal
complement inhibitor), excretades de manera precog en el creixement del microorganisme i, tot i ser
proteines excretades, la seva funcid esta relacionada amb I'evasid en el reconeixement del sistema
immunitari a I'inici de la infeccié.

La funcié de CHIPS és inhibir la resposta dels leucocits i monocits a la fraccié C5a del complement i

a FPR com fMLP, bloquejant doncs els receptors dels neutrofils humans que estan implicats en la
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guimiotaxi . Per la seva banda SCIN, bloqueja les tres vies del complement, impedint la fagocitosis del
microorganisme pel neutrofil huma.

Els gens que codifiquen per aquestes proteines es troben localitzats a un bacteriofag junt amb els
gens de la estafilokinasa (sak) i la enterotoxina A (sea)(50).

Posteriorment es van descriure altres proteines implicades en el bloqueig dels péptids formilats com
FLIPr (51). Aquesta inhibeix la resposta dels leucocits als agonistes dels FPRL1 i la FLIPr-like (52). La
FLIPr esta codificada en un clister que codifica també proteines homologues de SCIN, la a-
hemolisina, a més d’altres proteines excretades (53), per la qual cosa pot jugar un paper important
en la evasid inicial de S. aureus de la immunitat innata de I’hostatger i afavorir la disseminacié (51,
52, 54).

Per d’altre banda, S. aureus produeix una serie d’exoproteines immunomoduladores denominades
Staphylococcal superantigen-like proteins (Ssls).

Aqguestes SSLs actuen inhibint I'activacié del complement ; s'uneixen a IgG i IgA, i inhibeixen el
reclutament de neutrofils (55). Alguns estudis en models animals han observat que un excés de
produccié de Ssls es relaciona a una major viruléncia d’infeccid sistemica. L'expressidé d’aquestes Ssls
també esta regulada per sistema agr (56).

1.2. Sistemes de regulacié de I’expressio de factors de viruléncia

L'expressié dels factors de viruléncia, tants els involucrats en I'adhesié com els excretats esta
regulada per diferents sistemes de regulacid. Es tracta d'un mecanisme complexe que vé condicionat
majoritariament per les condicions ambientals, que controlen I'expressi6 de certs determinants
metabolics i de virulencia.

El sistema regulador més conegut i estudiat és el accessory gene regulator (agr), aquest és el
responsable de I'expressio de gens de viruléncia via quorum sensing (57).

Quorum sensing és la regulaciéd de I'expressid génica en resposta a fluctuacions de la densitat
cel-lular. Durant el creixement bacteria, es produeixen i excreten molécules quimiques que tenen
com a funcié actuar com a senyals (autoinductores). La seva concentracié augmenta en funcié de la
densitat bacteriana aixi, permet I'expressié d’adhesines durant la fase exponencial de creixement
quan la densitat bacteriana és baixa. D’igual manera, activa I'expressié d’exoproteines durant la fase
post exponencial i estacionaria del creixement, quan la densitat poblacional és alta (58). El bloqueig
del quorum sensing es presenta com una estratégia per atenuar la infeccié i una alternativa al
tractament amb antimicrobians (59, 60). El sistema agr és un locus de 3 kb que conté dues unitats de
transcripcié divergents denominades RNAII i RNA Il que estan sota el control de dos promotors P2 i
P3 (61). RNAII codifica quatre proteines, AgrB, D, C i A de les quals, AgrA i AgrC formen el sistema
regulador de dos components, AgrC és el sensor i AgrA el regulador de la resposta. AgrB és una

proteina transmembrana implicada en el processament i la secrecié de AgrD, donant lloc al Péptid
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Senyal autoinduible (AIP) (62). Aquest AIP s’unira al sensor Agr C que s’autofosforila i activa el
regulador de la resposta AgrA. Aixo donara lloc a un increment de la transcripcié d’ RNAII i RNAIII (62,

63). (Figura 7).

—> PSMs

—'| Metabolism/

biosynthesis genes

s

agr operon P; RNAlll-effector & regulator

Secreted virulence factors (e.g., hemolysins, proteases, lipases) €

Cell-surface associated proteins (e.g., fibronectin binding proteins, Protein A) I—

Figura 7. Esquema del sistema regulador Agr de S. aureus. Cassandra L. Quave. Front. Microbiol. 2014

La molécula efectora del sistema regulador és RNAIIl, actua a un nivell transcripcional inhibint
I'expressio de proteines de superficie (proteina A, proteines d'unié a fibronectina, etc.), activant
I'expressié de toxines, enzims extracel-lulars (a-toxina, B-toxina, lipases,proteases, etc.), aixi com
factors de viruléncia que estan relacionats amb I'adquisici6 de nutrients, la supervivéncia i la
disseminacio bacteriana.

Altres sistemes reguladors de dos components descrits en S. aureus son SaeRS (61, 64), ArIRS y
SrrAB/SrhSR. Agquests sembla que actuarien com a mitjancers entre les senyals ambientals
(concentracions de sal, glucosa, antibiotics, pH, nivells d’oxigen) i els reguladors globals Agr i
SarA(64).Per la seva banda, SarA modula I'expressié de diversos factors de viruléncia a través de la
transcripcié del RNAIII, pero també per mecanismes independents al sistema agr. Es creu que afecta
I'expressié d’uns 120 gens i ho fa promovent I'expressié de hemolisines i proteines d’unié a la
fibronectina. Els factor alternatiu sigma B regula el metabolisme de la paret cel-lular i processos de
transport de membrana (65), la seva activacié es tradueix en un augment de les proteines de
superficie i una disminucid en la produccié de diverses exotoxines (66). El sistema sigB augmenta

I'expressio de sarA, mentre que disminueix la produccié de RNA 11l (67).
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2. Epidemiologia molecular de S. aureus

Per coneixer la dinamica global de I'epidemiologia de les infeccions per S. aureus, és important
coneixer les caracteristiques genetiques de les soques aillades. D’aquesta manera entendrem
I'aparicid i disseminacid d’algunes clones més virulentes i més resistents als antibiotics.

El protagonisme del SARM en les infeccions nosocomials, la gravetat de les infeccions que causa, la
seva implicacié en les infeccions relacionades amb les cures sanitaries realitzades a nivell
extrahospitalari i I'aparicidé de soques resistents a antibiotics com la vancomicina, linezolid o
daptomicina, posen de manifest la importancia de la practica d’un conjunt de mesures (bundles) per
al control de la infeccid. Establir la relacié epidemiologica entre aquestes soques és important a
I’'hora de prendre decisions sobre el control de la infeccié i I'Us adequat dels antibiotics.

Aixi doncs, des dels anys 50 i 60 es van posar en marxar estrategies microbiologiques per poder
tipificar aquestes soques productores de malaltia i obtenir informacié sobre els reservoris, els focus
d'infeccid i la seva transmissié horitzontal.

Les primeres estrategies, basades en meétodes fenotipics, comparaven soques en funcié de la seva
sensibilitat antibiotica; aixi, sensibilitat diferent, antibiotips diferents (68, 69); o en funcié del seu
perfil de fags capac de provocar lisis bacteriana, fagotipia (70).

Si més no, el poder discriminador i I'exactitut d’aquestes técniques es va millorar a partir dels anys
70, amb el desenvolupament de meétodes de caracteritzaci6 molecular, que es basen en la
comparacio entre soques d’'un fragment del genoma bacteria amb la variabilitat adequada.
Destaquen els metodes basats en I'analisi plasmidica, ribotipatge per PCR, amplificacidé de fragments
de longitud polimorfica (AFLP) o amplificacié amb encebadors a I'atzar de regions polimorfiques del
DNA (RAPD), electroforesi en camp polsant (PFGE) (que s’ha convertit en la técnica més utilitzada i

|II

actualment considerada el “gold standard”) i,finalment métodes basats en la seqlienciacié de DNA
com l'analisi de seqléncies repetides de la proteina A (spa typing) o la tipificaci6 mitjangant
sequenciacio de varis loci o MLST (multi locus sequence typing).

La introduccié de técniques de seqiienciaci6 massiva pot acabar millorant aquesta tipificacid
molecular, reduint els temps i donant-nos informacié addicional sobre nous patrons de resisténcies i
factors de viruléncia d’aquestes soques (71) .

L'avantatge d’ aquests metodes de tipificacio molecular és la possibilitat de poder aplicar-los
universalment a diferents generes i espécies de microorganismes.

L'aplicacié d’aquestes técniques en I'estudi genotipic de soques de SARM procedents d’aillats clinics,
ha permeés establir uns perfils que ens ajuden a relacionar i identificar soques amb infeccions

d’origen hospitalari i alhora diferenciar-les d’altres perfils associats a soques provinents de la

comunitat o relacionades amb I'assisténcia sanitaria.
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2.1. Maetodes de tipificacié genotipica i molecular

2.1.1  Analisi plasmidic

L'analisi plasmidica és facil d'implementar, i esta basada en la diferenciacié de les soques de S.
aureus per la diferent mida i nimero dels seus plasmids, facilment detectables en un gel d’agarosa. Si
més no, amb freqliéncia té poc poder discriminador per diferents motius: en primer lloc, només un
90% de les soques presenten plasmids, aquests sén susceptibles de perdre’s o guanyar-se o, i fins i
tot, tenen la capacitat d’adoptar diferents conformacions, que varien el seu grau de
superenrollament i per tant el seu perfil electroforetic. D’altra banda, diferents espécies bacterianes
poden portar els mateixos plasmids (72). Alhora, canvis en el sistema d’extraccio o en les condicions
de I'electroforesi, també podrien fer variar el perfil plasmidic. Degut a aquestes limitacions, la
tipificacié per perfils plasmidics és una tecnica d’ajuda en estudis epidemiologics, limitats
temporalment i geograficament, i que pot tenir més valor si es complementa amb d’altres técniques

genotipiques.

2.1.2 Tecniques de tipificacié basades en la PCR

El fonament d’aquestes técniques és 'amplificacié de gens o seqliéncies de DNA polimorfiques amb
la posterior separacié electroforetica dels productes amplificats.
Existeixen descrites tres variants de la PCR:
1. Aquelles que utilitzen encebadors arbitraris o amb certa especificitat que amplifiquen regions
del genoma localitzades entre dos encebadors.
2. Aquelles en que abans o després de I'amplificacié genética se sotmet al genoma o al producte
amplificat a la digestié amb enzims de restriccio
3. Aquelles que amplifiquen regions internes de certs gens amb posterior seqlienciacio.
2.1.2.1 Amplificacid a I'atzar del DNA polimorfic. (RAPD)
Utilitzacié d’encebadors de 9-10 bases de longitud que hibriden amb regions del cromosoma bacteria
a baixes temperatures, d’aquesta manera permeten amplificar regions localitzades entre dos
encebadors consecutius. Si els dos encebadors hibriden a una distancia optima i en la direccié
apropiada, s’obtindra un producte de PCR amb una mida corresponent a la distancia entre els dos
encebadors. El nimero i la localitzacié de les regions reconegudes pels encebadors varia per les
soques d’una mateixa espécie bacteriana. Degut a que aquests encebadors no estan dirigits enfront a
un locus genétic determinat, es poden produir unions inespecifiques, d’aqui que la amplificacid és
molt sensible a petites variacions de temperatura, cosa que pot provocar variacions en el patré de

bandes, condicionant la seva reproductibilitat.
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2.1.2.2 Ribotipia

Aguesta técnica basa la seva capacitat de discriminacid en la variabilitat existent entre les regions
espaiadores que separen els gens ribosomals 16S i 23S (73). En els microorganismes procariotes, les
tres subunitats de I'operd rrn (16s,23s i 5s) estan separades per regions espaiadores que poden
presentar gran variabilitat, tant en la seva seqliéncia, com en la seva mida a nivell de génere i
especie. D’aquesta manera, un cop amplificades aquestes seqliéncies s’obtenen diferents bandes, en
funcié de la mida de la regidé espaiadora del I'operd rrn. Aixi doncs, utilitzem encebadors que
amplifiquen els gens que codifiquen per ARNr. D’aquesta manera és una técnica reproduible, encara
gue poc discriminativa.

2.1.2.3 RLFP (polimorfisme de longitud dels fragments de restriccio)

Es una técnica basada en la digestié amb enzims de restriccié dels productes d’ amplificacié de gens
o sequencies de DNA polimorfic (73). S'utilitza per a I'estudi sobretot de gens codificants per a
factors de viruléncia, utilitzant encebadors que amplifiquen especificament aquesta regié. Un cop
amplificat es digereix amb una endonucleasa escollida en funcié de la composicié de bases coneguda
de I'amplicé i els productes obtinguts es separen en un gel d’agarosa.

2.1.2.4 REP (analisi de seqiiéncies repetides)

Es una técnica d’amplificacié de fragments repetits que utilitzen encebadors que hibriden seqiiéncies
de DNA repetides (seqliéncies rep) o presents en multiples copies en el genoma de la majoria de
bactéries. Quan dues seqliencies estan suficientment a prop, el fragment de DNA que es troba
entremig s’amplifica. D’aquesta manera el niumero i la localitzacié d’aquestes seqiiencies repetides
entre soques és variable i per tant també el nimero i la mida dels fragments de DNA generats.
Aguest técnica es caracteritza per la seva senzillesa, rapidesa i baix cost. Els patrons de bandes solen
ser senzills d’interpretar, depenent una mica del microorganisme, i en el cas de S. aureus, estudis
realitzats per Tenover et al (1995)(74) indiquen que la REP-PCR es tan discriminativa com la RAPD o
el PFGE.

2.1.2.5 AFLP (polimorfismes en la longitud de fragments amplificats)

Meétode descrit a I'any 1995(75) que es fonamenta en I'amplificacié mitjangant PCR de fragments de
restriccio, generats a partir del DNA cromosomic, als que previament se’ls ha unit uns adaptadors
que hibriden amb uns encebadors especifics. Es una técnica amb elevada sensibilitat i molt bona
capacitat de discriminacié, encara que no tant com el PFGE, pero requereix d’un equip costos i
I’'analisi dels patrons de bandes resulta complicat i requereix d’un programa informatic adequat.
2.1.2.6 MLVA (Multiple-Locus Variable-number tandem repeat Assay)

Es tracta d'una tecnica basada en les seqiiencies repetides del genoma. Es realitza I'analisi de

sequencies repetides en tandem en un nimero variable en diferents loci. Les variacions en el nombre
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d’ aquestes repeticions donara lloc a fragments de diferents mides i aquestes variacions seran les
que es faran servir per fer la diferenciacié filogenetica. (Figura 8).

Els cinc loci que s’estudien contenen 7 gens que codifiquen per proteines implicades en la viruléncia
de la bacteria.

En resum, el MLVA discrimina entre diferents soques S. aureus basant-se en el patré de bandes que

ofereix cadascun, en funcié del nombre de repeticions en tandem d’aquests set gens individuals.
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Figura 8 . Procés MLVA (Centers for Disease Control and Prevention. CDC)

2.1.2.7 MLST (Multilocus sequence typing)

Es una técnica que es basa en la seqienciacié de 7 gens constitutius o housekeeping implicats en el
metabolisme cel-lular (arcC, aroE, glpF, gmk, pta, tpi i yqil). Les seqliiéncies obtingudes son
comparades amb al-lels previament descrits i caracteritzats, a la base de dades www.mlst.net. En
realitzar la comparacid, a les seqliencies obtingudes se’ls assigna un numero que indica quin és
I'al-lel. Cada soca queda definida per la combinacié dels 7 al-lels, donant un perfil al-lelic o ST
(Sequence Type)(76). Els STs s’agrupen en complexes clonals (CC) que mostren almenys, 5 al-lels
comuns. La relacid evolutiva entre els diferents STs i I'agrupacié d’aquests complexes clonals es
realitza gracies a I'algoritme eBURST (eburst.mlst.net), de I'anglés Based Upon Related Sequence
Types.

La tecnica de MLST permet I'estudi de I'evolucid de les soques en el temps, ja que al tractar-se de
gens housekeeping estan molt conservats i és infreqlient que es produeixin mutacions, per aixo els
clons mantenen el ST durant llargs periode de temps. Gracies a aquesta base de dades, accessible a
través d’Internet es poden realitzar analisis de soques estudiades i enviar nous perfils al-lelics als que
se’ls assignara un nou ST. D’aquesta manera, es genera una base de dades amb informacio

epidemiologica global, podent-se detectar noves clones i fer-ne aixiun estudi de la seva disseminacio.
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2.1.2.8 Analisi de les seqliiéncies repetides de la proteina A (spa typing)

Es un meétode de tipificaci6 molecular basat en la seqiienciacié6 d’un unic locus cromosomic,
analitzant les regions repetides que conté. La seqiienciacid de la regié polimorfica X del gen que
codifica per la proteina A ens permetra mitjancant I'analisi del nimero de repeticions i la seva
variabilitat, assignar diferents tipus de spa typing.

Gracies a I'alt grau de polimorfisme, aquesta seria una técnica potencialment adequada per a I'estudi
de brots, donada la seva elevada capacitat discriminativa (77).

La sequenciacié del gen es realitza segons el protocol descrit pel “European Network of laboratories
for Sequenced Based Typing of Microbial Pathogens” (SeqNet) i les seqliiencies s” analitzen amb el
software Ridom StaphType TM (Miinster, Germany)(78).

Actualment el programa Ridom StaphType TM disposa d’'un métode algoritmic denominat BURP
(Based Upon Repeat Patterns) que té en compte I'associacié que s’ha trobat entre certes repeticions
especifiques i certes freqliencies amb un determinat ST. D’aquesta manera es classifiquen els tipus
de seqliéncies spa relacionades dins dels diferents grups BURP (79).La nomenclatura d’aquests és un
numero amb el prefix CC BURP (clonal complex BURP).

2.1.2.9 Tipificacié del Cassette Cromosomic SCCmec

Staphylococcal cassette chromosome (SCC) és una illa genomica present en els estafilococs tant en
els que viuen com a comensals humans com també en els animals, En aquest cassette trobem el gen
que codifica per a la resisténcia a la meticil-lina. La determinacié de les seqiieéncies d’alguns elements
del SCCmec ha permés identificar diferencies estructurals que han estat utilitzades com a base
d’estudis epidemiologics.

En els S. aureus la resistencia a la meticil-lina codificada pel gen mecA es localitza en una gran regid
cromosomica que esta absent en el cromosoma dels meticil-lina sensibles. La regié designada
inicialment amb el nom de mecDNA es va especular des d’un primer moment que originalment
formava part del genoma d’una altra espécie bacteriana i que es va acabar integrant en el
cromosoma de S. aureus . La descripcid d’aquesta regid mecDNA es va realizar a partir de la clonacié i
la determinacid de tota la seva estructura a partir d’una soca de S. aureus Japonesa denominada
N315 (80).

Aquesta estructura esta formada pel complex génic mecA que inclou el gen mecA, els seus gens
reguladors mecl i mecR1, i la seqiiencia d’ insercié 1S431. A més trobem dues recombinases
especifiques del lloc que formen el complex ccr (81) i repeticions directes i invertides en els dos
extrems. La integracio en el genoma es fa en el extrem 3’de la regid orfX, punt de lectura oberta del

que es desconeix la seva funcid.(Figura 9)
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The essential structure of SCCmec elements

1. mec gene complex 2. ccr gene complex

type-1 (ccrAlcerBI)
2 (ecrA2ccrB2)
3 (ecrA3cerB3)
4 (ecrA4cerB4)
5 (ecr(C)

pUBLIO I'nssd

3. Direct repeats/ Inverted repeats
4. integrated at the 3’ end of orfX

Figura 9 . Estructura SCCmec. www.Staphylococcus.net

Segons la distribucid dels gens reguladors mecl i mecR1 i la posicié exacta de 15431, el complex mec
es pot classificar en 6 tipus (82). D’igual manera pel complex genic ccr s’han identificat 5 tipus
diferents (83). En funcid de la combinacié del complex génic mecA i del complex ccr s’han descrit 11
tipus de SCCmec.

La regié del cassette mec que no forma part ni del complex génic mec o ccr s"anomena regioé J.
Aguesta es pot dividir en tres parts: J1 (la regid entre ccr i la regid6 cromosomica que flanqueja
SCCmec ), J2 (la regid entre mec i ccr ), i J3 (la regid entre orfX i mec ). Aquestes regions contenen
alguns gens de resisténcia a B-lactamics.

Aixi doncs, podem dir que en funcié del tipus de complex génic mec i ccr que integra el SCCmec se’n
descriuen 11 tipus. El subtipus vindra definit en funcié dels polimorfismes o les variacions de les

regions J del SCCmec (82).

2.1.3 Analisi del DNA cromosomic

Consisteix en la ruptura del DNA en fragments mitjangant enzims de restriccié que reconeixen una
sequencia especifica de nucleotids de quatre a vuit parells de bases. A aquesta seqliencia especifica
se la coneix com lloc de restriccié. Els fragments de DNA obtinguts dels talls s’Tanomenen fragments
de restriccid.

Aguests enzims tenen la funcié natural de destruir el DNA exogen, pero existeix un procés de
metilacid del DNA propi en el lloc de restriccid que evita que sigui digerit pel propi enzim.Molts
enzims de restriccid reconeixen seqiencies o dianes molt freqients en el DNA per la qual cosa
generen molts talls i donen lloc a molts fragments de DNA. Altres enzims sén de baixa freqliiéncia i
donen fragments de restriccié de gran mida o macrorestriccid.

Hi ha varis tipus d'analisis del DNA cromosomic:
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2.1.3.1 Polimorfisme de la longitud dels fragments de restriccié (RFLP)

L’estudi dels fragments de restriccié per métodes convencionals consisteix en extraccié del DNA del
microorganisme, restriccid per I’enzim de restriccid escollit i un cop obtinguts els fragments produits
es posen en un pouet del gel d’agarosa que es sotmet a un camp eléctric (electroforesi). Els diferents
fragments es desplagaran pel gel a una distancia inversament proporcional a la seva mida. Els
fragments es revelaran amb bromur d’etidi o una altra substancia reveladora de DNA.

La mida dels diferents fragments es tradueix en un separacié determinada entres dos llocs. Aquest
perfil també variara si existeixen delecions o insercions en el DNA. Cada banda obtinguda en
I'electroforesi correspondra a la suma de tots els fragments generats de la mida corresponent a
aquella mobilitat electroforeética.

La mutacié o la recombinacié en un d’aquests llocs fa que I'enzim de restriccié no reconegui la
sequencia i varii el perfil dels fragments obtingut i per tant s’obtindra un patré de bandes diferent en
la posterior separacid per electroforesi en gel agarosa.

La comparacio del perfil de restriccié de varies soques permet establir la identitat o la diferéncia

entre elles. (Figura 10)

Figura 10. Gel electroforesi de RFLP gen coa en soques S. aureus. Korean J Lab Med 2008 Aug; 28(04) 286-29

2.1.3.2 Analisi dels fragments de restriccio per hibridacio després de transferéncia de Southern

L'obtencié de fragments de restriccid de mida petita per 'accié d'enzims d’elevada freqiencia de tall
fa que la separacié per electroforesi convencional sigui de dificil interpretacié pel gran nombre de
bandes que s'obte i per tant es fa complexe la comparacié dels patrons de bandes. Per tal de
simplificar aquesta técnica s’han desenvolupat estratégies per la interpretacid que consisteixen en
revelar només d’algunes bandes. Aixi, per exemple, la transferéncia de fragments a una membrana
de nitrocel-lulosa o de paper impregnat amb 2-amino-tioéter (Southern Blot) amb la posterior
hibridacié mitjancant una sonda marcada complementaria a una determinada seqiiencia. El nimero
de bandes estara en relacié al nimero de copies de la seqliéncia especifica i la localitzacié en relacié

a la posicié en el genoma, variant en funcié dels llocs de restriccid de cada soca. En la técnica del
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Ribotipat s’utilitza una sonda Unica per totes les bacteries, complementaria a un fragment de rDNA

del que existeixen diverses copies en el genoma bacteria.(Figura 11).
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Figura 11 . Metodologia hibridacié Southern Blot

2.1.3.3 Macrorestriccio. Electroforesi en camp pulsant (PFGE)

Es basa en I'estudi del DNA total mitjangant la macrorestriccid, és a dir, utilitzant enzims amb baixa
freqUiéncia de tall i posteriorment separant els fragments obtinguts per electroforesi. Donat que els
fragments sén d’'una gran mida, I'electroforesi convencional no és suficient per separar-los. Aixi
doncs, s’han d’utilitzar tecniques electroforetiques especials com la PFGE. Aquesta técnica utilitza
una camera amb tres jocs de electrodes que formen un hexagon al voltant del gel (84). Els canvis
d’orientacid periodica dels camps eléctrics, permeten la separacié i la determinacié de la mida dels
fragments de macrorestriccié. També permet la deteccid de duplicacions, insercions o cancel-lacions
de sequeéncies. Finalment s’obté un patrdé que ens ajuda seguint els criteris de Tennover, 1995 a

analitzar la correlacio entre els aillats i la seva relacid clonal. (Figura 11)(74)
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Figura 11. Procés PFGE (Centers for Disease Control and Prevention. CDC)
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Tot aix0 ha fet que la PFGE sigui una técnica molt discriminativa i per tant, en I'actualitat una de les
tecniques epidemiologiques de referencia. El seu principal inconvenient és la complexitat técnica i de

manipulacio, aixi com la necessitat de disposar de I'equip tecnic adequat.

2.1.4 Whole Genome Sequencing (WGS)

En els ultims anys s’ha incorporat el WGS com una eina més per tipificar els microorganismes.

La técnica, com el seu nom indica, consisteix en la seqienciaci6 complerta del genoma d’un
microorganisme. Aix0 suposa la determinacié del DNA cromosomic i del DNA mitocondrial. La
sequenciacié del genoma complert permetra establir una relacié genética entre microorganismes,
establir el seu origen i fins i tot la susceptibilitat de I’hostatger a patir certes malalties.

Aguesta tecnica a diferencia de la seqlienciacidé Sanger, permet I'obtencié de milers de fragments de
DNA en un Unic procés. Es basa en la fragmentacié a I'atzar del DNA i la unié d’aquest a uns
adaptadors especifics que facilitaran el seu anclatge a una superficie solida, com son les microesferes
o directament a la placa de seqlienciacid. Un cop units als adaptadors els fragments de DNA soén
amplificats clonalment i agrupats en clusters per seqlenciar.

La sequenciacid i la deteccié de les bases té lloc alhora en totes les molécules de DNA (seqlienciacié
massiva i paral-lela). Les lectures generades sén curtes i es denominen reads. En general els nous
seqlienciadors generen lectures a partir de cada un dels extrems del fragment de DNA, donant lloc a
lectures emparellades mitjancant dues estratégies; mate pairs, que es creen a partir de fragments de
DNA d’una mida coneguda (llibreries amb mides des de >600 pb a 4kb) o paired end, que es generen
per la fragmentacio en petits fragments de DNA (<300pb) i dels quals es seqiiencia I'extrem final.

Un aspecte important de la WSG és el nimero de vegades que una base esta present en les diferents
reads de seqilienciacid que s’han generat. Aquest valor es denomina depth of coverage (profunditat
de cobertura) i ens dona una idea del grau de fiabilitat alhora d’assignar un nucleotid a aquella
posicié del genoma.

La importancia de la rapida identificacid i caracteritzacid dels patogens és fonamental per al
tractament adequat de les infeccions, per predir brots i per detectar la transmissid i el fracas d’algun
tractament.

La utilitzacié de WGS també ens ajudara a reduir el temps de tot aquests procés i d’aquesta manera
millorar el pronostic. Permet distingir soques que només difereixen en un sol nucleotid i hi ha
nombrosos estudis que han mostrat el seu poder discriminatiu en I'estudi de brots (85). A més ens
permetra coneixer nous patrons de resisténcia i I'adquisicié de gens que codifiquin per factors de

viruléncia.
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Una de les limitacions seria que té la capacitat de detectar un gen, per exemple /uk-S implicat en la
produccié de PVL, pero aixo no ens demostra la expressié d’aquest i per tant la posterior excrecié d’
aquesta toxina (86).

Els avencos que ens aporta aquesta nova metodologia estan en relacié a la reduccié del cost
economic global i en la velocitat d’obtencié dels resultats de la seqlienciacié del genoma complert.
Aguesta combinacié de “low cost” i informacidé precoc¢ fara que creui la frontera que separa la
recerca del diagnostic i passi a ser una eina molt Util pels laboratoris de microbiologia clinica.

Ens ajudara a descriure i millorar la comprensié de I’ evolucié dels microorganismes, la deteccié dels
brots i el mecanisme de transmissié com ja mostren alguns estudis recents amb S. aureus (87).

2.2. Epidemiologia de les infeccions per S. aureus i evolucié de la seva sensibilitat als antibiotics
S. aureus colonitza habitualment la pell i mucoses de les persones i d’alguns animals. Principalment el
trobem a les fosses nasals, on té el seu ninxol ecologic, aixelles,regid perianal, orofaringe, mucosa
genital i tracte digestiu. Aproximadament el 30% dels adults sans sén portadors permanents de S.
aureus a la seva nasofaringe. Hi ha estudis que demostren que aquest estat és més freqiient en nens
que en adults. S’ha descrit una incidéncia més elevada en pacients hospitalitzats, amb malalties de la
pell o sotmesos a procediments medics i en personal sanitari.

Des de que S. aureus va ser identificat per primera vegada a I'any 1880 ha demostrat una eficag
capacitat d’adaptacid a les condicions del medi, tant des del punt de vista de la seva patogenicitat
com de I'evolucio de la resisténcia als antimicrobians. En les dues Ultimes decades s’ha observat un
progressiu augment en la incidencia de les infeccions per aquest microorganisme, a més d’un
increment de la seva resisténcia als antibiotics de primera linea utilitzats en el seu tractament (88).

A mitjans dels anys 40 es van descriure les primeres soques amb resistencia a la penicil-lina (89)
deguda a la capacitat de produir penicil-linasa, un enzim que inactiva les penicil-lines i les
aminopenicil-lines i codificat per un gen que es troba localitzat en un plasmid transmissible, el que va
facilitar molt la seva disseminacié. D’aquesta manera, la resisténcia a la penicil-lina va passar de ser
un fenomen esporadic o0 només observat a nivell hospitalari a representar el 75% dels aillats, incloent
ja els S. aureus comunitaris.

Aquest increment i disseminacio de la resisténcia a la penicil-lina, afegit a I'associacié de resisténcies
a altres agents antimicrobians com la estreptomicina, tetraciclina, cloramfenicol i eritromicina va
estimular el desenvolupament de les penicil-lines semi-sintétiques resistents a la accié de la
penicil-linasa, com la meticil-lina.

Al 1961, el mateix any de la seva introduccié com agent terapeutic, ja es van descriure les primeres
soques de S. aureus resistents a la meticil-lina (SARM) al Regne Unit (90) que poc a poc es van anar

distribuint pels hospitals a nivell mundial.
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Una de les primeres soques de SARM descrites es va denominar “ genotip arcaic o ancestral” que
pertanyia a la clona ST250 i es va disseminar pels hospitals de tota Europa. Per raons que no es
coneixen va desapareixer als anys 80 (91). La primera descripcié d‘una infeccié per SARM a Espanya
va ser a I'any 1981 (92) i actualment el percentatge de S. aureus SARM del total de soques de S.
aureus aillades al nostre medi és d’ aproximadament el 25% .

A Europa, pero trobem diferéncies molt importants, pel que fa a la resisténcia a la meticil-lina, entre
alguns paisos. Als de la conca Mediterrania el percentatge de SARM pot arribar fins al 40% mentre
que a d’altres del nord d’Europa la resisténcia és menor al 3% . A Estats Units, el SARM és el patogen
intrahospitalari resistent als antibiotics més freqlient i té una prevalenca en algunes unitats de critics
de fins al 60%.

La disseminacid de diferents clones de SARM en el medi hospitalari a partir dels anys 70 i 80, donant
lloc a I'actual pandémia i I’evoluciod de les resisténcies que aquestes soques han anat desenvolupant,
ha limitat les possibilitats terapeutiques de les infeccions causades per SARM, amb el conseqlient
augment del consum de glicopeptids. Sota aquesta pressid antibiotica van apareixer al Jap9, les
primeres soques amb sensibilitat disminuida a la Vancomicina (VISA, vancomycin-intermediate
Staphylococcus aureus (93) i les primeres soques amb resisténcia heterogénia a aquest farmac (94).
Poc temps després es van descriure soques de les mateixes caracteristiques a Estats Units, Europa o
Espanya. Va ser al 2002 quan es van descriure soques de SARM amb resisténcia d’alt nivell a la
vancomicina (95) i la seva codificacié plasmidica, fet que va produir un nou canvi en el ventall
terapeutic d’aquestes infeccions, provocant la introduccié en la practica clinica de nous agents
antimicrobians com el Linezolid o la Daptomicina. Tot i que, en els ultims anys, també s’han descrit
soques resistents a aquests farmacs (96).

A la decada dels 90 les infeccions per SARM, que fins el moment només s’havien descrit en I'ambit
hospitalari, es comencen també a diagnosticar en malalts procedents de la comunitat i que no
havien tingut cap relaci6 amb el medi hospitalari, primer als EEUU i Australia i després a Europa.
Inicialment, es van aillar en pacients que residien a centres sociosanitaris o en pacients ADVP
(addictes a drogues per via parenteral) (97-100).

A partir d’aquest moment, als 90 i principis dels 2000 aquestes soques es disseminen rapidament,
sobretot per EEUU on s’arriben a descriure increments de la incidéncia des del 25% al 67% en alguns
hospitals, en un periode de 5 anys, aixi com de la deteccid de brots d’infeccions cutanies que afecten
a persones previament sanes (101). També es descriuen les primeres pneumonies necrotitzants
greus adquirides a la comunitat causades per aquestes soques. Actualment, les infeccions per S.
aureus adquirit a la comunitat (CA-SARM) sén molt prevalents a tot el mén. Fins i tot,en determinats

paisos, son causants d’infeccions a nivell intrahospitalari (102).
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A Espanya tot i que la prevalenga de HA-SARM es troba al voltant del 25-30% (103) de les soques de
S. aureus aillades, la taxa d’infeccions causades per CA-SARM continua essent baixa, tal com
nombrosos estudis ho descriuen en els ultims anys (104-107).

Tot i que aquestes soques comunitaries es van originar de forma independent a tot el modn,
comparteixen alguns trets comuns: 1) Tipus de cassete SCCmec IV que conté el gen mecA que
codifica per la resisténcia a la meticil-lina; 2) presencia del gen que codifica la leucocidina de Panton

Valentine i 3) la susceptibilitat a la major part dels antibiotics, amb excepcid dels beta-lactamics.

2.2.1 Epidemiologia i caracteristiques moleculars de S. aureus resistent a meticil-lina _d’origen

comunitari
Tal i com s’ha comentat previament totes les soques de SARM presenten una illa gendmica
denominada Staphylococcal cassette chromosome (SCC) a la qual es localitza el gen mecA,
determinant de la resisténcia genética a la cloxacil-lina i en conseqiiéncia a tots els betalactamics
(108), addicionalment aquest element pot portar gens que confereixen resisténcia a d’altres grups de
antibiotics.
Els tipus IV i V sdn més petits que els |, Ili lll i per tant més facilment transferibles entre soques, pero
pel contrari, el fet de que la mida dels tipus LI, i lll sigui major fa que puguin portar associats altres
gens de resisténcia i s” hagin relacionat més amb infeccions d’ origen hospitalari.
Les caracteristiques genotipiques i fenotipiques del CA-SARM sén diferents de les dels HA-SARM o
relacionats amb |"assisténcia sanitaria. L'explicacié més probable és I'adquisicié per transferéncia
horitzontal del gen mecA (probablement a partir d’un estafilococ coagulasa negativa) i dels SCCmec
tipus IV i V en un entorn de S. aureus sensibles a la meticil-lina (109). Aquests dos tipus de SCCmec
son més petits (21-24 kb i 28 kb respectivament) cosa que els fa més facilment transferibles i
s’associen a soques sensibles a multiples antibiotics, simplement per una qulestié d’ espai i la
impossibilitat de contenir altres gens que conferirien resisténcia a d’altres antibiotics. L’altra
probable explicacid seria que les clones de CA-SARM podrien ser descendents de soques
hospitalaries que haurien patit canvis, ja que tenen perfils electroforéetics diferents i en general
menys resistencies antibiotiques associades.
Als EEUU les clones més freqlients son la USA400 i la USA300, que pertanyen al ST1 i al ST8
respectivament (110). La denominada USA300, també denominada USA300-0114, ha desplacat a la
USA400 i s’ha convertit en la que causa la majoria d’infeccions, disseminant-se pels hospitals i fins i
tot per Europa i Australia (111, 112).
A altres continents els ST més freqlients sén el ST30 (Pacific Sur), ST59 (Taiwan)i el ST80 (Europa). A

Europa també s’han descrit els clons pertanyents als ST8 i al ST30 (111).
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La clona Europea pertanyent al CC80 es va descriure per primera vegada a Dinamarca al 1997 com
EDK-47, poc després ja es va descriure a d’altres paisos com Finlandia, Grecia i Franga, posteriorment
disseminant-se i convertint-se en la clona predominant. Les dades epidemiologiques suggereixen que
aquesta clona es podria haver originat fora d’Europa com s’ha vist per exemple en paisos
escandinaus on es troba relacié amb la importacié des de paisos del Est Mitja i Africa (113, 114). Al
mateix temps diversos treballs mostren I’existencia de la clona Europea a aquest paisos (115).

Pel que fa a Espanya, el clon més freqlent és el ST8 i esta relacionat amb el clon USA300. Amb menys
freqUiéncia també s’han detectat clons que pertanyen al ST80 i al ST5 (pediatric) (107, 111).

A Espanya els CA-SARM descrits presenten el SCCmec tipus IV (variants IVc i IVa), aquest també s’ha
descrit com el tipus de cassette més freqlient en les clones que causen infeccions a nivell hospitalari
(ST-125-SARM-IV), per tant, només la identificacid del tipus de cassete no serveix per saber si
pertany a un CA-SARM, HA-SARM o relacionat amb I’assisténcia sanitaria. No obstant, el patré de
bandes en I'electroforesi en camp pulsant és diferent i també les diferents seqiiencies del MLST. Aixi
doncs la clona més freqiient de CA-SARM és ST-8-SARM-IV i la clona més freqlient de HA-SARM i
relacionat amb assisténcia sanitaria és ST-125-SARM-IV (103).

Les soques de CA-SARM poden adquirir resistencies a altres antimicrobians per adquisicié de
plasmids i aixi doncs presentar resistencia a eritromicina i clindamicina per adquisicié de gens erm i
msrA, o a les tetraciclines per adquisicié del gen tet (102).

Aguestes soques CA-SARM a més es caracteritzen per la produccié de la denominada PVL, causant la
destruccié de leucocits i la necrosi dels teixits associant-se a infeccions com furéncols i abscessos en
la pell que poden arribar a ser molt greus (17, 116). A més de la PVL, s’han descrit les PSM i a-toxina

gue poden jugar un paper important com a determinants de viruléncia de la soca USA300 (26) (Figura
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Un altre factor que es creu que pot estar implicat en la patogenia de les infeccions per CA-SARM és
I’element genetic mobil denominat ACME (Arginine Catabolic Mobile Element), que s’ha relacionat
epidemiologicament amb la USA300. Aquest element és un fragment que es troba situat al gen orfX,
adjacent al SCCmec, codifica una ruta de metabolisme de la arginina (arginina deaminasa) i I'operé
opp-3 (operon oligopeptide permease)i s’ha suggerit que podria estar relacionat amb la patogénesis
de la soca USA300 i que podria contribuir al fitness de la bactéria (117). Existeix controversia al
voltant del paper d’aquest element en la patogénesi degut a que en un estudi publicat per
Montgomery et al. en el que s’utilitza un model animal de pneumonia i infeccié cutanies, no es
troben diferéncies quant a la viruléncia de les soques portadores o no del ACME (118). Altres estudis
descriuen com aquest element pot proporcionar una major supervivéncia a la bactéeria quan es troba
colonitzant (119).

En relacié a la presencia del ACME, es va descriure per primera vegada a America Llatina una variant
de la USA300 que no conté aquesta regio (USA300, ST-8-MRSA-IVc) (120), i es va veure en pacients
pediatrics que presentaven infeccions de pells i parts toves (IPPT) i infeccions del lloc quirirgic. Aixo
va posar de manifest I'emergencia d'un clon CA-SARM (CC8-MRSAIVa; PVL positiu i ACME negatiu,
tipus spa t1635) que si bé té algunes caracteristiques moleculars similars a USA300, no esta
geneticament relacionat amb aquest clon i es va denominar USA-300 like (121). Diversos estudis de
caracteritzacié molecular de soques aillades en IPPT a Espanya mostren una predominanca de la soca
USA-300 like, i per tant ACME negatiu, tant en casos importats com en autoctons (111, 122). Aixi
doncs, cal que diferenciem dues clones de CA-SARM, la USA-300 i la USA-300 like, la primera ACME
positiva i amb el subtipus SCCmec IVa i la més freqiient a Espanya que és ACME negativa i amb el

subtipus SCCmec IVc.

3. Manifestacions cliniques

Staphylococcus aureus és un dels microorganismes més versatils, amb la capacitat de causar
diferents tipus d’infeccions, des d’infeccions lleus i localitzades fins a infeccions disseminades que
poden presentar un curs greu i inclus fatal.

S. aureus por causar malaltia mitjancant la produccié de toxines o a través d’ invasié directa i
destruccid del teixit. Aixi doncs, S. aureus causa algunes de les malalties exclusivament per I'efecte
de la toxina mentre que d’altres sén conseqieéencia de la proliferacié del microorganisme, que donara
lloc a la de formacié de abscessos i destruccid tissular. Aquest és el cas de les infeccions cutanies,

osteoarticulars, endocarditis, pneumonia o empiema.
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3.1. Infeccions cutanies

Staphylococcus aureus és el principal agent causal de les infeccions de pell i parts toves (IPPT).
Aquestes es classifiquen en funcié de quina és la estructura anatomica afectada. L'impetigen és una
infeccié superficial, que afecta a la epidermis i sobretot a nens petits fonamentalment a cara i
extremitats. Habitualment existeixen lesions en les diferents fases de macula, pustula i crostra. La
fol-liculitis és una infeccié del fol-licle pilds i de les arees contiglies, amb una acumulacié de pus per
sota la epidermis, afectant-se les zones velloses del cos. L'extensié de la infeccio al teixit
perifol-licular dona lloc al furéncol. Aquest és un nodul elevat gran que pot presentar acumul de
material necrotic i que pot drenar espontaniament o després d’una incisié quirurgica.

L'extensio d’aquest fordncul amb la conseqlient afectacié del teixit cel-lular subcutani ens dona lloc a
I'anomenat carboncle. Aquesta lesid pot donar origen a una bacteriemia i els malalts poden
presentar febre i calfreds amb afectacid de I'estat general.

L'extensio superficial o profunda de la infeccié pot provocar erisipela, cel-lulitis i fascitis.

L'erisipela es caracteritza per la preséncia d’una placa eritematosa elevada amb les vores ben
definides.

La cel-lulitis és una infeccidé difusa amb afectacié de la dermis i del teixit cel-lular subcutani, a
diferéncia de l'erisipela no trobem les vores ben definides, la progressié sol ser lenta i existeix una
elevada tendéncia a la supuracio i en ocasions a la formacié d’abscessos.

La fascitis inclou una série d’infeccions que afecten a la fascia i al teixit cel-lular subcutani, la seva
caracteristica principal és la rapida progressié i la necrosi extensa de la pell, teixit cel-lular subcutani,
en ocasions arribant a afectar al muscul. Clinicament, les lesions inicials no es diferencien molt d’'una
cel-lulitis. La preséncia d’un dolor desproporcionat en relacié a I'afectacié observada o a I’ extensio
dels teixits afectes, fa pensar en aquesta entitat clinica.

Per altre banda S. aureus és la principal causa d’ infeccions de ferida quirdrgica ja que forma part de
la flora transitoria de la pell . En situacions en que les mesures de prevencid i control de la infeccié
no son adequades, pot tenir una elevada prevalenca en els hospitals.

Tradicionalment S. aureus s’ha descrit com un dels principals causants IPPT, pero des de la seva
aparicid a finals dels anys noranta la seva importancia ha augmentat degut a la expansié mundial de
les soques CA-SARM (123). Aquestes causen fonamentalment infeccions de pell i parts toves i
normalment afecten a comunitats tancades com atletes, homes que tenen sexe amb homes,
personal militar i poblacié indigent (123). Avui en dia les infeccions causades per CA-SARM son
endémiques a molts paisos i sent responsables de la majoria de les infeccions per S. aureus

adquirides en la comunitat als EEUA, Australia, Orient Mitja i alguns paisos d'Europa (122, 124-126).
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3.2. Infeccio respiratoria

La infeccié de les vies respiratories altes per S. aureus ha anat en augment en els ultims anys, i
existeixen hipotesis que expliquen aquest augment pel desplagcament d’alguns microorganismes
comensals amb la introduccié de la vacuna pneumococcica (127). Aquestes infeccions habitualment
benignes poden donar lloc a complicacions locals provocant otitis, mastoiditis, sinusitis o fins i tot
altres patologies més greus com poden ser abscessos retrofaringis o epiglotitis que poden
comprometre el flux aeri.

Pel que fa a les vies respiratories inferiors sol produir malaltia per dos mecanismes, bé per aspiracié
de secrecions procedents de la nasofaringe o per disseminacié hematogena des d’un altre focus.

La pneumonia per aspiracid la solem trobar en malalts molt joves, ancians i malalts afectes de fibrosi
quistica, bronquiéctasies, malaltia pulmonar obstructiva cronica, neoplasies amb pneumonitis
obstructiva o després d’infeccions respiratories pel virus de la grip. En ocasions es pot aillar en
mostres procedents del tracte respiratori inferior resultant dificil interpretar quin és el seu significat
clinic. Es causa d’ un percentatge molt important de les pneumonies en el pacient ventilat, i també
es diagnostica com a una complicacié en pacients amb infeccié pel virus de la grip.

En els ultims anys s’ha descrit com I'agent causal d’una pneumonia necrotitzant d’origen comunitari
amb hemoptisis massiva, shock séptic i elevada mortalitat, relacionant-se amb soques de CA-SARM
portadores del SCCmec tipus IV i productores de la PVL. Aquesta entitat clinica afecta principalment a
adults joves i nens sans, tipicament precedida d'un quadre gripal, amb un pronostic molt
desfavorable i una elevada mortalitat (116, 128).

La pneumonia per disseminaci6 hematogena és freqlent en pacients amb bacteriemia o
endocarditis.

3.3. Infeccions osteoarticulars

Diversos estudis en les ultimes déecades situen a S. aureus com el responsable del 40-50% dels casos
de artritis séptica, i entre un 6-22% es corresponen a SARM (129-132). Aquests percentatges
augmenten en malalts amb artritis reumatoide (AR), diabetis mellitus (DM), sotmesos a hemaodialisi,
ADVP i aquells que pateixen malalties cutanies, situacions en les que també existeix un major risc de

colonitzacio per S. aureus i de bacteriémia.

3.3.1  Artritis séptigues

La incidéncia d’artritis séptica en articulacions sanes és infreqlient en els paisos desenvolupats. En
adults, malalties com la AR o altres artropaties, factors com I'edat avancada, la diabetis mellitus, una
intervencié quirudrgica recent o una infeccié cutania s’han descrit com factors predisponents per

desenvolupar-la.
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En les artritis séptiques la via més freqlent per la qual el microorganisme arriba a I'articulacié és
I’'hematdgena, encara que no sempre trobem bacteriemia acompanyant.

A més, la infeccié també pot tenir el seu origen en una inoculacid directa a través d’un traumatisme,
intervencio quirurgica o bé una puncié sobre la articulacid.

S. aureus és el segon microorganisme causal d’artritis séptica en malalts sotmesos a procediments
diagnostics com podria ser una artroscopia, després dels estafilococs coagulasa negatius. Els models
experimentals demostren que poques hores després de la inoculacié del microorganisme a la cavitat
articular, apareixen les cél-lules inflamatories que alliberen citosines i proteases que provoquen dany
al cartilag articular i la perdua irreversible del teixit ossi (133).

L’artritis estafilococcia caracteristicament és monoarticular, i en només un 10% dels casos la trobem
causant infeccié en diferents articulacions, en aquests casos majoritariament en el context d’'una
bacteriemia. L’articulacié que es veu més freqlientment implicada és el genoll. Es caracteritza per
dolor i signes inflamatoris locals, acompanyats de febre en el 30% dels casos. El diagnostic definitiu el
dona d’artrocentesis que mostra un liquid purulent amb una bioquimica amb un augment de la
cel-lularitat a expenses dels leucocits polimorfonuclears (134).

3.3.2 Osteomielitis septica

L’ osteomielitis (OM) es defineix com la infeccié de I'ds que dona lloc a la destruccid inflamatoria, la
necrosi Ossia i la posterior formacié d’és nou. S’han descrit tres tipus de OM en funcidé del seu
mecanisme patogeénic; OM per disseminacié hematogena, OM per contiglitat (des de I'articulacio o
teixit tou adjacent,traumatisme o directament per la inoculacié mitjangant un procediment quirargic)
i OM per insuficiéncia vascular, caracteristica en malalts amb diabetis o vasculopatia periférica i que
afecta fonamentalment als peus) (135). En les OM per disseminacié hematogena que afecten a nens,
la infeccié cutania per S. aureus és I'origen més comu. Afecta normalment a les metafisis dels ossos
llargs, donat que el creixement ossi és una zona molt vascularitzada. Aquesta infeccié es caracteritza
per la preséncia de dolor a la zona afectada i febre elevada i els hemocultius sén positius en un 50%
dels casos (136). En adults, I'afectacié sol ser vertebral i en poques ocasions es troba en infeccions
d’ossos llargs. Estudis recents descriuen l'increment d’aquestes infeccions en els ultims anys, on fins
i tot s’ha observat S. aureus com I'agent causal del 55% de les OM vertebrals (137, 138). Estudis
animals han demostrat que un ds préviament sa és més resistent a la infeccio, i doncs caldra un
traumatisme directe o un elevat inocul per qué aquesta infeccio es produeixi (133).

Tot i aix0, S. aureus esta preparat per superar aquesta resistencia natural de I'ds a la infeccid, I'elevat
nombre de factors de viruléncia que posseeix li confereix la capacitat d’adherir-se a proteines com la
fibronectina o la elastina, evadint la resposta immune i a degradar la matriu 0ssia. Per d’altra banda
presenta una elevada capacitat de formar biofilm, on podra persistir més protegit de la resposta

immune i de I’accio dels antimicrobians.
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En alguns casos S. aureus és capac d’invair els osteoblasts i formar les denominades Small Colony
Variant (SCV), subpoblacions de la bactéria que es caracteritzen per un baix metabolisme, una
reduida sintesis de paret cel-lular a causa de un defecte en el transport de electrons (139), resisténcia
a aminoglicosids i a aquells antibiotics d’accid a la paret cel-lular. Aquestes SCV tenen capacitat de
persistir intracel-lularment i per tant de ocasionar infeccions croniques i recurrents (140). Aquestes
SCV tenen caracteristiques metaboliques diferents, pero també trets fenotipics diferents; com un
menor creixement, menys pigment, i menys produccié de coagulasa, tret que dificulta la seva
identificacio al laboratori. El seu lent creixement i la seva capacitat de persistencia intracel-lular fa
que l'eradicacid amb el tractament antibiotic estandard sigui dificil, d’aqui que es recomani I'Us
d’antibiotics com la rifampicina o les quinolones amb capacitat de penetracid intracel-lular i es posi
molt d’émfasi en un bon desbridament quirdrgic en el tractament d’aquest tipus d’infeccions (141).

3.3.3 Infeccions protésiques

L'augment del nombre de recanvis protesics es creu que ve donat pel desenvolupament tecnologic
de la cirurgia, I'envelliment progressiu de la poblacié i la prolongacié de la vida dels malalts amb
comorbiditats. Per d’altre banda, tots aquests factors relacionats, junt amb altres com |'obesitat,
I'AR, la immunosupressid, la duracid de la cirurgia i la implantacié d’un material estrany fan
augmentar el risc d’infeccid, principal complicacié d’aquests procediments (142).

La caracteristica principal d’aquestes infeccions és la presencia d’'un material estrany protesic. S.
aureus és capag adherir-se al material protésic mitjangant una série d’ adhesines que pertanyen al
grup de les proteines MSCRAMM, descrites en capitols anteriors. Un cop adherit, el microorganisme
pot iniciar la formacié del denominat biofilm en el que les bacteries estan aglutinades per un
polisacarid bacteria denominat slime, d’aquesta manera el microorganisme queda protegit de
I'activitat immune de I'hostatger i de I'accié dels antibiotics (figura 13). La tolerancia antibiotica de
caracter fenotipic amb un increment de la concentracid bactericida minima, explicaria I'elevada taxa
de fracassos del tractament conservador, especialment en les infeccions croniques (143). A més a
més, els microorganismes que formen part del biofilm queden en una fase estacionaria de
creixement en un medi amb escassa oxigenacid, elevada quantitat de detritus i un pH baix, cosa que

encara els fa més resistents enfront dels antimicrobians.
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Figura 13. Formacid biofilm.
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La presencia d’un cos estrany facilita la infeccié de tal manera que s’ha vist que aquesta s’ estableix
amb una menor quantitat d’inocul bacteria. Un implant protésic és avascular i la interfase ds-protesi
esta relativament poc vascularitzada. Ambdds factors dificulten encara més el tractament medic
d’aquestes infeccions, pel que habitualment cal retirar el material infectat per obtenir una curacié
definitiva.

En funcié del temps transcorregut des del procediment fins a I'aparicio de la clinica es pot classificar
la infeccid en Infeccid post-quirdrgica precog (IPP): aguella que es dona dins dels primers 30 dies i
gue es presenta amb un predomini de simptomes locals com cellulitis i exsudat de la ferida
quirdrgica i que es pot acompanyar de febre i afectacid sistémica. La principal dificultat diagnostica
radica en diferenciar aquesta entitat d’una infeccid de la ferida quirurgica. Si la infeccid es produeix a
partir del segon mes de la cirurgia, es denomina Infeccidé post-quirirgica tardana (IPT). Aquesta esta
caracteritzada per simptomes de predomini ortopédic i habitualment amb afluixament protésic La
seva clinica és larvada, principalment amb un dolor de tipus inflamatori o mecanic. En alguns casos,
la manifestacié clinica de la infeccio és I’aparicié d’una fistula cutania.

Per una altra banda, la infeccié6 hematogena aguda, de presentacid preco¢ o tardana és una
complicacié d’una bacteriemia per S. aureus que solem trobar en les primeres setmanes del post
operatori on existeix més risc d'implantacié del microorganisme que esta causant la bacteriemia. El
seu diagnostic es basa fonamentalment en la sospita clinica ja que en la IPP els parametres
bioquimics i radiografics estan alterats per la propia intervencid i en la IPT cal plantejar el diagnostic
diferencial amb I'afluixament aseptic. Aixi doncs, I'obtencié d’'una bona mostra per a l'estudi
microbiologic en qualsevol de les premisses cliniques és fonamental pel diagnostic (144).

3.4. Bacteriémia

S. aureus és globalment la segona causa de bacteriemia a nivell global i la primera causa de
bacteriemia d’origen nosocomial. El increment de la seva prevalenga s’ha produit de forma
simultania a I'augment de les proves invasives diagnostiques i terapeutiques. Al mén industrialitzat la
incidencia de bacteriemia per S. aureus (SAB) es calcula que esta entre el 10-30 per cada 100.000
habitants/any (145) amb unes taxes de mortalitat entre el 15-25% (146). L’origen més freqlient de les
bacteriemies per S. aureus en el nostre medi és el nosocomial, habitualment en relacid als catéters
vasculars i relacionades amb I'assisténcia sanitaria, en malalts portadors de catéters venosos
permanents sotmesos a hemodialisi, quimioterapia o malalts institucionalitzats. Aix0 es deu a
I’elevada capacitat d’aquest microorganisme d’ infectar catéters i dispositius protesics vasculars,
gracies a la seva capacitat d’adherir-se mitjancant les proteines MSCRAMM i de persistir mitjancant
la produccié del biofilm. Al voltant del 40-50% de les SAB no tenen una porta d’entrada, és el que
denominem bacteriemia sense focus, aquest percentatge és menys quan l'origen de la bacteriemia

és nosocomial.
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Aproximadament un ter¢ d’aquests malalts desenvoluparan complicacions locals o metastasis
septiques a distancia, algunes d’elles molt greus i potencialment mortals com d’endocarditis i d’altres
més freqlients com sén a ossos i articulacions (sobretot quan hi ha material protesic), a 'espai
epidural, discos intervertebrals i a visceres, amb la formacié de abscessos sobretot a nivell esplénic i
renal.

S’han descrit diversos factors que s’associen a un major risc de complicacions com son |'edat
avancada (>65 anys), la preséncia de malalties de base, valvulopaties prévies, protesis o
marcapassos, l'adquisicid6 comunitaria, el retard en iniciar un tractament antibiotic efectiu,
associant-se aquest ultim també a una major mortalitat (147, 148).

Un dels principals factors predictius del desenvolupament de complicacions és el que denominem
bacteriemia persistent (hemocultius positius a les 72 hores de I'inici del tractament antibiotic eficag).
En aquesta linea Fowler (149, 150), va dissenyar un sistema de calcul del risc de complicacions basat
en la presencia de bacteriemia persistent, I'origen comunitari, la preséncia de lesions cutanies com
indicaciéd de afectacid sistémica i la persisténcia de la febre més de 72 hores. La probabilitat
augmentava quan coincidien més d’un d’aquests factors.

A I'elevada incidéncia de la infeccié s’afegeix la importancia de la resisténcia antibiotica a meticil-lina
en algunes de les soques de S. aureus, sobretot en aquelles infeccions d’origen nosocomial. Aquesta
resisténcia provoca una demora en el inici del tractament antibiotic adequat i com a consequiéncia un
pitjor pronostic, sent la rad principal d’una major mortalitat intrahospitalaria relacionada amb la
infeccié (151).

En alguns treballs retrospectius en pacients amb bacteriemies per SARM, s’ha posat de manifest la
importancia d’un tractament antibiotic empiric adequat. La mortalitat observada en pacients que no
rebien un tractament adequat era del 49,1% (168/342), en comparacio al 33,3% en aquells que si el
rebien (56/168) (9, 38, 59, 98, 152-158).

Dades similars es van trobar en un estudi que va analitzar 209 pacients ingressats a UCI amb
bacteriemia per SARM,procedents de 59 hospitals espanyols. La mortalitat global va ser del 23%.
Tenint en compte la gravetat de les malalties de base , I'estada a UCI, la preséncia de xoc séptic i el
lloc de la infeccid, el tractament empiric inadequat es va associar a un augment de la probabilitat de
morir (OR =3,0; IC del 95 %: 1,01-9,0 ; p=0,04 ) . Només el 21,1 % dels pacients van rebre tractament
empiric adequat . Les variables associades de forma independent amb la terapia adequada eren:
cirurgia recent , cateter vends central i certs focus d'infeccid (bacteriemia primaria , infeccions
intraabdominals i infeccions del tracte respiratori ).També es va observar que els pacients amb
cancer tenien un major risc de rebre una terapia inadequada (159).

Per d’altra banda, hi ha un altre factor que pot contribuir a la major mortalitat de les bacteriémies

per SARM i és el fet que la Vancomicina té menys activitat antiestafilococcica que els betalactamics i
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alguns estudis mostren com en bacteriémies per SARM amb concentracié minima inhibitoria (CMI) a
la Vancomicina > 1mg/ml, la terapia amb aquest antibiotic s’associa a major mortalitat (160, 161).
Practicament qualsevol estructura anatomica pot veure’s afectada secundariament després d'una
SAB.

3.4.1 Endocarditis infecciosa

L’ endocarditis infecciosa (El) és una complicacié freqlient, sobretot de la bacteriemia adquirida a la
comunitat. Altres factors que també s’associen amb el desenvolupament de El sdn: preséncia
d’alteracions cardiaques adquirides, historia d’ El previa i bacteriémia persistent. La seva incidéncia
oscil-la entre les diferents series, des d’una incidencia al voltant del 30% en estudis internacionals
(149) fins a un 25% d’El per S. aureus en el nostre medi (162), amb una mortalitat intrahospitalaria
entre el 22% i el 40%.

Les manifestacions cliniques dependran de la localitzacié de la infeccid; valvules dretes en ADVP o
associades a cables de marcapas o a valvules esquerres, tenint en compte també si es tracta de una
El sobre valvula nativa o sobre un dispositiu intracardiac. D’aquesta manera el pronostic també sera
diferent en funcid de si la valvula és nativa o protesica, si és el costat dret o I'esquerra I'afectat o
quina és la sensibilitat antibiotica de la soca causant de la infeccié. L’endocarditis esquerra és una
malaltia molt greu que pot complicar-se amb embolies septiques, abscessos hematogens cerebrals o
viscerals, destruccioé valvular, abscés miocardic o pericarditis purulenta. L’endocarditis sobre valvula
tricuspide té millor pronostic i encara que en els Ultims anys, s’esta diagnosticant amb menys
freqliéncia, s’ha de sospitar davant d’'un malalt ADVP. La infeccid per S. aureus d’un vas préeviament
danyat pot produir aneurismes micotics i pseudoaneurismes. Aquestes infeccions s’associen a
bacteriemia amb un elevat inocul i amb un elevat risc de ruptura, que pot ser mortal.

La cél-lula endotelial té un paper molt important en la infeccid sistemica per aquest microorganisme,
degut a la seva gran avidesa a unir-se a través de interaccions entre adhesina i receptors, permetent
la posterior fagocitosis per part de la cél-lula endotelial. Dins de la cel-lula, S. aureus és capac¢ de
formar les SCV permetent la supervivencia bacteriana i la infeccié persistent i recurrent (163). Les
soques productores d’endocarditis tenen la capacitat mitjancant la accié de les MSCRAMM d” unir-se
al trombo adherit a la valvula cardiaca. A més la cel-lula endotelial promou I'expressié del factor
tissular que facilita la formacié de berrugues, el que explicaria la capacitat de produir endocarditis de
S. aureus, fins i tot si no hi ha dany valvular previ. Després de la fagocitosi, les cel-lules endotelials
expressen en la seva superficie receptors Fc i molecules de adhesio, alliberen interleucines com la
IL1, IL6 i IL8 que faciliten la arribada de leucocits al lloc de la infeccid. També els macrofags tissulars i
els monocits plasmatics alliberen interleucines i el factor de necrosi tumoral ai promouen I'activacié
dels macrofags produint l'alliberacié de Interfer6-gamma pels limfocits T. Aquestes citocines

contribuiran a les manifestacions cliniques de la sepsis per S. aureus (164) (Figura 14).

36



Introduccio

Blood -
_ Plasma protains — s

@0 %

. NF —p
S aureus a  @-Fibinogen | g ) Interleukin18,8 |
25, ——
’0’) —~— -
~¥0 99 | Mues : - "~

= == 'ikl &}, 2. m- /

i
Inerfercn "

Tisoo & ..

Figura 14. Staphylococcus aureus infections. Lowy.1998

3.5. Malalties mediades per toxines

3.5.1 Sindrome de la pell escaldada

Afecta principalment a nadons i nens, encara que també s’ha vist afectant a adults amb algunes
malalties de base. Aquest sindrome es relaciona amb la produccié de toxines exfoliatives (ETA, ETB).
Aquestes es disseminen pel torrent sanguini des del focus d” infeccid, sén capaces de trencar els
desmosomes cutanis i causar la separacié de I'epidermis, fent que la pell es descami i causant una
afectacié generalitzada. Una petita pressié a la pell la desprén (signe de Nikolsky positiu), amb la
posterior formacié d° ampolles i vesicules cutanies que segueixen descamant la pell, amb la
caracteristica que el cultiu d’aquestes ampolles resultaria negatiu. Tot i afectar a nadons i nens, la
mortalitat és baixa; quan es produeix, és deguda a la sobreinfeccié d” aquestes lesions cutanies.
Quan aquesta infeccié es localitza s’Tanomena impetigen ampul-lés. A diferéncia de la manifestacio

disseminada, en aquest cas, el cultiu de les ampolles seria positiu i el signe de Nikolsky negatiu.

3.5.2 Infeccid alimentaria estafilococcica

Malaltia causada per una enterotoxina estafilococcia preformada present en els aliments com a
causa d’una contaminacié fonamentalment d’origen huma. Aproximadament la meitat d’aquestes
infeccions es deuen a contaminacions a partir de portadors nasofaringis sans del microorganisme.
Els aliments contaminats no presenten un aspecte ni un gust desagradable i, tot i escalfar-los, el
microorganisme mor pero les toxines sdn capaces de sobreviure. La clinica és de presentacid brusca,
amb un periode d’incubacié d’unes 4 hores i es caracteritza per vomits, diarrea aquosa, dolor
abdominal i nausees. L’evolucid sol ser rapida, autolimitant-se en 24 hores i el tractament
fonamentalment és simptomatic, sense indicacié de tractament antibiotic, ja que la malaltia esta

causada per una toxina preformada.
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Hi ha certes soques que son capaces de produir enterocolitis, sent la majoria d’aquestes productores
de enterotoxina A. Aquestes soques causen infeccid principalment en malalts que han rebut
tractament antibiotic d’ampli espectre,que elimina la flora intestinal normal i permet la seleccié i

proliferacié d’ aquest microorganisme.

3.5.3 Sindrome del shock toxic (STT)

Malaltia provocada per la produccio de la toxina TSST-1 per algunes soques de S. aureus. Es tracta
d’una infeccio sistemica que es caracteritza per febre, hipotensid arterial, rash eritematds difus amb
descamacio cutania incloent palmes i plantes i compromis de diversos organs . Aquesta sindrome es
produira en cas de que s'alliberin grans quantitats d'aquesta toxina i es dissemini a través del torrent
circulatori. S’ha relacionat amb I'ds de tampons (4), afavorint el creixement localitzat del
microorganisme productor de la toxina a la vagina i la seva capacitat de travessar les membranes
mucoses, i també amb la sobreinfeccié de ferides. La mortalitat del STT és aproximadament del 5% i

és més freqlient en aquelles infeccions no relacionades amb I'is de tampons.

4. Tractament antibiotic de les infeccions per S. aureus

4.1. Generalitats i principals grups d’antibiotics amb activitat sobre S. aureus

Tot i els avengos en el diagnostic i la terapeutica dels ultims anys, les infeccions invasives per S.
aureus tenen una elevada morbimortalitat. La disseminacié de soques resistents als antibiotics més
freqlientment utilitzats tant a nivell hospitalari com comunitari ha dificultat encara més I’eleccié d'un
tractament empiric adequat i ha contribuit en aquest percentatge de mortalitat atribuible, moltes
vegades a la demora en la prescripcid de tractaments efectius en aquestes infeccions (147, 148).

En linees generals , davant d’una infeccié causada per S. aureus és molt important el drenatge de
col-leccions i I’ extraccié de qualsevol material protéesic que en sigui el focus o es tingui I'evidéncia
que esta infectat, siguin protesis cardiaques o articulars, catéters o altres dispositius intravasculars i
com a mesura afegida al tractament antibiotic.

El tractament de les infeccions sistemiques per aquest microorganisme hauria de fer-se amb
antibiotics actius, per via parenteral, a dosis elevades i per un periode de temps llarg, donada la
possibilitat de recurréncia de la infeccid (165).

Els avencos en el coneixement de la patogeénia de les infeccions estafilococciques,aixi com en els
diferents mecanismes que utilitza per produir malaltia ja sigui per toxines o superantigens,
mitjangant invasié dels teixits provocant necrosis tissular, o bé per la seva capacitat de provocar una

bacteriemia amb disseminacié hematogena i metastasis a distancia, de formar biofilm i originar una
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bacteriemia persistent i fins i tot de mantenir-se de manera intracel-lular reactivant-se temps

després. fa que junt amb I'experiencia en I’ us de antibiotics com el Linezolid, la Daptomicina o

associacions de Rifampicina i Fosfomicina amb d’altres antibiotics, es fa que potser no sempre

gliestioni, en alguns casos, I'Us de la Cloxacil-lina com la millor opcié terapéutica emprada
empiricament i en monoterapia. Tot i aix0, la cloxacil-lina continua sent, per la seva rapida accié
bactericida i el seu baix cost el millor tractament antibiotic per la bacteriemia per S. aureus

A I'hora d'escollir un antibiotic efectiu enfront S. aureus s’ han de tenir en compte diversos aspectes

com;

1. L' activitat intrinseca (concentracié minima inhibitoria; CMI) d’aquell antibiotic i la seva capacitat
bactericida; sent I’element fonamental per a millorar el pronostic de les infeccions greus.

Cal tenir en compte també la activitat de I'antibiotic en diferents condicions ambientals; a nivell
intracel-lular o en el si del biofilm o la capacitat d’augmentar o disminuir I'expressié de certes de
toxines o factors de virulencia (PMID24620024)

La suposada superioritat dels agents bactericides enfront els bacteriostatics no sempre és tan
evident en la majoria d’infeccions per bacteries grampositives. Agents bacteriostatics com
Clindamicina i Linezolid han demostrat en el tractament d’endocarditis, meningitis i infeccions
osteoarticulars. Aixi doncs, cal considerar també dades farmacocinétiques i farmacodinamiques
per predir I'eficacia in vivo dels tractaments antibiotics (166).

2. Aspectes farmacocinetics i farmacodinamics; dosis, formes de administracio, efectes secundaris,
concentracié maxima, area sota la corba, temps per sobre la CMI .

3. Experiéncia clinica reflectida en estudis que mostren I'eficacia dels antibiotics en diferents tipus
d’infeccid i la possibilitat d' associacions antibiotiques.

Els antibiotics poden exercir el seu efecte de dues maneres: bacteriostatica (inhibint temporalment el

creixement bacteria) o bactericida (destruint la viabilitat cel-lular) i ho fa mitjangant tres processos

(figura 15):

1. Actuant sobre la paret cel-lular inhibint la seva sintesi, com els beta-lactamics i glicopéeptids o
produint un flux de ions potassi a I'interior de la bactéria que causa la mort cel-lular, com la
daptomicina.

Inhibint la sintesi proteica, actuant sobre les subunitats ribosomals 30S i 50S, com passa amb el
grup dels aminoglucosids, tetraciclines, macrolids, lincosaminas, cloranfenicol, acid fusidic ,
mupirocina i linezolid.

2. Bloquejant la sintesi dels acids nucleics, com les sulfonamidas i el trimetoprim que actua inhibint
el metabolisme de I’acid folic, les quinolones que interfereixen en la sintesi del DNA per inhibicié
de la DNA-girasa o la rifampicina que afecta a la transcripcid inhibint la RNA-polimerasa

dependent del DNA.
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A més de totes aquestes consideracions , el inici preco¢ d’un tractament antibiotic eficag és un factor
pronostic molt important en totes les infeccions greus per S. aureus, aixi com I'eleccié d’un antibiotic
0 una combinacié d’antibiotics que garanteixi una concentracié optima en el lloc d’infeccid, des de la
primera dosi d’administracid. Per aquestes raons, és imprescindible la transmissié rapida de la
informacié, per part del laboratori de microbiologia, a I’hora d’optimitzar I'eficacia del tractament
antibiotic.

La diversitat de les infeccions produides per S. aureus fa que el tractament antibiotic es faci en funcié
de diferents parametres, un dels més importants és la localitzacié d’aquesta infeccié.

4.2. Tractament antibiotic recomanat en les infeccions estafilococciques

Aixi, les pautes de tractament recomanades per les infeccions estafilococciques sén les seglients:

4.2.1 Infeccions de pell i parts toves

Les infeccions cutanies lleus com I'impetigen o la fol-liculitis habitualment evolucionen bé amb un
antibiotic d’aplicacid topica, com pot ser la mupirocina o I'acid fusidic, sense diferéncies demostrades
en la seva eficacia.

Altres infeccions com la cel-lulitis o la fascitis necrotitzant requeriran de desbridament i drenatge ,
afegit a un tractament antibiotic sistemic durant 7 dies, en el cas de la cel-lulitis o fins que ja no es
requereixi desbridament, com en el cas de la fascitis. Sempre que sigui possible, es fara tractament
sequencial a la via oral.

Els antibiotics recomanats en aquest tipus d’infeccions causades per SASM sén cloxacil-ling,
trimetroprim-sulfametoxazol o cefalosporines de

amoxicil-lina-acid clavulanic, clindamicina,
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13generacid. Per les soques SARM es pot utilitzar trimetropim-sulfametoxazol, clindamicina,
vancomicina o fins i tot linezolid en casos d’al-lergia o CMls elevades a vancomicina .

Les infeccions greus de pell i teixit cel-lular subcutani requereixen habitualment d’'un drenatge
quirdrgic i administracié d’antibiotics sistémics. S’ha de tenir en compte augmentar I'espectre
antibiotic si existeix la possibilitat que es tracti d’'una infeccié polimicrobiana. La duracié del

tractament en aquets casos no sol ser inferior als 10-14 dies.

4.2.2 Infeccions respiratories

En I'actualitat, les pneumonies per S. aureus d’origen comunitari sén molt poc freqlients, la majoria
es diagnostiquen en pacient ingressats i habitualment sotmesos a ventilacié mecanica. El tractament
d’aquest tipus d’infeccio és la cloxacil-lina per via endovenosa durant dues setmanes. La preséncia de
complicacions, com un abscés, pot fer que calgui allargar el tractament i la preséncia d’'un empiema,
que precisi de drenatge.

El tractament de les infeccions respiratories de vies baixes per SARM és un tema que genera
controversia. Les opcions terapeutiques més estudiades son la vancomicina i el linezolid. Diferents
assajos clinics han mostrat una disminucié de I'inocul bacteria i dels dies de ventilacié mecanica en
aquells malalts que rebien linezolid (167, 168), tot i que no s’ha pogut comprovar una menor
mortalitat relacionada. Aixi, sembla raonable indicar el tractament amb Vancomicina en aquells
malalts menys greus, sense risc de nefrotoxicitat i on la CMI a la vancomicina sigui inferior a 2. La
duracio de la antibioterapia sera de 7 a 21 dies en funcid de I’evolucié.

Cal tenir en compte, que en les pneumonies causades per soques productores de PVL, es recomana
I’Gs del linezolid o de clindamicina en combinacié amb rifampicina. L'eleccié d’aquests antibiotics
enlloc de la Vancomicina es basa en la hipotesi que suggereix la supressié de la produccié d’ aquesta
toxina, deguda a la inhibicid de la sintesi de proteines, per part de linezolid o la clindamicina,
demostrat en models de pneumonia necrotitzant en porcs (169).

La daptomicina no és una opcié terapéutica en la pneumonia per SARM, ja que és inactivada pel
surfactant pulmonar (170).

4.2.3 Infeccions osteoarticulars

En les osteomielitis agudes hematogenes en adults que solen afectar al teixit vertebral, el tractament
antibiotic sol ser suficient per la seva curacié, no ens caldra drenatge quirdrgic a no ser que es
demostri la presencia d’un abscés. El tractament inicial es fara amb cloxacil-lina o Vancomicina
endovenosa durant quatre setmanes com a minim. Tot i que es poden finalitzar les quatre setmanes
amb un tractament oral associant una fluorquinolona o trimetroprim-sulfametoxazol a rifampicina.
En nens, la osteomielitis afecta més a ossos llargs i s’ha vist que és eficac una setmana de tractament

endovends i posteriorment amb via oral fins a completar les quatre setmanes.
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Pel que fa a l‘artritis séptica, tant en nens com en adults, es produeix habitualment per disseminacié
hematogena i requereix de desbridament quirdrgic o drenatge per puncié de forma precog. El
tractament antibiotic es realitza amb una pauta de dues setmanes de tractament antibiotic
endovends fins a completar posteriorment les quatre setmanes per la via oral.

Staphylococcus aureus també pot causar infeccions de protesis articulars i a vegades osteomielitis
croniques, en ambdods casos la intervencié quirdrgica és fonamental per a la resolucié de la infeccio.
El tractament antibiotic es pot iniciar també via endovenosa i continuar via oral, durant un temps
perllongat en la majoria dels casos. L'associacié de fluorquinolones o trimetoprim-sulfametoxazol
amb la rifampicina, s’utilitza pel tractament perllongat oral de les infeccions ossies croniques o
produides sobre material protésic, donada la seva capacitat d’actuar a nivell intracel-lular i enfront de
bactéries que formen biofilm.

En els casos d’infeccions per SARM, la daptomicina (171), el linezolid (172) i la combinacid
rifampicina amb una quinolona o ac fusidic (173) sén una bona alternativa al tractament amb
vancomicina, ja que s’ha vist en alguns estudis una major penetracid 0ssia i una taxa de curacié més

elevada.

4.2.4 Bacteriémia

La bacteriémia per S. aureus és una entitat que inclou infeccions no complicades, generalment
relacionades amb cateters endovenosos facils d’extreure o amb infeccions de pell i parts toves, fins a
d’altres situacions més greus que poden estar relacionades amb la produccié d’endocarditis o
osteomielitis.

A I'era preantibiotica la taxa de mortalitat de la bacteriémia per S. aureus era del 80%,encara que la
introduccioé de la Penicil-lina va reduir de manera drastica aquesta xifra, en les Ultimes déecades s’ha
estabilitzat entre el 15-50%.

Aix0 posa de manifest la limitacid de I'eficacia dels tractaments antibidtics emprats i la influéncia
d’altres variables.

Aixi, en els ultims anys hem aprés que factors com I'edat avangada, la presencia de comorbiditat, el
tipus focus d’infeccié, la bacteriémia persistent i el fracas en I'eliminacid del focus erradicable
empitjoren el pronostic.

Hi ha varies guies amb recomanacions per definir quines serien les mesures a tenir en compte per tal
de millorar el maneig d’aquests pacients (165, 174).

Tot i que calen més estudis que aprofundeixin en algunes d’aquestes qliestions, podem dir que hi ha
uns principis claus i acceptats a tenir en compte pel maneig de la bacteriemia per S. aureus .

Aixi caldria definir: pacient amb bacteriémia no complicada i complicada; identificacié i eliminacid del

focus d’infeccid; antibioterapia adequada en funcié del microorganisme, dosi i duracio.
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La Societat Espanyola de Malalties Infeccioses i Microbiologia Clinica (SEIMC) ha publicat les
seglients condicions per definir una bacteriemia per S. aureus no complicada: endocarditis
descartada per ecocardiografia; absencia d’implants protesics; hemocultius de control negatius i
manca d’ evidencia de focus metastasic (165).

Per d’altre banda, I'assessorament del microbioleg clinic i de I'especialista en malalties infeccioses
s’han demostrat claus en la millora del pronostic del malalt amb bacteriemia per S. aureus. S’associen
a taxes més elevades en una major adheréncia a les mesures que tenen a veure amb una bona
qualitat assistencial, entre elles la realitzacié d’ecocardiograma (valorant en cada cas quina seria la
indicacié de realitzar un ecocardiograma transtoracic o transesofagic de manera individualitzada i
seguint les recomanacions establertes), el seguiment clinic i extraccié d’hemocultius de control, en
eliminar els focus d’infeccié o adequar el tractament antibiotic i la durada, posant eémfasi en la
utilitzacié d’antibiotics beta-lactamics en les infeccions per SASM. Aquesta actuacié s’ha demostrat
que redueix la mortalitat i I'estada hospitalaria (175, 176).

Es recomana que la durada del tractament antibiotic en les bacteriemies no complicades per S.
aureus sigui com a minim de dues setmanes. En un estudi recent, s’ha observat una menor taxa de
recaigudes en malalts que havien portat tractament durant dues setmanes, respecte els que n’havien
rebut menys temps (177). Tot i que en alguns estudis observacionals es suggereix que un tractament
endovends durant només 7 dies podria ser suficient (178).

Pel que fa al tractament antibiotic empiric davant la sospita d’'una bacteriemia per S. aureus, les
guies recomanen un betalactamic , la cloxacil-lina, com a primera opcié. S’ha observat una major
mortalitat en aquells pacients que han rebut tractament amb cefalosporines de segona o tercera
generacid. Molts estudis in vitro han demostrat una menor activitat de la vancomicina en la
bacteriemia per SASM i s’ha descrit en nombrosos estudis un pitjor pronostic d’aquests malalts i una
major preséncia de complicacions.

En contrast amb la vancomicina, la daptomicina ha presentat una eficacia similar a la cloxacil-lina en
el tractament d’aquestes infeccions.

Hi ha situacions cliniques que han portat a plantejar una combinacié antibiotica pel tractament
empiric. Seria el cas dels malalts amb factors de risc de presentar una bacteriémia per SARM, com
poden ser: historia de colonitzacid previa, uUlceres de decubit, procedencia de centres de llarga
estada o hemodialisi (174).

Aixi les guies de tractament de les bacteriemies per S. aureus recomanen associacions d’antibiotics
gue garanteixin una optima activitat bactericida el més aviat possible. Aquest tractament empiric ha
d’ incloure un betalactamic i una de les seglient possibilitats; Vancomicina, excepte en aquells casos
on hi hagi un shock septic amb antecedent d’antibioterapia prévia amb aquest farmac en els ultims

30 dies,una soca S. aureus amb CMI a vancomicina = 1.5 mg/L (determinada pel métode Epsilon-test)
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o insuficiencia renal , en els que I'Us de la daptomicina en combinacié amb el beta-lactamic seria el
tractament d’eleccid o fins i tot daptomicina en monoterapia a dosis de 10 mg/kg (165).

Davant una bacteriemia complicada, és a dir, aquella en la que trobem una persistéencia dels
hemocultius positius a les 72hores de I'inici d’un tractament antibiotic adeqiat o en el curs de la qual
observem una tromboflebitis septica, un focus metastasic o una endocarditis, el tractament
antibiotic encara no esta ben establert, pero es recomana fer un tractament combinat amb alguna de
les seglients opcions:

SASM: cloxacil-lina+daptomicina o cloxacil-lina +fosfomicina si persisténcia de la febre o no milloria
clinica o fracas microbiologic o CMI Vvncomicina > 1.5 mg/L

SARM: daptomicina+ fosfomicina o fosfomicina + imipenem si hi ha sepsis greu, bacteriémia
persistent i antecedent de daptomicina a dosis de 10mg/kg. També s’ha descrit efica¢ la combinacié
de Daptomicina amb ceftarolina o trimetoprim-sulfametoxazol.

Altres recomanacions pel tractament combinat serien: malalt clinicament greu, bacteriemia de focus
desconegut o pacient jove amb endocarditis dreta per SASM. Caldra tenir en compte que es
recomana que aquesta combinacié es mantingui de 3-5 dies o fins a la milloria clinica o hemocultius
negatius, en el cas de SASM i de 2 setmanes minim en els casos de SARM, amb |'excepcid que sigui

una bacteriemia no complicada.

4.3. Efecte dels antimicrobians sobre els factors de viruléncia i els sistemes reguladors

Per a l'eleccié del farmac antiestafilococcic i establir la durada més adequada del tractament
antibiotic s’han de tenir en compte, amb independéncia de la sensibilitat antibiotica, altres
caracteristiques de S. aureus que fan referencia als diferents mecanismes implicats en la infeccio
estafilococcica.

Les infeccions greus produides per S. aureus, sobretot aquelles que cursen amb bacteriémia i que
poden presentar complicacions amb una elevada morbi mortalitat, requereixen de I'eleccié d’un
farmac bactericida que ens ajudara a millorar el pronostic de les infeccions.

En el cas de infeccions per SASM els betalactamics serien una excel-lent opcid, perd amb
independéncia de la sensibilitat a aquests antibiotics caldra tenir en compte altres caracteristiques
de la infeccié estafilococcica per tal de decidir I'antimicrobia i la durada de tractament més
adequada.

Algunes d’aquestes caracteristiques son:

4.3.1 Quorum sensing

Staphylococcus aureus posseeix mecanismes de regulacid de I'expressié d’alguns dels seus factors de

viruléncia, facilitant la invasio i la supervivencia en el lloc de la infeccid.
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L'anomenat “quorum sensing” permet la deteccié de la densitat bacteriana i la posterior regulacié de

’

I'expressié genica de certes molécules quimiques que participen en I’ adhesié i invasié del
microorganisme. Es tracta d’'una mena d’”interruptor”, que confereix capacitat de supervivéncia al
microorganisme. Té com a Unic requisit inicial la colonitzacié que posteriorment sera reemplacada
per la invasid i penetracio al arribar a una determinada densitat bacteriana. Aixi doncs, quan hi ha un
inocul bacteria suficient en el lloc d’infeccid, aquest sistema és capag de disminuir I'expressio de gens
que faciliten I'adhesié bacteriana i fer augmentar la expressié d’aquells que codifiquen per a la
sintesi de molecules que faciliten la invasié dels teixits i la disseminacid sistémica, poden arribar a
llocs on puguin persistir.

Dins d’ aquests sistemes de regulacié “quorum sensing” trobem el sistema “agr’ que permet la
transcripcié dels gens responsables de la codificacié de diverses toxines com la a-toxina, B-toxina i 6-
toxin (179).
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Un tractament antibiotic inadequat o insuficient, mitjancant I'eliminacié de S. aureus sensibles que
formen part de la flora comensal, podria estimular la proliferacié de soques SARM i accelerar el
procés de deteccié de quorum, convertint algunes soques recentment adquirides en invasores
virulentes.

No obstant aixd, aquest sistema de regulacié ofereix algunes alternatives per al desenvolupament de
noves estratégies en el tractament de les infeccions per S. aureus. Aquestes es basen en la inhibicid
de molecules que provoquen una activacid d’aquest sistema, d’aquesta manera es deixaria de
produir toxines que contribueixen a augmentar la viruléncia d’algunes soques o bé mitjangant el
bloqueig d’ alguns receptors per determinats péptids i deixant aixi mes temps per la actuacié dels

antibiotics, abans que s’ activi la senyal del “quorum sensing” (180, 181).
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4.3.2 Toxines estafilococciques

La gravetat d’algunes infeccions per S. aqureus s’atribueix a la produccié de toxines com la a-toxina
codificada per gen hla, la PVL o els denominats superantigens (TSST-1, enterotoxines). Hi ha alguns
antibiotics que potencien la produccié d’aquestes, com pot ser el cas de la cloxacil-lina. S’ha descrit
una induccid de la produccio de la a-toxina amb un augment de la letalitat i un empitjorament de les
manifestacions cliniques de la infeccid estafilococcia (182).

Provant altres antibiotics i mesurant la induccid de I'expressio de hla després de I'exposicié a soques
de S. aureus, es va demostrar una forta induccido de l'expressié d’aquest gen a concentracions
subinhibitories de diversos antibiotics betalactamics , incloent les cefalosporines i I'imipenem . Pel
que fa a la clindamicina, es va veure que inhibia I'expressio del gen hla, efecte que en menor grau
també es va apreciar utilitzant macrolids i aminoglucosids (183).

L'exposicié a concentracions subinhibitories de farmacs com el linezolid, clindamicina i acid fusidic
sobre soques productores de PVL i causants d'infeccions de pells i parts toves o pneumonies
necrotitzants, s’ha vist que té el mateix efecte de disminucié en I'expressié del gen hlai en la
produccié de a-toxina. La vancomicina té el mateix efecte, pero la cloxacil-lina podria augmentar la
produccié de PVL (184-186).

Aquests resultats in vitro suggereixen que la produccid de a-toxina també es pot incrementar
juntament amb la produccié de PVL després de I'exposiciéd als antibiotics seleccionats. El dany
endotelial caracteristic en la pneumonia necrotitzant, podria ser conseqiiéncia de I'efecte sinergic de
la combinacié d'aquestes dues toxines i probablement aquests antibiotics que inhibeixen la
produccié PVL serien la millor opcio terapeutica per aquestes infeccions greus (187).

Pel que fa a la produccid de la TSST-1, no hi ha estudis que demostrin que I’ administracié d’ algun

antibiotic pugui intervenir en el increment o reduccid de I'excrecié d’aquesta toxina.

4.3.3 Sistema SOS

Quan els microorganismes estan sotmesos a condicions adverses, com podria ser |’ exposicié als
antibiotics s’activa el denominat “Sistema SOS”. L’activacidé d’ aquest sistema activara els gens
implicats en la reparacid cel-lular i la supervivencia. D’altra banda afavorira la transferéncia
horitzontal d'elements genetics mobils, com plasmids, illes de patogenicitat, bacteriofags,
transposons i sequencies d'insercid, participant de manera crucial en la disseminaciéo de les
resisténcies i factors de viruléncia entre soques (188). Aquesta induccié del sistema SOS s’ ha
observat en exposar el microorganisme a beta- lactamics, fluoroquinolones i trimetoprim (189, 190),
provocant una millor disseminacid, no només de les resistencies, sind també de factors de viruléncia,

convertint-se determinades poblacions en reservoris d’aquests gens.
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4.3.4 Adhesié bacteriana

S.aureus disposa de varies proteines de superficie que faciliten la seva adhesié a components de la
matriu extracel-lular, com la col-lagena, fibrina o fibrinogen i d’ aquesta manera afavoreixen la
colonitzacio de catéters o dispositius ortopédics. S’ha vist que I’ exposicié a certs antibiotics afavoreix
aquesta unid. L' administracié de fluoroquinolones augmenta la secrecié de I'adhesina, i condueix a
una major unié a la fibronectina. També s’ ha descrit una relacié entre la adquisicié del gen mecA i
I’'augment d’aquestes proteines (191).

S’ha relacionat I’ augment de la resisténcia a la vancomicina en soques amb sensibilitat intermitja a
aquest antibiotic (VISA) ,amb una major viruléncia per un augment dels nivells d’adhesié a la

fibronectina.

4.3.5 Persisténcia intracel-lular

Staphylococcus aureus té la capacitat de persistir de manera intracel-lular, fet que te un paper molt
important en la patogénia de les infeccions que causa i que condiciona el seu tractament amb
antibiotics amb activitat intracel-lular.

Excepte en el cas de la rifampicina, I'activitat citotoxica dels antibiotics utilitzats en el tractament de
les infeccions estafilococciques dura mentre dura I'exposicié. Les formes intracel-lulars recuperaran
la seva activitat i fins i tots alguns d’aquests poden provocar I'aparicié de variants intracel-lulars més
invasives, afavorint la persisténcia i la recurrencia (192).

Com s'ha comentat anteriorment, les Small Colony Variants (SCV) s’han relacionat amb I'osteomielitis
cronica i altres infeccions associades a biofilms.

S’ha demostrat que les SCV tenen capacitat de persistir sota la pressié antibiotica o fins i tot de
seleccionar-se i contribuir al fracas terapeutic (193).

Aquestes dues estrategies fan que S. aureus pugui ser altament resistent a I'accié bactericida de la
cloxacil-lina i la vancomicina, fet que demostra la necessitat d’emprar farmacs amb accio
antibacteriana a d’altres nivells. Un exemple seria la rifampicina, farmac amb una bona difusié al
citoplasma cel-lular i certa accid en la formacié del biofilm, ja que és activa enfront de bacteries en

fase estacionaria i és capag¢ d’augmentar I'eliminacio intracel-lular.
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Staphylococcus aureus és un dels agents patogens més versatils i amb major capacitat de causar
infeccions en tot tipus de pacients, donant lloc des de malalties lleus i localitzades de curs benigne
fins a infeccions disseminades de curs greu i fins i tot fatal. La freqliéncia de bacteriémies per
S.aureus intra i extrahospitalaries ha anat en augment en els ultims anys, calculant-se una incidencia
entre el 10-30% (145) amb una taxa de mortalitat al voltant del 15-25% (146) assolint fins al 30% en
algunes séries (174).

L'augment de la freqiéncia de les bacteriemies per S.aureus, aixi com el manteniment en les xifres
de mortalitat associades, esta en relaci6 amb canvis relacionats amb les caracteristiques de
I'hostatger (increment de l'edat i canvis en les malalties de base, augment de la presencia de
dispositius endovenosos o d’altres com els stents nous tipus d'immunosupressid), i també amb
factors especifics de la soca (genoma, factors de viruléncia, facilitat de colonitzacid, patré de
resisténcia antibiotica) i epidemiologiques (portadors, transmissié, insuficient compliment de les
nomes d’asepsia basica). Altres factors com la utilitzacié del tractament antibiotic més adequat, i la
durada d’aquest també influeixen en I'evolucié i en el desenvolupament de complicacions.

D’aqui la importancia de definir una estrategia diagnostica fiable que permeti, a partir de I'analisi de
la preséncia de certs factors de risc, com detectar precogment els pacients amb major probabilitat de
presentar bacteriemia complicada. A més, una correcta avaluacio inicial de I'extensid de la infeccid
pot permetre detectar un focus erradicable, traduint-se en una disminucié de la morbimortalitat.
L'estudi conjunt dels factors depenents del pacient i els factors dependents del microorganisme,
hauria de permetre una millor estratificacio dels pacients per tal de rebre el tractament més ajustat.
D'altra banda, tradicionalment, S.aureus SARM s’havia considerat un patogen nosocomial, pero ja fa
uns anys va sorgir en alguns paisos com una important causa d’infeccions adquirides a la comunitat
(CA-SARM). Una caracteristica d’aquestes soques era que eren portadores d’un cassette cromosomic
SCCmec tipus IV i de la Leucocidina de Panton-Valentine. Aquest factor de viruléncia s’havia associat
epidemioldgicament a major gravetat, presentant-se com pneumonia necrotitzant i infeccions de
pells i parts toves A més, també tenien un patrdé de sensibilitat antibiotica caracteristic, sent només
resistents a cloxacil-lina, a diferencia del patré de SARM intrahospitalari, amb resistencia associada a
altres grups d'antibiotics. Un aspecte important d’aquestes soques és la seva elevada capacitat de
transmissio,arribant a ser les soques més prevalents en algunes arees. En conseqiliéncia, un altre
aspecte preocupant era la disseminacié des de la comunitat cap a I'hospital, podent ser causa de
brots. L'increment descrit en alguns estudis en la poblacié pediatrica fonamentalment relacionada
amb determinats llocs geografics, ha fet que la caracteritzacid molecular de les soques de S.aureus
causants d’infeccions de pells i parts toves en la poblacié del nostre entorn, i establir una possible

relacié amb les caracteristiques de I'hostatger (cliniques o epidemiologiques) sigui essencial alhora
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de dissenyar estrategies de prevencid de la transmissid i poder preveure I'evolucié dels pacients.

Aixi, els objectius d'aquesta Tesi:
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Objectius

1.

Estudi de I'epidemiologia, diagnostic i aspectes clinics de la bacteriémia per Staphylococcus

aureus

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

Estudi dels factors de viruléencia i tipificacid molecular de les soques causants de bacteriemia
per S. aureus de diferents origens

Avaluacié de diferents meétodes rapids d’identificacié i determinacié de la sensibilitat
antibiotica de S. aureus directament de I’'hemocultiu positiu.

Descripcio de les caracteristiques cliniques i epidemiologiques de les bacteriemies per S.
aureus durant un periode de 7 anys

Impacte dels factors de viruléncia i les caracteristiques moleculars de les soques en la

presencia de complicacions derivades de la bacteriemia per S. aureus.

Estudi de I’epidemiologia i aspectes clinics de la infeccié de pell i parts toves per S. aureus a la

poblacié pediatrica

2.1.

2.2,

2.3.

Estudi dels factors de virulencia i tipificacio molecular de les soques causants d’infeccié de
pell i parts toves en nens

Descripcid de les caracteristiques cliniques i epidemiologiques de les infeccions de pell i
parts toves en aquesta poblacio

Impacte dels factors de viruléncia i les caracteristiques moleculars de les soques en la

presentacié clinica de la infeccid cutania
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Objectiu 1. Estudi de I'epidemiologia, diagnostic i aspectes clinics de la bacteriemia per
Staphylococcus aureus

Estudi dels factors de viruléncia i tipificacié molecular de les soques causants de bacteriemia per S.
aureus de diferents origens
Cal abans d’iniciar la descripcié de la metodologia d’estudi tenir en compte com es defineixen les

variables epidemiologiques i cliniques que s’han considerat més rellevants.

Definicions

Servei: Servei medic o quirdrgic on el pacient estava ingressat quan es va produir la bacteriémia o en
el que es va diagnosticar en el cas de les d’origen comunitari.

Origen: Comunitari, succeeix <72 hores abans ingrés d’un pacient que no té contacte habitual amb el
centre hospitalari. Hospitalari, succeeix >72 hores de l'ingrés, tenint en compte que la clinica no
s‘hagués iniciat abans o estés ja present en el moment de I’ ingrés. Relacionat amb el sistema
sanitari, en un pacient que ha estat amb el centre hospitalari en els Ultims 30 dies (dialisi, cirurgia) o
ingressat en un centre de llarga estada.

Bacteriemia complicada: Aquella que en la seva evolucid presenta metastasi séptica en un focus
d’infeccié diferent al primari, via hematogena (endocarditis, osteomielitis vertebral, accident
cerebrovascular embolic, embolies séptiques pulmonars) o extensid local (tromboflebitis, abscessos)
o preséncia de shock septic.

Focus d’infeccié aparent: dividits en erradicables, com catéters venosos i urinaris, abscessos
drenables, marcapassos i empiema o no erradicables com el focus cutani, respiratori, urinari,
endovascular, osteoarticular i meningi.

Evolucié: Es va definir curacié com aquell episodi amb resolucié clinica i sense evidéncia de
recurrencia durant el seguiment; recidiva como aquell episodi que presenta una recurrencia de la
bacteriemia o d’infeccié en qualsevol localitzacié en el periode de seguiment per un S. aureus amb
antibiograma similar. Mortalitat relacionada o atribuible si el malalt va morir amb signes de infeccié
sistémica persistent, hemocultius positius o amb un focus persistent, en abséncia d’altres causes.
Evolucié desfavorable quan apareixen complicacions, recidiva o éxitus relacionat.

Bacteriémia persistent: pacient amb hemocultiu positiu a les 72 hores des del primer aillament.

Seleccid de pacients i recollida de mostres

Estudi prospectiu longitudinal on es van incloure tots el malalts atesos als servei d‘urgéncies,
consultes externes o hospitalitzats amb bacteriemia documentada per S. aureus, durant un periode

de 7 anys. (2002-2009).
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En primer lloc, conjuntament amb el servei de Medicina Interna, es van recollir les dades
epidemiologiques, I'origen (comunitari, nosocomial o relacionat amb [I'assisténcia sanitaria), la
patologia de base, el risc de metastasis septiques (valvulopatia, marcapassos, protesi articular), el
focus infeccié aparent, focus erradicable (desbridament quirurgic, retirada de catéter o cos estrany),
preséncia de complicacions (shock séptic, metastasis septiques), bacteriemia persistent, sensibilitat a
la cloxacil-lina, tractament antibiotic adequat i evolucié.

Simultaniament al laboratori, un cop aillada la soca de S. aureus es van realitzar els estudis
d’identificacio i sensibilitat antibiotica i posteriorment es va congelar la soca a -202C per, en una
segona fase, realitzar el tipat fenotipic, genotipic, deteccido de mecanisme de resisténcia i estudi dels

factors de viruléncia.

Estudis identificacid i sensibilitat antibiotica

Tots els hemocultius eren enviats al Laboratori de Microbiologia pel seu processament rutinari, un
cop arribaven eren incubats al sistema automatic BacTAlerT automatic blood culture system
(bioMérieux, Marcy-I’Etoile, France). Si I’ hemocultiu era positiu es realitzava una tincié de Gram.
Quan en aquesta tincié observavem cocs grampositius amb morfologia d’estafilococ, es realitzava la
determinacid de la coagulasa lliure (en tub) directament del flascé d’hemocultiu. Posteriorment, a
les 4 i 24 hores es feia la lectura, observant la formacié d’un coagul en cas que es tractés d’'un S.
aureus.

Alhora, es realitzava la identificacié bioquimica i sensibilitat antibiotica directament del flascé amb el
Sistema Vitek-2 Compact (bioMerieux).

A més, es realitzava la sembra directa d’'un medi Mueller-Hinton sal amb un E-test de cloxacil-lina i
un disc de cefoxitina, amb lectura també a les 4 i 24 hores.

A les 18-24 hores i a partir de una colonia aillada del microorganisme es realitzava la determinacié de
la coagulasa lligada (DiaMondial Staph Plus Latex Kit) o clumping factor, mitjangant aglutinacid,
utilitzant particules de latex sensibilitzades amb fibrinogen huma, un anticos monoclonal enfront la
proteina A i polisacarids capsulars.

Per cada soca es va determinar la Concentracidé minima inhibitoria (CMI )mitjangant la targeta de
sensibilitat AST-588 del Sistema Vitek-2 Compact (bioMérieux). Aquesta testava els segients
antibiotics: benzilpenicil-lina, oxacil-lina, gentamicina, tobramicina, levofloxacina, eritromicina,
clindamicina, quinupristina/dalfopristina, linezolid, teicoplanina, vancomicina, tigeciclina,
nitrofurantoina, acid fusidic, mupirocina, rifampicina i trimetoprim-sulfametoxazol.

Quan els resultats de sensibilitat a macrolids i lincosamides obtinguts per microdilucid, mostraven
que la soca era resistent a eritromicina i sensible a clindamicina, es comprovava mitjancant el

meétode D-test la possible existéncia d’un fenotip MLSB induible a clindamicina. Per aixo, es
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preparava un inocul de la bactéria amb una terbolesa corresponent a 0.5 McFarland i es sembrava en
un medi Mueller-Hinton. Posteriorment es col-locava un disc de clindamicina i un d’eritromicina a
una distancia de 15-25mm.

Després de 24 hores d’incubacido a 372C es realitzava la interpretacid segons la forma de I'halo
d’inhibicié. L’existencia d’una rectificacié en I'halo d’inhibicié de la clindamicina on es trobava la
eritromicina (D-zona) ens indicava una resisténcia induible a la clindamicina. En aquests casos es va
considerar que la soca era resistent a aquest antibiotic.

La heteroresistencia a glicopeptids es va estudiar mitjancant un screening en un brain-heart infusion
agar que contenia vancomicina a una concentracié de 4 mg/I.

Els resultats de les CMIs obtingudes per microdilucid i de les mesures dels halos d’inhibicié van ser
interpretats seguint els criteris del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Un cop realitzats aquestes proves d’identificacié i deteccid del patré de resistencia fenotipic, les

soques estudiades es congelaven a -20°C.

Tipificacié Staphylococcus aureus

Tipificacio fenotipica mitjangant Fagotipia
En una primera fase es va realitzar al Centro Nacional de Microbiologia, la tipificacié de les 128
soques de S. aureus causants de bacteriemia recollides fins a aquell moment, seguint el protocol

utilitzat en aquest centre de referencia.

1. Propagacio del joc internacional de fags

Els fags utilitzats per realitzar la fagotipia al laboratori de Centre Nacional de Microbiologia es van
propagar a partir del joc basic subministrat pel Laboratori Internacional de Referencia de Fagotipia de
Staphylococcus aureus a Colindale (Central Public Health Laboratory, Londres), que consta de 23 fags.

Aquests fags s’agrupen en quatre fagogrups, quedant distribuits de la seglient manera:

Fagogrup Fago

I 29 52 52A 79 80

I 3A3C55 71
" 6 42E 47 53 54 75 77 83A 84 85
\% 94 96

No clasificacio 95

No clasificacio 81

A més dels fags es van incloure soques propagadores d’aquests , que es designen amb el mateix
numero que el fag, excepte la soca 52A/79. Es van utilitzar soques amb fagotipia coneguda per tal de

realitzar els controls; W57, 1030, 2009, 18042.
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2. Determinacio del RTD (“Routine test dilution”)

Abans de la propagacié del fag, es va calcular la seva RTD, titulant-lo sobre la soca propagadora. Per
dur a terme la titulacio es va inundar la placa d’agar comu 1:1 amb un cultiu de la soca propagadora,
retirant-se I'excés de liquid. Un cop seca es van col-locar dilucions creixents del fag que voliem titular
de 10" a 107.

Després d’incubar durant 18 hores a 302C, observavem la presencia de plaques de lisi, considerant-

ne RTD la maxima concentracio a la que véiem confluéncia de la lisi.

Cl: lisi confluent

++: 50 plaques de lisi
+: 20-50 plaques de lisi
+/-: <20 plaques de lisi

3. Propagacié en medi solid

Es va realitzar mitjangant el metode de I'agar semisolid descrit per Swastrom et al (1951). Vam
escalfar un tub d’agar semisolid distribuit en 6mL per fondre’l , deixant-lo refredar a 452C. Aleshores
vam afegir:

* 0.6mL d’un cultiu en brou comu de la soca propagadora crescuda a 372C durant 4 hores en

agitacio.

* 0.6mL del fag diluit a la seva RTD

* 0.25mL de clorur calcic al 1%
Aguest contingut es va distribuir sobre una placa i es va incubar durant 18h a 302C. Després d’aquest
temps es va recuperar del creixement de la placa el fag.
Aix0 es va fer afegint 15 mL de brou comu i utilitzant una pipeta Pasteur doblegada en angle recte, es
va recuperar arrossegant-la per tota la superficie. La suspensio recollida es va centrifugar a 5000
r.p.m. una horai el sobrenedant recuperat es va filtrar amb unes membranes de 0.22 pum.
Finalment es va fer una nova titulacié dels fags sobre la soca propagadora i no es van conservar
aquells que no arribaven al titol esperat. D’aquesta manera els fags recuperats es poden conservar a

4 oC fins a la seva utilitzacié.
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4. Espectre litic

Cada fag propagat es va enfrontar amb 20 soques patré per comprovar el seu espectre litic. Aixi es
comprova qualsevol modificacié que hagi pogut succeir durant la propagacio.

L’espectre litic es determina segons la descripcid de Blair et Williams (1961) (194).

Cada fag es va titular enfrontant-lo sobre les soques del joc: 29, 52, 52A/79, 80, 2009, 3A, 3C, 71,
8719, 42C, 42E, 47, 53, 54, 75, 77 i es va comparar els titols obtinguts amb el titol sobre la soca
propagadora.

Posteriorment es van avaluar els titols en una escala de 1 a 5. El nimero 5 s’adjudicava a aquelles
soques en qué el titol obtingut era el mateix en els dos casos, el 4 a aquelles en que el titol era 10™ o
102 menor, el 3 a titols 10> o0 10™ i aixi successivament. En aquells casos en qué I'espectre litic no
coincidia amb el conegut es desestimava la conservacid d’aquests fags.

Un cop obtinguts els nous fags propagats es conservaven a 42C, a partir d’ells es preparaven les

dilucions del RTD i 100X RTD per fer la fagotipia amb les nostres soques problema.

5. Fagotipat soques problema

El Fagotipat es va realitzar en primer lloc al 100x RTD. Cada soca s’inoculava en un brou comu a
partir d’un cultiu pur a 372C i es posava durant 4 hores en agitacid. Després d’aquest temps i un cop
crescut el cultiu, es va inocular en un agar comu 1:1, assecat previament a 372C durant 2 hores.
Novament es va deixar assecar durant 15 minuts i es va inocular 20ul de cada un dels fags en una
distribucié determinada. (figura 1. Disposicié de fags a la placa) Un cop les gotes amb cada fag
estaven seques, s’incubaven a 372C durant 18 hores i posteriorment es realitzava la lectura.

Per realitzar la lectura es va tenir en compte quin és el patrd de lisi que cada soca presenta enfront
del joc internacional de fags, classificant-se en fagogrups tal com s” ha descrit anteriorment.

En alguns casos ens podiem trobar un subgrup de soques no tipables, és a dir,que no s’obtenia lisi
amb cap fag o bé per d’altra banda, soques que mostraven lisi amb els fags 95 6 81, que no
s’assignaven a cap fagogrup i quedaven denominades amb el nom d’aquests fags.

Aquelles soques que combinaven fags del Fagogrupl i Fagogruplll, s’interpretaven com Fagogrups
mixtes, aquelles que mostraven un perfil de lisi corresponent al Fagogrup | i al 95, s"Tanomenaven
com 1/95

Com van descriure Williams et al (1952)(70) es poden trobar petites diferencies en el fagotip de
cultius individuals de la mateixa soca. Aquests autors van suggerir I aplicacié de la “norma de les
dues diferéncies”, segons la qual, quan dos cultius presenten dos o més diferencies, la probabilitat
que siguin d’un origen comu és menor del 5%. Aixi, la fagotipia sera capa¢ de reconeixer soques

diferents, pero si obtenim patrons iguals indicara una probable identitat, mai segura (70).
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6. Controls de qualitat

Per tal de garantir la reproductibilitat de la técnica es va realitzar controls amb soques amb patré

polivalent i conegut, en aquest cas les utilitzades van ser les 1030 i W57.

7. Tecnica Fagotipia inversa

Teécnica realitzada segons el métode de DeSaxe i Notley per induccié de profags o fags lisogénics amb
Mitomicina C.

Cada soca problema es va fer créixer en un brou comu durant 18 hores, aquest cultiu es va diluir 1/3 i
incubar al bany a 372C durant 30minuts.

Un cop passat aguest temps es van afegir 100ul de Mitomicina C per obtenir una concentracié final
de 0.5pg/mL. Posteriorment es va incubar novament a 372C durant 30 minuts i després es va
centrifugar a 5000 rpm 15 minut, descartant el sobrenedant. El sediment es va resuspendre en 2 mL
de brou comu i es va incubar 90 minuts més a 372C, per tal de permetre I'alliberacié dels fags de les
restes bacterianes, centrifugant a 5000 rpm 15 minuts més i recollint el sobrenedant vam obtenir els
fags induits resuspesos. A partir d’aqui realitzarem la mateixa técnica que la fagotipia directa i
estudiarem el patrd de lisi que produeixen sobre les soques propagadores, inoculant 20 ul de cada

soca . Utilitzarem com a control les soques 1030, W57, 2009, 18042.

Tipificacié molecular i Deteccié Factors de viruléncia

Un cop realitzats els estudis d’identificacio, sensibilitat antibiotica i fagotipat es va dur a terme la
tipificacié molecular i la deteccié molecular d’alguns factors de viruléncia.

Per a realitzar aquestes técniques es va seguir un procés inicial comu, mitjangant el qual obtenim el
DNA de cada soca.

Preparacio de I'extracte de DNA

Per cada soca i a partir d’un cultiu pur, vam resuspendre amb una nansa de 10 ul en un eppendorf
amb 100ul d’una solucié d’extraccié (10% EDTA 0.1M; 1% Tris HCl 1M pH 7.5; 88.6 % de aigua lliure
de nucleases; 0.4% Lisostafina 2000U/ml).

Un cop fet aix0, aquests eppendorf es van introduir a un termobloc durant 30 minuts a 372Ci a
continuacié 10 minuts a 1002C. Es va deixar refredar i es va afegir 900 ul d’aigua lliure de nucleases.
Es va barrejar bé amb vortex i finalment es va centrifugar a 13.000rpm durant 10 min. Al
sobrenedant obtingut és on es troba el DNA bacteria.

Aquest DNA es congelava a -202C si en aquell moment no s’utilitzava.
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Determinacio de la preséncia del gen pv/

En les soques de bacteriemies SARM es va estudiar la preséncia de la Leucocidina de Panton
Valentine. Aquesta toxina esta formada per dues subunitats que sén codificades per dos gens LukKF-
PVi LukS-PV. La deteccid d’aquests gens es va realitzar mitjancant una PCR descrita per Lina et al.

La seqliéncia dels primers per la deteccio de la PVL era la segiient:

luk-PV-1, 50-ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-30

luk-PV-2, 50-GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC- 30

Dissenyada d’acord amb la seqliencia del GenBank: X72700 i ABO067796, que donen un amplicé de
433pb (195).

A més com a controls es van incloure cebadors per amplificar una seqiiencia especifica de S. aureus
(sau) i del gen mecA . Aquestes van ser:

sau 1, AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG

sau 2, CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA

mecA 1, GTA GAA ATG ACT GAA CGT CCG ATAA

mecA 2, CCA ATT CCA CATTGT TTC GGT CTAA

Donant lloc a un producte de amplificié de 107 pb (196).

Per tal de fer la barreja d’amplificacié vam dispensar 2 ul del primer luk-PV-1 i 2 ul del primer luk-PV-
2 ,amb 1 pl del primer sau 1 i 2 ul del primer sau 2 pl, amb 12 pl de aigua lliure de nucleases. Un
total de 22 pl, al que se’ls va afegir 3 ul del DNA de cada soca. Tot aixo en un tub de Pure Tag Ready
To Go amb les seglients condicions de PCR; 5 minuts a 942C, 30 cicles de 30 segons a 942C, 30 segons
a 559C, 60 segons a 729C, per ultim una fase de extensié de 7 min a 72°C.

Per la deteccio es va preparar un gel agarosa al 2% (100ml de TAE 1X + 2grams de agarosa MS8), on
es carreguen 7uL de tampd de carrega i 10uL del DNA de cada mostra. Posteriorment tenyiem

durant 10 minuts amb bromur d’etidi i es feia la lectura.

Determinacié de la preséncia del gen mecA i analisi del polimorfisme associat al Staphylococcal
cassette chromosome (SCCmec) i subtipat del SCCmec IV (subtipus IVa 6 IVc)

A les soques de S. aureus resistents a la meticil-lina es va determinar preséncia del gen mecA i tipus
de SCCmec mitjancant una reaccié de PCR, basant-nos en el métode descrit per Oliveira et al (154)

El gen mecA codifica per un PBP2a, regulat per dos gens, mecl i mecR1. El primer codifica la proteina
represora de la transcripcié del gen mecA, mentre el segon actua com a regulador de la senyal de
transduccié d’aquest gen. Per tal que el gen mecA sigui transcrit, el B-lactamic s’ha d’unir al domini
receptor d’'una proteina de membrana codificada pel gen mecR1, aix0 indueix una proteasa
autocatalitca que inactiva el repressor amb la quam cosa I'operador de mecA queda lliure i pot

expressar la PBP2a (83).(Figura 17)
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Figura 17 . Mecanisme induccié resisténcia meticil-lina

S’han descrit diferents classes variants genetiques del complex mec, que inclou en gen mecA, els

gens reguladors (mecl i mecR1) i les seqiiéncies d’insercio 1S431i151272.

Classe de complex mec Estructura

A 1S431 -mec A-mec R1-mec|

B 1S431 -mec A-Amec R1-1S1272

C1 1S431 -mec A-Amec R1-1S431 (two 1S431 s were arranged in the same direction)

Cc2 1S431 -mec A-Amec R1-1S431 (two 1S431 s were arranged in the opposite direction)
D 1S431 -mec A-AmecR1

E blaZ-mec ALGA251 -mec R1LGA251 -mec ILGA251

Figura 18 . Classes del complex mec

D’aquesta forma el gen mecA forma part d’una illa gendmica coneguda com Staphylococcal cassette
chromosome (SCCmec), integrada dins el cromosoma de S. aureus. No es coneix amb exactitud el
mecanisme d’adquisicio, perd existeixen dos gens, ccrA i ccrB, presents en |'element SCCmec, que
codifiquen per dues recombinases que sén capaces d’escindir-lo o integrar-lo en el cromosoma.

S’han descrit diferents tipus de SCCmec en funcié de les caracteristiques dels gens ccr i de les seves
sequencies adjacents, de la variabilitat del complex mecA i els seus gens reguladors i de determinants
genetics adquirits com a resultat de |'adquisicid de plasmids i transposons. Fins al moment, es
coneixen 11 tipus de SCCmec i diferents subtipus, en base a la seqliencia de les seves regions J

(junkyard)
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Classe SCCmec gens ccr Classe de complex mec
| 1(ccrAlccrB1) B
1} 2 (ccrA2ccrB2) A
n 3 (ccrA3ccrB3) A

v 2 (ccrA2ccrB2) B
\' 5 (ccrC) Cc2
Vi 4 (ccrA4ccrB4) B
Vil 5 (ccrC) C1
Vil 4 (ccrAdccrB4) A
IX 1 (ccrAlcerB1) C2
X 7(ccrAlccrB6) C1
XI 8(ccrAlcerB3) E

Figura 19. Tipus SCCmec en funcid tipus gens ccr i complex mecA.

La seqliencia dels primers i les condicions de PCR utilitzades per la determinacio del tipat del SCCmec
va ser la descrita per Oliveira et al (154).

Un cop vam tenir el subtipus de SCCmec, varem fer el subtipat del SCCmec tipus IV. Per realitzar-lo

vam utilitzar els primers descrits per Milheirico C et a (154).
Primer Primer sequence (5'>3’) Primer specificity
ccrB2 F CGAACGTAATAACATTGTCG

ccrB 2 (internal positive control)
ccrB2 R TTGGCWAT ACGATAGCC
JIVaF ATAAGAGATCGAACAGAAGC
Type IVa
JIVaR TGAAGAAATCATGCCTATCG
JIVbF TTGCTCATTTCAGTCTTACC
Types IVb and IVF
JIVbR TTACTTCAGCTGCATTAAGC
JIVCF CCATTGCAAATTTCTCTTCC
Types IVcand IVE
JIVCcR ATAGATTCTACTGCAAGTCC
JIVdF TCTCGACTGTTTGCAATAGG
Type IVd
JIVAR CAATCATCTAGTTGGATACG
JIVgF TGATAGTCAAAGTATGGTGG
Type IVg
JIVgR GAATAATGCAAAGTGGAACG
JIVh F TTCCTCGT CTGAACG
Type IVh
JIVhR CAAACACTGATATTGTGTCG

Figura 20 . Subtipat SCCmec IV

Per tal de fer la barreja d’amplificacié vam dispensar 2 ul del primer IVa FilVa R més 1 ul de la resta
de primers, amb 2 pl de aigua lliure de nucleases. Un total de 22 pl, al que se’ls va afegir 3 pl del DNA
de cada soca. Tot aixd en un tub de Pure Tag Ready To Go amb les seglients condicions de PCR; 4
minuts a 942C, 35 cicles de 30 segons a 949C, 30 segons a 482C, 2 minuts a 722C, per ultim una fase
de extensié de 4 min a 72°C.

Per la deteccid es va preparar un gel agarosa al 2% (100ml de TAE 1X + 2grams de agarosa MS8), es
carreguen 7 pl de tampod de carrega i 10 pl del DNA de cada mostra. Posteriorment tenyiem durant

10 minuts amb bromur d’etidi i es feia la lectura.
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Determinacié de la preséncia de I'element genétic mobil denominat ACME (Arginine Catabolic
Mobile Element)

Aguest element és un fragment que es troba situat al gen orfX, adjacent al SCCmec, codifica una ruta
de metabolisme de I'arginina (arginina deaminasa) i I’'operd opp-3 (operon oligopeptide permease).
La seva deteccié es va dur a terme mitjangcant una PCR que utilitzava cebador amb les seglients
sequencies:

arcA R, 5-TGCTAACTTTTCTATTGCTTGAGC-3’

arcA F, 5'- GCAGCAGAATCTATTACTGACC-3’

Per fer la barreja d’amplificacié vam utilitzar per cada soca un tub amb la Pure Tag Ready To Go®
amb 2 pl de cada primer, 18 ul d’aigua lliure de nucleases 3 ul de I'extracte de DNA.

Un cop realitzada la Master Mix es va dur a terme I'amplificacié amb les seglients condicions de PCR;
5 minuts a 952C, 10 cicles de 30 segons minut a 942C, 30 segons a 6029C, 45 segons a 722C, 25 cicles
de 30 segons minut a 942C, 30 segons a 522C, 45 segons a 72°C.

Per la deteccid es va preparar un gel agarosa al 2% (100ml de TAE 1X + 2grams de agarosa MS8), es
carreguen 7L de tampd de carrega i 10uL del DNA de cada mostra. Posteriorment tenyiem durant
10 minuts amb bromur d’etidi i es feia la lectura.

Seqiienciacio del gen de la proteina A (spa typing) per la caracteritzacié de S. aureus resistents i

sensibles a meticil-lina utilitzant BURP analisis (based-upon-repeat-pattern)

Reaccié d’amplicacio

A partir de I'extracte de DNA i per realitzar I'amplificacié per PCR de la regié X del gen de la proteina
A, es va utilitzar per cada aillat un tub Pure Tag Ready To Go®(Amersham biociences) que conté un
liofilitzat amb les concentracions optimes de dNTPs, CI2Mg i polimerasa).

Els primers utilitzats son (77).

spa F 5 - TCA AGC ACC AAA AGA GGA AGA -3’

spa R 5- GTT TAA CGA CAT GTA CTC CGT TG-3’

Per fer la barreja d’amplificacié vam utilitzar per cada soca 1 pl de cada primer, 18 pl d’aigua lliure de
nucleases, 20 ul de Pure Tag Ready To Go® i 5 ul de I'extracte de DNA. Un cop realitzada es va posar
al termociclador amb les seglients condicions de PCR; 5 minuts a 802C, 35 cicles de 45 segons minut a
949C, 45 segons a 602C, 90 segons a 722C. Finalment, una fase de extensié de 10 min a 72°C.

Per comprovar que teniem producte amplificat realitzavem un gel d’agarosa al 2% (100ml de TAE 1X
+ 2grams de agarosa MS8). Les mostres que mostraven banda, es purificaven per posteriorment fer

la reaccid de seqlienciacié.
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Purificacid del producte de PCR
Vam afegir en un eppendorf 5 ul del producte de PCR i 2 pl de ExoSAP-IT (GE Healthcare Life Science).
Novament els vam introduir al termociclador durant 15 minuts a 372C per degradar els primers i els

nucleotids que no han quedat units i un segon de 15 minuts a 802C per inactivar ExoSAP-IT.

Reaccid de Segqiienciacio

La seqlienciacié del producte amplificat i per tant de la regié X de la proteina A de cada mostra es va
dur a terme mitjancant un sistema basat en el metode Sanger i utilitzant el The BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit® (Applied Biosystems) que conté la barreja necessaria per la reaccid. Cada
reaccié ha d’incloure els primers que hibridin amb els dos extrems i de manera bidireccional amb el
fragment a seqiienciar, aixi es preparaven dues barreges d’amplificacid, una barreja forward i una
reverse que contenien; spa F: 1 ul primer spaF, 6 pl de aigua lliure de nucleases, 2 ul de producte
purificat i 1 ul de BigDye, spa R: 1 pl primer spaR, 6 pul de aigua lliure de nucleases, 2 ul de producte
purificat i 1 ul de Big Dye.

Seguidament es van introduir al termociclador i es van sotmetre al programa de seqlienciacié que
consistia en 25 cicles de desnaturalitzacié de 10 minuts a 962C, una extensid de 4 minuts a 602C.

Els productes de la reaccié de seqlienciacid van ser passats per una columna de Sephadex G-50 per
tal de retirar els dideoxiNTPs fluorescents no incorporats, les seqliéncies es van obtenir mitjancant el

sequenciador del CNM 3130 Genetic Analyser® (Applied Biosystems)

Assignacio spa tipus i analisi BURP i assignacié eBURST

Les seqliencies de DNA es van analitzar amb el StaphType software® (Ridom). Aquest construeix una
seqiiéncia consens, que automaticament detecta les repeticions spa, els assigna un codi alfanumeric i
en funcié del perfil de repeticions assigna el spa tipus.

Aquelles soques que tenien el mateix spa tipus es consideraven indististingibles. Es va utilitzar
I'algoritme BURP del StaphType Software® per classificar-los dins d’'un mateix cldster aquell que
tenien un spa-tipus similar. Aixi doncs, s’agrupaven dins un mateix cluster aquells que aplicant
I'algoritme s’obtenien diferéncies entre ells menors 6 igual a 6. Els clusters reben el nom utilitzant les
sigles CC (complex clonal) seguit del numero corresponent al spa tipus de la majoria dels seus
components.

Agquells spa tipus amb una longitud menor a 5 repeticions quedaven exclosos de I’analisi BURP i no
s'incorporaven a cap cluster. Quedaven definits com “excluded” aquells que no quedaven
representats per un nombre suficient de soques; es denominaven “no founder” i aquells que no

presentaven la suficient similitud amb un altre spa tipus es denominaven “singletons”.
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Aquest software ens permetia també realitzar automaticament I'assignacié eBURST per cada spa
tipus i ens donava una idea de l'origen filogenetic. Aixi els spa tipus quedaven agrupats en nous
clusters, també definits amb el CC seguit d’un nimero.

StaphType software® disposa duna base de dades que mostra quins tipus de ST es corresponen més
freqlientment a un spa tipus, amb quines altres nomenclatures es veuen reflectits a la literatura i

quin és el seu percentatge a nivell mundial o per zones geografiques. (Figura 21).
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Figura 21 . Imatge de la web Ridom Spa server. Spa-types

Electroforesi en camp pulsant (PFGE)
Vam realitzar aquesta técnica de tipificacié de les 28 soques de SARM on s’havia confirmat

préviament la preséncia del gen mecA i en les 90 soques SASM.

Preparacio dels gels agarosa

A partir dun cultiu pur i amb una nansa calibrada de 10 ul , es va resuspendre cadascuna de les
soques de S. aureus en un tub eppendorf amb 1 ml de buffer SE (10mM Tris HCI, 10mM EDTA, 10mM
EGTA, 1M CINa pH7.5).

Per tenir una concentracié cel-lular igual per cada soca, es van transferir 0.4ml de cada suspensid
inicial a un tub Greiner que contenia 4.6 ml de buffer SE.

Posteriorment es mesurava I'absorbancia (420nm) de cada suspensié mitjancant un
espectrofotometre. Amb I'ajuda d’una corba de calibrat estandarditzada es determinava quina era la
qguantitat que calia afegir, tant de la suspensid bacteriana com de buffer TE per tal d’obtenir un
volum final de 0.5 ml amb una concentracid bacteriana final de 109 ufc/ml.

Seguidament aquests tubs eppendorf els vam posar durant 5 minuts al bany a 562C. Posteriorment
vam transferir 0.5ml d’agarosa al 1% en buffer SE (préviament fosa a 562C) a cada eppendorf i ho

barrejavem varies vegades, fins a comprovar la seva homogeneitzacio.
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A partir de cada tub podiem utilitzar 0.5ml per fer tres blocs de agarosa. Aquests els deixavem a la

nevera fins a la seva homogeneitzacié complerta.

Lisi bacteriana

Vam agafar tants tubs Bijoux com mostres teniem i vam afegir 1 ml de Solucié de lisi bacteriana
composada per: 1ml buffer pre-lisi (6mM Tris HCI, 100mM EDTA, 1M CINa, 0.5% Brij 59, 0.2%
Deoxicolat sodic, 0.5% Lauril Sarcosil, pH7.5), 1.5ul de Lisostafina 20 U/ul i 500 pgr de Lisozima
44700U/mg de proteina.

Amb I'ajut d’'una nansa es van alliberar els tres blocs d’agarosa del motllo i es van introduir dins el
tub Bijoux amb 1ml de la solucid de lisi, mantenint-se a 372C durant tota la nit.

Al dia seglient es va eliminar la solucié de lisi amb una pipeta Pasteur i es va afegir la solucié de
proteolisi, preparada amb; 1 ml de buffer lisi (0.5 mM EDTA, 20mM EGTA, 1% Lauril Sarcosil pH9) i
1.5 pl de proteinasa K 50mg/ml.

Aquests tubs es van incubar al bany a 562C durant tota la nit. Al dia seglient es va eliminar la solucid
de proteolisi i es van realitzar quatre rentats amb buffer TE (10mM Tris HCI, 0.1M EDTA, pH7.5),
deixant-se entre cada rentat 30 minuts a 4°C.

Un cop rentats, aquests blocs es podien quedar a 42C, fins un periode maxim de 6 mesos, canviant el

buffer TE cada mes.

Digestio

Per comencar la digestié vam fer servir un bloc d’agarosa per cada mostra. En una placa de petri vam
tallar la meitat del bloc i el vam introduir dins d’'un eppendorf amb 100 ul de solucié d’estabilitzacio
(10% buffer Y amb BSA en aigua lliure de nucleases), deixant incubar 30 minuts a 42C. Posteriorment
eliminavem la solucid per tal d’afegir 100ul de solucié de digestio, constituida per : 10% buffer Y, 4%
Smal 10U/ pl en aigua lliure de nucleases i ho incubavem durant 3 hores en un termobloc a 309C.
Passat aquest periode, es van afegir 100 ul de buffer TE a cada eppendorf per tal de detenir I'activitat

enzimatica.

Electroforesi

En un primer pas vam preparar el gel d’agarosa al 1% en buffer TBE 0.5x (45mM Tris, 45mM Ac boric,
1 mM EDTA; pH8.4). Aixi en 150 ml Buffer TBE 0,5x vam afegir 1,8 gr agarosa PFG. Utilitzant una
pinta en aquest cas de 30 pouets i un marcador de pes molecular a ambdds extrems del gel.

Cada meitat de bloc es va posar a un dels pouets fet a I'agarosa. A la part inferior, adherit al gel.

Posteriorment es va omplir el que quedava dels pouets amb I'agarosa utilitzada per fer el gel.
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El gel es va submergir a la cubeta de I'aparell de camp polsant denominat CHEF-DRIII (BioRad),
préviament en aquest s’havien afegit dos litres de Buffer TBE 0,5x. Les condicions d’ electroforesi
serien; temperatura de 122C, gradient de voltatge de 6V/cm i dos blocs de polsos. El primer bloc de

10 hores amb polsos de 5 a 15 segons i el segon bloc de 13 hores amb polsos de 15-60 segons.

Tincio del gel

Un cop acabada l'electroforesi, es va retirar de la cubeta i es va submergir el gel en una solucié de
bromur d’etidi, en la foscor durant una hora, sense agitacié. Posteriorment vam eliminar el bromur i
afegint aigua destil-lada es va deixar amb agitacié durant dues hores.

Un cop passat aquest temps es va col-locar el gel al lector Gel-Doc XR i es va visualitzar mitjangant
llum ultraviolada.

El patré de bandes es va analitzar comparant-lo amb els patrons de la llibreria de soques de la Unitat

de Infecciones Intrahospitalarias del Centre Nacional de Microbiologia. (Figura 22).
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Figura 22 . Patré de bandes obtingut mitjangant PFGE

Tipificacié molecular mitjangcant microarrays. StaphyType kit de Clondiag Chip Technologies

A partir de la soca congelada a -202C,es va realitzar una sembra en agar sang i després d’'una
incubacié a 372C amb 5%C02 durant 18-24 hores es va realitzar la tipificacié genotipica (gens de
resisténcia i factors de virulencia) i la tipificacid molecular, mitjancant la plataforma de microarrays
StaphyType kit de Clondiag Chip Technologies.

La versié del kit utilitzada en aquell moment contenia 334 sondes que corresponen a 185 gens i les
seves variants al-leliques. Permet la deteccid de gens que codifiquen per marcadors d’espécie,
determinants de resisténcia, exotoxines, superantigens, proteines d’adhesid, tipus capsulars, gens

reguladors com els diferents tipus de agr i factors de viruléncia que actuen evadint la immunitat
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innata. Per un altre banda, la técnica també permet determinar el tipus de SCCmec i en un elevat
nombre de soques, el CC al que pertany la soca estudiada.

El protocol de la tecnica es va realitzar segons instruccions del fabricant i seguint els seglients passos:
En una primera fase es va realitzar I'extraccié de DNA.

Préviament, a partir d’'una sola colonia de S. aureus es va fer un pretractament mitjancant un Cell
Lysis buffer, seguint el seglient protocol; agafant un eppendorf A2 proporcionat pel propi kit per cada
soca, es reconstituia el liofilitzat amb 200 pl de la solucié A1, un cop feta la barreja s’afegia un “loop”
(nansa 10ul) de la soca. Aquest tubs s’incubaven durant 60 minuts a 379C en agitacié (550rpm),
posteriorment s’afegien 25 pl de proteinasaK i 200 ul de solucié AL i s'incubaven durant 60 minuts a
562C en agitacio (550rpm).

A partir d’aquest pas es va seguir el protocol d’extraccié descrit al manual del DNAeasy
Blood&Tissue Kit de Qiagen i que segueix els seglients pasos; s’afegia a cada eppendorf 200 pl
d’etanol absolut, es vortejava i es feia un spin. Es passava tot el volum per la columna d’extraccié i es
centrifugava 1’ a 6000G, posteriorment tiravem el tub col-lector amb I’eluit i se’n posava un de nou,
afegiem 500 ul de la solucié Al i centrifugavem 1’ a 6000G, tornant a canviar el col-lector i s’afegien
500 pl de solucié A2 i centrifugant 3’ a 20000G. Finalment canviant el col-lector de nou s’afegien 50
pl de solucié AE i es deixava durant 5 minuts a temperatura ambient. Posteriorment feéiem una
ultima centrifugacio de 1°a 6000 G, obtenint I'eluit de la mostra.

A partir del DNA extret es realitzava la reaccié d’amplificacié mitjangant una PCR lineal marcada amb
biotina-dUTP.

Per a la preparacid de la barreja d’amplificacié s’afegien 4,9 ul del reactiu B1+ 0,1 pl del reactiu B2
per cada mostra i finalment 5 pl del DNA extret de cada soca, amb un volum final de 10 ul.

Les condicions de PCR eren les seglients: pre-escalfar la tapa del termociclador a 1052C, 1 cicle de 5
min a 962C, 45 cicles de 20 segons a 502C, 30 segons a 722C, 20 segons a 96°C.

Un cop amplificat el DNA es va realitzar la fase d’hibridacid, per tal de transferir-lo a la membrana
del microarray, on el producte d’amplificacié podia unir-se amb les sondes especifiques per cada un
dels determinants a detectar.

Aquesta fase també consta de diferents pasos dividits en; pre-washing o fase de rentats de les tires
de pouets on es troba la matriu del microarray, mitjancant aigua ultrapura. Després de quatre
rentats s’afegien 100 ul de buffer C1 i s’'incubava al termoagitador thermomixer durant 2 minuts a
552C a 550 rpm, descartant-lo posteriorment.

Entretant, preparavem les mostres, afegint 90 pl de buffer C1 a cada un dels tubs eppendorf que
contenien els 10 pl de la barreja d’amplificacié.

Per a realitzar el procés d’hibridacio es transferia la barreja d’amplificacié (90 pl C1+10 pl producte

PCR) a cada pouet amb la matriu, tapant-lo seguidament. S’incubava durant 1 hora a 552C i 550rpm.
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Posteriorment es descartava el buffer C1 i s’afegien 200 pl de buffer C2, es realitzaven 4 rentats i es
descartava finalment tant el buffer C2 com les restes de DNA que es podia haver unit de manera
inespecifica.

Per tal de fer la deteccié del producte d’hibridacié, s’afegia una barreja de conjugat d’estreptavidina
peroxidasa que s’incubava en contacte amb la membrana del microarray. Aquest conjugat s’unia a
través de I'estreptavidina a la biotina present als productes amplificats, que a la vegada estaven units
a les sondes. L’activitat de la peroxidasa provocava I'aparicié d’un producte insoluble que precipitava
a les zones de I'array on s’havia produit I” hibridacio.

La lectura i interpretacio de la lectura es va realitzar mitjangant I'aparell Array Mate (Alere, Jena,
Alemanya). Aquest mesura la llum transmesa i d’aquesta manera detecta i quantifica el precipitat
que s’ha format en hibridar el DNA amb les sondes especifiques.

Posteriorment es captura la imatge de la membrana del microarray. A continuacid i gracies a un
software especific proporcionat pel fabricant es feia la interpretacié dels resultats, comparant-los
amb la lectura dels controls i els marcadors d’espécie. Un cop interpretats els resultats s’emetia un

informe amb la relacid dels gens estudiats.

Estudis fenotipics d’alguns factors de viruléncia

1. Deteccidé de 'expressio de I’hemolisina a.

La a toxina, també denominada hemolisina a esta codificada pel gen hla i s’ha descrit I'associacid
entre els nivells d’expressié i diferents CC de S.aureus (197). L'expressid d’aquesta toxina esta
regulada pel sistema agr i saeR/S. El gen hla esta present en totes les soques i clones de S.aureus, per
tant és la deteccié de la seva expressid, mitjancant la produccié de hemolisina a la que es relaciona
amb la severitat de les manifestacions cliniques, tal i com es mostra en estudis en models animals
per deteccid directament de la proteina hla (198, 199). Per aquesta rad, s’ha desenvolupat un assaig
basat en una reaccid antigen-anticos que permet determinar la concentracié d'alfa hemolisina
alliberada pel microorganisme (197). Es van desenvolupar un conjunt d’anticossos monoclonals
enfront diferents epitops de la hemolisina a. Es va utilitzar una toxina a (HT101; Toxina Tecnologia,
Sarasota, Florida, E.E.U.U) procedent d’una soca de S.aureus Wood 46 (CC97 MSSA) que va ser
exposada a diferents fags. Un cop obtinguts els anticossos enfront aquesta toxina es va seguir el
mateix procediment de purificacid que en desenvolupament de la tecnica per la deteccié de PVL
(200). En el disseny de I'array de proteines, es van escollir 3 tipus d'anticossos a 9 concentracions
diferents, i posteriorment es van immobilitzar a la matriu de l'array, de tal manera que ens va

permetre detectar quantitativament la concentracié d‘hemolisina a produida per S.aureus. Per
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d’altra banda, el perfil de B-hemolisi produit per les soques també s’ha relacionat amb [’activitat de

I’'hemolisina a (201).

2. Estudi de la funcionalitat de 'operd agr.

En el context del Projecte FIS, PI13/01418 (Caracteritzacié del cicle de vida intracel-lular de
Staphylococcus aureus. Implicacions en I’evolucid i el tractament de les infeccions estafilococciques) i
en el context dels estudis de doctorat de Meissiner Gomes Fernandes: Doutorado no
exterior na/o UNIVERSITAT AUTONOMA DE BARCELONA “Ministérioa da Educagao-Coordenagao de a
perfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior-CAPES”, en relacié a I'estudi de I'expressié d’alguns
factors de viruléencia mitjancant tests fenotipics, algunes soques de S.aureus procedents de malalts
amb bacteriémia es van incloure en els assajos de funcionalitat del sistema regulador accessory gene
regulator (agr). L'operd agr és un dels sistemes de "Two components regulatory systems" que
coordina entre d'altres I'expressié de certs factors de virulencia com la & hemolisina, que es troba
codificada a la molecula RNAIII, que es la molécula efectora de I'operd (202). S'han descrit 4 variants
al-leliques de l'opero: | a IV, i s'ha proposat una correlacié amb la severitat (203). La 6 hemolisina, es
una toxina de la familia de les PSMs tipus a, i té amb una important activitat quimiotactica,
proinflamatoria i leucocitolitica (204). Igual que la majoria de les PSMs esta present en totes les
soques de S.aureus, perque es troba codificada al genoma core (34). La disfuncid del sistema agr s’ha
relacionat amb la persisténcia bacteriana i la disminucié de la sensibilitat a glicopeptids (205). Alguns
estudis també han implicat aquesta disfuncié en un augment de la mortalitat dels pacients amb
bacteriemia (206, 207). S’han desenvolupat tests fenotipics que permeten valorar I'expressié de 6
hemolisina i per tant de forma indirecta valorar la funcionalitat del agr, com son: test agr CAMP

assay (208) i el Test de lisis de vesicules (209).

Test agr CAMP assay

Meétode fenotipic que utilitza la produccié de & hemolisina per valorar I'activitat de I'operd
agr.Aquest assaig consisteix en enfrontar la soca problema amb la soca S. aureus RN4220,
productora d’una gran B hemolisi. L'observacidé d’una sinérgia entre ’hemolisi de la soca problema i
la de RN4220, ens indica un agr funcional. La disfuncié de I'operd es definira com I'abséncia
d’aquesta sinérgia (figura 23). Per tal de donar un resultat final, es va determinar I'existéncia o no

d’hemolisi mitjangant la interpretacio per tres observadors diferents (208).
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(a)

d-haemolysin

. E (1. S_haemOIYSin
. E e
No haemolysin . . B-haemolysin

Figura 23 . Microbiology 2008_Traber_agr function in clinical Saureus isolates-3

a-, B-, 8-haemolysin

Test de lisis de vesicules (VLT)

Es van preparar cultius bacterians over night per les diferents soques a testar en medi liquid (Triptic
Soy Broth). Posteriorment es van centrifugar i es van recuperar els sobrenadants. Donat que la
metodologia es va realitzar a la University of Bath (Department of Biology & Biochemistry) es van
liofilitzar els sobrenadants obtinguts. Posteriorment es van resuspendre en 500 pl de aigua d’alt pes
molecular; i d’aquesta suspensié es van agafar 50 pl i es van incubar amb 50 pl de les vesicules
fosfolipidiques marcades amb fluoresceina, que ja estaven preparades préviament (209). La
intensitat de la fluorescencia emesa ens indicava que hi havia presencia de & hemolisina als
sobrenadants, per tant que hi havia lisi de les vesicules marcades i per tant que I'operd agr era

funcional.

Vesicle containing sodium | Pathogenic bacteria secrete array of | Sodium azide Kkills bacteria or
azide or fluorescein dye toxins and enzymes, some of which | encapsulated fluorescein released.
cause lysis of vesicle wall Zhou J et al. 2010

Figura 24. Vesisules fosfolipidiques marcades amb fluoresceina. Zhou J et a/.2010
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Avaluacié de diferents métodes rapids de identificacio i determinacié de la sensibilitat antibiotica
de S. aureus directament de I’ hemocultiu positiu.

L'augment de la freqliencia de bacteriemies i el manteniment de les xifres de mortalitat es relaciona
amb la susceptibilitat de I’hostatger, caracteristiques especifiques de la soca, caracteristiques
epidemiologiques i també amb el temps transcorregut fins a l'inici d’'un tractament antibiotic
adequat.

En aquest ultim punt la supervivencia del pacient amb una bacteriémia per SASM o SARM depén d’un
diagnostic etiologic preco¢ que permeti instaurar el tractament correcte en les etapes inicials del
procés.

Aixi doncs, I'objectiu d’aquesta avaluacio va ser:

Avaluar la fiabilitat de tres metodes de diagnostic rapid per la identificacid i la determinacié de la
sensibilitat a la cloxacil-lina, directament de |"hemocultiu positiu.

L'aplicacid d’aquests meétodes en un laboratori de Microbiologia Clinica hauria d’afavorir la
instauracié preco¢ del tractament antibiotic d’eleccid, la deteccié preco¢ de I'aparicido de
complicacions i accelerar I'aplicacié de les mesures d’aillament de contacte per SARM, contribuint

tot aixo a la reduccié de la morbi-mortalitat de les bacteriemies per S. aureus.

Seleccid de pacients i recollida de mostres

El periode d’estudi va ser de 1’1 de Novembre del 2011 a I'1 Maig del 2012. Durant aquest periode,
tots els hemocultius que arribaven eren incubats al sistema automatic BacTAlerT automatic blood
culture system (bioMérieux, Marcy-I’Etoile, France) tal com es fa de manera rutinaria.

Si I'hemocultiu era positiu es realitzava una tincié de gram. Quan en aquesta tincié observavem cocs
grampositius amb morfologia d’estafilococ, aquest s’incloia a I’estudi si sospitavem que es tractava
de S. aureus (210) amb significacid clinica. També es van incloure alguns estafilococs coagulasa
negativa (CNS), per tal d’avaluar I'especificitat de les técniques de deteccio rapida.

En tots aquest hemocultius varem realitzar les tecniques d’identificacié i determinacié de la
sensibilitat rutinaries i que s’han detallat en I'apartat anterior.

A més, paral-lelament es van realitzar les tres tecniques de diagnostic rapid. Per tal de realitzar la
validacié clinica, es van recollir de manera prospectiva les dades dels tractaments antibiotics empirics
dels malalts amb bacteriemia per S. aureus préeviament a rebre la informaciéd microbiologica.
Posteriorment es va comprovava I'actitud clinica que es derivava de la transmissié de I’ identificacio i
sensibilitat, en base als resultats microbiologics.

Les tres técniques avaluades van ser les segiients: Binax Now S. aureus/MRSA PBP2a (Alere,
Boston, USA), GenomEra MRSA/SA (Abacus Diagnostica Oy, Finland) i MicroPhage MRSA/MSSA

(Alere, Boston, USA). El seu procediment es descriu a continuacio:
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Binax Now S. aureus/MRSA PBP2a (Alere, Boston, USA).

Binax Now S. aureus és un assaig in vitro mitjangant una tecnica inmunocromatografica, que utilitza
anticossos policlonals per detectar qualitativament una proteina especifica de S. aureus directament
dels flascons d’hemocultiu.

El test es va realitzar d’acord a les instruccions del fabricant i seguint els seglients passos:

A partir d'1 ml de la sang del flascé6 d’hemocultiu s’afegia 1 ml de la solucié de lisi A. El tub es va
agitar amb el vortex per barrejar bé i es va centrifugar durant 5 min a 1500 g, el sobrenedant es va
aspirar sense tocar el sediment i es va descartar.

Seguidament, es va tornar a afegir reactiu A i després d’'una nova centrifugacié i un cop retirat el
sobrenedant,es van dispensar cinc gotes del reactiu B (agent neutralitzant). A aquesta barreja es van
afegir25 ml de reactiu C (agent de membrana de lisi bacteriana), tornant a vortejar. Aquesta solucid
es va deixar incubar durant 5 minuts a temperatura ambient.

Transcorregut aquest temps, 50 pl del sobrenedant es van agafar i dipositar a la part mitja del
coixinet, situat a la part superior dreta de la targeta de prova del dispositiu. Quatre gotes del reactiu
D (solucioé de compensacio ) es va afegir a la part superior esquerra del dispositiu i 1 gota del reactiu
D part superior dreta.

La targeta es va tancar, es va segellar, i es va deixar a temperatura ambient durant 10 minuts,
moment en que va ser llegit.

Només una linia de control blau que es converteix en color rosa ens indicava una mostra negativa. Si
pel contrari, es mostraven dues linees de color rosa, una corresponent al control i una altra en
I'indicador sample, ens indicava un resultat positiu per S. aureus. Si la linia de control blava no canvia

de color, la prova no es considerava valida.

BinaxNOW S. aureus Test Procedure

BinaxNOW Staphylococcus Alireus

Figura 25. Metodologia de I'assaig Binax Now S. aureus
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BinaxNOW’
Staphylococcus aureus

-
SAMPLE

CONTROL r

Figura 26. Dispositiu Binax Now S. aureus i localitzacié del coixinet de dispensacio6 de la mostra.

Quan obteniem un resultat positiu per S. aureus en el test Binax Now S. aureus, es realitzava la
deteccid de la resistencia a la cloxacil-lina mitjancant el test Binax Now PBP2a.

Aguest també és un assaig de membrana inmunocromatografica. En aquest cas utilitza anticossos
monoclonals altament sensibles, per detectar la proteina PBP2a directament del flasco de
I’hemocultiu.

Per tal de realitzar aquesta assaig seguiem les instruccions del fabricant, tal com mostra la figura 27.

BinaxNOW PBP2a Test Procedure

BinaxNOW PBP2a

to confirm methicillin resistance
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Figura 27. Metodologia de Vassaig Binax Now PBP2a
A partir d’1 ml de la sang del flascé d’hemocultiu s’afegia 1.5ml de la solucié 1. El tub es va agitar
amb el vortex per barrejar bé i es va centrifugar durant 5 min a 1500 g, el sobrenedant es va aspirar
sense tocar el sediment i es va descartar.
Seguidament, es van dispensar quatre gotes del reactiu 2. A aquesta barreja es van afegir 3 gotes de
reactiu 3, tornant a vortejar i centrifugar durant 5 min a 1500 g. Un cop centrifugat vam agafar 75 pl
del sobrenedant i es van dipositar a la part mitja del coixinet, situat a la part superior dreta de la

targeta de prova del dispositiu, es va tancar seguidament i després de 10 minuts es va fer la lectura.
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Només una linia de control blau que es converteix en color rosa ens indicava una mostra sensible. Si
pel contrari, es mostraven dues linees de color rosa, una corresponent al control i una altra en
I'indicador PBP2a ens indicava un resultat positiu per S. aureus SARM. Si la linia de control blava no

canvia de color, la prova no és considerava valida.

MicroPhage MRSA/MSSA (Alere, Boston, USA)

MicroPhage MRSA/MSSA utilitza una bateria de bacteriofags especifics de S. aureus capagos
d’infectar i reproduir-se a nivell cel-lular fins a provocar la seva lisi.

L'augment de la concentracid d’anticossos especifics enfront aquests bacteriofags es pot detectar en
el dispositiu d’'immunoassaig del mateix kit. La deteccié en presencia o absencia de cefoxitina
indicara la preséncia d’una soca SASM o SARM. (Figura 28 )

Aixi, a partir d’'un hemocultiu positiu agafavem 10 ul i es dispensaven en el tub identificat com “ID”,
on trobavem la barreja dels bacteriofags i el medi de cultiu. Uns altres 10 pl es van dispensar en el
tub identificat “RS” on trobavem els bacteriofags, el medi de cultiu i la cefoxitina.

Els tubs es van incubar a 352C durant 5 hores (+ 20 minuts). Durant aquest temps els bacteriofags
repliquen rapidament i causen la lisi cel-lular, incrementant d’aquesta manera la seva concentracié
en el medi.

Passat aquest periode de temps, es va dispensar el contingut dels tubs “ID” i “RS” en els pouets
corresponents del dispositiu detector. Una reaccid positiva, demostrada per I'aparicié d’una linea en
els pouets “ID” i “RS” ens indicava la preséncia de SARM. Si pel contrari només observavem l'aparicié

de la linia en el pouet “ID” estavem davant d’una soca SASM.

Figura 28. Dispositiu detector MicroPhage MRSA/MSSA

GenomEra MRSA/SA (Abacus Diagnostica Oy, Finland)
GenomEra MRSA/SA és un assaig basat en la deteccié mitjancant amplificacié genética de dues
dianes; una seqliencia altament conservada i especifica de S. aureus (SA )i una seqliéncia dins el gen

mecA, que codifica per la resistencia a meticil-lina. Aquesta plataforma esta dissenyada per la
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deteccié de SARM i SASM a partir de diferents tipus de mostres, també validada per I'screeenig a
partir d’hemocultiu positiu.

Aquest assaig es duu a terme en dispositius individuals o chips. Aquests contenen liofilitzats tots els
reactius necessaris per la reaccié6 d’amplificacio, incloent la polimerasa i un control intern
d’amplificacié. Aquest control intern és un DNA creat experimentalment que permet detectar la
preséncia d’inhibidors i la conservacié correcta dels reactius liofilitzats. El fons metal-lic dels chips
assegura una eficient transmissié de la temperatura del termociclador a cada una de les mostres per
tal d’assegurar la reaccié de PCR i per tant, disminuir el temps necessari per I'amplificacio.

La deteccié dels productes d’amplificacié es fa mitjancant un metode d’hibridacié competitiva amb
dues sondes d’oligonucleotids complementaries. Una d’elles amb dos marcadors fluorescents, un pel
gen mecA i un altre per la seqiiencia especifica S. aureus. L'altre sonda conté una molecula quencher.
La medicio de la fluorescéncia es fa en dues fases i en dues temperatures, la primera quan les sondes
es troben desnaturalitzades i la segona quan la sonda especifica es troba unida a la diana. La relacié
entre les dues mesures de fluorescencia, realitzades a dues temperatures, sera interpretada pel
software del fabricant i ens proporcionara un resultat presentat com: +MRSA positive, +SA positive, -
negative, MRCoNS-positive amb valors numeérics de -15(negatiu) a 100 (positiu) tant per SA com per
mecA. Valors entre -5 i 5 seran informants com “no concloents”, és a dir, per sota del nivell de
deteccio de I'assaig.

Per la realitzaci6 de la técnica a partir de I'hemocultiu varem agafar directament del flascé
d’hemocultiu 25 ul que es van diluir en ImL del GenomEra Sample buffer. Un cop feta la barreja vam
agafar 35ul i els vam afegir mitjancant pipeteig invers al Chip. Un cop la mostra estava dispensada, es
segellava el chip i ja estava preparat per introduir al termociclador. (Figura 29 ) El resultat el vam

obtenir 50 minuts després.

50 min
4 patients

-

Figura 29. Seqliéncia de preparacio de la deteccié de SA i gen mecA mitjangant GenomEra MRSA/SA.
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Objectiu 2. Estudi de I'epidemiologia i aspectes clinics de la infeccié de pell i parts toves
per Staphylococcus aureus a la poblacié pediatrica

Seleccid de pacients i recollida de mostres

Estudi prospectiu realitzat de Gener de 2008 a Maig del 2011, en el que es van incloure tots aquells
pacients menors de 18 anys amb una infeccid de pells o parts toves (IPPT), osteomielitis o infeccions
articulars amb cultiu positiu per S. aureus d’origen comunitari (CA-SARM).

Durant un segon periode de recollida que va anar del Marg al Juny del 2015 i en el context d’un
estudi multicentric europeu (nom), es van recollir 32 soques de S. aureus (SASM i SARM) que
corresponien a pacients nens i adults amb infeccions de pells i parts toves que consultaven al servei
d’urgencies.

Es va considerar un CA-SARM tots aquells aillaments que procedien de nens sense factors
predisponents a tenir infeccions relacionades amb I'ambit sanitari, hospitalitzacions previes o
antecedents de procediments quirurgics.

Alhora es van recollir dades demografiques i cliniques com; edat, origen,antecedents de viatge previ,
sexe, malaltia de base, presentacio clinica, localitzacié de la lesié, drenatge de la lesid, antibioterapia
prévia o necessitat d’hospitalitzacio.

Des del punt de vista clinic, vam definir els diferents tipus de infeccid cutania;
Furunculosis/Fol-liculitis, lesié inflamatoria papulo-nodular de < 2 cm de diametre, amb col-leccié
central de pus que apareix sobre pell previament sana. Si aquesta afecta al fol-licle pilés es denomina
fol-liculitis.

Cel-lulitis, placa inflamatoria extensa de limits mal definits, a aquesta pot afegir-se alguns punts de
supuracio , presenta bona evolucié només amb tractament antibiotic.

Abscés, lesid inflamatoria de >2cm de diametre, amb col-leccid central de pus que apareix sobre pell
previament sana no pilosa. Aquesta pot requerir de drenatge.

Osteomielitis, infeccié de I'és que dona lloc a la destruccié inflamatoria, la necrosi ossia i la posterior

formacio d’os nou.

Estudis identificacid i sensibilitat antibiotica

Totes les soques de S. aureus aillades eren identificades pels metodes estandarditzats i utilitzats de
rutina al laboratori. Aixi, un cop teniem la soca i a partir d’'una colonia aillada del microorganisme,
vam realitzar la determinacid de la coagulasa lligada o clumping factor, mitjancant aglutinacid,
utilitzant particules de latex sensibilitzades amb fibrinogen huma, un anticos monoclonal enfront la

proteina A i polisacarids capsulars.
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Per cada soca es va determinar la sensibilitat antibiotica mitjangant el metode de disc difusié ,
realitzant la interpretacid dels halos d’inhibicid seguint els criteris del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI).

Els antibiotics testats van ser els seglients; penicil-lina, oxacil-lina, cefoxitina, gentamicina,
ciprofloxacina, eritomicina, clindamicina, vancomicina, acid fusidic, rifampicina, mupirocina i
trimetoprim/sulfametoxazol.

Quan els resultats de sensibilitat a macrolids i lincosamides obtinguts per microdilucid, mostraven
qgue la soca era resistent a eritromicina i sensible a clindamicina, es va comprovar mitjancant el
meétode D-test la possible existéncia d’'un fenotip MLSB induible a clindamicina, seguint la
metodologia descrita préviament.

En els casos en els que es va trobar una resisténcia a la mupirocina per Disc Difusid, es va realitzar la
determinacié de la sensibilitat mitjangant la tecnica de Epsilon Test (E-test, AB biodisk, Solna,
Sweden). La heteroresisténcia a glicopéptids es va estudiar mitjangant un screening en un brain-heart
infusion agar que contenia vancomicina a una concentracié de 4 mg/I.

Un cop realitzades aquestes proves d’identificacié i deteccid del patrd de resisténcia fenotipic, les

soques estudiades es congelaven a -202C, pel posterior tipatge mol-lecular.

Tipificacié mol-lecular mitjangant microarrays. StaphyType kit de Clondiag Chip Technologies

A partir de la soca congelada a -202C,es va realitzar una sembra en agar sang i després d’'una
incubacié a 372C amb 5%C02 durant 18-24 hores es va realitzar la tipificacié genotipica (gens de
resisténcia i factors de virulencia) i la tipificacié molecular, mitjancant la plataforma de microarrays
StaphyType kit de Clondiag Chip Technologies i seguint el mateix protocol detallat en el capitol

anterior.

Determinacio de la Leucocidina de Panton Valentine (PVL) mitjangant Lateral Flow Assay

La presencia de la PVL també va ser mesurada mitjangant un assaig fenotipic rapid descrit per
Monecke et al (200).

Aquest assaig es va desenvolupar a partir de la generacié d’un conjunt d’anticossos monoclonals
enfront la PVL, utilitzant una recombinacié del seu component F mitjancant I'exposicié a diferents
fags. Un cop obtinguts aquests anticossos i sobreexpressats en E. coli es va fer un procés de
purificacié. Posteriorment es van caracteritzar, inicialment per ELISA i en segon lloc dipositant-se en
diferents dilucions en una matriu de microarrays de proteines.

Per tal d’escollir quina era la combinacié d’anticossos 0ptima, es van seleccionar cinc concentracions
diferents de cadascun dels onze anticossos generats . Aquestes matrius de microarrays van ser

testades amb diferents aillats coneguts que van ser utilitzats com antigens; una recombinacié del
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component F de la PVL, PVL procedents d’una soca CC30-MSSA/ ATCC25923 a dues concentracions
diferents i una leucocidina bovina procedent d’un aillament CC151/705

Pel disseny de I'assaig immnunocromatografic de membrana es van utilitzar les dues combinacions
d’anticossos monoclonals més sensibles, escollides a partir de I'assaig anterior. Una d’elles es va
utilitzar com antigen de captura a la tira de reaccio i la segona que va ser marcada es va posar en el
tub de reaccié.

Aixi , aquest dispositiu de reaccid, denominat Dipstik esta format per una tira de reaccio, un tub de
reaccié i un buffer d’extraccid. En la tira de reaccié tenim immobilitzats, el conjunt d’anticos de
captura i una proteina control no relacionada amb S. aureus, que donaran lloc a dues linees de
resultats diferents. El tub de reaccié conté el liofilitzat dels anticossos monoclonals marcats i una
proteina control. Paral-lelament es va fer una altre presentacié de I’assaig en format Card.

Les soques de S. aureus procedents de les IPPT recollides al nostre centre,van ser enviades en
torundes amb medi de transport al Institute for Medical Microbiology and Hygiene (Technical
University of Dresden, Dresden, Germany) i es van incloure en el pool de soques procedents d’aillats
clinics utilitzades per validar aquests assajos.

A partir de la torunda es va realitzar la sembra en un medi agar sang i després de 18-24 hores
incubacié es va realitzar la determinacid de la PVL utilitzant les dues presentacions d” aquest metode
immunocromatografic.

Aixi, en un primer pas s’afegien 280 pl del reactiu d’extraccié al tub de reaccid,a continuacid
s’inoculava un loop (10 pl aproximadament) del S. aureus préviament crescut s’afegia al tub de
reaccio , la tira de reaccid s’introduia en aquest tub on estava la solucié de microorganisme i el
conjugat. La lectura es realitzava passats 10 minuts, la preséncia o abséncia de una linea rosa, dues
bandes (linea PVL i linea control) ens indica un resultat positiu, una sola Unica linea control ens indica

un resultat negatiu.
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Resultats

Objectiu 1. Estudi de I'epidemiologia, diagnostic i aspectes clinics de la bacteriemia per
Staphylococcus aureus

Estudi dels factors de viruléncia i tipificacio molecular de les soques causants de bacteriemia per S.
aureus de diferents origens

Durant el periode d’estudi d’aquest objectiu es van recollir un total de 293 bacteriemies
documentades per S.aureus. Tot i que es van recollir les dades cliniques de totes elles, es van
caracteritzar genotipicament 118 soques.

En I'estudi dels diferents factors de virulencia, el fagotipat i les tecniques de tipificacio molecular es

van obtenir els resultats segiients.

Tipificacié fenotipica mitjancant Fagotipia

Es va realitzar la fagotipia de les 118 soques.
En el cas de les soques resistents a la metici-lina (SARM), només 10 de les 28 soques tipades, un

35.7% van poder ser englobades dins d’un dels fagotips (taula 1).

Fagogrupo Fagotipiainversa RTD
| I |% i v I % Il v I % Il 8 v Fagotipia
5 SATBIB3A84 II/lll 100RTD
NT NT
NT NT
NT 1030+W57+ NT
B4/THI84 Il 100RTD
NT 50 Bl47184 NT
NT W57+ NT
NT Gi7I84 NT
NT Gi7I84 NT
5 SATBIB3A84 TITIIRA Il RTD
NT i NT
NT Gls2i4TIed NT
NT 41184 NT
20524 95| A2EIATITSITTIB3AIRA 11838 IIlRTD
NT W57 NT
54184 8 IIlRTD
52A % 1/95 100RTD
52A % % 95RTD
i 5 I/l 100RTD
NT Bl47184 NT
Ji) | 100RTD
NT A BI42EIT 354/ TTIB3AB NT
NT 524 GI4EIATIS3I5AITTIB3AB NT
54183 834 llRTD
NT 524 GIA2EIATIS35AITTIBRAR NT
NT 524 GIA2EIATISATTIBABA NT
NT SAT6lAT NT
NT 50 Bl47154 NT

Taula 1. Resultats perfils de lisi soques SARM i resultat fagotipia SARM.

Els resultats dels aillats SARM mostraven la presencia de 5 fagotips diferents, entre els que el tipus IlI

amb 5 aillats i el Mixte (11/11l) eren els més frequients.
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En el cas de les 90 soques SASM, el resultat desglossat per técniques es detalla a les taules 2i 3.

Fagogrupo Inversa
| ] Il 95 i 81 | v I il 95 il 81 Fagotipia
NT NT
| NT NT
29/80 6 Mixto RTD
NT 6/47 NT
NT 3A/3C NT
NT 47/54 NT
NT 47 NT
NT 47 NT
47 95 RTD
NT 47 NT
94/96 94/96 100RTD
NT 95 NT
NT 3A/3C NT
77 1Il 100RTD
55/71 Il 100RTD
NT 47 NT
29/52/79/80 | RTD
95 95 100RTD.
NT 79 47 NT
53/77 1il 100RTD
NT 6/47 NT
53/77 Il 100RTD
29/52/52A/79/80 95 47/53/54/75/77/83A/84/85 Mixto RTD
NT W57+ NT (W57)
NT W57+ NT (W57)
52A/79 42E I RTD
29/52/52A/79/80 95 53/54/75/77/83A/84/85 47/54/84 Mixto RTD
NT 3A/3C/55 NT
NT 47/54/84 NT
NT 3A/3C/55 NT
71 Il 100RTD
42E/53/77 1Il 100RTD
NT 6/54 NT
NT 47/53 NT
NT 47 NT
NT 47/54 NT
NT NT
71 Il 100RTD
95 95 100RTD
52A/79/80 47/53175/77/83A/84 Mixto 100RTD
79/80 | 100RTD
NT W57+ NT (W57)
53/77 | [ [ Il 100RTD

Taula 2. Resultats perfils de lisi soques SASM i resultat fagotipia SASM
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Fagogrupo Inversa
| 1l 95 i 81 V. I I 95 i 81 v Fagotipia
29 TI00RTD
NT 3A/3C NT
NT 6/47/54 NT
29/52/79/80 I RTD
NT 47/53 NT
NT 6/42E/47/53/54 NT
94/96 V RTD
29/79/80 | RTD
NT 52 47 64/96 NT
29 | 100RTD
NT NT
NT 95 94/96 NT
29/52 95 Mixto RTD
3c/71 I 100RTD
29/52/52A/79/80 95 Mixto RTD
NT 47 NT
NT 47 NT
NT 54/84 NT
NT NT
29 6/75/84/85 Mixto 100RTD
NT NT
NT 6/47 NT
NT 47 NT
29/52/52A/79/80 | 100RTD
NT 3A/3C NT
NT 3A/3C NT
NT 6/53 NT
52/52A/79/80 54/75/77/83A Il RTD
53/77 Il RTD
NT 52A 6/47/42E NT
80 | RTD
71 Il 100RTD
NT 47 NT
95 95 RTD
NT 6/47/42E54/77 NT
52A/79 | 100RTD
29/52 | 100RTD
NT 47 NT
NT W57+ NT (W57)
NT 71 NT
NT 47/54 NT
81 81 100RTD
NT 47/83A/84 NT
71 Il 100RTD
NT 52A 6/42E/47/53/54/77/83A/84 NT
47/53/54/75/77/84 Il RTD
NT 6/47/53/54/83A NT

Taula 3. Continuacid resultats perfils de lisi soques SASM i resultat fagotipia SASM

Els resultats dels aillats SASM mostraven la presencia de 8 fagotips diferents, entre els que el tipus |
era present en 11 aillats, el tipus lll en 9 aillats, el mixte (1I/1ll) en 7, elllen 6iel 95 en 4, per la resta
teniem una soca que corresponia al fagotip 94/96, una al 81 i una al V.

Aixi pel que fa a les soques de SASM es van poder fagotipar 39 de les 90, representant un 43,3% del
total.

Observant els resultats obtinguts en ambdds grups, SARM o SASM, veiem el baix percentatge de
soques tipades i per tant el seu baix poder discriminatiu com a metode de tipificacié.
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Tipificaciéo molecular i factors de viruléncia

Determinacié de la presencia del gen pvl i del gen mecA. Analisi del polimorfisme associat al
Staphylococcal cassette chromosome (SCCmec) i subtipat del SCCmec IV (subtipus IVa 6 IVc).

Varem realitzar la deteccié del gen mecA i la deteccio de la pvl en les 28 soques en les que I'antibiotip
ens indicava una resisténcia a la cloxacil-lina, determinada per CMI.

En totes elles es va confirmar la resisténcia amb la preséncia del gen, i només en una d’elles es va

observar la preséncia de la pvl (figura 30 i 31).

wenuBbUNULLLL

T e e b L —

Ladder

Figura 30. Gel electroforesi deteccié gen mecAigen pvl

|
.‘bl

Sl ed el el Bl el el e B e

Figura 31. Gel electroforesi deteccié gen mecAigen pvl
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Un cop confirmada la preséncia del gen mecA en les 28 soques de SARM es va fer I'analisi del
polimorfisme associat al SCCmec (figura 32). | en funcid dels resultats es va fer el subtipat del SCCmec

IV (figura 33).

Figura 32. Exemple gel electroforesi deteccid productes de deteccio tipus SCCmec

Figura 33. Exemple gel electroforesi deteccié productes de deteccid s;Jio?pa-\t tipus SCCmec IV
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Les 28 soques SARM de la nostra poblacié d’estudi pertanyien al tipus SCCmec IV. Un cop confirmada
aquesta tipificacid es va fer el subtipat del SCCmec IV (figura 34). De les 28 soques subtipades, 27 de

corresponien al SCCmec IVc i només una d’elles al SCCmec IVa.

-

Figura 34.Exemple de Detecci6 productes PCR pel subtipat tipus SCCmec IV de les soques problema

Determinacié de la preséncia de I’element genétic mobil denominat ACME (Arginine Catabolic
Mobile Element).
Un cop obtingut el tipat i subtipat del Staphylococcal cassette chromosome (SCCmec), es va realitzar

la deteccid de la seqliéncia que codifica per aquest element mobi ACME.

C+ C+
USA300, USA300,

Soques
Isciii

Soca
HUGTIiP

Figura 35. Deteccid I'element genétic mobil ACME

La determinacid es va realitzar en aquella soca on vam obtenir el subtipus SCCmec IVa. Aquest és
caracteristic d’una clona especifica denominada USA300 (MLST type ST-8 SCCmec IVa) descrita com
la soca predominant de SARM causant d’infeccions de pell i parts toves als EEUU. Pel que fa a la

nostra soca problema no es va observar la presencia d’aquest element mobil (figura 6).
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Seqiienciacio del gen de la proteina A (spa typing)

L'analisi de les seqliéncies de DNA obtingudes de les 118 soques tipificades es va realitzar amb la
plataforma StaphType software® assignant un spa tipus a cada aillat, posteriorment i utilitzant la
plataforma BURP analisis (based-upon-repeat-pattern) va quedar assignat a un spa CC.

Els resultats obtinguts en el subgrup de les 90 soques SASM van ser el seglients:

spa CC n° aillaments  spa type  n° aillaments
( by use if BURP algorithm)

CC002 28 t067 13
t002 11
11062 1
11084 1
16468 1
16352 1
CCo012 14 1012 4
1021 2
1122 4
11070 1
16511 2
16513 1
CC008 9 t008 6
t530 1
t304 1
14816 1
CC2883 4 1189 1
t209 1
12883 2
spa CC n° aislamientos spa type n° aislamientos

( by use if BURP algorithm)

no founder 5 t084 1
t346 2

t078 1

t660 1

excluded 4 1251 2
t1509 1

16528 1

La resta de soques, 26 de 90, no presentaven un spa tipus amb prou similitud amb cap altre i es van

classificar dins la categoria de “singleton”.
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Es va observar el predomini d’un grup clonal, el CC002, que representava un 31% (28/90) de les
soques, englobant dos spa tipus predominants : t002 i t067.
El software StaphType Software® disposa d’una eina que representa de manera senzilla la relacié

evolutiva entre els spa tipus d’un mateix grup clonal CCBURP (figura 36).

tl0E4
L k6511
.m. 067
@ 16513 tm:.ujj
@ t1oe2
. to21
.!6352

Figura 36 . Relacio evolutiva entre spa tipus CC02 i CC012

Pel que fa als resultats obtinguts en el subgrup de les 28 soques SARM veiem la seglient distribucid:

spa CC n° aillaments  spa tipus n° aillaments
( by use if BURP algorithm)

CCo67 9 t067
t002
11084 1

w o

CC302/015 3 1620 1
t302
t015

e

singleton 15 t012
t156
t6454
1186
t270
t005
t127
t279
t3772
t701
1166
t5189
t008

PRRPRRPRRPRPRREPREPRLRNN

excluded 1 1026 1
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S’observava el predomini d’'un grup clonal, el CC067, que representava un 32.14% (9/28) de les
soques, englobant dos spa tipus predominants : t0067 i t002. La relacié evolutiva queda

representada a la figura 37.

@ 11084 . tas?. £002 @620 g3z  gtnis

Figura 37. Relacid evolutiva entre spa tipus CC067 i CC302/015

Electroforesi en camp polsant (PFGE)
L'analisi del patré de macrorestriccié obtingut mitjancant PFGE, després de la digesti6 amb I'enzim
Smal de les 28 soques SARM ens va mostrar 6 patrons, i per tant I'existéncia de sis genotips diferents

(figura 38) .

s )

s ® seg®eczy 22
ece3itgss 23322

-
-

Figura 38. Patré PFGE de les 28 soques SARM

Els 75% dels aillats es van agrupar en 6 genotips ja descrits en estudis previs i associats a soques
d’origen nosocomial: E8b 26% (8/28), E7c 10.8% (3/28), E19 7.1% (3/28), E7 10.8% (3/28), E8c 7.1%

2/28) ), E7b 7.1% (2/28) i un comunitari. La resta de soques pertanyien a perfis esporadics.
(2/28) ), (2/28) ques p y p p
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Un cop seleccionat quin patré té cadascuna de les soques, amb el software InfoQuest Bioinformation
es va poder normalitzar el patré de bandes i construir un dendrograma on s’aprecien les relacions

d’agrupacio entre els diferents patrons (figura 39).
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| 11 I 11 11 SBOITE Mk o0z oo =4 o087
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Lt 10 LI seo7a e wos 22 . oEme
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11 [N 11 11l LER0IRT NG =] B =2 Ginglefon
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| 111 11 I nn .SB0352 M 15189 . Er Singlaman
I [ T A I N 11 s80287 M w036 E7e ST45  Excluded
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Figura 39 .Dendrograma que mostra la relacié grupal entre els diferents patrons descrits

Un cop feta la tipificacio de les soques SARM, es va realitzar la mateixa tecnica de tipificacié per les
90 soques SASM.

En primer lloc es va dur a terme la macrorestriccié mitjangant I'enzim Smal. Posteriorment, un cop
obtingut el patré de bandes es va analitzar pel software InfoQuest Bioinformation, obtenint els

seglients dendrogrames que mostren quina era la relacid clonal entre soques.
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Dice (Opt1.00%)(T ol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%)[0.0%-100.0%]
SmaPFGE Sma PFGE
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S60343
S60339
S60315
S60326
S60350
S60314
S60355
S60361
S60342
S60324
S60307
S60318
S60325
$60292
S60357
S60301
S60364
S60296
S60297
S60303
S60323
S60360
S60369
S60312
S60308
S60347
S60340
S60317
S60345
S60316
S60299
S60311
S60313
S60298
S60332
S60333
S60344
S60378
S60321
$60288
S60293
S60305
S60327
S60373
S60319
S60381
S60382
S60365
S60335
S60376
S60306
S60310
S60349
S60309
S60328
S60291

t002
t012
t002
t002
t002
t002
11062
t002
t008
t002
t008
t008
t530
t008
t304
t008
16352
t067
t067
t002
t067
t067
t067
t067
t067
1122
t6511
t1070
1166
t6513
t067
t067
t067
11084
t166
t166
t166
1166
t4816
t067
t002
t008
t012
t012
t122
t021
t021
t122
t122
t012
t067
t067
t067
t002
t6511
16468

cc30
ccs

ccs

ccs
ccs
ccs
cc8
ccs
cc8
cc8
cc8
cc8
cc8
cc08
cch
ccs
ccs
ccs
cch
ccs
ccs
ccs
ccs
cc30
cc30
cc30

cc30
ccs
ccs
cch

ccs

ST30

ST30
ST30

ST30

cc002
cc012
cc002
cc002
cc002
cc002
cc002
cc002
cc008
cc002
cc008
cc008
cc008
cc008
cc008
cc008
cc002
cc002
cc002
cc002
cc002
cc002
cc002
cc002
cc002
cc012
cc012
cc012
Singleton
cc012
cc002
cc002
cc002
cc002
Singleton
Singleton
Singleton
Singleton
cc008
cc002
cc002
cc008
cc012
cc012
cc012
cc012
cc012
cc012
cc012
cc012
cc002
cc002
cc002
cc002
cc012
cc002
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0%S>0.0%) [0.0%-100.0%]
Sma PFGE Sma PFGE

.S60323 t067 cch cc002
.S60360 t067 cch cc002
.S60369 t067 cch cc002
.S60312 t067 cch cc002
.S60364 t6352 cch cc002
.S60315 t002 cch cc002
.S60326 t002 cch cc002
.S60350 t002 cch cc002
.S60314 t002 cch cc002
.S60355 11062 cch cc002
.S60361 t002 cch cc002
.S60343 t002 cch cc002
.S60296 t067 cch cc002
.S60297 t067 cch cc002
.S60303 t002 cch cc002
.S60324 t002 cch cc002
.S60308 t067 cch cc002
.S60299 t067 cch cc002
.S60311 t067 cch cc002
.S60313 t067 cch cc002
.560298 t1084 cch cc002
.S60309 t002 cch cc002
.S60291 t6468 cch cc002
.S60293 t002 cch cc002
.S60288 t067 cch cc002
.S60306 t067 cch cc002
.S60310 t067 cch cc002
.S60349 t067 cch cc002
Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
SmaPFSma PFGE
o
l_A_A_A_‘S
’ \ r ] | || |||H S60305 t008 cc8 cc008
E . TR S60342 t008  cc8 cc008
. “1“”“”’; S60321 t4816 cc8 cc008
I A S60307 t008  cc8 cc008
'H " ’ H ||]|| S60318 t008  cc8 cc008
q ‘ " | H ; H|||| S60325 t530 cc8 cc008
\} W |]| | S60292 t008  cc8 cc008
W Il ] seoss7 1304 ccs cc008
N I S60301 t008  cc8 cc008
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
Sma PFGE Sma PFGE

S60317 t1070 cc30 cc012
S60316 16513 cc30 cc012
S60347 t122 cc30 cc012
S60340 16511 cc30 cc012
S60339 to12 cc30 ST30 cc012
S60327 t012 cc30 ST30 cc012
S60373 to12 cc30 ST30 cc012
S60319 t122 cc30 cc012
S60381 t021 cc30 cc012
S60382 t021 cc30 cc012
S60365 t122 cc30 cc012
S60335 t122 cc30 cc012
S60376 t012 cc30 ST30 cc012
S60328 16511 cc30 cc012

Figura 40.Dendrograma que mostra la relacié grupal entre els diferents patrons descrits

L'analisi dels dendrogrames obtinguts mostra la poca relacid clonal entre els SASM analitzats. Aixi
doncs, ens indicava que la tipificacié mitjancant PFGE no es recomanava per establir la relacié clonal
de les 90 soques SASM estudiades, en aquest cas la millor tecnica per establir aquesta relacié va ser

la tipificacié per spa tipus, quedant classificades en spa CC.
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Tipificacié molecular mitjangant microarrays. StaphyType kit de Clondiag Chip Technologies

De les 118 soques estudiades per les técniques de tipificacié anteriorment descrites, es va realitzar la
tipificacié mitjancant microarrays en 102. L’analisi de les dades obtingudes en mostra els seglients
resultats.

La prevalenca total de SARM mitjangant la deteccié del gen mecA va ser del 26.5% (27/102).

Pel que fa a la distribucié en funcio dels Complexes Clonals (CC) s’observava un predomini del CC5

amb una prevalenca del 38.2% (39/102), seguit del CC30 en un 21.6% (22/102) de les soques.

Complexes clonals Freqiliéncia Percentatge (%)
CC5 39 38,2
cc30 22 21,6
ccs 10 9,8
CC15 7 6,9
ccas 6 5,9
CcC25 5 4,9
cc22 3 29
CC398 2 2,0
cc1 1 1,0
cc10 1 1,0
Ccc12 1 1,0
cci21 1 1,0
CC188 1 1,0
Ccceé 1 1,0
cc7 1 1,0
CC88 1 1,0

Taula 4.Distribucié segons CC de les soques tipades mitjangant microarrays

En la deteccid dels diferents factors de viruléncia, implicats en la viruléncia i la presentacié clinica de
les infeccions per S.aureus, descrits préviament, varem obtenir els segilients resultats:
La prevalenga dels gens que codifiquen per a I'expressié d’algunes de les MSCRAMM (Microbial

Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecular) va mostrar la seglient freqiiencia:

MSCRAMM Preséncia gen Percentatge
FnBPA 96 94,1
FnBPB 74 72,5
CIfA 94 92,2
CIlfB 96 94,1
SdrD 97 95,1
SdrC 86 84,3
Bbp 81 79,4

Taula 5 .Frequéncia gens codificants per MSCRAMM

Pel que fa a altres toxines com les hemolisines o citotoxines; alfa, beta, delta, gamma i leucocidina de
Panton Valentine, es va poder detectar la preséncia dels gens codificants per la PVL, tres toxines
exfoliatives (A, B i C), vuit enterotoxines (Aa E, G al), la toxina-1 del sindrome del shock toxic (TSST-

1) i les denominades toxines EDIN (Taula 6).
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Toxines estafilococciques Preséncia gen Percentatge
PVL 3 2,9
ETAA 0 0
ETAB 0 0
ETAD 6 5,9
Enterotoxines 57 55,9
TSST-1 20 19,6
EDIN A 0 0
EDIN B 6 5,9
EDINC 0 0

Taula 6 .Frequéncia gens codificants per toxines estafilococciques.

En quant a la PVL només en un 2.9% (3/102) de les soques productores de bacteriémia es detectava
la preséncia dels gens codificants.

Els gens codificants per les proteines d’accid antiinflamatoria com CHIPS (Chemotaxis Inhibitori
Chemotaxis Inhibitory Protein of S. aureus) i SCIN (Staphylococcal complement inhibitor) van estar
presents en un 67.6% (69/102) i un 69.6% (71/102) respectivament de les soques. Cal tenir en
compte que en 4 aillaments no teniem les dades de CHIPS i de SCIN per ser una analisi fet inicialment
en una versio del kit en la qual no es mesurava la preséncia d’aquests gens i en el cas de SCIN en 4
soques més I'analisi no va ser valorable.

Un altre factor que s’ha descrit implicat en la patogénia de les infeccions per S.aureus és I'element
genetic mobil denominat ACME (Arginine Catabolic Mobile Element), que s’ha descrit en clones
causants d’infeccions de pells i parts toves en relacio a la soca USA300. No s’ha observat la preséncia
d’aquest element genetic en les soques procedents de bacteriemia que han estat analitzades.

La distribucié dels perfils al-lélics del sistema regulador agr, va mostrar una prevalenca del agrll amb

un 46.1% (47/102) (Taula 7).

Al-lel agr Freqiiéncia Percentatge (%)
agrl 30 29,4
agrll 47 46,1
agr lll 24 23,5
agr Vv 1 1,0

Taula 7 .Distribucio dels perfils al-lélics agr

Si ens fixem en la distribucié clonal Unicament dels 28 aillats de SARM, veiem com la variacid és
minima amb un clar predomini del CC5 (23/27) amb un 85,2%, seguit del CC8 amb un 11.1% (3/27) i
del CC88 amb un 3.7% (1/27). Si ens fixem en el perfil al-lélic els 23 CC5 tenen |’agrll . El microarray
ens ha permés fer una aproximacio al ST en 5 casos, els 5 pertanyents al ST5 Aquestes bacteriémies
per SARM, en un 74.1% (20/27) s6n d’origen nosocomial o nosohusial, sent la distribucié clonal, 17
CC5, 2CC8, 1CC1. Mentre que el 25.9% (7/27) son d’origen comunitari, amb un predomini del CC5
amb 6 casos i 1 CC8.
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En el posterior desenvolupament dels test fenotipics, es van incloure 18 soques procedents de
pacients amb bacteriemia per S.aureus. La possible associacié descrita entre |'expressié d’aquestes
hemolisines i la preséncia de complicacions, va fer que es triés un subgrup de bacteriemies que
havien presentat complicacions en la seva evolucié i un altre que no n’havien desenvolupat. L'array
de proteines ens va permetra determinar la concentracié d’hemolisina a, i valorar si la seva expressié
variava en funcio de la soca o del CC. Pel que fa a aquestes 18 soques i en concordanga amb els
resultats publicats en soques testades d’altres centres , varem observar com els CC22, CC45 i CC30
mostraven una baixa o nula produccié de hemolisina a, mentre que els CC5 i CC15 mostraven una

producci6 variable (taula 8).

En la determinacié de la funcionalitat de I'operd agr d’aquestes 18 soques es va tenir en compte que
vuit van presentar una bacteriemia complicada amb metastasis séptiques o shock septic, les altres 10
no van fer complicacions i en tres pacients es va documentar una positivitat dels hemocultiu a les 72
hores, per tant una bacteriémia persistent. D’aquestes 18, 17 (94.4%) eren SASM i 1 (5.6%) era
SARM. Pel que fa a I'origen, 17 eren nosocomials i 1 de la comunitat. Cap dels pacients era portador

de SARM.

L'analisi de les dades d’ agr CAMP assay i VLT van mostrar que l'operé agr era funcional en 13
soques i 17 respectivament ( 72.2% i 94.4%), mostrant una concordanca del 77.7% (14/17) (x: 0.265;
SE: 0.220). No es van trobar correlacions significatives entre la funcionalitat de I'operd agr i el
desenvolupament de complicacions ni amb la bacteriemia persistent. La majoria de soques
presenten un operd agr funcional i tampoc es van observar correlacions amb el patrd de resisténcia,
gens que codifiquen per factors de virulencia, I’ al-lel agr o les dades obtingudes de tipificacio

molecular ( CC/MLST) (taula 8).

Expressié hemolisina a Funcionalitat de I'oper6 agr

Ne soca [Complicacions | hla conc. ng/ml | hla array proteines | Hemolisi agr CAMP assay VLT al-lel agr Tipat array
3306 Si 0,00 Negatiu +++ Positive Positive | CC45-MSSA
3886 Si 0,00 Negatiu +++ Positive Positive | CC22-MSSA
4293 si 6,98 POS ++ +++ Positive Positive 1 CC5-MRSA-IV, Paediatric clone
4207 no 0,00 Negatiu +++ Positive Positive 1 ST34/42-MSSA
3995 si 0,00 Negatiu ++ CC45-MSSA
4077 si 7,79 POS ++ ++ Negative Positive 1} CC15-MSSA
4081 si 0,00 Negatiu +++ Positive Positive | CC45-MSSA
4084 si 1,37 POS + +++ Positive Positive 1} CC5-MSSA
4124 si <1.0 Positiu debil - Negative Positive 1l CC5-MSSA
4035 no 1,72 POS + - Negative Negative | ST72-MSSA
4032 no 0,00 Negatiu +++ Positive Positive | CC22-MSSA
3750 no 0,00 Negatiu - Positive Positive m CC30-MSSA
3849 no <o I Positive Positive I CC188-MSSA (PVL+)
3884 no 6,69 POS ++ +4++ Positive Positive 1} CC15-MSSA
4143 no 1,64 POS + +++ Positive Positive m CC30-MSSA
4145 no 0,00 Negatiu - Positive Positive m CC30-MSSA
4172 no 0,00 Negatiu +++ Negative Positive 1L} CC8-MSSA-SCCfus
4171 no 0,00 Negatiu (+) Negative Positive | CC30-MSSA

Taula 8. Resultats test fenotipics agr CAMP assay i VLT.
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Avaluacio de diferents métodes rapids de identificacio i determinacié de la sensibilitat antibiotica

de S. aureus directament de I’hemocultiu positiu.

L’avaluacié d’aquests metodes es va realitzar en dos periodes diferents, en un primer moment es va
iniciar I'avaluacié comparant els métodes convencionals amb la técnica BinaxNow S.aureus/PBP 2a
Test i posteriorment es van testar les altres dues técniques ja descrites; MRSA/SA Blood Culture i
MicroPhage MRSA/MSSA Blood Culture Test.

Durant el primer periode d'estudi es van processar un total de 181 flascons d'hemocultius positius,
corresponents a 77 pacients. La técnica BinaxNow S. aureus va identificar com S.aureus 129 flascons
(71,3%), Binax Now PBP 2a Test va detectar 25 resisténcies a oxacil-lina, significant aix0 un
percentatge del 19,4% del total de S.aureus detectats; les 52 soques dels hemocultius positius
restants, la tecnica de BinaxNow S. aureus va identificar-los com estafilococs coagulasa negativa.
Només en un cas el resultat va ser invalid, doncs no es va detectar la linea del control positiu (Figura
41).

La concordanca de la técnica BinaxNow S. aureus amb els métodes de referéncia (determinacid
coagulasa lligada o clumping factor, coagulasa lliure o en tub, Vitek-2 Compact, Mueller-Hinton sal

amb E-test de cloxacil-lina i disc de cefoxitina) va resultar del 100%.

181 flascons hemocultius

( 77 pacients)

P]zmm()coagulasa pormg’tub

Vitek-2 Compact < »| Binax Now 8. aureusi PBP 2a
MHsal E-test cloxacil-lina +cefoxitina

Staphylococcus aureus Estafilococ coagulasa negativa
129( 71,3%) 52 (28,7%)
Resisténcia cloxacil lina Sensible cloxacil‘lina
MRSA MSSA
25 (19,4%) 104(80,6%)

Figura 41 . Resum resultats primera fase de I'avaluacio

En el segon periode d’estudi es van afegir les técniques anteriorment descrites (GenomEra MRSA/SA
Blood Culture i MicroPhage MRSA/MSSA Blood Culture Test). Durant aquest periode es van processar
un total de 123 flascons que corresponien a 53 pacients, obtenint-se igualment una concordanca del
100% entre les técniques de referéncia i les técniques BinaxNow S. aureus/PBP 2a Test, GenomEra

MRSA/SA Blood Culture. Es van identificar com S.aureus 86 flascons (69,9%), Binax Now PBP 2a Test i
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GenomEra MRSA/SA Blood Culture va reportar 20 resisténcies a oxacil-lina, significant aix0 un
percentatge del 23,25% dels S.aureus detectats.

Pel contrari amb la técnica MicroPhage MRSA/MSSA Blood Culture Test, un cas va ser detectat com
una soca sensible a la cloxacil-lina i posteriorment es va confirmar tant pels metodes convencionals
com per les altres dues técniques que es tractava d’una soca resistent. Aixi doncs, MicroPhage

MRSA/MSSA Blood Culture va presentar una sensibilitat del 99,2% i una especificitat del 100%.

123flascons hemocultius

( 56 pacients)

Plasmocoagulasa porta/tub
Preflo o < » | Binax Now §. avreusi PBP 2a
Vitel-2 Compact GenomEra MRSA/SA Blood Culture
MHsal E-test cloxacil-lina +cefoxitina MicroPhage MRSA/MSSA Blood Culture TEST

Staphylococcus aureus Estafilococ coagulasa negativa

86 (69,9%) 37 (130,1%)
Resisténcia cloxacil-lina Sensible cloxacil‘lina
MRSA MSSA
20 (23,25%) 66 (76,75,6%)

Figura 42. Resum resultats segona fase de I'avaluacié

Els tres assajos avaluats van identificar 52 Estafilococs Coagulasa Negativa (CNS), 17 dels quals van
ser resistents a la meticil-lina. Aquests aillats corresponien a 23 pacients i, la distribucié de les
diferents especies va ser, Staphylococcus epidermidis 17, Staphylococcus haemolyticus 1 i
estafilococ coagulasa negatiu 1. En 8 casos es va considerar que aquest aillament no tenia significacié
clinica. En un cas el resultat es va catalogar com discordant.

Per tal de realitzar la validacié clinica es van recollir de manera prospectiva les dades dels
tractaments antibiotics empirics que rebien els malalts amb bacteriemia per S.aureus previament a
rebre la informacié microbiologica .

Posteriorment, es va comprovar l'actitud clinica derivada de la transmissid de la informacid
d’identificacio i sensibilitat en base als resultats microbiologics.

Es van obtenir les dades d’un total de 53 pacients amb bacteriéemia per S.aureus confirmada

microbiologicament. (Taula 8)

98



Resultats

Tractament empiric n2
Amoxicil-lina-clavulanic sola o associada 5
Aminoglucosid sol o associat

Cefalosporina 32generacié sola o associada 12
Vancomicina sola o associada 12

Imipenem sol o associat 5

Linezolid sol o associat 2
Piper-tazobactam sola o associada 3
Quinolones 4
1

6

1

Cefazolina
Sense tractament
Desconegut
Taula 8. Recull dels tractaments antibiotics empirics.
Un cop rebuda la informacié microbiologica, 'adequacio dels tractaments antibiotics es va avaluar de

la seglient manera; instauracié d’un tractament efectiu, ja uge I'espectre antibiotic no incloia al
microorganisme detectat, en 5 casos (5/53, 9.4%), canvi al tractament d’eleccié en 31 casos (31753,
58.5%) i inici de tractament antibiotic en 5 casos (5/53, 9.4%)

En els 31 casos en els que la informacié microbiologica va suposar un canvi al tractament d’efectiu,
vam trobar dos casos de bacteriemia per SARM; un d’ells es va canviar a un glicopéptid, previament
en tractament amb una cefalosporina de 32 generacio+ cloxacil-lina, i en l'altre, es va deixar el
glicopéptid + aminoglucosid retirant-se I'aztreonam. En els 29 casos amb bacterieémia per SASM; en
26 pacients es va canviar el tractament empiric per cloxacil-lina, en dos casos associada a rifampicina.
En els altres tres casos es va iniciar tractament en dos amb trimetoprim-sulfametoxazol i en un amb
glicopéptid per al-lergia a betalactamics.

Pel que fa als 5 casos en els que es va canviar el tractament antibiotic empiric per un d’efectiu podem
detallar que un d’ells era una bacteriemia per un CNS que es va considerar que tenia significacié
clinica i es va afegir al Meropenem empiric un Glicopéeptid.

En els altres quatre casos, dos d’ells eren bacteriemies per SARM en pacients que duien tractament
empiric amb cefalosporines de 32generacié+quinolones. En un cas i en I'altre un aminoglicosid. En
ambdods malalts es va canviar el tractament inicial per un glicopeptid, ja que eren resistents. En els
altres dos casos de bacteriemies per SASM es va canviar el tractament a cloxacil-lina en un cas i en
I'altre per un glicopéptid, en ambdds malalts per resisténcia en els tractament empirics que eren, un
d’ells quinolones i I'altre ampicil-lina+gentamicina.

En els 5 casos en els que es va iniciar el tractament antibiotic , només un d’ells presentava una
bacteriemia per SARM i es va iniciar antibioterapia dirigida amb un glicopéptid, en els 4 que
presentaven una bacteriemia per SASM i es va iniciar cloxacil-lina en tots ells, afegint en un dels casos
un aminoglucosid i en un altre rifampicina.

En els 11 casos restants (11/53, 20.75%) el tractament antibiotic empiric havia estat correcte i era el

d’eleccio.
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En el context de I'avaluacid de la tecnologia GenomEra CDX System pel diagnostic de la bacteriemia
per SARM, es va estudiar la fiabilitat d’aquesta tecnologia en la deteccid precog de portadors nasals
de SARM directament a partir de la mostra d’exsudat nasal. Es va considerar indicacid de realitzar la
prova els seglients casos: malalts que ingressaven a unitats de critics, o que provenien d’altres
hospitals o de centres de llarga estada (centres sociosanitaris o residéncies), companys d’habitacid
d’un malalt infectat o colonitzat, pacients pre-quirdrgics amb risc epidemiologic de SARM o

reingressos amb antecedents de SARM i amb estat de colonitzacié desconegut .

Secundariament, també es va avaluar l'impacte, tant en la instauracié preco¢ de les mesures

d’aillament de contacte, com en la disminucié de la transmissié horitzontal i la prevencioé de brots.

Es van fer un total de 8 determinacions. Aquestes van incloure: quatre pacients procedents d’un altre
centre o residéncia, en un cas el resultat de la deteccié va ser negatiu i es va poder ingressar sense
aillament de contacte. Un pacient company d’un malalt amb una infeccié per SARM, al qual es va
poder retirar I'aillament. En un altre cas, el malalt ingressava de manera programada per cirurgia de
columna i tenia risc de colonitzacid, degut a antecedents epidemiologics familiars (era cuidador de la
seva esposa, portadora nasal de SARM); en aquest cas, la deteccié va permetre canviar la pauta de
profilaxis quirldrgica i procedir a I'aillament de contacte. Per Ultim, en dos pacients amb antecedents
de SARM que reingressaven, amb un sol frotis nasal de control negatiu, la negativitat de la deteccid

va permetre el seu ingrés sense aillament.

Revisades les indicacions i les proves realitzades podem concloure;

La tecnica GenomEra CDX System permet la deteccio de SARM en 50 minuts. Al no requerir personal
especialment entrenat, es pot realitzar en horari de guardia. La técnica molecular de cribatge rapid
permet reduir les mesures d’aillament de contacte en els reingressos de malalts préviament
colonitzats, facilitant la gestio de llits en moments de maxima ocupacid.La seva aplicacio redueix el
risc de colonitzacié dels malalts que han estat en contacte amb casos de SARM i facilita el seu trasllat
rapid a una habitacié o box sense aillament. En cas d’aplicar aquesta prova en els controls posteriors
al protocol de descolonitzacio, permetria retirar I'aillament de contacte 2-3 dies abans, reduint el

impacte negatiu de les mesures d’aillament i els costs.
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Descripcio de les caracteristiques cliniques i epidemiologiques de les bacteriémies per S. aureus
durant un periode de 7 anys

La incidencia de les bacteriemies per S.aureus observada en els Ultims anys al nostre centre, s’ha
mantingut estable entre el 6-8% del total de les bacteriemies diagnosticades. Pel que fa a la
incidéncia de bacteriemia per SARM respecte el total de bacteriémies per S.aureus, ha variat des del

quasi 40% del periode 83-97 fins el 25% del 2014 ( Taula 9).

2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 | 2007 | 2008 | 2009 | 2010| 2011 | 2012 | 2013 | 2014

n? bacteriémies totals 782 | 873 | 888 | 882 | 933 | 957 | 775 | 926 | 775 | 791 | 830 | 796 | 845
S.aureus 113 | 73 51 69 67 83 54 59 53 48 65 34 56
S.aureus SARM 14 24 20 22 14 21 11 22 15 19 14 13 14
Percentatge BSA/BT (%) 1441 83| 57| 78|67 87|69]|64]|68]61| 78] 42] 66
Percentatge BSARM/BSA (%) | 12,3 ] 32,8 39,2 31,9| 20,9| 25,3 20,4 37,3 283 ] 39,6| 20,3| 38,2| 25

BSA: bacteriemia per S.aureus
BT: bacteriemies totals

BSARM: bacteriémia per SARM

Taula 9. Percentatge de bacteriemies per S.aureus i SARM

Durant el periode d’estudi es van incloure un total de 293 pacients atesos als servei d‘urgéencies,
consultes externes o hospitalitzats amb bacteriemia documentada per S.aureus, durant un periode
de 7 anys (2002-2009). Pel que fa a les caracteristiques demografiques i cliniques observades en la
nostra poblacio d’estudi i mostrades a la taula, caldria destacar les seglients dades (taula 10).

La mitjana d’edat va se de 61.27+18.1 anys.Es van diagnosticar 190 bacteriémies en homes, és a dir,
un 64.8%. L'origen de la bacteriemia va ser en 171 casos nosocomial, representant un 58.4%, en 55
casos d’origen comunitari(18.8%) i en 67 (22.9%) relacionades amb |’assistencia sanitaria.

El 89% dels pacients presentaven comorbiditats associades, la més freqiient amb un 35.5% va ser la
Neoplasia, seguida de la Diabetis en un 30.4% dels casos, la Insuficieéncia renal cronica en un 15.7%,
el tractament amb immunosupressors en el 14% i la MPOC en un 13.7%.

Un 25.9% dels pacients (76/293)s amb bacteriémia van presentar complicacions, presentant-se
clinicament en un 17.4% com shock septic, un 11.6% amb preséncia de metastasis septiques i en un
6.1% amb endocarditis. La bacteriemia persistent es va produir en el 8.5% dels casos.

Varem observar que en el 145 bacteriémies (49.5% ) el focus era erradicable.

Pel que fa als focus més freqlients es va observar que el 45.7% (134/293) tenien el seu origen en el
cateter, el 8.5% (25/293) en la ferida quirurgica i en el 7.5% (22/293) va ser una pneumonia. En un
16.9% (49/293) el focus de la bacteriemia era desconegut.

El percentatge de la resisténcia a la cloxacil-lina, tenint en compte les dades obtingudes per la
determinacio de la sensibilitat mitjangant el métode de CMI, va ser del 20.5% (60 casos). De les
bacteriémies per SARM, el 80% (48/60) van ser nosocomials i en 22 el focus de la bacteriemia era el

cateter.
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Caracteristiques cliniques n2 (%)
Edat (DE) 61,27 (18,1)
Geénere

Home 190 (64.8)
Dona 103 (35.2)
Servei Hospitalari

Medic 198 (67.6)
Quirdrgic 57 (19.5)
Critics 28 (9.6)
Pediatria 10(3.4)
Origen

Nosocomial 262 (89.4)
Comunitari 55 (18.8)
Relacionat AS 67 (22.9)
Malaltia de base 262 (89.4)
Diabetes 89 (30.4)
EPOC 40 (13.7)
Insuficiéncia cardiaca 38 (13.0)
Neoplasia 104 (35.5)
Insuficiéncia renal cronica 46 (15.7)
Cirrosis 29 (9.9)
VIH 16 (5.5)
SIDA 10 (3.4)
Neutropenia 22 (7.5)
Hemodialisi 19 (6.5)
Immunosupressors 41 (14.0)
Enolisme 18 (6.1)
Obesitat 9(3.1)
ADVP 7(2.4)
Risc malaltia base fatal o UF 123 (42.0)
Complicacions 76 (25.9)
Shock séptic 51(17.4)
Metastasis séptica 34 (11.6)
Endocarditis 18 (6.1)
Bacteriémia persistent 25 (8.5)
Resisténcia cloxacil-lina (SARM) 60 (20,5)

Taula 10. Caracteristiques demografiques i cliniques. UF; dltimament fatal
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ES varen revisar de les dades cliniques i epidemiologiques d’aquests 293 pacients i es va definir la
bacteriemia complicada com preséncia de metastasis septiques en un focus diferent del primari, via
hematogena (endocarditis, osteomielitis vertebral, accident cerebrovascular embolic, embolies
séptiques pulmonars o extensié local (tromboflebitis o abscessos) o preséencia de shock septic. El
percentatge de complicacions en la poblacié estudiada va ser del 25.95%, establint-se un model de
regressio logistica per la variable dicotomica complicacions que es va definir com a variable resposta.
També es van incloure variables predictores, tant de I’hostatger com del microorganisme, d’aquesta
manera, es va poder arribar a concloure quins eren els factors rellevants associats al
desenvolupament de complicacions. Només es van observar diferéncies significatives amb la variable
hemocultiu positius a les 72 hores del tractament (bacteriéemia persistent). No es van trobar
diferéncies significatives entre els pacients amb o sense factors de riscs de metastasis septica: 9.3%
vs 8.2%. Un 8% dels pacients que van rebre tractament inicial correcta van presentar bacteriémia
persistent, per la qual cosa no s’explicaria la dificultat d’eliminacié del microoganisme pel fet de no
dur un tractament antibiotic adequat. El 9.5% dels malalts neutropénics presenten un 9.5% de
complicacions enfront a un 19.3% dels no neutropenics, fet que podria anar a favor de la persisténcia
intracel-lular.

Finalment en I"analisi multivariant es van incloure les variables: obesitat, insuficiencia renal cronica,
edat, sexe, focus erradicable, sensibilitat a la cloxacil-lina, origen i tractament antibiotic adequat. Es
va establir que la obesitat i I'origen nosocomial presenten més risc de bacteriémia persistent,

malgrat que ajustat a la resta de variables no son estadisticament significatives.
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Determinacio de l'impacte dels factors de viruléncia i les caracteristiques moleculars de les soques
en la preséncia de complicacions derivades de la bacteriemia per S. aureus.

De les 102 bacteriemies incloses en aquest estudi, 63 es varen produir en homes, és a dir, un 61.8%.
La mitjana d’edat era de 57.28 (DE de 23.18) anys. L'origen de la bacteriémia va ser en 49 casos
nosocomial, representant un 48%, en 24 casos d’origen comunitari (23.5%) i en 29 (28.4%)
relacionades amb I’assistencia sanitaria.

Varem observar que en el 48% (49/102) de les bacteriémies el focus era erradicable, sent el focus
d’origen en totes elles el catéter.

El 89.2% dels pacients presentaven comorbiditats associades, la més freqiient amb un 33.3% va ser
la Neoplasia, seguida de la Diabetis en un 31.4% dels casos , la Insuficiencia renal cronica en un
18.6% , el tractament amb immunosupressors el 17.6% i la MPOC en un 13.7%.

El percentatge de pacients amb complicacions va ser del 40.2% (41/102). Es va establir la mateixa
sistematica d’analisis que en el cas de la poblaciéd de 293 pacients, i es va aplicar un model de
regressio logistica. En aquest model la variable dicotomica complicacions (si/no) es va definir com a
variable resposta i es van incloure les variables predictores, tant de I'hostatger com del
microorganisme, per d’aquesta manera poder arribar a concloure quins eren els factors rellevants
associats al desenvolupament de complicacions. Només es van observar diferéncies significatives
amb la variable hemocultiu positius a les 72 hores del tractament (bacteriemia persistent ) igual que
en el cas anterior (p=0.043).

D’altra banda, no es va observar cap associacié entre la existencia de bacteriémies persistents i la
preséncia d’algunes proteines implicades en I'evasié immune com la CHIPS o SCIN o la preséncia de
toxines estafilococciques com leucocidina de Panton Valentine, toxines exfoliatives, enterotoxinesi la
toxina-1 del sindrome del shock toxic (TSST-1).

La preséncia del gen mecA es va relacionar amb un augment del percentatge de bacteriemia
persistent, encara que sense significacié estadistica. Aixi, el 15% dels pacients amb bacteriémia per
SARM van fer una bacteriémia persistent, en contrast amb el 8% dels malalts amb bacteriemia per
SASM, amb una p=0.307.

Segons els nostres resultats, I'abséncia d’una de les MSCRAMM, en concret la SdrD (protein serin
aspartat), s’ha relacionat significativament amb la preséncia de bacteriemia persistent, de tal manera
que 27.3% dels malalts amb bacteriemia persistent no tenen aquesta proteina, en contrast amb el
8.1% dels pacients amb bacteriemia persistent que si la tenen amb una p=0.049.

Tenint en compte les variables cliniques de I'hostatger, el 15.6% dels pacients amb DM feien
bacteriemia persistent, mentre que només ho feien el 7.1% que no tenien DM (p=0.181). Es va
observar una associacio estadisticament significativa entre la bacteriemia persistent i la Insuficiencia

Renal Cronica, en el sentit de que el 26.3% d’aquests pacients varen presentar bacteriemia
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persistent, respecte a només el 6% dels que no tenien aquesta patologia de base (p=0.07). El 22%
dels pacients amb tractament immunosupressor presentaven bacteriemia persistent enfront del
7.1% dels pacients que no en prenien (p=0.051).

Un 8.6% dels pacients que van rebre un tractament adequat des de I'inici van presentar bacteriemia
persistent, enfront el 22.2% dels que no el duien (p=0.4).

Finalment, a I'analisi multivariant es van incloure en un primer model les seglients variables:
preséncia del gen mecA, sdrD, insuficiencia renal cronica, tractament immunosupressors i el
tractament antibiotic adequat. Es va observar que la preséncia del gen mecA i el tractament
immunosupressor augmentaven els risc de bacteriémia persistent, tot i que no de forma significativa.
D’altra banda, es va demostrar que I'absencia de la sdrD és un factor de risc per a desenvolupar
bacteriemia persistent amb una p= 0.052.

En un segon model de analisi, excloent la variable sdrD i la insuficiencia renal cronica, es va establir
que el tractament immunosupressor seguia relacionant-se amb la bacteriemia persistent, pero la
resta de variables perdien significacid.

Al realizar I'analisi mitjangant una eina estadistica descrita recentment i denominada genome-wide

association study (http://www.danielwilson.me.uk/virulogenomics.html), per identificar la

posible associacio entre els gens detectats en aquestes soques i la bacteriemia persistent, no es va

trobar cap associacié significativa.
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Objectiu 2. Estudi de I'’epidemiologia i aspectes clinics de la infeccié de pell i parts toves
per S. aureus a la poblacié pediatrica i adulta

Estudi dels factors de viruléncia i tipificacio molecular de les soques causants d’infeccio de pell i
parts toves en aquesta poblacio

Durant el primer periode d’estudi, del Gener de 2008 a Maig del 2011,es van recollir un total de 45
mostres, corresponents a 45 pacients menors de 18 anys amb una infeccié de pells o parts toves
(IPPT), u osteoarticular, amb cultiu positiu per S.aureus d’origen comunitari. Aixo va representar un
9.5% dels 474 aillaments de S.aureus durant el mateix periode de temps i amb les mateixes
caracteristiques cliniques.

Tipificacid mol-lecular de les soques SASM

La tipificacié molecular mitjancant microarray StaphyType kit d’aquestes soques ens va permetre
confirmar que en 35 d’elles, un 77.8% no detectava el gen mecA i per tant, no s’observava resistéencia
a cloxacil-lina.

L’estudi genotipic ens va permetre detectar la preséncia dels gens que codifiquen per PVL en 25 dels
35, és a dir, en un 71.4% dels SASM, tot i que en 2 d’ells la deteccié pel meétode fenotipic mitjangant
Lateral Flow Assay va resultar negativa.

Pel que fa als resultats de tipificacid6 mol-lecular es va assignar els 35 aillaments a diferents
complexes clonals; el clon predominant va ser CC30-MSSA (n= 6), CC121 (n=6) i CC22-MSSA (n=5).
La resta van mostrar una elevada variabilitat clonal (2 CC152, 2 CC8, 2 CC45, 2 CC1 i una soca
assignada a cada un dels seglients CC; CC80, ST49, ST34, ST72, ST2479, CC188, CC15, CC5, CC6 i
CC707).

Aguest assaig també ens permet detectar el al-lel del sistema regulador més conegut i estudiat
denominat accessory gene regulator (agr). Aixi de I'estudi del tipus de agr de les 35 SASM es va

veure que 15 d’elles pertanyien al agr 1, 12 alagrlll, 4alagrlli4 agr V.

Tipificacié mol-lecular de les soques SARM

La tipificacid mol-lecular va detectar la preséncia del gen mecA 10 d’elles, un 22.2%. Aixo ens donava
una incidencia de SARM del 22.2%. La deteccid genotipica ens va permetre detectar la preséncia dels
gens que codifiquen per PVL en els 10 casos, és a dir, un 100% de les nostres soques SARM eren pvl+
i en totes elles la deteccid pel métode fenotipic mitjancant Lateral Flow Assay va resultar positiva.

Pel que fa als resultats de tipificacié mol-lecular es va assignar els 10 aillaments a una mateixa clona

CC8- ST8 SCCmec tipus IV. El subtipat del tipus SCCmec tipus IV realitzat al Centro Nacional de
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Microbiologia ens va conformar que les 10 soques pertanyien al SCCmec tipus IVc. L’al-lel del sistema

regulador agr de les 10 soques SARM va el agr |. Totes ells havien perdut el element mobil ACME.

Caracteristiques mol-leculars ( StaphyType kit ) CA-SARM (n=10) CA-SASM ( n=35)
Deteccid PVL positiva 10 (100%) 25(71,4%)
agr tipus
| 10 (100%) 15 (42,8%)
I 0 4(11,1%)
1l 0 12 (33,3%)
\Y 0 4(11,1%)
cc8/ST8 10 0
cc30 0 6
cc22 0 5
ccl21 0 4
ccl52 0 2
cc8 0 2
ccl/cc45/cc152 0 2
cc80/cc1/ST-49/ST72/cc707/ST-2479/cc188/cc5/cc6 0 1

Taula 11. Resum de caracteristiques moleculars

Durant el segon periode d’estudi, dins del projecte Europeu “Prevalence of S.aureus among
patients presenting with skin and soft tissue infections”. A multi-centre pilot study in Europe.
European Society Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID)”, del Mar¢ de 2015 a Juny
del 2015,es van recollir un total de 32 soques, corresponents a pacients nens i adults amb infeccié
de pells o parts toves (IPPT), osteomielitis o infeccions articulars amb cultiu positiu per S.aureus
d’origen comunitari que consultaven al servei d’urgencies.

La prevalenca total de SARM va ser del 12.5% (4/32). Corresponents al Complexe Clonal (CC): 1- CC
8/SARM IV/ACME negatiu, 2- CC 88/ SARM |V, 3- CC 001/ ST573/772, 4- CC V/VI.

Pel que fa als aillats SASM pertanyien als cc; 1 CC001 (ST573/772), 1 CC121, 4 CC15, 1CC188, 5 CC188
CC22, 2 CC25, 1 CC30 (PVL+), 2 CC30, 3 CC30 (ST34/42), 3 CC45, 1 CC5, 1 CC5 IV/VI, 1 CC59, 3 CC8, 1
CC8 (MRSA IV) ACME negative, 1 CC88 (MRSA 1V), 1 CC9.

En 9 casos es va trobar una PVL positiva (28.1%). Tres casos corresponien a malalts SARM amb
diferents cc: 1- CC 8/SARM IV/ACME negatiu, 2- CC 88/ SARM IV, 3- CC 001/ ST573/772. Sis casos
corresponents a SASM pertanyents als CC: 2 al CC 22, CC 15, CC 8, CC 30, CC 121
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Descriure les caracteristiques cliniques i epidemiologiques de les infeccions de pell i parts toves en
aquesta poblacio
Les caracteristiques cliniques d’aquestes infeccions recollides durant el primer periode son les

seglients i es recullen la taula en funcio si es tractava de un SASM o SARM.

Caracteristiques clinigues i epidemiologiques dels malalts amb aillament de SASM

Trenta cinc del total de mostres recollides van correspondre a aillaments per SASM, un 77.8% Pel que
fa a la resta de sensibilitat antibiotica, vam observar resistencia a quinolones en 4 soques, a
macrolids en 3, gentamicina en 5 i trimetropin-sulfametoxazol en 1. Pel que fa als Macrolids no es va
observar I'existéencia d’'un fenotip MLSB induible a clindamicina i tampoc en cap cas
I’'heteroresisténcia a glicopéptids, o resisténcia a mupirocina.

Trenta tres pacients van ser homes, un 65.7%. La mitjana d’edat va ser de 79.6 mesos (3-244). Pel
que fa a l'origen geografic; 11 nens eren d’origen espanyol (31.4%), 4 originaris de I'india, 3 de
Guinea Equatorial i 1 d’Equador, Kazakhstan, Marroc, Santo Domingo i Uruguai. Només en un cas no
varem saber d’on provenia. Pel que fa a la malaltia de base, en 2 casos existia I'antecedent de
varicel-la, un cas amb anémia ferropénica, un sindrome de Aarskog i un sindrome de Arnold-Chiari.
Quan a la localitzacié es va descriure molta variabilitat, sense observar-ne una agrupacio rellevant.

Es van classificar les infeccions en quatre grups segons la seva manifestacié clinica, aixi en 2 casos
(5.7%) es va observar una infeccié superficial (folliculitis), 3 (65.7%) associades a abscessos, 6
(17.1%) amb cel-lulitis i 4 (11.4%) amb osteomielitis/bursitis.

Dels 35 pacients, 12 van requerir ingrés hospitalari, un 34.3% i en 24 (68.6%) dels casos es va

necessitar fer drenatge o incisio de la lesio.

Caracteristiques clinigues i epidemiologiques dels malalts amb aillament de SARM

Les 10 infeccions restants, que representaven un 22.2% del total van ser causades per CA-SARM.
Caracteristicament 9 d’aquestes soques eren sensibles a la resta d’antibiotics no betalactamics
testats, i només en un cas es va descriure una resisténcia a gentamicina.

Sis pacients eren homes, un 60%. La mitjana d’edat va ser de 72.6 mesos (6-214). Pel que fa a I'origen
geografic; 5 nens eren d’origen espanyol (54.5%), 4 d’Equador i en un cas tampoc varem saber quin
era el seu origen geografic. Es va observa un cas de pacient monorré i un altre amb antecedents de
varicel-la prévia.

Cap dels casos es va relacionar amb I’assistencia sanitaria. Es va realitzar I'estudi de colonitzacié nasal
per SARM en 6 casos i només en un d’ells va resultar positiu. Es tractava del nen monorré, tot i que

com ja s’ha comentat no es trobar cap registre d’ingressos previs.
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Si ens fixavem en la distribucié en funcié de les manifestacions cliniques, en 3 casos (30%) es va
observar una infeccié superficial (fol-liculitis), 5 (50%) associades a abscessos i 2 (20%) amb cel-lulitis.
Només 2 pacients van requerir d’ingrés hospitalari i en 8 casos va ser necessari un drenatge o incisid
de la lesié (80%).

Pel que fa al tractament previ, 4 nens portaven tractament empiric amb amoxicil-lina-clavulanic i els
6 restants amb cefalosporines de primera generacid. En cinc casos no es va canviar a un tractament
antibiotic efectiu,tot i aixd van presentar una evolucio favorable, destacant que en 4 dels 5 es va
realitzar el drenatge de la lesid. En els 5 casos en els que el tractament antibiotic va ser dirigit, en 4
d’ells es va passar a trimetropim-sulfametoxazol i en un d’ells a claritromicina.

Caracteristiques cliniques CA-SARM ( n=10) CA-SASM ( n=35)

Edat (mesos)

Mitjana ( Rang) 72,6 (6-214) 79,6(3-244)
Geénere

Dona 6 (60%) 23 (65,7%)

Home 4 (40%) 12 (34,3%)

Tipus d’infeccio

Fol-liculitis 3 (30%) 2 (5,7%)
Cel-lulitis 2 (20%) 6(17,1%)
Abscés 5 (50%) 23 (65,7%)
Osteomielitis 0 4(11,4%)
Incisié /Drenatge 8 (80%) 24 (68,6%)
Ingrés hospitalari 2 (20%) 12 (34,2%)

Taula 12. Resum de caracteristiques cliniques i epidemiologiques

Les caracteristiques cliniques recollides en el segon periode segons eren SASM o SARM varen les
seguents.

Caracteristiques clinigues i epidemiologiques SASM

Vint-i-vuit del total de mostres recollides van correspondre a aillaments per SASM, un 87.5%. Pel que
fa a la resta de sensibilitat antibiotica, varem observar resisténcia a macrolids en 2casos, tobramicina
sola en 2 i a tots els aminoglucosids en 1 cas. Pel que fa als macrolids no es va observar I'existencia
d’un fenotip MLSg induible a clindamicina i tampoc en cap cas I’heteroresisténcia a glicopeptids, pero
si un cas de resistencia a mupirocina.

Dinou pacients van ser homes, un 67.8%, i setze menors de 18 anys (16/28: 57.14).En aquest periode

no es va mirar I'origen geografic del pacient.

109



Resultats

Pel que fa a la malaltia de base, es van reportar després de la revisid de les histories cliniques
diferents patologies de base concomitants, entre elles casos de diabetis, hipertensié arterial, algunes
malalties autoimmunes, un cas de cirrosi i una neoplasia prostatica en un dels casos. Quan a la
localitzacid es va reportar molta variabilitat, sense observar-se una agrupacio rellevant.

Es van classificar les infeccions en quatre grups segons la seva manifestacié clinica, aixi en 7 casos
(25%) es va observar una infeccié superficial (fol-liculitis/paroniquia), 5 (18%) associades a abscessos,
7 (25%) amb cel-lulitis i 1 (3.5%) amb osteomielitis/bursitis. En els 8 (28.5%) casos restants les
manifestacions cliniques van ser altres. En 21 casos (75%) era el primer episodi i en els 7 restants la
clinica era recurrent.

Pel que fa al tractament previ, 9 pacient tenien antecedents de tractament antibiotic empiric abans
de consultar al servei d’urgencies i en 4 casos referien haver pres tractament durant el mes previ.

Dels 28 pacients, en 15 (53.6%) casos es va necessitar fer drenatge o incisié de la lesio.

Caracteristiques cliniques i epidemiologiques SARM

Les 4 infeccions restants, que representaven un 12.5% del total van ser causades per CA-SARM.
Caracteristicament només una d’aquestes soques era sensibles a la resta d’antibiotics no
betalactamics testats, en les altres tres es va descriure resistéencia a macrolids i a aminoglucosids

Tres pacients eren dones, un 75%. Dos majors de 18 anys (50%) i en ambdds casos es tractava de
pacients amb diabetis. En quan a la localitzacié dues afectaven a extremitats inferior, en forma
d’infeccid superficial una i I'altre com osteomielitis, una al cap i un altre amb abscessos multiples a
I"'abdomen

En 3 casos (75%) era el primer episodi i en el quart es tractava d’una recurréncia clinica. Pel que fa al
tractament previ, només 1 pacient tenia antecedents de tractament antibiotic empiric abans de
consultar al servei d’urgéncies i en 2 casos referien haver pres tractament durant el mes previ. Dels 4
pacients, en 4 (50%) casos es va necessitar fer drenatge o incisié de la lesid, sent aquests els que es
van presentar com osteomielitis i abscessos abdominals i corresponien als dos pacients adults

diagnosticats de diabetis.

110



Resultats

Determinar el impacte dels factors de viruléncia i les caracteristiques moleculars de les soques en la
presentacio clinica de la infeccio cutania

La preséncia de certs factors de viruléncia en algunes soques de S.aureus s’ha relacionat amb la
gravetat i I'evolucid clinica. La tipificacid6 molecular de les soques incloses en el nostre estudi,
permetra estudiar quin ha estat I'impacte clinic en funcié de la preséncia o abséncia d’aquests gens.
Aixi en el primer periode d’estudi en el que es van recollir 45 soques productores d’IPPT ,es van
classificar com CA-SARM 10 aillaments, totes elles mostraven la preséncia dels gens que codifiquen
per la PVL i totes elles es van incloure dins la mateixa clona CC8-ST8 SCCmec tipus IVc. Pel que fa a les
soques SASM es va observar la preséncia de la PVL en un 71.4% (25/35).

Si ens fixem en les CA-SARM pvl+, en només un cas la lesidé cutania presentava necrosi, es tractava
d’una pacient originaria d’Equador, sense antecedents de malaltia de base associada i amb un abscés
cutani a la cuixa. Va ser necessari realitzar el drenatge de la lesid, tot i tractament antibiotic amb
cefadroxilo i va presentar una evolucionar favorable, sense necessitat d’ingrés hospitalari. Com
antecedent epidemiologic a destacar, el pare de la nena explicava episodis d’abscessos cutanis de
repeticid. Pel que fa a la resta de les 9 soques CA-SARM pvl+ que no presentaven lesié amb necrosi, 7
d’elles van requerir un drenatge de la lesié i en dos casos es va necessitar ingrés hospitalari.

En I'estudi d’altres factors de virulencia, cap de les 10 CA-SARM pvl+ va mostrar la presencia de
I’element genétic mobil (ACME).

Pel que fa a les 35 soques CA-SASM, la presencia de necrosi es va observa en només en un cas de CA-
SASM pvl-. Es tractava d’'un nen d’origen espanyol amb un abscés gluti que es va drenar, sense
patologia de base i que va presentar una bona evolucio, sense ingrés hospitalari.

Analitzant la preséncia d’altres factors implicats en la patogenia de les infeccions per S.aureus, com
poden ser la proteina amb accié immunomoduladora CHIPS, la toxina de la sindrome del shock toxic
(TSST-1), algunes enterotoxines, les toxines exfoliatives i algunes proteines de superficie implicades
en I'adhesio MSCRAMM (cna, clfa, Fnb) no s’ha observat cap associacid entre la preséncia o abséncia
d’alguna d’elles amb una determinada presentacio clinica.

En el segon periode d’estudi en el que es van recollir 32 soques productores d'IPPT, 4 d’elles van ser
CA-SARM i 3 d’elles mostraven la preséncia de la PVL, només en un dels casos va ser necessari
drenatge. Les manifestacions cliniques d’aquests tres casos varen ser diferents, en un cas es van
reportar abscessos abdominals multiples, un altre com un abscés al cap recurrent i I'altre un
impetigen.

Pel que fa a les 28 CA-SASM, 6 mostraven la presencia de la PVL, pel contrari en cap d’elles es

detectava la presencia de CHIPS i TSST-1.
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La manifestacioé clinica més freqlent dels 6 CA-SASM pv/+ va ser I'abscés en 5 casos i 3 d’ells van
requerir drenatge de la lesid. Ni la localitzacié de la lesié ni el fet de tractar-se d’infeccions
recurrents, o de ser el primer episodi, mostraven cap predomini.

Les 22 CA-SASM pvl-, un 50% (11/22) va requerir drenatge. Es van diagnosticar dos casos de primer
episodi de cel-lulitis necrotitzant, ambdues de localitzacio al peu, en una d’elles s’associava ETAD i en
I'altre TSST-1. En 4 soques es va detectar la presencia de toxines exfoliatives (2ETAA i 2 ETAD) i en 5
d’elles la presencia de TSST-1. Pel que fa a les manifestacions cliniques de les altres no va detectar

cap associacio significativa.

Durant el mateix periode de temps, es va realitzar el tipat molecular mitjancant array de soques CA-
SARM de pacients que havien consultat al Centre d’Atencié Primaria. El 30% d’aquestes pertanyien a
la soca USA300-ST8-SCCmec IVc productora de la Leucocidina de Panton Valentine i sense I'element

genetic mobil ACME.
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Objectiu 1. Estudi de I'epidemiologia, diagnostic i aspectes clinics de la bacteriemia per
Staphylococcus aureus

Actualment, S.aureus és un dels microorganismes amb més rellevancia epidemiologica i clinica. Tot i
I’elevat nombre d’estudis publicats, continua sent un repte I'estudi de la patogénia de les infeccions
que causa, i les implicacions dels factors dependents de I’hostatger i del microorganisme, tant en les
manifestacions cliniques com en [I'evolucié. Actualment, I'augment de I'esperanca de vida i de
comorbiditats associades en aquests malalts, junt amb la reorientacié del sistema sanitari amb la
creacio de I'atencié a domicili, hospitals de dia, centres socio-sanitaris, cirurgia major ambulatoria, fa
que sigui dificil trobar el limit entre I'hospital i la comunitat. De fet, aquests malalts reingressaran de
forma repetida i estaran sotmesos a multiples tractaments antibiotics. Aixo junt amb la constant
variacio de les clones predominants i els canvis en el seu perfil de sensibilitat, fa que sigui de gran
interes, el coneixement de I'epidemiologia de les soques de S.aureus, que produeixen infeccions en
el nostre medi. Coneixer aquestes dades ens permetra entendre quina és la dinamica d’aparicié
d’algunes clones i la seva disseminacid i comparar-la amb la d’altres arees geografiques.

D’altra banda, sera de gran interés veure si existeix alguna relacié entre les caracteristiques

microbiologiques i moleculars del microorganisme i el seu comportament clinic.

1.1. Estudi dels factors de viruléncia i tipificaci6 molecular de les soques causants de bacteriemia per
S. aureus de diferents origens.

La fagotipia com a tecnica de tipificacid es va comencgar a utilitzar als anys 40 a Anglaterra, i des
d’aleshores s’ha utilitzat en centres de referéncia en estudis de vigilancia epidemiologica.

En I'analisi dels resultats obtinguts del fagotipat de les soques SARM procedents de malalts amb
bacteriemia del nostre centre, trobem que el fagotip predominant és el Fagotip lll, representant un
17.85%, fet que es correlaciona amb I'dltim estudi nacional multicentric, on aquest fagotip
representava el 20% (211) i amb d’altres estudis europeus com el de Cristiano et al (212),
Winsiewska et al (213) i Mehndiratta et al/ (214). En un estudi Israelia es descriu que el 96% dels
aillats sensibles als fags del grup Ill eren SARM (215). En aquests estudis de vigilancia epidemiologica
com el de Cristiano et al (212) i Kareiviene et al (216) que incloien tant soques SASM com soques
SARM, descrivien que el fagogrup Il només el trobaven en les soques SASM. En la nostra poblacio
d’estudi, el fagotip Il representa el 6.6% dels SASM (6/90), és a dir, el trobem en 6 de les 39 soques
SASM que es van poder tipificar. D’altra banda, la proporcié de soques SARM classificades com “no
tipables” en la nostra serie és del 37.5% , inferior a la descrita en un estudi multicentric espanyol en
el que es van tipificar 2.144 soques SARM, de les quals 60% dels quals eren “no tipables” (211) o el

56.2% reportat per Kareiviene et al (216). Tot i el menor percentatge de“no tipables” en la nostra
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mostra, que es podria explicar pel limitat nUmero de soques, es tracta d’una teécnica amb poc poder
discriminatiu i que només estaria indicat utilitzar com a métode de cribratge inicial.

En els ultims anys, han aparegut diferents tecniques de tipificaci6 molecular que ens permeten
classificar les soques de S.aureus. Entre elles, I'electroforesi en camp polsant (PFGE), és considerada
el “gold estandard” en I'epidemiologia local. D’altra banda, spa typing en combinacié amb I'analisi
BURP s’ha convertit en I'eina de primera linea en la tipificacié epidemiologica rutinaria. Técniques
com el MLST i determinacié SCCmec tipus es consideren metodes de referencia per a definir les
clones de S.aureus

L’analisi del PFGE de les 28 soques SARM del nostre estudi ens mostra la preséncia de 7 genotips
diferents, tots ell descrits en estudis previs (211)i que inclouen els dos clons predominants d’origen
nosocomial (E7 i E8) i un clon adquisicié comunitaria. Si comparem la prevalenga amb I'dltim estudi
multicéntric espanyol, observem que en un 61.8% pertanyen als tipus E7 i E8, similar al 52.5%
observat per Vindel et al (211). L’electroforesi en camp polsant ha estat considerada com una técnica
amb elevat poder discriminatiu i molt valida per la tipificacié de S.aureus, tot i aix0 s'ha posat en
dubte la seva aplicacié en estudis epidemiologics longitudinals, a causa de l'alt grau de variacié
genetica que s’ha anat observant en els clons pandémics al llarg de la historia evolutiva. Aquest fet
no s’ha posat de manifest en el nostre analisi ni en les dades observades per Vindel et al (211) , ja
que les clones predominants a Espanya s’han mantingut estables des del 1996 (211). D’altra banda,
podem destacar la preséncia de 3 soques pertanyents a la clona E19, descrita per primera vegada per
Vindel et al i la no presencia de la denominada clona Ibérica o genotip |, que va ser el predominant
als anys 90, pero que ha anat desapareixent.

La utilitzacié de la seqlienciacié d’un gen de la proteina A o spa typing en el tipat de les soques SASM
i SARM ha permés tenir a I'abast una técnica reproduible entre laboratoris i una base de dades
universal que recull dades procedents de diferents laboratoris i paisos.

En I'analisi de les soques de HUGTIiP veiem com els spa tipus predominants son el t067 i el t002, tant
pel que fa a les soques SASM com SARM. El spa t067 representa un 14.4% dels SASM i un 17.85% de
les SARM, aquesta elevada freqliencia coincideix amb les dades espanyoles ja publicades (217) i pel

contrari contrasta amb les dades obtingudes de la http.//spa.ridom.de/spa-t067.shtml on el spa tipus

t067 mostra una freqliencia global del 0.81%. En el cas del spa t002, la freqléencia global és del
6.95%, mentre que en el nostre estudi és del 12.22% en les SASM i del 10.71% de les SARM.
L'elevada freqliéncia d’aquests dos spa tipus, limita la utilitat d’aquesta tecnica per I'estudi de
I’epidemiologia local, i fa necessaria la utilitzacié de I'electroforesi en camp polsant per poder
discriminar entre diferents clones. Si comparem el perfil de PFGE i els spa tipus obtinguts en les 28
soques SARM, les clones E7 i E8 mostren una elevada varietat spa tipus, pero el 32.14% pertanyen al

mateix CC BURP (CC067) tal com ja s’havia descrit . D’altra banda diferents perfils de PFGE poden
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compartir un mateix spa tipus, indicant la possible existencia d’'una recombinacid genetica, igual que
hi ha soques esporadiques que s’agrupen dins un mateix spa tipus, reforgcant encara més la idea de
I’elevat poder discriminatiu del PFGE.

En conclusio, I'elevat nombre de soques “no tipables” mitjancant Fagotipia ha mostrat el seu poc
poder discriminatiu,utilitzant-se com a métode d’screening inicial en estudis de vigilancia
epidemiologica.

Una limitacio del nostre estudi és que al no tenir les dades de la tipificacio mitjancant MLST no es pot
demostrar la correlacié entre aquest i el tipat obtingut a través de la combinacio PFGE més
I'assignacio per CCBURP, capag de preveure el eBURST CC en aillats de SARM.

En la descripcié del SCCmec de les soques SARM Unicament es va detectar el tipus SCCmeclV. Aquest
és el subtipus més freqlient entre els clons majoritaris, perdo també ho és en els esporadics i en la
clona comunitaria. Aquest fet suggereix una elevada transferéncia i persisténcia entre soques. Dins el
tipus 1V, el subtipat ens va permetre saber que 27/28 SARM tenien el subtipus SCCmeclVc. Només en
un cas varem tenir subtipus IVa, a diferéncia d’alguns estudis americans on es mostra una prevalenca
molt més elevada (218), en una clona de CA-SARM (ST8-SCCmeclVa-pv/+) productora de la majoria
d’infeccions de pell i parts toves o en I'Gltim multicéntric espanyol, on representava el 70.1%. Aixi
doncs, la caracteritzacio del tipus de SCCmec va mostrar una baixa capacitat de discriminacio.

Pel que fa a la deteccid de la PVL, la seva baixa freqlieéncia esta en concordanca amb la observada en

la bibliografia en aquest tipus d’infeccions (33).

1.2. Avaluacio de diferents métodes rapids d’ identificacio i determinacio de la sensibilitat antibiotica
de S. aureus, directament de ’"hemocultiu positiu.
L’elevada morbimortalitat a la que s’associen les infeccions invasives per S.aureus i en particular de la
sepsia, ha fet necessari intentar optimitzar tant les técniques de diagnostic microbiologic, com el
maneig clinic, millorant d’aquesta manera el pronostic d’aquestes infeccions (165, 174). En aquesta
linea, un tractament antibiotic adequat de manera preco¢ millora molt el pronostic a curt i llarg
termini. Els tres assajos avaluats en aquesta tesi amb I'objectiu d’aconseguir una instauracié precog
del tractament antibiotic d’eleccié, demostren una elevada sensibilitat i especificat respecte els
meétodes de referéncia. La seva aplicacidé a la rutina diaria seria del tot fiable. No obstant, hi ha
algunes consideracions a nivell metodologic que cal destacar. Es important assenyalar que el sistema
BinaxNow és un prova inmunocromatografica rapida, amb anticossos policlonals que reconeixen una
proteina especifica de S.qureus. GenomEra MRSA/SA és un test basat en la deteccid dels acids
nucleics i MicroPhage utilitza el creixement dels bacteriofags com a marcador de la preséncia de
SARM. Mentre les dues primeres técniques ens ofereixen la possibilitat d’obtenir el resultat en una

hora, MicroPhage en requereix 6, aix0 s’explica pel temps de creixement del cultiu del bacteriofag.
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La utilitat clinica d’aquestes proves rapides ofereix la possibilitat d’ajustar el tractament antibiotic en
un curt periode de temps. En el nostre estudi només el 20% (11/53) dels pacients duien un
tractament inicial correcte, per tant, I'aplicacid d’aquests métodes va fer augmentar de manera
significativa la proporcio de tractaments correctes en les primeres 24 hores d’inici de I'episodi.

Com a conclusié, les tres técniques avaluades son fiables per a la deteccid directa de S. aureus i el seu
patrd de resistencia a la meticil-lina, directament de I’'hemocultiu positiu. No obstant aixo, el métode
basat en la deteccié dels acid nucleics, GenomEra MRSA/SA, és més simple, practic i rapid. Sén
necessaris més estudis per poder avaluar el impacte clinic real d'aquestes proves rapides i la seva

capacitat de generar canvis en el maneig i I'evolucié dels pacients amb bacteriemia per S. aureus

1.3. Descripcié de les caracteristiques cliniques i epidemiologiques de les bacteriemies per S. aureus
durant un periode de 7 anys.
Com es va descriure en un informe previ (referéncia), on es van revisar les bacteriemies en el nostre
hospital durant el periode del 1983 al 1997, es va observar un ressorgiment de les bacteriemies
causades per cocs grampositius, probablement atribuible a 'augment de la instrumentalitzacié dels
malalts, al coincidir amb I'época de la SIDA amb major nombre de ADVP i segurament també a la
utilitzacio d’antibiotics de ampli espectre enfront gramnegatius. En el periode revisat actualment,
gue compren les bacteriemies en pacients adults entre els anys 2002-2014 s’observa, en canvi, un
augment de les bacteriemies per gramnegatius. Tot i aix0, la incidencia de la bacteriemia per
S.aureus s’"ha mantingut estable entre el 6-8% del total de les bacterieémies diagnosticades. Pel que fa
a la incidencia de bacteriemia per SARM respecte el total de bacteriemies per S.aureus, ha variat des

del quasi 40% dels periode 83-97 fins al 25% al 2014.

Pel que fa a les dades cliniques dels pacients amb bacteriémia per S.aureus durant el nostre periode
d’estudi, el 58.4% van ser d’adquisicié nosocomial (171/293), el 22.9% ( 67/293) relacionades amb
I’assisténcia sanitaria i només el 18.8% (55/293) d’origen comunitari. Atés que S. aureus és I'agent
etiologic més freqient de les bacteriemies de focus en el catéter periferic, aquests percentatges
poden variar segons els centres i les diferents mesures de control de la infeccid nosocomial que
apliquin

Es van diagnosticar un total de 60 bacteriemies per SARM, representant un 20.5% del total de
bacteriémies, un percentatge inferior al 30 % descrit per Gasch et al (174). El 80% (48/60) d’aquestes
eren d’origen nosocomial o nosohusial i només el 20% (12/60) semblaven d’origen comunitari.
Aquestes dades contrasten amb les observades per Millan et al (219) en un estudi on es van incloure
64 episodis de bacteriémia per SARM,de les quals un 21 (33%) es van considerar comunitaries, 12 es

van acabar relacionant amb I'assisténcia sanitaria, 4 provenien de centres de llarga estada, i de les 9

117



Discussio

restants no es va poder obtenir informacid clinica, pero al fer I'estudi epidemiologic es van
correlacionar amb les soques nosocomials.

En I'estudi de les dades cliniques dels 12 pacients amb bacteriémia per CA-SARM, s’observa que el
focus en dos casos era una cel-lulitis, en 3 respiratori, en 2 ulceres de decubit, una endocarditis i les
altres 4 es van considerar primaries. En 11 d’aquests pacients (91.6%) es va trobar associada alguna
malaltia de base. Només en 5 d’aquestes soques es va fer I'estudi epidemiologic mitjancant array, 4
es van incloure dins el CC5, el més prevalent , perdo no es va poder determinar si existia una
correlacié epidemiologica amb les soques nosocomials.

Analitzant els resultats de les bacteriemies d’origen nosocomial 171/293, el 60.8 (104/171)
pertanyien a serveis medics, aix0 podria explicar-se per I'elevada comorbiditat associada un 94.23%
(98/104) o per I'elevat percentatge de bacteriéemies de focus en el catéter, 61/104 que representen
el 58.65%, en concordanga a estudis previament publicats (220, 221). De les 61 bacteriemies de focus
en el catéter, 29 casos eren malalts portadors de un catéter central, 30 duien un catéter periféricien
els 2 restants no es va trobar la localitzacid.

Actualment, S. aureus és la primera causa d’endocarditis, tant en valvula nativa com en pacients amb
dispositius intravasculars (222). La incidencia d’endocarditis per S.aureus es troba al voltant del 30%,
fet que es reflexa tant en estudis internacionals (149, 223) com en el nostre medi, on representa el
25% de les EI (162).

En el nostre estudi, es varen diagnosticar un total de 18 endocarditis (6.1%); d’aquestes, un 88.9%
(2/18) varen ser causades per SASM. Encara que la frequéncia va ser superior en el cas de SASM, no

es va trobar significacid estadistica, segurament degut al baix nimero de casos.

1.4. Impacte dels factors de viruléncia i les caracteristiques moleculars de les soques en la presencia
de complicacions derivades de la bacteriemia per S. aureus.

En I'estudi de I'impacte dels diferents factors de viruléncia en la mala evolucid de la bacteriemia, es
va veure com el percentatge de pacients amb complicacions era del 40.2% (41/102). Aquesta es
definia com la preséncia de metastasis septiques en un focus diferent del primari, via hematogena
(endocarditis, osteomielitis vertebral, accident cerebrovascular embolic, embolies septiques
pulmonars o extensid local (tromboflebitis o abscessos) o presencia de shock septic. Després de
I’'analisi estadistic es va veure que I'Ginica variable associada a desenvolupar complicacions era la
bacteriemia persistent, descrit també per Fowler et al (150) en I’estudi de 724 bacteriemies, amb una
taxa de complicacions del 43% .

No es va trobar cap associacié entre la preséncia d’alguna de les toxines estafilococciques o
proteines implicades en I’evasié immune amb la major preséncia de complicacions, ni tampoc amb el

desenvolupament de bacteriemia persistent. Aixo posa de manifest el fet que, detectar la preséncia o
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abséncia d’un gen no és tant important com poder arribar a demostrar la seva expressid génica
durant el procés infeccids. Per aix0, s’han desenvolupat técniques de biologia molecular mitjangant
RT-PCR per l'estudi d’expressié de determinats factors de viruléncia i estudis recents descriuen
meétodes alternatius per I'estudi fenotipic de determinats factors de regulacid, destacant un test de
lisis de vesicules(209) per valorar la funcionalitat de I'operd agr i I'expressié de la 6-toxina. D altra
banda, la nova versid del array StaphyType kit (Alere Technologies) ha introduit la deteccié d’algunes
proteines, com la proteina A estafilococcica, PBP2a, enterotoxines A i B, TSST-1, hemolisines alfa i
beta i PVL (224).

El sistema regulador agr és un operd que coordina I'expressié de vies metaboliques i I'expressio de
certs factors de viruléncia. Alguns estudis han relacionat la mortalitat de la bacteriemia per SARM
amb el subtipus agr Il (207). No obstant,en la nostra poblacié no es va observar associacié entre

aquest subtipus i una mala evolucio del pacient.
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Objectiu 2. Estudi de I'’epidemiologia i aspectes clinics de la infeccié de pell i parts toves
per S. aureus a la poblacié pediatrica

El segon objectiu principal d’aquesta tesi va ser determinar les caracteristiques cliniques,
microbiologiques i moleculars de les infeccions de pell i parts toves en el nostre entorn, i relacionar-

les amb la gravetat i I'evolucid clinica, posant especial émfasi en aquelles causades per CA-SARM.

A I'any 2000, el Centre de Control i Prevencié de les malalties infeccioses del EUA(CDC), va definir
una infeccio per CA-SARM com I'aillament d'una soca SARM en un pacient que ve la comunitat o fa
menys 48 hores de la seva hospitalitzacié o sense factors de risc per SARM nosocomial (hemodialisi,
cirurgia, previa, centre de llarga estada, presencia dispositius externs). El primer cas es va reportar a
les poblacions indigenes a Australia las anys 90 (123). A Estats Units, I'any 1999 es van notificar
quatre casos de CA-SARM en nens residents a Minnesota, els quals van morir i aquest fet va revelar
la potencial severitat d'aquestes infeccions (225). En els anys posteriors ja ha quedat clarament
reportada I'elevada incidéncia d’aquests aillaments als EEUU (226, 227). Al continent Europeu també
es van anar descrivint brots per aquestes soques (228). Els primers documentats a Espanya van ser a
I'any 2006 a I'hospital 12 Octubre de Madrid (229). Des d’aleshores hi han hagut diverses
publicacions en el nostre pais de séeries de casos, sobretot en adults joves i nens, molts d’ells
provinents del continent Sud-america. El primer estudi realitzat de forma prospectiva per analitzar la
situacié de les infeccions per CA-SARM al nostre pais en poblacié pediatrica, es va realitzar al 2007
per Daskalali et al (230), mostrant una prevalenga del 13%. La prevalenga d’aquestes soques en el
nostre estudi és d’'un 22.2% (10/45), tenint en compte que es tractava només de pacients que
consultaven al servei d’urgéncies i en cap cas de l'atencié primaria . Com a caracteristiques
moleculars d’agquestes soques podem destacar la preséncia de I’element genétic SCCmec de tipus 1V,
molt més petit que els altres subtipus, fet que sembla ser essencial per la seva emergencia i
disseminacid (231). Aquests CA-SARM també s’han associat a la preséncia d’un gen que codifica per
la Leucidina de Panton-Valentine, la qual s’ha considerat que estava relacionada en part amb
I'augment de la viruléncia d’aquestes soques. Actualment, les cinc clones de CA-SARM que circulen
mundialment sén: ST1-IV (USA 400), ST8-IVa (USA300), ST30-IV (Pacific/Oceania), ST-59-IV i V
(USA1000, Taiwan) i ST-80 (Europea). La variant USA300 ST8-SCCmec IVa és molt freqtient als EEUU,
perd una variant d’aquesta soca ST8-SCCmec IVc es va establir a Sudamerica. Caracteristicament
aquesta variant ha perdut la illa genomica denominada arginine catabolic mobile element (ACME)
(232). Tots el casos CA-SARM del nostre primer estudi van ser produits per la variant de la USA300-
ST8-SCCmec IV, totes tenien el subtipus SCCmec IVc (subtipat al Centro Nacional de Microbiologia) i
totes havien perdut I’ACME. La nacionalitat d’aquests nens era, en 5 casos d’origen espanyol (54.5%)

i 4 d’Equador, fet que contrasta amb la hipotesi inicial segons la qual el predomini d’aquesta clona es
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relacionava amb la immigracid (107, 122). Altres estudis realitzats més tard (104) observaven com la
clona USA300 ST8-SCCmeclVc i ACME negatiu era la més freqilient i la majoria de pacients eren de
nacionalitat espanyola, fet que suggeria la propagacié dins de I'estat espanyol d’aquestes soques. Es

interessant remarcar, que la considerada “clona Europea” ST80 no s’ha descrit en cap cas.

Des de la descripcié de brots d’infeccions severes necrotitzants causades per aquestes soques de CA-
SARM, sobretot en pacients sense factors de risc predisponents, hi ha la hipotesi de la possible
associacio entre alguns factors de viruléncia i la gravetat de les manifestacions cliniques. El paper real
de la PVL en aquestes infeccions segueix sent un tema de controversia, arran dels resultats obtinguts
tant en estudis clinic com experimentals (23, 25, 29, 233). En els pacients de la nostra serie amb
infeccié per CA-SARM, la presencia d’aquesta leucocidina no ha representat una major gravetat
clinica ni una evolucié desfavorable. En 5 dels pacients en els que es va observar la formacié d’un
abscés, tot i que el tractament antibiotic era inadequat, van presentar una evolucio favorable. Aquest
fet es correlaciona amb la idea que el tractament d’elecci6 per als abscessos cutanis,
independentment de la seva sensibilitat antibiotica, és la incisid i drenatge, i els antibiotics
proporcionen poc o cap benefici en la majoria dels casos (De Leo). D’altra banda i com alguns estudis
ja han descrit, I'elevada prevalenca de la PVL en aquestes soques CA-SARM fa més dificil valorar quin
és el seu paper real en la patogeénia de la infeccid. La necrosi estava present només en 1 cas dels CA-
MRSA i aquesta va requerir de drenatge. En relacié als CA-MSSA 24 (68.6%) que van necessitar incisié
o drenatge, en 19 d’elles es va demostrar la preséncia de la PVL, tot i que no es va poder establir una
relacid estadisticament significativa (p=0.134). Altres estudis espanyols relacionen la presencia de

PVL amb una major freqiiencia de necessitat de drenatge (230).

Conclusions: La nostra poblacié d’estudi, mostra una elevada variabilitat geogrdfica, tant en els
pacients amb infeccions per SASM com per SARM. Les manifestacions cliniques son lleus, sense
complicacions, tant en aillats SASM com SARM. La deteccio de la Leucocidina de Panton Valentine es
va associar amb una major formacio d’abscessos, pero no amb la gravetat de les manisfestacions

cliniques.

Pel que fa al segon periode d’estudi, dins del projecte Europeu “Prevalence of S.aureus among
patients presenting with skin and soft tissue infections”. A multi-centre pilot study in Europe.
European Society Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ESCMID)”, en el qual es van
incloure pacients adults ( 15/32: 46.87%), la prevalenca de les IPPT per CA-SARM va disminuir fins al
12.5%, fet que podria explicar-se per la major prevalenga d’aquest tipus d’infeccié en la poblacié
pediatrica i adults joves sense patologia de base. Aquesta dada s’acosta al 12.8% de prevalenga

global que trobem en el projecte Europeu, on s’incloien soques de CA-SARM causants de IPPT de 6
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paisos europeus. En aquest estudi es mostren prevalences des del 0% a UK, fins al 27.3% a Greécia,
seguida de Rumania amb un 27.1% i d’Espanya amb el 12.5%, tal com s'ha mencionat. En el nostre
cas varem detectar la presencia de la PVL en 9 casos (28.1%), tres eren SARM i en cap cas pertanyent
a la variant de la clona USA300 ST8-SCCmec IVc /ACME. En les soques estudiades en el nostre
centre,a diferéncia dels resultats obtinguts a partir de I’estudi de les soques provinents dels 6 paisos,
no es va observar una associacié significativa entre la preséncia de PVL i CA-SARM. En cap cas es va
descriure la presencia d’alguna soca pertanyent a la clona ST8-SCCmec IVc. Pel que fa a la clona
predominant europea, CA-MRSA ST80 (t044), no es va descriure cap cas en la nostra série, encara
que va ser la més freqlient a Franga i Grécia amb un 66.7% de tots els CA-SARM. Tenint en compte
les manifestacions cliniques i sense poder disposar de dades cliniques dels malalts de la resta de
paisos, podriem destacar el menor percentatge d’abscessos en la nostra mostra ( 18.7% vs 29.3%) ,en
les fol-liculitis (15.6 vs 28.75) i en osteomielitis (14.4% vs 3.5%). En canvi s’observa una major
prevalencga de cel-lulitis (10.3%% vs 15.6%) i fascitis necrotitzant ( 1.1% vs 6%).

Conclusio: La prevalenca de SARM(12.8%) és una mica superior al 12.5% global observat en I'estudi
multicentric europeu que engloba 6 paisos. No es va detectar cap soca de la clona ST8-SCCmec IVc. Es
va detectar un augment en la preséncia de cel-lulitis i fascitis necrotitzant en la nostra mostra,

respecte al total de les 174 soques de I'estudi.
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Conclusions

Objectiu 1. Estudi de I'epidemiologia, diagnostic i aspectes clinics de la bacteriemia per
Staphylococcus aureus

¢ L’elevat nombre de soques “no tipables” mitjancant Fagotipia ha mostrat el seu poc poder
discriminatiu, pel que es recomanaria Unicament el seu Us com a metode d’screening inicial

en estudis de vigilancia epidemiologica.

¢ L’elevada similitud de les clones de Staphylococcus aureus circulants en el nostre medi, fa
necessari I'is combinat de les técniques d’electroforesi en camp polsant (PFGE) i spa typing
per augmentar el poder discriminatiu i la capacitat de tipatge molecular en els estudis
epidemiologics de prevalenca o longitudinals, alhora que permet millorar la comparacio

entre laboratoris.

e Lestécniques avaluades: BinaxNow S.aureus/PBP 2a Test, GenomEra MRSA/SA Blood Culture
i MicroPhage MRSA/MSSA Blood Culture Test han resultat fiables per a la deteccid directa de
S. aureus i el seu patré de resisténcia a la meticil-lina directament de I’hemocultiu positiu. No
obstant aix0, el métode basat en la deteccié dels acid nucleics, GenomEra MRSA/SA Blood
Culture, és més simple, practic i rapid. Tot i que sén necessaris més estudis per poder avaluar
el impacte clinic real, s’"ha observat la seva capacitat de generar canvis en el maneig i

I'evolucid dels pacients amb bacteriemia per S. aureus

e L'origen més freqlient de la bacteriémia per Staphylococcus aureus en el nostre entorn és
nosocomial amb el focus d’origen en el cateter i amb elevada preséncia de comorbiditats. La
prevalenca de la bacteriemia per Staphylococcus aureus resistent a la meticil-lina (SARM) és
del 20.5%, associada a I'origen nosocomial o nosohusial i d’origen en el catéter. Una quarta
part dels casos desenvolupen una bacteriemia complicada. Es va observar la bacteriémia

persistent en un 8.5% dels casos.

e La preséncia o abséncia del gen que codifica per un determinat factor de virulencia no s’ha
pogut associar amb la gravetat de les manifestacions cliniques, posant de manifest la
necessitat de desenvolupar metodes de deteccid fenotipica d’alguns factors de regulacié i

altres métodes moleculars per la deteccié de I'expressio génica d’algunes proteines.
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Objectiu 2. Estudi de I'’epidemiologia i aspectes clinics de la infeccié de pell i parts toves
per S. aureus a la poblacié pediatrica

¢ Les infeccions de pells i parts toves causades per Staphylococcus aureus resistent a la
meticil-lina d’origen comunitari (CA-SARM) en el nostre medi son relativament freqlents
(10-20%). Una de les clones predominants és la USA300-ST8-SCCmec IVc productora de la

Leucocidina de Panton Valentine i sense I'element genétic mobil ACME .

¢ L’elevada variabilitat geografica dels pacients fa que no es pugui establir una relacié entre la

clonalitat de les soques i la nacionalitat.

e En tots els casos les manifestacions cliniques de les infeccions son lleus i sense
complicacions, tot i que sovint es va requerir drenatge. La presencia de la Leucocidina de
Panton Valentine, observada en una elevada freqiencia, tant en aillats SASM com SARM, no

s’ha associat a major gravetat a la nostra serie.

Establir I’associacio entre les caracteristiques cliniques de I’hostatger, el tipat molecular del
microorganisme i I'estudi de I’expressio dels seus factors de viruléncia i dels sistemes de regulacio,
hauria de permetre formular un algoritme que ens ajudi a predir la presentacio clinica i I’evolucio
de les infeccions per Staphylococcus aureus.
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Projectes relacionats amb aguesta tesi:

e Contrato de formacion en investigacion post-formacion especializada. Rio Hortega.
Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII). Expedient CM07/00168

e Projecte SEPAR 054/2011. Titol: Infecciones respiratorias graves por Staphylococcus aureus:
implicacion clinica de nuevos factores de virulencia y estudio de las relaciones huésped-
microorganismo. IP: C.Prat

* Projecte Fondo Investigacion Sanitaria (FIS) PI113/01418. Titol: Caracteritzacion del ciclo de
vida intracelular de Staphylococcus aureus. Implicaciones en la evolucion y el tratamiento de
las infecciones estafilocdcicas. IP: C.Prat

¢ European Society of Clinical Microbiology and Infectious Disease (ESCMID). Estudi STTI-
ESGS . Titol: Prevalence of S.aureus among patients presenting with skin and soft tissue
infections”. A multi-centre pilot study in Europe” IP: F.Vandenesh

¢ CIBER de Enfermedades Respiratorias (CIBERES). Programa Corporativo Nuevas Dianas

Terapéuticas.

Col-laboracions amb centres externs

e Centro Nacional de Microbiologia. Instituto de Salud Carlos Il (ISCIII). Servicio Bacteriologia.
Infecciones Intrahospitalarias. A.Vindel.

e Servicio Microbiologia. Hospital Universitario Gregorio Marafidon. Madrid. E.Cercenado

¢ Clondiag GmbH, Jena, Germany. Institute for Medical Microbiology and Hygiene, Technical
University of Dresden. ( Articles Annexe). R. Enricht, S.Monecke.

e University of Bath (Department of Biology & Biochemistry). M. Laabei.

¢ Nuffield Department of Medicine, Experimental Medicine Division, University of Oxford, John
Radcliffe Hospital. Wellcome Trust Centre for Human Genetics, University of Oxford. Daniel

Wilson.

141



Annexes

Congressos Internacionals

Titol: Emergence of a methicillin-resistant Staphylococcus aureus USA300 clone Licking arginine
catabolic Mobile element, in Spain
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characterization.
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Arméstar F., Rodrigo C., Quesada MD., Prat C.
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Barcelona, Espana, del 10 al 13 de Maig de 2014

Titol: Clinical and microbiological characterization of lower respiratory tract infection by
Staphylococcus aureus in an intensive care unit.

Autors: Gomes-Fernandes M., Arméstar-Rodriguez F., Mesalles E., Benveniste-Pérez E., Martinez-de
la Gran I., Lacoma a., Molinos S., Giménez M., Pagan N., Klamburg J., Prat C.

Congrés: 27th Annual Congress of European Society of Intensive Care Medicine (ESICM). Lloc:
Barcelona, Espanya, del 27 de Setembre al 1 de Octubre de 2014

Titol: Persistence of staphylococcus aureus in lower respiratory tract in patients undergoing
mechanical ventilation.

Autors: Lacoma A., Gomes-Fernandes M., Mesalles E., Arméstar F., Villar R., Casas I|., Molinos S.,
Giménez M., Ausina A., Prat C.

Congrés: 25th International Congress of the European Respiratory Society (ERS). Lloc: Amsterdam
RAI, Europaplein 22. Amsterdam, the Netherlands

142



Annexes

Congressos Nacionals

Titol: Caracteristicas y factores prondsticos de las bacteriemias por Staphylococcus aureus en un
Hospital Universitario.

Autors: Fernandez G., Sopena N., Giménez M., Molinos S.,Pedro-Botet ML., Matas L., Sabria M.,
AusinaV.

Congrés: Xll Congreso Nacional de la Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica (SEIMC). Lloc: Valencia, 10 al 13 de Maig de 2006

Titol: Emergencia de un nuevo clon de Staphylococcus aureus resistente a meticilina USA300 que
carece de Arginine Catabolic Mobile Element (ACME), en Espanfa.
Autors: Molinos S., Giménez M., Rodrigo C., Quesada MD., Prat C., Sopena N., Ramirez A., Ausina V.

Congrés: Xlll Reunién de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(SEIMC). Lloc: Sevilla, 3 al 5 de Juny de 2009

Titol: Bacteriemia por Staphylococcus aureus de origen comunitario y nosocomial relacionada con la
asistencia sanitaria. Caracteristicas epidemioldgicas y prondsticas.

Autors: Benitez R., Sopena N., Molinos S., Giménez M., Pedro-Botet ML., Mateu L., Sabria M.

Congrés: XIV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica (SEIMC). Lloc: Barcelona, Espanya, del 19 al 22 de Maig de 2010

Titol: Bacteriemia por Staphylococcus aureus complicada. Implicacion de los factores de virulencia de
la cepa.

Autors: Molinos S., Benitez R., Giménez M., Sopena N., Quesada MD., Prat C., Ausina V.

Congrés: XIV Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas vy
Microbiologia Clinica (SEIMC). Lloc: Barcelona, Espafia, del 19 al 22 de Maig de 2010

Titol: Evaluacidn de la fiabilidad de BinaxNow S. aureus/PBP’22.
Autors: Colomer MC., Jorda M., Carrasco M., Hernandez J., Fuentes E., Pagan N., Molinos S.

Congrés: X Congrés Catala de Ciéncies de Laboratori Clinic. Lloc : Manresa, Barcelona, Espanya, del 1
al 3 de Marg de 2012

Titol: Aislamiento y persistencia de Staphylococcus aureus en el tracto respiratorio.

Autors: Gomes M., Lacoma A., Molinos S., Giménez M., Garcia Oliver I., Mesalles E., Arméstar F,,
Rodrigo C., Quesada MD., Prat C.

Congrés: 462 Congreso Nacional de la Sociedad Espaiiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR).
Lloc:Barcelona, de 14 al 17 de Juny de 2013

Titol: Actividad del compuesto seconeolitsina en cepas clinicas de Staphylococcus aureus.
Autors: Villar R., Gomes M., Lacoma A., Molinos S., Ausina V., Gonzélez de la Campa A., Prat C.

Congrés: 7as Jornadas de Formacién del CIBERES. Lloc: Valladolid, Espanya, 16 i 17 de octubre de
2014
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Titol: Caracterizacion clinica y microbioldgica de la infeccion del tracto respiratorio inferior por
Staphylococcus aureus en una unidad de cuidados intensivos (UCI).

Autors: Gomes-Fernandes M., Lacoma A., Arméstar F., Mesalles E., Molinos S., Giménez M., Pagdn
N., Ausina V., Prat C.

Congrés: 7as Jornadas de Formacién del CIBERES. Lloc: Valladolid, Espanya, 16 i 17 de octubre de
2014

Titol: Caracteritzacio del cicle de vida intracel-lular de Staphylococcus aureus: implicacions cliniques
en el maneig de les infeccions estafilococcies.

Autors: Prat C., Lacoma A., Molinos S., Giménez M., Gomes M., Villar R., Dominguez J., Pagdn N.,
Ausina V.

Congrés: 1a Jornada d'Innovacid a I’ Institut Catala de la Salut. Lloc: Barcelona, Espanya, 5 de marg de
2015

Titol: Eficacia d’una estrategia basada en un conjunt de mesures per a la disminucid de la bacteriéemia
de focus en el cateter d’origen nosocomial.

Autors: Giménez M., Caraballo M., Raya R., Ribas M., Quesada MD., Molinos S., Ausina V.

Congrés: 1a Jornada d'Innovacid a I’ Institut Catala de la Salut. Lloc: Barcelona, Espanya, 5 de marg de
2015

Titol: Factores relacionados con la persistencia de Staphylococcus aureus en el tracto respiratorio
inferior en pacientes sometidos a ventilacion mecdnica

Autors: Gomes-Fernandes M., Lacoma A., Mesalles E., Arméstar F., Villar R., Casas |., Molinos S.,
Giménez M., Ausina V., Prat C.

Congrés: 482 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR).
Lloc: Gran Canaria, Espaia, del 5 al 8 de Juny de 2015

Titol:Efecto de la seconeolitsina sobre la DNA topoisomerasa | de Staphylococcus aureus

Autors: Villar-Hernandez R., Tirado-Vélez JM., Gomes M., Lacoma A., Molinos S., Ausina V., G. de la
Campa A., Prat C.

Congrés: 482 Congreso Nacional de la Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Toracica (SEPAR).
Lloc: Gran Canaria, Espaia, del 5 al 8 de Juny de 2015
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