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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (Sau) es un patégeno importante, uno de los principales agentes
etiolégicos de enfermedades infecciosas y una de las mayores causas de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. Esta bacteria tiene una elevada capacidad de generar resistencia
a los antimicrobianos (ATM) y producir numerosos factores de virulencia.

Sau se puede clasificar; en relacion a la sensibilidad a meticilina, en sensibles (SAMS) o
resistentes (SAMR), como resultado de una alteracion cromosémica de la proteina PBP2a de
unién a la penicilina, codificada por el gen mecA (Avila L, 2010) que presenta una afinidad
disminuida por los ATM betalactamicos, de uso comun para el tratamiento de estas
infecciones.

Las infecciones por SAMR pueden estar asociadas a los hospitales (SAMR-AH) y ocurrir en
personas con factores de riesgo predisponentes; o pueden ser adquiridas en la comunidad
(SAMR-AC) y producirse en pacientes sin factores de riesgo. Se ha observado un
incremento en estas Ultimas tal vez debido a la presion de los ATM, que ha favorecido la
evolucion genética de Sau con la consecuente aparicion de cepas con distintosdeterminantes
de virulencia y patrones variables de susceptibilidad, que se diferencian
epidemiolégicamente y en las infecciones que producen (Romero S, 2016).

Aunque existen diferencias genéticas entre las cepas adquiridas en la comunidad y las
nosocomiales, ambas presentan genes comunes como el mecA y el gen del factor de
virulencia que codifica para la leucocidina de Panton-Valentine (pv/) (Romero S, 2016); sin
embargo, la leucocidina suele asociarse a las infecciones por SAMR-AC. Ademas, ambas
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cepas varian entre si en cuanto a la susceptibilidad a los diversos tipos de antimicrobianos
ensayados.

La toxina de Panton-Valentine (PVL) es una leucocidina que se une a los fosfolipidos de
membrana de los leucocitos y macréfagos, induciendo la formaciéon de poros que alteran la
permeabilidad celular, causando la destruccion de las células fagociticas. Se cree que la
PVL es uno de los factores de virulencia responsable de la alta patogenicidad que tienen las
cepas que la presentan, ocasionando desde infecciones de piel y tejidos blandos, hasta
enfermedades invasivas como neumonias necrotizantes. Su produccion estd comunmente
relacionada con los SAMR, sin embargo, se ha demostrado la existencia de cepas SAMS
que son pv/ positivas (Goemanne S, 2022).

Ademas de los betalactamicos, otras opciones terapeuticas muy utilizadas para el
tratamiento de estas infecciones son los macrolidos y lincosamidas. Estos dos grupos
actian sobre la subunidad 50 S del ribosoma bacteriano, impidiendo la elongacién de la
cadena polipeptidica y por ende la traduccién y sintesis proteica. Existen tres fenotipos de
resistencia a estos ATM, siendo el principal, el cambio del sitio blanco de accién, mediado
por genes erm, que codifican enzimas que catalizan la metilacion del sitio al que se unen
estos ATM, confiriendo resistencia cruzada a macrolidos y lincosamidas. Este fenotipo MLSb
puede expresarse de forma constitutiva (MLSbc) o inducible (MLSbi). Otro mecanismo
descrito es el que involucra a las bombas de eflujo, el cual confiere resistencia sélo a los
macrolidos (fenotipo M). Por ultimo, la resistencia especifica a lincosamidas (fenotipo L) es
debida al mecanismo de inactivacion enzimatica de los ATM por la lincosamida-
nucleotidiltransferasa codificada por los genes Inu, que causa cambios en la estructura de
las lincosamidas (Pardo L, 2020).

OBJETIVOS

-Evaluar a través del método de difusidon con discos los mecanismos de resistencia de Sau a
macroélidos y lincosamidas.

-Detectar a través de técnicas de biologia molecular el gen InuA, que otorga resistencia a
lincosamidas, y el gen pv/ que codifica para la produccion de la leucocidina de Panton-
Valentine.

METODOLOGIA

Se estudiaron 24 aislamientos de Sau provenientes de hemocultivos de pacientes que
asistieron a un centro de salud de la ciudad de Santa Fe durante los primeros 5 meses de
2022 y conservados en viales con leche a -20 °C hasta su andlisis. La identificacion
microbioldgica y la deteccion de la sensibilidad a la meticilina se realiz6 en el centro de salud
por métodos automatizados. La sensibilidad a eritromicina (Ery), clindamicina (Cli) y
lincomicina (Linco) se determiné por método de difusion con discos segun normas Clinical
and laboratory Standars Intitute (CLSI) y Sociedad Francesa de Microbiologia 2010. Se
utilizaron discos de Linco (2 ug), Ery (15 ug) y Cli (2 ug), a 20 mm de distancia entre ellos y
colocando el disco de Ery en el centro para realizar el D-test.



Para la extraccion de ADN se tomaron colonias de un cultivo puro de TSA y se hizo una
suspension en buffer TE (0,1 mM, pH=8) que se llevo
a 100 °C en bafo de agua durante 15 minutos . Luego i o

se centrifugd 5 minutos a 13000 rpm, quedando el
ADN bacteriano en el sobrenadante. Se preparé una
mastermix con MgCI2 (25mM), buffer de reaccion (5X
Green GoTaq), dNtps (10 mM), primers y GoTaq
(G2DNA Polymerase 5u/uL) mas una alicuota del
ADN. Se realizd la amplificacion por PCR, utilizando
los oligonucledtidos detallados en la Tabla 1. Los
controles positivos fueron: USA300 (pv positivo) y Sau
6276 (InuA positivo). Ademas se realizaron controles
de extraccién, para detectar la presencia de ARNr 16S
de Sau, utilizando los primers detallados en la Tabla 2.
Las mezclas de PCR fueron amplificadas en un | Figura 1: Expresion de genes
termociclador. El producto amplificado, fue sometido a | control 16 S y pv/ en muestras.
electroforesis (80V/cm, durante 30 minutos) en gel de | Las bandas superiores

agarosa al 1,5% sumergido en buffer TAE 1X y | corresponden al control de genoma
utilizando gel red como colorante. Los geles fueron | Pacteriano 16 Sy las inferiores a la
visualizados en un transiluminador y fotografiados con | Presenciade pvl. Calles 1, 3, 4,5,

: 8 y 10: muestras pv/ (-).Calles 6,9y
un celular, como se puede observar en la Figural. 11: muestras pvi(+). Calles 2 y 7-

Tabla 1: Primers utilizados para la amplificacion de los | USA300. Calle 12: Blanco.
genes y sus controles.

GEN Secuencia5 > 3’ Referencia

pvl luk-PV-1 (F):ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA Linay col
luk-PV-2 (R):GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC

InuA linA-F (F):GGCGTAGATGTATTAACTGG Corso y col
linA-R (R):GAAAAAGAAGTTGAGCTTC

Tabla 2: Primers utilizados para la amplificacion del control de genoma bacteriano 16 S en sentido
5> 3.

16 S Plus (F): AGGAGGTGATCCAACCGCA
Minus (R): AACTGGAGGAAGGTGGGGAT

El andlisis estadistico de PVL, para la evaluacion de la proporcidon para obtener el
intervalo de confianza, se realizd utilizando la prueba binomial exacta aplicando el
software estadistico Software RStudio.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

De los 24 aislamientos estudiados, 11 fueron SAMS y 13 SAMR (12 SAMR-AC y 1 SAMR-
AH). Respecto de la sensibilidad a macrolidos y lincosamidas, el 75% de los aislamientos
(18/24) fueron sensibles a ambos ATM, el 20,8% (5/24) presentaron el fenotipo MLSbi y el
4,2% (1/24) resulté resistente a Cli y Linco, pero no presenté el gen InuA. Respecto al factor
de virulencia PVL, se detectdé su presencia s6lo en 3 aislamientos SAMR y con perfil de
adquiridos en la comunidad, por lo que también fueron sensibles a Ery, Cli y Linco.

Los aislamientos provinieron de pacientes adultos cuya edad oscilaba entre los 30 y 70
anos, la mayoria de sexo masculino y con factores predisponentes como insuficiencia renal



crénica, diabetes o HIV, que llevaban varios dias internados y estaban bajo tratamiento con
antimicrobianos. Aunque los pacientes estaban internados y presentaban factores
predisponentes, sélo hubo un caso en el que el Sau presentaba el perfil tipico de un SAMR-
AH. En los 3 pacientes que resultaron PVL(+), se aislaron Sau con perfil de SAMR-AC, los
cuales causaron infecciones graves, con mala evolucién y desenlace fatal.

Se puede decir que, si bien se deberian analizar un mayor nimero de aislamientos para
obtener afirmaciones mas definitivas, el simple hecho de aislar Sau de infecciones graves no
permite presumir su perfil de sensibilidad, encontrandose que dichas infecciones pueden ser
causadas tanto por SAMR, como por SAMS (Goemanne S, 2022). En cambio encontramos
que la presencia del gen pv/ parece tener relacion con la mala evolucién que presentaron los
pacientes ya que, con el analisis estadistico utilizado se puede inferir que la verdadera
proporcion de muestras en una poblacién similar a la estudiada, con un intervalo de
confianza del 95%, fue de [ 0,03 ; 0,32 ]. La prueba resultd significativa con un p-
valor=0,0003.

Se concluye, coincidiendo con otros autores, que el estudio de la leucocidina de Panton-
Valentine es un factor importante a investigar para predecir la gravedad de las infecciones
invasivas por Sau.
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