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ARTICULO ORIGINAL

Caracterizacion molecular de aislamientos invasores de
Streptococcus pneumoniae  resistentes a la penicilina
recuperados de pacientes adultos

Jaime Moreno, Elizabeth Castafieda
Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.

La resistencia de Streptococcus pneumoniae a la penicilina esta asociada con la dispersiéon de
ciertos clones internacionales. En Colombia, se ha establecido en la poblacion infantil la presencia
y circulacién de los clones 1-Espafia®F, 2-Espafia®®, 3-Espafia® y 25-Colombia?*". El objetivo
de este trabajo fue evaluar las relaciones clonales entre 80 aislamientos invasores de S.
pneumoniae con susceptibilidad disminuida a la penicilina recuperados de pacientes adultos.
El andlisis genotipico incluyé la electroforesis en campo pulsado (PFGE) del ADN cromosémico
digerido con la enzima Smal |, la restriccion de los genes de las proteinas de unién a la penicilina
(PBP) 1a, 2b y 2x y la distribuciéon de las familias de la proteina de superficie A (PspA) por dot-
blot y PCR. Los resultados mostraron que 2,5% de los aislamientos estaban genéticamente
relacionados con el clon 1-Espafia®f, 10% con el clon 2-Espafia® y 37,5% con el clon 3-
Espafia®. Ademas, 14% de los aislamientos de tipo capsular 23F y con resistencia intermedia a
la penicilina se relacionaron con el clon 25-Colombia?*F. Estos datos evidencian la circulacion de
clones internacionales, asi como de un clon colombiano en la poblacién adulta y sefialan su
importancia en la prevalencia de la resistencia a la penicilina en nuestro medio.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae, susceptibilidad disminuida a la penicilina,
aislamientos invasores, proteinas de union a penicilina, proteina de superficie A, clones.

Molecular characterization of invasive isolates of Streptococcus pneumoniae  with diminished
susceptibility to penicillin

Streptococcus pneumoniae penicillin resistance is associated with the international dispersion
of specifically identified strains. In Colombia, the presence and circulation of resistant strains
Spain?®F-1, Spain®-2, Spain® and Colombian?*-25 has been demostrated in children less than
5 years old. Strain identities were established for 80 penicillin resistant S. pneumoniae isolates
recovered from Colombian adult patients. Three approaches to genotypic characterization of the
strains wrere used: a) chromosomal DNA was digested with Sma |, and the products subjected to
pulse-field gel electrophoresis (PFGE); b) restriction enzyme fagment comparison of the penicillin
binding protein genes (pbp 1a, 2b and 2x), and c) pneumococcal surface protein A (PspA) family.
The results showed that 2.5% of the isolates were genetically related to Spain®**-1 clone, 10% to
Spain®-2 clone, 37.5% to Spain®-3, in addition, 14% of the capsular type 23F isolates were
related to the Colombia®¥F-25 clone and demonstrated an intermediate level resistance to
penicillin. Wide spread circulation of international strains as well as a Colombian strain highlighted
the importance of these clones in maintaining the prevalence of resistance to penicillin in
Colombia.

Key words: Streptococcus pneumoniae, disminished susceptibility to penicillin, invasive isolates,
penicillin binding proteins, pneumococcal surface protein A, clones.
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media, es responsable de la mayoria de los casos
de neumonia adquirida en la comunidad y uno de
los tres patégenos que mas cominmente causan
meningitis bacteriana (1). Sin embargo, la
frecuencia de estas infecciones en paises en via
de desarrollo no se conoce debido a problemas
de diagndstico y al inadecuado informe de casos
(2). El problema se incrementa al reconocer que
S. pneumoniae ha adquirido resistencia a la
mayoria de los agentes antimicrobianos (3). Los
aislamientos resistentes a la penicilina se han
descrito en todo el mundo, con unaincidencia que
supera el 50% en paises como Japén, Tailandia,
Vietnam y Corea (4), 60% en Espafa (5), 35% en
Estados Unidos (6) y 11% en Canada (7); en
América Latina, la incidencia varia del 15% en
Brasil hasta el 48% en México (8,9). En Colombia,
la resistencia a penicilina en el afio 2000 para
aislamientos invasores de nifios menores de 5
afos fue del 36% (10).

La resistencia a la penicilina involucra la
produccidén de formas alteradas de las proteinas
de unién a la penicilina (PBP) 1a, 2b y 2x, las
cuales son enzimas involucradas en el ensamblaje
y metabolismo del peptidoglicano de la pared
celular bacteriana (11,12). El incremento de la
resistencia a la penicilina es el resultado de la
adquisicién de genes de resistencia dentro de
lineas clonales susceptibles, la transmisién de
genes de resistencia a nuevos grupos clonales y
la dispersion de clones resistentes, un fenémeno
global y ampliamente documentado (13,14).
Actualmente, la red de epidemiologia molecular
del neumococo (The Pneumococcal Molecular
Epidemiology Network, PMEN) reconoce més de
20 clones diferentes (14). La caracterizacion
molecular de S. pneumoniae resistente a la
penicilina requiere el empleo de técnicas que
evallen las relaciones genéticas de los
aislamientos, el andlisis de los genes pbp y se
recomienda la aplicacién de, por lo menos, otra
técnica de tipificacion usando genes especificos
de especie o0 altamente conservados para
establecer y confirmar relaciones clonales (15,16).
Los genes de la proteina de superficie A (pspA),
presentes en todos los aislamientos de S.
pneumoniae constituyen un buen marcador
molecular (17). Estas proteinas se clasifican en

78

Biomédica 2003;23:77-86

tres familias y se pueden tipificar con el uso de
antisueros policlonales anti-PspA o por la
amplificacién de los genes que la codifican con la
reaccion en cadena de la polimerasa (18,19).

En Colombia, en 1994, a través del proyecto del
Sistema Regional de Vacunas (SIREVA) de la
Organizacién Panamericana de la Salud se inicié
un proyecto regional para vigilancia de la
distribucién de los tipos capsulares y de la
susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos
de S. pneumoniae, causantes de enfermedad
invasora en nifios menores de 5 afios (20). Los
estudios moleculares de los aislamientos
invasores con susceptibilidad disminuida a la
penicilina (SDP) demostraron la circulacion de los
clones internacionales 1-Espafia ¥, 2-Espafia
y 3-Espafia ®¥ y de un grupo clonal con serotipo
23F denominado como clon ‘colombiano’ (20,21)
y actualmente reconocido por la PMEN como el
clon 25-Colombia %F (minutas de la sexta reunién
del PMEN, ICAAC 2002), asociados con ciertos
perfiles de las PBP (21). De igual forma, se
determiné que el 95% de 40 aislamientos
pertenecian a las familias 1 (62,5%) y 2 (35%) de
la PspA, lo cual demuestra que esta proteina es
muy homogéneay puede ser un buen inmundgeno
en nuestro medio (22). Con los programas de
meningitis bacteriana aguda (MBA) e infeccidn
respiratoria aguda (IRA) del Grupo de Microbiologia
del Instituto Nacional de Salud, se inici6 la
vigilancia de S. pneumoniae aislado de procesos
invasores en poblacién mayor de 5 afios y se pudo
establecer que el 24,7% de los aislamientos
recuperados de pacientes mayores de 16 afios
presentaban SDP asociada con los tipos
capsulares 14, 23F, 9V, 6B y 19F (23). El objetivo
de este trabajo fue el de realizar una vigilancia
molecular de los aislamientos invasores de S.
pneumoniae con SDP recuperados de la poblacion
mayor de 14 afios para determinar los tipos
clonales prevalentes y circulantes en esta
poblacion.

Materiales y métodos
Aislamientos y caracteristicas de los pacientes

Se estudiaron 80 aislamientos invasores de S.
pneumoniae con SDP recuperados de pacientes
adultos (mayores de 14 afios). Los aislamientos
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fueron recibidos en el Grupo de Microbiologia,
como parte de los programas de vigilancia por el
laboratorio de MBA e IRA durante el periodo
comprendido entre junio de 1994 y diciembre del
2001. Los aislamientos estaban serotipificados
con lareaccién capsular de quellungy se conocian
sus patrones de resistencia expresada como la
concentracion inhibitoria minima (CIM) en mg/mi
a la penicilina, ceftriaxona, eritromicina,
cloranfenicol, trimetroprim-sulfametoxazol,
vancomicina y tetraciclina, determinada de
acuerdo con las recomendaciones del Comité
Nacional de Estandares para el Laboratorio Clinico
(National Committee for Clinical Laboratory
Standards, NCCLS) (24).

Los pacientes tenian de 15 a 89 afios; el 50%
eran hombres y procedian de diferentes regiones
del pais (Antioquia, Bogota, Risaralda, Santander,
Valle y Norte de Santander). Los aislamientos se
obtuvieron de hemocultivo (58,8%), liquido
cefalorraquideo (32,5%) y de otros liquidos cor-
porales (8,7%). El 58,8% de los pacientes tenian
diagnéstico de neumonia, 32,5% de meningitis y
8,7% de otros procesos invasores (sepsis, artritis
infecciosa). Los principales tipos capsulares de
los aislamientos estudiados fueron el 14 (37%),
seguido por el 23F (19%), 6B (12%) y 9V (9%); el
restante 23% se distribuy6 entre 11 serotiposy 3
aislamientos no serotipificables. En 38 (47,5%)
aislamientos se determind resistencia intermedia
a la penicilina (CIM=0,125-1,0 pg/ml) y en 42
(52,5%) resistencia alta (CIM=2,0 pg/ml).

Cepas de control y referencia

Para la PFGE se emplearon la cepa acapsular y
sensible a antibiéticos R6 (donada por Alexander
Tomasz, Rockefeller University, Nueva York),
utilizada como marcador interno de peso molecular
y de las condiciones de corrido electroforético y
los clones 1-Espafia®F, 2-Espafia®® y 3-Espafia®”
(sumunistrados por el Centro Nacional de
Streptococcus, NCS, Alberta, Canada), como
referencia para la asignacion de los patrones.
También se emplearon los aislamientos
colombianos INS Spn 13, serotipo 23F, Spn E-
296y Spn E-301 serotipo 14, Spn E-226 serotipo
6B, Spn E-147 serotipo 23F y Spn E-115 serotipo
19F. Para la determinacion de las familias de PspA
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por las técnicas de PCR y dot blot las cepas de
referencia fueron: B69739y EF10197 (familia 1) y
AC122,ATCC6303, BG11707 (familia 2) (donadas
por David Briles, Alabama University).

PFGE

Se realizé segun el protocolo de Soares y col.
(25) y las modificaciones de Vela y col. (21).
Brevemente, los aislamientos se cultivaron en
caldo Todd-Hewitt suplementado hasta alcanzar
la fase logaritmica de crecimiento. Las células
fueron embebidas en discos de agarosa de bajo
punto de fusién (Bio-Rad) y fueron digeridas con
la enzima de restriccion Smal (Promega) a una
concentracién de 20 U/ml; los fragmentos de
restriccion se separaron en geles de agarosa al
1% (Bio-Rad) por electroforesis en campo pulsado
usando el equipo CHEFF Il (Bio-Rad). Los geles
se colorearon con bromuro de etidio y se
visualizaron con luz ultravioleta. Los patrones de
las bandas se asignaron visualmente y se
clasificaron segun los criterios de Tenover (26);
igualmente, se analizaron con el programa de
cémputo Diversidad (Bio-Rad).

Determinacion del polimorfismo de
los genes pbp 1a, 2b y 2x

La extraccién del ADN se realizé por el método
de Pitchery col. (27). Para la amplificacién de los
genes pbp la, 2b y 2x por PCR se utilizaron los
iniciadores y protocolo previamente descritos (23).
Los fragmentos amplificados se digirieron con 5
U de la enzima Hinfl (Promega), se separaron en
geles de poliacrilamida al 8%, se colorearon con
bromuro de etidio y se visualizaron con luz
ultravioleta. Los perfiles se asignaron segun el
ndmero y posicion de las bandas, teniendo en
cuenta los informados por Velay col. (21).

Determinacion de las familias PspA
por PCR y dot-blot

Para la determinacion de las familias de PspA por
PCR se usaron los iniciadores informados por
Briles y col. (28) y la técnica utilizada por Vela 'y
col. (22). Los productos se corrieron en geles de
agarosa al 0,8% y se visualizaron con luz
ultravioleta. Las familias se asignaron por la
presencia de la banda especifica para cada fa-
milia (22). Para la técnica de dot-blot se realizo la
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extraccion de proteinas totales, se determiné su
concentracién por el método de acido bisincénico
y sulfato de cobre pentahidratado 11 (29) y se us6
la metodologia descrita por Briles y col. (28) y
Velay col. (22). La asignacion de las familias se
hizo por la presencia de una reaccion de color en
las membranas, comparandolas con las obtenidas
con los controles (22).

Resultados
Patrones electroforéticos

Con latécnica de electroforesis en campo pulsado
se obtuvieron de 10 a 16 fragmentos, con pesos
moleculares de 26,3 a 455,9 kb. Segun la
interpretacion sugerida por Tenover, los 80
aislamientos se agruparon en 29 patrones
definidos por las letras de la A hastala Z y las
dobles letras AB-AE con los subtipos Al, A2, B1
-B11, C1-C10 y D1-D4. El andlisis de los
resultados se realizé de acuerdo con su
distribucion por serotipo.

Serotipo 23F

Los 15 aislamientos serotipo 23F se distribuyeron
en 4 patrones electroforéticos: el A, conformado
por los subtipos Al y A2, cada uno con un
aislamiento y relacionados con el clon internacional
1-Espafia ZF (relacion genética mayor de 75%);
ambos presentaron alta resistencia a la penicilina

1 2 3 7 10 11 12 13 1 1 1 17 1 1

20 21 22 23
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(CIM=2,0 mg/ml), cloranfenicol, trimetroprim-sulfa
y tetraciclina. El patron C se subdividié en 10
subtipos (C1-C10) y estaba conformado por 11
aislamientos (13,8%), con un porcentaje de
similitud mayor de 80% con la cepa INS Spn E-
147 empleada como referencia del clon 25-Colom-
bia 2%%, todos con un nivel de resistencia intermedio
a la penicilina y variable a trimetroprim-sulfa y
tetraciclina (figura 1). Los dos aislamientos
restantes presentaron patrones electroforéticos
diferentes denominados como Ly M.

Serotipo 14y 9V

Los 30 aislamientos serotipo 14 y los 7 serotipo
9V se estudiaron en conjunto debido a que entre
ellos es un evento frecuente el intercambio de
genes capsulares por transformacion genética. Por
PFGE se obtuvieron 8 patrones electroforéticos
designados con las letras B a K; 30 aislamientos
conformaron el patrén By 11 subtipos de B (B1-
B11) con un corrido electroforético asociado con
el del clon 3-Espafia ®V. De estos 30 aislamientos,
8 tenian patrén B y fueron idénticos al clon 3, 12
aislamientos con patron B3 presentaron un
porcentaje de similitud mayor de 95% con el clon
y para 10 aislamientos el porcentaje fue mayor de
75% (figura 2). De los aislamientos con patrén B,
27 (90%) presentaron alta resistencia a la
penicilina y 18 (60%) tenian un perfil de

B

0.11 0.40 0.60 0.80 1.00

EE— Espania 23F

448

Figura 1. A: patrones de PFGE de los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 23F con el empleo de la enzima de restriccion
Smal. Carriles 1, 15y 23, marcador de peso molecular 1 kb. Carriles 2 y 14, cepa control R6. Carril 3, clon 1- Espafia 2F(patrén
A). Carriles 4 y 5, los aislamientos 941 y 671 con patron A1l y A2. Carriles 6 y 22, clon 25-Colombia 2% (patrén C), carriles 7
a 13, 16, 18, 20, 21, aislamientos 448 patron C1, 546 patron C3, 587 patron C2, 602 patrén C7, 609 patrén C5, 825 patron C4,
946 patrén C6, 1085 patron C9, 1276 C10, 1769 patrén C8 y 2000 patron C, respectivamente. Carriles 17 y 19, 1214 patron
My 1708 patrén L, respectivamente. B: dendrograma de los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 23F.
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Figura 2. Patrones de PFGE (A y B) de los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 14 y 9V con el empleo de la enzima de
restriccion Sma |. En A: carriles 1, 11 y 26, marcador 1 Kb. Carriles 2, 12 y 25, cepa control R6. Carril 13 clon 3-Espafia *v
(patron B). Carriles 14 y 23, aislamientos INS 189 e E-310 (patrén B). Carril 22, INS E-150 (patron B6). Carriles 3,15a 17 y
19, aislamientos 1838, 491, 1231, 1257 y 1942 con patr6n B. Carriles 4 a 6 y 24, aislamientos 1922, 1955, 2023 y 934 con
patron B3. Carriles 7, 8, 10 y 21, 1998 patron B1, 1983 patron B7, 466 patron B9 y 2028 patron B2. Carriles 9, 18 y 20, 445,
1852 y 1992 con patrones |, J y K, respectivamente. En B: Carriles 1 y 24, marcador 1 kb. Carriles 2 y 14, cepa control R6.
Carril 3, clon 3-Espafia ®". Carriles 10, 15 y 20, aislamientos 1703, 1680 y 1683 con patrén B. Carriles 4 a 8, 11, 18 y 19,
aislamientos 719, 804, 922, 1031, 1206, 1801, 1842 y 1932 con patron B3. Carriles 9, 12, 21 y 22, 1268 patrén B6, 1806
patron B4, 1837 patron B5 y 818 patron B8. Carriles 13, 16, 17 y 23, aislamientos 921, 1712, 1839 y 945 con patrones E, F,
G y H, respectivamente. No se muestran los patrones electroforéticos de los aislamientos 1851 (patrén B10) y 2001 (patron
B11). En C: dendrograma de los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 14 y 9V.
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susceptibilidad antimicrobiana idéntico al del clon
3-Espafia %", es decir, resistentes a penicilina y
trimetroprim-sulfa, susceptibilidad intermedia a
ceftriaxona y sensibles a eritromicina,
cloranfenicol, vancomicina y tetraciclina.

Serotipo 6B

Los 10 aislamientos serotipo 6B presentaron un
sélo patron D y 4 subtipos (D1-D4), los cuales
estan relacionados con los perfiles electroforéticos
del clon 2- Espafia °&; el porcentaje de similitud
para el patrén D con respecto al clon 2 fue de
100% para D1, de 95% para D3, de 92% y mayor
de 75% para los patrones D2 y D4 (figura 3). Todos
los aislamientos fueron resistentes a penicilina,
trimetroprim-sulfa y cloranfenicol, 90% a
tetraciclina, 80% a ceftriaxona y 70% a
eritromicina.

Aislamientos con otros serotipos

Dieciocho aislamientos se distribuyeron en 11
serotipos y 17 patrones electroforéticos. Con
excepcidn de 2 aislamientos no serotipificables,
gue presentaron el patrén Gnico Q, los restantes
presentaron diferentes patrones electroforéticos.
Al comparar estos patrones no se encontro
ninguna asociacion con respecto a los clones
internacionales referenciados. Sin embargo, la

A
12 3 4 5 6 7 8 9

-
-
—
-
-
-
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mayoria de estos aislamientos (95%) presentaban
una resistencia intermedia a la penicilina.

Perfiles de restriccion de
los genes pbp 1a, 2b 'y 2x

Por medio de la restriccién de los genes pbp con
la enzima Hinf | se determinaron 9 patrones de
restriccién para pbp 2b, 15 para pbp 2x y 3 para
pbp 1a, que conformaron 25 perfiles, de los cuales
los més frecuentemente encontrados fueron el |
(21,25%), el 11 (16,25%) y el 1l (21,25%); los 22
perfiles restantes (IV - XXV) se distribuyeron entre
32 aislamientos. En forma general se observo que
existia una asociacién entre serotipos, patrones
de PFGE y perfiles de las PBP, el perfil | se observé
en los aislamientos de tipo capsular 23F con
patrén A, en los serotipos 14y 9V con patron By
en algunos subtipos diferentes del B3. El perfil II
se encontr6 casi exclusivamente asociado con los
aislamientos 23F con patrén C. De igual manera,
el perfil Il sélo se encontrd en los aislamientos
con serotipo 14 y particularmente en el subtipo B
3. Los perfiles VI y VIl se observaron en los
aislamientos 6B, patrén D. Sélo 2 perfiles se
encontraron en dos o mas aislamientos con
serotipos diferentes, el XVI, patrones K, O, AB,
AC y AE, y el perfil VIII en 2 aislamientos no
serotipificables.

B

10 11 12 13 14 15 16 0.66 0.80 0.90 1.00

+ 1

787
1675

1178
1176

——— E-226
875
1096

1995
1727
1822
1232
Espafia6B-2

Figura 3. A: Patrones de PFGE de los aislamientos de S. pneumoniae serotipo 6B con el empleo de la enzima de restriccion
Sma I. Carriles 1y 16, marcador de peso molecular 1 kb. Carriles 2 y 15, cepa control R6. Carril 3, clon 2-Espafia °® (patrén
D). Carril 13, INS Spn E-226 serotipo 6B (patrén D). Carriles 6 a 9, 1727, 1995, 1822, 1232 con patron D. Carriles 4y 11, 1096
y 875 con patron D1. Carriles 10 y 12, 1176 y 1178 con patron D3. Carriles 5 y 14, 1675 patron D2 y 787 patron D4. B:
dendrograma de aislamientos de los S. pneumoniae serotipo 6B.
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Determinacion de los perfiles de PspA

Por medio de la amplificacion por PCR del gen
pspA, 33 (41,3%) aislamientos presentaron
productos de amplificacion correspondientes con
los de la familia 1, 43 (53,7%) amplificaron con
los iniciadores para la familia 2, y 4 (4,9%)
amplificaron para los genes de ambas familias.
Por la técnica de dot-blot para la proteina PspA,
32 aislamientos se agruparon en la familia 1
(39,5%), 45 (55,6%) en la familia 2, y 3
aislamientos reaccionaron con ambos anticuerpos.
Al comparar las dos técnicas se obtuvo un
porcentaje de concordancia de 92,5%.

Distribucién de los clones segtn
procedencia y diagndstico

Los datos indicaron que los clones internacionales
1, 2 y 3 circulaban en Antioquia y Bogota. En
Antioquia se recuperaron aislamientos
genéticamente relacionados con los 4 clones,
mientras que en Bogota, el clon prevalente fue el
3 (57%) con aislamientos del subtipo B3 y no se
recuperaron aislamientos relacionados con el clon
25-Colombia®F. A pesar del reducido nimero de
aislamientos recuperados en los otros tres
departamentos, se pudo establecer la circulacion
de, al menos, un clon internacional en ellos. Al
relacionar los clones con el diagndstico, los datos
sefialaron que 27% de los casos de meningitis
fueron causados por aislamientos relacionados
con el clon 3, 19% por el clon 25 y 15% por el
clon 2. El 40% de las neumonias fueron
ocasionadas por aislamientos relacionados con
el clon 3, 13% por el clon 25y 11% por el clon 2.
Discusién

Los estudios de tipificacion molecular han
permitido identificar clones de S. pneumoniae
resistentes a penicilina, algunos de los cuales
presentan una dispersion global. En 1990, Mufioz
y col. (30) demostraron la dispersion del clon 1-
Espafia®F a los Estados Unidos, el cual fue
posteriormente identificado en diferentes regiones
del mundo (4,16,21,31). Varios estudios en
Suramérica han establecido una baja frecuencia
en la recuperacion de aislamientos de S.
pneumoniae relacionados con el clon 1 en
poblacién infantil (32-34), los cuales contrastan
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con los obtenidos en México, donde los
aislamientos relacionados con este clon tienen
una prevalencia de 66% (9), similar a la obtenida
en los paises asiaticos donde la resistencia a la
penicilina asociada con el clon 1 supera 50% (4).

En Colombia, Castafieda y col. estudiaron por
PFGE un grupo de 59 aislamientos invasores de
S. pneumoniae y encontraron que 13,6%
presentaban caracteristicas electroforéticas
comunes a las del clon 1 (20); un estudio posterior
demostré que 8,9% de los aislamientos con SDP
recuperados en nifios menores de 5 afios estan
relacionados con este clon (21). En nuestros
resultados, sélo 2,5% de los aislamientos estaban
relacionados con el clon 1-Espafia®®F, tenian en
comun el perfil PBP I, las caracteristicas
fenotipicas de multirresistencia idénticas a las del
clony expresaban la proteina PspA de la familia
2. Laclonalidad de los genes pbp en aislamientos
23F con un mismo genotipo, pero de distinta
procedencia, fue demostrada por Mufioz y col. (35)
y la presencia del gen pspA familia 2 en el clon 1
por Beall y col. (17). Lo anterior aporta evidencia
de la circulacién del clon 1 en nuestro medio, tanto
en la poblacién infantil como en la adulta.

Desde los primeros estudios de caracterizacién
molecular de aislamientos colombianos de S.
pneumoniae se establecio la circulacion del clon
25-Colombia®F en la poblacion infantil (20,21).
Nuestros resultados aportan evidencia de la
presencia de este grupo clonal en la poblacién
adulta, en la cual representan 13,8% de los
aislamientos estudiados que comparten un mismo
patrén PFGE, perfil PBP Il (82%) y familia PspA
1 (91%). Todos estos aislamientos presentaron
resistencia intermedia a la penicilina y patrones
unicos de restriccion de los genes pbp 2x, 2b y
1a, lo que sugiere una evolucién independiente
de estas formas de baja afinidad de las PBP,
posiblemente debido a la presion selectiva por el
antibiotico o a eventos de recombinacion genética
de los genes pbp, los cuales, una vez formados,
se han establecido a través del tiempo (36).

Por medio de PFGE , Moissenett y col. observaron
que algunos aislamientos serotipo 14 estaban
estrechamente relacionados con los patrones de
restriccion del clon serotipo 9V espafiol y
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demostraron que aislamientos con diferente tipo
capsular pueden estar relacionados genéticamente
(37). Aeste clon se le denomind clon 3-Espafia®,
con el serotipo 14 como su principal variante
(13,37). El clon 3-Espafia®’ es altamente prevalente
en los aislamientos con SDP recuperados de
nifios menores de 5 afios en paises suramericanos
(21,32-34) y se recupera con menor frecuencia
en México y Estados Unidos (9,38). Esto ha
permitido establecer una distribucién regional de
los clones 1y 3; el clon 1-Espafia® es mas
prevalente en la zona norte de América, mientras
que el clon 3- Espafia® se recupera con mayor
frecuencia en la parte sur del continente
(38).Segun los patrones electroforéticos obtenidos
en nuestro estudio, 83,3% de los aislamientos
serotipo 14 y 71,5% del 9V estan relacionados
con el clon 3. El 40% de estos aislamientos
expresaron el perfil PBP | encontrado en el clon
1, un ejemplo de la dispersién horizontal de
determinantes de resistencia en S. pneumoniae
como resultado de la transformacion natural
(36,39). El perfil PBP IIl se encontré en 50% de
los aislamientos, principalmente en los del subtipo
B3, y tenian un patrén de restriccién del gen pbp
2b diferente al observado en el perfil I, resultado
de eventos de recombinacion genética que alteran
el sitio de reconocimiento de la enzima pero no
afectan el fenotipo de resistencia (15). Ademas,
93% de estos aislamientos expresaron la proteina
de superficie A de la familia 2; esta similitud los
relaciona con el clon 3-Espafia® y sugiere un
ancestro evolutivo comun (17,35).

El fenotipo del clon 2-Espafia®® fue identificado en
Espafay a finales de los afios 80 lleg6 a Islandia
donde se establecié como el clon dominante (40).
En América se han informado aislamientos
relacionados con el clon 2 en Colombia, Chile,
Estados Unidos y Brasil (21,33,38,41). Todos los
aislamientos que expresaron el tipo capsular 6B,
se encontraron relacionados por PFGE, patrones
de resistencia a antimicrobianos y expresion de
PspA con el clon 2-Espafia®®. Los perfiles de PBP
fueron muy heterogéneos en este grupo clonal,
similar a lo observado en los aislamientos 6B
recuperados de nifios (21). No obstante, se
pudieron establecer ciertas subpoblaciones
clonales; un primer grupo tenia el perfil PBP Vly
un segundo grupo, el perfil PBP VII.
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Los aislamientos con otros tipos capsulares no
se relacionaron electroforéticamente con clones
internacionales, presentaron un alto polimorfismo
de los genes pbpy la distribucién de la proteina
PspA fue equivalente para ambas familias. Lo an-
terior indica que la variabilidad observada por
tipificacion capsular se relaciona con la
heterogeneidad genética de los aislamientos (40).
En estos aislamientos se observé la transferencia
horizontal de genes pbp de S. pneumoniae a
aislamientos con diferente tipo capsular; el perfil
PBP Il caracteristico del clon 25-Colombia®F se
encontré en dos aislamientos serotipo 15B y 19B
no relacionados electroforéticamente con el clon
y el perfil XVI en 4 aislamientos con diferente
serotipo y patrén PFGE. Se puede asumir que
han adquirido resistencia a la penicilina por medio
de eventos genéticos independientes a través de
transformacién genética o mutaciones en los
genes pbp (35). Ademas, estos aislamientos
pueden representar la emergenciay dispersion de
nuevos grupos clonales que enfatizan la
importancia de los programas de vigilancia
epidemiolégica.

Los resultados de tipificacion molecular
determinaron la presencia y circulacion de los
clones internacionales 1, 2, 3y 25 como agentes
causantes de meningitis y neumonia en la
poblacién adulta, especialmente del clon 3-
Espafia®, el cual se aislé de 40% de los pacientes
con diagndstico de neumonia. Estos clones
internacionales representan 52,5% de los
aislamientos resistentes a la penicilina y se
recuperaron de pacientes en diferentes lugares
geograficos de nuestro pais, principalmente de
Bogota (48%) y el departamento de Antioquia
(33%), posiblemente debido a que son las zonas
con mayor poblacion y econdbmicamente mas
activas, donde la industria y el turismo estimulan
constantemente la presencia de viajeros locales
e internacionales, de forma tal que la densidad
poblacional favorece la prevalencia del clon, los
procesos migratorios, su diseminacién y la
eficiencia del sistema de salud, la recuperacién
del aislamiento.

Las altas tasas de intercambio genético por
recombinacion entre estas bacterias naturalmente
transformables, la dispersion de clones resistentes
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y la introduccién de una nueva vacuna en el
mercado, que pueden afectar la prevalencia de
los clones existentes y seleccionar nuevos grupos
clonales con ventajas adaptativas, hacen
necesario mantener el sistema de vigilancia
epidemioldgica tanto del fenotipo como del
genotipo de S. pneumoniae en nuestra poblacion.
Ademas, el conocimiento de la prevalencia y
dispersion de los grupos clonales involucrados
mas frecuentemente con el desarrollo de
infecciones y resistencia a antimicrobianos
permite concentrar esfuerzos tendientes a disefiar
nuevas estrategias preventivas para el control de
la enfermedad neumocdcica y disminuir asi tanto
su morbilidad como la mortalidad.
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