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Resumen estructurado
Introduccion: La produccion de distintos factores de virulencia por Staphylococcus aureus (S.

aureus) en las infecciones osteoarticulares (IOA) se ha relacionado con la resistencia a
antibioticos, produccion de biofilm, formacion de variantes patogénicas y persistencia de la
infeccion en los osteoblastos. Objetivo: Caracterizar molecularmente los aislamientos de S.
aureus obtenidos de muestras de IOA en pacientes pediatricos. Hipotesis: S. aureus metilcilino
sensible (SAMS) con PVL serd el principal patdogeno responsable de las IOA en pacientes
pediatricos.Material y métodos: Se incluyeron 54 pacientes con IOA. Se colectaron los datos
de las variables clinicas y laboratoriales de los pacientes en los que se detectod a S. aureus.De
cada aislamiento se confirm6 su identidad mediante la deteccion del gen nuc y 16SrRNA, se
identificaron 14 genes de virulencia, se realizo el perfil de susceptibilidad, prueba D, deteccion
del gen mecA y casete cromosomico SCCmec en los aislamientos resistentes a cefoxitina,
también se amplificaron los genes relacionados con la resistencia a macrélidos, lincosamida y
estreptogramina B (ermA, ermB, ermC y msrA). Se determin6 el complejo clonal (CC) y la
secuencia tipo a través de la tipificacion de secuencia multilocus (MLST). Analisis de datos: Se
describio la frecuencia de los factores de virulencia, resistencia antimicrobiana de los
aislamientos de S. aureus, cuadro clinico y tratamiento en pacientes con infeccion osteoarticular.
Resultados: En 20 pacientes se aislo a S. aureus. Existi6é un predominio en hombres (55%) con
una mediana de edad de 13 (3-17) afios y el 50% fueron previamente sanos. El 95% de los
aislamientos fueron SAMS, la mayoria se clasifico como CCS8. El nico aislamiento de S. aureus
resistente meticilina (SAMR) tuvo el elemento SCCmec-11 y pertenecio al CCS. El gen clfA fue
el mas frecuente (n=19.95%) seguido de hla y spA (n=14. 70%), fubA (n=11. 55%), femA (n=9.
45%), fnbB (n=5. 25%), pvl (n=4. 20%), cna y ambos fnb (n=3.15%), tst (n=2.10%), eta y mecA
(n=1.5%). En ningun aislamiento se detectaron los genes clfB, etb y sec. El dolor intenso (EVA
>8), duracion prolongada de la fiebre y extension local se presentaron en los pacientes en los que
se aislo S. aureus con el gen pvl y ambos genes fnb. La resistencia a clindamicina fue del 15%,
la prueba D- fue positiva en 2 aislamientos (10%) y el gen ermA se detectd en cuatro aislamientos.
Conclusion: S. aureus fue el agente etioldogico principal (40.7%) de las IOA en pacientes
pediatricos incluidos. Existe un predominio de SAMS (95%) sin relacion clonal. El tnico
aislamiento de SAMR fue elemento SCCmec tipo Il y CCS5 asociado a infecciones hospitalarias.
Los pacientes con SAMS con pvl 'y ambos genes fnb presentaron datos clinicos de gravedad y su
deteccion es prioritaria para dar tratamiento antibidtico dirigido, disminuir complicaciones y
secuelas asociadas. En este estudio al existir un predominio de SAMS la gravedad e invasividad
de las cepas de S. aureus se puede explicar por la produccion de distintos factores de virulencia
y no con la presencia de resistencia a meticilina. Consideraciones éticas: La participacion del
paciente en el estudio involucr6 el riesgo habitual en el abordaje diagndstico. Se solicitd
consentimiento y en mayores de 12 afios, asentimiento informado para autorizar el analisis de
una alicuota de la secrecion de IOA. Se protegio la integridad de los datos, resguardando la
intimidad de los individuos y la confidencialidad de la informacion del paciente.



Pregunta de investigacion

(Cuales son las caracteristicas moleculares de los S. aureus que causan las infecciones

osteoarticulares en pacientes del Instituto Nacional de Pediatria?

Antecedentes

Aspectos microbioldgicos

S. aureus es un microorganismo descubierto en 1880, por el cirujano escocés Alexander
Ogston quien encontrd que la pus producida en las heridas quirtrgicas era generada por esta
bacteria, al observar un absceso de uno de sus pacientes al microscopio.! Posteriormente, en
1882, Ogston le dio el nombre de “Staphylococcus”, del griego “Staphylo” que significa

“racimo de uvas”. !

Es una bacteria Gram positiva, pertenece a la familia Staphylococcaceae, se agrupa en
racimos,es - hemolitico, las pruebas catalasa y coagulasa son positivas, tiene morfologia
circular de 0.5 a 1.8 pm de diametro.! Coloniza piel, zona nasofaringea, pliegues inguinales
y axilas en el 20% de manera persistente y 30% intermitente de la poblacion general, 50-60%
en los trabajadores de la salud, diabéticos y usuarios de drogas intravenosas.?* S. aureus es
un patdgeno frecuente a nivel hospitalario y comunitario; se transmite entre las personas por
contacto estrecho y es responsable de infecciones de piel, mucosas, asociadas a dispositivos
médicos e invasivas como bacteriemia, neumonia, endocarditis y osteomielitis.?

Los microorganismos que se aislan mediante técnicas de cultivo son cruciales para el
diagnostico fenotipico y para determinar la resistencia antibidtica. Se han descrito diversas
técnicas para el cultivo y la identificacion de los estafilococos.* Las muestras deben de
inocularse en medios de agar sangre de carnero al 5%, sal y manitol y medios liquidos
enriquecidos como el caldo de Mueller- Hilton.> S. aureus tiene un crecimiento abundante,
normalmente a las 18-24 h; no obstante, las variantes morfologicas pueden requerir periodos
de crecimiento prolongados y las placas se deben mantener durante dos a tres dias para
detectarlas.? Las células se tifien con tincion de Gram, se subcultivan y se evaluan respecto

al género, la especie y la sensibilidad antimicrobiana.®



El diagndstico molecular desempefia un papel cada vez mas importante en la deteccion rapida
de los patogenos (en la actualidad se pueden obtener a las pocas horas, en lugar de 1-3 dias
en el caso de los métodos de cultivo bacteriano) y en la identificacion de los determinantes
de la resistencia a los antibioticos.® Los métodos moleculares también permiten detectar la
presencia de microorganismos de cultivo dificil, principalmente en los pacientes que han

tomado antibidticos antes de la obtencion de las muestras.®

Factores de virulencia

S. aureus es portador de 20 adhesinas y mas de 30 genes de toxinas;’ establece infeccion por
la expresion de diferentes factores de virulencia, lo cual le ayuda a promover la adhesion,
invasion, colonizacidn, producir lesion tisular, evadir la respuesta inmune y la diseminacién
a multiples 6rganos.*> Los factores de virulencia de S. aureus se dividen en: polisacéaridos
capsulares, proteinas de la superficie, exotoxinas, superantigenos y enzimas.® Al establecerse
una infeccion, S. aureus regula la expresion de genes que codifican para proteinas de la
superficie involucradas en la adhesion y defensa contra el sistema inmune del huésped. En
fases tardias de la infeccion, toxinas bacterianas son expresadas y facilitan la diseminacion.®

(Figura 1)
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Figura I1.Descripcion grafica de los factores de virulencia de S. aureus.

Esquema de los factores de virulencia de S. aureus. Proteinas de la superficie, polisacaridos capsulares, factores
secretados; hemolisinas, superantigenos y enzimas. SspA: proteina A, Cna: proteina de unién A colageno,
FnBP: proteinas de union a fibronectina A y B, ACME: Elemento movil catabélico de arginina, CC: complejo
clonal, agr: gen regulador accesorio, sarA: regulador accesorio estafilocdccico, sae: regulador de respuesta,
PSM: modulinas solubles en fenol, PMT complex: transportador de PSM, MSCRAMMSs: Microbial Surface

Component Reacting with Adherence Matrix Molecules.’

Polisacaridos capsulares: Aproximadamente el 90% de las cepas clinicas de S. aureus
presentan una capsula de polisacaridos entre los cuales se han definido 11 serotipos. Los S.
aureus de serotipos 5 (CP5) y 8 (CP8) son responsables del 75-80% de las infecciones
clinicas.®* CP8 es menos virulento que CP5 ya que este Ultimo ha demostrado causar
bacteriemia en modelos experimentales.® La capsula reduce la fagocitosis por los neutréfilos,
facilita la colonizacidén y persistencia en la superficie mucosa y se expresa en etapas

tempranas de la infeccion.'®



Pared celular: Esta formada por una capa de 20-30 nm de peptidoglicano.? Es una barrera
de proteccion para la bacteria y permite la adherencia las estructuras fundamentales para la
virulencia del micoorganismo.> La estructura de cadenas de glicanos estd formada por

residuos alternados de N-acetilglucosamina y N-acetilmurdamico unidos por enlaces f1-4.

Proteinas de superficie: Las proteinas ancladas a la pared celular tienen diversas funciones
desde adhesion, invasion a las células huésped y evasion del sistema inmune. Estos
componentes de la superficie microbiana reaccionan con moléculas de la matriz de
adherencia y son designados bajo el acronimo MSCRAMM (Microbial Surface Component
Reacting with Adherence Matrix Molecules). '° S. aureus contiene mas de 20 genes que
codifican a las proteinas de superficie.!! Entre las MSCRAMMSs relevantes en la patogenia
se encuentran los factores de aglutinacion A y B (CIfA y CIfB, respectivamente), proteinas
A (SpA), factor de union a fibronectina A (FnBPA) y factor de unién a fibronectina B

(FnBPB) de unidn a fibronectina y la proteina de union a colageno (Cna).*’

e Proteina A: es una proteina de 42-kDa que se une covalentemente a la capa de
peptidoglicano de la pared celular de S. aureus.!' Su expresion esta regulada por el gen
agr; que es un regulador global que altera la expresion de varios genes de S. aureus,
incluyendo los que codifican a hemolisinas y enterotoxinas. La SpA une a la porciéon Fe
de todas las subclases de IgG, excepto la IgGs.!! Tambien se une a los receptores Fc de
polimorfonucleares e interfiere con la fagocitosis y opzonizacion.!! Es el tnico
superantigeno de las células B que produce S. aureus.'> Ademas la SpA se puede unir a
al receptor del factor de necrosis tumoral (a-TNF), ampliamente distribuido en el epitetio
de la via respiratoria superior y estimular la respuesta inflamatoria sistemica en las células
epiteliales superiorer, lo cual se ha asociado a la patogénesis de la neumonia por S.

aureus.

e Factor de union a fibrinégeno A y B: Una de las caracteristicas mas importantes de S.
aureus es su capacidad de formar acimulos en presencia de plasma, que estd dada por
proteinas de adhesion al fibrindgeno que le permiten crear una red entre la bacteria y el

fibrindgeno, lo que a su vez ocasiona aglutinacién celular. La afinidad que presenta este



factor es muy alta ya que se puede producir aglutinacion en bajas concentraciones de
fibrindgeno. Este factor estd dado por dos proteinas la CIfA y la CIfB. '* Se ha visto que
estas proteinas pueden tener una implicacion directa en la endocarditis invasiva y
colonizacidon nasal por S. aureus al unirse al fibrindgeno presente en el cuerpo del

huésped.'

La importancia de esta proteina esta dada por ser el precursor de la fibrina, la cual
interviene en los procesos de coagulacion y su posible participacion en enfermedades
aterotromboticas.!* Las proteinas de union al fibrindgeno son expresadas en diferentes
etapas del desarrollo bacteriano dandose la expresion de la proteina CIfA durante todo
proceso de crecimiento, mientras que la proteina CIfB solo es expresada en la fase
temprana de crecimiento exponencial.!®!3

Proteina de union a fibronectina A y B (FnbPA y FnbPB): El reconocimiento de la
fibronectina presente en la matriz extracelular de los humanos por parte de S. aureus es
de gran importancia, ya que ayuda a la colonizacidn, invasion , proliferacion y motilidad
de las bacterias.'® Estas proteinas tienen la capacidad de unirse a ligandos como
fibronectina, fibrindgeno, elastina, plasmindgeno e histonas; por el dominio N-terminal
seguido por una region que contiene 11 repeticiones de aminoacidosen el caso de FnbA
y 10 repeticiones para la FnbB.!'®!” La fibronectina es una glicoproteina que se puede
encontrar en el plasma sanguineo u otros fluidos (forma soluble), y tisularmente se
ensambla en la matriz celular.!” Dentro de sus funciones en las superficies bioticas y
abioticas se ha visto que juega un papel importante en la adhesion e internalizacion de las
células a la matriz y con lo anterior ayuda a la formacion del biofilm.!” Ademas, actua
como guia de las migraciones celulares que tiene lugar en los embriones de los
vertebrados.

Se ha visto que la fibronectina ayuda a incrementar la coagulacion de la sangre, asi como
también estd presente en la cicatrizacion y en la fagocitosis.'* La expresion de
fibronectina estd dada en la fase exponencial de crecimiento y se encuentra limitada en
la fase estacionaria (modificado por proteasas) mediado por los locus reguladores sar
(regulador postivo) y agr (regulador negativo).'®

La FnBPA es indispensable para la internalizacion de las bacterias a la célula huésped

mientras que la FnBPB estimula la fagocitosis.'® La mayoria de los S. aureus es portador
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de ambos fnb, y parece no existir diferencia en la adhesividad entre las cepas que portan
uno o ambos genes.'3 Sin embargo se ha asociado a que ambos se expresan en enfermedad
invasiva.'3

e Proteina de union a colageno (Cna): Se une al colageno tipo I, el cual es uno de los
principales componentes del cuerpo humano.'® Es el principal prototipo de las

MSCRAMMs, actia evadiendo al sistema inmune y como factor de adhesion. '

Factores de virulencia secretados (Exotoxinas)

Estos factores son producidos durante la fase exponencial y estacionaria de crecimiento;
interfieren con la respuesta inmune y facilitan la diseminacion bacteriana.” Las exotoxinas
representan el 10% del total del secretoma. Existen més de 40 exotoxinas que se producen
por S. aureus, la mayoria con funciones y estructura similares, se clasifican con base a sus

funciones en citotoxinas, superantigenos y enzimas citotoxicas.

Las citotoxinas actuan en la membrana celular, resultando en la lisis de las células y en
inflamacion. Los superantigenos median la produccion masiva de citocinas estimulan la
proliferacion de células T y B. Las citotoxinas secretadas dafan las células. De foma
colectiva estas exotoxinas modulan la respuesta inmune del huésped y son criticas para la

infeccion por S. aureus.'?

Citotoxinas

e Hemolisinas: S. aureus posee un minimo de cuatro hemolisinas denominadas: o, 3, 0 y
y-hemolisina. Estas enzimas pueden inducir la lisis de los eritrocitos y de otras células
eucariotas.®
La a-hemolisina (Hla) Es una citotoxina secretada como mondmero. Al unirse a su
receptor en la membrana, ADAM-10 (desintegrina y metaloproteasa 10), la toxina se
oligomeriza para formar heptdmeros, poros e inducir citotoxicidad celular.!? Esta toxina
causa lisis de varias células: eritrocitos, plaquetas, leucocitos, células endoteliales y

epiteliales; a bajas concentraciones modula la respuesta inflamatoria al estimular la



produccion de citocinas proinflamatorias'? (Figura 2).

a-hemolisina
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Figura 2. Modelo de la formacion de poros por la citotoxina Hla

Uniodn y oligomerizacion de la a-hemolisina (Hla) con la formacion de poros en la membrana. 12

e La leucocidina de Panton Valentine es una citotoxina codificada por dos genes:
lukS-PV y IukF-PV, localizados en un bacteriofago.* Los receptores celulares son
C5aR1 y C5aR2 presentes en conejos y humanos.!? Estos genes son responsables de
la produccion de dos proteinas secretoras las cuales actian juntas ensamblandose en
la membrana de las células de defensa del huésped, particularmente en los
macrofagos, neutrofilos y monocitos, causando su lisis, liberacion de mediadores
inflamatorios, dermonecrosis, infeccion cronica y la pérdida de la accion fagocitica.'’
La liberacion de mediadores inflamatorios provoca vasodilatacion, produccion de
iones superdxido y necrosis tisular (actian como superantigenos) (Figura 3).* % La

toxina se ha detectado tanto en los aislamientos de SAMS como SAMR.*
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Figura 3. Descripcion grafica de los factores de virulencia de S. aureus.

Los dos componentes LukS- PV y LukF- PV son secretadas por S. aureus antes de ser ensambladas en un
heptamero formador de poro en la membrana de los polimorfonucleares (PMN). Elevadas concentraciones de
PVL causan lisis y en bajas concentraciones produce apoptosis al unirse directamente a las mitocondrias. !’

Superantigenos

Todos los S. aureus producen uno o mas superantigenos; actualmente, se han identificado 22
diferentes incluyendo enterotoxina estafilococcica, proteina similar a enterotoxina, sindrome
de choque toxico. Esta familia de toxinas se caracteriza por la capacidad de inducir

inflamacion sistémica descontrolada por la sobreproduccion de citocinas.?’

e Enterotoxinas: Existen seis diferentes enterotoxinas (SEs): SEA a SEE y SEG.
Reciben este nombre por la capacidad de producir emesis y diarrea; que son datos
caracteristicos de la intoxicacion alimentaria por S. aureus.'? Existe una similitud en
la secuencia de DNA entre toxinas del 75-99% con la excepcion de SED la cual tiene
un 55%.'! Actuan como superantigeno y estimulan la expresion de los genes 1L-4 e
IL-10 con una activacion subsecuente de celulas TH2, resultando en una supresion de

la eliminacion de los patogenos invasores. !

* Toxina 1-Sindrome de choque toxico (TSST-1): es uno de los mas potentes
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superantigenos de S. aureus y estd relacionado en humanos con el sindrome de

choque toéxico. La enfermedad ocurre cuando la liberacion de TSS-1 activa la

produccion de TNF-a, IL-1 e IL -2. El sindrome de choque toxico se asocia a elevada

mortalidad y morbilidad, afectd comunmente a mujeres durante la menstruacion,

presentando sintomas sistémicos y gastrointestinales como: fiebre, cefalea, vomito,

dolor abdominal, diarrea y mialgias.'>

e Toxina exfoliativa: Bioquimicamente es una serinproteasa. Estd relacionada con el

sindrome de piel escaldada. La toxina destruye la desmogleina-1.'

Enzimas: lipasa, estafilococinasa, multiples proteasas (toxina exfoliativa). Su funcién

presuntiva es la de alterar los tejidos e inactivar los mecanismos antimicrobianos del huésped,

asi como facilitar la diseminacion bacteriana.” Proteinas miscelanea: proteinas secretadas

como: Coagulasa (CoA) y la reciente identificada proteina de unién al factor de von

Willebrand (VwWBP) la cual promueve la activacion no especifica de protrombina (Tabla 1).”

El gen femA es caracteristico de los S. aureus y su funcion es la biosintesis del

peptidoglicano, se ha relacionado con la adicidon de residuos de glicina en la cadena lateral

de la pared celular, crucial para la funcion de PBP2A y la alteracion de este elemento

disminuye la expresion de meticilina a pesar de la presencia de PBP2A.6

Tabla 1. Factores de virulencia de S. aureus implicados en la patogenia

Factores Gen Funcion
Polisacaridos capsulares
Polisacarido capsular tipo 5 | cap5 Antifagocitosis/Fase aguda de la enfermedad
Polisacarido capsular tipo 8 | cap8 Antifagocitosis/ Fase aguda de la enfermedad
Proteinas de adhesion
Proteina de unién a | fnbA Unidn a fibronectina y elastina / Adhesion inicial al epitelio,
Fibronectina A (FnBPA) internalizacion en la célula
Proteina de union a | fnbB Unidn a fibronectina y elastina / Adhesion inicial al epitelio,

Fibronectina B (FnBPB)

estimula la fagocitosis
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Factor de aglutinacion A | clfA Union a fibrindgeno/ Inhibe fagocitosis por neutrofilos y

(CIfA) macréfagos/Todas las fases de crecimiento. SAMR
Factor de aglutinacion B | cIfB Unidn a fibrindgeno y citoqueratina 10 (CK10) en células
(CIfB) escamosas/ Colonizacion/Fase exponencial de crecimiento.
SAMR
Proteina A (SpA) | spa Union a IgG, IgM, vWF/Antifagocitosis, Superantigeno
células B. SAMR
Proteina de union a colageno | cna Unidn a colageno tipo 1
Exotoxinas
-Citotoxina
o- hemolisina (Hla) | hla Toxina formadora de poros
Leucocidina de Panton | [ukS, lukF Toxina formadora de poros
Valentine (PVL)
-Superantigenos

Enterotoxinas (SEA-SEE, | sea-see, seg  Enterotoxinas, Superantigeno células T/ Intoxicacion
SEG) alimentaria

Toxina 1- Sindrome de | zs¢ Superantigeno células T
choque toxico (TSST-1)
Toxina exfoliativa A | eta Serin proteasa / Dermatitis exfoliativa estafilococica
Toxina exfoliativa B | etb Serin proteasa/ Dermatitis exfoliativa estafilococica
-Enzimas extracelulares
Coagulasa
Citoplasmatico:

Fem A | femA Factor citoplasmico

Polisacaridos capsulares, proteinas de adhesion, exotoxinas, enzimas extracelulares y citoplasmicos.” 6,10, 13,

21,22

Resistencia antimicrobiana

La principal complicacion asociada a las infecciones por S. aureus es el nivel de resistencia
que adquiere contra multiples antimicrobianos, lo cual dificulta su tratamiento.?* Previo al
descubrimiento de la penicilina en 1942, el 80% de los pacientes fallecian debido a infeccion
por S. aureus, dos afios después del descubrimiento de la penicilina se reportaron los
primeros casos de S. aureus resistente, dada por un plasmido que codifica una 3- lactamasa

capaz de hidrolizar el anillo - lactimico e inactivarlo. El gen para (- lactamasa (blaZ) es
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parte de un elemento movil que se transfiere por transduccién o conjugacion y es causante
del 90-95% de la resistencia a penicilina en esta especie y de manera adicional se asocia a

resistencia a otros antibioticos (gentamicina y eritromicina).?>?*

En 1959, se introdujo la metilcilina para el tratamiento de infecciones por S. aureus productor
de B-lactamasas y a un afio de su introduccion emergi6 el primer aislamiento de SAMR ?* La
resistencia a metilcilina en S. aureus no es endéogena y se encuentra integrada al cromosoma
bacteriano. Esta mediada por una proteina transpeptidasa de unidn a la penicilina adquirida:
PBP2a, codificada por el gen mecA, que confiere menor afinidad a los B-lactdimicos
(penicilina, cefalosporinas) ademds de resistencia a otros antibidticos (eritromicina) en
transposones o copias integradas de plasmidos.?"-2* El gen mecA se encuentra en el casete
cromosomico estafilococico mec (SCCmec), un elemento genético movil que se integra a un
sitio especifico dentro del cromosoma de S. aureus y del que se han descrito 13 tipos (I-XIII)
21,23 SAMR de adquisicion hospitalaria (HA-SAMR) usualmente es portador de SCCmec
tipos I, II o III, VIII mientras que los tipo IV, V, VI, VII son m4s comunes en infecciones

comunitarias (CA-SAMR).?!

De 1950 a 1960 ocurri6 una de las pandemias bacterianas més importantes del siglo XX, por
una cepa de S. aureus resistente a la penicilina, la clona es conocida como fago tipo 81/80 de
S. aureus, portadora de PVL, que afectdé de forma inicial el ambito hospitalario y
posteriormente comunitario. Esta clona se dispersé rapidamente y se reportaron casos en
Australia, Londres, Canadd y EE. UU. La clona S. aureus fago tipo 81/80 produce varios
sindromes incluyendo infecciones en piel (carbinculos, pustulas), sepsis y neumonia. Estas
infecciones fueron de dificil tratamiento debido a la severidad y su resistencia a la

penicilina.?’

Tipificacion mediante secuencia multilocus (MLST)

Es un método basado en la secuencia que permite la asignacion de la filogénia ancestral de
la poblacion estafilocdceica. La técnica consiste en la secuenciacion de un total de siete genes
constitutivos (arcC, aroE, gipF, gmk, pta, tpi e yqiL) con envio de las secuencias a una base

de datos central (ww.mlst.net) que las compara con las secuencias de otras cepas.® La
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diferenciacion esta fundamentada en la diversidad alélica basada en fragmentos internos de
genes de aproximadamente 500 pares de bases. Existen miles de secuencias en esta base de
datos, lo que ha generado numerosas secuencias tipo (ST). Los microorganismos que
comparten los siete alelos son definidos como clonas, los que comparten cinco de siete alelos
1dénticos son definidos como CC y los que comparten menos de cinco alelos son definidos

como no relacionados.®

Dado que los genes constitutivos son independientes de los elementos génicos maviles, la
MLST permite poner en relacion los estafilococos resistentes con sus Ultimos ancestros
comunes. De los siete clones pandémicos mencionados, seis han podido ser puestos en
relacion con tres cepas ancestrales de S. aureus sensible a la meticilina (CC5, CC8 y CC30).
Por tanto, la adquisicion posterior de elementos genéticos moviles portadores de genes de
resistencia a los antibioticos o de genes de virulencia facilité una adaptacion adicional a las
nuevas condiciones, lo que ha dado lugar a un nuevo patron correspondiente a

microorganismos ancestrales similares.®

Existen mas de 100 complejos clonales de S. aureus. CC1, CC5, CC8, CC9, CC12, CC15,
CC22, CC25, CC30, CC45 y CC51 son los que se han asociado principalmente con infeccion
en humanos.’?® Los linajes que han adquirido mecA y se han dispersado en ambientes
hospitalarios son: CC5, CC8, CC22, CC30, CC45 y CC239.26 Los linajes que han adquirido
mecA 'y se han dispersado en ambientes comunitarios son: CC1, CC8, CC30, CC59 y CC80.2¢

En tulceras de pie diabético, los SAMS CCS5, CC8 y CCI15 se han considerado cepas
colonizantes con una evolucion favorable mientras que el CC45 se ha asociado a peor

pronostico.” Ademas de que CC45 y CC30 se han asociado a enfermedad grave.’

S. aureus CC30 es el linaje principal asociado a portador nasal y a infecciones autologas; se
relaciona a complicaciones hematdgenas incluyendo endocarditis, artritis séptica,
osteomielitis vertebral; asi como a a bacteriemia e infeccion persistente. Las infecciones
ocurren a nivel hospitalario en individuos con factores predisponentes, su asociacion con

bacteriemia sugiere que se adaptan a colonizacion por tiempo prolongado y persistencia.?’
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Infecciones osteoarticulares

Las infecciones osteoarticulares (osteomielitis, artritis séptica y osteoartritis) son patologias
invasivas graves en la poblacion pediatrica. Tienen elevada morbilidad, especialmente si el
tratamiento antimicrobiano no es adecuado y tardio. Con base en algunas series pediatricas
los pacientes con osteomielitis requieren esquemas de antibioticos prolongados, larga
estancia hospitalaria (promedio 13.5 dias), tratamiento quirurgico (20%) y desarrollan

secuelas a largo plazo (2.3%); generando elevados costos hospitalarios.?’

Las infecciones osteoarticulares son enfermedades bacterianas invasivas comunes en nifios
y S. aureus es el agente etiologico en el 38-75% de los casos y se ha reportado también como
agente asociado a infeccién de dispositivos implantables del 30-35%.2°2%2° A{in con
tratamiento Optimo la falla al tratamiento o recurrencias ocurren en el 10-20% de los casos,

y estas complicaciones ocurren por la formacion de biofilm.3°

Weiss y colaboradores al estudiar una cohorte retrospectiva de pacientes con IOA; de 15 dias
a 18 afios, admitidos de 2009 al 2016, en dos hospitales de tercer nivel en Atlanta, observaron
que SAMS fue el principal patogeno identificado (45.5%) seguido de (31.2%) de SAMR. En
la (Figura 4) se muestra que el porcentaje de cultivos positivos de SAMR increment6 de
35.9% en 2009 a 54.5%, en 2016 (< 0.005), lo contrario a lo ocurrido con SAMR el cual
disminuy6 de 43.6%, en 2009 a 18.2%, en 2016.3!
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Figura 4.Disminucion de la prevalencia de SAMR en osteomielitis y artritis séptica

Incremento en la prevalencia de S. aureus meticilino sensible (SAMS) y disminucion de S. aureus meticilino

resistente (SAMR).31

La infeccion se puede presentar como una inflamacion aguda o crénica y se caracteriza por
una destruccion progresiva, inflamacion y neoformacion osea.?® El tratamiento de
osteomielitis incluye antimicrobianos y desbridamiento quirargico; hoy en dia con el
incremento de la resistencia antimicrobiana se ha convertido en una enfermedad dificil de
tratar y en ocasiones requiere antibioticoterapia combinada por tiempo prolongado y

multiples intervenciones quirtrgicas.'®

Durante la osteomielitis, S. aureus puede sobrevivir en distintos microambientes incluyendo
hueso necrotico (secuestro), abscesos, periostio de hueso intacto o en el sistema canalicular.
Ademas del nicho preciso en el hueso, S. aureus existe en estructuras multicelulares,
conocidad como microcolonias, donde S. aureus puede adaptarse y responder a las

fluctuaciones de la densidad bacteriana.??
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El éxito de S. aureus como patdgeno oportunista en el tejido éseo ocurre por la capacidad de
producir diversos factores de virulencia que le permiten adherirse, invadir los tejidos, evadir
la respuesta inmune del huésped y evitar la penetracion de los antibidticos a las celulas.??>3
Un niimero variable de factores de virulencia se han implicado directamente en la patogénesis
de la infeccion o¢sea incluyendo factores de adherencia como la proteina A (SpA);
exoproteinas como PVL; coagulasa (CoA) y hemolisinas.** Lo anterior sugiere que ciertas
cepas de S. aureus pueden tener mayor capacidad de producir infeccion 6sea que otras basado
en la expresion de factores diversos de virulencia. Sin embargo, lo que permanece
desconocido es si la expresion se mantiene en los diferentes tipos de infecciones.?® Por
ejemplo, los factores de virulencia en osteomielitis hematéogena son considerablemente

diferentes a los que se presentan en infecciones posquirtirgicas.?’ (Tabla 2).

Peacock y colaboradores sugirieron que el tener cierta combinacion de genes de virulencia
estaba asociado con enfermedad invasiva e incremento de severidad de la infeccion al
estudiar 334 aislamientos de S. aureus por PCR, se detectaron siete genes de virulencia,
incluyendo los de adhesion (fnbA, cna), toxigénicos (eta, hla, sec) que estan involucrados en

la formacion de biofilm.3?

La capacidad de S. aureus de infectar el hueso, y en especifico el osteoblasto, esta
correlacionado con la unién del componente de la matrix extracelular 6sea (BEM) al
complejo de adhesinas MSCRAMM, la mas estudiada es la Cna que permite la adhesion al
colageno tipo 1, la cual representa el 90-95% del BEM.3?

Las MSCRAMMs se han implicado directamente en la patogénesis de las infecciones
osteoarticulares.’ Estos componenetes, que especificamente reconocen e interactuan con la
matriz extracelular del huésped y las proteinas plasmaticas, han mostrado tener un rol crucial
en el desarrollo de osteomielitis.®! CIfA predominé en SAMS.?3 La expresion de factores de
unidn a fibrindgeno potencian la induccion de inflamacion localizada en las articulaciones y

contribuyen a las lesiones erosivas en el carilago y el hueso.3®
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Tabla 2. Factores de virulencia de S. aureus en infecciones osteoarticulares

Factores Funcion Artritis Osteomielitis  Biofilm
séptica
Proteinas de adhesion
Proteina de union a | Adhesion a fibrindgeno y elastina e invasion X X Formacion de biofilm
Fibronectina A (FnBPA) | celular Internalizacion de S.
aureus
Proteina de union a | Adhesion a fibrindgeno y elastina e invasion X X Infecciones asociadads a
Fibronectina B (FnBPB) | celular dispositivos ortopédicos
Formacion de biofilm
Internalizacion de S.
aureus
Factor de aglutinacion A | Inhibe fagocitosis X
(Cif4)
Factor de aglutinacion B | Union a fibrindgeno y citoqueratina 10
(CIfB) | (CK10) en células escamosas/
Colonizacion/Fase exponencial de
crecimiento. SAMR
Proteina de union a | Unidn a colageno del cartilago X X
colageno (Cna)
Proteina A (SpA) | Inhibe fagocitosis X
Superantigeno células B
Exotoxinas
-Citotoxina
o- hemolisina | Toxina formadora de poros X X
Leucocidina de Panton | Toxina formadora de poros X X
Valentine (PVL)
-Superantigenos
Enterotoxinas (SEA-SEE, | Enterotoxinas, Superantigeno células T/
SEG) | Intoxicacion alimentaria
Toxina I- Sindrome de | Superantigeno cé¢lulas T X

Choque Toxico (TSS-1)
Toxina exfoliativa A
(ETA)

Toxina exfoliativas B
(ETB)

Citoplasmico:

Fem A

Serin proteasa / Dermatitis exfoliativa
estafilococica
Serin proteasa/ Dermatitis exfoliativa
estafilococica

(Proteinas de superficie, polisacaridos capsulares, hemolisisnas y enzimas), genes reguladores y patologia

implicada.

7,6,10,21,22,31,61
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Polisacaridos capsulares: Las cepas de S. aureus que expresan CP5 incrementan la

frecuencia y severidad en artritis séptica.??

La proteina A in vitro, se ha observado que previene la proliferacion de los osteoblastos,
induce apoptosis, inhibe la capacidad de mineralizacion de los osteoblastos e incrementa la

resorcion o0sea durante la osteomielitis por S. aureus.

La Cna ha demostrado ser importante en la patogénesis de osteomielitis y artritis séptica. /n
vitro se ha observado que todos los aislamientos de pacientes con osteomielitis y artritis
séptica lo poseen, a diferencia de la expresion en una tercera parte de los pacientes con
infeccion de tejidos blandos.!' Esta proteina es un iniciador necesario para el desarrollo de
osteomielitis y se expresa en la fase de crecimiento exponencial de S. aureus, se asocia con
la formacion de biofilm lo cual puede tener relacidn con osteomielitis asociadas a
dispositivos.?? Cna se ha asociado a 46% de los aislamientos de infecciones osteoarticulares

y es la unica necesaria para causar dafio en el cartilago articular.'® 32

Las proteinas de union a fibronectina A y B son componentes importantes que permiten la
internalizacion de S. aureus por células no fagociticas y en modelos animales se ha
observado, que esto ocurre en los osteoblastos.!® La internalizacion de S. aureus por los
osteoblastos es un elemento clave en la diseminacién de la infeccion, ya que le permite
persistir dentro de estos de 5-7 dias (protegido del sistema inmune) y brinda la oportunidad
a S. aureus de mantener la infeccion. 132238 En los aislamientos clinicos obtenidos de
infecciones Oseas, los genes fnbA y fnbB se han reportado en 98% y 99%, respectivamente y
se han asociado con mayor virulencia (> produccion de IL-6) en osteomielitis.>? Las FnBP
contribuyen a inflamacion sistémica caracterizada por pérdida de peso, IL-6 y mortalidad.?®
Finalmente, son factores importantes en la formacion de biofilm y en la fase aguda de la
enfermedad.'® '® No se ha observado que afecte las articulaciones en los distintos modelos

experimentales.®¢

Las enterotoxinas estafilococcicas son un grupo de siete proteinas (SEA, SEB, SEC1, SEC2,

SEC3, SED y SEE). Exite una similitud en la secuencia de DNA entre ellas del 75-99% con
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la excepcion de SED la cual tiene 55% de similitud. ' Actudn como superantigenos y la
patogenesis en las infecciones osteoarticulares no es clara.!! En un estudio realizado por
Sourek y colaboradores, se estudiaron 264 cepas de S. aureus de pacientes con osteomielitis
cronica y se identifico en el 30% una o més enterotoxinas de ahi que no se considere un factor

patogénico mayor.'!

La TSST-1 tiene importancia en artritis séptica.!" Esté superantigeno ha mostrado un papel
potencial en tulceras diabéticas, a pesar de que su presencia es baja, se encuentra en mayor

numero en tUlceras que en osteomielitis asociada a diabetes.?>37

La a-hemolisina (Hla) Basado en estudios in vitro, se presume que la produccion de estas
citocinas pro-inflamatorias contribuyen al dafio tisular en el hueso y musculo.*®
Adicionalmente, durante la infeccion por S. aureus, existe un incremento sistémico de la IL-
6 dependiente de Hla, conocido por la activacion de osteoclastos.>® Por lo tanto, la I1L-6
origina una gran cantidad de resorcion 6sea, se ha implicado como una potente toxina en el
condrocito, causando muerte del cartilago particularmente durante la artritis séptica.* Hla se
ha implicado como una toxina potente para el condrocito y origina una muerte rapida para

estas células en el cartilago articular.?®

El papel sinergico y secuencial de Hla y PVL se han observado en modelos animales,
reflejando la complejidad de la patogénesis de S. aureus.*® In vitro Hla y la proteina A tienen
un pico maximo de expresion de 4 h posterior a la infeccion, mientras que el pico de PVL
ocurre 72 hs posinoculacion, debido a que la mayoria de los estudios experimentales de sepsis
son agudos con una media de supervivencia menor a cuatro dias, la contribucion secuencial

de los factores de virulencia son dificil de estudiar en esos modelos.*’

Hla puede contribuir a las manifestaciones sistémicas de la infeccion y tiene un impacto
directo en la mortalidad, mientras que la funcion de PVL es menor durante la fase aguda
bacteriemica de la enfermedad y podria ser causante de lesion localizada tardia como la

observada en los abscesos 6seos.*’
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Coagulasa: S. aureus produce tres coagulasas CIfA, Coa y Wbp; estas enzimas se unen y
activan protrombina para convertir fibrindgeno en fibrina. En el hueso inhiben la
proliferacion e induce apoptosis de los osteoblastos.** CIfA y CIfB inducen inflamacion
localizada y contribuyen a la erosion del cartilago y el hueso. Se asocian a la patogenia de

artritis séptica.>®

Otra caracteristica, es la capacidad de S. aureus de cambiar de forma dinamica a variantes de
colonias pequefias (SCVs) con distintas caracteristicas fenotipicas que se adaptan a los
cambios del microambiente en el hueso y tejido blando adyacente siendo este, el mecanismo

clave que origina la persistencia de S. aureus en un huésped con infeccion cronica.'®

Se ha observado que los pacientes con osteomielitis aguda tienen poblaciones homogéneas
de S. aureus en muestras clinicas de multiples sitios. Controversialmente, una mayor
poblacién heterogénea de S. aureus compuesta por SCVs se ha encontrado en muestras de
multiples sitios de un mismo paciente con osteomielitis cronica, sugiriendo la necesidad de
realizar guias adecuadas para el diagnostico bacterioldgico en osteomielitis (lo anterior,
plantea la hipotesis de tomar mas de una muestra de tejido infectado del mismo paciente).?!
Por lo tanto, en funcion de seleccionar un tratamiento antimicrobiano apropiado para un
paciente con osteomielitis cronica, se deben de realizar pruebas de susceptibilidad en los

aislamientos representativos de cada muestra realizada con cultivo positivo para S. aureus.?!

Otros estudios experimentales han demostrado que S. aureus con PVL, CoA y SpA inhibe la
proliferacion de los osteoblastos, induce apoptosis, inhibe la expresion de las proteinas
asociadas con la osteogenesis (colageno 1, osteopontina y osteocalcina) y evita la

mineralizacion 6sea.*!

Varios estudios han reportado la asociacion entre la produccion de la toxina PVL e
infecciones Oseas y de tejidos blandos en pacientes pediatricos inmunocompetentes,'® todo lo
anterior encontrado en la mayoria de los casos en asociacion con SAMR, implicando que
PVL es un marcador epidemiologico de sindrome de infeccion grave (bacteriemia, respuesta
inflamatoria sistémica e ingreso a la UTIP).*?> En algunos paises esto ha provocado que se

realicen medidas de salud publica para los pacientes infectados con cepas PVL positivo,
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como: terapia de descolonizacion, deteccion de portadores en los contactos, adecuada higiene

de manos, desinfectar las superficies y precauciones de contacto.'® 30

Finalmente, las diferencias fenotipicas en multiples aislamientos de S. aureus de un paciente
con osteomielitis tiene relevancia en las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.’ La
presencia de poblaciones heterogéneas de S. aureus en las infecciones cronicas plantea la
hipoétesis de utilizar tratamiento combinado en osteomielitis cronicas segun los patrones de
resistencia identificados o inclusive independientemente del patron de resistencia a
meticilina; ya que actualmente las guias de tratamiento para osteomielitis recomiendan la

terapia combinada ante la presencia de SAMR.?’
Estrategias de evasion inmune y persistencia en osteomielitis

Existen cuatro mecanismos inmunologicos de la persistencia de S. aureus en el contexto de
osteomielitis. 1) formacion de absceso 2) biofilm 3) invasion del sistema osteocito lacuno-

canalicular (OLCN) del hueso 4) colonizacion intracelular.*! (Figura 5).

En poco tiempo la bacteria puede evadir el ataque del sistema inmune innato y sobrevivir en
abscesos localizados en la médula dsea y los tejidos blandos. En la progresion de la infeccion
aguda del hueso, el tejido se desvasculariza y secuestra la infeccion para aislarse del tejido
sano. El tejido secuestrado se convierte en la persistencia de la bacteria en forma de biofilm
y con el OLCN del hueso. Finalmente, la internalizacién es un mecanismo adicional de la

persistencia en osteomielitis.

En conjunto estos mecanismos de defensa adaptativos permiten al S. aureus infectar

cronicamente el hueso a pesar de los esfuerzos por la erradicacion. 4!
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Figura 5. Mecanismos inmunologicos de la persistencia de S. aureus en el contexto de osteomielitis.

1) Formacién de absceso, 2) Formacion de biofilm, 3) Invasion del sistema osteocito lacuno-canalicular

(OLCN) del hueso. 4) Colonizacion intracelular. Proteinas proinflamatorias acarreadoras de hierro (IsdB, IsdA,

IsdH) Coagulasa (Coa), Factor von Willebrand (WFbp).41

a) Fases para la formacion de abscesos: Adhesion mediante la expresion de MSCRAMMs
los cuales facilitan la unién a fibrina o fibrindgeno permitiendo la agregacion de colonias de
S. aureus resistentes a la fagocitosis. Inflamacion: expresion de proteinas proinflamatorias
acarreadoras de hierro (IsdB, IsdA, IsdH). Maduracion: expresion de SpA, Emp, Coagulasa
(Coa), Factor von Willebrand (vWFbp) permiten la formacion de la capa protectora de fibrina

“pseudocapsula”. Persistencia: con la posterior diseminacion de S. aureus a nuevos sitios.*!

b) Fases para la formacion de biofilm: Inicia con la adhesion mediada por las MSCRAMMs,
lo cual estimula a la sintesis de sustancias que previenen el ataque del sistema inmune,

favorencen la adhesion, provee estabilidad mecéanica y retiene nutrientes esenciales y
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enzimas. S. aureus activa el sistema del gen regulador accesorio (agr) el cual permite la

expresion de factores de virulenica.*!

¢) Invasion del sistema osteocito lacuno- canalicular (OLCN) del hueso: da proteccion del
ataque del sistema inmune, permite la sobrevida de la bacteria por afios y podria ser un factor

de falla al debridamiento quirurgico de un hueso infectado. !

d) Colonizacién intracelular: Se ha descrito que S. aureus se internaliza por la union a FnBPA

y FnBPB ala a5B1 integrinas. (Figura 6). Este proceso se ha descrito in vitro en osteoblastos,

osteoclastos y osteocitos. La persistencia intracelular es un mecanismo de evasion inmune y

. . . . 41
protege del tratamiento con antimicrobianos.

S. aureus

Cna

Colageno tipo |

FnBPs
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Figura 6. Internalizacion de S. aureus dentro de los osteoblastos

La internalizacién de S. aureus dentro de los osteoblastos representa un reto en el tratamiento de osteomielitis.*’
En la primera etapa de la infeccion, las proteinas MSCRAMMSs son antigenos potenciales que pueden ser

utilizados para el desarrollo de vacunas contra la infeccion de S. aureus.®
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La capacidad de que el antibidtico recomendado elimine a S. aureus intracelular es la pieza
clave para el tratamiento.** En este contexto, estudios in vitro han demostrado que el
tratamiento con gentamicina, vancomicina o daptomicina disminuye el nimero de bacterias
en los osteoblastos, sin la erradicacion total del microorganismo contrario a esto, la
rifampicina, cloranfenicol y clindamicina son los antibidticos mas activos a nivel
intracelular.**** La mayoria de los antibidticos utilizados en la actualidad son inactivos a
nivel intracelular (lincomicina) o son incapaces de penetrar a las células (penicilinas,
cefalosporinas y aminoglucdsidos).* Sin embargo, ante la presencia de una cépsula
polisacarida gruesa, son resistenteste a la rifampicina (por lo que siempre se recomienda
utilizarla como terapia combinada). Los antibioticos como teicoplanina, tigeciclina,
dicloxacina y linezolid tienen una efectividad intermedia a nivel intracelular.**Todos estos
estudios muestran la importancia de la penetracion intraosteobléstica de los antibidticos
siendo esta propiedad esencial para el desarrollo de nuevas opciones terapéuticas para

osteomielitis.??

Planteamiento del problema

S. aureus es el microorganismo mas virulento de las especies de estafilococos y es el agente
causal en el 38-75% de los casos de osteomielitis en pediatria ademas se ha asociado a
infeccion de dispositivos implantables en el 30-35%. El éxito de S. aureus como patdgeno
oportunista en el tejido 6seo ocurre por la capacidad de producir diversos factores de
virulencia que le permiten adherir, invadir los tejidos, evadir la respuesta inmune del huésped
y evitar la penetracion de los antibioticos a las células. Con base en estudios experimentales
un numero variable de factores de virulencia se han implicado directamente en la patogénesis
de la infeccion Osea incluyendo: factores de adherencia como la proteina A (SpA),
exoproteinas como PVL, coagulasa (CoA), y hemolisinas. Lo anterior sugiere que ciertas
cepas de S. aureus pueden tener mayor capacidad de producir infeccion Osea que otras
basadas en la expresion de diversos factores de virulencia, por otra parte, estas diferencias
convierten a estas infecciones en un reto terapéutico debido a la resistencia a antibioticos,

persistencia de la infeccion en los osteoblastos y a la formacion de variantes patogénicas.

En México y en el INP, no existen datos disponibles sobre la epidemiologia de S. aureus y
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sus factores de virulencia en las infecciones osteoarticulares en pediatria. En el INP, en el
departamento de patologia se reportaron con diagnostico de osteomielitis por biopsia, los
siguientes numeros de pacientes: 2018 (11), 2017 (13), 2016 (8), 2015 (2) y 2014 (4). Por
expediente electronico se encuentran 137 pacientes con diagnostico de osteomielitis del

2007-2018.

Justificacion

En el INP que es un hospital de tercer nivel, centro de referencia del pais de infecciones
osteoarticulares y que cuenta con los departamentos de Infectologia y Ortopedia, no se
conoce la frecuencia de S. aureus como agente causal de las infecciones osteoarticulares; por
lo que este estudio permitira conocer las caracteristicas fenotipicas y moleculares de los
aislamientos de S. aureus en las infecciones osteoarticulares en pediatria.

Por otro lado permitird detectar y administrar de forma temprana tratamiento antimicrobiano
segun los patrones de resistencia y factores de virulencia, con la finalidad de disminuir la

elevada morbilidad asociada.

Hipotesis
S. aureus metilcilino sensible con PVL seré el patdgeno mas frecuente responsable de las
infecciones osteoarticulares en pacientes pediatricos.
Objetivos
General
= Caracterizar molecularmente los aislamientos de S. aureus obtenidos de muestras de

infecciones osteoarticulares en pacientes pediatricos.

Especificos

= Describir las manifestaciones clinicas y tratamiento de los pacientes con infecciones
osteoarticulares por S. aureus.
= Describir la frecuencia de S. aureus como agente causal de las infecciones

osteoarticulares.
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» Determinar el perfil de susceptibilidad antibiotica de las cepas de S. aureus.
» [dentificar los factores de virulencia de las cepas de S. aureus.

= (lasificar los complejos clonales de las cepas de S. aureus.

Material y métodos

= Diseiio del estudio: Estudio descriptivo, observacional, transversal, y prospectivo.
= Poblacion objetivo: Pacientes pediatricos con diagnostico de infeccion
osteoarticular.
= Poblacion elegible: Pacientes hospitalizados en el INP de enero 2019 a diciembre
2020.
Criterios de seleccion
Criterios de inclusion
= Pacientes menores de 17 afios, de género femenino o masculino.
» Hospitalizados en el INP con diagnostico de infeccion osteoarticular.
= Pacientes que contaron con el consentimiento informado por parte del padre o
madre o tutor.
Criterios de exclusion
= Pacientes a los que por cualquier motivo no se les pudo tomar las muestras
biologicas respectivas para el analisis.

* Pacientes cuyo padre y madre o tutor decidio retirar al paciente del estudio.

Variables del estudio
* En el anexo 1 se presentan las variables que fueron analizadas en el estudio.

Muestreo y tamaiio de muestra
= La muestra fue a conveniencia, se incluyeron todos los individuos hospitalizados que
cumplieron con los criterios de inclusion durante el periodo del estudio. Este
protocolo fue aprobado por los comites de ética, bioseguridad e investigacion en el

Instituto Nacional de Pediatria con el registro 2019/007.
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Descripcion de etapas

Se integré un grupo interdisciplinario para la deteccion de pacientes con infecciones
osteoarticulares conformado por personal adscrito al INP de los siguientes servicios:
Departamento de Infectologia Pediatrica (DIP), Traumatologia y Ortopedia (TyO) y el
Laboratorio de Microbiologia Molecular (LMM). A continuacion, se describen las

actividades de cada uno de los integrantes en cada una de las etapas.

e Etapa I. Deteccion de infecciones osteoarticulares
Como parte del cuidado estandar, el DIP detect6 los pacientes con sospecha de infeccion
osteoarticular en el servicio de urgencias, se valor6 por parte del DIP y el servicio de TyO;
si fue requerido que el paciente ingresard a quiréfano se realizd la solicitud del
consentimiento informado y asentimiento en pacientes mayores de 12 afos, para su inclusioén

en el proyecto.

e Etapa II. Diagnostico
Si el padre, madre o tutor consintieron la inclusion de su hijo, adicional a las muestras
microbioldgicas del diagnostico de rutina (Tabla 3), se tom6 una muestra de 1 mL de
secrecion y/o exudado y se envio al LMM. El responsable del DIP colectd las variables
clinicas y diagnosticas. El servicio de TyO fue el responsable de realizar el procedimiento

quirtrgico y el DIP de garantizarla calidad de la toma de muestra de secrecion.

Tabla 3. Estudios solicitados a los pacientes con infeccion osteoarticular

Estudio Laboratorio ~ Muestra Volumen (mL)
1. Hemocultivo anerobios LBC Secrecion 3
2.Cultivo de secrecion LBC Secrecion 1
3. PCR para S. aureus LV Secrecion Hisopado
4. Diagnostico de patologia Patologia Secrecion y hueso 1
5. Caracterizacion * LMM Secrecion 1

*1-4: Muestras de cuidado estandar, 5: Muestra adicionales del proyecto de investigacion. LBC: Laboratorio
de Bacteriologia Clinica, LV: Laboratorio de Virologia, LMM: Laboratorio de Microbiologia Molecular. PCR

Reaccion en cadena de la polimerasa.
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El LMM recibi6 la muestra y se analizd como se describe en el apartado Tipificacion

Molecular, los hallazgos fueron informados al DIP y al servicio de TyO.

Identificacion de las cepas a partir de la muestra de secrecion

En el LMM se recibi6 una muestra de 1 mL de secrecion , exudado y/o hueso de infeccion
osteoarticular transportado en tubo estéril en refrigeracion, el cual fue colectado durante
procedimiento quirtrgico abierto en el caso de osteomielitis y/o exudado articular en artritis
séptica. Se asignd una clave en la bitdcora Proyecto de infecciones osteoarticulares. La clave

estuvo formada por las letras O- y el nimero consecutivo que le correspondia.

Las muestras se sembraron en placas de agar sal y manitol (ASM), caldo Infusién Cerebro
corazon (BHI) y Agar Soya Tripticasa (TSA) por la técnica de estria cruzada y fueron
incubadas a 37 °C durante 18-24 h. Finalizado el periodo de incubacion una colonia se
selecciond para realizar una tincion de Gram y prueba de catalasa, posteriormente fueron

conservados a -70°C.

Confirmacion de resistencia a cefoxitina y otros antimicrobianos

A partir del cultivo se realizé una suspension bacteriana en solucion salina isotonica al 0.5
de la escala de McFarland. Esta suspension se sembré en una placa de agar Mueller Hinton
(AMH) y fueron colocados sensidiscos de cefoxitina (FOX), clindamicina (CC), gentamicina
(GM), eritromicina (E), Trimetroprima Sulfametoxazol (TMP/SX), ciprofloxacino (CIP) y
linezolid (LZD). Las placas se incubaron a 37°C en atmdsfera aerobica de 16-18 h. Una vez
finalizada la incubacion, se midieron los halos y fueron interpretados y categorizados

siguiendo los lineamientos del CLSI 2020.’
En cuanto a la susceptibilidad a vancomicina (VA) y teicoplanina (TEI) se recopilaron los

datos del expediente médico electronico.

(Tabla 4).

28



Tabla 4. Valores de interpretacion para la susceptibilidad de S. aureus

Tipificacion molecular a partir de la muestra de secrecion

Extraccion de DNA del aislamiento de S. aureus

Antimicrobia Contenido Abreviatura Sensible Intermedio Resistente
no

Cefoxitina 30 ug FOX >22 - <21
Linezolid 20 ug LZD >21 - <20
Gentamicina 10 ug GM >15 13-14 <12
Eritromicina 15 ug E >23 14-22 <13
Ciprofloxacin 5ug CIP >21 16-20 <15
glindamicina 2ug CC >21 15-20 <14
Trimetroprim | 1.25/23.75ug STX >16 11-15 <10
;ulfametoxaz

ol

Vancomicina CMI pg/mL VA 2 4-8 >16
Teicoplanina CMI pg/mL TE <4 8-16 >32

CMI: Concentracion minima inhibitoria

A partir de cultivo puro se seleccionaron cinco colonias de cada aislamiento y se realiz6 la

extraccion DNA utilizando el kit QITAGEN. EI DNA se conservé a -20°C hasta su uso.

Amplificacion de los genes 16S rRNA, nuc, mecA, pvl, hla, fnbA, fnbB, cna, tst, fem A,
clfA, clfB, SpA, eta, etb y sec

En cada uno de los aislameintos de S. aureus se detectaron 16 genes de S. aureus: dos para
confirmar identidad (nuc y 16S rRNA)?°, uno para confirmar resistencia a B-lactamicos
(mecA), también los genes relacionados con la resistencia a macrélidos, lincosamida y
estreptogramina B (ermA, ermB, ermC y msrA)y 13 genes de virulencia incluyendo los de
adhesion (fubA, fmbB, clfA, clfB, cna, spa), invasion (hla, pvl), toxigénicos (eta, eth, sec),

super antigenos (tst) y femA.

29



El gen 16S rRNA se amplificd y analizd como se describio en el apartado de tipificacion
molecular con la finalidad de confirmar la especie. Los genes nuc, mecA, pvi, hla, spA, fnbA,
fmbB, cna, tst, femA, femB, clfA, clfB, eta y sec se amplificaron con iniciadores reportados
por Azimian A y colaboradores (2012) (Tabla 5). La identificacion de estos genes se llevo a
cabo a través de PCR punto final. Para la mezcla de reaccion se utilizo 21 pL de agua, 25 uL
de AmpliTaq Gold® 360 Master Mix, 0.5mM de cada iniciador y 1 pLL DNA, para alcanzar
un volumen final de 50 pL. La reaccion se realizd en un termociclador AB9700 con las
siguientes condiciones: 95°C- 2 min, 30 ciclos formados por 95°C-30 s, 50°C (cna) (fnbA)
(spA)(tst) 51°C (clfB) 52°C (hla) (clfA) (fnbB) 52°C (sec) 53°C (femA) 54°C (eta) 55°C (etb)
58°C (pvl) 60°C (mecA) -30s , 72°C- 45s y una extension final de 72°C-7 min. 95°C- 2 min,
30 ciclos formados por 94°C-30 s, 57°C (nuc) -30s, 72°C- 30s y una extension final de 72°C-

10 min.

Los productos se analizaron a través de la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1%
con amortiguador TE 1X a 100V por 30 min. Posteriormente, se revelaron en un

fotodocumentador con luz UV.

Tabla 5. Iniciadores utilizados para la deteccion de genes de virulencia de S. aureus

Nombre Secuencia de iniciador (5’'— 3°) Tamaiio

spa directo TAG TST TGC AAT ACA TAATTCG 1519 pb
spa reverso TAT AGT TCG CGA CGA CGT C

hla directo CGG TAC TAC AGA TAT TGG AAG C 744 pb
hla reverso TGG TAA TCA TCA CGA ACT CG

tst 1 directo TTA TCG TAA GCC CTT TGT TG 398 pb
tstl reverso TAA AGG TAG TTC TAT TGG AGT AGG

sec directo GGG AAT GTT GGA TGA AGG 900 pb
sec reverso AGG CAA GCA CCG AAGTAC

femA directo CTT ACT TAC TGC TGT ACC TG 648 pb
femA reverso ATC TCG CTT GTT GTG TGC

eta directo GCA GGT GTT GAT TTA GCA TT 93 pb
eta reverso AGA TGT CCC TAT TTT TGC TG

eth directo ACA AGC AAA AGA ATA CAG CG 226 pb
eth reverso GTT TTT GGC TGC TTC TCT TG

fnbA directo CAC AAC CAG CAA ATA TAG 1362 pb

fnbA reverso CTG TGT GGT AAT CAATGT C
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fubB directo  GGA GAA GGA ATT AAG GCG 813 pb
fnbB reverso GCC GTC GCC TTG AGC GT

clfA directo GTA GGT ACGTTA ATCGGT T 1581 pb
clfA reverso CTC ATC AGG TTG TTC AGG

clfB directo TGC AAG ATC AAA CTG TTC CT 596 pb
clfB reverso TGC AAG ATC AAA TAA AGG TA

cna directo AGT GGT TAC TAA TAC TG 1178 pb
cna reverso CAG GAT AGA TTG GTT TA

Modificado de Boye et al., 2007

Deteccion de SCCmec

Para la determinacion del SCCmec se utilizaron iniciadores reportados por Boye y
colaboradores (2007), la identificacion de estos genes se llevo a cabo a través de PCR
multiplex. Los iniciadores utilizados se presentan en la (Tabla 6). Para la mezcla de reaccion
se utilizaron 44 pL de agua, 75 uL de AmpliTaq Gold® 360 Master Mix, 1uL B, 1uL a3,
1.25uL ccerCF, 1.25uL cerCR, 0.4 pL 1272F1, 0.4 pL 1272R1,0.5 pL 5SRmecA, ,0.5 pL
S5R431. La reaccion se realizd en un termociclador AB9700 con las siguientes condiciones:
95°C- 2 min, 30 ciclos formados por 94°C-30 s, 55°C -30s, 72°C- 1 min y una extension final
de 72°C-7 min. Los productos se analizaron a través de la técnica de electroforesis en gel de
agarosa al 1% con amortiguador TE 1X a 100V por 30 min. Posteriormente, se revelaron en

un fotodocumentador con luz UV.

Tabla 6. Iniciadores utilizados en la mPCR para la deteccion de SCCmec

Tipo SCCmec
Nombre Secuencia de iniciador (5'— 3") Tamafio Blanco I II I I1v Vv
B ATTGCCTTGATAATAGCCYTCT
937 pb ccrA2-B X X
a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACT
ccrCF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT
518 pb ccrC X X
ccrCR CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT
1272F1 GCCACTCATAACATATGGAA
415 pb 1S1272 X X
1272R1 CATCCGAGTGAAACCCAAA
SRmecA TATACCAAACCCGACAACTAC 359 ob mecA-
5 X
5R431 CGGCTACAGTGATAACATCC P 1S431

Modificado de Boye et al., 2007
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Determinacion del complejo clonal

Para la determinacion del complejo clonal se utilizaron iniciadores reportados por Cockfield
y colaboradores (2007). La identificacion de estos genes se llevo a cabo a través de PCR
multiplex. Los iniciadores utilizados se presentan en la (Tabla 7), esta técnica permitid
detectar la presencia de seis CC: CC1, CC5, CC8, CC22, CC30 y CC45. Para las mezclas de
reaccion se utilizaron 9 pL de agua, 12.5 pL de AmpliTaq Gold® 360 Master Mix, y 0.5uL
de AF, AR30, ARR 22 (mezcla 1), 0.5uL de AF, AR45, AR1 (mezcla 2), 0.5uL de BF, BRS,
BR 5 (mezcla 3). La reaccion se realizd en un termociclador AB9700 con las siguientes
condiciones: 95°C- 2 min, 30 ciclos formados por 95°C-30 s, 55°C -30s, 72°C- 90 seg y una

extension final de 72°C-7 min.

Las cepas ATCC que se utilizaron como control positivo para los resultados fueron las
sigientes: ATCC -25923 S. aureus, BAA-2094 S. aureus, BAAA-41 S. aureus, BAA-2313
S. aureus, BAA-44 S. aureus, BAA-1683 S. aureus, ATCC-33592 S. aureus y BAA-42 S.

aureus.

Tabla 7. Iniciadores utilizados para la deteccion de complejos clonales

Nombre Secuencia

AF 5" AGGGTTTGAAGGCGAATGGG 3’
AR30 5" CAACAGAATAATTTTTTAGTTC 3’
AR22 5" TCAGAGCTCAACAATGATGC 3’
AR45 5" GGAGCATTATCTGGTGTTTTCC 3’
AR1 5" GGGTTGCTCCTTGCATCATA 3’
BF 5" CCCAAAGGTGGAAGTGAAA 3’
BRS 5" CCAGTTGCACCATAGTAAGGGTA 3’
BR5 5" TCGTCCGACTTTTGAAGATTG 3’

Modificado de Cockfield et al., 2007.3¢

Los productos se analizaron a través de la técnica de electroforesis en gel de agarosa al 1%
con amortiguador TE 1X a 100V por 30 min. Posteriormente, se revelaron en un
fotodocumentador con luz UV y se identificaron los complejos clonales segun el tamaiio de

los productosde PCR (Tabla 8).
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Tabla 8. Tamafo esperado de los amplicones de los CC.

) Prediccion del tamaiio de los productos de PCR (pb)
Complejo clonal — — —
Iniciadores Iniciadores Iniciadores
AF, AR30, AR22 AF, AR45, AR1 BF, BR8, BR5

CC1 1037 680
CCs 1071
CC8 680
CC22 990
CC30 203
CC45 722

Modificado de Cockfield et al., 2007.3

Determinacion de ST
Se amplificaron y se secuenciaron siete genes constitutivos: arcC, aroE, gipF, gmk, pta, tpi,

yqil. El  andlisis de  estas secuencias se realizd en el @ sitio

https://pubmlst.org/organisms/staphylococcus-aureus

Analisis estadistico

Como resumen descriptivo de las variables se reporto frecuencia absoluta y relativa con las
variables cualitativas y medidas de tendencia central, dispersion (media y desviacion estandar
o mediana y rango intercuartil, de acuerdo con la forma de distribucion observada) en caso
de variables cuantitativas.

Las prevalencias y la proporcion de positividad estimada se reportaron con el intervalo de
confianza de 95%. Todos los analisis estadisticos se realizaron por el uso estadistico

comercial SPSSv27.

Resultados

Frecuencia de S. aureus como agente causal de las infecciones osteoarticulares

Durante el periodo de estudio, 71 nifios ingresaron al INP por sospecha de infeccion
osteoarticular y en 54 casos se confirmo el diagndstico mediante examenes de laboratorio y
gabinete. Los 17 pacientes excluidos presentaron infeccion de tejidos blandos, enfermedad

inmunolégica, oncologica, fractura y bursitis.
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En 22 (40.7%) casos se identificd a S. aureus de los cuales dos, fueron excluidos por no

contar con muestra microbiologica para su andlisis (Figura 7).

Nifos con sospecha
de infeccion
osteoarticular
n=71

Excluidos n=17

«Infeccion de tejidos blandos: 8
«Inmunoldgicas: 1

*Oncoldgica: 1

«Bursitis: 2

Fractura: 5

A4

Nifos con infeccion
osteoarticular
confirmada
n=54

A4

Identificacion
de S.aureus
n=22

Excluidos n=2 <
*No muestra microbiolégicas

Y
Caracterizacion
de S.aureus
n=20

Figura 7 Diagrama de flujo del reclutamiento de pacientes con infeccion osteoarticular.

En 50 (92%) pacientes con infeccion osteoarticular se obtuvo muestra de secrecion para su
estudio microbioldgico. Se obtuvo aislamiento en 40 (80%) de los cuales 10 (25%) fueron

polimicrobianos.

El genero Staphylococcus fue el principal y se identificaron 25 aislamientos: SAMS (n=21),
S. epidermidis (n=3) y SAMR (n=1). El género Enterococcus se identificd en nueve muestras

predominando Enterococcus faecium (n=6) y Enterococcus faecalis (n=3). Las
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enterobacterias ocuparon el tercer lugar de frecuencia con siete aislamientos: Escherichia
coli. coli (n=1), E. coli con beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE, n=2), Klebsiella
spp. BLEE (n=2), P, mirabilis (n= 1) y Serratia. marcescens (n= 1). Se aislaron tres
microorganismos anaerobios: Clostridium perfringens, Bacteroides tectus y Pasteurella
multocida. Los bacilos Gram negativos no fermentadores (BGNNF) se recuperaron de dos
muestras: Acinetobacter spp. (n= 1) y Pseudomonas aeruginosa (n= 1). Otros
microorganismos identificados fueron Streptococcus agalactiae (n= 1), Streptococcus

pyogenes (n= 1) y Mycobacterium tuberculosis (n= 1) (Figura 8).

15

0J3WNN

Microorganismos

Figura 8. Distribucion de los aislamientos de pacientes con infecciones osteoarticulares.

Genero Staphylococcus spp.: 25 (S. aureus meticilino sensible, 21; S. aureus meticilino resistente, 1; S.
epidermidis, 3) Enterococus spp: 9 (E. faecium;6, E faecalis; 3), enterobacterias: 7 (E. coli,1; E. coli BLEE, 1;
Klebsiella spp. BLEE, 2; P. mirabilis,1 y S. marcescences,1). anaerobios: 3 (C. perfingers;1, B. tectus; 1, P
multocida; 1), BGNNF: Bacilos Gram negativos no fermentadores, 2 (Acinetobacter spp., 1 y P. aeruginosa,
1); otros: 3 (S. agalactiae, 1; S. pyogenes,1 y M. tuberculosis, 1).
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Caracteristicas demograficas

Las caracteristicas demograficas de los pacientes se describen en la Tabla 9. La distribucién
en esta serie fue de 11 (55%) hombres y nueve (45%) mujeres. La mediana de edad fue de
13 afios con un rango de (3- 17 afios). Por grupo etario existio un predominio en el grupo de
adolescentes (12-18 afos), seguido de escolares (6-12 afios) y preescolares (2-5 afios). La
mayoria de los pacientes fueron previamente sanos 10 (50%) y el resto tenian
comorbilidades; genética, cinco (25%); ortopédica, tres (15%); neuroldgica y hematoldgica

en un caso (5%), respectivamente.

La mayoria de los pacientes fueron originarios de la Ciudad de México (n=8.40%) seguido
del Estado de M¢éxico (n=5.25%), Guerrero (n=3,15%), Chiapas (n=2.10%), Puebla y San

Luis Potosi un caso (5%) cada uno.

La mediana de evolucion previa al ingreso fue de 10 dias (1-270 dias). Siete pacientes (35%)
recibieron antibiotico antes de su ingreso con una mediana de cinco dias con un rango de 2-
11 dias. La principal via de adquisicion de la infeccion fue comunitaria y solo un caso (5%)

fue hospitalario.

El diagnostico de ingreso fue osteomielitis en 13 (65%) y artritis séptica en siete (35%). Por
la temporalidad de las manifestaciones clinicas predominaron los cuadros agudos en 13

(65%), seguido de subagudo en cinco (25%) y cronico en dos (10%) casos.

Tabla 9. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes con infeccion osteoarticular por S. aureus.

Caracteristicas n (%)
20 (100)
Género
Masculino 11 (55)
Femenino 9 (45)

Grupo etario

Preescolar 3(15)
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Escolar 6 (30)

Adolescente 11 (55)
Patologia de base

Previo sano 10 (50)

Genética 5(25)

Ortopédica 3 (15)

Neurologica 1(5)

Oncologica 1(5)
Tipo de infeccion

Osteomielitis 13 (65)

Artritis séptica 7 (35)

En 10 casos (50%) se present6 antecedente de traumatismo (golpe directo y caida de propia
altura en cinco casos cada uno). La mediana de presentacion del traumatismo fue de 11 dias
(5-129). Cuatro casos (20%) presentaron el antecedente de celulitis: tres (15%), cirugia local;
dos (10%) fractura; infeccion de vias respiratorias superiores, Ulcera, desgarro muscular y
artritis séptica ocurrieron en un paciente, respectivamente. Los principales signos y sintomas
clasificados por sitio se describen en la (Tabla 10). Ningin paciente presentd sepsis o

irritabilidad.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas de los pacientes con infeccion osteoarticular por S. aureus.

Osteomielitis Artritis séptica
n=13 (100%) n=7 (100%)
Cuadro clinico

Dolor local 8 (61.5) 6 (85.7)
Limitacioén del movimiento 8 (61.5) 6 (85.7)
Edema local 9 (69.2) 6 (85.7)
Eritema 9 (69.2) 5(71.4)
Aumento de la temperatura local 9 (69.2) 6 (85.7)
Fiebre 5(38.4) 5(71.4)
Pico maximo °C mediana (rango) 38.3 (37.8-42) 38.9 (38.2-39.2)
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Duracion en dias mediana (rango) 7 (2-20) 6 (2-10)

El signo més frecuente fue edema local en 15 (75%), seguido de limitacion del movimiento,

eritema en 14 (70%), fiebre en cinco (50%) y fractura en un (15%) caso.

El sintoma mas frecuente fue dolor en 14 pacientes (70%) por clasificacion con base a la
escala de EVA fue leve en siete (50%), intenso seis (43%) y moderado en uno (7%). Debido
a la magnitud de la lesion Osea a su llegada a urgencias, tres pacientes fueron valorados de
forma inicial por oncologia por sospecha de osteosarcoma (Figura 9). Los pacientes con
dolor intenso ameritaron tratamiento farmacoldgico intravenoso como morfina o ketamina

durante su hospitalizacion.

Figura 9 Radiografia AP y reconstruccion 3D de fémur derecho

Se observa reaccion periostica y destruccion osea extensa (Flechas blancas).

La localizacion fue Uinica en 14 casos (70%) y multiple en seis (30%). Existié un predominio
de afectacion del hemicuerpo derecho 14 (70%), seguido del izquierdo en tres (15%) y

esqueleto axial en dos (10%). Los principales huesos afectados fueron tibia en seis (30%),
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fémur cinco (25%), himero dos (10%) y el peroné, ctbito, astragalo, coxis, sacro, calcaneo,
rotula en un caso, respectivamente. Las principales articulaciones afectadas fueron rodilla
tres (15%), seguida de cadera y codo con dos (10%) y un paciente (5%) con afectacion de la

articulacion del hombro.

Hallazgos de laboratorio

Los valores de biometria hematica, neutrofilos, proteina C reactiva (PCR) y velocidad de
sedimentacion globular (VSG) de cada grupo de pacientes se encuentra en la (Tabla 11).
Tres pacientes con osteomielitis (23.1%) presentaron leucocitosis; cuatro (30.8%),
neutrofilia; ocho (61.5%), PCR elevada y 10 (76.9%), VSG elevada.

En artritis séptica, dos pacientes (28.6%) presentaron leucocitosis; dos (28.6%), neutrofilia;

cinco (71.4%), PCR elevada y seis (85.7%), VSG elevada.

Tabla 11. Estudios de laboratorio de los pacientes con infeccion osteoarticular por S. aureus

Osteomielitis Artritis séptica
n=13 n=7

Laboratorios mediana (rango) mediana (rango)
Leucocitos uL/mm3 9,210 (6,800-24,000) 9,500 (7,400-31,700)
Neutrofilos uL/mm3 6,380 (3,600-21,100) 5,500 (4,400-27,100)
Plaquetas uL/mm3 346,000 (220,000-656,000) 505,000 (118,000-656,000)
PCR mg/dL 2 (0,02-11,3) 2,510 (0,3-33,0)
VSG mm’ 50 (2-72) 56 (6-77)

PCR: proteina C reactiva y VSG: Velocidad de sedimentacion globular.

Evolucion hospitalaria

La evolucion hospitalaria y complicaciones de los pacientes se describe en la Tabla 12. La
mediana de estancia hospitalaria fue de 17 dias con un rango de 4-47 en osteomielitis y una
mediana de 27 dias (rango 6-46) en artritis séptica. Todos los pacientes recibieron tratamiento
antiestafilocico intravenoso con una mediana de 15 dias con un rango de 2-46 en osteomielitis

y mediana de 26 dias (5-46) en artritis séptica. El tratamiento quirtrgico se llevo a cabo en
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19 pacientes (95%), sin complicaciones con una mediana de 2 con un rango de 0-3 en

osteomielitis y mediana de 2 (1-3) procedimientos en artritis séptica.

A un afio de la toma de cultivo para andlisis microbioldgico y molecular, en ocho casos (40%)
se presentaron complicaciones: osteomielitis cronica en ocho (40%), piomiositis en cinco
(25%)), fractura en terreno patoldgico en cuatro (20%), TVP en dos (10%) y émbolos sépticos

y amputacion en uno (5%).

En la paciente que se realizd amputacion tenia antecedente de neurofibromatosis tipo 1y
pseudoartrosis congénita de tibia, con multiples antecedentes quirargicos en afios previos
secundarios a colocacion de fijador externo, recolocacion de clavo de tibia izquierda y matriz
Osea. Ingresa con diagndstico de osteomielitis cronica con multiples secuelas de
procedimientos quirurgicos previos (acortamiento de extremidad, limitacién del movimiento
y dolor local) debido a la evolucion clinica con extension y hallazgos clinicos y radioldgicos
compatibles con extensién local y en un tejido 6seo muy lesionado se decide realizar

amputacion de la extremidad al ser la mejor opcion terapeutica para la paciente.

En cinco pacientes se sospechd de produccion de la toxina PVL por lo que se agregd al
tratamiento inicial antiestafilococico, clindamicina por su efecto inhibitorio en la liberacion
de la toxina. La produccion de PVL se corrobord en cuatro casos los cuales presentaron
complicaciones como piomiositis; dos casos presentaron TVP y un paciente embodlos sépticos
pulmonares. Nueve pacientes recibieron tratamiento local por su efecto inhibitorio de
crecimiento bacteriano: bonalive en cinco (25%); sulfato de calcio tres (15%) y glassbone en
un paciente (5 %). Los 20 pacientes egresaron por mejoria clinica con esquema
antimicrobiano oral. Las secuelas se presentaron en 11 (55%) las mas frecuentes fueron
limitacién del movimiento en nueve pacientes (45%) seguido de dolor local en siete (35%)

y acortamiento de la extremidad en seis (30%).

Tabla 12. Evolucion en pacientes con infecciones osteoarticulares por S. aureus
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Evolucion y complicaciones

Osteomielitis

Artritis séptica

Tratamiento

Antibidtico (dias)

Quirurgico (numero)

Hospital

Estancia hospitalaria (dias)

Complicaciones

Piomiositis

Embolos sépticos (pulmoén)
Trombosis venosa profunda
Fractura en terreno patologico
Amputacion
Bacteriemia con o sin otras

complicaciones

Osteomielitis cronica

Secuelas

Limitacion movimiento
Dolor local

Acortamiento de extremidad

mediana (rango)
15 (2-46)
2 (0-4)

17 (4-47)
N=13 (%)
2 (15.4)
1(7.7)

0 (0)
3(23)
1(7.7)
1(7.7)

5(38.4)
N=13 (%)
6 (46)

4 (30)

4 (30)

mediana (rango)
26 (5-46)
2 (0-3)

27 (6-46)
N=7 (%)
3 (42.9)
0(0)

2 (28.6)
1 (14.3)
0(0)
0(0)

3(42.9)
N=7 (%)
3 (42.9)
3 (42.9)
2 (28.6)

Ningln paciente presentd sepsis ni ameritd ingreso a UTIP. El cuadro clinico, diagnostico

evolucion y tratamiento de los pacientes con IOA por S. aureus se describen en la Tablas

13y 14.
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Tabla 13 Caracteristicas clinicas y diagnostico de los pacientes con infeccion osteoarticular por S. aureus

Aislamiento | Grupo etario Género | Comorbilidad | Tipo de Temporalidad | Localizacion Diagnoéstico microbiologico Diagnostico radiologico

infeccion

OM | AS A |S |C Hemocultivo Exudado Biopsia de hueso Rx USG | RMN | GM
(0)| Adolescente M Ninguno + + Fémur,tibia - +*¥ + + NA + +
02 Preescolar M Genético + + | Calcaneo - +* - + NA NR +
011 Escolar M Ninguno + + Tibia - +* + + NA + +
013 Escolar F Neuroldgico + + Coxis, sacro NR + - + NA + +
014 Adolescente M Ortopédico + + Fémur NR + + + NA NR +
019 Escolar M Ninguno + Rodilla NR + - + + NR NR
023 Adolescente F Ninguno + + | Tibia, perone NR +* + + NA + +
035 Adolescente F Genético + + | Tibia NR + + + NA + +
036 Adolescente M Oncoldgico + + Fémur NR +* + + NA + +
038 Adolescente F Ortopédico + + Fémur NR +* + + NA - -
042 Adolescente F Ninguno + + Cubito NR +* + - NA NR +
043 Preescolar F Ninguno + + Tibia NR +* + + NA NR +
046 Preescolar F Ortopédico + Cadera NR +* NR + + + +
048 Adolescente M Genético + Codo - +* - + + NR NR
049 Adolescente M Genético + + | Hamero - +* - + NA + -
052 Adolescente F Genético + + Rotula NR +* - + NA NR +
055 Escolar M Ninguno + + Hombro, huimero, NR +* + + + + +

codo
058 Adolescente M Ninguno + + Tobillo ,Tibia, NR +* + + NA + +
astragalo,calcaneo
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059

Escolar

Ninguno

Cadera

NR

+*

NR

061

Escolar

Ninguno

Rodilla

NR

+*

NR

NR

*Cultivo de secrecion inoculado en botella de hemocultivo aerdbico pediatrico

O, aislamiento; M, masculino; F,femenino; OM, osteomielitis; AS, artritis séptica; A, agudo; S, subagudo; C, cronico; H, hemocultivo; Rx, radiografia AP y lateral;

USG, ultrasonido; RMN, resonancia magnética; GM, gammagrama con ciprofloxacino; NR, no realizado; NA, no aplica; +, positivo; -, negativo.
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Tabla 14 Tratamiento y evolucion de los pacientes con infeccion osteoarticular por S. aureus.

Aisla Dias de tratamiento Tratamie Procedimiento quirtirgico realizado Tx Tratamie EI Complicacion Secuela
mient v nto oral -nto local H
o (dias) (dia
s)
Biopsia Desbrida- Escarifica- Artrocen Qx P E. T | Fractu Amputacion oM Limitacion del Dolor Acortamiento
DC CEF CcC VA | C hueso miento cion -tesis #) i | sépt | V ra croénica movimiento local extremidad
R quirargico y/o o | icos | P En
(0] artrotomi m | pul terren
a i mo o
o n patold
s gico
i
t
i
s
o1 +6- 0-+5 +13- 150* + + + NA 3 47 + + - + - + + - +
+48 +34* Sulfato
de calcio
02 +2- 0+1 60 + + - NA 2 Glasbone 18 - - - - - - - - -
+14
Ol11 +2- 0-+1 +3- 120* + + - NA 2 Vidrio 28 + - - - - - - - -
+27 +27%* bioactivo
013 +2- 0- 0 120 - - - NA 0 - 14 - - - - - - - - -
+15 +1 -
+
1
014 0-+5 30 + - - NA 1 Vidrio 7 - - - - - + + - +
bioactivo
019 0-+15 15 - - - + 2 - 17 - - - - - - - - -
023 0-+8 180 + + - NA 2 - 8 - - - - - + + + -
035 -4- 7 + + + NA 3 - 41 - - - - + - - + -
+25
036 0-+21 90 + + + NA 3 Vidrio 22 - - - - - + - + +
bioactivo
038 0-+14 15 + + - NA 2 Vidrio 16 - - - + - - + + +
bioactivo
042 0-+15 30 + + - NA 2 Vidrio 16 - - - - - - - - B
bioactivo
043 0-+16 30 + - - NA 1 - 17 - - - - - - - - -
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046 0-+5 25 - - - + 1 - 6 - - - - - - - _

0438 0+32 0 - - - et 3 - 33 - - - - - - - -

049 0+20 60 + + + NA 3 - 27 - - - + - + + -

052 0-+3 30 + - . NA 1 - 4 - - - - - - + -

055 0-+44 +15- 120* + + - + 3 Sulfato 46 + - + - - + + +
+45% de calcio

058 0-+29 180 + + + 3 Sulfato 30 + - + - - + + +
de calcio

059 -4- -4- 42 - - - + 1 - 39 + - - + - + + +

+38 +26*
061 0-+5 35 - - - + 1 - 6 - - - - - - - -

El dia de la toma del cultivo de exudado y/o liquido articular fue considerado como dia cero. *Pacientes con deteccion del gen pvi.
O, aislamiento DC: dicloxacilina, CEF: cefalotina, CC: clindamicina, VA: Vancomicina, CRO: Ceftriaxona, OM: osteomielitis, M: masculino, F: femenino, Ex.
Local: Extension local, Fx: Fractura, E. sépticos pulmoén: émbolos sépticos pulmén, TVP: Trombosis venosa profunda, EIH estancia intrahospitalaria, TxQx:

tratamiento quirargico, IV: intravenoso, NA: no aplica.
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Identidad microbiologica

En los 20 aislamientos se confirm¢ la identidad microbiolédgica, dos de las cepas de S. aureus

no fermentaron manitol (Figura 10).

Figura 10. Crecimiento de S. aureus en placa de agar sal y manitol por estria cruzada de la muestra O-57.

Los estafilococos positivos a la coagulasa (S. aureus) habitualmente fermentan manitol y producen el viraje de

color amarillo del medio.

Perfil de susceptibilidad a antimicrobianos

El perfil de suceptibilidad antibidtica de los 20 aislamientos de S. aureus se muestra en la
(Figura 11). Existié un predomino de SAMS en 19 cepas (95%). En tres aislamientos (15%)
se documento6 resistencia a clindamicina, ciprofloxacino y eritromicina. Una cepa (5%) fue
resistente a gentamicina. En dos aislamientos (10%), se identifico una resistencia inducible
a clindamicina (Prueba D positiva). Todos los aislamientos fueron susceptibles a STX, LZD,

VA 'y TEL
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Figura 11. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de S. aureus

FOX: cefoxitina, STX: trimetroprima/ sulfametoxazol, CC: clindamicina, E: eritromicina, GM: gentamicina,
LZD: linezolid, CIP: ciproloxacino, VA: vancomicina, TEI: teicoplanina.

Confirmacion de identidad
Se incluyeron 20 aislamientos en los que se confirm¢ la identidad de S. aureus, se detectd el

gen nuc 'y se analizo el genl 6STRNA (Figura 12).

C1 Cc2 c3 ca c5 (3 Cc7 c8 Cc9 C10

1000 pb—» [N
500pb —

100pb —

Figura 12 Deteccion del gen nuc y 16S rRNA por PCR
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular 100 pb, carril 2: O-57 nuc, carril

3: O-58 nuc, carril 4: control positivo, carril 5: control negativo, carril 6:0-57 16SrRNA, carril 7: O-59
16SrRNA, carril 8: O-55 16SrRNA, carril 9: control testigo positivo, carril 10: testigo negativo.

En cuanto a la resistencia a betalactdmicos, en un aislamiento se detectd el gen mecA

categorizandose como SAMR, contenido en el casete tipo Il (Figura 13 y 14).
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C1 Cc2 c3 ca c5 (3 Cc7 c8 Cc9 C10

Figura 13. Deteccion del gen mecA por PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: O-23, carril 3: O-35,

carril 4: O-36, carril 5: O-38, carril 6: O-42, carril 7: O-43, carril 8: 0-46, carril 9: O-48, carril 10: testigo
positivo, carril 11: testigo negativo.

-
1000pb

Figura 14. Deteccion del gen SCCmec por PCR.

Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: O-35, carril 3: testigo
positivo, carril 4: testigo negativo.

Deteccion de genes de virulencia

La distribucion de los genes de virulencia se observa en la (Figura 15). El gen c/fA fue el
mas frecuente (n=19, 95%), seguido Ala y spA (n=14, 70%), fubA (n=11, 55%) , femA (n=9,
45%), fnbB (n=5, 25%), pvl (n=4, 20%) (Figura 16), cna y ambos fub (n=3, 15%), tst (n=2,

10%), eta y mecA (n=1, 5%). En ningun aislamiento se detectaron los genes clfB, etb y sec.
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La distribucion por mecanismos de accion fue la siguiente: los genes de factores de adhesion
(clfA, fnbA, fnbB, cna, spA) se identificaron en todos los aislamientos; los de invasion (4la,
pvl) en =15 (75%), femA en 9 (45%); superantigeno (zst) en 2(10%), toxigénicos (eta) en un

aislamiento (5%).

clfA

hla

SPA

. fnbA
a

g femA
a

&  fnbB
s

= pvi
a

ol cna

tst

eta

mecA

0 5 10 15 20

Ndamero
Figura 15. Distribucion de los factores de virulencia de lo saislamientos de S. aureus

clfA: factor de aglutinacion A, hla:o-hemolisina, spA: proteina A, fubA: proteina de union a fibronectina A,
femA: FemA, fnbB: proteina de unién a fibronectina B, cna: proteina de union a colageno, pvi: proteina de

Panton Valentine, tst: toxina de choque toxico-1, eta: enterotoxina A.
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Figura 16. Deteccion del gen pvl por PCR
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: O-1, carril 3: O-2, carril

4: O-3, carril 5: O-4, carril 6: O-5, carril 7: O-6, carril 8: O-7, carril 9: O-10, carril 10: O-3, carril 11: O-14,
carril 12: O-19, carril 13: testigo positivo, carril 14: testigo negativo.

Genes de virulencia y manifestaciones clinicas

La deteccion de factores de virulencia en relacion con el tipo de infeccion osteoarticular como
se observa en la (Figura 17). En los aislamientos de pacientes con osteomielitis se
identificaron los genes clf4 (n=12 .92%), spa (n=11. 84%), hla (n=9. 69%), fnbA (n=7.53%),
femA (n=6. 46%), fnbB (n=3.23%), pvl (n=2. 15%), mecA (n=1.7%), cna (n=1. 7%), ambos
fnb (n=1.7%) y eta (n=1.7%). No se detectaron los genes #st, clfB, sec y etb.

En los aislamientos de artritis séptica, la distribucion de factores de virulencia fue c/f4 (n=7.

100%), spa (n=3. 42%), hla (n= 5. 71%), fubA (n=4. 57%), femA (n=3. 42%), ambos fnb
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fnbB (n=2.28%), pvl (n= 2. 28 %), cna y tst (n= 2. 28%). No se detectaron mecA, eta, etb,
clfB y sec.

areits Séptica _ ¢ -
OSteomie“tis _- 7 _

0 10 20 30 40 50
NUMERO

TIPO DE INFECCION

mclfA mspA mhla mfnbA mfemA mfnbB mpvl mcna mtst meta mWmecA

Figura 17. Factores de virulencia detectados en relacion al tipo de infeccion osteoarticular.

clfA: Factor de aglutinacion A, hla:o-hemolisina, fnbA: proteina de union a fibronectina A, femA: femA, fnbB:
proteina de unidn a fibronectina B, cna: proteina de union a colageno, pvl: proteina de Panton Valentine, st:
Toxina de choque toxico-1, efa: enterotoxina A, spA: proteina A.

Por mecanismo de accidn existio un predominio de los genes que codifican para factores de
adhesion (n=13.100%), principalmente (c/fA, fnbA y spa) en osteomielitis y en todos
(n=7.100%) los de artritis séptica. (Tabla 15).

Tabla 15. Factores de virulencia clasificados por mecanismo de accion en infecciones osteoarticulares

Osteomielitis  Artritis séptica Total
Factores de adhesién (n=13) (n=7) (n=20)
clfA =2 - 2
fnbB, spa 1 - 1

51

60



clfA, spa

clfA, cna

clfA, fnbA

clfA, fnbA, spa

clfA, fubA, fnbB

clfA, fnbB, spa

clfA, fnbA, cna

clfA, cna, spa

clfA, fnbA, fubB, spa
Invasion

pvl

hla

pvi, hla

Superantigeno

tst

eta

Citoplasmico

femA

Resistencia

mecA

(n=1)
1
(n=6)
6
(n=1)
1

—_—— N

(n=2)
=2
(n=3)
3
(n=0)

—_ = = = N = = W

2
(n=15)
1
11
3
(n=3)
2
1
(n=9)
9
(n=1)

clfA: factor de aglutinacion A, hla: a-hemolisina, SpA: proteina A, fnbA: proteina de union a fibronectina
A, femA: FemA, fubB: proteina de union a fibronectina B, cna: proteina de unién a colageno, pvi: proteina

de Panton Valentine, zs¢: toxina de choque toxico-1, eta: enterotoxina A.

La distribucion de los factores de virulencia por la clasficicaion temporal de la infeccion se

observa en la (Figura 18). En las cepas aisladas en la presentacion aguda se detectaron la

mayoria de los factores de virulencia: 13 genes de adhesion por orden de frecuencia se

encuentran clfA, fnbA, spa, seguido de 10 exoenximas hla (n=9) y pvl (n=1) y femA (n=6).

Los tres aislamientos con fnbA y fnbB se encontraron en los pacientes que cursaban por la fase

aguda.
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Figura 18. Factores de virulencia detectados en relacion a la temporalidad en infeccion osteoarticular

clfA: Factor de aglutinacion A, hla:o-hemolisina, fnbA: proteina de union a fibronectina A, femA: FemA, fnbB:
proteina de union a fibronectina B, cna: proteina de union a colageno, pvl: proteina de Panton Valentine, st:
toxina de choque toxico-1, eta: enterotoxina A, spA: proteina A.

En la temporalidad subaguda representaron el segundo lugar con cinco factores de adhesion
detectados por orden de frecuencia se encuentran: clf4, fnbA seguido de hla (n=3), pvl y
femA (n=2) No se detectaron los genes cna, tst y mecA. En la presentacion crénica solo se
detectaron dos genes de adhesion clf4 y fubA seguido de dos exoenzimas /la, eta y en un

aislamiento fem A.

Se describid la frecuencia de los 11 factores de virulencia en relacion con las variables
clinicas. El dolor intenso se identificd en 75% de los pacientes con las cepas con pv/ 'y 66%
con ambos factores de unién a fibronectina. Los aislamientos de los pacientes con fiebre
fueron los que tenian ambos fnb, pvl y mecA. Los sintomas locales como edema, eritema,
aumento de la temperatura local se registraron en los nifios en los que se aislaronlas cepas
con cna, fnbB y ambos fnb. La limitacion del movimiento se presentd en todos los pacientes
con aislamientos con cna, fnbB, pvi, eta, tst, mecA y ambos fub. La fractura asociada se
observo en dos nifios con aislamientos portadores de los genes, pvi, hla, clfA, fnbA. La fiebre
mas alta se registrd los pacientes conlas cepas que tenian el gen pv/, este signo tuvo una

mediana 39.5 °C (38.8-42) (Tabla 16).
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Tabla 16. Frecuencia de factores de virulencia y cuadro clinico en IOA

Adhesién y colonizacion Invasion Toxigénicos = Superantigeno  Resistencia
Manifestaciones spa cna clfA fnbA fnbB fnb pvl hla eta tst mecA
clinicas n=14 n=3 n=19 n=11 n=5 n=3 n=4 n=14 n=1 n=2 n=1
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
Dolor 9 (64) 3(100) = 13 (68) 7 (63) 5(100) = 3(100) 4(100) 9 (64) 1 (100) 2 (100) 1 (100)
Leve 7 (50) 1(33) 6(31) 327 2 (40) 1(33) 1 (25) 4(28) 1 (100) 1(50) 1 (100)
Moderado 1(7) 0(0) 1(5) 0(0) 1 (20) 0(0) 0(0) 1(7) 0(0) 0(0) 0(0)
Intenso 1(7) 2 (66) 6(31) 4 (36) 2 (40) 2 (66) 3(75) 4(28) 0(0) 1(50) 0(0)
Sin dolor 5(395) 0(0) 6(1) 4 (36) 0(0) 0(0) 0(0) 5(395) 0(0) 0(0) 0(0)
Fiebre 5(395) 2 (66) 10 (52) 7 (63) 3 (60) 3(100) 4 (100) 8(57) 0(0) 1 (50) 1 (100)
Limitacion del 9 (64) 3(100) = 13 (68) 7 (63) 5(100) = 3(100) 4(100) 9 (64) 1 (100) 2 (100) 1 (100)
movimiento
Edema local 10(71)  3(100) 14 (73) 7 (63) 5(100) 3 (100) 4 (100) 9 (64) 1 (100) 2 (100) 0(0)
Eritema 9 (64) 3(100) = 13 (68) 7 (63) 5(100) = 3(100) 3(75) 10 (71) 0(0) 1(50) 0(0)
Aumento de la
temperatura local 10(71)  3(100) ~ 14(73)  7(63)  5(100) ~3(100) = 3(75  10(71) 0(0) 2 (100) 0(0)
Fractura 0(0) 0(0) 1(5) 19 0(0) 0(0) 1 (25) 1(7) 0(0) 0(0) 0(0)
Temperatura 38.2 39 38.5 38.6 39 39 39.5 38.6
. o (37.8- (37.8- (37.8- (38- (38.5- (38.5- (38.8- (37.8-
pico maximo 39.9) 39.2) 42) 39.9) 39.9) 39.9) 42) 39.9)
Mediana (rango)
Duracion fiebre 7 2 7 7 8 8 9.5 6
(2-8) (2-5) (2-20) (2-12) (7-12) (7-12) (5-20) (2-12)

Mediana (rango)

clfA: factor de aglutinacion A, Ala: a-hemolisina, spa: proteina A, fiubA: proteina de union a fibronectina A,

femA: FemA, fnbB: proteina de unién a fibronectina B, cna: proteina de union a colageno, pvi: proteina de

Panton Valentine, zs¢: toxina de choque toxico-1, efa: enterotoxina A. fnb: proteina de union a fibronectina A y
B.

Todos los pacientes con aislamientos de MSSA y el gen pvl desarrollaron complicaciones
como piomiositis (100%), extension de la infeccion (75%), fractura asociada (50%), en un
caso embodlos sépticos y TVP. La extension de la infeccion se presentd en los nifios con las
cepas con pvl, mecA y cna; en tanto que en aquellos con émbolos sépticos se identificaron
los genes pvi, hla, clfA, cna y ambos fnb. En los aislamientos de pacientes con fractura
asociada se detectaron los genes spa, clfA, fnbA, hla, mecA y femA y en la amputacion se
presento en aislamientos con clfA, fnbA, hla, mecA'y femA. Finalmente, las cepas con mecA,

cna, spa, clfA, pvi, tst y hla presentaron osteomielitis cronica.

De los 11 factores de virulencia se determind la relacion entre su frecuencia y datos de

laboratorio. La leucocitosis con neutrofilia (mediana 17,000 rango:14,400-31,700) uL/mm3)
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Laboratorio

Leucocitosis
Neutrofilia
Linfopenia
PCR
elevada

VSG
elevada

se presentd en los pacientes con las cepas que poseian el gen mecA y ambos fnb. La PCR
elevada se identifico en aquellos con S. aureus portador de cna 2.5 (1.05- 17) y tst 9.34 (1.68-
17) mg/dL. La VSG elevada se detectd en los nifios con aislamientos portadores de los genes
cna (mediana 62, rango33-64), fnbB, ambos fib 53 (50-77), pvl 61 (40-77) mm’ y mecA
(Tabla 17).

Tabla 17. Frecuencia de factores de virulencia y parametros de laboratorio

Adhesién y colonizacion Invasion Toxigénicos = Superantigeno  Resistencia
spa cna clfA fnbA fnbB fnb pvl hla eta tst mecA
n=14 n=3 n=19 n=11 n=5 n=3 n=4 n=14 n=1 n=2 n=1
(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%)
4 (28) 0(0) 5(26) 4 (36) 3 (60) 3(100)  2(50) 4 (28) 0(0) 0(0) 1 (100)
1(7) 0(0) 6 (1) 5(45) 3 (60) 3(100)  2(50) 5(395) 0(0) 0(0) 1 (100)
1(7) 1(33) 2 (10) 19 1 (20) 1(33) 0(0) 1(7) 0(0) 1(50) 0(0)
10(71)  3(100) 12(63) 5(45) 3 (60) 1 (33) 1 (25) 8(57) 0(0) 2 (100) 0(0)
11(78)  3(100) 15(78) 7(77) 5(100) = 3(100) 4(100) @ 12(85) 1 (50) 1 (50) 1 (100)

clfA: factor de aglutinacion A, hla:o-hemolisina, SpA: proteina A, fnbA: proteina de union a fibronectina A,

femA: FemA, fnbB: proteina de unién a fibronectina B, cna: proteina de union a colageno, pvi: proteina de

Panton Valentine, zs¢: toxina de choque toxico-1, efa: enterotoxina A, spa: proteina A, fnb: proteina de union a
fibronectina A y B.

La frecuencia de procedimientos quirurgicos con respecto a la deteccion de los genes por
orden ascendente fue spa, fnbA, fnbB con una mediana 2 (0-3), c/fA 2 (0-4), ambos fnb 3 (2-
3), cna 3 (1-3) y pvl 3 (2-4) (Tabla 18).

Tabla 18. Frecuencia de factores de virulencia y estancia hospitalaria en pacientes con 104

Factores de DEIH Dias de antibiético Procedimientos
virulencia = Mediana (rango) Mediana (rango) Mediana (rango)
spa
n=14 16.5 (4-41) 15 (2-41) 2 (0-3)
cna
n=3 22 (6-30) 15 (6-31) 3(1-3)
fnbA 17 (6-46) 16 (6-46) 2 (0-3)
n=11
fmbB 17 (4-46) 17 (2-46) 2 (1-3)
n=5
fnb 16.5 (4-41) 27 (17-46) 3(2-3)
n=3
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pvl 42 (28-47) 40 (27-46) 2.5(1-3)

n=
hla 20 (6-46) 15 (6-46) 2 (0-3)
n=14
femA 14 (6-41) 14 (-5-41) 1(0-3)
=9
tst 18 (6-30) 18 (5-31) 1.5 (0-3)
n=2

DEIH: dias de estancia intrahospitalaria, //a:a-hemolisina, SpA: proteina A, fnbA: proteina de union a
fibronectina A, spa: proteina A, femA: FemA, fubB: proteina de union a fibronectina B, cna: proteina de union
a colageno, pvi: proteina de Panton Valentine, #s¢: toxina de choque toxico-1, efa: enterotoxina A. fnb: proteina

de unidn a fibronectina A y B.

Identificacion de CC y MLST

En 16 aislamientos se identifico el CC. El mas frecuente fue CC8 (n=5) seguido de CC45 y
CC5 (n=4), CC30 (n=2) y CC15 (n=1) (Figura 19). E1 MLST se realiz6 en 11 aislamientos
y se clasificaron en las siguientes secuencias tipo ST2, ST8, ST15, ST278, ST1930, ST1011,
ST4767, ST 94, ST6184, ST3994 y ST152.
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Figura 19. Distribucion de los complejos clonales.

El CC8 fue el mas frecuente, seguido de CC5, CC46 y CC30.
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La relacion de los factores de adhesion y los complejos clonales detectados se observa en la
Tabla 19. En los aislamientos CC8 y CC30 predominaron los factores de adhesién como
clfA, fnbA y spA. Los superantigenos (hla, pvl y femA) se detectaron en los aislamientos
MSSA-CC8. En el CC5, los principales factores detectados fueron los asociados con
adhesion y exoenzimas como hla y femA. El inico aislamiendo MRSA se clasifico como
CCS5. En los aislamientos MSSA-CC45 se amplificaron los factores de adhesion (clfA, fnbA,
fmbB y spA) ademds de los genes codificantes para las exoenzimas hla y pvl y en CC15

unicamente se detectod fnbB y spA.

Tabla 19.Factores de virulencia y complejo clonal

CcC
CC15 CC30 CC45 CCs CC8 ND Total
No. aislamiento 1 2 4 4 5 4 20
Factores de adhesion
fnbA - 1 2 2 4 2 11
fnbB 1 - 3 - 1 - 5
fnb - - 2 - 1 - 3
clfA - 2 4 4 5 4 19
spa 1 1 3 4 4 1 14
cna = 1 - 1 - 1 3
Exoenzimas
pvi = = 2 - 1 1 4
hla - 1 2 4 3 4 14
eta - - - - 1 - 1
Superantigeno
tst - 1 - - - 1 2
Citoplasmico
femA - 2 1 3 3 - 9
Resistencia
mecA - - - 1 - - 1
ermA - 2 - 1 - 1 4
ermC - - - - - 1 1

clfA: factor de aglutinacion A, Ala:a-hemolisina, spa: proteina A, fubA: proteina de union a fibronectina A,
femA: FemA, fnbB: proteina de union a fibronectina B, cna: proteina de union a colageno, pvi: proteina de
Panton Valentine, ts¢: toxina de choque toxico-1, efa: enterotoxina A. Complejo clonal 8 (CC8), Complejo
clonal 5 (CC5), Complejo clonal 45 (CC45), Complejo clonal 30 (CC30), Complejo clonal 15 (CC15).
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La relacion de los CC y la resistencia antimicrobiana se resume en la (Figura 20). En S.
aureus del CC8 se detectaron aislamientos con resistencia a clindamicina (n=2),
ciprofloxacino (n=2) y gentamicina (n=1). EI CC5 mostré resistencia a cefoxitina (n=1),
clindamicina (n=1), eritromicina (n=1) y ciprofloxacino (n=1). Dos aislamientos resistentes
a eritromicina pertenecieron al CC30. No se encontraron aislamientos con resistencia

antimicrobiana en CC45 (n=4), CC15 (n=1) y en los que no se determin6 el CC (n=5).

6

Numero de aislamiento

[ERN

CC30 (n=1) CC5 (n=4) CC8 (n=5)
Resistencia antibidtica

EFOX mCC mE mGM mCIP

Figura 20. CCy resistencia antimicrobiana

CC: complejo clonal, FOX: cefoxitina, CC: clindamicina, E: eritromicina, GM: gentamicina, CIP:
ciproloxacino.

En la Tabla 20 se describen los CC y las complicaciones. Los pacientes con S. aureus CC15

y CC30 no presentaron complicaciones. La piomiositis se observd en los pacientes con S.
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aureus CC8 (n=1), CC45 (n=2) y ND (n=2). La extension de la OM en aquellos con S. aureus
CC8 (n=3), CC5 (n=2) y CC45 (n=1). La OM cronica se presento en S. aureus CC8 (n=2),
CC5 (n=2), CC45 (n=1) y ND (n=1).

Tabla 20. Frecuencia de CCy complicaciones en 10A por S. aureus

Complicaciones CC8 cCs CC45 ND

n=5 n=4 n=4 n=4

(%) (%) (%) (%)
Piomiositis 1(20) 0(0) 2(50) 2(50)
Extension de la infeccion 3(60) 2(50) 1(25) 2(50)
Embdlos sépticos (pulmoén) 0(0) 0) 1@25 0(@©
Trombosis venosa profunda 1(20) 0() 0(0) 1(25

Fractura 1(20) 0(0) 125 125
Amputacion 0) 125 0@ 0 (0)
Osteomielitis cronica 2(40) 2(50) 125 125

Complejo clonal 8 (CC8), complejo clonal 5 (CC5), complejo clonal 45 (CC45), complejo clonal 30 (CC30),
complejo clonal 15 (CC15), ND no determinado.

La resistencia antimicrobiana, factores de virulenciay CC de los aislamientos se detalla en
la Tabla 21. La resistencia a antimicrobianos se identificé en seis aislamientos; FOX (n=1),
CC (n=3), E (n=3), CP (n=3), GM (n=1). El gen mecA se identifico en un aislamiento, ermA
(n=4) y erm C (n=1). La prueba D fue positiva en dos cepas. El fenotipo MLSg inducible se
documentd en dos aislamientos y MLSg constitutivo en una cepa. Los aislamientos con
mayor numero de genes de virulencia detectados fueron O-11, O-13, O14, O-23, O-35, O-
42, 0-46, O-55. Las complicaciones que se presentaron fueron extension local (n=8),
piomiositis (n=5), TVP (n=2), embolos sépticos (n=1) y fractura (n=3). Los CC mas
frecuentes fueron CC8 (n=5) y CCS5 (n=4).
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Tabla 21.Resistencia antimicrobiana, factores de virulencia y complejo clonal

Aislamiento | Perfil de Perfil de resistencia MLSg Factores adhesion Invasinas | Exotoxina | Superantigeno | Complejo clonal
resistencia
clfA | fubA | fubB | cna | spA | pvl | hla | eta tst
erm | erm | Prueba | Fenotipo
A C D
01 Ninguno - - - Ninguno | + - - - - + - - - 45
02 Ninguno + + - Ninguno | + - - - - - + - - ND
Ol11 Ninguno - - - Ninguno | + + + - + + + - - 45
013 Ninguno - - - Ninguno | + + - - + - + - - 5
014 Ninguno - - - Ninguno | + + - - + - + - - 5
019 Ninguno - - - Ninguno | + + + - + - - - - 45
023 Ninguno - - - Ninguno | + + - - + - - + - 8
035 FOX*, CC, |+ - - cMLSs + - - - + - + - - 5
E, CP
036 Ninguno - - - Ninguno | + - - + + - + - - 5
038 Ninguno - - - Ninguno | + + - - + - + - - ND
042 Ninguno - - - Ninguno | + + - - + - + - - 45
043 Ninguno - - - Ninguno | + + - - + - + - - 8
046 E + - + iMLSs + + - + - - + - - 30
048 CC, CP - - - Ninguno | + - - - + - + - - 8
049 CC, CP - - - Ninguno | + + - - + - - - - 8
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052 Ninguno - - - Ninguno | - - + - + - - - - 15
055 GM - - - Ninguno | + + + - - + + - - 8
058 Ninguno - - - Ninguno | + - - + - - + - + ND
059 Ninguno - - - Ninguno | + + - - - + + - - ND
061 E + - + iMLSg + - - - + - - - + 30

En ninguno de los aislamientos se detectaron los genes ermB, clfB, sec y etb.

* mec A Contenido en el casete tipo 11

O, aislamiento; FOX, cefoxitina; CC, clindamicina; E, eritromicina; GM, gentamicina; CIP, ciproloxacino; ermA, erythromycin ribosomal methylase A; ermB,
erythromycin ribosomal methylase B; iMLSg, MLSB inducible; cMLSs MLSB constitutivo; clfA, factor de aglutinacion A; hla, a-hemolisina; SpA, proteina A;
fubA, proteina de union a fibronectina A; femA, FemA; fnbB, proteina de union a fibronectina B; cna, proteina de unidn a colageno; pv/, proteina de Panton
Valentine; tst, toxina de choque toxico-1; eta, enterotoxina A; spa, proteina A; CC8, Complejo clonal 8; CC5, complejo clonal 5; CC45, complejo clonal 45; CC30,

complejo clonal 30; CC15, complejo clonal 15, ND no determinado; +, positivo; -, negativo.
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Discusion
Este es el primer estudio en México de las caracteristicas clinicas, microbioldgicas y factores
de virulencia de aislamientos de S. aureus en infecciones osteoarticulares en poblacion

pediatrica.

En esta serie existid un predominio en hombres, similar a lo reportado en otros estudios en
un rango de 56-66%.3>447 Los adolescentes fueron el grupo mas afectado, distinto a lo que
informa la literatura donde el 50% de los casos ocurren en menores de cinco afos; en

pacientes con IOA por S. aureus la mediana de edad reportada fue de 7.5 afios. 334647

La mayoria de los pacientes de este trabajo fueron previamente sanos, dato no registrado con
anterioridad, lo cual sugiere que otros factores de riesgo como colonizacion transitoria o
definitiva de S. aureus, pérdida de integridad de la piel, traumatismo, deportes de alto
contacto y hacinamiento pueden estar relacionados en el desarrollo de IOA en pacientes sin

comorbilidades.

La frecuencia del antecedente de trauma se registrd del 11-43%.3346 En este estudio el
antecedente de traumatismo se documentd en el 50% de los casos siendo golpe directo y
caida de propia altura los predominantes. De acuerdo con Cunningham y colaboradores, el
traumatismo local origina hematomas y necrosis, incrementando la susceptibilidad a la
infeccion durante una bacteremia transitoria, especificamente en IOA por S. aureus se ha
relacionado con la propension de esta bacteria a colonizar la piel lesionada. !' Lo anterior
refleja la necesidad de interrogar de forma rutinaria este antecedente que no es reportado de

forma rutinaria en los estudios de IOA en pacientes pediatricos.

La mayoria de los pacientres con IOA por S. aureus se presentaron con osteomielitis en 65%,
comparable a lo descrito en India de 66%.* En tanto, que la artritis séptica se diagnosticd
en el 35%, este dato fue similar a lo reportado en estudios previos 33%.% En la literatura, no
se define de forma rutinaria el sitio de infeccion de las IOA por S. aureus , los datos obtenidos
en este trabajo explican la deteccion de ciertos factores de virulencia y la fisiopatologia

segun el tipo de IOA, cuadro clinico y temporalidad de la enfermedad.
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En la actualidad existen mas de 13 clasificaciones de osteomielitis, una de las mas utilizadas
es la que las clasifica de acuerdo a su temporalidad.'® En esta serie existio predominio de los
cuadros agudos (65%), seguido de subagudos (25%) y en menor frecuencia los cronicos
(10%). Muchos de los reportes de casos y las series no identifican la temporalidad de las
osteomielitis, lo cual refleja la necesidad de crear guias de diagnostico de esta patologia y un
abordaje multidisciplinario; ya que in vitro se ha documentado que la presencia de los
distintos factores de virulencia se modifican segun la fase del crecimento de S. aureus, ' por
lo que es necesario realizar estudios clinicos para correlacionar lo previamente descrito, €

identificar su relacidon con la fisiopatologia y gravedad de esta enfermedad.

En este trabajo, la mediana de evolucion de los sintomas previa al ingreso fue de 10 dias a
diferencia de trabajos que reportan (mediana de 4.2 dias).*”*¢ En osteomielitis la presentacion
es insidiosa y se asocia a un retraso en el diagndstico, por lo que se requiere de una elevada
sospecha clinica con referencia temprana para realizar una identificacion oportuna, dar

tratamiento antibidtico dirigido y disminuir las complicaciones asociadas.

Los principales signos y sintomas en IOA fueron edema, aumento de temperatura local, dolor
y limitacion al movimiento similar a lo reportado en otros estudios en donde estos signos y
sintomas se presentaron en el 100%.* El dolor intenso (EVA >8) fue un dato clinico
observado en los pacientes con S. aureus productores de la toxina PVL por lo que ante la
presencia de este sintoma debemos considerar brindar un tratamiento dirigido de antibidtico
combinado a base de penicilina antiestafilocdcica y clindamicina este Gltimo para inhibir la

sintesis de toxina PVL con la finalidad de disminuir las complicaciones asociadas.

La fiebre es un signo clinico tardio y su ausencia no descarta IOA. En este estudio la fiebre
se present6 en el 38.4% (mediana de 38.3 °C) y 71.4% (mediana de 38.9°C) de los casos en
osteomielitis y artritis séptica, respectivamente. La magnitud de la fiebre se ha relacionado
con el patogeno identificado, predominando los reportes de su asociacion con SAMR; sin
embargo, en esta serie donde existidé un predominio de SAMS; los picos mas altos de
temperatura y duracion prologada se presentaron con los aislamientos en los que se

detectaron los factores de virulencia como PVL y ambos factores de union a fibronectina; lo
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que podria suponer que estos factores tienen un papel importante en la respuesta inflamatoria

y produccion de fiebre.

En cuanto a la duracion de la fiebre, se ha documentado que los pacientes con IOA por SAMR
presentan mayor nimero de dias con fiebre al compararse con SAMS.*® En este trabajo la
mediana fue de 7 y 6 dias en osteomielitis y artritis séptica, respectivamente. El factor de
virulencia PVL y ambos fnb se identificaron en las cepas de los pacientes con fiebre
prolongada por lo que podria considerarse un marcador de enfermedad grave y ante este signo
clinico la confirmacion de diagnostica de PVL amerita la administracion de tratamiento con
clindamicina y procedimiento quiriirgico inmediato para disminuir la produccion de toxinas,

limitar el dafio local y complicaciones asociadas.

La relacion de fractura en la presentacion inicial se observd en dos pacientes y se
identificaron los factores (CIfA, FnbA, PVL y Hla). Las infecciones por SAMS productores
de PVL se han asociado a necrosis, apoptosis de las células y gravedad lo cual podria explicar
el dafio 0seo en la presentacion inicial. ’La toxina Hla es un factor asociado con gravedad
en la fase aguda de la enfermedad y su papel en las infecciones osteoarticulares no estd aun
establecido. El fubA se encontr6 en ambos aislamientos y es un factor que se asocia a la
internalizacion y persistencia de la infeccion 6sea. La combinacion de estos factores y los
mecanismos de invasion osteoarticular pueden explicar el dafio Oseo importante, sin
embargo, son necesarios mas estudios para evaluar la combinacién de estos factores y la
gravedad en IOA. Estudios previos han reportado la fractura patoldgica en el 5% de los casos
de osteomielitis por S. aureus del pulsotipo USA300.0114.5° El dato anterior no fue
observado en nuestro estudio, lo cual podria explicarse diferencias en la epidemiologia

molecular de S. aureus en nuestro pais y por el nimero limitado de pacientes.

En este estudio, los principales huesos afectados fueron tibia y fémur (25-30%) comparable
a datos registrados en la India. *” En un estudio en Grecia, los principales huesos fueron cadera
y fémur en 17.9-20.3%.% Lo anterior podria asociarse a que en estos pacientes el antecedente
de traumatismo ocurri6 en el 50% de los casos y la elevada vasculatura en los huesos largos

ocasiona la predileccion por la lesion en estos sitios.
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La biometria hematica es el paraclinico inicial que debe de realizarse en todos los pacientes
con sospecha de IOA. La leucocitosis no es un hallazgo caracteristico de osteomielitis (12-
36%) y su ausencia no la descarta.'! En nuestro estudio, el 23.1% de los pacientes tuvieron
leucocitosis en otras series de IOA, la leucocitosis puede alcanzar 79%; sin embargo, no se
realiza la diferenciacion de la patologia osteoarticular.*® En esta serie la leucocitosis con
neutrofilia se presentd en los aislamientos con fiub y mecA siendo factores a considerar en
pacientes con enfermedad grave. La literatura reporta que los pacientes con infeccidon por S.
aureus con PVL pueden presentar leucopenia;? en esta serie, la linfopenia se documentd en
un aislamiento sin relacién con la producciéon de la toxina PVL, lo cual sugiere que otros
factores de virulencia pueden estar relacionados por orden de frecuencia en tst, hla, clfA, fnb
y spa.

La PCR es un reactante de utilidad en la fase aguda de la osteomielitis. Se debe de solicitar
previo a la realizacion del procedimiento quirdrgico y su disminucion respecto al valor inicial
permite evaluar la respuesta Optima al tratamiento ademas de ser un auxiliar para determinar
una transicion temprana a la via oral del antimicrobiano con la finalidad de disminuir las
complicaciones asociadas como una estancia hospitalaria prolongada y la resistencia
antimicrobiana.*® En este estudio, el 61.5% de los pacientes present6 una PCR inicial elevada
(mediana 2 mg/dL), similar a lo reportado en la literatura en donde su elevacion se presenta
en el 43.7-80.5% de los casos.*®

En los pacientes con cepas portadoras de cna y tst se presentd PCR inicial elevada con valores
de 2.5 y 9.34 mg/dL, respectivamente. Este dato puede dar una elevada sospecha diagndstica
de la produccidon de estos factores de virulencia ya que se asocian a elevada respuesta

inflamatoria.

La VSG es el mejor parametro diagnostico de OM (S 70-100% E 60-96%)3® en este estudio,
el 76.9% de los pacientes tuvieron VSG elevada (mediana de 51.500 mm?®). El pico maximo
se ha asociado a SAMR 'y artritis séptica asociada.?’ La VSG elevada se detectd en los
pacientes infectados con aislamientos en los que se detectaron cna, pvl, mecA, fnbA'y fnbB.
Lo anterior sugiere que este marcador se encuentra con mayor elevacion con factores de

virulencia asociados a gravedad de la infeccion.
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En un estudio realizado por Davis y colaboradores, en 2018, las IOA por SAMR presentaron
al inicio del padecimiento marcadores inflamatorios elevados como PCR, VSG, temperatura
y conteo total de neutrofilos.*® En esta serie al existir un predominio de cepas de SAMS, la
elevacion de parametros inflamatorios se detectd en pacientes con S. aureus que tenian genes
de factores de virulencia (cna, tst, pvl, mecA, fubA y fnbB) reportados en la literatura en
asociacion con una respuesta inflamatoria elevada, internalizacion de la bacteria en los

osteoblastos y gravedad.*®

Establecer el agente etiologico de la IOA es importante para administrar el tratamiento
antimicrobiano adecuado. El estdndar de oro para el diagnostico de estas patologias es el
cultivo; sin embargo, a pesar de la toma adecuada de hemocultivo, cultivo de liquido
articular, secrecion y hueso durante el abordaje diagnostico de las infecciones
osteoarticulares, en el 20-70% de los casos no se logra identificar el agente etiologico.’! En
este estudio se obtuvo identificacion del agente etiologico en el 80% de los casos gracias a la
utilizacion de técnicas de biologia molecular y la inoculacion de la muestra en frascos de
hemocultivo anaerobios lo cual permiti6 identificar los microorganismos a pesar del uso de

antibidtico previo.

Las complicaciones en pacientes con IOA por S. aureus se han reportado en 9.4% si bien se
ha descrito que el origen es multifactorial; la fiebre prolongada, el grupo agr 11l y el retraso
en el control del proceso infeccioso se han asociado a su desarrollo.’® En este estudio el 40%
de los pacientes desarrollaron complicaciones, en estas cepas se identificaron pvl y ambos
fnb. Estudios previos han descrito un predominio de complicaciones, estancia hospitalaria
prolongada y costos elevados en IOA por SAMR al compararse con SAMS. 348 Sin embargo,
en nuestro estudio, las complicaciones también se observaron en los pacientes con
aislamientos de SAMS, en aquellos que se detecto6 SAMS con pv/, los datos de gravedad
fueron mayores como extension local, piomiositis y émbolos sépticos. A diferencia de lo
reportado en la literatura ningun paciente con SAMS con pvl present6 bacteriemia o ingreso
a Unidad de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP), lo anterior puede ser explicado ya que la

mayoria de los pacientes no contaban con comorbilidades y fueron aislamientos adquiridos
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en la comunidad. Otros genes como hla, cna y ambos fnub se identificaron en cepas de
pacientes con extension local; en la actualidad se estdn desarrollando futuros blancos
terapetticos para factores de union a fibronectina A para prevenir la gravedad de las
infecciones por S. aureus por lo que los datos de este estudio podrian ser de utilidad para
valorar la utilidad de estos tratamientos segun la deteccion de los genes en pacientes con

I0A.

Como expresan Davis y colaboradores, los pacientes con IOA por SAMR ameritan mayor
numero de procedimientos quirdrgicos al compararlos con aquellos infectados por SAMS
(35.89 vs 31.46%).%® En este estudio, los pacientes conSAMS con pvi, fnb y cna tuvieron un
mayor nimero de procedimeintos quirurgicos lo cual podria explicarse por la gravedad,
internalizacion a osteoblastos y predileccion por la presentacion con infecciones articulares.
Son necesarios mas estudios clinicos para apoyar la presencia de estos factores con gravedad

clinica.

La estancia hospitalaria reportada en la literatura es mayor en los pacientes con aislamientos
de SAMR con una mediana de 6.59 (6.25-6.92) y 5.21 (4.99-5.42) dias en SAMS.*® En esta
serie, la estancia hospitalaria fue de 17 dias con un rango de (4-47) en osteomielitis y de 27
dias (6-46) en artritis séptica, lo anterior es multifactorial (huésped, microorganismo y
respuesta al tratamiento médico y quirurgico); sin embargo es necesario la identificacion de
factores de virulencia como PVL y estudias otros que s6los o en conjunto pudieran estar
realacionados con gravedad y estancia hospitalaria prolongada. En estudios experimentales,
la mayoria de los factores han provocado una respuesta inflamatoria elevada, alteracion de la
respuesta inmune del huésped, estos datos sugieren que pueden contribuir a la gravedad de

estas infecciones independientemente de la resistencia a meticilina.

En este trabajo, la fractura posterior se presentd en dos pacientes. Con base en lo descrito por
McNeil y colaboradores, a mayor numero de procedimientos quirirgicos ocurren mas
fracturas patologicas siendo mas evidente cuando se realizan mas de tres procedimientos.>
En este estudio, solo un paciente con fractura posterior requirid cuatro procedimientos

quirurgicos. Estos hallazgos requieren mas investigacion ya que pueden no ser el inico factor
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asociado, la realizacion de multiples debridamientos quirtirgicos en el hueso podria debilitar

la corteza, asi como el grado de enfermedad pueden predisponer a fractura.

S. aureus es el principal agente etioldgico de infecciones osteoarticulares en pediatria, la
expresion de diversos factores de virulencia le permite invadir los tejidos, evadir la respuesta
inmune del huésped y evitar la penetracion de los antibidticos a las células.” En este estudio
existid un predominio de S. aureus como agente causal de IOA (40%); parecido a lo

reportado en Argentina (62%)%', Espafia (63%)?’ y Fiji (81-86%).3

El 95% de los aislamientos en esta serie fueron de SAMS; sin embargo, existen variaciones
geograficas en su prevalencia. Datos similares muestran un predominio de SAMS en las [OA,
como lo reportado en trabajos realizados enen Finlandia y Fiji 100%,3 3% Espafia 98%,%’
EE.UU. 72.6%, ¢ Grecia 67.3%y Australia en 60%.°® En otros paises se han informado
frecuencias menores de SAMS como en la India, donde la prevalencia de SAMS fue menor
de 45%,% Argentina 20%°' e Italia 16.5%°*. En el INP utilizamos como tratamiento empirico
en las IOA dicloxacilina o cefalosporinas de primera generaciéon (C1G), esta estrategia
terapettica es la adecuada debido al predomini6 que existe de SAMS; lo anterior refleja la
importancia de individualizar el esquema antimicrobiano empirico segun la epidemiologia

presente en cada centro hospitalario.

El tnico aislamiento identificado en esta serie como SAMR tuvo el elemento SCCmec tipo
IT que se asocia a infecciones por HA-SAMR vy en el analisis epidemiologico fue una IAAS,
este hallazgo es distinto a lo reportado en Grecia, Suecia y Suiza en donde el elemento
SCCmec tipo 1V, 3 (88%), se relaciond con la emergencia de CA-SAMR.* En los tltimos
anos, CA SAMR ha emergido como un patdégeno de importancia en la comunidad a nivel
mundial.>” Distintos estudios han demostrado que las infecciones por SAMR son mas
virulentas e invasivas que las de SAMS.®” Las infecciones osteoarticulares por SAMR se
asocian a estancia hospitalaria prolongada, mayor numero de intervenciones quirdrgicas,
complicaciones y mortalidad.” En este estudio se observo un predominio de SAMS vy la
gravedad e invasividad de las cepas de S. aureus se puede explicar por la produccion de

distintos factores de virulencia contrario a lo reportado en la literatura donde la gravedad se
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relaciona con la resistencia a meticilina. La produccion de los factores de virulencia por
SAMS favorece a la evasion del sistema inmune, internalizacion en los osteoblastos y

formacion de biofilm convirtiendo a estas infecciones en un reto terapeutico.

La clindamicina es un antibiotico efectivo contra S. aureus y su utilizacion como tratamiento
empirico es limitado ya que algunas series revelan porcentajes de resistencia variable del 2.1-
40%.3> 46 Su utilizacidn como tratamiento empirico se recomienta en regiones con elevada
prevalencia de SAMR, pero con una resistencia <10-15% a clindamicina, de ahi la
importancia de considerar los datos de la epidemiologia local. La resistencia en este estudio
fue del 15%, tomando en cuenta que el fenotipo iMLSg se identificd en dos aislamientos y
cMLSg en uno; la utilizacion rutinaria empirica de clindamicina en nuestro centro puede
asociarse a falla terapeutica, por lo tanto los esfuerzos deben dirigirse a la correcta deteccion
de todos los cultivos resistentes a MLSg utilizando pruebas de laboratorio adecuadas.
Finalmente, es una excelente opcion terapettica en los aislamientos de S. aureus que son
susceptibles debido a su excelente penetracion a tejido Oseo, actividad en la inhibicion de las

toxinas como PVL y efectividad intracelular.*’

La resistencia a eritromicina en S. aureus se reporta del 13-67%3>46. En este estudio fue del
15% (tres aislamientos), en todosellos se identifico el gen ermA. No hay evidencia de efectos
bactericidas intracelulares significativos de los macrolidos en las IOA de ahi que no sean

antibioticos de utilidad en esta patologia. 4

Con respecto a ciprofloxacino en este estudio el 15% de los aislamientos fue resistente a este
antimicrobiano, en otras series esta frecuencia se reporta entre 1.3 y48%.3% 4 Este dato es
importante ya que como parte del abordaje de pacientes con IOA se realiza un gammagrama
con ciprofloxacino y se debe de considerar la epidemiologia local de los patrones de
susceptibilidad de este farmaco al interpretar estos estudios en el abordaje diagndstico de los
paciente ya que se pueden identificar estudios falsos negativos al radiofarmaco por lo que
ante una elevada sospecha diagnostica se debe de considerar la realizacion de estudios

complementarios para confirmacion dignostica.

69



En este estudio, la resistencia a gentamicina fue de 5%, este antibidtico no ha demostrado
actividad intracelular significativa en el tratamiento de IOA por S. aureus y no tiene

indicacion en el tratamiento de este tipo de infecciones.*’

Independientemente de la resistencia de otros antibioticos, todos los aislamientos fueron
susceptibles a trimetroprima/sulfametoxazol, linezolid, vancomicina y teicoplanina, similar
a lo reportado en Grecia® y Hawaii.*’ El trimetroprima/sulfametoxazol ha mostrado un
incremento en la resistencia a nivel mundial con reportes de hasta el 24%* Lo anterior, es un
problema emergente ya que ha aumentado su utilizacion debido al predominio de SAMR en

algunas regiones.

En esta serie al tener un predominio de SAMS de origen comunitario desde el punto de vista
terapettico, el principal objetivo del tratamiento es el detectar factores de virulencia
toxigénicos o de adhesion que favorecen a la internalizacion del microorganismo y se asocian
a gravedad y recurrencia. Lo anterior con la finalidad de dar tratamiento antibidtico
combinado con un inhibidor de la producciéon de toxinas. A diferencia de lo reportado en
pacientes con SAMR -HA los cuales presentan resistencia a otros antibioticos como
fluoroquinolonas (75-100%), gentamicina (59-100%), clindamicina (60-100%), eritromicina

(71-100%), TMP/SX (30-97%) y el tratamiento de eleccion en estos casos en vancomicina.
24

Los factores de adhesion (FnBPa, , Cna, CIfA y CIfB) se relacionan directamente en la
patogénesis de las infecciones osteoarticulares mediante el tropismo por el hueso y la
colonizacion por los tejidos peripostéticos.?>3 En este estudio, CIfA fue el principal factor
identificado (95%) independiente de la resitencia a meticilina, opuesto a lo reportado en la
literatura en donde existe un predominio en la deteccion de CIfA en SAMS 100% vs 84.6%
en SAMR.3* Lo anterior demuestra la importancia de este factor de adhesion en la patogénesis
de las infecciones osteoarticulares. En este trabajo se detectd en todos los aislamientos de
artritis séptica, como lo hace notar en modelos experimentales Palmqvist y colaboradores al

demostrar que CIfA es un factor artritogénco. ! 36
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CIfA se encuentra durante todo proceso de crecimiento bacteriano, mientras que la proteina
CIfB solo se expresa en la fase temprana de crecimiento exponencial.'** En este trabajo no
se detectd al gen cl/fB y el gen cl/fA predomind en los S. aureus relacionados con
presentaciones agudas. Se necesitan mas estudios para identificar la funcion de CIfB en las
IOA CIfA participa en la invasion detectdindose en las fases agudas de la infeccion

permitiendo la adhesion y colonizacion de S. aureus en el tejido dseo.

La mayoria de los S. aureus son portadores de ambos genes fnb y no existe diferencia en la
adherencia al detectarse uno o ambos.’” En los aislamientos clinicos obtenidos de
osteomielitis, los genes fibA y fnbB se han reportado en 98% y 99%, respectivamente.’? En
el estudio de Bouras y colaboradores, la deteccion de fnbB fue mayor con significancia
estadistica en SAMR 80.8% vs SAMS 50%.% En este trabajo la deteccion de los genes fue
menor fnbA (55%) y fnbB (25%) y predominaron en las presentaciones agudas de las IOA.
Si bien estos factores median la colonizacion y son cruciales para el establecimiento de la
infeccion e internalizacion de S. aureus a los osteoblastos, la menor frecuencia en este trabajo
se puede explicar ya que solo detectamos el gen y no la expresion del mismo por lo que se
requieren estudios posteriores para identificar la relacion de estos factores con la

temporalidad de las IOA.

Como lo hace notar Peacock y colaboradoradores al estudiar 163 cepas de pacientes
infectados por S. aureus, la enfermedad invasiva se asocio a la presencia de ambos genes
fnbB.?” En aislamientos clinicos obtenidos de osteomielitis, los genes finbA y fubB se han
asociado con mayor virulencia mas produccion de IL-6, mortalidad y pérdida de peso)
contrario a lo descrito en artritis séptica.>? En este estudio la deteccion de ambos genes fue
Unicamente en tres cepas con predominio en artritis séptica, las cuales presentaron fiebre
elevada (mediana de 39 °C), dolor intenso, leucocitosis y complicaciones asociadas como
piomiositis y extension de la infeccion. Es necesario un mayor nimero de muestras para
valorar la invasividad de los aislamientos y considerar que la utilizacién de examenes de
laboratorio auxiliares como la medicion de IL-6 en esta patologia puede ser de utilidad para

valorar la gravedad en esta patologia y en un futuro desarrollar terapias dirigidas o vacunas.
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Se ha demostrado que la sintesis de estos factores ocurren durante la fase exponencial del
crecimiento y se modifican en la fase estacionaria por proteasas.”’ Es complicado predecir
cual fase es relevante para la enfermedad en el humano ya que no se conoce por completo in
vivo la expresion de fnbB y de las proteasas.?’” Algunos estudios han sugerido que la fase
estacionaria es importante por las modificaciones en las proteinas de union a fibronectina por
la Proteasa V8; sin embargo, se requieren estudios clinicos para validar esta informacion.?’
El papel de ambas fnb en la patogénesis es crucial para definir las propiedades inmunologicas
y el potencial uso de estos factores en el desarrollo de vacunas.?? La region A de los factores
de uniodn a fibronectina parece ser un componente promisorio para el desarrollo de vacunas,
pero se necesitan mas estudios para apoyar esta teoria. En este estudio no se evalud biofilm
y es un area de oportunidad para futuras investigaciones ya que los factores de uniéon a

fibronectina se han relacionado directamente con su formacion.

La proteina Cna ha demostrado ser importante en la patogénesis de osteomielitis y artritis
séptica debido a la capacidad que tiene de unirse al colageno.'’ ®' E1 90% de la matriz 6sea
esta compuesta por coldgeno; sin embargo, solo el 38-56% de los aislamientos de S. aureus
asociados con infecciones 0seas expresan Cna.>® En esta serie el gen cna se detectd en el 15%
de los aislamientos predominando en los casos de artritis séptica y por temporalidad se
detect6 unicamente en la fase aguda, lo cual refleja la importancia de este factor de virulencia
en las infecciones articulares y en la primera etapa de la adhesion y colonizacion de las IOA.
Es necesario la realizacion de estudios clinicos con un mayor nimero de pacientes para una
mejor caracterizacion de su fisiopatologia en estas infecciones. El menor niimero de casos en
esta serie se explica ya que este factor se ha descrito principalmente en pacientes con

infecciones asociadas a dispositivos, situacion poco frecuente en la etapa pediatrica.

La proteina A se ha asociado a la patogenesis de osteomielitis in vitro, induce apoptosis,
inhibe la capacidad de mineralizacion de los osteoblastos, incrementa la resorcion Osea
durante la osteomielitis por S. aureus y promueve la infeccion cronica.’>* En esta serie el
gen spA se identifico en 70% de los aislamientos, se observo principalmente en cepas aisladas
de osteomielitis y en la fase aguda de la enfermedad. Lo anterior se relaciona con la

internalizacion de S. aureus en los osteoblastos.
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La citotoxina Hla contribuye a la patogénesis de osteomielitis y al desarrollo de
complicaciones extradseas en modelos animales.>” En la deteccion de Hla existe diferencia
entre SAMS y SAMR.*” En esta serie se identifico el gen sla en 70% con un predomini6 en
las fases agudas de la enfermedad y en complicaciones como extension de la infeccion,
piomiositis, osteomielitis cronica y TVP. Hla es una toxina potente implicada en la lesion del
cartilago, hueso y musculo. Ademads, durante la infeccion por S. aureus, existe un incremento
sistémico de la interleucina (IL-6) dependiente de la Hla, lo cual origina una gran cantidad

de resorcion Osea.

El papel sinérgico y secuencial de Hla y PVL se han observado en modelos animales,
reflejando la complejidad de la patogénesis de S. aureus.%® En este estudio los factores de
invasion (Hla y PVL) se detectaron en el 75% de las cepas, con predomini¢ de Hla en fases
agudas y PVL en croénicas y se identifcaron en los aislamientos de pacientes con
complicaciones. Lo anterior confirma el papel de PVL en la extension local de osteomielitis
mientras que Hla es un factor de virulencia mayor en la diseminacion de la infeccion y

mortalidad.

En ningun aislamiento de IOA se detectaron los genes clfB, etb y sec. No hay datos de la
deteccion de estos factores de virulencia en IOA en la literatura internacional se requiere un
mayor niumero de muestra para identificar la participacion de estos factores en este tipo de

infecciones.

Viquez -Molina y colaboradores compararon la prevalencia de factores de virulencia como
PVL, EtaA, EtbB y Tsst-1 en cepas de S. aureus de infecciones del tejido blando y
osteoarticular.’” No encontraron diferencias significativas en los perfiles de los genes de
virulencia excepto por la elevada prevalencia de Pvl en cepas de infeccion de tejidos blandos.
37 En este estudio en las fases agudas de las infecciones osteoarticulares existié una mayor
deteccion de factores de virulencia predominando los de adhesion clfA, fnbA, spa, seguido

de exoenximas pricipalmente hla y femA.
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El gen femA fue caracteristico de los S. aureus en este estudio se identifico en 45% de las
cepas, si bien su implicacion en las IOA no se ha caracterizado, se ha relacionado con un
incremento en la frecuencia en aislamientos de SAMR y por ser un gen esencial para la
expresion de resistencia de alto nivel a meticilina; sin embargo, en este estudio solo se detectd

en aislamientos de SAMS.

De acuerdo con Kim y colaboradores al estudiar 84 aislamientos de S. aureus la prevalencia
de tst en IOA fue del 7.9%; detectandose en la etapa temprana de la infeccion y en asociacion
estadisticamente significativa con VSG elevada.®® En esta serie #st se identifico en el 10% de
las cepas, en la fase aguda de la enfermedad y en atritis séptica. La falta de asociacion de
datos sistémicos, elevacion de reactantes de fase aguda y gravedad en este estudio puede ser

secundario al tamafio pequefio de la muestra.

La infeccion osteoarticular por S. aureus productor PVL es una enfermedad emergente a
nivel mundial. La produccion de PVL se ha detectado tanto en los aislamientos de SAMS
como en los SAMR.3® Existen diferencias geograficas en su distribucion; la mayoria de las
cepas de S. aureus-PVL, en Europa, se han identificado como SAMS (9%-46%)?3>: 33
mientras que en EE. UU., predomina CA-SAMR (87%-100%) especialmente por la cepa
USA-300.2323:48.60 Ep este estudio se detectd S. aureus-PVL L en el 20% de las cepas y todos
fueron SAMS. En México, no se realiza la deteccion de la toxina de PVL de rutina por lo que
los datos se encuentran subregistrados. Los pacientes infectados con cepas productoras de
PVL presentan mayor duracién de la fiebre, complicaciones graves y marcadores

inflamatorios elevado. 48

Los genes que codifican las enterotoxinas Sea y Ses se han detectado con mayor frecuencia
en Ulceras grado 2-4 del sistema de clasificacion de Wagner contrario a lo observado en
ulceras grado I. Haciendo de ellos potenciales marcadores para diferenciar infeccion de
colonizacion.’” En un estudio realizado por Sourek y colaboradores, se estudiaron 264 cepas
de S. aureus de pacientes con osteomielitis cronica y se identificd en el 30% una o mas

enterotoxinas de ahi que no se considere un factor patogénico mayor. '!
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La epidemiologia molecular de S. aureus en IOA en poblacién pediatrica esta poco
caracterizada. En una revision sistematica de 20 afios, unicamente se han reportado cuatro
articulos sobre la caracterizacion molecular de las IOA por S. aureus.’® En el trabajo de
Pimentel et al., las clonas de SAMS fueron heterégeneas contrario a las de SAMR con un
predominio de las clonas ST80/CC80 PVL+ y ST8/CC8/USA300 PVL+, en Europa y
EE.UU., respectivamente.® En este estudio se encontr6 policlonalidad con un predominio de

CC8 seguido de CC5, CC45, CC15 y CC30.

Nuestro estudio tuvo varias limitaciones al contar con los datos de un solo centro hospitalario
el nimero de pacientes fue limitado y no representa la epidemiologia de las IOA en México.
Lo anterior demuestra la necesidad de la realizacion de estudios multicéntricos para conocer
la epidemiologia, fisiopatologia de S. aureus y los factores de virulencia en IOA en la
poblaciéon pediatrica de nuestro pais. En este trabajo solo se identificaron frecuencias, se
requieren estudios analiticos posteriores para buscar asociaciones entre los distintos factores

de virulencia y los datos clinicos.

En ningun paciente ni familiar se investigd la colonizacion para detectar portadores y fuentes
de la infeccion. Este dato puede ser de utilidad al realizar investigaciones futuras con el fin
de identificar y conocer mas del cambio epidemioldgico de S. aureus en infecciones

osteoarticulares.

Los factores de virulencia asociados a infecciones ostearticulares reportados en la literatura
son escasos y la mayoria identificados por modelos experimentales. Este es el primer estudio
de IOA por S. aureus y factores de virulencia en poblacion pediatrica en nuestro pais. En esta
serie Unicamente detectamos el gen y no medimos su expresion, por lo que se requieren
estudios para entender la influencia de los factores de virulencia en S. aureus y la relacion

con las distintas manifestaciones clinicas.

La exploracion de nuevos tratamientos debera ir de la mano con mas estudios

epidemioldgicos de S. aureus en nuestro pais, lo anterior permitira detectar blancos
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especificos para brindar terapia dirigida (anticuerpos especificos) e inclusive favoreceran al

desarrollo de vacunas para prevenir tan devastadora enfermedad.

Es importante identificar los mecanismos que este microorganismo utiliza para adherirse al
tejido 6seo, evadir la respuesta inmune del huésped y producir dafio en el huesped en espera

de que dicha informacion permita la identificacion de nuevos blancos terapetticos.

Finalmente, en pediatria las IOA son patologias olvidadas y afectan principalmente a
pacientes sin comorbilidades. Se requiere de una alta sospecha clinica para realizar su
deteccion temprana y un abordaje multidisciplinario para disminuir las complicaciones

asociadas.

Conclusion

S. aureus fue el agente etiologico principal (40%) de las IOA en pacientes pediatricos. La
resistencia a meticilina en S. aureus muestra variaciones geograficas y en nuestro
conocimiento este es primer estudio que refleja la epidemiologia de S. aureus en IOA y el
predominio de SAMS en pacientes pediatricos en México. El tnico aislamiento con SAMR
fue elemento SCCmec tipo 11 y CC5 asociado a infecciones hospitalarias. La distribucion de
CC en SAMS fue policlonal.

En todos los aislamientos se presentd al menos un factor de adhesion, CIfA fue el principal.
En ningun aislamiento se detectaron los genes clfB, eth y sec se requieren estudios posteriores
para identificar el papel de estos factores de virulencia en infecciones osteoarticulares. Este
es el primer estudio clinico pediatrico con evidencia de deteccion del gen tst en IOA con
artritis séptica, el papel en estas infecciones e implicaciones en la gravedad y tratamiento ain

no se ha descrito.

La toxina PVL se present6 en cuatro aislamientos todos SAMS y asociados con extension de
la enfermedad, piomiositis, fiebre alta y de larga duracion, en nuestro conocimiento este es
el primer estudio en México de IOA con identificacion de la toxina PVL. SAMS productor

de PVL y ambos factores de union a fibronectina presentan datos clinicos de gravedad y su
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deteccion es prioritaria para dar tratamiento antibidtico dirigido, disminuir complicaciones y
secuelas asociadas. En este estudio se observo un predominio de SAMS, y la gravedad e
invasividad de las cepas de S. aureus se puede explicar por la produccion de distintos factores
de virulencia contrario a lo reportado en la literatura donde la gravedad se relaciona con la

resistencia a meticilina.
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