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Resistencia a meticilina

PBP2a: con afinidad reducida a atb betalactamicos: gen mecA.
Transportado por un elemento genético movil:cassette SCCmec.
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Nosocomial y Comunitario

Caracteristicas |SARM-AH  (1961) |SARM-CO  (1980)

Factores de Riesgo Cirugia reciente, Dialisis, Lesiones de Piel, Picaduras de
Catéter o vias, Residencia Insectos, Contacto Directo con
en Institucion. Edad adulta. Infectados o Portadores,

Hacinamiento. Nifios y jovenes.

Manifestacion Clinica Bacteriemia, infecciones IPPB, osteomielitis,
asociadas a catéteres o ocasionalmente neumonia
protesis necrotizante

Perfil de Multidrogo-resistencia: Resistencia a betalactamicos.

Susceptibilidad betalactamicos, macrélidos, Susceptibilidad variable a

Antibidtica TMS, LIN, TET, RIF, QUIN, macrolidos, TMS, TET, LIN.
incluso a glucopéptidos.

SCCmec asociado L, 11, I VyV

Expresion de PVL Raro Comun

Adaptado de: Rodriguez-Noriega et al, 2010



Factores de Virulencia
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Factores de Virulencia

Le“ggﬂtdo'ﬂa de  Destruccion leucocitaria y necrosis tisular
Valentine | Accion mediante formacion de un poro

» Capacidad de unirse a la fraccion Fc de IgG,
dificultando opsonizacion y fagocitosis

Hemolisinas « a actua a través de la formacion de poros
ayp * B es una esfingomielinasa

Toxinas « Actividad proteolitica
Exfoliativas  Sindrome de piel escaldada e impétigo
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Variabilidad genetica

Epidemiologia compleja, circulacion de diversos clones a nivel mundial

Herramientas moleculares

|dentificacion Clonal Similitud de Aislados
MLST SpA typing PFGE MLVA

Estandar para Estandar para Especifico para
evolucion a largo seguimiento a corto  S. aureus.
plazo plazo (BROTEYS)
Secuenciacion de Secuenciacion Alto poder Amplificacion
7 genes del gen que discriminatorio. de 7 genes
constitutivos codificaparala  Analiza genoma VNTR

proteina A completo. PCR +

(simple locus). Patron Smal PFGE. Electroforesis




Multiple-Locus Variable Analysis (MLVA)

Genes Blanco

CIfA
CIfB
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(Tenover et al, 2007)

EPIDEMIOLOGIA

AN

Similitud de
aislados, util para
estudios de brotes.

Bajo Costo
Poco tiempo
Facil de ejecutar

Poder .
discriminatorio

comparable con
PFGE

(Malachowa 2005)
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Variabilidad genética

UTILIDAD EPIDEMIOLOGICA

e |dentificar fuentes y patrones de diseminacion de
cepas

e Establecimiento de medidas adecuadas para el
control de brotes

e Evaluacion de la efectividad de programas
implementados




Antecedentes mundiales y regionales
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SARM - Amenaza global — 2006

Grundman H et al. Lancet 2006, 2; 368 (9538): 874-85




| Singapore

[] unknown [l <1% [] 1-6% [[] 5-10% [W] 10-25% [l 25-50% [l >50%

Prevalencia mundial de SARM-AH

Stefani et al. Int J Antimicrob Agents. 2012




S. aureus resistente a meticilina (SARM)

CDC 2013
“"Nivel de amenaza seria”

www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013
* Mundo: 2.10°infecciones. SARM: 5-53 millones de casos.
* EEUU: 2 millones de infecciones/aino y causa mas muertes

que HIV + HIN1 + Streptococcus pneumoniae.




Evolucidon de clones SARM en América Latina

Rodriguez-Noguera. Int J Inf Diseases. 14(2010): 560-566
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Factores de Virulencla
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Variabilidad Genética
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Objetivo General

Identificar clones de Staphylococcus aureus
paraguayos empleando metodologias moleculares
combinadas



Objetivos Especificos

1. Realizar un entrenamiento teérico-practico para la
caracterizacion de aislados de S. aureus que causaron
Infecciones en nifos paraguayos hospitalizados, empleando la
metodologia de electroforesis en Gel de Campo Pulsado
(PFGE).

2. Interpretar los resultados arrojados por la electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE), mediante el uso de softwares.

3. Comparar los resultados obtenidos por PFGE con los datos de
MLVA (realizado previamente en Paraguay) de los aislados de
S. aureus de nifos paraguayos.



Seleccion de pacientes
Datos clinicos (ficha
epidemioldégica)
Hospital participante:
IPS

Aislamiento de S. aureus
Antibiograma

Hospital participante: IPS

Micro-
biologico

Caracterizacion molecular
Resistencia a atb, FV y tipificacion
IICS, UNA. San Lorenzo, Paraguay
DLSP, MSP. Montevideo, Uruguay

EJES Y PARTICIPANTES DE PROYECTOS DE INVESTIGACION



Metodologia

Diseno Estudio

Componente

Clinico y
Microbiologicos

Componente
Molecular

e Descriptivo de Corte Transverso
e Muestreo No Probabilistico de Casos Consecutivos
e 88 aislados de S. aureus

e Aislados de nifios menores de 16 afios hospitalizados.
e Sec. Piel, partes blandas y Lig. Corporales
e Fenotipo y Antibiograma: 31 SARM

e mecAy PVL
e Enterotoxinas, hemolisinas, toxinas exfoliativas
e MLVA, spa typing, cassette SCCmec



Antecedentes

* 30/88 aislados SARM de nifios paraguayos < 16 anos
hospitalizados.

* Periodo de tiempo: 2013

* Hospital: IPS

e Datos clinicos: tipo de infeccion (IPPB o Invasiva)

* Datos fenotipicos: identificacion y susceptibilidad a atb,
e Datos genotipicos:

Factores de virulencia: genes luk-PV, hla, hib, seA, seB, seC,
seD, seH, etA, etB

Tipificacion: MLVA, spa Typing, Cassette SCCmec

¥

Estancia DLSP. Uy




Estancia DLSP - MSP

Unidad de Bacteriologia
A cargo de la Dra. Teresa Camou

Entrenamiento teorico-practico Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE).

Repique S. aureus
Preparacion de plugs y digestidon con la enzima de restriccion Sma |
Electroforesis en Campo Pulsado

O

Tincion y visualizacion del gel bajo luz UV y registro fotografico




Estancia DLSP - MSP

Unidad de Bacteriologia
A cargo de la Dra. Teresa Camou

Entrenamiento teorico-practico Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE).

Repique S. aureus
Preparacion de plugs y digestion con la enzima de restriccion Sma |
Electroforesis en Campo Pulsado

Tincion y visualizacion del gel bajo luz UV y registro fotografico
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Estancia DLSP - MSP

Unidad de Bacteriologia
A cargo de la Dra. Teresa Camou

Entrenamiento teorico-practico Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE).

Repique S. aureus
Preparacion de plugs y digestidon con la enzima de restriccion Sma |
Electroforesis en Campo Pulsado
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Estancia DLSP - MSP

Unidad de Bacteriologia
A cargo de la Dra. Teresa Camou

Entrenamiento teorico-practico Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE).

Repique S. aureus
Preparacion de plugs y digestidon con la enzima de restriccion Sma |
Electroforesis en Campo Pulsado (CHEF DR lll — Biorad)

pwon e

Tincion y visualizacion del gel bajo luz UV y registro fotografico
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Estancia DLSP - MSP

Unidad de Bacteriologia
A cargo de la Dra. Teresa Camou

Entrenamiento teorico-practico Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE).

Repique S. aureus
Preparacion de plugs y digestidon con la enzima de restriccion Sma |

Electroforesis en Campo Pulsado

Tincidn y visualizacion del gel bajo luz UV. Registro fotografico e interpretacion
(Tenover, 1995).
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( 76% (19/25)

PC-ST30-t019

12% (3/25)
PA-ST5-t311

J




CONCLUSIONES

La PFGE permiti¢ validar resultados obtenidos por MLVA
(~95% concordancia) agrupaciones que incluian a aislados
con mismas caracteristicas fenotipicas y genotipicas.

ALTO PODER DISCRIMINATORIO MLVA

25/30 aislados SARM analizados por PFGE durante la
estancia (83%):

- 4/30 no cabian en los 2 geles realizados y los tiempos no
fueron suficientes para un tercer gel.

- 1/30 se degrado en el proceso de PFGE.



CONCLUSIONES

76%  (19/25) SARM  PC-ST30-t019-1V-PVL+,

correspondiente al aislado mas frecuente en ambiente

comunitario en nuestro pais.

¥

ENDEMICO
12% (3/25) SARM PA-ST5-t311-1V-PVL+, aislado
asoclado a infecciones graves en la comunidad. En esta

ocasion: Sepsis y cerebral.



RELEVANCIA

La importancia otorgada a las cepas SARM debido a mayor
patron de resistencia a otros antibidticos y facilidad de

transmision.

Necesidad de conocer los clones circulantes a nivel pais, con el
fin de dar el tratamiento oportuno, tomar medidas de control
como aislamiento del paciente y otras medidas de higiene para

evitar su propagacion.
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