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RESUMEN

Introducción: Investigaciones recientes reportan la diseminación de cepas SARM de

origen comunitario hacia los centros asistenciales. No obstante, la comprensión de

este fenómeno sigue siendo limitada en Latinoamérica. USA300 con SCCmec IVc, el

cual se ha asociado a la comunidad, está aumentando su presencia en el ambiente

nosocomial, causando un desplazamiento del SARM hospitalario. Objetivo:
Determinar las características moleculares y perfiles de susceptibilidad a antibióticos

de las cepas de Staphyloccocus aureus colonizantes de pacientes con patología nasal

atendidos en el servicio de Otorrinolaringología del Hospital Universitario del Caribe de

la ciudad de Cartagena de Indias. Métodos: Estudio analítico observacional, en el cual

se determinaron los perfiles de sensibilidad antibiótica mediante el método de difusión

en disco y dilución en agar. La identificación de los genes nuc, mecA y los de pvl se

confirmaron mediante PCR múltiple. La caracterización molecular incluyó la tipificación

y sub-tipificación de SCCmec, asignación a los complejos clónales 5 y 8, y tipificación

por electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis, PFGE).

Resultados: De los 171 participantes del estudio, la prevalencia de colonización por

S. aureus en la población muestreada fue 4.1 % de cepas resistentes a meticilina y

17.6 % para cepas sensibles a la meticilina. Por otro lado la proporción de cepas SARM

en el total de aislamientos fue de 18.9% y 81.1 % para cepas sensibles a meticilina.

En 25 aislamientos analizados mediante PFGE, el clon de AC-SARM USA300 (CC8-

SCCmecIVa) y su variante SCC mec IVc, predominó en las cepas SARM (75%). Con

respecto a la leucocidina PVL se evidenció 6 (85.7%) de 7 aislados SARM y 12 (40%)

de 30 aislados SASM de pacientes. Además, el complejo clonal más frecuente fue el

CC8 con 18 cepas (72%), seguido del CC5 con 7 cepas (28%). Conclusiones: Cepas

SARM CC8 portan el tipo SCCmec IVc, desplazando a los clones CC5 AH-SARM. Con

base en las características comunes, tales como SCCmec IVc, y una alta resistencia

a la tetraciclina, los aislamientos relacionados con USA300 en este estudio, tienen alta

probabilidad de pertenecer a la variante USA300-LV, recientemente descrita para el

clon USA300.

Palabras claves: clon, portación nasal, SARM, SCCmec, tipificación.
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I. INTRODUCCIÓN

Desde su aparición en 1961, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM)

ha sido tradicionalmente considerado un patógeno nosocomial. En los últimos años,

sin embargo, el SARM originado en la comunidad (AC-SARM) se ha convertido en un

importante problema de salud pública a nivel mundial(1). Las infecciones de SARM

asociados a los hospitales (AH-SARM), generalmente ocurren en personas con

factores de riesgo predisponentes, como las cirugías o la presencia de dispositivos

médicos permanentes, mientras que las infecciones por AC-SARM ocurren

típicamente en individuos aparentemente sanos que no presentan factores de riesgo

(2).

Los estudios epidemiológicos moleculares han destacado la evolución global continua

y el desplazamiento de los clones de SARM con un aumento de la resistencia a

fármacos antimicrobianos y de la virulencia. Los factores que contribuyen al

desplazamiento de dichos clones se conocen sólo parcialmente, pero se cree que

algunas son migración de poblaciones humanas, métodos ineficaces para controlar la

transmisión de SARM en pacientes infectados y estrategias de tratamiento como uso

y elección inapropiados de antimicrobianos (3, 4).

En América Latina, los clones pandémicos son comunes en los hospitales y las

infecciones asociadas a la comunidad están creciendo considerablemente(5). Los

clones que circulan en Latinoamérica muestran diversidad genética, aunque expresan

en común resistencia a múltiples antimicrobianos. Otras propiedades patogénicas

identificadas incluyen la producción de biopelículas y enterotoxinas en ciertos clones

así como la capacidad de intercambio genético entre clones nosocomiales y

comunitarios. Sin embargo, los datos de vigilancia de los clones de SARM específicos

de algunos países de América Latina son limitados (5); datos parciales sólo existen en

los países más desarrollados y en los centros de investigación sofisticados.
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A nivel de Colombia, se ha reportado el cambio en el patrón clonal de SARM. Durante

la década de los noventa predominó el denominado clon Pediátrico (6), el cual fue

reemplazado a finales de siglo por el clon chileno (7) y, a mediados de esta década,

inició el cambio por un clon emparentado con los clones USA 300 circulantes en los

Estados Unidos (8) . A diferencia de los clones previamente circulantes, el nuevo clon

se caracteriza por tener susceptibilidad alta a los antibióticos diferentes a los β-

lactámicos, lo que permite su seguimiento fenotípico en los estudios de vigilancia. En

Cartagena no se han hecho estudios específicos con respecto a la tipificación, su

tipificación y complejos clónales de los diferentes clones circulantes en esta región.

Paradójicamente, los países que muestran el predominio más elevado de infecciones

por SARM nosocomial, como Perú, a menudo brindan muy poca información con

respecto a la epidemiología molecular y a los resultados clínicos. Se necesitan

programas de vigilancia regional que utilicen laboratorios centrales de referencia e

información integral para los centros de salud con diferentes complejidades, si se

quiere comprender de manera más completa el patrón de desarrollo de las infecciones

por SARM en toda América Latina y diseñar un mejor tratamiento y estrategias de

prevención.

En los últimos años se han producido algunos cambios estructurales a nivel molecular

de S. aureus, los cuales se ven reflejados en su epidemiologia clínica, observándose

cada vez más infecciones en individuos sanos y sin factores de riesgo convencionales

para su adquisición (9). Se ha reportado también que hay diferencias marcadas en la

susceptibilidad de las cepas de este microorganismo y que los cambios en los perfiles

de resistencia se pueden producir gradualmente (10). Aunque muy pocos estudios han

evaluado la epidemiología molecular de los clones de SARM en América Latina, se

sabe con certeza que varios clones circulan en esta región y que éstos difieren en

virulencia, perfil de resistencia antimicrobiana y distribución geográfica (5, 11, 12).

La caracterización de estos clones es importante para desarrollar estrategias locales

adecuadas de tratamiento, conocer las diferencias genéticas entre ellos e identificar
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cuál de todos; está circulando en un área determinada. Por ejemplo, un conocimiento

completo de estos clones que circulan en una región puede ser de utilidad para evaluar

la relación entre los tipos de clones, los síntomas de la enfermedad, la selección de

antimicrobianos y los resultados clínicos. Además, si se conociera la razón por la que

clones específicos predominan en diferentes regiones de América Latina, se lograría

un paso importante y necesario en el desarrollo de estrategias más eficaces para

controlar la transmisión de SARM en la región. En consecuencia, el objetivo de este

estudio fue determinar las características microbiológicas, moleculares, y el perfil de

susceptibilidad distintivos de las cepas de S. aureus que colonizan pacientes con

patologías nasales en el primer centro asistencial de Cartagena de Indias.
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II. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE

A. Pruebas de susceptibilidad a meticilina en S. aureus

Existen muchas opciones para detectar la susceptibilidad de S. aureus a meticilina,

tales como difusión de disco, mediciones de la concentración mínima inhibitoria (CIM)

(en caldo o mediante E-test®), agar cromogénico, aglutinación de látex, métodos

automatizados, métodos de detección rápida y enfoques moleculares (13).

Para los métodos que se basan en la difusión por disco, las condiciones del agar o

medio de cultivo, tiempo de incubación y temperatura, tienen un papel importante en

la determinación del resultado de las pruebas de susceptibilidad a meticilina; estos

factores deben tenerse muy en cuenta cuando se realicen las pruebas de

susceptibilidad para estafilococos. La Sociedad Británica de Quimioterapia

Antimicrobiana (BSAC) recomienda agar Columbia o Mueller-Hinton suplementado con

NaCl (2%) para los métodos de dilución y difusión de disco(14, 15); se ha demostrado

que el agregado de hasta 5% de NaCl al medio mejora la detección de resistencia en

la mayoría de las cepas(16, 17).

Para mejorar la detección de SARM heteroresistente en las pruebas con oxacilina, se

requiere agregar NaCl (2% p/v; 0,34 mol/L), ya sean de dilución en caldo o en agar.

Para las pruebas de difusión por disco, no debe enriquecerse el agar Mueller-Hinton.

Por lo general, la resistencia a meticilina se detecta de manera más confiable a bajas

temperaturas (30 a 35 °C)(18), aunque algunas cepas raras pueden crecer lentamente

a 30 °C cuando hay 5% de NaCl. El CLSI (Instituto de Estándares Clínicos y de Laboratorio)

y la BSAC recomiendan realizar las incubaciones durante 24 horas (14, 15) pero, para

algunas cepas heterogéneas, es posible que subpoblaciones resistentes crezcan más

lentamente y quizás se necesiten incubaciones de 48 horas para mejorar la detección.

En la actualidad, la cefoxitina es el disco de susceptibilidad elegido para las pruebas

de susceptibilidad a meticilina, debido a que detecta en mejor forma la resistencia a

meticilina mediada por el gen mecA. La oxacilina sigue siendo una segunda opción

pero diversas publicaciones demostraron que cefoxitina es más confiable que la
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oxacilina (19-22). Para todos los estafilococos debe leerse el halo de inhibición

alrededor del disco de cefoxitina con luz reflejada. Si se obtiene un resultado intermedio

en la prueba de susceptibilidad de S. aureus a oxacilina habrá que realizar la prueba

para detectar el gen que causa resistencia a la meticilina en S. aureus, conocido como

mecA o PBP 2a (proteína de unión a penicilina 2a), la prueba de CIM o de difusión por

disco con cefoxitina, la prueba de CIM con oxacilina, o la prueba de detección con

placas de agar con sal y oxacilina (13).

Es realmente importante presentar protocolos consistentes para todas la pruebas

anteriores cuando sea posible pero, sobre todo, realizar los controles de calidad con

las cepas de referencia ATCC adecuadas, tales como aquellas que se detallan en las

pautas de la BSAC y el CLSI (14, 15). Para los estudios de CIM y difusión de disco,

en las pautas del CLSI se proporcionan valores de referencia de la CIM y la zona de

inhibición para definir si la cepa estudiada es sensible, intermedia o resistente a los

agentes antimicrobianos específicos. Tabla 1.

Tabla 1. CIM por el CLSI y puntos de corte del diámetro S. aureus

Tomado de: Zurita, Jeannete, Carlos Mejia, and Manuel Guzman-Blanco. "[Diagnosis and
susceptibility testing of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) in Latin
America]." Revista chilena de infectologia: órgano oficial de la Sociedad Chilena de Infectologia 27
(2010): S70-80.
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El SARM debe informarse como resistente a todos los agentes β-lactámicos

disponibles; actualmente estos incluyen penicilinas, combinaciones de β-lactámicos

con inhibidores de β-lactamasas, cefemes y carbapenemes, ya que la actividad de

los agentes β- lactámicos en contra de SARM en pruebas in vitro no se traduce

necesariamente en eficacia clínica (13).

B. 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  proteína

alterada de  unión a la penicilina (PBP2a, por la sigla en inglés de Penicillin binding

protein 2a), codificada por el gen mecA (23). Esta proteína, de 76 kDa, se caracteriza

por su afinidad disminuida para los antibióticos β-lactámicos y por tener solo un

dominio transpeptidasa, por lo que necesita apoyarse en la actividad de

transglicosilación de la proteína normal (PBP2) para la formación del peptidoglicano

de la pared celular (24).

El gen mecA se encuentra en un elemento genético móvil conocido como el casete

cromosómico (Staphylococcal chromosome cassette mec, SCCmec) (24, 25), que se

inserta en un sitio específico del cromosoma bacteriano (attBSCC),cerca del origen de

replicación de S. aureus.  Esta característica es de gran relevancia porque le permite

replicarse en forma temprana y transcribir los genes de resistencia  importados (26).

Dada la complejidad de este mecanismo de resistencia, se ha  considerado poco

probable que  haya  surgido  por  la presión  selectiva ejercida  por  la introducción de

los medicamentos β- lactámicos (27). Aún no está claro el origen del gen mecA pero

se ha propuesto que pudo haber evolucionado mucho tiempo atrás, en especies de

estafilococo libres de penicilinasas que se encontraban bajo presión selectiva por la

penicilina, cuando se inició su utilización intensiva como medida profiláctica en

veterinaria, luego de su introducción para uso en humanos (26).
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Durante la evolución de los clones de SARM, la escisión independiente de SCCmec

es un fenómeno frecuente que da como resultado la pérdida de resistencia a meticilina

y la transformación de un clon SARM en un clon meticilino sensible de S. aureus

(SASM). Por consiguiente, los clones pueden evolucionar de SASM a SARM o de

SARM a SASM, a través de la adquisición y escisión de SCCmec, respectivamente

(28).

C. Estructura del casete cromosómico SCCmec

El SCCmec tiene tres componentes genéticos esenciales; son ellos: el complejo de

genes mec, el complejo de genes ccr, que  codifica  para  recombinasas, y una  región

conocida como J (junkyard), conformada por elementos cuya  constitución puede

variar(27, 29). El complejo mec está compuesto por el gen mecA y sus genes

reguladores, mecR1 y mecI, que pueden aparecer intactos o truncados en diferentes

aislamientos; cuando estos genes  reguladores están intactos y son completamente

funcionales parece que confieren una  mayor  represión en la expresión de la PBP2a.

Con base en su estructura se han identificado cuatro clases de complejo mec: A, B,

C, D. Las clases A y B son más comunes en S. aureus y la C en Staphylococcus

haemolyticus; sin embargo, se detectó un nuevo tipo de casete SCCmec en S. aureus

que presentó la clase C (30). La clase D se ha detectado solo en Staphylococcus

hominis (31). El complejo ccr está compuesto por genes que codifican para

recombinasas responsables de la movilización del SCCmec; ellas median su

integración y escisión del cromosoma (29). El resto del casete cromosómico contiene

secuencias de la región  J, o Junkyard, que comprende tres fragmentos denominados

J1, J2 y J3; puede contener plásmidos  o transposones portadores de genes  de

resistencia  a antibióticos no β-lactámicos y a metales  pesados(29).
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D. Tipos de casete cromosómico mec (SCCmec)

Diferentes combinaciones de las clases del complejo mec y de los alotipos del

complejo ccr generan varios tipos de casete SCCmec. Además, variaciones en la

región J, aun teniendo la misma combinación de los complejos mec y ccr, definen los

subtipos o variantes (32).

Once tipos de SCCmec (SCC mec I-XI) se han descrito hasta la fecha (33, 34); de

estos, SCCmec tipo I, II y III son características de las cepas tradicionales de AH-

SARM, mientras que los tipos IV, V y VI están generalmente asociados con la AC-

SARM(1). Todos los tipos de SCCmec confieren resistencia a los antimicrobianos β-

lactámicos y los tipos II y III de SCCmec brindan resistencia a múltiples clases de

antimicrobianos(1).

El SCCmec tipo IV es el más variable: hasta el momento se han descrito 8 subtipos

que comprenden del IVa al IVh (35); el SCCmec tipo II contiene 5 subtipos, del II a al

II e (26). Los tipos II y III se caracterizan por contener muchos determinantes de

resistencia a antibióticos no β-lactámicos y por su mayor tamaño, el II de 52 kb y el

III de 66 kb. Los tipos I, IV y V solo contienen genes para recombinasas, genes

estructurales y reguladores de la resistencia a meticilina, carecen de  elementos

transponibles y de genes que codifiquen para resistencia a antibióticos no β-

lactámicos(36).

E. SASM, SARM, nosocomial y de comunidad

La presión de los antibióticos ha favorecido la evolución genética del S. aureus, con

la consecuente aparición de cepas con diferentes determinantes de virulencia y

patrones variables de susceptibilidad, que difieren no solo epidemiológicamente sino

también en  los tipos  de infecciones que producen; así, se reportan cepas de S.

aureus sensibles a meticilina (SASM), de S. aureus resistentes a meticilina asociadas
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al ambiente hospitalario o nosocomiales (AH-SARM) y de S. aureus resistente a

meticilina asociado a la comunidad (AC-SARM) (37, 38).

Estos cepas de S. aureus pueden distinguirse con base a las características

microbiológicas y genéticas específicas y, a menudo, tienen diferentes características

epidemiológicas, clínicas y terapéuticas (39). Tabla 2.

Tabla 2. AH-SARM vs. AC-SARM

Tomado de: Rodríguez-Noriega, Eduardo, and Carlos Seas. "The changing pattern of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus clones in Latin America: implications for clinical practice in the
region." Brazilian Journal of Infectious Diseases 14 (2010): 87-96.
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SASM se aísla más comúnmente en pacientes con infecciones adquiridas en la

comunidad y causa principalmente infecciones de la piel, osteomielitis hematógena,

artritis séptica y neumonía con derrame. Produce además varios síndromes asociados

a toxinas, como el de choque tóxico, el de piel escaldada e intoxicaciones alimentarias

(37).

En años recientes se ha observado un incremento progresivo de las cepas de S. aureus

resistentes a meticilina (SARM), que se han vuelto endémicas en muchos hospitales,

sobre todo en los que brindan atención compleja y manejan un alto número de camas,

donde puede ser el agente causal de cerca del 50% de las infecciones nosocomiales.

Se ha asociado el AH-SARM a varios factores de riesgo, entre los  que  se  destacan,

hospitalización reciente  y permanencia en unidades de cuidados intensivos (UCI)

(40); con el agravante de que los trabajadores de la salud y los pacientes colonizados

por SARM pueden convertirse en nuevos  focos de infección (41).

En la década de los años 90 adquirió gran importancia la emergencia de cepas de

SARM en la comunidad (AC-SARM). Los primeros casos se reportaron en Australia

(42) y Estados Unidos (43), en 1993 y 1998, respectivamente; desde entonces, se ha

incrementado su aparición mundial. Las cepas de AC-SARM 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 (lukS-PV y lukF-PV), que residen en un profago (44).

La presencia de la PVL se ha asociado con agravamiento de la enfermedad de

infecciones de la piel y tejidos blandos, causadas por cepas AC-SARM en adultos

jóvenes y niños; estas infecciones evolucionan para dar lugar a la aparición de

osteomielitis crónica y neumonía necrosante (36, 44).
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F. Tipificación de SARM

La tipificación de SARM se puede hacer por métodos fenotípicos y moleculares. Los

primeros han sido útiles pero algunos pueden presentar desventajas por ser

dispendiosos y por  las limitaciones de su poder discriminatorio; además, algunos de

ellos no son aplicables a todas las cepas de S. aureus (45). Los métodos moleculares

de tipificación se han empleado recientemente, con mayor frecuencia, en estudios de

epidemiología molecular de SARM, lo que ha permitido entender mejor las relaciones

evolutivas de estos clones (46).

Entre los métodos empleados para  tipificar SARM se encuentran los siguientes:  la

ribotipificación (47), los patrones de macrorrestricción de ADN cromosómico por

electroforesis de campo pulsado (PFGE, por la sigla en inglés de Pulsed field gene

electrophoresis) empleando la enzima SmaI (48, 49), las técnicas  basadas en

PCR(29, 32, 50) y, más  recientemente, las basadas  en  el secuenciamiento de

ADN(51, 52).

La PFGE empleando la enzima SmaI es el método más comúnmente utilizado para

estudios de la epidemiología molecular de S. aureus y ha sido de gran valor en estudios

de brotes nosocomiales (53). 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 estandarización de la metodología para hacer la electroforesis y

al esquema de interpretación de los patrones producidos siguiendo los criterios de

Tenover y colaboradores (54), se pudieron adelantar estudios multicéntricos que  han

sido  de  gran  utilidad  para determinar las relaciones genéticas de las cepas de SARM;

en la actualidad se cuenta con un software que permite comparar los perfiles obtenidos

en la PFGE e identificar a qué linaje de SARM, entre los reportados, pertenecen las

cepas en estudio (55).

Oliveira y colaboradores (50) desarrollaron una PCR múltiple (multiplex  PCR), basada

solo en las variaciones de las secuencias del complejo mecA, sin tener  en cuenta el
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complejo ccr. El ensayo determina los tipos de SSCmec al identificar 8 locus situados

corriente arriba y corriente abajo del gen mecA, principalmente en la región J. Este

método permitió la discriminación rápida de los tipos estructurales del elemento mec;

sin embargo, tiene la limitación de que no detecta todos los tipos y subtipos descritos

de casete SCCmec, como son el tipo V y los subtipos IVa, b, c y d. Posteriormente,

Zhang y colaboradores (29) describieron una PCR múltiple que detecta los tipos I a V

y varios subtipos.

G. Evolución de los clones de Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Los clones bacterianos son células genéticamente idénticas que descienden de un

antepasado común. Con el paso del tiempo, los miembros de un clon individual pueden

diferenciarse a través de mutaciones puntuales, de recombinación y de adquisición o

eliminación de elementos genéticos móviles. Esta diferenciación ofrece los medios

adicionales para la adquisición de características patogénicas como la resistencia

antimicrobiana. De este modo, la variación genética da origen a una amplia diversidad

genética y fenotípica (12).

Desafortunadamente, este patógeno ha ido desarrollando resistencia a los

antimicrobianos de forma vertiginosa. El primer aislamiento de Staphylococcus

aureus resistente a la meticillina (SARM) fue descrito en Inglaterra en 1961, (56) y se

consideró como un patógeno asociado a los cuidados de salud. Posteriormente, en

1963, se reportó el primer brote epidémico de SARM nosocomial (57).

En 1997 se describe en Japón la primera cepa de S. aureus con resistencia intermedia

a la vancomicina (VISA o GISA) (58), y en el año 2002 aparece en Estados Unidos la

primera cepa resistente a la vancomicina (VRSA) (59). La figura 1 muestra las etapas

del desarrollo de la resistencia de este microorganismo (60).
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Figura 1. Evolución de resistencia: S. aureus

H. Propagación internacional de los clones de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina

Los clones de S. aureus se propagan rápidamente por el mundo (61) y se diseminan

de manera eficaz entre países, dentro de éstos y en pequeñas áreas geográficas y,

por lo general, con una evolución concomitante del fenotipo sensible a meticilina al

fenotipo resistente a meticilina (62, 63). La mayoría de las infecciones

intrahospitalarias por SARM en el mundo son derivadas de uno a cinco linajes

principales conocidos como complejos clonales (CC): 5, 8, 22,30 y 45 (64-66). Entre

1994 y 2000, los datos de supervisión recolectados por iniciativa del Centro de

Epidemiología Molecular de la Red de Seguimiento de las bacterias Gram-positivas

patógenas (CEM/NET); identificaron cinco clones pandémicos predominantes

(brasileños, ibéricos, húngaros, pediátricos y de Nueva York/Japón [NYJ], los cuales

representaban aproximadamente 70% de las cepas aisladas de SARM en todo el

mundo (50).
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En EE.UU., el Reino Unido, Dinamarca, Suiza, Egipto y Uganda se observó una

propagación intercontinental de SARM derivada de un clon de SARM ancestral

individual a principios de los años 90. A fines de los años 90, se observó una mayor

propagación cuando se descubrió que los clones de SARM previamente aislados de

Australia, los EE.UU. e Irlanda tenían similitudes con otros clones de SARM

recolectados en el mundo (61, 67).

Dentro de los países, los clones de SARM se han diseminado de forma rápida y

eficaz. La diversificación y el desplazamiento de estos clones también son rápidos.

Durante un período de nueve años en España, el clon común NYJ SARM fue

desplazado por el clon brasileño SARM, que luego fue desplazado por el clon

ESARM-16 (SARME-16) (68). Del mismo modo, en Bélgica, los clones de SARM

epidémicos que pertenecían a los complejos clonales 5, 8, 22,30 y 45 se diversificaron

rápidamente y en 2001, estos complejos clonales demostraron una amplia

distribución geográfica en los hospitales de Bélgica, a diferencia de los resultados de

informes anteriores(65). En Portugal, el clon SARM brasileño predominante fue

reemplazado en los hospitales por dos clones de SARM más tempranos por un

período de 16 años (66).

I. Clones de Staphylococcus aureus resistente a meticilina en América
Latina

Desde el primer informe, en 1994, sobre el clon de SARM autóctono que se originó en

Brasil (69), conocido como el clon brasileño, se han descrito cuatro clones adicionales

que circulan por América Latina: los clones Cordobeses, Pediátricos, Chilenos y de

NYJ (70, 71). A los clones Cordobeses y Chilenos íntimamente relacionados se las

considera actualmente como un clon individual (Cordobés/Chileno). Estos clones

circulan por toda la región (Figura 1) y existen pruebas que avalan la aparición de

variantes genéticas. También se han identificado varios clones menores, aunque a

menudo están presentes en áreas geográficas restringidas (Figura 2) (72).
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Figura 2. Clones de SARM en América Latina desde e l  a ñ o 2000 hasta el 2010

(73, 74).

Rodríguez-Noriega E, Seas C. The changing pattern of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus clones in Latin America: implications for clinical practice in the region. Brazilian Journal
of Infectious Diseases. 2010; 14:87-96.

Robinson y Enright (2003), propusieron el modelo donde se relaciona las cepas

SARM de los complejos clonales (CC5, CC8 y CC30) de América Latina con clones

SARM internacionales (Figura 3) (75).

Los clones CC5 y CC8 representan los linajes más diversificados de SARM y

contienen los clones más pandémicos (75). Los antepasados putativos de estos

linajes fueron los tipos de secuencias (STs) que tenían el mayor número de variantes

de un solo paso (es decir, variantes de un solo locus y variantes de un solo nucleótido)

y fueron representados históricamente por las primeras cepas SASM (62).
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Figura 3. Relación SARM de complejos clonales de América Latina
con clones SARM internacionales.

Tomado de: Rodríguez-Noriega, Eduardo, et al. "Evolution of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus clones in Latin America." International Journal of Infectious
Diseases 14.7 (2010): e560-e566.

En Colombia, el SARM constituye un problema clínico cada vez más preocupante (74,

76) ; sin embargo, la comprensión de su epidemiología molecular sigue siendo

limitada. Varios clones de AH-SARM se han descrito, incluyendo el clon Pediátrico

(ST5-SARM-IV), clasificados como SCC mec tipo VI (12, 77), y el clon chileno (ST5-

SARM-I), principalmente en los grandes hospitales de tercer nivel en Bogotá, la capital

(78, 79). Estos clones no poseen los genes LukF-PV/LukS-PV; ambos tienen un ST5

(combinación alelo 1, 4, 1, 4, 12, 1, 10) y pertenecen al complejo clonal 5. En contraste,

los aislamientos de AC-SARM colombianos están relacionados con el clon USA300 y

tienen un ST8 (combinación de alelos 3, 3, 1, 1, 4, 4, 3) (37).
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Además, el clon CA-SARM USA300 (ST8-SARM-IV), recientemente se ha asociado

con las infecciones nosocomiales en América Latina (74, 76, 80). La mayor parte de

estos últimos aislamientos pertenecen a una variante latinoamericana distinta de

USA300 recientemente apodado "USA300-LV", que se caracteriza por el transporte de

SCCmec IVc, la ausencia del elemento móvil catabólico arginina (ACME) y alta

prevalencia de resistencia a la tetraciclina (74, 79). A este clon SARM USA300, se ha

asociado con infecciones severas de la piel y tejidos blandos asociada con la

comunidad, así como la sepsis grave y otras infecciones invasivas. Diferenciar entre

USA300 y colonización no USA300 puede ser útil para predecir el riesgo de infección

durante la hospitalización (81-83).

Los clones cordobeses y chilenos (ST5-SCCmec tipo I) se identificaron por separado

en las cepas aisladas de Argentina (73) y Chile (70) y luego se consideraron como

variantes del mismo clon. En Argentina, el clon cordobés/chileno reemplazó

rápidamente al clon brasileño íntimamente relacionado y ahora predomina en distintos

países de América Latina, como Argentina, Chile, Paraguay y Colombia (78, 84, 85),

donde se asocia con brotes nosocomiales. El clon Cordobés/Chileno muestra un

fenotipo resistente a multifármacos, incluso con resistencia a eritromicina, aunque las

variantes todavía son susceptibles a glucopéptidos, linezolid, cotrimoxazol, rifampicina

y tetraciclinas.

Los clones SARM pediátricos (USA800; ST5- SCCmec tipo IV o SCCmec tipo VI) y

NYJ (USA100; ST5-SCCmec tipo II) también se han propagado con éxito por toda

América Latina. Las variantes del clon pediátrico, con resistencia heterogénea y de

bajo nivel a meticilina y resistencia a antimicrobianos β-lactámicos, han provocado

infecciones en Brasil, Argentina y Colombia (73, 79, 86) y han desarrollado resistencia

a multifármacos en algunos hospitales de América Latina(79).
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III. OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar las características moleculares y la susceptibilidad a antibióticos de las cepas

de Staphyloccocus aureus colonizantes de pacientes con patología nasal atendidos en

el servicio de Otorrinolaringología del Hospital Universitario del Caribe de la ciudad de

Cartagena de Indias.

Objetivos Específicos

1. Determinar los perfiles de susceptibilidad a antibióticos de los aislamientos

S. aureus colonizantes.

2. Determinar la prevalencia de los genes mecA y la leucocidina pvl de los

aislamientos de S. aureus.

3. Determinar la prevalencia de los complejos clónales CC5 y CC8 en el grupo

de aislamientos.

4. Tipificar y sub-tipificar el elemento genético móvil SCCmec de los

aislamientos.

5. Tipificar molecularmente los aislamientos mediante PFGE
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IV. METODOLOGIA

A. Tipo de estudio, Población y Muestra

El presente fue un estudio analítico observacional en el que se evaluaron las

características moleculares y los perfiles de susceptibilidad a antibióticos de los

aislamientos de S. aureus obtenidos de 171 pacientes adultos con patología nasal

atendidos en la consulta externa del departamento de Otorrinolaringología (ORL) del

Hospital Universitario del Caribe de la ciudad de Cartagena de Indias. El período de

estudio estuvo comprendido entre agosto de 2012 a agosto de 2013 y se contó con el

consentimiento informado de los participantes y con la aprobación del Comité de Ética

de la Universidad de Cartagena y de la Institución Hospitalaria participante.

La técnica de muestreo fue secuencial por conveniencia, accediéndose al total de las

muestras recuperadas durante el periodo de estudio. Se excluyeron del muestreo

aquellos pacientes que presentaron las siguientes enfermedades: Fibrosis quística,

diagnosticada por la obtención de resultados positivos en una prueba del sudor o por

los alelos del ADN; inmunodeficiencia grave (congénita o adquirida); problemas

mucociliares congénitos (discinesia ciliar primaria); micetomas no invasivos y micosis

invasivas; enfermedades vasculíticas y granulomatosas sistémicas; adicción a la

cocaína y neoplasias.

B. VARIABLES DE ESTUDIO

Se estudiaron las siguientes variables: S. aureus, medio manitol salado, prueba

catalasa, API STAPH, PCR múltiple, genes nuc, mecA, lukF/S-PV, tipo y subtipo

SCCmec, complejo clonal CC5 y CC8, antibiogramas, MIC, pulsotipos, SARM, SASM,

PCR multiple. (Tabla 3).
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Tabla 3. Definición de variables

N° NOMBRE DEFINICION TIPO CATEGORIA RANGO

C1 Medio
manitol

Medio de cultivo selectivo y diferencial,
utilizado para el aislamiento y
diferenciación de estafilococos.

Cualitativa
Nominal

Cambio color

Sin cambio de
color

No aplica

C2 Prueba
catalasa

Enzima que descompone el peróxido de
hidrógeno (H2O2)

Cualitativa
Nominal

Burbujas

No burbujas

No aplica

C3 API STAPH Batería bioquímica y fermentación
estandarizadas, referencia para la
identificación de estafilococos.

Cualitativa
Nominal

Positivo

Negativo

No aplica

C4 PCR
multiplex

Detección simultánea de más de una
secuencia de genomas diferentes en una
sola reacción mediante el empleo de dos
o más parejas de cebadores

Cualitativa
nominal

Si

No

No aplica

C5 Gen nuc Presencia de secuencia genética que
codifica para el gen de la termonucleasa
estafilocócica (nuc)

Cualitativa
Nominal

Si

No

No aplica

C6 Gen mecA Presencia de secuencia genética que
codifica para el gen mecA

Cualitativa
nominal

Si

No

No aplica

C7 Leucocidina
PVL

Presencia de secuencia genética que
codifica para el gen: PVL (lukS-PV y
lukF-PV)

Cualitativa
nominal

Si

No

No aplica

C8 Tipo y
subtipo
SCCmec

Presencia del cassette cromosómico
estafilocócico SCmec y subtipificación
SCCmec IVc

Cualitativa
nominal

SCCmec tipo
I,II,III y IV
(a,b,c,d)

No aplica

C9 Clon Seres genéticamente idénticos que
descienden de un mismo individuo.

Cuantitativa
nominal

USA 300
Chileno
Pediátrico

No aplica

C10 Complejo
clonal

Grupos de clones distintos pero
suficientemente próximos genéticamente
como para permitir el reconocimiento de
un origen común.

Cualitativa
nominal

CC5

CC8

No aplica

C11 Perfil de
resistencia
Antibiogram
a

Sensibilidad o resistencia a antibióticos
Oxacilina, Cefoxitina, Clindamicina,
Eritromicina, Rifampicina, Gentamicina,
eritromicina, penicilina, cloranfenicol,
tetraciclina, linezolid, ciprofloxacina,
ampicilina, levofloxacina, cefalotina,  por
el método de Kirby-Bauer

Cualitativa
nominal

Resistente.

Resistencia
intermedia.

Sensible

Depende
del halo
inhibición
(CLSI)
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C12 MIC Concentración mínima inhibitoria para los
antibióticos Vancomicina y Oxacilina

Cuantitativa
continua

Vancomicina Concentra
ción anti-
biótica
(CLSI)

C13 Tipificación
genética
(pulsotipos)

Relación clonal mediante electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE)

Cualitativa
nominal

Análisis de
agrupamiento
de las cepas

No aplica

C14 S. aureus Bacteria Gram-positiva identificada de
acuerdo a lineamientos de la Asociación
Americana de Microbiología

Cualitativa
nominal

Fermenta el
agar manitol,
pruebas
catalasa y
coagulasa,
API STAPH

No aplica

C15 SARM Staphylococcus aureus resistente a
meticilina

Cualitativa
nominal

Presencia
gen mecA

No aplica

C16 SASM Staphylococcus aureus sensible a
meticilina

Cualitativa
nominal

Ausencia  gen
mecA

No aplica

C. Toma y Procesamiento de Muestras

Ante la sospecha clínica de una enfermedad nasal o paranasal de tipo infecciosa,

causada por S. aureus, se tomaron muestras de meato medio, senos paranasales o

rinofaringe de secreciones nasales, mediante aspiración y ayuda endoscópica. Estas

muestras se recolectaron con hisopos estériles y fueron trasladadas posteriormente

en medio de transporte Stuart (OXOID) al laboratorio de Microbiología de la Facultad

de Medicina de la Universidad de Cartagena para su procesamiento. Las muestras

fueron inoculadas en placas de agar manitol salado (Becton D), incubadas a 37°C por

48 horas, al término de las cuales se examinaron las características de las colonias.

Los aislamientos de las colonias que se desarrollaron en el medio agar manitol salado,

con morfología microscópica de cocos Gram-positivos a la tinción Gram, se les realizó

pruebas de catalasa y coagulasa en tubo (BBL, Coagulase plasma Rabbit, Becton,

EEUU), y fueron confirmadas mediante identificación bioquímica con el estuche API

Staph (Biomerieux). Los cultivos positivos fueron catalogados como Staphylococcus

aureus. De cada cultivo positivo se realizó una resiembra y se mantuvo en crecimiento

durante 18 horas, al cabo de las cuales las colonias se transfirieron a tubos eppendorff
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de 1.5 mL con 700 μl de caldo tioglicolato y 300 μl de glicerina y se conservaron en

congelación a - 35° C en el Laboratorio de Investigaciones de la Facultad de Medicina

de la Universidad de Cartagena.

D. Pruebas de Susceptibilidad a Antibióticos

La determinación de la sensibilidad antibiótica se realizó por el método de difusión en

disco de Kirby Bauer, según los estándares del CLSI(87, 88). Los antibióticos

evaluados fueron: rifampicina (5μg), clindamicina (2μg), eritromicina (15μg), oxacilina

(1μg), penicilina (10 μg), cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30 μg), linezolid (30 μg),

ciprofloxacina (5 μg ), cefoxitin ( 30 μg ), ampicilina (10 μg ), gentamicina (10 μg ),

levofloxacina (5 μg ) y cefalotina(30 μg ). Adicionalmente, para determinar la

resistencia a clindamicina inducida por macrólidos, se utilizó la prueba de difusión de

doble disco (prueba D), colocando en la misma placa, discos de clindamicina y

eritromicina con una separación de 15 mm. Después de 24 horas de incubación en

aerobiosis a 35°C, se determinó el diámetro de los halos de inhibición, según las

medidas expresadas por el CLSI. Para todos los procedimientos microbiológicos se

utilizaron las cepas de referencia de S. aureus ATCC 25923 (sensible a meticilina) y

ATCC 33591(resistente a meticilina). Para las cepas meticilino-resistentes (SARM) la

susceptibilidad a vancomicina y oxacilina se evaluó mediante el método de

microdilución en agar, para determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI). Se

usaron concentraciones seriadas de 0,5 a 32 µg/ml para vancomicina y de 0,5 a 64

µg/ml para oxacilina, siguiéndose las recomendaciones de la CLSI. Como controles se

utilizaron las cepas ATCC-29213 (vancomycin-sensitive), ATCC-25923 (SASM) y

ATCC-33591 (SARM).

E. Extracción de ADN bacteriano

Para la obtención del ADN genómico de cada aislamiento, se tomaron alrededor de 3-

5 colonias a partir de un cultivo puro en agar nutritivo, se suspendieron y lavaron con

Tris 0,5 M y luego se homogenizó en tampón TE (10 mM de Tris, 1 mM de EDTA), se

calentó a 100 º C durante una hora y se congeló inmediatamente a -35 º C durante 20
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minutos, se descongeló a 65 °C y finalmente se centrifugó a 13.000 rpm durante 15

minutos. El sobrenadante conteniendo el ADN bacteriano se depositó en un tubo

fresco y se almacenó a -20 º C para su posterior análisis.

F. Amplificación por PCR múltiple de los genes nuc, mecA y lukF/S-PV

Se realizó PCR múltiple a todos los aislamientos de S. aureus utilizando tres pares de

oligonucleótidos: MecA1F– MecA2R (39) que amplifica un fragmento de 147 pb del

gen MecA; Nuc1F – Nuc2R que amplifica un fragmento de ~300 pb del gen nuc que

codifica la termonucleasa extracelular específica de S. aureus; LukPV1F – LukPV2R

que amplifica un fragmento de 437 pb del gen que codifica la leucocidina de Panton

Valentine (PVL). La reacción de amplificación se llevó a cabo en un volumen de 25uL,

que contenía 12.5uL de la mezcla de PCR (Go-Taq Green Master Mix; Promega®),

0.2 uM de cada primer y 5 uL de ADN molde. La reacción se efectuó en un

termociclador Perkin-Elmer bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de

desnaturalización a 94°C por 5 min, seguido por  30 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C

por 1 min, y 72°C por 2 min, con un ciclo de extensión final a 72°C por 10 min. Como

controles se utilizaron las cepas de S. aureusUSA300 (mecA +; nuc +; pvl +) y ATCC

29213 (mecA -; nuc +; pvl -) y como control negativo de la reacción se utilizó agua ultra

pura. Al final de la reacción de PCR, los productos se sometieron a electroforesis en

gel de agarosa al 2%, se tiñeron con bromuro de etidio 0.5 ug/ml, y se visualizaron

usando un transiluminador de luz UV.

G. Tipificación y sub-tipificación del elemento SCCmec de las cepas SARM

Las cepas confirmadas como SARM fueron sometidas a tipificación del casete

cromosomal estafilocócico (SCCmec), mediante PCR múltiple diseñada para la

amplificación de fragmentos específicos en la región que codifica para las

recombinasas y el complejo mecA usando cebadores específicos para cada uno de

los tipos SCCmec (I, II, III, y IV)(50)y las cepas controles de referencia: NCTC10442

(SCCmec type I), N315 (SCCmec type II), y JCSC4744 (SCCmec type IV). A los

aislamientos con SCCmec tipo IV se les determinó el subtipo mediante amplificación
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múltiple de fragmentos específicos de la región J1 variable usando cebadores

específicos para los subtipos SCCmec IV : (IVa, 278 pb), (IVb, 336 pb), y (IVc, 483 pb),

y las cepas controles de referencia: MW2 (IVa), JCSC2172 (IVb), y JCSC4178 (IVc)

(35).

Las reacciones de PCR se realizaron en un volumen de reacción de 25uL que contenía

12.5 uL de la mezcla de PCR (Go-Taq Green Master Mix; Promega®), 0.25 uM de

cada primer y 5 uL de ADN molde. La reacción se llevó a cabo en un termociclador

Perkin-Elmer bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de desnaturalización a

94°C por 4 min, seguido por  30 ciclos de 94°C por 30 seg , 53°C por 30 seg, y 72°C

por 1 min, con un ciclo de extensión final a 72°C por 4 min. Al final de la reacción de

PCR, los productos se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 2%, se tiñeron

con bromuro de etidio 0.5 ug/ml, y se visualizaron usando un transiluminador de luz

UV.

H. Prevalencia de los complejos clónales (CC5) y (CC8)

Los aislamientos con tipos de secuencia (ST) relacionados conforman un complejo

clonal (CC). Para asignar los aislamientos a los complejos clónales CC5 y CC8 se

utilizó la técnica desarrollada por Escobar y colaboradores(81),basada en la

amplificación con cebadores específicos para el gen guanilato quinasa (gmk) seguido

de digestión con la enzima de restricción Hha-I, que permite diferenciar los tipos de

secuencia 5 (ST5) y 8 (ST8) correspondientes a aislamientos SARM-AH y SARM-AC,

respectivamente. Los cebadores amplifican un fragmento de 557 pb del gen gmk y

después de la digestión con la enzima HhaI, se generan fragmentos de 429 y 124 pb

para el ST5 mientras que para el ST8 se generan fragmentos de 323, 124, y 105 pb.

Para el ensayo se usaron como controles las cepas de referencia: HDE3

correspondiente al clon Pediátrico (ST5-SARM-IV) y USA300-0114 (ST8-SARM-IVa).

Después de la amplificación con los cebadores específicos para el gen gmk, los

productos se sometieron a digestión con la enzima de restricción Hha-I a 37ºC por 2



33

horas. Finalmente, los patrones de restricción fueron visualizados en geles de agarosa

al 1.5%, teñidos con bromuro de etidio.

I. Tipificación molecular por Electroforesis en Gel por Campos Pulsados
(PFGE)

La relación clonal de los aislamientos se determinó mediante electroforesis en gel por

campos pulsados (PFGE). Para la tipificación por PFGE se cultivó una colonia de cada

aislamiento puro de S. aureus en caldo tripticasa de soya (TSB), e incubándose en

agitación a 200 rpm a 37ºC por 18hr. Posteriormente, se centrifugó a 4.000 rpm por 10

min a 4ºC, descartándose el sobrenadante y se re-suspendió el sedimento en buffer

de suspensión celular.

Seguidamente se centrifugó a 11.000 rpm por 10 minutos a 4 ºC, descartándose el

sobrenadante y resuspendiendo el sedimento nuevamente en este mismo buffer y

sometiendo a digestión con lisostafina en moldes de agarosa (Pulsed Field Certified

Agarose, BioRad) al 2%, y tratamiento con Proteinasa K. Luego de ser lavados, los

bloques fueron sometidos a restricción con la enzima SmaI (Promega).

Para la electroforesis en campos pulsados se utilizó el equipo CHEF (BioRad)

utilizando los siguientes parámetros: Angulo 120º, gradiente de voltaje 6.0 v/cm,

temperatura de 14ºC. Se programaron 2 bloques de electroforesis en pulsos de la

siguiente manera: Bloque 1: Pulso inicial de 5 seg; Pulso final de 15 seg; tiempo de

corrido: 10 horas. Bloque 2: Pulso inicial de 15 seg; Pulso final de 60 seg; tiempo de

corrido: 13 horas. Finalmente el ADN fragmentado se visualizó mediante tinción con

bromuro de etidio durante una hora, en un transiluminador de luz UV (46).

Los patrones electroforéticos obtenidos fueron analizados con el programa

Bionumerics (Applied Maths) usando el coeficiente de similitud Dice. Para la

generación de dendogramas, los aislamientos con >75% de similitud se agruparon en

patrones, y se clasificaron de acuerdo a los criterios descritos por Tenover y



34

colaboradores (47), según los cuales, se considera como indistinguibles aquellas

cepas que no presenten diferencias en ninguna de las bandas; cercanamente

relacionadas las que presenten 2 o 3 bandas diferentes; posiblemente relacionadas

las cepas con diferencias en 4 a 6 bandas; mientras que aquellas con 7 o más bandas

diferentes son consideradas como no relacionadas.

J. Análisis estadístico

Microsoft Office Excel se utilizó con el objeto de registrar resultados microbiológicos y

moleculares de los aislamientos de las cepas en estudio y se exporto al software

estadístico SPSS (versión 20.0) para el análisis final de los datos. El análisis

descriptivo se basó en tablas de frecuencia y medidas de resumen para las variables

cualitativas y cuantitativas respectivamente. Además se realizaron pruebas de

hipótesis para comparar la presencia de características moleculares y genéticas por

patrón de sensibilidad o resistencia antibiótica, para tal efecto se utilizó la prueba Chi2

o Test exacto de Fisher para variables cualitativas y Anova o U de Mann Whitney para

las cuantitativas según correspondiera, un valor de p<0,05 fue considerado como

significativo.



35

V. RESULTADOS

En el estudio se obtuvieron 37 aislamientos de S. aureus (21.64%) a partir de 171

pacientes participantes. Del total de 37 aislamientos, 7 (18.9%) presentaron el gen

mecA característico de las cepas SARM para una prevalencia de 4.1% (7 aislamientos

de 171 pacientes). Los 30 aislamientos restantes tuvieron ausente este gen, por lo que

fueron considerados como cepas SASM (81%), para una prevalencia de SASM de

17,6% (30 aislamientos de 171 pacientes) (Figura 4 y 5).

SARM 4.10%
(7/171)

SASM 17.6%
(30/171)

Figura 4. Prevalencia de colonizacion por
S. aureus

SARM SASM
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Figura 5. PCR para detección de nuc, mecA y PVL

PCR Multiplex para detectar genes nuc, mecA y PVL en aislamientos de portadores nasales
para confirmar la especie Staphylococcus aureus (gen nuc), resistencia a la meticilina (gen
mecA) y la presencia de los genes para pvl. Carril 1: MW (marcador de peso molecular de
ADN). Carriles 2 y 3: cepa de referencia USA300 (nuc +, mecA +, PVL+) y la cepa de referencia
ATCC 29213 (nuc +, mecA -, PVL-) respectivamente. Los carriles 3 a 13: aislamientos
representativos del estudio. Carril 14: control negativo de la reacción de PCR.

Los 7 (4.10%) aislamientos de S. aureus considerados SARM por su resistencia a

cefoxitina, fueron confirmados mediante la PCR múltiple, revelando la presencia del

gen mecA. Figura 5.

Las pruebas de susceptibilidad a antibióticos indicaron que de los 37 aislamientos

fueron resistentes a: penicilina (89.2%), a ampicilina (72%), a cefalotina (73%). La

prueba D no indicó resistencia inducible a la clindamicina. En el caso del antibiótico

vancomicina, el MIC de todos los aislados positivos de S. aureus estuvo dentro del

rango ≤ 2. Esto quiere decir, que todos los aislamientos positivos para S. aureus fueron

sensibles a este antibiótico. (Tabla 4).
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Tabla 4. Perfiles de sensibilidad antibiótica de S. aureus de
aislados nasales (n=  37)

ANTIBIOTICO

S I R

n    (%) n    (%) n    (%)

Ciprofloxacina 35 (94.6) 1  (2.7) 1  (2.7)

Linezolid 35 (94.2) 0 2 (5.4)

Penicilina 4  (10.8) 0 33 (89.2)

Clindamicina 22 (59.5) 7  (18.9) 8 (21.6)

Eritromicina 11 (29.7) 19 (51.3) 7 (18.9)

Cefoxitin 30 (81.0) 0 7 (18.92)

Ampicilina 5  (13.5) 0 32 (86.4)

Oxacilina 29 (78.3) 0 8 (21.6)

Gentamicina 36 (97.3) 0 1 (2.7)

Rifampicina 31 (83.7) 0 6 (16.2)

Levofloxacina 36 (97.3) 0 1 (2.7)

cefalotina 4  (10.8) 6 (16.2) 27 (73)

Tetraciclina 15 (39.5) 1 (2.7) 22 (60.5)

Cloranfenicol 33 (89.2) 2 (5.4) 2 (5.4)

S = susceptibles I = intermedia R = resistente

La tipificación SCCmec de las cepas SARM aisladas por PCR múltiple, mostró que 5

aislamientos presentaron SCCmec tipo IV y dos presentaron SCCmec tipo I. (Figura

6).
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Figura 6. PCR múltiple para tipificación del elemento SCCmec

PCR múltiple se llevó a cabo para determinar los tipos de SCCmec de aislados de SARM.
Carril 1: MW (marcador ADN de peso molecular). Carril 2: cepa de referencia S. aureus ATCC
33591 (SCCmec tipo I). Carril 3: cepa de referencia S. aureus N315 (SCCmec tipo II). Carril 4:
cepa de referencia S. aureus JCSC4744 (SCCmec tipo IV). Los carriles 5 a 11: aislamientos
representativos del estudio. Carril 12 muestra los resultados para un control negativo de la
reacción de PCR.

Subsecuentemente en la sub-tipificación de SARM del casete cromosómico SCCmec

tipo IV por PCR múltiple de las cepas SARM se evidenció que 4 aislamientos

pertenecían al subtipo SCCmec IVc y 1 aislamiento al subtipo SCCmec IVa (Figura 7).

Figura 7.  PCR múltiple para sub-tipificación del elemento SCCmec IV

Aplicación de la PCR múltiple a una colección de 5 cepas SARM de tipo SCCmec IV. Carriles
1 -3: cepas prototipo MW2, Q2314 y JCSC4469, con subtipos IVa , IVc y IVd respectivamente.
Carril 5: aislamiento con subtipo SCCmec IVa. Carriles 6 – 8: aislamientos con subtipo IV c.
MW: marcador de ADN de peso molecular.

Con relación al complejo clonal, en el estudio fueron identificados tres aislamientos por

PCR multiplex SARM pertenecientes al complejo clonal 8 (CC8) y un aislamiento
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SARM perteneciente al complejo clonal 5 (CC5). En la figura 8, se muestras algunos

aislamientos representativos.

Figura 8. PCR múltiple de Complejos Clónales (CC5) y (CC8)

PCR Múltiple para identificación de los complejos CC5 y CC8 de SARM. Carril 1: MW
(marcador ADN de peso molecular). Carril 2: Clon chileno (CC5); Carril 3: Clon USA 300 (CC8);
Carril 4, 5, 6 aislamientos SARM pertenecientes al CC8; Carril 7: aislamiento SARM no
tipificable; Carril 8: aislamiento SARM perteneciente al CC5; Carril 9: control negativo.

En nuestro estudio se observó que la leucocidina PVL (Panton-valentine leucocidin)

en 6 (85.7%) de 7 aislados SARM y 12 (40%) de 30 aislados SASM.

En los análisis de la PFGE de los aislamientos, tanto SARM como SASM, se encontró

que esos presentaron un coeficiente de similitud de 81,7% con el clon USA300 (CC8-

SCCmecIV). En cuanto a las cepas SASM, se identificaron 7 aislamientos

pertenecientes al complejo CC5 y 18 aislamientos pertenecientes al complejo CC8,

para una prevalencia de 19% para CC5 y de 72% para CC8 de S. aureus. Tabla 5
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Tabla 5. Características moleculares de los aislamientos de S. aureus por PFGE
(n=25)

COMPLEJO CLONAL S. AUREUS

SARM CC8 6 (24%)
SASM CC8 12 (48%)
SARM CC5 3(8.2%)
SASM CC5 4 (10.8%)

TIPO DE CLONES S. AUREUS

CLON USA 300 USA 300 - CC8 4 (16%)
USA 300 PV-CC8 14 (56%)

CLON PEDIATRICO Pediátrico - CC5 3 (12%)

CLON CHILENO/CORDOBES Chileno/Cordobés – CC5 4 (16%)

Asimismo, se pudo evidenciar que el clon USA300-0114 tuvo una prevalencia de 16%

(4) y su variante "USA300-LV", predominó en su mayoría con 56% (14) de las cepas

S. aureus aisladas, seguidos de un 16% (4) y 12% (3) respectivamente de los clones

Chileno/cordobés y Pediátrico. Figura 9 y 10.
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Figura 9. Tipos de clones aislados por PFGE.

Tipos de clones aislados del estudio en una población de 37 cepas analizadas con PFGE. Clon
USA 300-0114 (CC 8 SCCmec IVa); Clon USA 300-LV (CC8 SCCmec IV c); Clon
Chileno/Cordobés (CC5 SCCmec I) y Clon Pediátrico (CC5 SCCmec IV)

Las cepas que presentaron mayor similitud, es decir, menor distancia entre ellas desde

el punto de vista filogenético, fueron H2 y H9. Por el contrario, las cepas que se

alejaron más fueron las del grupo H159, ya que fue la última que se incorporó al

dendograma. Figura 10.

La resistencia a los antibióticos clindamicina, eritromicina, gentamicina y tetraciclina

difirió significativamente entre los aislamientos SARM que portaban SCCmec tipo I y

SCCmec tipo IV comparado con las que portaron el SCCmec tipo IVc (p< 0,0001). Los

aislamientos pertenecientes a ST5-SARM-I y SARM IV fueron susceptibles a

clindamicina, eritromicina, gentamicina y rifampicina; mientras que 56% (14) de los

pertenecientes a la variante del clon USA-300, conocida como USA-300 PV CC8

tuvieron resistencia a tetraciclina.

37,8

10,8
8,2

10,8

0

5

10

15

20

25

30

35

40

USA 300-0114 USA 300-LV Pediatrico Chileno

Clones S. aureus
Fr

ec
ue

nc
ia

Clones de SARM



42

Figura 10. Dendograma del análisis de PFGE de SARM

Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) que muestra la relación genética entre los
aislamientos representativos de SARM encontrados en el año de estudio. La línea discontinua
corresponde a un coeficiente de similitud de 80 % que se utiliza para definir clones
relacionados por PFGE. Cepas: CC8-SCCmecIVc (H128, H17, H84, H159); CC8-SCCmecIVa
(C30, H55); CC5-SCCmecI (H104); CC5-SCCmecIV (H85). Cepas control: USA 300- 0114
(CC8-SCCmecIVa); clon Chileno/Cordobés (CC5-SCCmecI); clon pediátrico (CC5-
SCCmecIV).
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VI. ANALISIS DE RESULTADOS

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) representa una seria amenaza

para la salud pública mundial, debido a la rápida transmisión y variación de los clones

de SARM pandémicos con mayor virulencia y resistencia antimicrobiana. En América

Latina, SARM es la causa principal de infecciones nosocomiales y está aumentando

el predominio de SARM en las infecciones adquiridas en la comunidad(5, 12), por lo

cual no debe ser considerado como patógeno nosocomial estricto(89, 90).

Con respecto al perfil de resistencia, en este estudio se observó una alta tasa de

resistencia a los antibióticos penicilina (89.2%), ampicilina (86.4%) y cefalotina

(72.1%). Además, 7 aislamientos (18.9%) fueron resistentes a más de 2 antibióticos.

Como era de esperar, los aislamientos SARM tuvieron una alta resistencia a los β-

lactámicos, resultado similar al reportado por Dong et al, 2006 (91). Uno de los

principales factores que intervienen en la resistencia a la meticilina en S. aureus es la

proteína de unión a penicilina, PBP2a. Esta proteína no es sensible a la inactivación

por los antibióticos β -lactámicos como la meticilina. Se ha sugerido que PBP2a se

hace cargo de la biosíntesis de peptidoglicano en presencia de dosis de otro modo

letales de antibióticos β-lactámicos(92).

En el 2007 se descubrió una nueva proteína, llamada FMTA, sin embargo aún no está

claro su mecAnismo de acción. Se considera que esta proteína FMTA tiene una baja

afinidad de unión para los β-lactámicos, y experimenta una tasa de acilación lenta, lo

que sugiere que esta proteína es intrínsecamente resistente a la inactivación de β-

lactámicos(93).

Para otros antibióticos se evidenció un alto grado de sensibilidad, como en gentamicina

(97.3%), levofloxacina (97.3%) ciprofloxacina (94.6%), cloranfenicol (89.2%), linezolid

(83.8%) y rifampicina (83.7%). En contraste, otros estudios (94-96), han reportado alta

resistencia a estos antibióticos.
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En un estudio realizado por Fis Freitas y colaboradores en la ciudad de Brasil, los

aislamientos de S. aureus obtenidos se caracterizaron en relación a la resistencia a la

gentamicina y aminoglucósidos relacionados(97). El mecanismo más generalizado de

resistencia a aminoglucósidos es la modificación de los antibióticos por enzimas

celulares, tales como aminoglicósidos acetiltransferasas (AAC), aminoglicósidos

adeniltransferasas (AAD) y aminoglicósido de fosfotransferasas (APH) (97-99).En el

caso de las fluoroquinolonas levofloxacina y ciprofloxacina, los resultados en este

estudio; fueron similares a los reportados en Nigeria por Emmanuel Onwubikoy

colaboradores en el 2011, donde hubo una alta sensibilidad de estos antibacterianos

(100).

Con relación al antibiótico vancomicina, donde el MIC de todos los aislados positivos

de S. aureus estuvo dentro del rango ≤ 2, coincide con un estudio hecho por Gregory

Steinkraus entre los años 2001 y 2005 de estudio de aislamientos de S. aureus en

sangre donde no se evidencio resistencia a la vancomicina (101).Sin embargo, dos

informes recientes de infecciones causadas por vancomicina resistente a S.

aureus (VRSA) son de gran preocupación, ya que reflejan tanto una resistencia total y

un mecanismo diferente para su difusión (102, 103).

Las cepas de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA) son raras, mientras que las

cepas vancomicina heterogenea (hVISA) y vancomicina intermedia (VISA) son

comunes en el ámbito clínico, especialmente en bacteriemia persistente y endocarditis

por SARM. Por otra parte en un estudio realizado en Korea, se encontró una alta

resistencia de S. aureus vancomicina heterogenea (hVISA) en comparación con

vancomicina intermedia(VISA) (104).

La emergencia de S. aureus con resistencia intermedia a glicopéptidos y SARM

heterorresistente sugiere que la resistencia completa a glicopéptidos puede

desarrollarse rápidamente y limitar la utilidad de vancomicina, lo cual subraya la

necesidad de nuevos antibióticos (105).
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No hubo evidencia de resistencia inducida a clindamicina.  Los clones de S. aureus

han surgido con una resistencia inducida a clindamicina seguida de una modificación

del blanco ribosómico. La resistencia a clindamicina es inducida por macrólidos (106).

Los estudios basados en los EE. UU. observan un predominio total de resistencia

inducida a clindamicina en las cepas aisladas de S. aureus con 52% (50% de cepas

de SARM y 60% de cepas de SASM) (107), aunque esto puede cambiar ya que el

cambio clonal ha demostrado afectar a la resistencia inducida a clindamicina (108).

Por otra parte las fluoroquinolonas, levofloxacina y ciprofloxacina con frecuencia son

utilizados en el área de otorrinolaringología (ORL) del Hospital Universitario del Caribe;

en el estudio se observó una resistencia muy baja, de alrededor del 2.7% en los

aislamientos analizados. No obstante, en algunos estudios se ha observado

resistencia de fluoroquinolonas en los aislamientos de S. aureus (109, 110).

Por otra parte, en un estudio similar en el año 2004 se observó que todas las cepas

fueron sensibles a gentamicina (111). Este antibiótico en su forma tópica es uno de los

antibióticos más prescritos en las instituciones hospitalarias, sin embargo los

resultados de sensibilidad y resistencia lo clasifican dentro del grupo C, los cuales

comprenden agentes antimicrobianos alternativos o suplementarios que pueden

requerir pruebas en aquellas instituciones que mostraron endemias o epidemias de

cultivos resistentes a muchas drogas primarias (especialmente en la misma clase por

ej.: -lactámicos o aminoglicósidos). La administración de este fármaco no se

recomienda en mujeres embarazadas (112).

El uso del antibiótico gentamicina es frecuente para el tratamiento de infecciones

cutáneas o profilaxis de postoperatorios dermatológicos puede representar una posible

fuente de selección de cepas resistentes. En la literatura mundial esta tasa de

resistencia es mínima en algunos países, gracias a su utilización limitada y a las

políticas de control diseñadas en las décadas de los setentas y ochentas (113). Estas

estrategias deben ser introducidas en nuestro medio con el propósito de contar con la

gentamicina como alternativa costo efectiva frente al S. aureus.
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Los 7 aislamientos con fenotipo SARM (resistentes al sensidisco cefoxitina) se

confirmaron mediante la PCR múltiple, mostrando poseer el gen mecA, el cual está

presente en las cepas meticilino resistes de S. aureus (SARM). La cefoxitina es una

cefamicina que actúa como un inductor más fuerte que la oxacilina sobre la producción

de PBP2 en aislados de S. aureus que poseen el gen mecA. Por lo tanto, la cefoxitina

parece más eficaz que la oxacilina en la detección de la resistencia a meticilina

mediante el test DD (difusión en disco); al menos en aquellas poblaciones de S. aureus

que son heterorresistentes (19).

Las directrices internacionales recomiendan el uso de mupirocina nasal para la

descolonización en ciertos grupos de pacientes y trabajadores de la salud portadores

de SARM (114, 115). Cabe destacar que en algunos estudios se han detectado cepas

SARM resistentes a la mupirocina (116, 117). Otras investigaciones revelan que este

antibiótico sólo es eficaz en la eliminación de la bacteria de la nariz durante un par de

semanas, y las recaídas nasales son comunes dentro de varios meses. Otra falencia

de este antibiótico es la tendencia creciente de la resistencia y la posterior reducción

en la eficacia (117, 118).

Las cepas multirresistentes de S. aureus, que ahora se han dispersado en la

comunidad representan un reto para la práctica clínica de rutina para el manejo de las

enfermedades infecciosas. Por lo tanto, las investigaciones dirigidas al seguimiento de

las cepas de S. aureus necesitan estudios de base epidemiológica, que sirvan de guía

para el diseño de estrategias dirigidas a controlar su propagación y difusión en un

hospital y/o comunidad.

Las tasas de colonización encontradas para SARM (4.10%) y SASM (17.6%), pueden

representar un riesgo para la comunidad, teniendo en cuenta que este tipo de bacterias

están implicados en las infecciones por S. aureus (119, 120).  El contacto cercano de

estos pacientes con la comunidad, puede desempeñar un papel en la transmisión y

propagación de estas cepas. Además pueden convertirse en un importante reservorio
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y fuente para la transmisión de estos microorganismos que causan frecuentemente

infecciones en la piel y tejidos blandos.

Consecuentemente en nuestro estudio el hallazgo de la leucocidina PVL (Panton-

valentine leucocidin) en 6 (85.7%) de 7 aislados SARM y 12 (40%) de 30 aislados

SASM de pacientes es un agravante y factor de riesgo relevante para las infecciones

por S. aureus(121). Investigaciones recientes sugieren que la portación de los genes

de la leucocidina PVL en las cepas de S. aureus aumenta su virulencia y es

responsable de infecciones graves tales como las óseas, articulares y neumonía

necrotizante(122-124). Debido al S. aureus "PVL positiva", adquirido en la comunidad,

la neumonía necrotizante es una infección emergente (36).

En Europa, la mayoría de los casos de neumonía necrotizante se deben a cepas de

SASM(124). En nuestro estudio se identificaron una cepa SASM y tres cepas SARM

PVL positivas. En Colombia, varios estudios han demostrado cepas PVL-positivas de

S. aureus, tanto SASM como SARM, como fuente importante de infecciones de diversa

gravedad (125, 126), evidenciando una vez más un serio problema de salud pública

en Colombia y por lo tanto una alerta sobre el riesgo potencial para la introducción de

estas cepas en el  entorno sanitario.

Las cepas SARM que se observaron en este estudio tuvieron diferentes tipos de

SCCmec encontrados tanto a nivel nosocomial, como a nivel comunitario; lo cual deja

ver la variedad de cepas SARM diseminadas en la comunidad. El SARM SCCmec tipo

IV se pudo identificar mediante la PCR múltiple en 5 cepas SARM; este tipo de cepas

se encuentran asociados a la comunidad. Además se encontraron dos aislamientos

que portaron el SCCmec tipo II, el cual ha sido primordialmente asociado con al ámbito

nosocomial (127), lo que demuestra evidencia de la versátil epidemiología y

distribución de las cepas de S. aureus en la comunidad.
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En cuanto a lo encontrado en los estudios de tipificación PFGE de los aislamientos

SARM, se pudo evidenciar que el clon AC-SARM USA300 y su variante "USA300-LV",

predominó en su mayoría con 56% (14) de las cepas S. aureus aisladas, seguidos de

un 16% (4) y 12% (3) de los clones chileno y pediátrico respectivamente.

En 2005, Cruz, et al. (78), evaluaron 200 muestras de SARM recolectadas entre 1996

y 2003 que procedían en gran parte de centros sanitarios asistenciales de las ciudades

de Bogotá y Cali (48% y 45%, respectivamente); los investigadores no identificaron

cepas pertenecientes al clon pediátrico, el cual prevaleció a principios de los años 90;

solo hallaron cepas correspondientes al clon chileno. Este fue el primer reporte de este

clon en nuestro país, lo cual, según los autores, muestra un cambio en la población

genética de SARM en el país. Álvarez, et al. (128), presentaron en el 2006 el primer

reporte de AC-SARM en Colombia; posteriormente, Reyes, et  al.,  en 2009 (74) y

Álvarez, et al., en 2010 (76) reportaron el clon USA300 (CC8-ST8-SCCmecIV) como

causante de infecciones nosocomiales.

Cabe resaltar, que los resultados de esta investigación relacionados con la variante

del USA300 SCCmec IVc, el cual se encuentra asociado a la comunidad, pudieran

indicar un desplazamiento de este tipo de SARM hacia el ambiente hospitalario,

habiéndose convertido según reportes recientes; en el principal causante de

infecciones de S. aureus asociadas al cuidado de la salud (74, 126, 129-131). Es

relevante  citar  que  estas  cepas  difieren del  prototipo  de  cepas  USA 300-0114

en  que alojan el SCCmec IVc en lugar del IVa, compartiendo similares características

con el USA300. Esta variante latinoamericana (USA300-LV), que presenta ausencia

del elemento móvil catabólico de arginina (ACME) y alta prevalencia de resistencia a

la tetraciclina fue recientemente descrita (82).

El  alto índice  de  cepas  con  el casete cromosómico tipo IV pudiera deberse a las

ventajas que este tipo de casete le proporciona a la bacteria, tales como :     1) Su

tamaño pequeño, que le permite transferirse de forma más simple y tener una mayor

rapidez de replicación; 2) Un número mínimo de genes de resistencia a fármacos, en
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contraste con los presentados por las cepas que portan los SCCmec tipo I, II o III,  y

3) Una tasa de crecimiento mayor, que representa una ventaja en comparación con

otras bacterias en cuanto a la colonización exitosa (132, 133).

Los clones SARM nosocomiales, como el Pediátrico (CC5-ST5-SCCmecIV) y

Chileno/cordobés (CC5-ST5-SCCmecI), en relación a los clones de AC-SARM han

comenzado a reemplazar las clones tradicionales de AH-SARM, como sucedió en el

presente estudio de cepas SARM aisladas en la población comunitaria de pacientes,

que acuden a la consulta externa del hospital local.

Este caso se puede corroborar, con estudios hechos en Estados Unidos y Taiwán,

donde la prevalencia de AC-SARM es alta y recientemente, se ha descrito su presencia

en aumento en el ámbito hospitalario; cepas asociadas a AC-SARM han comenzado

a remplazar las cepas tradicionales de AH-SARM(129, 134). En Colombia se han

identificado estos clones hospitalarios mencionados anteriormente, principalmente en

hospitales de tercer nivel en Bogotá (79).

Con respecto al complejo clonal  CC8, el cual en este estudio resulto con mayor

prevalencia, actualmente es el cuarto complejo clonal más común en la mayoría de

países de Europa, Argentina, Canadá y especialmente los EE.UU., donde representa

a la mayoría de aislamientos USA300 AC-SARM(1). También es el principal tipo

según la tipificación spa, que se basa en la secuencia del gen que codifica la proteína

de superficie conocida como Proteína A del estafilococo (135), asociado con USA300-

LV, que se ha reportado en varios países fuera de América Latina, entre ellos España,

Italia, Bélgica, los Países Bajos, el Reino Unido y Australia(82).

Por el contrario, el complejo clonal (CC5), asociado principalmente con el

SCC mec tipo I, es uno de los tipos spa más comunes en América del Sur, incluyendo

Argentina, Brasil, Chile y Paraguay, y se relaciona con el clon  Chileno/Cordobés (136,

137), el cual fue encontrado con una menor prevalencia en este estudio, con relación

al complejo clonal CC8 mencionado anteriormente.
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Considerando la naturaleza cambiante de los clones de SARM y su importancia en la

vigilancia local, es necesario hacer estudios longitudinales que describan el

comportamiento en el tiempo de los clones SARM en los hospitales locales y clínicas

de la ciudad, en los cuales SARM es prevalente.

Existen varios estudios a nivel de Colombia y Latinoamérica con relación a la infección

y colonización nasal con S. aureus (80, 138-141). Sin embargo, no existen estudios

específicos de colonización en pacientes con patologías nasales y su impacto en el

tratamiento antibiótico a usar en la ciudad de Cartagena. Por lo tanto, resulta relevante

un estudio de este tipo dirigido a optimizar el tratamiento antibiótico, frente a las

múltiples patologías nasales y se tendría un control racional de estos mismos. Los

cambios constantes y variables en cuanto a la epidemiología de los contagios

ocasionados por S. aureus confirman que esta bacteria sigue siendo una importante

amenaza para la salud pública humana, de allí la importancia de la vigilancia local y la

difusión de los resultados, sobre todo en países en desarrollo como Colombia, donde

el conocimiento de la epidemiología y la dinámica de la transferencia de S. aureus aún

es delimitada.



51

VII. CONCLUSIONES

 Las cepas SARM, las cuales se han dispersado ampliamente en la comunidad,

representan un reto para la práctica clínica de rutina en el manejo de las

infecciones por esta bacteria.

 En perfil de resistencia, en este estudio se observó una alta tasa de resistencia

a los antibióticos penicilina (89.2%), ampicilina (86.4%) y cefalotina (72.1%).

Además, 7 aislamientos (18.9%) fueron resistentes a más de 2 antibióticos.

 No se evidenciaron cepas de S. aureus resistentes a la vancomicina en este

estudio. Por consiguiente, el personal de salud de ORL del Hospital

Universitario del Caribe debe tener siempre la precaución con el uso razonable

del antibiótico vancomicina en el tratamiento de patologías nasales, con el fin

de evitar a nivel local la emergencia de cepas vancomicino resistentes de S.

aureus.

 Los aislamientos de S. aureus con fenotipo meticilino resistente (resistencia a

cefoxitina y oxacilina) demostraron la presencia del gen mecA mediante el

ensayo de PCR múltiple usado, con una correlación cercana al 100%.

 Consecuentemente en nuestro estudio el hallazgo de la leucocidina PVL

(Panton-valentine leucocidin) en 6 (85.7%) de 7 aislados SARM y 12 (40%) de

30 aislados SASM de pacientes es un agravante y factor de riesgo relevante

para las infecciones por S. aureus

 Las tasas de colonización en el estudio de SARM (4.10%) y SASM (17.6%)

respectivamente, pueden representar un riesgo para la comunidad, teniendo en

cuenta que este tipo de bacterias están implicados en las infecciones porS.

aureus.
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 Cepas de SARM pertenecientes al CC8 y que portan SCCmec tipo IVc, una

variante del clon USA300, son cada vez más predominantes en los hospitales

de nuestro medio, desplazando a los clones previamente reportados del tipo

CC5 HA-SARM.

 Las cepas SARM que se observaron en este estudio tuvieron diferentes tipos

de SCCmec encontrados tanto a nivel nosocomial, como a nivel comunitario; lo

cual deja ver la variedad de cepas SARM diseminadas en ambos ámbitos.

 Los clones SARM nosocomiales como el Pediátrico (CC5-ST5-SCCmecIV) y

Chileno/cordobés (CC5-ST5-SCCmecI), en relación a los clones de AC-SARM

han comenzado a reemplazar los clones tradicionales de AH-SARM

Recomendaciones

La combinación de diferentes metodologías de tipificación molecular como la MLST, la

tipificación PFGE, spa, y del SCCmec, otorgan un alto poder de discriminación, por lo

cual pueden ayudar a alcanzar una mejor comprensión del comportamiento de las

cepas SARM y la dinámica de las infecciones causadas por esta bacteria en un área

geográfica determinada.
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VIII. CONSIDERACIONES ÉTICAS

Este estudio se enmarcó dentro del proyecto financiado por la Universidad de

Cartagena, titulado “Prevalencia del Staphylococcus aureus meticilino resistente en

pacientes con enfermedad nasal de consulta al servicio de ORL del Hospital

Universitario del Caribe”, aprobado por el Comité de Ética de la Universidad de

Cartagena. En todos los casos incluidos en el estudio se mantuvo la confidencialidad

de la identidad de los pacientes, que solo fueron utilizados para la elaboración de la

tabla maestra y no serán divulgados en los resultados de los estudios.

Este estudio fue previamente evaluado por los Comités de Ética de la Facultad de

Medicina de la Universidad de Cartagena y del Hospital Universitario del Caribe y los

pacientes firmaron un consentimiento informado.  En este procedimiento se tomaron

muestras en fosas nasales, lo cual no implicó un gasto extra ni para la institución ni

para el paciente, ya que se utilizaron los recursos adjudicados por la Universidad de

Cartagena para su ejecución. Los riesgos para el paciente se consideran mínimos, de

acuerdo a la resolución 8430 de 1993.
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