A Biomédica

Biﬂ. me dica ISSN: 0120-4157

Buviwts dled Ineviouno P acammal do Sefud blomedlca@lns.gov.co
Instituto Nacional de Salud

Colombia

Escobar-Pérez, Javier Antonio; Castro, Betsy Esperanza; Marquez-Ortiz, Ricaurte Alejandro; Gaines,
Sebastian; Chavarro, Bibiana; Moreno, Jaime; Leal, Aura Lucia; Vanegas, Natasha
Aislamientos de Staphylococcus aureus sensibles a meticilina relacionados genéticamente con el clon
USA300, ¢origen de los aislamientos SARM de genotipo comunitario en Colombia?
Biomédica, vol. 34, num. 1, abril, 2014, pp. 124-136
Instituto Nacional de Salud
Bogota, Colombia

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84330489015

Coémo citar el articulo [ &\ /!

Numero completo . -, o
P Sistema de Informacion Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84330489015
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=84330489015
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=843&numero=30489
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=84330489015
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=843
http://www.redalyc.org

Biomédica 2014;34(Supl.1):124-36
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.1661

ARTICULO ORIGINAL

Aislamientos de Staphylococcus aureus sensibles a meticilina
relacionados genéticamente con el clon USA300, ¢ origen de los
aislamientos SARM de genotipo comunitario en Colombia?

Javier Antonio Escobar-Pérez', Betsy Esperanza Castro', Ricaurte Alejandro Marquez-Ortiz',
Sebastian Gaines', Bibiana Chavarro', Jaime Moreno?, Aura Lucia Leal®, Natasha Vanegas'*

' Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana, Universidad El Bosque, Bogota, D.C., Colombia

2 Grupo de Microbiologia, Direccion de Investigacion en Salud Publica, Subdireccion de Investigacién Cientifica y
Tecnoldgica, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

8 Grupo para el Control de la Resistencia Bacteriana en Bogota, Universidad Nacional de Colombia, Bogotéa, D.C.,
Colombia

4 13 Institute, Faculty of Science, University of Technology Sydney, Sydney, Australia

Institucion donde se realizo el estudio: Universidad El Bosque, Bogota, D.C., Colombia.

Introducciéon. USA300 es un linaje genético que se encuentra en aislamientos de Staphylococcus
aureus sensibles (SASM) y resistentes a meticilina (SARM). Actualmente, en Colombia las infecciones
por SARM en hospitales y en la comunidad son causadas principalmente por un clon con genotipo
comunitario (SARM-GC) relacionado genéticamente con el clon USA300. El origen de esta variante es
aun desconocido.

Objetivo. Identificar y caracterizar aislamientos de S. aureus resistentes y sensibles a meticilina
con el fin de aportar informacién para establecer un posible origen de los aislamientos SARM-GC
en Colombia.

Materiales y métodos. Se realizd una caracterizacion de aislamientos SASM relacionados con el clon
USAB00 detectados a partir de un andlisis de 184 aislamientos de S. aureus (90 SARM y 94 SASM)
causantes de infecciones. La relacion genética de los aislamientos se determin6 por electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE), tipificacién de secuencias multilocus (MLST) y tipificacién del gen de
la proteina A (spa).

Resultados. De los 184 aislamientos, 27 (14,7 %) presentaron caracteristicas moleculares y relacion
genética con el clon USA300, y de ellos, 18 fueron SARM y nueve fueron SASM. Todos los aislamientos
SARM relacionados con este clon albergaban un casete estafilococico cromosémico mec (SCCmec)
IVe (3.1.2). En ningun aislamiento SASM se detectaron secuencias remanentes de SCCmec o una
duplicacion del sitio atiB que evidenciaran la pérdida del casete.

Conclusion. El origen de los aislamientos SARM-GC en Colombia probablemente se encuentre
en la diseminacion de clones SASM relacionados con el clon USA300 que adquirieron el SCCmec
IVc posteriormente.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina, infeccion, Colombia.
doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.1661

Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus isolates related to USA300 clone: Origin of
community-genotype MRSA in Colombia?

Introduction: USA300 is a genetic lineage found both in methicillin-resistant (MRSA) and methicillin-
sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) isolates. In Colombia, hospital and community MRSA
infections are caused by a USA300-related community genotype MRSA (CG-MRSA) clone. The genetic
origin of this clone is unknown yet.

Objective: To identify and characterize methicillin-resistant (MRSA) and methicillin-sensitive S.
aureus (MSSA) isolates in order to improve the information about the origin of the CG-MRSA isolates
in Colombia.

Materials and methods: USA300-related MSSA isolates were detected and characterized from a
study of 184 S. aureus isolates (90 MRSA and 94 MSSA) recovered from infections. The genetic
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Aislamientos SASM-USA300 en Colombia

relatedness of the isolates was established by means of pulsed field gel electrophoresis (PFGE),
multilocus sequence typing (MLST) and protein A gene typification (spa typing).

Results: Among 184 isolates, 27 (14.7%) showed molecular characteristics and genetic relationship
with the USA300 clone, of which 18 were MRSA and nine were MSSA. All USA300-related MRSA
harbored Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) IVc (3.1.2). In the MSSA isolates,
SCCmec remnants or attB duplicate sites were not detected.

Conclusions: In Colombia, the CG-MRSA isolates probably originated in the dissemination of an
USA300-related MSSA clone which later acquired SCCmec IVc.

Key words: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, infection, Colombia.

doi: http://dx.doi.org/10.7705/biomedica.v34i0.1661

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram
positiva, comensal y patégena de gran importancia
clinica, ya que es responsable de una amplia gama
de infecciones que incluyen desde infecciones
leves de piel y tejidos blandos hasta otras graves
como la neumonia, la endocarditis y el choque
téxico. Ademas, esta bacteria tiene la capacidad
de adaptarse rapidamente a presiones selectivas
del medio, asi como de diseminarse y colonizar a
su huésped debido a la amplia variedad de factores
de virulencia que expresa (1).

Se denomina con el nombre de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (SARM) a los
aislamientos de S. aureus que han adquirido el gen
mecA o mecC, los cuales codifican las proteinas
de unién a penicilina 2a (PBP2a), confiriéndole
al microorganismo resistencia a la mayoria de
antibidticos betalactamicos. Estos genes son
transportados por el casete estafilococico cromo-
sémico mec (Staphylococcal Cassette Chromosome
mec, SCCmec), un elemento genético mévil que
se inserta en un sitio especifico del cromosoma
bacteriano denominado attB, y estd inmerso en un
marco abierto de lectura (Open Reading Frame,
ORF) altamente conservado denominado orfX (2).
Por otro lado, los aislamientos que son sensibles a la
oxacilina (la mayoria de antibiéticos betalactamicos)
son conocidos como S. aureus sensibles a meticilina
(SASM). Aunque el primer aislamiento SARM fue
detectado hace mas de 50 afios, aproximadamente
la mitad de las infecciones hospitalarias por S.
aureus son causadas por aislamientos SASM,
lo cual sugiere que estos ultimos, a pesar de no
tener SCCmec, deben tener ventajas genéticas que
favorecen su diseminacion.

Correspondencia:
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7B bis N° 132-11, Edificio Rectoria, segundo piso, Bogota, D.C.,
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El USA300 es un clon SARM detectado en el afio
2000 en Estados Unidos que causa principalmente
infecciones de piel y tejidos blandos y neumonias
complicadas en personas de la comunidad (3).
Actualmente, este clon se ha diseminado a varios
continentes (4-7). El USAS300 tiene las siguientes
caracteristicas moleculares: un tipo de secuencia
8 (ST8), tipo de spa t008, SCCmec IVa, grupo de
agr 1, y posee los genes IukS-PV/lukF-PV, sek,
seq, bsaB'y sak, que codifican para la leucocidina
Panton Valentine (PVL), la enterotoxina Q, la
enterotoxina K, la bacteriocina y la estafilocinasa,
respectivamente. En este clon, ademas, se identi-
ficd por primera vez el elemento mdvil para el
catabolismo de la arginina (Arginine Catabolic
Mobile Element, ACME), el cual se ha propuesto
como un elemento que aumenta la capacidad de
la bacteria de sobrevivir en ambientes acidos y en
anaerobiosis (3).

En Colombia y en varios paises de Suramérica
se ha reportado la diseminacion de aislamientos
SARM asociados a la comunidad (SARM-AC), los
cuales causan infecciones no solo en personas
en la comunidad, sino también en pacientes
hospitalizados (8-11). La mayoria de estos aisla-
mientos presentan caracteristicas moleculares
similares al clon USA300 diseminado en Estados
Unidos: la ST8 y los genes IukS-PV/lukF-PV, seq,
sek y bsa (8-10). Sin embargo, estos aislamientos
no poseen el elemento ACME, presentan un
patron de restriccion gendémico con la enzima
Smal diferente (cuatro bandas de diferencia) y un
SCCmec diferente de IVc (8-10). El origen de esta
variante del clon USA300 aun se desconoce.

Para entender la dindmica de poblaciones, el origen
y la posible evolucién de los aislamientos SARM-
GC en Colombia, en este trabajo analizamos
las caracteristicas microbioldgicas, genéticas y
moleculares de aislamientos SASM relacionados
con el clon USA300 recuperados durante el afio
2007, poco después de los primeros reportes de
SARM-GC en Colombia, ya que la primera infeccién
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por este tipo de aislamientos en nuestro pais se
reportd6 en diciembre de 2006. Los resultados
encontrados permiten sugerir que el posible origen
de los aislamientos SARM-GC en Colombia se
encuentra en la diseminacién de un clon SASM
relacionado con el clon USA300 que adquirié un
SCCmec IVc (3.1.2).

Materiales y métodos
Aislamientos bacterianos

Se analizaron 184 aislamientos de S. aureus
recolectados de manera prospectiva y secuencial a
partir de infecciones invasivas de pacientes adultos
(18 a 65 afos) atendidos entre enero y diciembre de
2007 en un hospital de cuarto nivel de Bogota, y que
fueron almacenados en el Laboratorio de Genética
Molecular Bacteriana de la Universidad El Bosque
(se seleccion6 un aislamiento por paciente).

Confirmacion de especie y sensibilidad de los
aislamientos a 11 tipos de antibiéticos

La especie y la resistencia a meticilina de los
aislamientos se confirmé por la amplificacién de los
genes nucy mecA de acuerdo con las condiciones
descritas previamente (12). La concentracion inhi-
bitoria minima (CIM) de los aislamientos frente a
oxacilina, gentamicina, vancomicina, ciprofloxacina,
eritromicina, clindamicina, rifampicina, cloranfenicol,
trimetroprim-sulfametoxazol, tetraciclina y linezolid
se determind por medio del método de dilucion en

Biomédica 2014;34(Supl.1):124-36

agar siguiendo los parametros establecidos por el
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013
(13). La cepa de S. aureus ATCC 29213 se utilizé
como control.

Determinacion del tipo SCCmec, el tipo de spa
y el grupo de agr

El tipo y subtipo de SCCmec de los aislamientos
SARM se establecié segun lo reportado previa-
mente (14,15). En los aislamientos con un SCCmec
IVc o IVE el subtipo se confirmé por medio de
la amplificacion de fragmentos especificos de
la regién J3 utilizando los iniciadores GP183 a
GP180 (cuadro 1) (12,16,17). Las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes: 94 °C por cuatro
minutos; 30 ciclos de 94 °C por 30 segundos, 48 °C
por 30 segundos y 72 °C por un minuto, y una
extension final a 72 °C por siete minutos.

Para la amplificacion diferencial de las regiones
J3 de los subtipos IVc (1V.3.1.2) y IVa (IV.1.1.1) se
utilizaron los iniciadores GP334 a GP339 en las
siguientes condiciones: 94 °C por cinco minutos;
30 ciclos de 94 °C por un minuto, 47 °C por un
minuto, 72 °C por 10 minutos, y una extension final
a 72 °C por 20 minutos.

Las cepas USA300 (Iva, IV.1.1.1), 81/108 (IVc,
IV.3.1.1), AR543 (IVc, 1V.3.1.2) y AS7654 (IVE,
IV.3.1.4) se utilizaron como control y fueron propor-
cionadas por Keiichi Hiramatsu y Teruyo Ito de la
Universidad de Jutendo, Japén.

Cuadro 1. Principales iniciadores utilizados para la caracterizacion de la region J3 del SCCmec1V.3.1.1 (IVc), IV.3.1.1 (IVc), IV.1.1.1

(IVa) y IV.3.1.4 (IVE)

Iniciador Secuencia Posicién? Tamano Especificaciones Referencia
(pb)
Cadigo Nombre
GP183 JIVcF CCATTGCAAATTTCTCTTCC 14.713 - 14.230 483 Regién J1 de IVc (IV.3.1.1), (16)
GP184 JIVeR ATAGATTCTACTGCAAGTCC IVe (IV.3.1.2) y IVE (IV.3.1.4) (16)
(control interno)

GP175 IVe-1 F TCCCAACCCCTTTA GA 3.567 - 3.967 400 Iniciador especifico para la Este estudio
GP176 IVe-1 R CCATTTCGTTGACTTTGTCG region J3 de IVc (IV.3.1.1) Este estudio
GP177 IVc-2 F TCAATTTCGCTGTCTTCCTG 4.395-4.718 325 Iniciador para la region J3de  Este estudio
GP178 IVe-2 R ATGCTGCAAAACAAAGAGCA IVe (IV.3.1.2) y IVa (IV.1.1.1) Este estudio
GP179 IVE-4 F CGCTGACTTAGAAGGGCAAG 5.910 - 6.160 251 Iniciador especifico para la Este estudio
GP180 IVE-4 R CCGTAATTGCAGCATTTTGA region J3 de IVE (IV.3.1.4) Este estudio
GP334 mecAlong ATGAGCTATATGAGAACGGT (-)46 - 5.092 5138 genes mecA y orfX Este estudio
GP164 orfX GGATCAAACGGCCTGCACA (17)
GP171 mecA-S ATTGCTGTTAATATT GAGTTGAA 948 - 775 174 gen mecA (12)
GP172 mecA-AS CTTACAAGTGCTAATAATTCACCTGTT (12)
GP338 NestedJ3-1  CAAGGATGTTATCACTGTAG PV Tve Iniciadores sentido para el Este estudio
GP339 Nestedd3-2 TTATATCGTGCCATTGATGC gen tnp de la regién J3 de Este estudio

IVe (IV.3.1.2) y IVa (IV.1.1.1)

a. Teniendo como referencia el inicio de la region J3 del SCCmec, a excepcion de los iniciadores GP183 y GP184, que tienen como referencia el

inicio del SCCmec.
b. Posicion variable
c. Tamafio variable
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El tipo de spa se determind utilizando las condiciones
descritas por Harmsen, et al. (18), pero con
los iniciadores GGATCAAACGGCCTGCACA vy
TAAACCAATTTGATAGGGCCG, y la clasificacién se
realizé de acuerdo con los criterios sugeridos por
el Ridom SpaServer (http://spaserver.ridom.de). El
grupo de agr se determind segun la metodologia
reportada por Gilot, et al. (19).

Determinacion de la posible escision del
SCCmec

La posible escision del SCCmec en los aislamientos
SASM se determiné por medio de la busqueda de
fragmentos residuales de este casete utilizando
el ensayo IDI-SARM (20) y por la amplificacion
y secuenciacion del sitio atiB y sus alrededores
con los iniciadores y en las condiciones descritas
previamente (17). Debido a la variabilidad
genética encontrada después del marco orfX,
con esta ultima metodologia también se utilizaron
los iniciadores TAAACCAATTTGATAGGGCC vy
CCTCCCACAATTTACCACCTC, localizados corriente
abajo del sitio atiB.

Deteccion de genes para factores de virulencia
y ACME

Los genes lukF-PV y IukS-PV, seq, sek, sem, seo,
bsaB'y sak se detectaron por medio de PCR. Los
aislamientos positivos para PVL se confirmaron por
medio de la PCR descrita por Lina, et al. (21). La
localizacion de los genes seqy sekdentro de laisla
de capacidad patégena 5 fue confirmada por PCR
utilizando un iniciador especifico de seq o sek y
el iniciador AYGGTGCAGTTATTCCTG, localizado
corriente arriba del sitio de insercion de esta isla
en el genoma de S. aureus. La presencia de la isla
de capacidad patogena 5 se confirmo por medio de
la amplificacion del gen sausa300_0808 utilizando
los iniciadores TAATCATGGCTCGCATTTTG vy
GCGTTATCTTGGCTTTGGTC. El elemento ACME
se determin6 por medio de la amplificacion de los
genes arcC y opp utilizando las parejas de inicia-
dores especificos GGTTTAAATTATGCGGCGGA,
AACTAGTGTTCCATGAGTGAT y GCAAATCTGTA
AATGGTCTGTTC, GCTGACGTTGCACTTTTTCA,
respectivamente, disefiados en este estudio. Las
cepas USA300-0114, N315 y Mu50 se utilizaron
como control en estos ensayos.

Determinacién de la relacion genética

La relacion genética de los aislamientos se
determind por medio de restriccion gendmica
con la enzima Smal y posterior separacion por
electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed

Aislamientos SASM-USA300 en Colombia

Field Gel Electrophoresis, PFGE) de acuerdo con
las condiciones descritas por Chung, et al. (22).
Los resultados de PFGE se analizaron utilizando el
software GelCompar II™ (Biorad), con el coeficiente
Dice y una tolerancia de 1,5 %. La interpretacion de
la relaciéon genética de los pulsotipos encontrados
se realizé de acuerdo con los criterios sugeridos
por Tenover, et al. (23). El tipo de secuencia se
estableci6 segln la metodologia descrita por
Enright, et al., (24) y el polimorfismo de los genes
arcC y gmk de acuerdo con las condiciones
reportadas previamente (25).

Resultados
Relacion genética de los aislamientos

De los 184 aislamientos de S. aureus analizados,
90 (48,9 %) fueron SARM y 94 (51,1 %), SASM.
En el cuadro 2 se presenta una comparacion de
las caracteristicas encontradas en estos dos tipos
de aislamientos.

Segun el patrén de bandas obtenido por PFGE, de
los 90 aislamientos SARM analizados, 68 (75,6 %)
se relacionaron con el clon chileno (patron F), 39
(43,3 %) de estos aislamientos con pulsotipos
indistinguibles y 29 (32,2 %) aislamientos con
pulsotipos estrechamente relacionados (<3 bandas
de diferencia), 18 (20,0 %) aislamientos presen-
taron ocho pulsotipos diferentes que estuvieron
relacionados con el clon USA300 (patron U) (<6
bandas de diferencia), dos (2,2 %) aislamientos
presentaron un pulsotipo indistinguible respecto al
clon pediatrico (patrén D) y dos (2,2 %) aislamientos
presentaron pulsotipos no relacionados con los
clones chileno, pediatrico y USA300 (figura 1).

Entre los 94 aislamientos SASM se encontraron 70
pulsotipos diferentes y se organizaron en 21 grupos
genomicos (figura 1). El 54,2 % de los aislamientos
SASM (n=51) se clasificaron en cuatro grupos
genomicos E, B, Hy U con 21 (23,3 %), 11 (12,2 %),
10 (11,1 %) y nueve (10,0 %) aislamientos,
respectivamente. Los nueve aislamientos que
conforman el grupo U se relacionaron con el
clon USA300 y solo se encontr6 un aislamiento
SASM asociado con el clon chileno (F) (figura 1).
Estos resultados muestran una mayor variabilidad
genética de los aislamientos SASM comparada
con el comportamiento ‘clonal’ de los aislamientos
SARM como se ha reportado en otros estudios a
nivel mundial (26-28).

Los 68 aislamientos SARM relacionados gené-
ticamente con el clon chileno presentaron un
SCCmec de tipo |, eran multirresistentes, con
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Cuadro 2. Comparacion de las principales caracteristicas encontradas en todos los aislamientos y las encontradas en los
aislamientos relacionados con el clon USA300. Los valores més altos se resaltan en negrilla.

Caracteristica

Todos los aislamientos (n=184)

Aislamientos relacionados con USA300 (n=27)

SASM (n=94) SARM (n=90) SASM (n=9) SARM (n=18)
Fuente n (%) n (%) n (%) n (%)
Sangre 34 (36,1) 54 (60,0) 2 (22,2) 7 (38,9)
Secrecién de herida quirdrgica 18 (19,2) 22 (24,4) 2 (22,2) 5 (27,8)
Secrecién de piel y tejidos blandos 10 (10,6) 6 (6,6) 4 (44,4) 6 (33,3)
Orina 4 (4,2) 2 (2,2 1 (11,1) 0 (0,0)
Liquido cefalorraquideo 0 (0,0) 1 (1,1) 0 (0,0 0 (0,0
Secreciones broncoalveolares 9 (9,5 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0
Otros 19 (20,1) 5 (5,5) 0 (0,0 0 (0,0)
Resistencia
Ciprofloxacina 3 (3,2 74 (82,2) 1 (11,1) 2 (11,1)
Clindamicina 2 (21) 71 (78,8) 1 (11,1) 2 (11,1)
Eritromicina 10 (10,6) 70 (77,7) 2 (22,2) 2 (11,1)
Gentamicina 1 (1,1) 45 (50,0) 0 (0,0 0 (0,0
Tetraciclina 9 (9,6) 13 (14,4) 0 (0,0 9 (50,0)
Rifampicina 0 (0,0) 6 (6,7) 0 (0,0 0 (0,0)
Cloranfenicol 0 (0,0) 5 (5,5) 0 (0,0 1 (55)
Corresistencia
Ninguno 74 (78,7) 0 (0,0) 6 (66,6) 0 (0,0
1 antibiético 16 (17,0) 6 (6,6) 2 (22,2) 6 (33,3)
2 antibiéticos 2 (2,1) 10 (11,6) 1 (11,1) 9 (50,0)
3 antibidticos 2 (2,1) 3 (3,3) 0 (0,0 2 (11,1)
4 antibiéticos 0 (0,0) 22 (24,4) 0 (0,0 1 (55)
5 antibiéticos 0 (0,0) 43 (47,7) 0 (0,0 0 (0,0
>5 antibiéticos 0 (0,0) 6 (6,6) 0 (0,0) 0 (0,0
Factores de virulencia
seo, sem 63 (67,0) 72 (80,0) 0 (0,0 0 (0,0
bsaB 19 (20,1) 18 (19,2) 9 (100) 18 (100)
seq 13 (13,8) 17 (18,8) 4 (44,4) 17 (94,4)
sek 13 (13,8) 16 (17,7) 4 (44,4) 16 (88,9)
lukF-PV/lukS-PV (PVL) 6 (6,4) 17 (18,8) 3 (33,3) 17 (94,4)

predominio de la resistencia multiple a amino-
glucésidos, fluoroquinolonas, macrélidos y linco-
samidas, y contenian los genes seo y sem.
Algunos estudios previos han asociado estas
caracteristicas moleculares al clon mencionado
(29-31). Los dos aislamientos idénticos al clon
pediatrico contenian un SCCmec de tipo IV y los
dos aislamientos que presentaron los pulsotipos
no relacionados tenian un SCCmec de tipo IlI;
estos aislamientos contenian los genes seoy sem
y fueron multirresistentes.

Fuente y perfil de sensibilidad de aislamientos
relacionados con el clon USA300

La mayoria de los aislamientos SARM relacionados
con USA300 (SARM-USA300) se recuperd de
muestras de sangre (siete de 18 aislamientos), con
un comportamiento similar al resto de aislamientos
SARM (cuadro 2). Este resultado sugiere que en
el afo 2007 los aislamientos SARM-USA300 ya
estaban causando infecciones en pacientes en
Colombia, como fue informado previamente por
nuestro grupo (10). Por el contrario, la mayoria de
los aislamientos SASM relacionados con USA300
(SASM-USA300) se recuperaron de pacientes
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con infecciones de piel y tejidos blandos (cuatro
de nueve aislamientos) (cuadro 2). En términos
de resistencia, la mayoria de los aislamientos
SASM-USAB00 no presento resistencia a ninguno
de los antibiéticos evaluados (seis aislamientos),
mientras que la mitad de los aislamientos SARM-
USA300 presento resistencia a dos antibioticos
(seis aislamientos), predominando la resistencia a
tetraciclina. Ninguno de los aislamientos SARM o
SASM fue resistente a trimetroprim-sulfametoxazol,
linezolid ni vancomicina.

Establecimiento del SCCmec y analisis de la
region J3 de los aislamientos SARM relacionados
con USA300

De los 90 aislamientos SARM analizados, 18 (20,0 %)
presentaron un SCCmec IVc y correspondieron a
SARM-USA300. Actualmente, se han reportado
dos secuencias diferentes de SCCmec IVc,
denominadas IV.3.1.1 y IV.3.1.2 de acuerdo con
la nomenclatura propuesta por el International
Working Group on the Staphylococcal Cassette
Chromosome Elements (IWG-SCC) (32), las
cuales no pueden ser diferenciadas utilizando la
metodologia propuesta por Milheirico, et al. (16).
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Figura 1. Dendrograma y subgrupos genéticos obtenidos de los aislamientos SASM y SARM analizados. Los subgrupos se
conformaron con aislamientos con mas de 80 % de relacion genética con respecto a los pulsotipos de PFGE obtenidos. A. Aislamientos
SASM. B. Aislamientos SARM. Las letras indican los diferentes subgrupos encontrados en los dos tipos de aislamientos.

F: clon chileno; U: clon USA300; D: clon pediatrico; NR: no relacionado con estos tres clones
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El determinar la secuencia a la cual corresponden
los aislamientos SARM-USA300 es importante
para establecer la relacion epidemiologica con
otros aislamientos, ya que se han reportado SARM
con SCCmec IVc en otros paises suramericanos,
pero no se sabe si pertenecen al subgrupo 1V.3.1.1
o al IV.3.1.2 (33). Un analisis detallado de la
region J3 de estos dos tipos de SCCmec muestra
cambios en su estructura genémica debidos a la
insercion diferencial de secuencias o elementos
genéticos moviles como el transposén Tn4001 en
el SCCmec IV.3.1.1, 0 a la delecién de fragmentos
de ADN (figura 2A). Todos los aislamientos SARM
con SCCmec IVc amplificaron Unicamente el
fragmento correspondiente al tipo de SCCmec IVc
(IV.3.1.2) (no se presentan los resultados).

Un alineamiento de las secuencias de las regiones
J3 del SCCmec IVc (IV.3.1.2) y IVa (IV.1.1.1)
reportadas por el IWG-SCC (30) muestra un alto
porcentaje de identidad (95 %) y tamafos muy
similares, 5.392 pb y 4.937 pb, respectivamente.
El SCCmec IVc (1V.3.1.2) tiene dos deleciones
de 80 pb y 40 pb, en las posiciones 1.683 vy
1.803, respectivamente, y una insercion de 604
pb en la posicion 3.309 respecto al SCCmec IVa
(IV.1.1.1).

En la figura 2A se muestra un esquema comparativo
de la organizacién gendémica de la region J3 de
los tipos de SCCmec IVc (1V.3.1.1), IVc (1V.3.1.2),
IVE (IV.3.1.4) y IVa, I1V.1.1.1, la localizacién de
los iniciadores utilizados para su tipificacion y los
diferentes productos de amplificacién obtenidos
para dos aislamientos SARM-USA300 colombianos
y el clon USA300 al utilizar las diferentes
combinaciones de iniciadores. Los iniciadores
GP334 y GP177 amplificaron un producto de,
aproximadamente, 4.300 pb y 4.700 pb en el
clon USA300 y los aislamientos clinicos SARM,
respectivamente (figura 2B, seccion A).

En el clon USA300, los iniciadores GP338-GP177
y GP339-GP177, localizados alrededor de la
insercion de 576 pb en el SCCmec IVc (1V.3.1.2),
amplificaron dos productos de, aproximadamente,
1.600 pb y 2.200 pb, respectivamente. Estos
productos fueron de menor tamafo comparado
con los obtenidos para los dos aislamientos
clinicos SARM de 2.200 pb y 2.800 pb (figura 1B,
seccion B y D). Para confirmar que las diferencias
de tamafos de los productos de amplificacion
se debieron a la existencia de esta insercion en
el SCCmec IVc (1V.3.1.2), se disefid un iniciador
especifico en esta region (GP176) que al ser
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utilizado con el iniciador GP177 amplificé un
producto de, aproximadamente, 1.300 pb en los
dos aislamientos clinicos SARM, pero no en el clon
USABS00 (figura 1B, seccion E). Estos resultados
confirman que el SCCmec IVc (1V.3.1.2) tiene una
insercion de ADN de aproximadamente 600 pb.

Finalmente, al emplearse los iniciadores GP178 y
orfX, se obtuvo un producto de, aproximadamente,
1.150 pb tanto para el clon USA300 como para los
aislamientos clinicos (figura 2, seccién C), lo cual
sugiere que los dos tipos de aislamientos tienen la
misma regién final del SCCmec. A partir de estos
resultados se puede confirmar que los aislamientos
SARM-GC diseminados en Colombia tienen un
SCCmectipo IVc (1V.3.1.2).

Caracterizacion molecular de los aislamientos
relacionados con el clon USA300

Los aislamientos SASM-USA300 presentaron una
mayor variabilidad genética que los aislamientos
SARM-USA300, ya que se encontraron siete
pulsotipos (figura 3). Aunque los genes seo
y sem se encontraron con mucha frecuencia
en los aislamientos SARM y SASM, estos no
se detectaron en los aislamientos sensibles y
resistentes a meticilina relacionados con el clon
USA300 (cuadro 2). Estos genes generalmente se
encuentran contenidos en el grupo de enterotoxinas
ege, el cual a su vez es trasportado frecuentemente
en la isla genomica B tipo | (34). Por el contrario,
el gen bsaB se detectd en todos los aislamientos
relacionados con el clon USA300; este gen también
es transportado en la isla genémica B, pero en la de
tipo 1, que es el mismo tipo encontrado en el clon
USA300 (3). Los genes seq y sek se detectaron
en 17 (18,8 %) y 16 (17,7 %) aislamientos SARM
y todos correspondian a SARM-USA300. Con
respecto a los SASM, los genes seq y sek se
encontraron en 13 (13,8 %) aislamientos, pero solo
cuatro de estos aislamientos fueron relacionados
con el clon USA300 (cuadro 2). Los analisis de PCR
(Materiales y métodos) demostraron que estos dos
genes son transportados en la isla de capacidad
patégena 5 en los aislamientos SARM y SASM.
Los genes lukF-PV/lukS-PV fueron detectados en
17 (94,4 %) aislamientos SARM-USA300 y en tres
(33,3 %) aislamientos SASM-USA300 (figura 3).

Todos los aislamientos SARM-USA300 y SASM-
USA300 pertenecian al grupo de agr | y tenian
las variaciones de nucleétidos en los genes arcC
y gmk presentes en la ST8 (CC8). Tres aisla-
mientos SARM-USA300 y cinco SASM-USA300,
representativos de los principales pulsotipos
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A.
1V.1.1.1 (IVa) GP 334 GP338GP339  GP178GP177  orfX
> > > >ad <
I
1V.3.1.1 (IVc) GP334 1S431 GP 176 GP 175
>ﬁ IS 1256> aac - aph> IS 1256M
1S431 Tn4001
IV.3.1.2 (IVe) apass GP338GP339 GP176 GP178 GP177  orfX
[ S > <
]
IV.3.1.4 (IVE) GP 334 15431 GP 180 GP 179 orfX
> > < <
I —_—
15431 1Kb
B.
A B @ D E seccién
Y N N
1 U Cl @2 U CC U U cacuUuaci17

6,000 bp 6.000 bp

2.000 bp 2,000 bp

1,500 bp 1.500 bp

1.000 bp 1.000 bp

500 bp 500 bp

Figura 2. A. Esquema de la organizacién genética de las regiones J3 reportadas para los tipos de SCCmec IVc (1V.3.1.1), IVc
(IvV.3.1.2), IVE (IV.3.1.4) y IVa (IV.1.1.1). Los triangulos negros representan la localizacién de los iniciadores utilizados para su
identificacion y diferenciacion. B. Fragmentos de ADN amplificados de la region J3 de los tipos de SCCmec IVc (IV.3.1.2) y IVa
(IV.1.1.1) por medio de PCR utilizando las diferentes combinaciones de los iniciadores disefiados (cuadro 1).

Carriles 1y 17: marcadores de peso molecular de 500 pb (Fermentas®). U: clon USA300, C1: aislamiento clinico MRSA 1 (Col
503), C2: aislamiento clinico MRSA 2 (Col 65). Seccion A: iniciadores GP334 y GP177, fragmentos esperados para U = 4308 pb
y para C1y C2 = 4.764 pb. Seccién B: iniciadores GP338 y GP177, fragmentos esperados para U = 1.658 pb y para C1y C2 =
2.234 pb. Seccién C: iniciadores GP178 y orfX, fragmentos esperados para U = 1.154 pb y para C1 y C2 = 1.154 pb. Seccién D:
iniciadores GP339 y orfX, fragmentos esperados para U = 2.252 pb y para C1 y C2 = 2.828 pb. Seccién E: iniciadores GP176 y
GP177, fragmentos esperados para U = ninguno y para C1y C2 =1.314 pb
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.8%-1.8%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
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Smal Smal
. . ) . . Sausa .
Aislamiento  Tipo  Resistencia SCCmec PVL sek seq CC sak bsa spa 34q ggog* SaPI5
COL65 SARM  OXA Ve + + + 8 + + ND + +
COL503 SARM  OXA Ve + + + 8 + + ND + +
COL295 SARM  OXA, CHL,ERY,CLI  IVc + + + 8 + + ND + +
COL467 SARM  OXA, CIP, TET IV + + + 8 + + ND + +
" COL566 SARM  OXA, TET Ve + + + 8 + + ND + +
COL99 SARM  OXA Ve + + + 8 + + {008 + +
CoL183 SARM  OXA, TET Ve + - - 8 + + ND + +
coL273 SARM  OXA, TET Ve + + + 8 - + ND + +
CoL71 SARM  OXA, TET IV + + 4+ 8 + + 1008 + +
COL86 SARM  OXA, CIP Ve + 0+ + 8 o+ + ND + +
COL344 SARM  OXA, TET IV + + + 8 + + ND + +
COL352 SARM  OXA, TET Ve + + + 8 + + ND + +
COL129 SARM  OXA Ve + + + 8 + + ND + +
COL286 SARM  OXA IV + + + 8 + + ND + +
USA300 SARM  OXA,ERY, TET Ve + 4+ 4+ 8 + + {008 + +
COL404 SARM  OXA IV -+ + 8 + + ND + +
H109 SASM  Ninguna . + 4+ 4+ 8 + + {008 + +
H112 SASM  Ninguna + 4+ 4+ 8 + + {008 + +
I Hoa SASM  ERY,CLI - - 8 o+ o+ 1024 - -
I Ha SASM  Ninguna + 0+ 8 + + (008 + +
P H30 SASM  CIP - - - 8 + + 1008 - -
| |1l Hoe SASM  ERY - - - 8 + + ND - -
T H3s SASM  Ninguna + 4+ + 8 + + 1008 + +
H27 SASM  Ninguna - - - 8 o+ +  t037 - -
H116 SASM__ Ninguna 8 + + ND

Figura 3. Relacion genética y caracteristicas microbiolégicas y moleculares de los aislamientos SASM y SARM. El dendrograma
muestra la relacién genética de los aislamientos con respecto al clon USA300-0114.

SARM: S. aureus resistente a meticilina; SASM: S. aureus sensible a meticilina

Resistencia antimicrobiana: OXA: oxacilina, CHL: cloranfenicol, ERY: eritromicina, CLI: clindamicina, CIP: ciprofloxacina, TET: tetraciclina
Presencia de genes que codifican diferentes factores de virulencia: PVL: leucocidina Panton Valentine; sek, enterotoxina K; seq,
enterotoxina Q. CC: complejo ‘clonal’. sak: estafilocinasa. bsa: bacteriocina; spa: tipo de proteina A. SaPI5: isla de capacidad patégena

5; ND: no determinado.

* Gen especifico de SaPI5, ** SalP5: isla de capacidad patégena 5

encontrados en cada grupo, presentaron el tipo
de spa t008, idéntico al encontrado en el clon
USAS300. Ademas, dos aislamientos SASM-USA300
poseian el tipo de spa t024 (relacionado con el t008
del USA300). Se seleccionaron dos aislamientos
para MLST que presentaron un tipo de secuencia
8 (ST8). En ninguno de estos aislamientos se
encontr6 ACME.

Determinacion del posible origen de los
aislamientos SASM

Una posible explicacién para la circulacion de
aislamientos SASM-USA300 en el 2007 puede
ser que los aislamientos SARM-USA300 hayan
perdido su SCCmec. Varios estudios han reportado
que el SCCmec puede escindirse completa o
parcialmente, dejando residuos de ADN después
del marco orfX y una duplicacion del sitio attB
(85,36). Para determinar la posible escision del
SCCmec en estos aislamientos, se analizé la
variabilidad genéticadelsitio attBy sus alrededores
por medio de dos metodologias, IDI-SARM (20)
y secuenciacion. Los nueve aislamientos SASM-
USA300 no contenian residuos de algun tipo de
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SCCmec y mostraron un solo sitio atfB, lo cual
sugiere que estos aislamientos posiblemente no
han adquirido un SCCmec. Ademas, los resultados
de la secuenciacion también permitieron establecer
no so6lo que el sitio attB estaba intacto, sino
que las regiones aledafias eran idénticas a las
reportadas para las cepas USA300, NCTC8325,
COL y N315.

Discusion

El interés por determinar las caracteristicas
genéticas, epidemiolégicas y moleculares de los
aislamientos SASM se ha incrementado en la
ultima década debido a que el comportamiento
genético de poblaciones de los aislamientos
SASM tiene un fuerte impacto en la genética de
poblaciones de los aislamientos SARM, y hoy
ha cobrado mayor importancia frente al cambio
epidemiolégico mundial que estamos observando
en S. aureus con la diseminacién y recambio
‘clonal’ de los aislamientos SARM-GC, los cuales
han surgido probablemente por la adquisicion del
SCCmec por parte de aislamientos SASM que
circulaban en la comunidad.
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Ahora, el nimero de cepas SARM-GC se ha
incrementado debido a dos factores: una expansién
‘clonal’ de los linajes SARM-GC y la conversién a
SARM-GC de otros linajes SASM-GC que circulan
en la comunidad por la adquisicién del SCCmec
(17). Sin embargo, epidemiolégicamente se ha
observado que solo unos pocos linajes genéticos
SASM tienen la capacidad de adquirir el SCCmec,
lo cual ha sido confirmado por experimentos in
vitro (17,37). Por esto es importante caracterizar
frecuentemente los aislamientos SASM para
contar con mas herramientas predictivas de los
eventuales cambios genéticos de poblaciones
que puedan ocurrir en los aislamientos SARM v,
asi, emitir recomendaciones tempranas para la
vigilancia, el tratamiento y la contencion de las
infecciones causadas por este microorganismo.

En nuestro estudio, 48,9 % de las infecciones se
debia a aislamientos SARM, lo cual representa un
porcentaje alto comparado con la mayoria de paises
latinoamericanos (38). Los perfiles de sensibilidad
presentaron un comportamiento diferente en los
dos tipos de aislamientos, ya que mas de 80,0 %
de los SARM fue multirresistente (resistencia a
tres 0 mas antibiéticos) mientras que los SASM
presentaron una menor resistencia a antibiéticos
no betalactamicos (78,7 %); esto se debe a que
80,0 % de los aislamientos SARM presentaba
caracteristicas genéticas y moleculares relacionadas
con el clon chileno, el cual es multirresistente (a
oxacilina, gentamicina, eritromicina, ciprofloxacina
y clindamicina) y ha sido asociado a infecciones
hospitalarias en Colombia y Suramérica desde hace
varios afnos (29,30,39).

Los anadlisis de PFGE demostraron una menor
variabilidad genética de los aislamientos SARM
respecto a los SASM, como lo han reportado otros
autores a nivel mundial (24,26,28,40-42). El andlisis
de la region J3 de los aislamientos SARM-USA300
nos permitié confirmar que tienen un SCCmec IVc
0, como debe reportarse, SCCmec IV.3.1.2.

Otros autores han reportado la identificacién de
otras variantes del clon USA300: en Dinamarca,
Larsen, et al., identificaron un aislamiento SARM
con un pulsotipo de PFGE idéntico a USA300, pero
sin los genes lukS-PV/lukF-PV, y con un tipo de
spa 1024 y ACME insertado corriente arriba del
SCCmec (6,43). El origen genético y evolutivo de
estas variantes aun se desconoce.

Se pueden plantear tres hipétesis para explicar la
diseminacién de la variante USA300 en Colombia:
una, por la diseminacién de un aislamiento SARM

Aislamientos SASM-USA300 en Colombia

relacionado con el clon USA300-IV.1.1.1, el cual
perdié su SCCmec IV.1.1.1 y adquirié un SCCmec
IV.3.1.2, pero aunque esta situaciéon puede darse,
no existe ninguna evidencia experimental que la
sustente. La segunda posibilidad es la diseminacion
desde Norteamérica de un aislamiento relacionado
con el clon USA300, pero con un SCCmec IV.3.1.2.
A pesar de que no existen muchos reportes sobre
esto, en el 2007, Goering, et al., reportaron un
aislamiento USA300 con este SCCmec (44), aunque
no se definié exactamente si era IV.3.1.1 0 IV.3.1.2.
Finalmente, la tercera posibilidad es la diseminacién
de aislamientos SASM con un componente genético
similar al clon USA300, pero que adquirieron un
SCCmec diferente en nuestro pais.

Nuestros resultados respaldan con mayor fuerza
esta Ultima hipétesis, pues se detectaron nueve
aislamientos SASM causantes de infecciones
invasivas con pulsotipos relacionados con el clon
USA300 (>84 % de similitud), con tipos de spa
idénticos (t008) o relacionados (t024), con factores
genéticos transportados en elementos genéticos
moviles identificados en este clon como los genes
seky seq de la isla de capacidad patdgena 5, asi
como el gen bsaB de la isla gendmica B y los genes
lukS-PV/lukF-PV del profago 2. El analisis del sitio
attB no mostré duplicaciéon de secuencias, lo cual
sugiere que estos SASM-USAS300 encontrados en
Colombia no provinieron de aislamientos SARM-
USA300 que hubieran perdido su SCCmec.

Noto, et al., analizaron la secuencia del sitio attB y
sus regiones aledafas en 42 aislamientos SASM
de diferentes linajes genéticos y encontraron una
amplia variabilidad genética en las secuencias que
rodean este sitio, pero, ademas, encontraron que
los aislamientos que tenian la misma secuencia
presente en los aislamientos SARM USA300,
NCTC8325, COL y N315 tenian mayor capacidad
de insertar el SCCmec por integracion especifica
al sitio (17).

Ahora bien, el andlisis de las regiones aledafnas a
este sitio attB mostrd que los aislamientos SASM-
USAS300 identificados en este estudio tenian las
mismas secuencias de los aislamientos SARM.
Estos resultados sugieren que los aislamientos
SASM-USABO00 tienen la capacidad de insertar el
SCCmec, por lo cual podrian ser un reservorio de
nuevos aislamientos SARM. Ademas, existen varios
reportes sobre la diseminacion de aislamientos
SASM relacionados con el clon USA300 en Estados
Unidos. Mishaan, et al., reportaron que entre el
2000y el 2002, 25 % de las infecciones por SASM
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en nifos fueron ocasionadas por aislamientos
relacionados con el clon USA300 (27). Highlander,
et al., secuenciaron y publicaron el genoma de
un aislamiento SASM USA300, el cual, ademas
de la ausencia del SCCmec, presentaba pocas
variaciones genéticas con respecto a los clones
SARM USA300 FPR3757 y USA300-HOU (28).

La hipétesis que se plantea con base en nuestros
resultados es que el posible origen de la variante
SARM-USA300 en nuestra regién fue la disemi-
nacién de aislamientos SASM relacionados
genéticamente con el clon USA300, los cuales
adquirieron el SCCmec IV.3.1.2 por un evento
genético posterior. Por otro lado, el surgimiento
de estos aislamientos SASM relacionados con
USA300 y con potencial para integrar el SCCmec
genera preocupacion, ya que dichos aislamientos
también son patdégenos y pueden continuar
diseminandose y adquirir diferentes tipos de
casete SCCmec, aumentando asi la expansion
‘clonal’ de aislamientos SARM-GC vy, por tanto,
las infecciones en la comunidad, en donde adn no
existe una vigilancia activa en nuestro pais.

La diseminacidon de aislamientos SASM-USA300 y
su probable capacidad de adquirir SCCmec puede
estar contribuyendo al aumento de la frecuencia de
infecciones causadas por el clon SARM-USA300,
reportado en nuestro pais en el 2006 y que ya es
causante de aproximadamente 94 y 60 % de las
infecciones en poblacién pediatrica y de adultos,
respectivamente (8,10,45,46; Alvarez M, Escobar J,
Marquez A, Castro B, Mujica S, Leal A, Bonilla C, et
al. Clonal replacement with MRSA Staphylococcus
aureus USA300-related clone among infected
children in Colombia [Abstract C2-074]. 51¢
Interscience Conference on Antimicrobial Agents
and Chemotherapy; 2011; Chicago: September 17
to 20, 2011: American Society for Microbiology).

Es necesario seguir el estudio de este fenomeno
y profundizar en el posible origen de nuestros
aislamientos SARM para llevar a cabo la vigilancia
epidemioldgica y los estudios clinicos no solo de
los SARM sino de los SASM, pues en muchas
ocasiones se subestiman debido a que su
tratamiento antibidtico es mucho mas facil y efectivo,
pero podrian ser el reservorio de aislamientos mas
patdgenos y virulentos como se ha descrito con
relacion al USA300.
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