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INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus (S. aureus) representa uno de los principales
patdégenos de importancia clinica en el humano, su distribucion es mundial y el impacto
en la morbilidad y mortalidad es considerable no solamente en las infecciones
hospitalarias sino también a nivel comunitario (1).

La aparicién de cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes (SAMR),
fue descrita inicialmente en 1960, poco tiempo después de la introduccion de este
antimicrobiano en la practica clinica. Esta resistencia es conferida por una proteina de
unién a penicilina (PBP-penicilin binding protein) conocida como PBP2a, la cual no esta
presente en las cepas sensibles a meticilina (SAMS) y es codificada por el gen mecA,
el cual forma parte de un complejo mévil que reside dentro de una isla genémica,
denominado cassette cromosomico estafilocéccico (SCCmec) (2)

En los dltimos afios, se han descrito en Australia, Estados Unidos, Europa vy
algunos paises latinoamericanos cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes
de adquisicién comunitaria (SAMR-AC) (3,4,5). En comparacién con los Staphylococcus
aureus meticilino resistentes de adquisicion hospitalaria (SAMR-AH), los SAMR-AC se
diferencian de las hospitalarias en sus caracteristicas epidemiolégicas, microbiolégicas
y clinicas, tienen un patron de sensibilidad antibiética diferente, no se asocian a los
factores de riesgo clasicos descritos para SAMR-AH como ser internacion reciente, uso
previo de antibiéticos, infeccion por VIH, homosexualidad, usos de drogas intravenosas,
didlisis, entre otros, ademas su base genética y sus factores de virulencia son distintos
(4).

Los SAMR-AC portan el gen mecA y tienen mayor capacidad de producir la
leucocidina de Panton-Valentine (LPV), una citotoxina que provoca destruccion de los
leucocitos y necrosis tisular, facilitando la producciéon de abscesos. Los SAMR-AH
portan un cassette cromosomico SCC mec de mayor tamafio del tipo I, Il o lll que

ademas del gen mecA, contienen otros genes que codifican la resistencia a diferentes
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antimicrobianos no betalactdmicos (macrolidos, aminoglucdésidos, quinolonas), de ahi el
fenotipo de multirresistencia caracteristico de las cepas nosocomiales. Por el contrario,
los SAMR-AC poseen SCC mec de tipo IV y V, que son de menor tamafio por lo que
son facilmente trasmisibles y generalmente np portan el genes de resistencia a otras
familias de antibioticos, por lo que presentan el fenotipo de ser bastante sensibles (6,7).
La LPV ha sido objeto de una profunda investigacion, se la relaciona mas con las cepas
SAMR-AC, ya que comunmente producen dicha citotoxina, no asi en las SAMS y SAMR-
AH (1).

El efecto de la LPV es formar poros heptaméricos en las membranas de los
leucocitos, causando destruccion de los mismos. Desde el punto de vista clinico, estas
cepas LPV positivas, tienden a causar infecciones de piel y partes blandas (IP y PB)
como forunculosis (93%), abscesos cutaneos (50%) e incluso neumonias rapidamente
progresivas con un alto grado de fatalidad. Es por esto que el rol determinante de la LPV
como factor de virulencia, aun sigue siendo motivo de controversia (1,4,5,6).

En Sudamérica, la primera publicacion de infecciones por SAMR en pacientes
ambulatorios adultos con infeccion de piel fue en Brasil en el afio 2002 (8).
Posteriormente, fueron apareciendo otras notificaciones en la literatura. Sin embargo, la
prevalencia de este microorganismo en IP y PB aln esta poco estudiada.

La distribucion de SAMR varia segun las distintas zonas geogréficas. En la
Argentina, existen informes de centros pediatricos, en algunos casos llegando al 62%
de los aislamientos, y varios estudios preliminares donde el porcentaje de resistencia
oscila entre el 70y el 87% (9).

En nuestro pais existen muy pocos estudios de prevalencia de SAMR en la
comunidad, pues la mayoria de las investigaciones se ha llevado a cabo en medio

hospitalario.

En el afio 2011, Guillén y col. han reportado 18,7% de SAMR aislados en nifios

ambulatorios que concurren a hospitales de referencia de Asuncion y Dpto. Central (10).
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En el afio 2013, en un estudio realizado en el Instituto de Medicina Tropical de la ciudad
de Asuncion se describe una prevalencia de SAMR en infecciones comunitarias de piel
y partes blandas del 61% en pacientes pediatricos y del 31% en pacientes adultos (11).
Estos escasos estudios demuestran un gran incremento en un corto periodo de tiempo,
por lo que es imperiosa la necesidad de contar con mas datos de la situacion actual de

este microorganismo en nuestro pais.
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JUSTIFICACION

Los cambios epidemiolégicos observados en los Ultimos afios respecto a las
infecciones producidas por Staphylococcus aureus son un hecho de importancia clinica
y terapéutica, de gran trascendencia en la salud publica (12).

En los Ultimos afios, se ha comunicado en diferentes paises, un aumento en la
prevalencia de SAMR en IP y PB en pacientes ambulatorios. Esta modificacion en el
patron de resistencia dificulta el uso de beta-lactamicos como opcién preferencial de
tratamiento paralas IP y PB (9), ademas es fundamental el conocimiento de los patrones
de resistencia locales, dado que facilita la eleccion empirica del antibiético al momento
del tratamiento. Este aumento en la prevalencia, exige hoy dia contar con métodos
especificos y de referencia para la deteccion precisa de la meticilino resistencia, de
modo a evitar fallas terapéuticas o el uso innecesario de antibiéticos que pudieran ser
reservados para ocasiones que realmente sea necesario su uso terapéutico.

Si bien para la deteccién de la meticilino resistencia, el método de difusién en
disco es lo que mas comunmente se realiza en forma de rutina, la técnica de PCR es el
gold standard para la deteccion del gen mecA y también permite en forma simultanea la
deteccion del factor de virulencia LPV, asociada con el aumento en la severidad de las
infecciones.

Por todo lo expuesto anteriormente, es de suma importancia conocer la
frecuencia de SAMR en pacientes ambulatorios y la portacion del factor de virulencia

LPV.

OBJETIVO GENERAL
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Determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus meticilino resistente y del
factor de virulencia LPV en pacientes ambulatorios que concurren al Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud (IICS) y al Sanatorio San Roque de la cuidad

de Asuncion, desde octubre del afio 2012 a febrero del afio 2014.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar la frecuencia de resistencia a meticilina por método fenotipico y
molecular en los aislados de S. aureus.

o Detectar el factor de virulencia LPV por métodos moleculares en los aislados de
S. aureus.

e Conocer el perfil de resistencia antimicrobiana acompafiante en los aislados de

S. aureus.
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MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, descriptivo, con muestreo no probabilistico
de casos consecutivos, en el cual se estudiaron los aislados de S. aureus obtenidos de
IP y PB de pacientes ambulatorios que acudieron a los laboratorios de Microbiologia del
[ICS y del Sanatorio San Roque, de la ciudad de Asuncion, de octubre de 2012 a febrero
de 2014.

Para realizar este trabajo, el protocolo de investigacion fue previamente
aprobado por el Consejo Directivo de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
del Nordeste de Corrientes, Argentina, segun Resolucion N° 2384/13-C.D. Tras su
aprobacion se solicité a los jefes de Laboratorio de Microbiologia del IICS y del Sanatorio

San Roque la utilizacién de datos y aislados de pacientes.

Los cultivos fueron realizados en los laboratorios de microbiologia del IICS y del
Sanatorio San Roque, utilizando técnicas microbiol6gicas convencionales. Las muestras
fueron cultivadas en agar sangre de oveja al 5% e incubadas a 37°C en atmésfera de
5% de CO; por 72 horas. Para la identificacion de S. aureus se realizaron coloraciéon de
Gram, prueba de catalasa, coagulasa, manitol y DNAsa (13).

La prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos fue realizada en agar Mueller-
Hinton, segun el método de Kirby-Bauer, siguiendo las recomendaciones y puntos de
cortes del CLSI (Clinical Laboratory Standard Institute). La resistencia fenotipica a
meticilina se detectd utilizando discos de cefoxitina de 30ug, informando sensible o
resistente a oxacilina (14). Ademéas se testaron discos de gentamicina (10ug),
eritromicina (15ug), clindamicina (2ug), trimetoprim/sulfametoxazol (1,25ug/23,7 ug) y
ciprofloxacina (5ug).

Los aislados de S. aureus fueron conservados en BHI (brain heart infusion —

caldo cerebro corazoén) - Glicerol al 20 % a -20 °C en el laboratorio de microbiologia del

lICS.
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Para la caracterizacion genotipica se procedio a la extraccion de ADN, por el
método de ebullicion, descrito previamente por Zhang y col. (15), con las modificaciones
descritas por Carpinelli y col. (16). El sobrenadante conteniendo el ADN fue conservado

a-20°C.

Para la deteccion de los genes mecA y pvl se realizé una reaccién de PCR
mdltiple, estandarizada por Carpinelli y col. (16), empleando los oligonucle6tidos
descritos por Murakamiy col. (17) y Lina y col. (18) (Tabla 1). Los reactivos utilizados y
sus concentraciones 6ptimas para la reaccion de PCR fueron los siguientes: buffer 1X
(Fermentas, EU), dNTPs 0,4 mM (Bioline, UK), cebadores mecA-R, mecA-F, luk-PV-1y
luk-PV-2 0,5 uM (Genbiotech, AR), MgCI2 2,0 mM (Fermentas, EU), Taq polimerasa 1
U (Fermentas, EU) y agua tridestilada. Para la reaccién de PCR se utilizé ADN molde
obtenido por el método de ebullicion en un volumen total de reaccion entre 25 pL a 50
ML. Las condiciones de termociclado fueron las utilizadas por Carpinelli y col. (16). Se

utilizé el termociclador PTC100 (MJ Research, USA).

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos utilizados para las reacciones de PCR y
tamafios esperados en la amplificacion de los genes mecA 'y pvl.

Nombre Secuencia (5—73") Tamaiio (pb) Autor
mecA-F AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 533 Murakami
mecA-R AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC y col. (17)
luk-pv-1 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA 433 Linay col.
luk-pv-2 GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC (18)

Pb: pares de base

Los productos de PCR fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa
al 2% (Fluka Analytical, Sigma, USA) en buffer TAE 1X (0,04M tris-acetato — 0,001M
EDTA), realizadas en cuba electroforética (Thermo SCIENTIFIC, USA) a 120V por 60
minutos. Los tamafios de las bandas se verificaron corriendo en paralelo un marcador
de peso molecular de 50 y 100 pb (Bioline, UK) y visualizados con luz UV utilizando un
transiluminador UV previa tincion con bromuro de etidio (5 pg/mL). Los geles de agarosa

fueron fotografiados utilizando una camara digital.
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La caracterizaciéon molecular fue realizada en el laboratorio de Biologia Molecular
del lICS.

Se utilizaron las siguientes cepas control: Staphylococcus aureus ATCC 25923
para las pruebas de identificacion, discos de antibibticos y control negativo del gen mecA
y pvl; Staphylococcus aureus ATCC 43300, como control positivo del gen mecA y

Staphylococcus aureus portador del gen mecA y pvl, previamente caracterizado.

En todo momento, el estudio se ajusté a los principios éticos de la investigacion
clinica. Los datos y resultados de los pacientes se manejaron con estricta
confidencialidad, garantizando la privacidad de los mismos mediante la asignaciéon de
codigos numéricos y limitando el acceso de estos datos a terceros.

Los resultados de la investigacion podran ser utilizados para su presentacion en
seminarios, congresos o publicaciones de interés en areas de salud omitiendo toda

informacion que pudiese revelar la identidad de los pacientes en el estudio.

Se trabaj6 con aislados por lo que este estudio no tiene beneficios directos para
los pacientes, sin embargo, la informacién obtenida permite conocer la frecuencia de
resistencia a meticilina y el factor de virulencia LPV que presenta este microorganismo,
de modo que profesionales en el area de salud estén en conocimiento de ello y asi tomar
decisiones de cambiar la terapia empirica ante la presencia de dicho factor de
resistencia y asi mejorar sintomas clinicos y prevenir complicaciones, lo que representa

un beneficio para toda la poblacion.

Los datos obtenidos fueron introducidos y almacenados en una planilla
electrénica vy los célculos de los valores de frecuencias fueron realizados utilizando la

herramienta Microsoft Excel.
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RESULTADOS

Se estudiaron un total de 70 aislados de S. aureus obtenidos de infecciones de
piel y partes blandas de pacientes ambulatorios comprendidos entre 5 a 83 afios de

edad, de los cuales el 51% (36/70) fueron del sexo femenino.

De los 70 aislados, 38 presentaron resistencia a oxacilina teniendo asi una
frecuencia de SAMR de 54,3% (38/70), usando como parametro el método de difusién
con discos de cefoxitina segun Kirby-Bauer, también fueron testados discos de oxacilina,
no observandose discrepancias entre estos. En este trabajo solo consideramos los
valores de la cefoxitina, ya que el CLSI eliminé testar la oxacilina para S. aureus y se
siguen manteniendo los puntos de corte para la cefoxina (14), de ellos el 55,3% (21/38)
fueron aislados de pacientes de sexo femenino. La franja etarea con mayor frecuencia

de SAMR fue la de 21-40 afios con 62%.

El perfil de resistencia antimicrobiano observado en los aislados de S. aureus
fue el siguiente: 8,6% (6/70) a gentamicina, 4,3% (3/70) a eritromicina y clindamicina y
1,4% (1/70) a ciprofloxacina y trimetoprin-sulfametoxazol. La prueba de D-test fue
positiva en 3 de los 70 aislados (4,3%), uno de ellos resistente a meticilina El perfil de

resistencia antimicrobiana de los SAMR y SAMS se detalla en la Tabla 2.

Tabla 2. Perfil de resistencia antimicrobiana de los SAMR y SAMS

Perfil de resistencia de S. aureus
Antibiéticos

SAMR (n:38) SAMS (n: 32) Total (n:70)

n % n % n %
Cefoxitina 38 100 0 0 38 54,3
Eritromicina 1 2,6 2 6,2 3 4,3
Clindamicina 1 2,6 2 6,2 3 4,3
Ciprofloxacina 1 2,6 0 0 1 1,4
Trimetoprin-Sulfametoxazol 0 0 1 3,1 1 1,4
Gentamicina 5 13,1 1 3,1 6 8,6

SAMR: S. aureus meticilino resistente, SAMS: S. aureus meticilino sensible

No se obtuvo multirresistencia en ninguno de los aislados de S. aureus,
considerando multirresistentes a aquellos que tienen resistencia a 5 o mas familias de

antibioticos.
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El gen mecA se detecto en 38 aislados, dando un producto de amplificaciéon de
533 pb (Figura 1), obteniendo asi una frecuencia del mecA de 54,3 %, todos estos
aislados fueron meticilino resistentes por el método fenotipico, no se detect6 el gen

mecA en los aislados caracterizados fenotipicamente como meticilinos sensibles.

0 11 153 14 15

1000 pb

500 pb

Figura 1. Productos de amplificacion de PCR mdiltiple para deteccion de los genes mecAy pvl. Gel Agarosa
al 2%, Carriles: 1. Marcador de pesos moleculares de 100pb, 2. Control negativo de reaccion de PCR (H20
destilada), 3. Control positivo para gen mecA (533 pb) y gen pvl (433 pb), 4. Muestra 26 mecA positiva y
pvl positiva, 5, 6, 7, 8,9, 10, 11, 12y 13. Muestras 6, 7, 8, 9, 11, 12, 14, 18,19 mecA negativa y pvl negativa,
14, 15y 16. Muestras 21, 22, 23 mecA positiva.

Se detectd la presencia del gen pvl en 11 aislados de S. aureus, dando un
producto de amplificacion de 455pb, obteniendo asi la frecuencia de S. aureus
portadores del gen de 15,7% (11/70) (Figura 1y 2), de estos, 8 SAMR y 3 SAMS (Tabla

3).
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533 pb

433pb 5 500 pb

<— 400 pb

Figura 2. Productos de amplificacion de PCR multiple para la detecciéon de los genes mecA y pvl.
Gel de agarosa al 2%. Carriles: 1. Control negativo de la reaccion de PCR (H20 destilada), 2. Control
positivo para gen mecA (533 pb) y gen pvl (433 pb), 3. Muestra 35 pvl positiva, 4. Muestra 60 pvl positiva,
5. Muestra 69 pvl positiva, 6. Muestra 69 por duplicado pvl positiva, 7. Marcador de pesos moleculares de
50pb

Los aislados de SAMS portadores de LPV fueron sensibles a todos los
antibioticos testados y de los 8 aislados de SAMR portadores de LPV, 2 presentaron

resistencia a otro antibiético, uno a ciprofloxacina y el otro a gentamicina.

Tabla 3. Factores de virulencia LPV y gen mecA encontrados en los aislados de S.

aureus

Presencia del gen | Total (N: 70)
mecA y del factor n (%)

de virulencia LPV

mecA + , pvl + 8 (11,4)
mecA -, pvl + 3 (4,3)
mecA + , pvl - 30 (42,8)
mecA -, pvl - 29 (41,4)
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DISCUSION

Este trabajo se realizd con el propésito de determinar la frecuencia de
Staphylococcus aureus meticilino resistente y el factor de virulencia LPV en los aislados
obtenidos de lesidn de piel y partes blandas de pacientes ambulatorios provenientes de

dos instituciones de la ciudad de Asuncion.

Se analizaron un total de 70 aislados de Staphylococcus aureus desde octubre
del afio 2012 a febrero del 2014. La frecuencia de SAMR en nuestro trabajo fue de
54,3%, un valor relativamente alto si lo comparamos con otros estudios de nuestro pais,
asi Sanabria y col. reportaron valores del 9% de SAMR-AC en pacientes con IP y PB
en un periodo de tiempo que abarca de 2002 a 2006 para luego incrementarse al 22,6%
en el periodo de 2007 a 2008, en su estudio hecho en el Instituto de Medicina Tropical
de Paraguay (19). Luego, 4 afios mas tarde en la misma institucion describen cifras del
61% (11/18) en pediatricos y 31% (5/16) de adultos (11). Era de esperar que la
frecuencia de aislamientos SAMR en IP y PB vaya aumentando segun pasan los afos,

asi como lo muestran los registros.

Es sabido que las frecuencias varian de una regién a otra, en Argentina en el
trabajo realizado por Bermejo y col. en pacientes ambulatorios con IP y PB que
consultaron en un hospital de Buenos Aires de 2009 a 2011, se encontré una
prevalencia de SAMR de 74,7% (62/83) (9). Mientras que Verdn y col. describen un
55,5% (15/27) en pacientes adultos ambulatorios con IP y PB atendidos en una
institucion privada de Gran Buenos Aires 2006 a de 2011 (3), este ultimo con valores
muy similar al nuestro.

En Espafa, encontraron valores con menor frecuencia al nuestro, asi en el
trabajo realizado por Casado y col. en pacientes adultos con infeccion cutanea
supurativa adquirida en la comunidad, que acudieron a un hospital de Madrid, en el afio

2010, encontraron una prevalencia SAMR de 33,3% (13/39) (20), valor bastante similar
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al encontrado por Garcia Agudo y col. en aislamientos de S. aureus de muestras de IP
y PB de pacientes ambulatorios procedentes del servicio de urgencias de un hospital
en Espafa de 2007 a 2009, donde reportaron un 33,5% de SAMR. En estos mismos
aislados se describe una resistencia a gentamicina de 16% (5), cuyo valor es semejante
al nuestro (13,1%), que fue el méas elevado entre los antibiéticos testados, por lo que no
se recomienda su uso ya que supera el 10 % de resistencia, ademas la gentamicina es
el antibiético menos utilizado para el tratamiento de infecciones supurativas, ya que en
ellas se produce un ambiente acido y este antibidtico tiene una baja actividad en ese

medio.

Se encontr6 una resistencia de 2,6% para la eritromicina, clindamicina y
ciprofloxacina en los aislados de SAMR de nuestro trabajo, valor inferior a los
encontrados por Bermejo y col. que fueron de 20,4%, 17,7% y 4,8% respectivamente
(9). Esto podria deberse a que con el aumento de las prevalencias de SAMR en IPy
PB se suelen excluir a los betalactamicos como monoterapia en el tratamiento empirico

inicial, por lo que cada vez aparecen mas resistencias a los otros grupos de antibiéticos.

En los aislados de SAMR de nuestro trabajo no se obtuvo resistencia a
trimetoprima-sulfametoxazol al igual que en los valores descritos por Anodal y col. en
su estudio en pacientes ambulatorios con IP y PB que acudieron al servicio de
dermatologia en un hospital de Argentina durante los afios 2009 y 2010 (21), por lo

que podria ser una opcién valida para el tratamiento empirico de estas infecciones.

En nuestro trabajo no se obtuvo multirresistencia antibiotica asociada a los
aislados de SAMR, asi como describe la teoria para los SAMR-AC, por lo que podemaos

deducir que estos aislados tienen origen comunitario (7).

La prueba de D-test utilizada para detectar el mecanismo de resistencia a los
macrolidos y lincosamidas mostré que el mecanismo enzimatico por produccion de

metilasa fue en solo un caso 1/38 (2,6%) de entre los SAMR de nuestro trabajo, valor
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inferior al de Anodal y col. que encontraron 6 /30 (20%) casos de D-test positivo entre
sus aislados de SAMR estudiados (21) y al de otro estudio en India en 2014, que fue de
10/59 (16,9 %) (22). Quizas por que en nuestro sistema sanitario estos antibiéticos no

suelen emplearse en el tratamiento empirico inicial de las IP y PB.

La técnica de PCR multiple permitié detectar la presencia los genes mecA 'y pvl.
De los 70 aislados de S. aureus, en 38 de ellos se detectd el gen mecA, todos
resistentes a meticilina por el método fenotipico de difusion con discos, obteniendo una
concordancia del 100% con ambos métodos, lo que indica que el mecanismo
determinante de la resistencia a meticilina es la produccién de PBP2a, por lo que no se
detectaron otros mecanismos, como de hiperproduccién de betalactamasa ni alteracion
de otras PBPs.

En nuestro trabajo se detectd el gen pvl en 11 (15,7%) aislados de S. aureus, 8
fueron meticilino resistente y 3 meticilino sensible, valor similar al encontrado por Cobos
Trigueros y col. que describe una prevalencia del 11,2% (37/329) de LPV en SAMR de
aislados de IP y PB de pacientes de un hospital de Barcelona de octubre de 2007 a julio
de 2009 (23). Asi mismo otro trabajo realizado por Casado Verrier y col. describe una
cifra de 84,6% (11/13) para el gen pvl en los aislados de SAMR de pacientes
ambulatorios con infecciones cutaneas supurativas que acudieron a Urgencias de un
Hospital de Madrid (20), valor mucho mas elevado al de nuestro estudio.

Teniendo en cuenta que se asocia la presencia del factor de virulencia LPV con
los SAMR-AC, encontramos en nuestro estudio que la mayor cantidad de este factor fue
detectado en los SAMR y en menor cantidad en los SAMS, por lo que también se puede

deducir que se trata de SAMR-AC.

CONCLUSION
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Se encontro una alta frecuencia de meticilino resistencia en los aislados de S.
aureus de pacientes ambulatorios con lesion de piel y partes blandas que se procesaron
en los laboratorios de microbiologia del IICS y el Sanatorio San Roque. Tanto los
resultados fenotipicos obtenidos por el método de difusion con discos, asi como los

resultados moleculares para el gen mecA, tuvieron 100% de concordancia.

Se demostré la presencia del gen pvl en S. aureus aislados de pacientes
ambulatorios. La mayoria de los aislados portadores de este gen fueron resistentes a
meticilina.

La resistencia a gentamicina fue mayor en los SAMR que en los SAMS. No se
detecto resistencia a ciprofloxacina en los SAMS. Todos los aislados de SAMR fueron
sensibles a trimetoprin-sulfametoxasol. No se observé multirresistencia en ninguno de
los aislados, tanto SAMR como SAMS ya que ninguno de los antibibticos testados

supero el 10% de resistencia.
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