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Introduccidn. Parte del éxito de Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) como
patégeno se debe a la rapida diseminacion de linajes pandémicos con perfiles variables de virulencia
y sensibilidad antimicrobiana. En Colombia se han identificado clones asociados al hospital como el
pediatrico (CC5-ST5-SCCmeclV), el brasilero (CC8-ST239-SCCmeclll) y el chileno/cordobés (CC5-
ST5-SCCmecl). Asimismo, se describié el USA300 (CC8-ST8-SCCmeclV), tradicionalmente asociado
a la comunidad, causante de infecciones hospitalarias.

Objetivo. Describir el comportamiento en el tiempo de los clones de SARM provenientes de un hospital
universitario de Medellin en aislamientos recolectados con una década de diferencia.

Materiales y métodos. Se analizaron 398 aislamientos de SARM, 67 recolectados en 1994 y 331
recolectados entre 2008 y 2010. La identificacién y la sensibilidad a la meticilina se confirmaron
mediante los genes nucy mecA. La caracterizacién molecular incluy® la tipificacion de spa, SCCmec,
la electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE), y la tipificacion
por secuenciacion de locus multiples (Multilocus Sequence Typing, MLST).

Resultados. Al analizar los aislamientos de SARM de 1994 se encontré que pertenecian a un Unico
linaje, el CC5-SCCmeclV, mientras que los aislamientos de 2008 a 2010 presentaron dos linajes
dominantes: el CC8-SCCmeclVc, con cepas de los tipos spat008 y t1610, estrechamente relacionadas
con el clon USA 300, y el CC5-SCCmecl, con las de tipo spa t149, relacionadas con el clon chileno; no
se detectaron cepas del linaje encontrado en 1994.

Conclusiones. En este estudio se demuestra una dinamica en el tiempo de las cepas de S. aureus, y
se sefala la importancia de la vigilancia local y la difusion de los resultados, sobre todo en paises como
el nuestro, donde SARM es prevalente y la comprensién de su epidemiologia es limitada.
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Changes over time in the distribution of dominant clonal complexes of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus in Medellin, Colombia

Introduction: Part of the success of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) as a pathogen
responds to the rapid spread of pandemic lineages with diverse virulence and antimicrobial susceptibility
profiles. In Colombia, several healthcare-associated MRSA (HA-MRSA) clones have been found,
including the pediatric clone (CC5-ST5-SCCmeclV), the Brazilian clone (CC8-ST239-SCCmeclll), and
the Chilean/Cordobés clone (CC5-ST5-SCCmecl). Moreover, the community-associated MRSA (CA-
MRSA) clone USA300 has been reported as causing hospital-acquired infections.

Objective: To describe the changes over time in the distribution of MRSA clones from a university
hospital in Medellin collected at two time points a decade apart.

Materials and methods: A total of 398 MRSA strains were analyzed. Of these, 67 strains were collected
in 1994, while the remaining 331 strains were collected between 2008 and 2010. Species identification
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and methicillin resistance were confirmed by detection of nuc and mecA genes, respectively. Molecular
characterization included spa typing, SCCmec typing, PFGE and MLST.

Results: Analysis of the MRSA strains collected in 1994 revealed that they belonged to a single
clone, the CC5-SCCmeclV, whereas among the isolates from 2008-2010, two dominant clones were
identified: CC8-SCCmeclVc, which included spa types t008 and t1610 and is closely related to the USA
300 clone, and CC5-SCCmecl (spa type t149), related to the Chilean clone. The ST5-SCCmeclV clone

from 1994 was not detected.

Conclusions: This study identifies temporal dynamics in MRSA clone diversity, and highlights the
importance of local surveillance and dissemination of results, especially in countries like Colombia
where MRSA is prevalent and knowledge regarding its epidemiology is still insufficient.

Key words: Methicillin resistant Staphylococcus aureus, Colombia.
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Staphylococcus aureus resistente a la meticilina
(SARM) es un patégeno de gran importancia en
salud publica debido a la rapida diseminacion
y diversificacion de linajes pandémicos que
presentan perfiles variables de virulencia y sensi-
bilidad antimicrobiana. Entre los clones mas
importantes asociados al ambiente hospitalario
(SARM-AH) se encuentran el clon arcaico (CC8-
ST250-SCCmecl), el clon ibérico (CC8-ST247-
SCCmecl), el brasilero (CC8-ST239-SCCmeclll),
el pediatrico (CC5-ST5-SCCmeclV), el Nueva
York/Japén (CC5-ST5-SCCmecll) y el EMRSA-
15 (CC22-ST22-SCCmeclV). En estos clones se
han observado cambios en el tiempo entre paises,
regiones, e incluso dentro de una misma institucién
hospitalaria (1,2).

Asimismo, cinco clones de SARM asociados a la
comunidad (SARM-AC), se han diseminado por
todo el mundo: el ST1 reportado en Asia, Europa
y Estados Unidos, el ST8, en Europa y en Estados
Unidos, el ST30, en Australia, Europa y Suramérica,
el ST59, en Asia y Estados Unidos y el ST80, en
Asia, Europa y Medio Oriente (2,3).

Recientemente, en el ambito hospitalario, cepas
asociadas a SARM-AC han comenzado a reem-
plazar las cepas tradicionales de SARM-AH,
especialmente en Estados Unidos y Taiwan, donde
la prevalencia de SARM-AC es alta (4-7).

Por otra parte, en Suramérica los linajes encon-
trados con mayor frecuencia son el clon pediatrico
(CC5-ST5-SCCmeclV), el clon chileno/cordobés
(CC5-ST5-SCCmecl), el clon Oceania-South West
Pacific (CC30-ST30-SCCmeclV), el clon brasilero
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(CC8-ST239-SCCmeclll) y el clon Nueva York/
Japén (CC5-ST5-SCCmecll) (8). En Colombia se
han identificado clones de SARM-AH como el
pediatrico, el brasilero y el chileno/cordobés, princi-
palmente en hospitales de tercer nivel en Bogota
(9-11). Asimismo, el clon de SARM-AC USA300
(CC8-ST8-SCCmeclV) se ha descrito como
causante de infecciones hospitalarias (12-14).

Considerando la naturaleza cambiante de los
clones de SARM y la importancia de la vigilancia
local, en este trabajo nos propusimos describir
el comportamiento en el tiempo de los clones de
SARM recolectados con mas de una década de
diferencia en un hospital universitario de alto nivel
de complejidad localizado en Medellin, en el cual
SARM es prevalente.

Materiales y métodos
Poblacién de estudio

El estudio se llevo a cabo en un hospital universitario
de alto nivel de complejidad de 700 camas ubicado
en Medellin. Se incluyeron aislamientos de SARM
obtenidos de pacientes hospitalizados con infeccién,
y recolectados en dos periodos diferentes: 67
aislamientos recolectados de forma prospectiva,
obtenidos durante el afio 1994, y 331 aislamientos
recolectados de forma prospectiva y obtenidos
entre febrero de 2008 y junio de 2010. Estos ultimos
aislamientos hacian parte de un estudio reportado
previamente (14). En ambos periodos de estudio se
incluyé una muestra por paciente correspondiente
al primer aislamiento clinico de SARM obtenido
durante el proceso infeccioso.

Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue aprobado por el
Comité de Bioética para Investigacion en Humanos
de la Sede de Investigacién Universitaria de la
Universidad de Antioquia (CBEIH-SIU), asi como
por el comité de ética de la institucién hospitalaria.

35



Ocampo AM, Vélez LA, Robledo J, Jiménez JN

Identificaciéon de Staphylococcus aureus y
determinacion de la sensibilidad a meticilina

La identificacion de S. aureus se realizé morfoldgica
y bioquimicamente de la siguiente manera: a las
colonias con morfologia tipica de Staphylococcus
se les practicaron las pruebas de catalasa y de
coagulasa en tubo para confirmar la presencia de
S. aureus (15). La evaluacién de la sensibilidad
a meticilina (oxacilina) se hizo en el equipo
automatizado Vitek 2® (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France), de acuerdo con los estandares del Clinical
Laboratory and Standards Institute (CLSI) (16).

Confirmacion molecular de Ia especie, de la
resistencia a la meticilina y tipificacion del
casete cromosomico mec (SCCmec)

La presencia de los genes especificos de especie
nuc 'y femA, asi como del gen mecA que deter-
mina la resistencia a la meticilina, se determiné
empleando protocolos de reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) previamente descritos (17,18).
Los tipos y subtipos del SCCmec se determinaron
mediante la estrategia de PCR descrita por Kondo,
et al. (19). Las siguientes son las cepas SARM
empleadas como controles positivos, las cuales
fueron donadas por Teruyo lto (Universidad de
Juntendo, Japon): NCTC10442 (SCCmec 1), N315
(SCCmec Il), 85/2082 (SCCmec lll), JCSC4744
(SCCmec IVa), JCSC2172 (SCCmec 1Vb), 81/108
(SCCmec IVc), KSC4469 (SCCmec IVd), JCSC4796
(SCCmec IVg), y WIS (SCCmec V).

Tipificacion de la region polimorfa de la proteina
A (tipo spa) y tipificacion por secuenciacion
de locus miltiples

La regién polimorfa X de la proteina A (spa) se
amplificd y secuenci6 en el total de las muestras
siguiendo la metodologia de Shopsin, et al. (20).
El analisis de los tipos de secuencias de spa se
realiz6 utilizando el software eGenomics (20,21).
Posteriormente, los tipos spa se asignaron de
acuerdo con el sitio web Ridom (http:/www.spaserver.
ridom.de/) desarrollado por Ridom GmbH® bajo
la curaduria de SegNet.org (http://www.SegNet.org/)
(22). Ademas, en un subconjunto de aislamientos
se aplicé la tipificacién por secuenciacién de locus
multiple (Multilocus Sequence Typing, MLST)
empleando la metodologia descrita por Enright,
et al. (23). Los alelos y los tipos de secuencia se
asignaron por medio de la base de datos del sitio
web de MLST (http://saureus.mist.net/), mientras
que los complejos ‘clonales’ se determinaron
mediante el algoritmo eBURST (24).
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Electroforesis en gel de campo pulsado

Se empled el método descrito por Mulvey, et al. (25),
el cual utiliza la enzima Sma |. La electroforesis
en gel de campo pulsado (Pulsed Field Gel
Electrophoresis, PFGE) se realiz6 en el sistema
CHEF-DRIII™ (Bio-Rad, Hercules, California, USA).
Para normalizar los fragmentos de ADN y permitir
la comparacion entre los diferentes geles, se
empled la cepa de referencia S. aureus NCTC8325.
La asignacion de las bandas se hizo de forma
automatica y luego se ajusté manualmente; para
el analisis se consideraron bandas entre 36 vy
600 kb. El analisis de conglomerado se realizd
empleando el coeficiente de Dice en el software
Bionumerics, versién 6.0 (Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Bélgica). Los dendrogramas se
generaron mediante el promedio aritmético de los
grupos de pares no ponderados (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean, UPGMA) con
1 % de tolerancia y 0,5 % de optimizacién. Los
puntos de corte empleados para el coeficiente de
similitud fueron de 80 y 95% para definir tipos y
subtipos, respectivamente (25).

Analisis estadistico

Las frecuencias de los linajes encontrados por afio
se compararon usando la prueba de ji al cuadrado o
la prueba exacta de Fisher y estableciendo valores
de p<0,05 como estadisticamente significativos.
Los analisis se llevaron a cabo mediante el paquete
estadistico SPSS®, version 15.0.

Resultados

Al analizar los aislamientos recolectados durante
el afio 1994 se encontr6 que 100 % de las cepas
(67) pertenecian al CC5 y presentaban el tipo spa
t045 (eGenomics 47, TMDMGMK), asimismo,
todos portaban un SCCmec tipo 1V, pero el subtipo
no pudo determinarse (figura 1).

En los analisis de la PFGE se encontr6 que
estos aislamientos presentaban un coeficiente de
similitud de 75,4 % con el clon pediatrico (CC5-
ST8-SCCmeclV, actualmente clasificado como VI)
(26) (figura 2).

Al analizar los aislamientos SARM de los afios 2008
a 2010, se encontraron 10 complejos ‘clonales’ de
MLST; sin embargo, 96 % de las cepas pertenecia
a los complejos ‘clonales’ CC5 (ST5) y CC8 (ST8)
(87,4 y 58,6 %, respectivamente). Asimismo, los
tipos spa mas comunes fueron los siguientes: spa
t1610 (eGenomics 814, YHGFMBQBBLO, 25,4 %),
t149 (eGenomics 442, TO2MEMDMGMGMK,
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Figura 1. Cambios en la frecuencia de los linajes ‘clonales’ de SARM CC5-SCCmeclV, CC5-SCCmecl y CC8-SCCmeclVc durante
los afios 1994, 2008, 2009 y 2010. Otros: aislamientos de SARM con diferentes tipos de complejo ‘clonal’ o tipo SCCmec.

PFGE de los aislados de SARM representativos de los tipos de spa encontrados
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Figura 2. Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) que muestra la relacion genética entre los aislamientos representativos
de SARM encontrados en los afios de estudio. La linea discontinua corresponde a un coeficiente de similitud de 80 % que se
utiliza para definir clones relacionados por PFGE. Cepas: CC8-SCCmeclVc (spa t1610; spa t008 y spa t024); ST 5-SARM-I
(spa 149); CC5-SCCmeclV (spa t045). Cepas control: USA 300- 0114 (CC8-SCCmeclVa); clon chileno (CC5-SCCmecl); clon

pediatrico (CC5-SCCmeclV).

20,8 %), t008 (eGenomics 1, YHGFMBQBLO,
13 %), y 1024 (eGenomics 363, YGFMBQBLO,
9,7 %). Los aislamientos con spa t1610, t008, y
t024, pertenecientes al complejo ‘clonal’ 8 (ST8),
albergaban con gran frecuencia el SCCmeclVc
(99,2 %), mientras que los aislamientos con tipo
spa t149 del complejo ‘clonal’ 5 (ST5) portaban el
SCCmec tipo | exclusivamente.

Al comparar las frecuencias de estos linajes entre
los afos de estudio se encontraron cambios en su
distribucién. Los aislamientos del CC8 que portaban
el SCCmeclVc (tipos spa t1610, t008, y t024,
principalmente) incrementaron su frecuencia de
43,2 % enel 2008 a59,2 % en el 2010 (p<0,05). Por
el contrario, los aislamientos del ST5 que portaban
el SCCmec de tipo |, disminuyeron su frecuencia
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de 42,4 % en el 2008 a 24,5 % en el 2010 (p<0,05)
(figura 1). Los resultados de la electroforesis en gel
de campo pulsado evidenciaron que los tipos spa
t1610 y t008 estaban estrechamente relacionados
con el clon SARM-AC USA300-0114 (CC8-ST8-
SCCmeclVa), con un coeficiente de similitud del
80,65 %, mientras que con los aislamientos del tipo
spa t024 fue de 78 % (figura 2).

De acuerdo con lo esperado, los aislamientos perte-
necientes al tipo spa t149 estaban estrechamente
relacionados (coeficiente de similitud de 83 %) con
el clon chileno (CC5-ST5-SCCmecl).

Ninguna de las cepas recolectadas del 2008 al
2010 mostro relacion con las obtenidas en 1994 ni
con el clon pediatrico (ST5-SARM-1V, actualmente
clasificado como VI).

Discusion

La realizacién de este trabajo permitié evidenciar
el cambio en el tiempo de los clones de SARM
responsables de las infecciones en un hospital
universitario de alto nivel de complejidad de
Colombia. En este estudio se muestra la expansion
de cepas del CC8-SCCmeclVc, el desplazamiento
de cepas del CC5-SCCmecl y la desaparicién de
las cepas del CC5-SCCmeclV. Igualmente, se
evidencian diferencias con relacién a lo reportado
previamente en el pais y en Suramérica.

El primer estudio publicado en el pais sobre carac-
terizacién molecular de SARM se realizé entre los
afos 1996 y 1998 como parte de una estrategia
global de vigilancia de la resistencia con muestras
de hospitales de Bogota y Manizales (9). En dicho
trabajo, la tipificacién molecular mostré que todos
los aislamientos compartian propiedades idénticas
de un solo clon denominado “clon pediatrico”,
que habia sido previamente descrito en los afios
90 en Europa, Estados Unidos y Suramérica. Sin
embargo, los aislamientos de Colombia diferian
del clon pediatrico por su amplia resistencia a
multiples medicamentos y por haberse aislado de
pacientes de todas las edades. En 2005, Cruz,
et al. (10), evaluaron 200 muestras de SARM
recolectadas entre 1996 y 2003 que provenian en
su mayoria de hospitales de Bogota y Cali (48 y
45 %, respectivamente); los autores no detectaron
el clon pediatrico, solo encontraron el denominado
clon chileno. Este fue el primer reporte de tal clon
en Colombia, lo cual, segun los autores, indicaba
un cambio en la poblacion genética de SARM
en el pais. Alvarez, et al. (27), presentaron en el
2006 el primer reporte de SARM-AC en Colombia;
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posteriormente, Reyes, et al, en 2009 (12) y
Alvarez, et al., en 2010 (13) reportaron el clon USA
300 (CC8-ST8-SCCmeclV) como causante de
infecciones hospitalarias y Jiménez, et al., en 2012
(14) documentaron el predominio de cepas de
SARM del CC8 con SCCmec IVc como causantes
de infecciones en hospitales de Medellin.

Los resultados de este trabajo evidencian
hallazgos importantes con relacion a las cepas
previamente reportadas en el pais. Las cepas
recolectadas en 1994 presentaron un coeficiente
de similitud de 75 % con el clon pediatrico (CC5-
ST5-SCCmec-1V), el cual habia sido reportado
con alta prevalencia entre 1996 y 1998 (9), y
que no fue detectado en las cepas recolectadas
entre los afios 2008 y 2010. Por otra parte, el clon
chileno (CC5-ST5-SCCmecl) ocup6 el segundo
lugar en frecuencia entre los afios 2008 y 2010, a
diferencia de lo informado en estudios realizados
en hospitales, principalmente de Bogota, entre
2001 y 2003 y entre 2006 y 2007, donde fue el
clon dominante (10,11).

Los resultados de este trabajo concuerdan con
los reportes actuales que muestran un desplaza-
miento de las cepas de SARM que portan el
SCCmec tipo IVc, tradicionalmente asociadas a
la comunidad, hacia el ambiente hospitalario,
habiéndose convertido en las principales respon-
sables de las infecciones asociadas a la atencion
en salud ocasionadas por S. aureus (7,12-13,28,29).
Es interesante anotar que estas cepas difieren
del prototipo de cepas USA 300-0114 en que
albergan el SCCmec IVc en lugar del IVa, y, por
el contrario, comparten esta caracteristica con la
USA 300, variante latinoamericana (USA 300-LV),
recientemente descrita (30).

El predominio de las cepas con SCCmec IV
puede deberse a que presentan varias ventajas:
i) un SCCmec de menor tamafo, que les permite
transmitirse més facilmente y tener una velocidad
de replicacion mayor;ii) un menor nimero de genes
de resistencia a antibiéticos comparado con el de
las cepas que portan el SCCmectipo |, ll o lll, lo cual
constituye una ventaja para el costo de la eficacia
biolégica, y iii) una tasa de crecimiento mayor, que
significa una ventaja frente a otras bacterias en
cuanto a la colonizacién exitosa (31,32).

Los linajes encontrados con mayor frecuencia en
el estudio mostraron diferencias con los linajes
de SARM reportados con mayor prevalencia en
Suramérica, como el CC5-ST5-SCCmecll, el CC5-
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ST5-SCCmeclV, el CC5-ST5-SCCmecl, el CC30-
ST30-SCCmeclV (Oceania South West Pacific) y
el CC8-ST239-SCCmeclll (8).

La combinacion de diferentes metodologias de
tipificacion molecular como la MLST, la PFGE y
la tipificacién de spa y del SCCmec, permitieron
contar con un mayor poder de discriminacion y, de
esta manera, alcanzar una mejor comprensién del
comportamiento de las cepas de SARM-AH (33).

En conclusion, los cambios constantes en la
epidemiologia de las infecciones ocasionadas
por S. aureus reafirman que este microorganismo
sigue siendo una importante amenaza para la
salud publica humana, de alli la importancia de la
vigilancia local y la difusion de los resultados, sobre
todo en paises en desarrollo como el nuestro, donde
la comprensién de la epidemiologia y la dinamica
de la transmisién de S. aureus todavia es limitada.
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