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Métodos de tipificacion y epidemiologia molecular
de Staphylococcus aureus con resistencia a la meticilina

O 21min.

X El Staphylococcus aureus resis-
tente a meticilina (SAMR) es responsable de
una amplia variedad de enfermedades
infecciosas. El interés actual del estudio de
Staphylococcus aureus deriva en su elevada
frecuencia de cepas resistentes a los
antibidticos que causan frecuentes brotes de
infeccion. En la siguiente revision le
presentamos un estudio de la estructura
genética poblacional y el origen de los
aislamientos de S. aureus con resistencia a
meticilina.
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Resumen

El interés actual del estudio de
Staphylococcus aureus deriva de su elevada
frecuencia de cepas resistentes a los
antibidticos que causa frecuentes brotes de
infeccién, especialmente, el S. aureus con
resistencia a meticilina (SARM). El objetivo
de esta revision fue estudiar la estructura
genética poblacional y el origen de los
aislamientos de SARM. La tipificacion del
cassette cromosdémico mec estafilocdcico es
el método mas importante para identificar y
definir la naturaleza clonal del S. aureus con
resistencia a meticilina. Los estudios de
epidemiologia molecular evidencian un
patron de diseminacion de unas pocas cepas
que son las responsables del importante
problema mundial. Existe el predominio de
clones pandémicos de SARM asociado a
infecciones hospitalarias (SARM-AH), que
ha han sido reemplazados en la actualidad
por clones de origen comunitario (SARM-
AC). En Colombia, predomina el clon
pediatrico y el chileno entre los aislamientos
hospitalarios. Sin embargo, en la actualidad
una variante del clon comunitario USA300
prevalece en las infecciones adquiridas en la
comunidad y en el hospital, desplazando los
clones hospitalarios como ocurre en el resto
de mundo. El entendimiento de la
epidemiologiay clonalidad de las infecciones
por S. aureus tiene importantes implica-
ciones en el control de la emergencia de
cepas con multirresistencia y el espar-
cimiento de clones resistentes y sensibles a

meticilina.

Palabras clave: Staphylococcus aureus con
resistencia a meticilina, complejo clonal,
epidemiologia molecular, tipificacion.

Introduccién

Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SAMR) es responsable de una
amplia variedad de enfermedades
infecciosas, tanto de origen comunitario
como hospitalario (1, 2).

Las cepas SARM se identificaron de
forma casi inmediata tras la introduccion de
la meticilina en terapéutica. Esta resistencia
es conferida a la bacteria por la presencia de
una proteina adicional con capacidad de unir
penicilina, conocida como PBP2a (3). Es
codificada por el gen mecA que se encuentra
localizado en un elemento genético deno-
minado cassette cromosdmico estafilo-
cocico (siglaeninglés: SCC) (3, 4).

Las cepas SARM presentan resis-
tencia multiple a los derivados B-lactdmicos
y a varios grupos de antibidticos. A través de
diversos mecanismos, estos aislamientos
presentan resistencia al cloranfenicol,
tetraciclinas, macrdlidos, lincosaminas,
aminoglucésidos e, incluso, quinolonas,
quedando muy pocas opciones terapéuticas
para tratar las infecciones que ocasiona (5,
6).

Inicialmente, el SAMR causaba
infecciones hospitalarias (SARM-AH), pero
desde 1990 se publicaron reportes de
infecciones adquiridas en la comunidad



(SARM-AC) en personas sin contacto previo
con algun establecimiento de salud (5, 7, 8).
Se plantea que estas cepas comunitarias
provienen de la transmision de cepas
hospitalarias a través de los pacientes y sus
parientes o del personal de salud (7).
También, se establece que posiblemente
surgieron “de novo” a partir de la adquisiciéon
del SCCmec por una cepa susceptible a
meticilina que se encontraba en la flora
normal (7, 8).

Para controlar las infecciones debi-
das a las cepas SARM, se comenzaron a
implementar métodos fenotipicos y
genotipicos de deteccion y tipificacion con la
finalidad de obtener informacion acerca de
los reservorios, fuentes de infeccion, patrén
de diseminacion y la ocurrencia de las
reinfecciones (9).

Esta revision expone los métodos de
deteccion vy tipificacidon de los aislamientos
de SARM, a través de los cuales se halogrado
avanzar en el conocimiento de la epide-
miologia molecular de la bacteria.

Materiales y métodos

Se analizaron los registros de los
ultimos 10 afos que se encontraban en la
base de datos del Medline y se incluyeron los
articulos de investigacion y de revisién que
evaluaran o trataran las palabras clave:
“methicillin-resistant Staphylococcus
aureus” con la combinacién “typing”, “Mole-
cular characterization”, “Epidemiology”,
“Staphylococcal cassette chromosome mec”,
“Clonal Complex” y “population structure”.

Resultados

De un total de 1642 articulos
publicados relacionados con methicillin-
resistant Staphylococcus aureus, se hallaron
486 articulos que incluian las combinaciones
de los términos establecidos para la captura.
El nimero de publicaciones encontradas por
cada uno de los términos y sus combi-
naciones correspondié a 86 articulos para
“detection of Staphylococcus aureus”, 99
articulos para “methicillin-resistant
Staphylococcus aureus epidemiology”, 28
articulos para “typing of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus”, 173 articulos para

“molecular characterization of methi-
cillinresistant Staphylococcus aureus”, 71
articulos para “staphylococcal cassette
chromosome mec”, 24 articulos para “Clonal
Complex of Methicillin-Resistant
Staphylococcus aureus” y 5 articulos
presentaron relacién con “population
structure”, y de estos se seleccionaron los
gue contenian lainformacion pertinente.

La informacion encontrada revela
que los métodos convencionales empleados
para la deteccion de S. aureus y en especial
de las cepas SARM surgieron en los afios 50y
60, siendo todos métodos fenotipicos. Entre
estos métodos se destacaron el biotipiaje,
serotipiaje, resistogramas (resistencia a
guimicosy colorantes), y el fagotipaje (9, 10).

Posteriormente, se hizo uso de los
perfiles de sensibilidad a los antibidticos con
el empleo de las pruebas de tamizaje con
oxacilina, que ofrecen una buena
sensibilidad y especificidad para detectar las
cepas SARM (10-12). Sin embargo, en cepas
con una expresion heterogénea de la
resistencia, la capacidad de estos sistemas
puede disminuir. Por lo tanto, se debe
confirmar la resistencia en aislamientos con
sospecha de fallo terapéutico o cuando se
aislan cepas con resistencias asociadas a
otros grupos de antibidticos. Para confirmar
la resistencia a meticilina mediante el
método de disco-difusion, el CLSI (Clinical
and Laboratory Standards Institute) (13)
recomienda el disco de cefoxitina (30 pg). La
cefoxitina es un potente inductor del gen
mecA, resultando en la expresién de la
proteina PBP2a, lo que hace que sea mas
precoz que la oxacilina en la deteccion de
resistencias.

También, se emplea el ensayo de
aglutinacién (empleo de anticuerpos
monoclonales para identificar la proteina
PBP2a) (14, 15) y los medios de cultivos
cromogénicos en la identificacion de SARM
(16).

Con independencia de estos méto-
dos fenotipicos, el método que se considera
de referencia es la amplificaciéon por la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen mecA. Este gen es altamente
conservado entre las cepas SARM y su

deteccidn se logra, incluso, en casos en los
que por el ensayo fenotipico convencional
no se detectala presenciadel SARM (17, 18).

Actualmente, se emplea el PCR
multiple que consigue amplificar simul-
taneamente diferentes secuencias blanco,
permitiendo la deteccidn e identificacion de
distintos genesde interés (19).

La rapida y precisa deteccion de
SAMR, ya sea por métodos fenotipicos o
moleculares, es de suma importancia para
guiar una apropiada terapia antibidtica y
evitar la diseminacion de estas cepas.

Tipificacion de los aislamientos de S. aureus

Con el desarrollo de las técnicas de
biologia molecular, dirigidas a la tipificacién
de aislamientos, se dio paso al concepto de
epidemiologia molecular. La aplicacidn de las
técnicas de tipificacion molecular a nivel
individual, permite identificar las carac-
teristicas del patégeno en aquellos pacientes
que presentan mas de un episodio
infeccioso. A nivel colectivo, es capaz de
diferenciar las cepas implicadas en un
determinado brote como medio para
entenderla naturaleza clonal de SARM (20).

En este sentido, la ribotipia (20) y el
andlisis de restriccion de ADN cromosdmico
mediante electroforesis clasica e hibridacion
con diferentes sondas (southern blot) (21)
fueron, inicialmente, los mas empleados.

Sin embargo, la técnica molecular
considerada el “estdandar de oro” para la
tipificacion de cepas y el seguimiento de
generaciones de S. aureus, es la electro-
foresis en gel de campo pulsado (EGCP). Esta
técnica permite diferenciar fragmentos de
ADN que han sido sometidos a dos campos
eléctricos que se alternan (22, 23). Pero, la
técnica EGCP tiene desventajas, la mas
importante es el tiempo requerido para
emitir resultados, toma de 2 a 4 dias de
acuerdo al protocolo empleado. Otra
desventaja, se relaciona con los cambios en
el patrdén de restriccién que pueden ocurrir
en forma aleatoria, por lo que requiere de
personal experimentado, tanto para la
interpretacion de los resultados como para
el desarrollo de la técnica (24), lo que la hace
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técnicamente complejay costosa.

La caracterizacion de SARM basado
en la tipificacion de secuencias multilocus
(MLST, por la sigla en inglés de Mutilocus
Sequence Typing) es otra opcidn. En este
caso, se basa en el andlisis simultaneo de la
secuencia de siete genes metabdlicos que no
estdn ligados (fnbA, cna, sdrE, bbp, icaA, pvl,
hlg, tst) para identificar secuencias
diferentes (denominados, alelos) (25). En
este sentido, cada aislamiento se define por
los alelos de cada uno de los siete genes
metabdlicos generados como un perfil
alélico o secuencia tipo (ST), las cepas con el
mismo perfil perteneceran al mismo clon. El
empleo de un conjunto de resultados por
MLST ha servido de base para la construc-
cion de un algoritmo informatico deno-
minado eBURST (http//eburst.mlst.net).
Con esta herramienta se puede establecer la
relacion evolutiva entre clones que han sido
definidos por MLST (26).

La caracterizacion molecular de
SARM se realiza, también, basada en el
analisis individual de diferentes genes
(genotipiaje) que incluye, los genes, nuc
(27), spa (28), agr (29), SSCmec (30, 31) y los
que codifica para la coagulasa y exotoxinas
(genset) (32).

De todos estos métodos, la tipi-
ficacién mediante la amplificacion por PCR
multiple del complejo SSCmec es la mas
empleada en muchos paises (33). Se basa en
establecer las combinaciones de mec y ccr
para detectar los tipos de SCCmec. Ademas,
las variaciones detectadas en la regién J del
complejo, definen los subtipos o variantes
(31, 34). Con la aplicacion de esta
aproximacién se han identificado los tipos
SCCmec del | al X, y algunas variantes
epidemiolégicamente pertinentes (por
ejemplo, los subtipos Ay I11A) (34-36).

Discusion

Un enfoque en la epidemiologia
molecular de SARM es la de establecer la
estructura genética poblacional y el patrén

de diseminacion de los aislamientos.

En este sentido, mediante las varia-
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ciones nucleotidicas detectadas en los
complejos mecAy ccr, se han identificado los
llamados complejos clonales (CC). Existen
cinco complejos, designados CC5, CCS,
CC22, CC30y CC45 que corresponden a un
“cluster” de clones epidémicos resultantes
de un numero limitado de adquisiciones
independientes del SCCmec, por lo que cada
complejo presenta caracteristicas genéticas
bien definidas y un patréon de distribucion
geografica especifico (37). Entre los clones
mds importantes asociados al ambiente
hospitalario, se encuentran los clones:
Arcaico (CC8), Ibérico (CC8), Brasilefio (CC8),
Pediatrico (CC5), New York/Japdn (Cc5).

Otra aproximacion se basa en la
caracterizacién de estos clones de acuerdo al
polimorfismo observado en el gen spa. De
acuerdo a este analisis, el clon Arcaico
presenta la notacion molecular CC8-ST250-
SCCmecl, el Ibérico es CC8-ST247-SCCmecl,
el Brasilefio es CC8-ST239-SCCmeclll, el
Pediatrico es CC5-ST5-SCCmeclV, el Nueva
York/Japdn es CC5-ST5-SCCmecll, el Berlin
es ST45-SCCmeclV, el EMRSA-15 es CC22-
ST22-SCCmeclV y el EMRSA-16 es ST36-
SCCmecll (5, 36,37).

Los primeros trabajos moleculares,
que evaluaron la distribucion de los clones
en hospitales de América Latina, se
realizaron en el afio 2001 y el clon Pediatrico
(CC5-ST5-SCCmeclV) se detecto en algunos
aislamientos de Chile, Argentina, Colombiay
Paraguay (38, 39). Sin embargo, a finales de
los afios 90 el clon denominado Chile-
no/Cordobés (CC5-ST5-SCCmecl) se
establecié con éxito en Chile, Argentina,
Colombia, Peru y Venezuela reemplazando
al clon Pediatrico (40).

La particularidad de la estructura
poblacional de los aislamientos de SARM en
América Latina fue el predominio solamente
de dos clones, el clon Brasilefio (CC8-ST239-
SCCmeclll) en las cepas de Brasil, Argentina,
Chile y Uruguay, y el clon Chileno/Cordobés
(41,42).

En México, el patrén de distribucion
de la mayoria de las cepas SARM presentaba
el perfil del clon Nueva York, y un pequeiio
grupo de cepas presentd una diversidad

Unica, por lo que fueron clasificadas como
clonM (43).

Hasta finales de los afos 90, los
clones de SARM eran predominantemente
de origen hospitalarios; pero a partir de 1996
se reportd en Estados Unidos cuatro muer-
tes en nifios por neumonia necrotizante
debida a la infeccion por una cepa mas
virulenta de SARM (44). Esta cepa SARM
presentaba sensibilidad a los antibioticos
para los que el clon hospitalario era resis-
tente y su secuencia multilocus diferente
(ST-1), fue denominada SARM USA400,
adquirido enlacomunidad (SARM-AC).

En el afio 2001, aparecié el clon
USA300, también asociado a la comunidad,
pero con algunas modificaciones genéticas
(45). Es muy virulento, probablemente
debido a una mayor expresiéon de los
sistemas regulatorios como agr, saeRS vy
sarA, dando como resultado aumento de
factores de virulencia como toxinas y la
Leucocidina Panton-Valentine (PVL) (46).
Presenta la secuencia multilocus, ST-8 y los
genes lukS-PV/IukF-PV, sek, seq, bsaB y sak
que codifican para las toxinas PVL, la
enterotoxina Q, la enterotoxina K, la bacte-
riocina y la estafilocinasa, respectivamente.
También posee un elemento movil para el
catabolismo de la arginina (Arginine
Catabolic Mobile Element, ACME), que le
confiere mayor capacidad de sobrevivir en
ambientes acidos y en anaerobiosis (47, 48).
Este clon se ha diseminado a varios
continentes (48-54).

Los complejos clonales deter-
minados en las cepas SARM-AC correspon-
den alos CC1 (ST1-SARM-1V) que circula en
Asia, Europa y Estados Unidos, el CC30
(ST30-SARM-1V), CC8 (ST239-SARM-I11/1V)
detectado en Australia, Europa y Suramérica
y el USA300 (ST8-SARM-I-IV) con una
amplia distribucion geografica que incluye
paises de Europa y Latinoamérica, y en
Estados Unidos. También, se detecta el ST59
en Asia y Estados Unidos y el ST80 en Asia,
Europa y Medio Oriente (49, 50). Existe una
variante del clon CC30 (EMRSA-16/ST36-
SARM-I1) que es frecuente en el Reino Unido
y el clon CC5 (ST125-SARM-IV) que circula
especificamente en Espafia (50).



En paises latinoamericanos, el clon
Brasilefio ha sido reemplazado en todo el
continente por dos clones comunitarios, el
SARM-ST30-1V y su derivado genético ST5-
1V, que se encuentran principalmente en los
paises del Cono Sur del continentey el SARM
USA300 (SARM-ST8-1V) (53). En este ultimo
clon, se han identificado cuatro variantes
genéticas designadas ComB (ST6), ComC
(SLV of ST5), ComD (ST22-1V), y ComE
(ST923). EI ST22-1V se ha reportado Unica-
mente en Venezuela y esta relacionado con
clon pandémico SARM-ST5 que predomina
principalmente en hospitales de Portugal,
presenta baja frecuencia de multirre-
sistencia a los antibioticos (54).

En Colombia, se ha determinado una
variante genética del clon USA300, CC8-ST8-
SCCmeclV, que no posee el elemento ACME,
presentan diferencias en el patrén de
restriccion con la enzima Smal (cuatro ban-
das de diferencia) y el subtipo SCCmeclVc, se

caracteriza por ser mas patogénico con una
amplia circulacion en Colombia (55-58).

Origen de los aislamientos SARM

Para establecer el origen de los
aislamientos de SARM, una aproximacion se
basa en el analisis de la variabilidad del
SCCmec y su comportamiento epide-
mioldégico. En este sentido, las cepas
clasificadas en el tipo SCCmectipol, Il olll, se
asocian con infecciones nosocomiales,
especialmente, el SCCmec tipo Il es el que
mas prevalente en los centro hospitalarios. El
SARM tipo Il contiene 5 subtipos, carece de
elementos transponibles, de genes que
codifiquen para resistencia a antibiéticos no
B-lactdmicos y no posee genes de recom-
binasas funcionales (34, 59).

En contraste, los tipos IV y V se han
encontrado en cepas de SARM que circulan
en la comunidad (35, 59). EI SARM tipo IV es

el mas variable, detectandose hasta el
momento 8 subtipos o variantes (IVa al IVh)
(35).

Las cepas SARM-AC presentan
sensibilidad a los antibidticos clindamicina,
fluoroquinolonas, trimetroprima/
sulfametazona y aminoglucésidos y poseen
factores de virulencia especificos que las
hacen mas patogénicas y exitosas en la
diseminacion que las cepas SARM-AH (59).
Presentan un elemento SCCmec, pequeiio
(menor de 25 kilobases) que les permite ser
facilmente incluidas en fagos, no contienen
otros genes de resistencia, ademas del gen
mecA, y poseen recombinasas funcionales
que les permiten hacer integracion sitio-
especifica en un nuevo genoma, por lo que
pueden diseminarse en forma horizontal
entre diferentes cepas de S. aureus (45, 47).
Los clones comunitarios presentan una
mayor diversidad con la adquisicidon de un
altonumero de SCCmec.
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El origen de SARM también emplea el
analisis del locus del regulador accesorio
(agr), que es el principal regulador de los
factoresde virulenciadel S. aureus (60).

El polimorfismo en el locus agr entre
los genes agrD y agrC, ha permitido
determinar cuatro grupos agr (agrl-1V) (29).
Se ha encontrado una relacion entre los tipos
agr con las infecciones, el agr tipo | se detecta
en cepas que causan enfermedades por
enterotoxinas, endocarditis, no desarrolla
biopeliculas, tiende a presentar mayor
resistencia a meticilina y se encuentra
relacionado con el clon USA300. El agr tipo Il
tiende a producir endocarditis, se considera
que es de origen hospitalario y presenta
sensibilidad intermedia a la vancomicina. El
agr tipo Il se detecta en cepas que causan
infecciones relacionadas con el sindrome de
shock toxico, estd presente en las cepas
SARM-AC y en cepas sensibles a meticilina, y
el grupo agr tipo IV se relaciona con el
desarrollo del sindrome de piel escaldada (29,
61,62).

En la actualidad, la epidemiologia de
SARM ha cambiadoy los clones han dejado de
ser exclusivos de un ambiente determinado,
asi el clon EMRSA-15 asociado a infecciones
intrahospitalarias circula también en la
comunidad, y el clon comunitario SARM-AC
USA300 se detecta con mayor frecuencia en
los hospitales que los clones SARM-AH en
diferentes partes del mundo, incluida
Colombia (47, 49,52, 53, 56).

Conclusiones

Con esta aproximacion se han
logrado establecer las diferencias estruc-
turales entre los aislados bacterianos y la
dinamica de la diseminacion y las carac-
teristicas delos aislados en un brote.

Los estudios de epidemiologia
molecular en SARM evidencian el predominio
de un numero pequefio de clones en todo el
mundo, es decir, tienen una capacidad de
realizar diseminacion pandémica, favorecida
probablemente por infecciones cruzadas con
cepas estrechamente relacionadas entre
hospitales de lugares lejanos.
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