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Resumen

Staphylococcus aureus es responsable de un amplio espectro de cuadros clinicos que van desde
infecciones en la piel y los tejidos blandos hasta enfermedades sistémicas muy graves que amenazan
la vida; tiene gran importancia en la comunidad y estd comunmente implicado en infecciones
nosocomiales. Ademas, un alto porcentaje de individuos esta colonizado por S. aureus, lo cual
constituye un factor de riesgo para su diseminacién. S. aureus tiene gran capacidad de adquirir
resistencia a los antimicrobianos y en la actualidad se encuentran cepas resistentes a la mayoria de
los antibidticos disponibles; en particular, su resistencia a la meticilina, inicialmente en el ambiente
hospitalario (HA-MRSA) y posteriormente en la comunidad (CA-MRSA), ha dificultado atin mas el
control mundial de este microorganismo. Los estudios de epidemiologia molecular han permitido
entender mejor las relaciones evolutivas de las cepasy definir el origen de los clones durante brotes
epidémicos. En Colombia se sabe poco sobre la epidemiologia de S. aureusy aiin menos sobre su
comportamiento en la comunidad. Por ello, estudios de vigilancia epidemioldgica que involucren la
tipificacién molecular de las cepas permitirdan comprender mejor su epidemiologia y establecer
estrategias més certeras de tratamiento y control.
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SUMMARY

Methycillin-resistant Staphylococcus aureus: molecular bases of resistance;
epidemiology, and typification
Staphylococcus aureusis responsible for a wide variety of clinical manifestations ranging from skin

and soft tissue infections to severe systemic and life threatening diseases:; it is of relevance in the
community and is commonly associated with nosocomial infections. Additionally, a high percentage
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of the population is colonized by S. aureus, which
constitutes a risk factor for its dissemination. S. aureus
has great capacity to acquire antimicrobial resistance,
and currently there are resistant strains to the majority
of available antibiotics; in particular, its resistance to
methycillin, initially in the hospital environment (Hospital
associated methycillin resistant S. aureus, HA-MRSA) and
later in the community (Community acquired methycillin
resistant S. aureus, CA-MRSA), has made even more
difficult the worldwide control of this microorganism.
Molecular epidemiological studies have provided a better
understanding of the evolutionary relationships of the
strains, and the definition of the clonal source during
epidemic outbreaks. In Colombia, very little is known
about S. aureus epidemiology and even less about its
behavior in the community. Therefore, studies based on
epidemiological surveillance, involving molecular typing,
will lead to a better understanding of its epidemiology,
maRing it possible the design of more assertive control
strategies.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureusha sido reconocido como uno de
los principales patogenos humanos, responsable de gran
cantidad de infecciones en la comunidad y de un nimero
importante de infecciones nosocomiales."? Dada la
diversidad de factores de virulencia que posee, tanto
bioquimicos como estructurales, se [o considera como
un patdgeno perfecto, equipado para colonizar, invadir
y diseminarse; dichos factores son, en parte, los
responsables del amplio espectro de manifestaciones
clinicas que puede causar.>*Su gran capacidad de adquirir
elementos exdgenos por transferencia horizontal, tanto
dentro de la especie como con otras especies, le permite
ser un patdgeno exitoso y adaptarse facilmente al medio
y alos agentes antimicrobianos, mediante la adquisicion
de factores de resistencia a antibidticos codificados por
plasmidos, secuencias de insercion y transposones;>®
dicha resistencia ha agudizado el problema mundial de
las infecciones por esta bacteria.°El conocimiento del
primer mecanismo de resistencia de S. aureus data de
los anos 40 del siglo XX, cuando se introdujo la penicilina
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como antibidtico para tratar las infecciones por este
patdgeno. Desde entonces, emergieron rdpidamente
cepas resistentes productoras de penicilinasas,
codificadas por un gen denominado blaZ; la alteracion
de los genes represores, blaR1 y blal, provoca su
produccién.” Luego, en los afios 50, se dispuso de los
primeros PB-lactdmicos estables a la accién de las
penicilinasas, tales como las cefalosporinas de primera
generacion y la meticilina semisintética; sin embargo,
poco tiempo después aparecieron cepas de S. aureus
resistentes a meticilina, conocidas como MRSA (por la
sigla en inglés de Methicillyn resistant S. aureus),
observadas por primera vez en Inglaterra en 1961, en
aislamientos nosocomiales. Desde entonces, las cepas
de MRSA se han diseminado gradualmente a todo el
mundo, y se las encuentra principalmente en las
instituciones que brindan atencion especializada.?® En las
primeras décadas a partir de su aparicidn, estas cepas se
asociaron al ambiente hospitalario por lo que se las
conocié como HA-MRSA (por la sigla en inglés de Hospital
acquired MRSA);? en los anos 90 aparecieron [os primeros
informes de MRSA adquiridos en la comunidad y se los
denominé CA-MRSA (por la sigla en inglés de Community
acquired MRSA);*'° fueron reportados con mayor
frecuencia en nifos y adultos jovenes, sin factores de
riesgo relacionados con los HA-MRSA.? Los mecanismos
que originaron las cepas CA-MRSA siguen siendo motivo
de gran controversia."'En la actualidad, la oxacilina
continua siendo el medicamento de eleccién para
combeatir las infecciones por S. aureus; no obstante, el
panorama parece ser bastante preocupante con el nivel
de resistencia reportado para la meticilina; lo es ain més,
sise considera que en los afios 1996 y1997 surgieron las
primeras cepas con sensibilidad disminuida a los
glicopéptidos (vancomicinay teicoplanina), que son los
antibioticos de eleccidn para el control del MRSA.'*Estas
cepas se denominaron de la siguiente manera por sus
siglas en inglés: VISA (Vancomycin intermediate S.
aureus), y GISA (Glycopeptide intermediate S. aureus)."

La capacidad de S. aureus para desarrollar mecanismos
de resistencia hace necesario el conocimiento de su
epidemiologia como una contribucion al establecimiento
de medidas racionales de prevencién y control. La
informacién contenida en esta revisidon proviene, en su
mayor parte, de publicaciones encontradas en Medline-
PubMed, seleccionadas con base en la calidad del trabajo
realizado y en los aportes de sus resultados al avance del
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conocimiento sobre las bases moleculares de la
resistencia de S. aureusa meticilina y sus implicaciones,
la evolucién genética de S. aureus a HA-MRSA y CA-
MRSA y la situacion de este patdgeno en Colombia; se
revisaron, ademads, aspectos generales de los métodos
fenotipicos y moleculares utilizados para su tipificacion.
Aumentar el conocimiento de la comunidad cientifica y
del publico en general sobre la situacién del MRSA
permitird crear una conciencia participativa en el
establecimiento de medidas certeras para el manejo de
las infecciones producidas por esta bacteria.

Bases moleculares de la resistencia del S. aureus
a la meticilina

La resistencia del S. aureus a meticilina se debe a la
presencia de una proteina alterada de unién a la
penicilina (PBP2a, por la sigla en inglés de Penicillin binding
protein 2a), codificada por el gen mecA." Esta proteina,
de 76 RDa, se caracteriza por su afinidad disminuida para
los antibidticos B-lactamicos y por tener solo un dominio
transpeptidasa, por lo que necesita apoyarse en la
actividad de transglicosilacion de la proteina normal
(PBP2) para la formacion del peptidoglicano de la pared
celular.”

Elgen mecA se encuentra en un elemento genético movil
conocido como el casete cromosémico (Staphylococcal
chromosome cassette mec, SCCmec),">'® que se inserta
en un sitio especifico del cromosoma bacteriano (attBSC ,
cerca del origen de replicacién de S. aureus. Esta
caracteristica es de gran relevancia porque le permite
replicarse en forma temprana y transcribir los genes de
resistencia importados.'” Dada la complejidad de este
mecanismo de resistencia, se ha considerado poco
probable que haya surgido por la presion selectiva
ejercida por la introduccién de los medicamentos
- lactamicos.!" Atin no estéa claro el origen del gen mecA
pero se ha propuesto que pudo haber evolucionado
mucho tiempo atrés, en especies de estafilococo libres
de penicilinasas que se encontraban bajo presion
selectiva por la penicilina, cuando se inici6 su utilizacién
intensiva como medida profilactica en veterinaria, [luego
de suintroduccién para uso en humanos. En este contexto,
se presenta el Staphylococcus sciuri, un colonizador
frecuente de animales domésticos, como una de las
especies implicadas;'” en €l se identificd un gen mecA
homologo, con un alto porcentaje de similitud con el de

S. aureus."® La mayoria de los aislamientos de esta
especie fueron susceptibles a antibioticos -lactdmicos,
incluyendo la meticilina; sin embargo, se ha demostrado
que las cepas susceptibles pueden ser convertidas a
resistentes en el laboratorio, lo que revela su facilidad de
adquirir resistencia.'®

Estructura del casete cromosomico SCCmec

EI SCCmectiene tres componentes genéticos esenciales;
son ellos: el complejo de genes mec, el complejo de genes
ccr, que codifica para recombinasas, y una region
conocida como J (junkyard), conformada por elementos
cuya constitucién puede variar, sin ser todos ellos
fundamentales.''® El complejo mecesta compuesto por
el gen mecA'y sus genes reguladores, mecR1y mecl,
que pueden aparecer intactos o truncados en diferentes
aislamientos; cuando estos genes reguladores estan
intactos y son completamente funcionales parece que
confieren una mayor represion en la expresion de la
PBP2a. El complejo mec contiene ademas el elemento
de insercidn IS431mec, que ha sido frecuentemente
asociado con genes que codifican resistencia a diversos
antibidticos y al mercurio; en algunos aislamientos se
encuentra también el IS1272.% Con base en su estructura
se han identificado cuatro clases de complejo mec: A, B,
C,D(Tablan.® 1). Las clases Ay B son mas comunesen S.
aureus y la C en Staphylococcus haemolyticus; sin
embargo, se detectd un nuevo tipo de casete SCCmec
en S. aureus que presento la clase C.22La clase D se ha
detectado solo en Staphylococcus hominis.*'

Elcomplejo ccrestd compuesto por genes que codifican
para recombinasas responsables de la movilizacién del
SCCmec; ellas median su integracién y escision del
cromosoma.® Hasta la fecha se han reportado cinco tipos
de ccr; cuatro de ellos son alotipos denominados del 1 al
4, que comparten aproximadamente el 80% de la
identidad y presentan los genes ccrAy ccrB; el quinto
tipo, recientemente descrito, denominado ccr5 o ccrC,
presenta el gen ccrCy no se encuentra relacionado con
los genes ccrAy ccrB (Tabla n.® 1).'*%? El resto del casete
cromosdmico contiene secuencias de la regién J, o
Junkyard, que comprende tres fragmentos denominados
J1, ]2 y I3; puede contener plasmidos o transposones
portadores de genes de resistencia a antibiéticos no
B-lactémicos y a metales pesados.®°El fragmento 1 se
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Tablan.° 1. Estructurade los tipos y subtipos de casete SCCmec

Tipo de SCCmec* Complejo mec Estructura Complejo car Estructura
Clase Tipo
| B 15431 mecA  AmecRI 1 Bl Al
151272

Ila

IIb

llc A 1S431 mecA mecRl mecl 2 w@B2 A2
Iid

[ 3 w@B3 A3
IVa

Vb

Ve

Ivd B 15431 mecA AmecRl 151272 2 wB2 A2
IVe

IV

IVg

IVh

v C 15431 mecA AmecRl 15431 5 a@C

Vi B 15431 mecA mecRl 151272 4 wrB4 A4

localiza entre el complejo ccry el extremo cromosdmico
flanqueante derecho; el J2, entre los complejos ccry mec,
y el J3, entre el complejo mec y el orfX. Aunque los
fragmentos ] no son especificos de cada tipo de SCCmec,
se observa que algunos de ellos se encuentran mas
comunmente en ciertos tipos de SCCmec.®

Se ha reportado que el SCCmec no esté restringido a la
movilidad del gen mecA; él posee elementos adicionales,
denominados no mec, que contribuyen a la supervivencia
y al potencial patogénico de S. aureus. Entre los
elementos no mec se encuentran secuencias que
codifican para resistencia a metales pesados como el
mercurio (SCCmer), o al cido fusidico (SCC MSSA 476,
por la sigla en inglés de Staphylococcal cassette
chromosome methicillin-susceptible S. aureus)secuencias
para biosintesis capsular (SCCcap1), para la protecciéon
del ADN por sistemas de modificacién-restriccion (SCC
Cl)y para el catabolismo de la arginina (ACME, por la
sigla en inglés de Arginine catabolic mobile element). La
mayoria de estos elementos han sido reportados
en estafilococos coagulasa negativa lo que sugiere,
nuevamente, su transferencia desde estas especiesa S.
aureus.*
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Tipos de casete cromosomico mec (SCCmec)

Diferentes combinaciones de las clases del complejo mec
y de los alotipos del complejo ccrgeneran varios tipos de
casete SCCmec (Tabla n.® 1). Ademés, variaciones en la
regién J, aun teniendo la misma combinacién de los
complejos mecy ccr, definen los subtipos o variantes.*En
la actualidad se han descrito 6 tipos de SCCmec
designados de I a VI; sus tamafios varian de 20 Rb a 68
Rb.® Los tipos I, Il y IIl se han asociado frecuentemente
con infecciones nosocomiales; en contraste, los tipos [Vy
V se han encontrado en cepas de MRSA de la comunidad.?

Recientemente se describio una variante del SCCmec,
similar al tipo IV, pero portadora de un nuevo alotipo, el
ccrAB4, que fue denominado tipo VI.#

El SCCmectipo IV es el mds variable: hasta el momento
se han descrito 8 subtipos que comprenden del IVa al
IVh;* el SCCmec tipo II contiene 5 subtipos, del Ila al
Ile." Los tipos Il y IIl se caracterizan por contener muchos
determinantes de resistencia a antibidticos no
B—Iactémicos y por sumayor tamano, el I de 52 Rby el I1I
de 66 RD. Los tipos I, IV y V solo contienen genes para
recombinasas, genes estructurales y reguladores de la
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resistencia a meticilina, carecen de elementos
transponibles y de genes que codifiquen para resistencia
a antibioticos no betalactdmicos;® tienen un menor
tamafio: ell esde 34 kb, el IV de 20 a 24 Rby el V de 28 kb,
lo cual parece conferirles una ventaja evolutiva al facilitar
su transferencia horizontal entre diferentes especies.?”
Eltipo V se diferencia de los otros por contener un grupo
de genes fordneos que codifican para un sistema de
restriccion-modificacion que parece estar involucrado
en la estabilizacion del elemento en el cromosoma. En la
década de los afnos 70, el elemento tipo IV se asocid con
Staphylococcus epidermidis; sin embargo, solo a partir
de los anos 90 se reportd su asociacidén frecuente con S.
aureus, lo que sugirié un evento de transferencia
horizontal de mecA entre dos especies de estafilococo
diferentes, una patdgenay otra comensal.®

Origen del SCCmec

No se ha informado el elemento SCCmec en bacterias
de otros géneros'?y su origen es aun desconocido;*?!%
asi mismo, se desconoce su mecanismo de transferencia
pero esta demostrado que ocurre en forma horizontal
entre especies de Staphylococcus.'**% Existe una teoria
segun la cual los genes ccry mec fueron transferidos
inicialmente a un estafilococo coagulasa negativa a partir
de una fuente atin desconocida,**y que en esa especie
sufrieron una delecién de los genes reguladores mec
antes de ser transferidos a S. aureus y dar origen al
MRSA."" La presencia de la secuencia de insercién IS1272,
caracteristica de Staphylococcus haemolyticus, en los
tipos SCCmec 1 y IV, sugiere que esta secuencia fue
transferida de esta especie a S. aureus.? Existe evidencia
de que la historia evolutiva del SCCmec es independiente
dela del gen mecA. Esto lo demuestra el hecho de que el
SCCmec puede existir en forma independiente del gen
mecA, y que este Ultimo puede existir en ausencia de los
elementos que componen el SCCmec, como ocurre en
especies de estafilococos coagulasa negativa.?!

Staphylococcus aureus sensible a meticilina

(MSSA), S. aureus resistente a meticilina (MRSA)
nosocomial y de comunidad

La presion de los antibidticos ha favorecido la evolucién
genética del S. aureus, con la consecuente aparicion de
cepas con diferentes determinantes de virulencia y
patrones variables de susceptibilidad, que difieren no solo

epidemioldgicamente sino también en los tipos de
infecciones que producen; asi, se reportan cepas de S.
aureus sensibles a meticilina (MSSA), de S. aureus
resistentes a meticilina asociadas al ambiente hospitalario
o nosocomiales (HA-MRSA) y de S. aureus resistente a
meticilina asociado a la comunidad (CA-MRSA).!? MSSA
se aisla mas comtUnmente en pacientes con infecciones
adquiridas en la comunidad y causa principalmente
infecciones de la piel, osteomielitis hematdgena, artritis
sépticay neumonia con derrame. Produce ademas varios
sindromes asociados a toxinas, como el de choque tdxico,
el de piel escaldada e intoxicaciones alimentarias.' En
anos recientes se ha observado un incremento progresivo
delas cepas de S. aureusresistentes a meticilina (MRSA),
que se ha vuelto endémico en muchos hospitales, sobre
todo en los que brindan atencién compleja y manejan un
alto numero de camas, donde puede ser el agente causal
de cerca del 50% de las infecciones nosocomiales.* Se ha
asociado el HA-MRSA a varios factores de riesgo, entre
los que se destacan, hospitalizacién reciente y
permanencia en unidades de cuidados intensivos (UCT);*
con el agravante de que los trabajadores de la salud y los
pacientes colonizados por MRSA pueden convertirse en
nuevos focos de infeccién.” Ademads de deteriorar la
salud de los individuos, las infecciones por HA-MRSA
generan una gran carga para las instituciones de salud,
por su fuerte asociacidn con altas tasas de morbilidad y
mortalidad y por el incremento en los costos de la estancia
hospitalaria. Se ha calculado que el costo promedio de
las hospitalizaciones de pacientes con infecciones por
MRSA es 30% mas alto que el de los pacientes con otras
dolencias.* En la década de los afios 90 adquirié gran
importancia la emergencia de cepas de MRSA en la
comunidad (CA-MRSA). Los primeros casos se reportaron
en Australia® y Estados Unidos,'®en 1993 y 1998,
respectivamente; desde entonces se ha incrementado
su aparicion mundial. Las cepas de CA-MRSA poseen
numerosos factores de virulencia, entre ellos la toxina
Panton-Valentine (PVL), una leucocidina bicompuesta
responsable de destruir leucocitos y producir necrosis
tisular; la codifican dos genes cotranscritos ([ukRS-PVy
[ukF-PV), que residen en un profago.* La presencia de la
PVL se ha asociado con agravamiento de la enfermedad
en adultos jovenes y nifos; las infecciones en la piel y los
tejidos blandos evolucionan para dar [ugar a la aparicién
de osteomielitis cronica y neumonia necrosante 24 CA-
MRSA se caracteriza por causar brotes en comunidades
cerradas, que afectan a grupos familiares, militares,
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reclusos, nifos en guarderiasy deportistas.* Las cepas
de CA-MRSA difieren de las de HA-MRSA en su
susceptibilidad a otros antibidticos: por lo general las
cepas nosocomiales (HA-MRSA) son resistentes a todos

los antibioticos P-lactdmicos y a muchos no

[-lactamicos.® Ha habido controversia sobre cémo
definir la infeccién por CA-MRSA; muchos autores han
utilizado el término para referirse a la colonizacion o
infeccidn ocurrida en la comunidad, lo cual no implica
necesariamente que las cepas se hayan adquirido en
ella, pues pudo tratarse de una exposiciéon previa.® Se
sabe que cepas de S. aureus, incluyendo MRSA, pueden
colonizar al individuo por periodos largos sin ser
detectadas y presentarse la infeccién un tiempo después;
este hecho es el que dificulta determinar el origen real
de las cepas que causan infeccién en la comunidad.® Lo
anterior condujo al establecimiento de pautas para lograr
una definicién precisa de o que constituye una infeccién
por CA-MRSA,; para ello debe haber evidencias claras de
suinicio en la comunidad y de que el individuo afectado
no presenta ninguno de los siguientes factores de riesgo
0 contacto estrecho con personas que los presenten:
hospitalizacién reciente, cirugia previa, didlisis, visitas a
hospitales, exposicidon reciente a antibidticos, enfermedad
cronica, inyecciones, residencia prolongada en
instituciones de cuidado.'**® La dificultad para definir el
origen de estas cepas ha generado un auge en el
desarrollo de estudios moleculares, que han contribuido,
entre otras cosas, a distinguir entre las cepas realmente
adquiridas en la comunidad y aquellas de origen
nosocomial.***"La evolucién genética de las cepas de HA-
MRSA y CA-MRSA también ha mostrado grandes
diferencias. Inicialmente las cepas de HA-MRSA
exhibieron una expansion clonal; por més de un decenio
un solo clon fue el responsable de las epidemias de HA-
MRSA en los diversos hospitales, pero en los afios
subsiguientes empezaron a surgir y a extenderse por todo
el mundo nuevos clones. En la actualidad existe gran
cantidad de clones epidémicos de HA-MRSA que
muestran grandes diferencias genéticas; asi se ha
demostrado por métodos como la secuenciaciéon de
multiples locus (Multilocus sequence typing- MLST), que
portan diferentes tipos de SCCmec. Este comportamiento
contrasta con la evolucion de las cepas de CA-MRSA, que
en sus origenes mostraron una mayor diversidad
genética pero en la actualidad solo unos pocos clones
son responsables de las epidemias de CA-MRSA en el
ambito mundial."
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Recientemente se han descrito cepas de MSSA derivadas
de MRSA que sufren una escisién del SCCmec pero
conservan otros determinantes de resistencia a
antibiéticos no P-lactdmicos,®** lo que hace muy
importante su seguimiento porque pueden presentar un
fenotipo inusual de resistencia. En contraste con la
informacién mundial disponible sobre MRSA, existe un
gran vacio en el conocimiento de la epidemiologia de
estas cepas de MSSA derivadas de MRSA, lo que enfatiza
auin mas la pertinencia de considerar su inclusién en
estudios epidemioldgicos que permitan dilucidar su papel
en la diseminacion de la resistencia.

Tipificacion de MRSA

La tipificacion de MRSA se puede hacer por métodos
fenotipicos y moleculares. Los primeros han sido utiles
pero algunos pueden presentar desventajas por ser
dispendiosos y por las limitaciones de su poder
discriminatorio; ademas, algunos de ellos no son aplicables
atodas las cepas de S. aureus.®® Los métodos moleculares
de tipificacion se han empleado recientemente, con mayor
frecuencia, en estudios de epidemiologia molecular de
MRSA, lo que ha permitido entender mejor las relaciones
evolutivas de estos clones.* Entre [os métodos empleados
para tipificar MRSA se encuentran los siguientes: la
ribotipificacidn,* los patrones de macrorrestriccion de ADN
cromosémico por electroforesis de campo pulsado (PFGE,
por la sigla en inglés de Pulsed field gene electrophoresis)
empleando la enzima Smal “** las técnicas basadas en
PCR %45 ¢y mds recientemente, las basadas en el
secuenciamiento de ADN. 47

La PFGE empleando la enzima Smal es el método maés
comunmente utilizado para estudios de la epidemiologia
molecular de S. aureusy ha sido de gran valor en estudios
de brotes nosocomiales.* Inicialmente esta técnica estuvo
restringida a estudios locales y de corto plazo, debido a la
falta de reproducibilidad entre laboratorios; sin embargo,
gracias a la estandarizacién de la metodologia para hacer
la electroforesis y al esquema de interpretacion de los
patrones producidos siguiendo los criterios de Tenovery
colaboradores,*” se pudieron adelantar estudios
multicéntricos que han sido de gran utilidad para
determinar las relaciones genéticas de las cepas de MRSA;
en la actualidad se cuenta con un software que permite
comparar los perfiles obtenidos en la PFGE e identificar a
qué linaje de MRSA, entre los reportados, pertenecen las
cepas en estudio.™
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Se ha utilizado ampliamente la estrategia de tipificar el
MRSA combinando la PFGE con otros métodos; en
particular, se empled la combinacion con el polimorfismo
del gen mecy de los patrones de insercidn del transposén
Tn455 para tipificar alrededor de 3.000 aislamientos de
MRSA provenientes de varias regiones del mundo, lo que
permitié identificar seis clones epidémicos: Ibérico,
Brasilero, Pedidtrico, Hingaro, NewYork /Japdn y EMRSA-
16, que derivaron sus nombres de las regiones donde se
detectaron primero o de alguna propiedad
epidemioldgica.? Frecuentemente se usan estos clones
como referentes de tipificacion en estudios
epidemioldgicos.>"*?

Recientemente, debido a la mayor disponibilidad y
accesibilidad del secuenciamiento de ADN, los métodos
de tipificacién basados en este principio han ganado en
popularidad entre los investigadores y se han convertido
en los més utilizados para la tipificacion de MRSA. Estos
meétodos han incrementado la reproducibilidad entre los
laboratorios, asi como la rapidez para obtener los
resultados. Uno de ellos es la tipificacidon de secuencias
multilocus (MLST por la sigla en inglés de Mutilocus
sequence typing), que esta basada en la amplificaciony
secuenciacion de fragmentos internos de siete genes
esenciales, no ligados (house keeping). Su principal ventaja
frente a la PFGE es que, al utilizar secuencias, no da [ugar
alas ambigliedades que se pueden presentar con la PFGE.
Ademés, es una técnica muy estandarizada y cuenta con
un sitio web que contiene informacion de mas de 1.500
aislamientos de humanos y animales, provenientes de
cerca de 40 paises, [0 que permite comparar las secuencias
obtenidas con las reportadas en la base de datos para
obtener el perfil alélico. Aunque la MLST brinda
informacion acerca del linaje de las cepas, lo cual es muy
importante para entender la epidemiologia de los MRSA,
esta técnica no es muy apropiada para investigar brotes
en el &mbito clinico.*®

Otro método basado en secuenciamiento, que ha sido
ampliamente utilizado en estudios de epidemiologia
molecular de MRSA, esla tipificacién del gen de la proteina
A. Se lo denomina Staphyloccocus protein A (spa),
involucra la amplificacidon y secuenciamiento de la region
polimorfica X, una secuencia corta repetida del gen de la
proteina A, un superantigeno de S. aureus.>* Esta region
posee un alto grado de polimorfismo y, por consiguiente,
es potencialmente adecuada para estudiar brotes por su
alto poder de discriminacién. La informacién empleada para

la tipificacidn de spase obtiene de un solo Iocus, en contraste
con MLST que combina la informacion de siete locus, lo
que hace que esta ultima sea mucho mds costosa.

Estudios de tipificacién molecular de MRSA han permitido
concluir que para una mejor caracterizacion de estas cepas
se requiere definir no solo su perfil genético, sino también
identificar Ios tipos estructurales del casete cromosémico
SCCmec.™ Es asi como recientemente se han descrito
numerosos métodos de PCR que permiten detectar y
tipificar MRSA con base en el SCCmec.®#%% La PCR
ofrece ventajas como la rapidez, sensibilidad, especificidad
y menor costo, al compararla con métodos basados en
secuenciacién; ademas, permite detectar MRSA
directamente de muestras que contienen una mezcla de
microorganismos.*® Estudios realizados por [to y
colaboradores,'°dirigidos a tipificar cepas de MRSA,
permitieron dilucidar las diferencias en la estructura del
SCCmec; estos autores diseniaron una PCR basada en las
variaciones de tamafio y composicion genética de los
complejos mecAy ccr; la cual permiti¢ identificar [os 5 tipos
de SCCmec. Francois y colaboradores® desarrollaron una
PCR en tiempo real, con iniciadores (primers) dirigidos a
los genes de las recombinasas (ccn); la desventaja de esta
estrategia consiste en que solo identifica 4 tipos de casete y
deja por fuera el tipo V.

Oliveira y colaboradores® desarrollaron una PCR multiple
(multiplex PCR), basada solo en las variaciones de las
secuencias del complejo mecA, sin tener en cuenta el
complejo ccr. El ensayo determina los tipos de SSCmecal
identificar 8 locus situados corriente arriba y corriente abajo
del gen mecA, principalmente en la regién J. Este método
permitio la discriminacién rapida de los tipos estructurales
del elemento mec; sin embargo, tiene la limitacion de que
no detecta todos los tipos y subtipos descritos de casete
SCCmec, como son el tipo V y los subtipos IVa, b, cy d.
Posteriormente, Zhang y colaboradores®describieron una
PCR multiple que detecta los tipos [ a V y varios subtipos.
Mas recientemente, Kondo y colaboradores* disefiaron
una estrategia basada en seis PCR multiples, que supera
las limitaciones de las PCR anteriores, al permitir la
discriminacion y clasificacion de la mayoria de los tipos y
subtipos descritos hasta la fecha. Entre las ventajas de la
prueba estén sus altas sensibilidad y especificidad y su
formato de PCR multiple, que la hace muy practica al
combinar la rapidez con la relativa facilidad técnica.
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La tipificacién del SCCmec es primordial para la
identificacion adecuada de los clones de MRSA en estudios
epidemioldgicos; no obstante, se han presentado
dificultades relacionadas con la unificacion de criterios
para determinar los tipos. Es asi como Oliveira y
colaboradores* denominaron los elementos SCCmec
basados principalmente en diferencias de la regioén I,
mientras que Zhangy colaboradores®y Chongtrakool y
colaboradores®™ asignaron los tipos con base en la
determinacion de clases del complejo mecy de tipos del
complejo ccr. Por lo anterior, Chongtrakool y
colaboradores® han propuesto establecer una nueva
nomenclatura que permita unificar criterios para la
denominacion de tipos de SCCmec, que sea aceptada'y
puesta en practica por los investigadores en todo el
mundo.

En vista de la amplia variedad de métodos disponibles
para tipificar MRSA, la eleccién del mas adecuado
depende de las necesidades y del tipo de pregunta que
se quiera responder. El método éptimo debe mostrar una
alta capacidad de discriminacién y de reproducibilidad y
ser facil de usar, rdpido, asequible, de costo razonable y
facil interpretacidn. >

Recientemente se han puesto en practica métodos que
combinan Ila tipificacién del cromosoma bacteriano,
mediante PFGE o por estrategias de secuenciacién, con
la tipificacién del SCCmec por PCR; estos métodos tienen
gran especificidad y han resultado muy utiles en estudios
epidemioldgicos y, principalmente, en los de tipo
evolutivo.”

La estrategia recomendada para optimizar el proceso
de tipificacion, lograr una mayor discriminacion de las
cepas y obtener informacion relevante que permita
establecer medidas preventivasy de control, consiste en
emplear inicialmente la PFGE y [uego, en los aislamientos
que muestran clonalidad, hacer el andlisis de las cepas
por SCCmec o MLST. Se podria emplear Ia tipificacion
spa en lugar de PFGE si no existieran limitaciones por los
costos de la secuenciacioén. La tipificacion spa provee
datos concordantes con Ios obtenidos por MLST o PFGE;
sin embargo, su uso no obvia la necesidad de efectuar la
tipificacién del SCCmec para determinar la clonalidad
de los aislamientos.*

Situacion en Colombia

En Colombia el primer estudio publicado de
caracterizacién molecular de S. aureus resistente a
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meticilina se [levd a cabo entre 1996 y 1998, como parte
de una estrategia global de vigilancia de la resistencia,
con muestras de hospitales de Bogotd y Manizales. En
ese trabajo la tipificacién molecular mostré que todos los
aislamientos compartian propiedades idénticas a las de
un solo clon, el denominado Clon pedidtrico, que habia
sido descrito en los afios 90 en Europa, Nueva YorkR y Sur
América. Sin embargo, los aislamientos de Colombia
diferian del Clon pediétrico en su amplia resistencia a
muchos medicamentos y en que provenian de pacientes
de todas las edades.?En el afio 2005, Cruz y
colaboradores® evaluaron 200 muestras de MRSA
recolectadas entre 2001 y 2003, provenientes en su
mayoria de hospitales de Bogotd y Cali (48% y 45%,
respectivamente); estos autores no detectaron el Clon
pedidtrico, sino solamente el denominado Clon chileno.
Este fue el primer reporte de dicho clon en Colombia, lo
cual, segun los autores, indicaba un cambio en Ia
poblacién genética de MRSA en el pais.

Recientemente, Alvarez y colaboradores® hicieron el
primer reporte de CA-MRSA en Colombia; posteriormente
Cortés y colaboradores,*” en un estudio realizado en
Bogota, a partir de una base de datos de aislamientos
ambulatorios de los anos 2001 a 2005, reportaron la
presencia de S. aureus sugestivo de presentar un perfil
de CA-MRSA, hecho que tiene implicaciones importantes
en salud publica. Ademads, en 2008 se documenté la
presencia de CA-MRSA en varias instituciones
hospitalarias de Bogotd.®®'

En otras capitales, como Medellin, que tienen hospitales
de alta complejidad, solo se conoce un estudio
longitudinal, [levado a cabo por Vesga y colaboradores®
en el Hospital Universitario San Vicente de Paul (HUSVP),
entre los anos 1987 y 1993. En ese trabajo se demostro,
por métodos fenotipicos, resistencia a la penicilina en el
100% de las cepas de S. aureus analizadasy resistencia a
la meticilina en el 10%; de estas ultimas, el 60% fueron de
MRSA adquirido en la comunidad. Recientemente, el
Grupo de Microbiologia Molecular de la Universidad de
Antioquia inicié un estudio dirigido a caracterizar clinica,
molecular y epidemioldgicamente las cepas de MRSA,
tanto de origen hospitalario como de la comunidad; hasta
la fecha, los resultados sugieren la aparicidon de cepas de
CA-MRSA en el ambiente hospitalario, tal como se ha
observado en Bogota (datos no publicados). Otro estudio
hecho recientemente por este grupo, documento la
presencia de MRSA colonizando las manos en poblacién
general.® En la actualidad la resistencia de S. aureus a
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meticilina ha aumentado considerablemente en [os
hospitales de mediana y alta complejidad, y se
encuentran porcentajes de resistencia superiores al 40%.%

Informes internacionales indican que hay una variacion
considerable en la prevalencia de MRSA entre paises y
hospitales, incluso dentro de una misma regién.® En
Colombia, el uso de antibidticos no esté regulado, es
indiscriminado y muchas veces inadecuado, por lo que
las condiciones son ideales para el desarrollo de la
resistencia; por ello, la situacidén en este pais es
preocupante. La prevalencia de MRSA asociada al
ambiente hospitalario es alta,’'>?%? es poco lo que se
sabe sobre su epidemiologia y ain menos sobre el
comportamiento en la comunidad. Lo anterior pone de
presente la necesidad de trabajar localmente en este
campo para poder conocer la magnitud real de la
prevalencia de S. aureus meticilino-resistente y la
dindmica de su transmision nosocomial y comunitaria.
Una mayor comprension de la epidemiologia molecular
de S. aureus posibilitara el establecimiento de medidas
eficientes en el manejo racional de las infecciones que
produce, lo cual redundaré en el mejoramiento de las
condiciones de salud de la poblacién.
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