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Resumen

Objetivo: staphylococcus aureus es uno de los principales patégenos causantes de
infecciones tanto a nivel hospitalario como comunitario. El objetivo de este estudio fue
determinar caracteristicas moleculares y los perfiles de resistencia a antibiéticos de
aislamientos de Staphylococcus aureus colonizantes de pacientes con patologia nasal
atendidos en el servicio de Otorrinolaringologia del Hospital Universitario del Caribe
de la ciudad de Cartagena, Colombia. Métodos: los aislamientos de Staphylococcus
aureus obtenidos de pacientes colonizados fueron sometidos a extraccion de ADN
y ensayos de PCR para determinar la presencia de los genes mecA y IukS/F-PV.
Se determiné la pertenencia de las cepas a los complejos clonales CC5 y CC8, y se
determinaron las relaciones clonales de los aislamientos mediante analisis de PFGE.
A las cepas SARM se les tipifico y sub-tipificé el casete cromosomal estafilocécico
SCCmec mediante PCR muiltiple. Resultados: /a prevalencia de colonizacion encon-
trada para Staphylococcus aureus fue 22.8% y 5.26% para SARM. Del total de aisla-
mientos SARM, 33.3% estuvieron relacionados con el clon CC8-SARM-IVc y 22.28%
con CC8-SARM-IVa. Los genes para la leucocidina PVL se identificaron en 66.7% de
aislamientos SARM y 40% de aislamientos sensibles a meticilina (SASM). En cuanto
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a la distribucion de los aislamientos SARM en complejos clonales, 41% pertenecieron
al CC8 y 18% al CC5. Conclusiones: los clones CC8-SARM-IVc y CC8-SARM-IVa,
ambos relacionados con el clon USA300, circulan en poblacion con patologia nasal
de la ciudad de Cartagena de Indias.

Palabras claves: staphylococcus aureus resistente a meticilina, resistencia a la metici-
lina, infeccion hospitalaria, infecciones comunitarias adquiridas, factores de virulencia.

Montes O, Milanés R, Alvarez A, Cloronado S, Reyes N. Caracteristicas moleculares
y susceptibilidad a antibioticos de cepas de staphylococcus aureus colonizantes de
pacientes con patologias nasales procedentes de Cartagena (Colombia), 2015: estudio
observacional. Arch Med (Manizales) 2015; 15(2):226-40.

Molecular characterization and antibiotic
susceptibility of Staphylococcus aureus strains
colonizing patients with nasal pathology from

Cartagena (Colombia), 2015: observational study

Summary

Objective: staphylococcus aureus is a major pathogen causing infections both at the
hospital and community level. The objective of this study was to determine molecular
features and the antibiotic resistance profiles of Staphylococcus aureus colonizing
patients attending the Otolaryngology practice of the Hospital Universitario del Caribe
in the city of Cartagena, Colombia. Methods: staphylococcus aureus isolates from
carriers were subjected to DNA extraction and PCR assays to determine the presence
of mecA and lukS/F-PV genes. Isolates were assigned to clonal complexes 5 (CC5)
or 8 (CC8) and PFGE analysis was performed to determine the clonal relatedness
of isolates. Typing and subtyping of the staphylococcal chromosomal cassette was
performed for MRSA isolates using multiplex PCR. Results: overall prevalence for
Staphylococcus aureus carriage in the study group was 22.8% and 5.26% for MRSA
carriage. Among MRSA isolates, 33.3% belonged to clone CC8-MRSA-IVc and 22.2%
to CC8-MRSA-IVa. The genes for PVL leukocidin were identified in 66.7% of MRSA
isolates and 40% of MSSA (methicillin sensitive). 41% of isolates belonged to clonal
complex 8 (CC8) and 18% to clonal complex 5 (CC5). Conclusions: CC8-MRSA-IVc
and CC8-MRSA-IVa clones are related to USA300 clone, and they are currently colo-
nizing patients with nasal pathology in the city of Cartagena, Colombia.

Keywords: methicillin-resistant staphylococcus aureus, methicillin resistance, cross
infection, community-acquired infections, virulence factors.
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Introduccion

El Staphylococcus aureus meticilino resisten-
te, tanto asociado a la comunidad (AC-SARM)
como hospitales (AH-SARM), se ha conver-
tido en un problema de salud publica a nivel
mundial'. Las infecciones causadas por cepas
AH-SARM, generalmente ocurren en personas
con factores de riesgo como las cirugias o la
presencia de dispositivos médicos, mientras
que las infecciones por AC-SARM ocurren ti-
picamente en individuos aparentemente sanos
gue no presentan factores de riesgo?. Aunque
los registros de vigilancia de los clones SARM
especificos de algunos paises de América Lati-
na son limitados, se ha establecido que en este
continente los clones que causan infecciones
pandémicas son habituales en los hospitales,
mientras que en la comunidad su diseminacion
ha aumentado considerablemente®. En Colom-
bia, se ha reportado el cambio en la distribucién
clonal de SARM. Durante la década de los
noventa prevalecié el lamado clon Pediatrico?,
el cual fue desplazado a finales de siglo por el
clon chileno®, y a mediados de esta década
inicid el cambio por un clon relacionado con
los clones USA300 circulantes en los Estados
Unidos®.

En los ultimos anos se han observado cam-
bios a nivel molecular en los aislamientos de
S. aureus, tales como la adquisiciéon de genes
de virulencia y de resistencia a antibioticos, los
cuales se ven reflejados en sus caracteristicas
epidemiolégicas, al tiempo que cada vez se
observan mas infecciones en personas sanas
y sin elementos de riesgo convencionales para
su adquisicion’. También se ha reportado que
existen diferencias en la susceptibilidad anti-
bidtica de las cepas de esta bacteria y que los
cambios en los perfiles de resistencia se pue-
den producir progresivamente?. Diversos estu-
dios han evaluado la epidemiologia molecular
de los clones SARM en América Latina, aunque
se conoce que varios clones circulan en esta
region, los cuales difieren en virulencia, perfil
de resistencia y distribucién geografica®'-".

Este estudio estuvo dirigido a determinar las
caracteristicas microbioloégicas, moleculares, y
el perfil de susceptibilidad a antibiéticos de las
cepas de S. aureus que colonizan pacientes
con patologias nasales en un centro asistencial
de Cartagena de Indias (Colombia).

Materiales y métodos

Diseno, Poblacién de estudio, y criterios
de inclusién

El presente fue un estudio observacional en
el que se evallan las caracteristicas molecula-
res y perfiles de susceptibilidad a antibioticos
de los aislamientos de S. aureus obtenidos
de una poblacion de 171 pacientes adultos
afectados con patologia nasal, atendidos en la
consulta externa del Departamento de Otorri-
nolaringologia (ORL) del Hospital Universitario
del Caribe de Cartagena de Indias (Colombia),
entre agosto/2012 a julio/2013. La técnica de
muestreo fue secuencial por conveniencia y
se tuvieron como criterios de exclusion la fi-
brosis quistica, inmunodeficiencias, problemas
mucociliares congénitos, micetomas no inva-
Sivos, micosis invasivas, adiccion a la cocaina
y neoplasias.

Toma y procesamiento de muestras

Para cada paciente se utilizdé un unico hiso-
po estéril para recolectar muestras de meato
medio, rinofaringe, y secreciones nasales.
Una vez tomadas las muestras, los hisopos
se introdujeron en medio de transporte micro-
biolégico Stuart, y se llevaron al laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Cartagena
(Cartagena, Colombia), para su procesamiento
dentro de 8 a 18 horas segun protocolos pre-
viamente descritos'?.

Pruebas de Susceptibilidad a Antibiéticos

La susceptibilidad antibiética de los ais-
lamientos se realiz6 mediante el método de
difusién en disco segun las recomendaciones
del CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute). Se evaluaron los antibioticos cefoxiti-
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na (30ug), oxacilina (1ug), eritromicina (15ug),
clindamicina (2 mg), gentamicina (10ug),
rifampicina (5ug), penicilina (10 pg), cloranfe-
nicol (30ug), tetraciclina (30 ug), linezolida (30
Mg), ciprofloxacina (5 ug ), ampicilina (10 pg
), levofloxacina (5 ug ), y cefalotina (30 ug).
Para determinar la resistencia a clindamicina
inducida por macrolidos, se utilizo la prueba D.
La susceptibilidad a vancomicina para cepas
SARM se evalu6 mediante el método de mi-
crodilucién en agar, usando concentraciones
seriadas de 0,5 a 32 ug/ml.

Extraccion de ADN Gendémico

ADN gendmico de cada aislamiento fue
obtenido siguiendo el protocolo descrito pre-
viamente por Millar'® et al con algunas modi-
ficaciones. Brevemente, cada aislamiento fue
sub-cultivado en agar nutritivo por 24 h a 37°C,
y 3-5 colonias fueron suspendidas en 1ml de
Tris 0.5M, centrifugado a 13,000 rpm x 5min.
El sobrenadante fue descartado y el sedimento
fue homogenizado en 500 ul de tampén TE
(10mM Tris; 1mM EDTA, pH:8.0), calentado
a 100°C por 30min, enfriado a -35°C por 20
minutos, descongelado a 65°C y finalmente
centrifugado a 13.000 rpm por 15 minutos. El
sobrenadante con el ADN bacteriano fue reco-
lectado y almacenado a -20°C hasta su uso en
ensayos de PCR.

Amplificacién de los genes nuc, mec-A, y
lukS/F-PV mediante ensayo de PCR multiple

Se realizaron ensayos de PCR multiple para
la determinacién en cada uno de los aislamien-
tos de los genes IukS/F-PV, mecA, y nuc utili-
zando cebadores previamente descritos'15:16,
Las cepas de S. aureus ATCC 33591 (mecA
+; nuc +; PVL -) y ATCC 25923 (mecA - ; nuc
+; PVL +) fueron usadas como controles de la
amplificacion y como control negativo se utilizé
agua pura. Todos los aislamientos fueron so-
metidos a PCR multiple usando tres pares de
cebadores previamente reportados: MecA1F —
MecA2R que amplifica un fragmento de 147 pb
del gen mecA; Nuc1F —Nuc2R que amplifica un

Caracteristicas moleculares de S. Aureus

fragmento de 300 pb del gen nuc especifico del
S. aureus, y LUkPV1F — LUkPV2R que amplifi-
ca un fragmento de 437 pb de los genes de la
leucocidina PVL. La reaccién de amplificacion
se llevo a cabo en un volumen de 25uL, que
contenia 12.5uL de la mezcla de PCR (Go-Taq
Green Master Mix; Promega®), 0.2 uM de cada
primer y 5 uL de ADN molde.

Tipificacién y subtipificaciéon del elemen-
to SCCmec mediante PCR multiple

Todos los aislamientos confirmados como
SARM fueron sometidos a tipificacion y sub-
tipificacion del elemento SCCmec mediante
ensayo de PCR multiple siguiendo el protocolo
descrito por Zhang et al'®. Como controles se
usaron las cepas de S. aureus NCTC10442
para SCCmec tipo |, N315 para SCCmec tipo
II,y JCSC4744 para SCCmectipo IV. Alos ais-
lamientos con SCCmec tipo IV se les determind
el subtipo mediante amplificacién multiple de
fragmentos especificos de la region variable J1
usando cebadores para los subtipos SCCmec
IV : (IVa, 278 pb), (IVb, 336 pb), y (IVc, 483
pb), y las cepas controles de referencia: MW2
(IVa), JCSC2172 (IVb), y JCSC4178 (IVc)".
Las condiciones fueron: un ciclo inicial de des-
naturalizacion a 94°C por 4 min, seguido por 30
ciclos de 94°C por 30 seg, 53°C por 30 seq, ¥y
72°C por 1 min, con un ciclo de extension final
a 72°C por 4 min. Los productos de la PCR se
visualizaron en un gel de agarosa al 2% tefiido
con bromuro de etidio bajo iluminacion UV.

Asignaciéon a los complejos clénales
(CC5) y (CC8)

Se utilizé el protocolo descrito por Escobar
et al'®, seguido de digestion con la enzima de
restriccion Hha-I, que permite diferenciar los
tipos de secuencia 5 (ST5)y 8 (ST8) correspon-
dientes a aislamientos SARM-AH y SARM-AC,
respectivamente. Los cebadores amplifican un
fragmento de 557 pb del gen gmk y después
de la digestion con la enzima Hhal, se generan
fragmentos de 429y 124 pb para el ST5 mien-
tras que para el ST8 se generan fragmentos de
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323, 124,y 105 pb. Se usaron como controles
las cepas de referencia: HDES3 (clon Pediatrico,
ST5-SARM-1V) y USA300-0114 (ST8-SARM-
IVa). Los productos de la PCR se sometieron
a digestion con la enzima de restricciéon Hha-I
a 37°C por 2 horas.

Tipificacién por Electroforesis en Gel por
Campos Pulsados (PFGE)

Se suspendid una colonia de cada aisla-
miento puro de S. aureus en caldo tripticasa
de soya (TSB), y se incubé en agitacion a 200
rpm a 37°C por 18hr. Se centrifugd a 4.000 rpm
por 10 min a 4°C, se descarté el sobrenadante
y se resuspendio el sedimento en tampon de
suspensioén celular. Se centrifugé a 11.000
rpm por 10 minutos a 4 °C, descartandose el
sobrenadante y resuspendiendo el sedimento
nuevamente en este mismo tampon, luego se
sometio a digestidon con lisostafina en moldes
de agarosa al 2%, y tratamiento con Proteinasa
K. Luego de ser lavados, los bloques fueron
sometidos a restriccion con la enzima Smal.
Se utiliz6 el sistema CHEF (BioRad) con para-
metros: Angulo 120°, gradiente de voltaje 6.0
v/cm, temperatura de 14°C. Se programaron
2 bloques de electroforesis en pulsos de la
siguiente manera: Bloque 1: Pulso inicial de 5
seg; Pulso final de 15 seg; tiempo de corrido: 10
horas. Bloque 2: Pulso inicial de 15 seg; Pulso
final de 60 seg; tiempo de corrido: 13 horas.
Finalmente, el ADN fragmentado se sometio a
tincion con bromuro de etidio durante una hora,
y se visualizo en un transiluminador de luz UV.

Analisis de los datos de PFGE

Los geles fueron fotografiados y digitaliza-
dos en formato TIFF para andlisis ulterior de
los patrones de PFGE utilizando el progra-
ma computarizado BioNumerics version 4.0
(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium).
La cepa de Staphylococcus aureus NCTC8325
fue utilizada como estandar de referencia para
normalizar el gel. Las bandas fueron asignadas
manualmente, el coeficiente de similitud de
Dice fue aplicado para comparar los patrones

de macrorestriccion. Para visualizar mejor la
relacion existente entre los aislamientos se
construy6 un dendograma empleando el méto-
do de los promedios aritméticos no ponderados
(UPGMA unweighted pair group method with
arithmetic averages) utilizando un parametro
de optimizacién de 1,5% y 1,5% de tolerancia
en la posicién de las bandas. Un coeficiente de
similitud de 80% fue seleccionado para definir
los grupos de tipos PFGE.

Analisis estadistico

Microsoft Office Excel se utilizé para registrar
resultados microbiolégicos y moleculares de
los aislamientos de las cepas en estudio y los
datos se exportaron al software estadistico IBM
SPSS v20 (IBM Corporation), y se determiné
la distribucion de frecuencias de variables me-
didas en escala nominal y numérica.

Etica

El presente estudio contd con el consenti-
miento informado de los participanjes, y con
la aprobacion de los Comités de Etica de la

Universidad de Cartagena y de la Institucion
Hospitalaria participante.

Resultados

La prevalencia de colonizacién de S. aureus
encontrada en este estudio es del 22,8%,
correspondiente a 39 aislamientos obtenidos
de un total de 171 pacientes participantes. Un
total de 9 aislamientos (23,1%) presentaron el
gen mecA, caracteristico de las cepas SARM.
Los 30 aislamientos restantes tuvieron ausente
este gen, por lo que fueron considerados como
cepas SASM (76,9%), para una prevalencia
de 17,5% (30 aislamientos de 171 pacientes).
La prevalencia de SARM en la poblacién es-
tudiada fue de 5,26% (9 aislamientos de 171
pacientes).

La presencia de los genes para la leuco-
cidina PVL se observa en 6 (66,7%) de los
9 aislamientos SARM y 12 (40%) de los 30
aislamientos SASM (Figura 1).

Universidad de Manizales - Facultad de Ciencias de la Salud
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MW  USA-300 ATCC H84

29213

H85 H135 H104  H159 H39 H128 C- WM

Figura 1. PCR para deteccion de nuc, mecAy PVL. PCR multiple para la deteccion de los genes nuc, mecAy PVL para
confirmar la especie Staphylococcus aureus (gen nuc, 300 bp), resistencia a la meticilina (gen mecA, 147 bp) y la presencia
de los genes para PVL (gen lukS/lukF-PV, 437 bp). Carriles 1 y 15: MW (marcador de peso molecular de ADN). Carriles
2y 3: cepa de referencia USA300 (nuc +, mecA +, PVL+) y la cepa de referencia ATCC 29213 (nuc +, mecA -, PVL-)
respectivamente. Los carriles 4 a 13: aislamientos representativos del estudio. Carril 14: controlnegativo de lareaccionde PCR.

Las pruebas de susceptibilidad a antibio-
ticos realizadas para los 39 aislamientos se
muestran en la Tabla 1. No se encuentran ais-
lamientos con resistencia inducible a la clinda-
micina usando la prueba D. Para el antibidtico
vancomicina, el MIC de todos los aislamientos
de SARM fue < 2 pug/ml.

Tabla 1. Sensibilidad antibiética de los
aislamientos de S. aureus (n=39)

S = susceptible | = resistencia intermedia R = resistente
S I R
ANTIBIOTICO n (%) n (%) n (%)
Ciprofloxacina 37 (94,9) 1(2,6) 1(2,6)
Linezolida 37 (94,9) 0 2 (5,1)
Penicilina 4 (10,3) 0 35 (89,7)
Clindamicina 24 (61,5) 7(17,95) 8 (20,5)
Eritromicina 13 (33,3) 19 (48,7) 7 (17,95)
Cefoxitina 30 (76,9) 0 9(23,1)
Ampicilina (17 95) 0 32 (82,05)
Oxacilina 31(79,5) 0 8 (20,5)
Gentamicina 38 (97,4) 0 1(2,6)
Rifampicina 33 (84,6) 0 6 (15,4)
Levofloxacina 38 (97,4) 0 1(2,6)
Cefalotina 6 (15,4) 6 (15,4) 27 (69,2)
Tetraciclina 17 (43,6) 1(2,6) 21 (53,8)
Cloranfenicol 35 (89,7) 2 (5,1) 2(51)

De los 9 aislamientos SARM, 66,7% se asig-
nan al complejo clonal CC8 (6 de 9 SARM) y
33,3% al CC5 (3 de 9 SARM), mientras que de
los 30 aislamientos SASM, 33,3% se asignan
al CC8 (10 de 30 SASM), 13,3% al CC5 (4 de
30 SASM), y 53,3% no pertenecen a ninguno
de estos dos complejos (16 de 30 SASM). La

Caracteristicas moleculares de S. Aureus

Figura 2 muestra la asignacion a los complejos
CC5y CC8 de algunos aislamientos represen-
tativos del estudio.

Los aislamientos SARM se someten a
tipificacion SCCmec y aquellos que portan
el tipo IV son sometidos a sub-tipificacion
de dicho elemento. De acuerdo a esto, se
encuentra la siguiente distribucion: 7 aisla-
mientos portan SCCmec tipo IV y 2 portan
SCCmec tipo I. Uno de los aislamientos con
SCCmec tipo | pertenece al complejo clonal
CC5 (CC5-SARM-I) y el otro aislamiento per-
tenece al complejo clonal CC8 (CC8-SARM-
). La Figura 3 muestra los tipos SCCmec
de algunos aislamientos representativos.

En cuanto alos 7 aislamientos con SCCmec
tipo IV, se encuentra que dos portan el subti-
po IVa y pertenecen al complejo clonal CC8
(CC8-SARM-IVa). Los cinco restantes portan
el subtipo IVc, tres de los cuales pertenecen
al complejo clonal CC8 (CC8-SARM-IVc) y los
otros dos al CC5 (CC5-SARM-IVc). La Figura
4 muestra los subtipos SCCmec de algunos
aislamientos representativos.

La distribucién de frecuencias de los ais-
lamientos SARM con base en sus complejos
clonales vy tipificacion SCCmec son: 33,3%
CC8-SARM-IVc (n=3, variante USA300-LV);
22,2% CC8-SARM-IVa (n= 2, USA300-0114);
22,2% CC5-SARM-IVc (n=2, clon Pediatrico);
11,1% CC5-SARM-I (n=1, clon Chileno/Cor-
dobés); y 11,1% CC8-SARM-I (n=1). (Tabla 2)
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Figura 2. PCR para asignacién a complejos clonales (CC5) y (CC8). PCR Multiple para identificacion de los
complejos CC5 y CC8 de S. aureus. Carril 1: MW (marcador ADN de peso molecular). Carril 2: Clon chileno (CC5);
Carril 3: Clon USA 300 (CCS8), Carriles 4, 5, 6: aislamientos de S. aureus pertenecientes al CC8; Carriles 7 y 8:
aislamientos de S. aureus pertenecientes al CC5; Carril 9: control negativo de la PCR.

mw  Smec1 Smec2 Smec4d H17 H55 H84 H85 H104 H128 H159 C-

Figura 3. PCR muiltiple para tipificacion del elemento SCCmec. PCR multiple se llevo a cabo para determinar
los tipos de SCCmec de los aislamientos SARM. Carril 1: mw (marcador ADN de peso molecular). Carril 2: S.
aureus ATCC 33591 (SCCmec tipo I). Carril 3: S. aureus N315 (SCCmec tipo Il). Carril 4: S. aureus JCSC4744
(SCCmec tipo 1V). Los carriles 5 a 11: aislamientos representativos del estudio. Carril 12: control negativo de la
reaccion de PCR.

Figura 4. PCR miiltiple para la subtipificacién del elemento SCCmec IV. PCR multiple fue realizada en un grupo de
5 aislamientos SARM con SCCmec tipo IV. Carril 1: MW (marcador ADN de peso molecular). Carriles 2-4: cepas de
referencia MW?2, 02314y JCSC4469, con subtipos IVa , IVc y IVd respectivamente. Carril 5: aislamiento con subtipo
IVa. Carriles 6-8: aislamientos con subtipo IVc. Carril 9: control negativo de la reaccion de PCR.

Universidad de Manizales - Facultad de Ciencias de la Salud



233

ARTICULO DE INVESTIGACION

Tabla 2. Distribucién de los aislamientos
de S. aureus en complejos clonales

Aislamientos de S. aureus (n=39)

SARM CC8 6 (15,38%)
SASM CC8 10 (25,64%)
SARM CC5 3 (7,69%)
SASM CC5 4 (10,26%)
SASM (CC no determinado) 16 (41%)

Distribucion de los aislamientos SARM
segun el CC y subtipo SCCmec (n=9)

CC8-SARM-IVc 3(33,3%)
CC8-SARM-IVa 2 (22,2%)
CC5-SARM-IVc 2 (22,2%)
CC5-SARM-I 1(11,1%)
CC8-SARM-I 1(11,1%)

La Figura 5 muestra el analisis de patrones
de bandas PFGE de 25 aislamientos, tanto
SARM como SASM, en el que se encuentra
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un coeficiente de similitud de 82% con el clon
USA300-0114 (CC8-SARM-IVa).

Discusion

Staphylococcus aureus resistente a meticili-
na (SARM) representa una seria amenaza para
la salud publica, debido a la diseminacién de los
clones SARM pandémicos con mayor virulencia
y resistencia antimicrobiana. En América Latina
estas cepas SARM son consideradas como
causa principal de infecciones nosocomiales,
a la vez que con mas frecuencia se les implica
como agentes causales de infecciones adqui-
ridas en la comunidad®'°, por lo cual ya no se
considera al SARM como patégeno nosocomial
estricto’?. En este estudio se observé una
alta resistencia a los antibidticos penicilina

Tipo SCCmee CC PVL
I ﬂ B0 122 sarm IVe 8+
I 1y SASM n/a 8 +
REF SASM n/a nd -
' |I HI7  SARM IVa 8 +
Wiy e SARM IVe 8 +
USA300 USA300-0114 IVa 8 +
PED PED v 5 &
CHI CHI I 5 &
co SARM Ve 5 &
H20 SASM n/a 5
H48 SASM n/a 5 =
He4 SASM n/a 8 +
| H104 SARM I 5 -
H135 SASM n/a 5 -
§ H SASM n/a 8 +
H39 SASM n/a 8 +
1 H2 SASM n/a 8 ¥
§ Ho SASM n/a 8 +
c3o0 SARM IVa 8 +
|H110  SASM n/a 8 +
i c19 SASM n/a nd -
| Heo SASM n/a 8 +
H134 SASM n/a 5 5
| H105 SASM n/a 8 +
|H8S  SARM IVe 5 -
H14 SASM n/a 8 +
H55 SARM I 8 +
H156  SARM IVe 8 +

Figura 5. Dendrograma de patrones PFGE y caracteristicas de los aislamientos de S. aureus (n=25). Electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE) en el que se muestra la relacion genética entre 25 aislamientos representativos
de S. aureus obtenidos en el estudio. La linea discontinua corresponde a un coeficiente de similitud de 82%
utilizado para definir clones relacionados por PFGE. Aislamientos: CC8-SCCmeclVc (H128, H84, H159); CCS8-
SCCmeclVa (H17, C30); CC5-SCCmeclVe (C9, H85); CC5-SCCmecl (H104); CC8-SCCmecl (H55). Cepas control:
USA 300-0114 (CC8-SCCmeclVa), clon Chileno/Cordobés (CC5-SCCmecl); clon pediatrico (CC5-SCCmeclV).
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(89,7%), ampicilina (82%) y cefalotina (69,2%).
Ademas, 7 aislamientos (17,9%) fueron resis-
tentes a mas de 2 antibiéticos. Como era de
esperar, los aislamientos SARM tuvieron una
alta resistencia a los p-lactamicos?'. Uno de los
principales elementos que actua en la resisten-
cia a la meticilina en S. aureus es la proteina
de unién a penicilina, PBP2a. Esta proteina es
insensible a los antibiéticos B-lactamicos como
la meticilina. Se ha planteado que PBP2a se
hace cargo de la biosintesis del peptidoglicano
en presencia de niveles de otra manera letales
de antibiéticos p-lactamicos?'22,

Se encuentra una alta frecuencia de sus-
ceptibilidad en los aislamientos a antibiéticos
como gentamicina (97,4%), levofloxacina
(97,4%) ciprofloxacina (94,9%), cloranfeni-
col (89,7%), linezolida (94,9%) y rifampicina
(84,6%). En contraste, otros estudios repor-
tan altas frecuencias de resistencia a estos
antibiéticos?*25, Estudios en Brasil evaltan
la resistencia a gentamicina y aminoglucé-
sidos relacionados en aislamientos de S.
aureus . En el caso de las fluoroquinolonas
levofloxacina y ciprofloxacina, los resultados
en este estudio son similares a los reporta-
dos en Nigeria en el 2011, donde gran parte
de los aislamientos fueron sensibles a estos
antibacterianos?’. Con relacion al antibiético
vancomicina, donde la MIC de todos los aisla-
mientos de S. aureus es <2 ug/ml, el presente
estudio coincide con el reportado por Gregory
Steinkraus et al entre los anos 2001 y 2005
en el cual no se encuentra resistencia a la
vancomicina?. Sin embargo, dos informes
recientes de infecciones ocasionadas por S.
aureus resistente a vancomicina (VRSA) son
de gran preocupacion, ya que reflejan tanto
una resistencia total y un mecanismo diferente
para su propagacion?*3°, La incidencia de S.
aureus con resistencia intermedia a glicopép-
tidos y SARM hetero-resistente sugiere que la
resistencia completa a glicopéptidos puede
desplegarse agilmente y restringir la utilidad
de vancomicina, lo cual resalta la necesidad
de contar con nuevos antibiéticos?®'.

Diversos clones de S. aureus han surgido
con una resistencia inducida a clindamicina
seguida de una modificacién del blanco riboso-
mico. La resistencia a clindamicina es inducida
por macrolidos®. Las investigaciones en los
Estados Unidos evidencian una alta resisten-
cia inducida a clindamicina en las cepas de S.
aureus (50% de cepas SARM y 60% de cepas
SASM)33 aunque esto puede cambiar ya que
el cambio clonal ha demostrado afectar a la
resistencia inducida a clindamicina3*.

El 2,6% de los aislamientos de este estu-
dio presentaron resistencia a los antibiéticos
levofloxacina y ciprofloxacina, los cuales son
fluoroquinolonas utilizados con frecuencia en el
area de otorrinolaringologia (ORL) del Hospital
Universitario del Caribe (Cartagena, Colombia).
En contraste, otros estudios reportan frecuen-
cias mas altas de resistencia a fluoroquinolonas
en aislamientos de S. aureus®®*. Por otra parte,
otros estudios que han evaluado la susceptibili-
dad a antibidticos de aislamientos colonizantes
de S. aureus reportan que todas las cepas fue-
ron sensibles a gentamicina®-%. En la literatura
mundial, esta tasa de resistencia es minima
en algunos paises, gracias a su utilizacion
limitada y a las politicas de control disefiadas
en las décadas de los setentas y ochentas®.
Resulta relevante que se implementen a nivel
local estrategias similares en las que se limite
el uso del antibidtico gentamicina y determinar
si el mismo representa una alternativa costo
efectiva frente al S. aureus.

Los 9 aislamientos SARM se identifican me-
diante PCR multiple, mostrando poseer el gen
mecA, presente en estas cepas. Estos 9 aisla-
mientos se confirman fenotipicamente median-
te el uso del sensidisco cefoxitina, mostrando
resistencia a este antibidtico. La cefoxitina es
una cefamicina que funciona como un inductor
mas dindmico que la oxacilina sobre la sintesis
de PBP2 en aislados de S. aureus que poseen
el gen mecA. Por lo tanto, la cefoxitina parece
mas eficaz que la oxacilina en la identificacion
de la resistencia a meticilina*.
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Las tasas de colonizacién encontradas
para SARM (5,26%) y SASM (17,5%) en este
estudio, pueden constituir un riesgo para la
comunidad, teniendo en cuenta que estas bac-
terias son causa frecuente de infecciones*'#2,
El contacto cercano de estos pacientes con la
comunidad pudiera facilitar la transmisién y pro-
pagacion de estas cepas a individuos suscep-
tibles de adquirir una infeccion por S. aureus.
Aunque la funcién de PVL en la patogenesis
y severidad de infecciones estafilococicas es
aun controversial, el hallazgo de los genes de la
leucocidina PVL en 6 (66,7%) de 9 aislamientos
SARM y 12 (40%) de 30 aislamientos SASM,
pudiera representar un agravante y factor de
riesgo relevante para las infecciones por S.
aureus*®, teniendo en cuenta que algunas in-
vestigaciones sugieren que la portacién de los
genes de la leucocidina PVL en las cepas de S.
aureus aumenta su virulencia y es responsable
de infecciones graves tales como las 6seas, ar-
ticulares y neumonia necrotizante'®#44%, Debido
al S. aureus PVL+ asociado a la comunidad,
la neumonia necrotizante es una infeccion
procedente*®. En Europa, la mayoria de los
casos de neumonia necrotizante se deben a
cepas SASM*.

En Colombia, varios estudios han identificado
acepas PVL+de S. aureus, tanto SASM como
SARM, como fuente importante de infecciones
de diversa gravedad*”“8, lo cual evidencia una
vez mas un serio problema de salud publica
en Colombia y por lo tanto una alerta sobre el
riesgo potencial para la introduccién de estas
cepas en el entorno sanitario.

Los aislamientos SARM que se observan en
este estudio tienen diferentes tipos de SCC-
mec encontrados tanto a nivel nosocomial,
como a nivel comunitario, lo cual demuestra
la variedad de cepas SARM diseminadas
localmente en la ciudad de Cartagena y sus
alrededores. El SARM SCCmec tipo IV se
puede identificar mediante la PCR mudltiple
en 7 cepas SARM; estas cepas son del tipo
asociado a la comunidad (AC-SARM). Ademas

Caracteristicas moleculares de S. Aureus

se encuentran aislamientos que portan el
SCCmectipo |, el cual ha sido primordialmente
asociado con al ambito nosocomial*, lo que
demuestra la versatil epidemiologia y distribu-
cion de las cepas SARM en la comunidad de
Cartagena de Indias.

En cuanto a lo encontrado en la tipificacion
PFGE de los aislamientos SARM, se eviden-
cia que los aislamientos relacionados con los
clones USA300 y su variante USA300-LV, pre-
dominan con una frecuencia de 55,5% (n=5),
seguidos de un 22,2% (n=2) y 11,1% (n=1) de
los clones pediatrico y chileno, respectivamen-
te. En 2005, Cruz et aP evaluaron 200 cepas
SARM recolectadas entre 1996 y 2003 que
procedian en gran parte de centros sanitarios
asistenciales de las ciudades de Bogota y Cali
(Colombia), con 48% y 45%, respectivamente.
En este caso los investigadores no identificaron
cepas pertenecientes al clon pediatrico, el cual
prevalecio a principios de los afios 90; solo ha-
llaron cepas correspondientes al clon chileno,
convirtiéndose éste en el primer reporte del
clon chileno en nuestro pais, lo cual, segun los
autores, demostraba un cambio en la poblacion
genética de SARM en el pais.

Alvarez et al.¢ presentaron en el 2006 el pri-
mer reporte de AC-SARM en Colombia; pos-
teriormente, Reyes et al® en 2009, y Alvarez
et al’’ en 2010, reportaron el clon USA300
(ST8-MRSA-SCCmeclV) como causante de
infecciones nosocomiales. Cabe resaltar que
los aislamientos analizados estuvieron relacio-
nados con la variante USA300-SCCmeclVc, el
cual se encuentra asociado a la comunidad, lo
qgue revela un desplazamiento de este tipo de
SARM hacia el ambiente hospitalario, habién-
dose convertido segun reportes recientes en el
principal causante de infecciones de S. aureus
asociadas al cuidado de la salud*750:52-54,

Es relevante citar que estas cepas relacio-
nadas con la variante USA300-SCCmec-IVc
difieren del prototipo de cepas USA300-0114
en que alojan el SCCmec IVc en lugar del 1Va,
aunque comparten caracteristicas similares
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con el USA300. Esta variante latinoamericana
(USA300-LV), que presenta ausencia del ele-
mento movil catabdlico de arginina (ACME) y
alta prevalencia de resistencia a la tetraciclina
fue recientemente descrita®. El alto indice de
cepas con el casete cromosémico tipo IV pu-
diera deberse a las propiedades que este tipo
de casete le aporta a la bacteria, tales como:
1) Su dimensién pequefia, que le permite
transferirse de forma mas simple y tener una
mayor rapidez de replicacion; 2) Un numero
pequeno de genes de resistencia a farmacos,
en contraste con los presentados por las cepas
que portan los SCCmec tipo |, Il o lll, y 3) Una
tasa de crecimiento mayor, que representa una
ventaja sobre otras bacterias en cuanto a la
colonizacién exitosa®".

En el presente estudio se encuentran cepas
SARM portadoras de los elementos SCCmecl
y SCCmeclV, que a su vez son asignadas al
complejo clonal CC5, las cuales se encuen-
tran colonizando pacientes que acuden a la
consulta externa del Hospital Universitario del
Caribe de la ciudad de Cartagena, Colombia.
Los clones SARM nosocomiales, como el Pe-
diatrico (ST5-SCCmeclV) y Chileno/cordobés
(ST5-SCCmecl), han ido reemplazando a los
clones tradicionales de AH-SARM. En Colom-
bia se han identificado estos clones hospita-
larios principalmente en hospitales de tercer
nivel en Bogota*. Sin embargo, estudios mas
recientes han reportado que cepas asociadas
a AC-SARM han comenzado a remplazar las
cepas tradicionales de AH-SARM?®%8, |o cual
se ha visto en paises como Estados Unidos y
Taiwan, donde la prevalencia de AC-SARM es
alta, describiéndose un aumento en su inciden-
cia en el ambito hospitalario.

En este estudio se encuentra una mayor
frecuencia del complejo clonal CC8, el cual
es el cuarto complejo clonal mas comun en
la mayoria de paises de Europa, asi como
en Argentina, Canada y los Estados Unidos,
representando en este pais a la mayoria de
aislamientos USA300 AC-SARM'. También
es el principal tipo segun la tipificacidon spa,

asociado con USA300-LV, que se ha reporta-
do en varios paises fuera de América Latina,
entre ellos Espafia, Italia, Bélgica, los Paises
Bajos, el Reino Unido y Australia . Por el
contrario, el complejo clonal (CC5), asociado
principalmente con el SCC mec tipo |, es uno
de los tipos spa mas comunes en América
del Sur, incluyendo Argentina, Brasil, Chile y
Paraguay, y se relaciona con el clon Chileno/
Cordobés®*%°, el cual fue encontrado con una
menor frecuencia en este estudio. Conside-
rando la naturaleza cambiante de los clones
SARM y su importancia en la vigilancia local,
es necesario hacer estudios longitudinales que
describan el comportamiento en el tiempo de
los clones SARM en los hospitales locales y
clinicas de la ciudad, en los cuales SARM es
prevalente.

Existen varios estudios a nivel de Colombia
y Latinoamérica con relacién a la infeccién y
colonizacién nasal con S. aureus'5'83, Sin
embargo, no existen estudios especificos de
colonizacién en pacientes con patologias na-
sales en la ciudad de Cartagena, por lo tanto,
resulta relevante un estudio de este tipo, los
cuales pudieran servir de base para el disefio
de estrategias dirigidas a optimizar el trata-
miento antibiotico frente a las multiples pato-
logias nasales, y asi lograr un control racional
de los mismos.

Los cambios constantes en la epidemiologia
del S. aureus confirman que esta bacteria sigue
siendo una importante amenaza para la salud
publica humana, de alli la importancia de la vigi-
lancia local y la difusion de los resultados, sobre
todo en paises en desarrollo como Colombia,
donde el conocimiento de la epidemiologia y
la dinamica de la transmisién de S. aureus aun
es limitada. La principal limitacion del presen-
te estudio fue que no se pudo determinar la
asociacion entre las variables clinicas de los
pacientesy las caracteristicas moleculares que
presentaron los aislamientos, por lo cual no
es posible establecer y documentar el vinculo
entre las patologias nasales y la colonizacién
por esta bacteria.
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