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RESUMEN

El Staphylococcus aureus es uno de los microorganismos de mayor importancia en
la asistencia médica, emergente en la comunidad y en el medio hospitalario. El
objetivo de este trabajo es presentar una actualizacion sobre los elementos de
interés clinico de la microbiologia molecular del Staphylococcus aureus. Para
confeccionar esta revision se utilizaron las bases de datos de Scielo, HINARI,
Pubmed-Medline y bibliografias disponibles sobre el tema y los descriptores
empleados fueron: Staphylococcus aureus, resistencia a la meticilina, genes,
epidemiologia molecular, virulencia y la combinacién entre ellos. Se revisaron los
elementos que determinan sus factores de virulencia, la resistencia antimicrobiana,
la versatilidad de estrategias patogénicas, la capacidad de sobrevivir en diferentes
condiciones, la evolucidon y virulencia de los procesos que produce. Igualmente se
abordd el diagndstico de la resistencia, las técnicas de diagndstico molecular, con
sus utilidades, limitaciones, ventajas y desventajas y los estudios de estos temas
en los ultimos afios en Cuba, pues circulan cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a la meticilina, pero no se conoce la situacién real. Se recomienda la
conveniencia y necesidad de organizar y armonizar estudios clinicos,
epidemioldgicos y microbioldgicos, que puedan mostrar cual es la situacién actual
de este microorganismo y sus infecciones, que aporten datos de su evolucion
molecular, para evaluar la tendencia de la situacién encontrada, que permitan
decisiones para el desarrollo de programas de vigilancia y control y revitalicen los
medios y métodos de diagndstico. Resulta importante el conocimiento actualizado
del tema, la interpretacion de nuevos resultados y el intercambio cientifico.

Palabras claves: Staphylococcus aureus; resistencia a la meticilina.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is one of the most important microorganisms in medical
care, emerging in the community and in the hospital environment. The objective of
this work is to present an update on the elements of clinical interest of the
molecular microbiology of Staphylococcus aureus. To make this review, the
databases of Scielo, HINARI, Pubmed-Medline and bibliographies available on the
subject were used and the descriptors used were: Staphylococcus aureus,
methicillin resistance, genes, molecular epidemiology, virulence and the
combination between them. We reviewed the elements that determine its virulence
factors, antimicrobial resistance, the versatility of pathogenic strategies, the ability
to survive in different conditions, the evolution and virulence of the processes it
produces. Likewise, the diagnosis of resistance, molecular diagnostic techniques,
with their utilities, limitations, advantages and disadvantages, and the studies of
these subjects in recent years in Cuba were addressed, since methicillin-resistant
strains of Staphylococcus aureus circulate, but not the real situation is known. It is
recommended the convenience and need to organize and harmonize clinical,
epidemiological and microbiological studies, which can show what is the current
situation of this microorganism and its infections, that provide data of its molecular
evolution, to evaluate the tendency of the situation found, that allow decisions for
the development of surveillance and control programs and revitalize the means and
methods of diagnosis. Current knowledge of the subject, interpretation of new
results and scientific exchange is important.

Key words: Staphylococcus aureus; meticillin resistance.

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (S. aureus) es en la actualidad uno de los patégenos
protagonistas de importancia en la atencién médica. De distribucion mundial, su
impacto en la morbimortalidad es considerable en las infecciones hosocomiales y
mas recientemente a nivel comunitario. Es quizas el patdgeno que genera mas
preocupacion debido a su virulencia intrinseca y nimero de factores de virulencia,
su versatilidad en estrategias patogénicas, la habilidad de causar una diversidad de
infecciones amenazantes de la vida, su capacidad de adaptaciéon y multiplicacion en
condiciones medio ambientales diferentes y adquirir resistencia a los antibioticos
con una habilidad notable, no superada por ningin patégeno humano. Resulta
importante conocer aspectos de su microbiologia molecular, que pueden ser Utiles
en el entendimiento de su comportamiento actual, asi como para el manejo clinico
epidemioldgico de sus infecciones, en el diagnostico y en el establecimiento de
estrategias para su control.'™

Esta trabajo tiene como objetivo presentar una revisiéon sobre elementos de interés
clinico de la microbiologia molecular de S. aureus.

Elementos de virulencia y patogenicidad.

Asociados a su virulencia y patogenicidad estan un importante grupo de enzimas
extracelulares, toxinas y otros compuestos que produce. Las enzimas le permiten la
penetracién e invasion de los tejidos: coagulasa, proteasas, hialuronidasas, lipasas
y fosfolipasas. Las toxinas mas destacadas son: hemolisinas, enterotoxinas, la
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toxina del sindrome del shock téxico, la toxina exfoliativa, superantigenos
estafilocdcicos y las leucocidinas.

Otros compuestos que le permiten la adherencia son: proteinas de union a
fibronectina, la coladgena y factores de agregacién. La produccién de biofilm
inducido por polisacaridos de adhesion le permite la persistencia en ambientes
inanimados como materiales sintéticos.*®

De las leucocidinas conocidas, la Panton-Valentin (LPV), se expresa como
subunidades /ukS-PV y lukF-PV, del locus pvl.” Esta codificadapor un profago, que
integrandose al genoma bacteriano, permite su sintesis, produce poros
heptaméricos en la membrana celular y actlia como superantigeno facilitando la
destruccion de leucocitos® Aproximadamente el 2 % de las cepas genera esta
toxina, con predominio en las formas resistentes a la meticilina adquiridas en la
comunidad (SARM-AC), ya que comunmente la producen, mientras que las cepas S.
aureus sensibles a la meticilina (SASM), asi como S. aureus resistentes a la
meticilina adquiridas en el hospital (SARM-AH) no suelen portarla.®*!

Clinicamente las cepas LPV + (positiva), tienden a causar infecciones de piel y
tejidos blandos como forunculosis (93 %), abscesos cutaneos (50 %) y neumonias
rapidamente progresivas, muchas veces fatales.>®

Los pacientes afectados por las cepas PVL +, suelen mostrar sintomatologia gripal
previa, fiebre alta y toma del estado general, con rapido empeoramiento clinico y
radiolégico en 12 a 36 horas. En nifios es comun el desarrollo de distress
respiratorio. Provoca el desarrollo de infecciones graves, con una mortalidad
elevada (37-75 %), que aumenta en caso de tratamiento empirico inicial
inadecuado.’® En infecciones como endocarditis, sindrome del shock téxico,
mediastinitis y otras, se han asociado cepas de SAMR-LPV (negativas).

Por estos elementos sigue siendo controversial la preponderancia de la PVL como
factor de virulencia y contintan los estudios que pretenden aclarar la posible
combinacidn de factores proteicos, hemolisinas y genes reguladores de expresion,
con importancia fundamental sobre el gen agr que regula varios genes de virulencia
como son las hemolisinas, leucocidinas y la PVL.>®

Situacion de la resistencia antimicrobiana.

Después del uso de un antimicrobiano por un tiempo prolongado los
microorganismos mas aptos sobreviven gracias a la adquisicidon de los mecanismos
de la resistencia. Este tiempo es diferente para cada bacteria; sin embargo, a lo
largo de varios afios de exposicion se espera que surja un microorganismo
resistente a multiples farmacos y se convierta en una amenaza.?

S. aureus, colma la complejidad de la situacién infectolégica mundial por la
emergencia de su resistencia a los antimicrobianos. El primer evento relacionado y
de importancia lo constituyd la resistencia a penicilinas, seguido por la aparicion de
las llamadas cepas S. aureus resistentes a meticilina (SARM), que ya constituyen
un problema sanitario de primer orden y en tercer lugar la evolucién de la
resistencia a la vancomicina.’®

1. Resistencia a penicilina: después de la introduccién de la penicilina en 1940 para
su uso clinico, el S. aureus generd resistencia mundial unos pocos afios después,
entre los finales de los afios 50 y principios de los 60. El origen esta generado por
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una beta lactamasa (codificada por el gen blaZ, asociada a otros genes
cromosomicos o en transposones, que se transfieren de manera horizontal), que
hidroliza el anillo betalactamico, inactivando la accién de la penicilina. En la
actualidad, mas del 90 % de las cepas de S. aureus son resistentes a penicilina y
debido a esta alta prevalencia de resistencia, este antimicrobiano no se considera
Gtil para el tratamiento de sus infecciones.*!

2. Resistencia a meticilina: la meticilina y la isoxazolil-penicilina (oxacilina) fueron
las primeras penicilinas semisintéticas, resistentes a la hidrdlisis por las
betalactamasas, que se utilizaron en el tratamiento de las infecciones por
estafilococos a principios de 1960.'*'®> Sin embargo, un afio después, se reportd el
primer caso de SARM en Inglaterra. La meticilina estuvo limitada en su uso por su
toxicidad renal, ademas de que en poco tiempo, nuevos compuestos menos toxicos
como nafcilina, la cloxacilina y la doxiciclina estuvieron disponibles y rapidamente la
desplazaron.'®

Esta resistencia estd ocasionada por la produccion de enzima fijadora de penicilina,
denominada PBP2' o 22 (PBP, del inglés Penicilin Binding Protein), que confiere baja
afinidad para unirse a aquellos betalactdémicos con actividad antiestafilocdcica. Esta
proteina esta condicionada por la adquisicion y codificada por el gen mecA, que se
localiza en una isla genética movil, llamada casete cromosémico estafilocécico
(5CCmec, del inglés), localizado en la region mec del cromosoma bacteriano. Esta
region es una isla de resistencia que contiene el gen estructural para la PBP2' y a
los genes meclI (represor) y mecRI (inactivador de mecI), que actlan como
elementos reguladores de la transcripcion. A pesar de que la region mec esta
altamente conservada, la expresion fenotipica de la resistencia muestra gran
variabilidad.*”

Se han descrito hasta el momento XI tipos de SCCmec segun las diferentes
combinaciones de las clases del complejo mec. De ellos, los tipos I, II y III se
encuentran habitualmente en cepas SARM-AH, que generalmente son PVL-. Estos
tipos son de gran tamafio, por lo que permiten albergar un nimero mayor de genes
de resistencia para otros antibacterianos. De ahi se deduce que las cepas
hospitalarias tienen mayor resistencia, expresandose como multidrogo-resistentes,
para las cuales se recomienda el uso de glicopéptidos.

Los SCCmec tipos IV y V, generalmente PVL+, se encuentran en cepas SARM-AC y
al ser mas pequefios, portan menos genes de resistencia para otros agentes
diferentes a los betalactamicos y por ello tienden a ser menos resistentes, lo que
facilita el uso de otras opciones terapéuticas.!’*! Los aislados con el tipo XI son
resistentes a todos los betalactamicos. La resistencia a la meticilina en
Staphylococcus spp, es sindnimo de la resistencia a todos los betalactamicos,
incluyendo penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, se asocia a la resistencia
multiple a antibacterianos no relacionados estructuralmente como tetraciclinas,
macrolidos, quinolonas y aminoglucésidos.!”*°

Por todos estos elementos resulta importante esclarecer el diagnostico y la
epidemiologia de las infecciones por S. aureus y especialmente de SARM, porque
determinan la evolucidn clinica, la resistencia y la seleccién de la terapia
antimicrobiana adecuada.!’"*°

3. Resistencia a la vancomicina: como parte de la solucién a la resistencia descrita,
en diferentes partes del mundo se inici6 el uso de los glucopéptidos, especialmente
la vancomicina. Como consecuencia, se produjo un incremento a la resistencia de
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estos en cepas de Enterococcus spp, que fue el origen, 25 afios después, de la
resistencia encontrada en Staphylococcus spp.'” En 1997, se reportd en Japdn la
susceptibilidad reducida o intermedia a vancomicina (VISA, del inglés) y en 2002 se
describzig) la primera cepa de S. aureus resistente a la vancomicina (SARV) en
EE.UU.

Se han descrito poblaciones heterogéneas de VISA (h/VISA, del inglés). Las cepas
SARV adquieren un plasmido de conjugacién portando un transposén (Tn1546) y
que contiene el operdn VanA, compuesto por varios genes. Ellos determinan
cambios en el dipéptido terminal de los precursores de peptidoglicano, lo que
disminuye la afinidad a los glucopéptidos y se interfiere asi con su sitio de accion
para frenar la sintesis de la pared bacteriana. Este mecanismo difiere del de las
cepas VISA y h/VISA, que adquieren la resistencia a través de un proceso gradual
de engrosamiento progresivo de la pared bacteriana, que dificulta el paso del
glucopéptido a través de ella.?

Para definir estos tipos de resistencia se determinan las concentraciones inhibitorias
minimas (CIM), que son: para SARV > 16ug /mL, VISA entre 4-8ug /mL y h/VISA
entre 1-2pg /mL, aunque de estas ultimas se reportan subpoblaciones con
crecimiento a 4ug /mL y aungue no existe un método estandarizado para su
deteccidn, se recomienda la aplicaciéon e interpretacion de la prueba E test, que se
considera positiva cuando se observa un halo de inhibicién de > 8ug/mL para
vancomicina y teicoplanina o bien = 12ug/mL solo para teicoplanina. Es conocido
que todas estas cepas tendran una inadecuada respuesta a los glucopéptidos, por
lo que resulta importante su deteccién adecuada y temprana.®!

Diagnostico de la resistencia a meticilina.

La emergencia y la extension de las infecciones por SARM han promovido la
necesidad de optimizar el diagndstico en aras de una respuesta certera y reducir el
tiempo de identificacién, para la toma de decisiones de tratamiento mas inmediatas
y de acciones de prevencion y control.

Para la determinacion fenotipica de la resistencia de S. aureus a la meticilina, se
recomienda el método de difusion en disco de cefoxitin (30ug). Se habla entonces
de resistencia cuando se obtienen halos de inhibicion < 19 mm y con halos > 20
mm se consideran susceptibles. Esta técnica demora entre 3 y 5 dias, por lo que se
han ideado y utilizado otras formas, que han agilizado la respuesta diagnéstica.
Existen estuches diagndsticos que permiten en dos o tres horas, una vez aislado e
identificado el microorganismo, la identificacién de la produccion de PBP2',
orientando asi la presencia del genmecA. El uso de medios cromogénicos ha
permitido brindar resultados en el curso de hasta 48 horas, pero otros, como los
ensayos moleculares se utilizan como alternativas confiables y rapidas-!® Lo mas
importante de estos Ultimos, es que puedan detectar el gen mecAde S. aureus y
que puedan como hasta ahora dar respuesta e identificar SARM a partir de
diferentes muestras clinicas y no esperar el aislamiento e identificacién posterior,
para decidir acciones.

Técnicas de tipificacion molecular.

Estrategias dispuestas para prevenir la diseminacion de SARM, requieren del cabal
conocimiento de la evolucidn, distribucidn y epidemiologia de sus cepas.'®? Para
este propdsito, varias técnicas de tipificacion molecular han sido desarrolladas, con
diferente utilidad.
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Tipificacion spa: Permite el estudio de la secuencia de un locus simple o monolocus
para S. aureus, por lo que resulta sencillo, analizando las secuencias de repeticion
variable, de su gen spa. Es capaz de discriminar mutaciones puntuales en regiones
de dicho gen. Puede usarse en estudios de evolucién molecular y esclarecer el
desarrollo de brotes hospitalarios.®2?

Tipificacion de secuencias multilocus (MLST, del inglés): Constituye una excelente
herramienta para la investigacion de la evolucion clonal de SARM y se basa en el
analisis de siete secuencias derivadas de las variaciones alélicas de siete genes
conservados, que determinan un perfil alélico especifico, lamado ST= Secuencia
tipo, para cada aislamiento. Comunmente |la determinacion de la ST, se utiliza en la
nomenclatura de estas cepas. Es un método reproducible y existe informacion
disponible para las comparaciones.?? 3

Electroforesis en gel en campos pulsantes: es considerado aun el método estandar
para la tipificacion de los aislados y ha sido demostrado como uno de los mas
discriminatorios para estudios de brotes y transmisién hospitalaria e
interhospitalaria. Se basa en al analisis de fragmentos de ADN cromosomal
generados por la accion de la enzima de restriccidn Smal, visualizados después de
la electroforesis en gel. Se han realizado significativos esfuerzos para armonizar
protocolos y establecer nomenclaturas, que han resultado en utilidades parciales en
términos de reproducibilidad, rapidez y costos??"%3

Tipificacion de SCCmec: El casete cromosdémico de S. aureus contiene el gen mecA,
los complejos genéticos, genes reguladores y secuencias de insercién. Las
mutaciones en cualquiera de estas regiones, ofreceran patrones diferentes que
permitirdn la diferenciaciéon de clones de SARM. Existen varios métodos disponibles
para ella: Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, del inglés), PCR multiplex,
PCR en tiempo real (RT-PCR, del inglés). Esta tipificacion debe ser indicada y
utilizada para diferenciar clones y cepas relacionadas, previamente caracterizadas y
clasificadas.'”*

Estudios en Cuba.

En Cuba estos temas han sido poco explorados y se ha reconocido la falta de datos
sobre la incidencia y prevalencia de las cepas de S. aureus y SAMR y sus
infecciones en la poblacion y en hospitales nacionales.

Un estudio conjunto entre Holanda (Hospital Canisius - Wilhelmina, Nijmegen) y
Cuba (Instituto "Pedro Kouri" y Hospital Hermanos Ameijeiras), revela que el clon
predominante es el spa-type t149, seguido por el USA300 de SARM-AC, productor
de leucocidina de Panton Valentine (LPV).?*%®

Resulta conveniente y necesario organizar y armonizar estudios clinicos,
epidemioldgicos, microbioldgicos y moleculares que puedan evidenciar cual es la
situacién real de este microorganismo y sus infecciones, que se identifiquen los
casetes cromosomicos estafilocdcicos, que pueden dar mayor informacién sobre la
resistencia antimicrobiana, la PVL que determina la virulencia de las cepas y que
combinadas con elementos clinicos y epidemioldgicos, pudieran discernir sobre la
presencia de cepas hospitalarias y comunitarias, y se desarrollen técnicas
moleculares para estudios tan importantes como los de tipificacion, epidemioldgicos
y de evolucion clonal.
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Los resultados pudieran aportar las bases para el conocimiento de la evolucion
molecular en Cuba, evidencias para determinar un nuevo punto de partida en el
monitoreo de la situacién encontrada y evaluar la tendencia, decidir acciones para
establecer y desarrollar un programa de vigilancia y control, la revitalizacién y la
disponibilidad de métodos de diagndstico que proporcionen respuestas mas certeras
y rapidas, que conduzcan a conductas terapéuticas tempranas y adecuadas.
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