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Resumen

Objetivo: Analizar una coleccion de aislados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM) recogidos
en Tenerife e identificar aquellas cepas estrictamente comunitarias.

Materiales y Métodos: Estudio retrospectivo de los aislados SARM recogidos entre julio de 2004 y mayo de 2007, que
encajaron como SARM adquiridos en la comunidad, segin las normas del Centro para la Prevencion y Control de En-
fermedades. Se realiz6 la identificacion fenotipica y los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana para una amplia ga-
ma de antibidticos empleando un sistema automatizado, confirmando los resultados posteriormente mediante PCR.
Resultados: Se detectaron en la comunidad perfiles tipicos de aislados SARM hospitalarios, como la multirresisten-
cia y el SCCmecll. La toxina caracteristica de aislados comunitarios, el PVL, se hall6 en un bajo porcentaje concen-
trado en el sur de la isla. Se describieron dos linajes nuevos: ST1433-SASM y ST1434-SARM-IVA.

Conclusiones: Aislados de SARM con caracteristicas hospitalarias y comunitarias se encuentran circulando en
ambos ambientes. Desaconsejamos aplicar terapia empirica sin previo analisis molecular del microorganismo.
Palabras clave:

S. aureus resistentes a meticilina, infecciones adquiridas en la comunidad, Panton-Valentine leukocidin, linaje ce-
lular, tratamiento.

Abstract

Objective: To analyse a set of MRSA isolates collected from Tenerife Island in order to distinguish among them
CA-MRSA and others.

Materials and methods: A retrospective study was performed with MRSA isolates collected from July 2004 to
May 2007 which adhered to CDCs rules for defining CA-MRSA. The phenotipic characterization and the anti-
microbial susceptility profile for a wide variety of antibiotics was carried out with an automated system and con-
firmed by PCR.

Results: Typical profiles of hospital MRSA, as the multirresistance and the SCCmecll, were found in the commu-
nity of Tenerife. The PVL, proposed characteristic of MRSA, was detected in a low percentage, located in the
south of the island. Also, two new lineages were described: ST1433-MSSA y ST1434-MRSA-IVA.

Conclusions: MRSA isolates with hospital and community features are circulated now in both environments. There-
fore, we advise against applying a empiric therapy without a previous molecular analysis of the microorganism.
Key-words:

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, community-acquired infections, Panton-Valentine leukocidin, cell li-
neage, treatment.
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I Introduccion

Hasta 1980, las infecciones por Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (SARM) eran descritas solamente
en pacientes de hospitales (SARM-AH). Sin embargo, en
esa fecha se public6 en Estadod Unidos el primer caso de
una infeccién causada por un aislado SARM en la comuni-
dad [1]. Desde entonces se han publicado multitud de ca-
sos similares en grupos especificos de la sociedad [2, 3]. A
estos aislados se les ha asignado el nombre de SARM ad-
quiridos o asociados a la comunidad (SARM-AC).

En el afio 2000, el Centers for Diseases Control and Pre-
vention (CDC) establecié algunas guias para diferenciar
entre SARM-AH y SARM-AC. Seguin el CDC, las infeccio-
nes por SARM-AC son aquellas producidas en personas
que no han sido hospitalizadas en el ultimo afio, ni han si-
do sometidas a procedimientos invasivos como cirugia,
dialisis o cateterismo [4]. Ademas de esto, varios grupos de
investigacion han asignado otras caracteristicas considera-
das tipicas para SARM-AC como son el causar frecuente-
mente infecciones de piel y tejidos blandos (SSTIs, del in-
glés Skin and Soft Tissues Infections) en personas sanas, y
el ser susceptibles a todos los grupos de antimicrobianos,
excepto a P-lactdmicos y en casos particulares a ciproflo-
xacina, clindamicina y eritromicina. Ademds, se espera que
los SARM-AC muestren un perfil de Pulsed-Field Gel Elec-
trophoresis (PFGE) diferente al de los SARM-AH, porten
el Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec) 1y
produzcan muy frecuentemente el Panton-Valentine leuko-
cidin (PVL) [5].

Ya que en la bibliografia se aplican diferentes definicio-
nes, el indice global de infeccion y colonizacion de SARM-
AC es dificil de estimar, aunque se sabe que en general el
numero de casos es cada vez mayor [6]. Las infecciones
por SARM-AC han sido descritas en mucho paises [7-9].
En Espana, el primer articulo mostrando la presencia de
una cepa SARM-AC PVL+ SCCmeclV fue publicado en
2006 [10], después de lo cual se han descrito otros linajes
diferentes [11, 12]. En Tenerife se public6 un trabajo sobre
HA-MRSA [13] y otro sobre una cepa concreta de SARM-
AC asociada a furunculosis familiar [14]. Sin embargo,
hasta ahora no se habia realizado ningtn estudio epide-
mioldgico sobre SARM-AC en la isla. Nuestro objetivo es
analizar una coleccién de aislados SARM recogidos de va-
rias comunidades de la isla de Tenerife para identificar las
diferentes cepas alli presentes y distinguir entre ellas los
SARM-AC estrictamente definidos y los posibles SARM-
AH recogidos de la comunidad.

I Materiales y métodos

Muestras

El Laboratorio de Microbiologia Clinica del Hospital
Universitario Nuestra Sefiora de Candelaria (HUNSC) reci-
be muestras comunitarias de varios centros de salud perte-
necientes a distintos municipios pertenecientes a la isla de
Tenerife, Islas Canarias, Espana.

Aislados SARM

Todos los aislados SARM recogidos de julio de 2004 a
mayo de 2007 (34 meses), que encajaron con las normas
del CDC para definir SARM-AC, fueron incluidos en este
estudio. La identificacion fenotipica fue realizada mediante
un sistema automatizado (Vitek2, BioMérieux), con el cual
se determind también el patrén de susceptibilidad para los
antibiéticos: penicilina, clindamicina, eritromicina, genta-
micina, oxacilina, ciprofloxacina, trimetropim-sulfameto-
xazol, mupirocina, teicoplanina, y vancomicina. La resis-
tencia a oxacilina y mupirocina fue estimada mediante
E-test, y la resistencia inducible a clindamicina fue determi-
nada por D-test.

Identificacion molecular mediante PCR

La confirmacién de especie y de las resistencias a meticili-
na y mupirocina fue realizada a nivel molecular mediante
PCR multiple [15]. La presencia de los genes del PVL (lukF-
PV y lukS-PV) fue detectada mediante PCR [16], asi como
el locus que codifica para y-hemolisina, que fue amplificado
usando los cebadores Hlgl (5"-GTCAYAGAGTCCATA-
ATGCATTTAA-3’) y Hlg2 (5’>-CACCAAATGTATAGCC-
TAAAGTG-3’). Las concentraciones para la preparacion de
la mezcla de PCR fueron: 1X tampédn de reaccion, 1.5 mM
MgClz, 0.2 mM dNTPs, 0.4 uM de cada cebador, y 0.05
unidades Tag DNA polymerase (Bioline). Las condiciones
de la PCR fueron: 95° C durante 5§ min., seguido por 30 ci-
clos de 95° C durante 30 seg., 60° C durante 45 seg. y 72°C
durante 45 seg, y 7 min de extension final a 72° C.

Métodos de tipificacion

Multiple-Locus Variable-number tandem repeat Analysis
(MLVA) PCR fue realizada segun lo descrito previamente
[17]. Simultineamente, los aislados fueron caracterizados
por andlisis de patrones de macrorrestriccion mediante PF-
GE [13]. El ST-SCCmiec y la determinacion del Complejo
Clonal (CC) al que pertenecen fueron realizados para cada
aislado que mostré un patrén de PFGE diferente [18, 19].
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I Resultados

Epidemiologia clinica de los aislados de SARM

Cien aislados SARM, catalogados como SARM-AC se-
gun las reglas del CDC, fueron recibidos por el Servicio de
Microbiologia del HUNSC durante el periodo de estudio.
Posteriormente, 96 de estos aislados fueron confirmados

Fig. 1. Distribucién de los aislados SARM-AC en los pacientes, se-
gun su edad.

Tabla 1. Perfiles de susceptibilidad antimicrobiana

Ciprofloxacino

Clindamicina

Gentamicina

como SARM, mientras que cuatro resultaron S. aureus
sensibles a meticilina (SASM), debido a la ausencia del gen
mecA.

Los porcentajes de aislados recogidos de mujeres y hom-
bres estuvieron equilibrado, siendo de 55% y 45 % respecti-
vamente. El rango de edad de los pacientes de los que se re-
cogieron las muestras fue de 4 a 92 afios. Las edades de los
pacientes fueron agrupadas en periodos de 10 afos (Figura
1). Hubo 11 pacientes en los que la edad no quedé registra-
da. Los aislados SARM fueron obtenidos de muestras de
esputo (1%), absceso (1%), articulacion de rodilla (1%),
seroma (1%), orina (2%), exudado faringeo (3%), exuda-
do nasal (5%), exudado o6tico (7%), exudado de herida
(29%) y tlcera (49%). En un aislado la fuente no fue en-
contrada en la base de datos.

Susceptibilidad antimicrobiana y genes de virulencia

Fueron determinados 15 patrones de susceptibilidad anti-
microbiana diferentes (Tabla 1). Todos los aislados fueron
sensibles a trimetropim-sulfametoxazol, teicoplanina y van-
comicina. Solo un aislado mostré resistencia inducible a la
clindamicina. El PVL fue detectado en un 5% de los aisla-
dos SARM, mientras que la Hlgy fue detectada en un 89%
de ellos.
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S, susceptible.
R, resistente.

* Columna con el porcentaje de aislados para cada perfil de susceptibilidad microbiana.
** Linea con el porcentaje de aislados para los resistentes a cada antimicrobiano.

*** Este aislado también mostro resistencia inducida a clindamicina.
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Caracterizacion genotipica

Los 100 aislados presentaron 53 patrones de PFGE dife-
rentes. Aplicando el criterio de Tenover [20], estos patrones
fueron agrupados en 18 tipos de PFGE (A-Q). Cuatro de
estos tipos de PFGE (A-D) fueron los mas numerosos, abar-
cando el 73% de los aislados. Aplicando el criterio del 80%
de similitud [17], los 31 patrones producidos por el MLVA
fueron agrupados en 18 grupos (a-q). Con esta técnica cua-
tro grupos fueron también los mas numerosos (a-d), abar-
cando el 81% de los aislados. Cada aislado SASM presentd
un patrén tnico por ambos métodos.

Los aislados SARM presentaron los SCCmec tipos II
(25.00%), IV (27.08%), o su variante IVA (47.92%). El
MLST fue realizado para los 26 aislados, que fueron repre-
sentativos de cada tipo diferente de PFGE, encontrando 13
STs distintos. Los aislados SARM fueron ST30-IV (CC30),
ST36-11 (CC30), ST34-IVA (CC30), ST22-IV (CC22),
ST217-1V (CC22), ST125-IVA (CCS5), ST146-IVA (CCS5),
ST8-1V (CC8), ST97-IV (CC97), y el linaje nuevo ST1434-
IVA (CC8). Los aislados SASM fueron ST26 (CC25), ST45
(CC435), y el linaje nuevo ST1433 (tnico).

I Discusion

En Espafia se han llevado a cabo algunos estudios epide-
miol6gicos sobre SARM-AC [10-12][21][22], aunque nin-
guno de ellos especifico en Canarias. Este archipiélago per-
tenece a Espafia, pero geograficamente se encuentra mas
cerca de Africa (300 km.) que de la peninsula Ibérica
(1.000 km.), y estd caracterizado por el alto nimero de tu-
ristas que viven alli o que lo visitan cada afio. Por eso, un
estudio epidemioldgico en el continente no puede ser extra-
polado al archipiélago canario, sino que es necesario uno
independiente. Nuestro estudio se realizé en ocho munici-
pios, que corresponden con ocho regiones de salud (RS) de
la isla de Tenerife, la de mayor tamafio y la mds poblada.

La prevalencia que encontramos de SARM-AC fue <1%,
asi como ocurre en EE UU [23]. A pesar de ello, si conside-
ramos otros paises como referencia, el incremento de esta
prevalencia es predecible, por lo que resulta importante
mantener el control sobre estas cepas [6]. Los aislados fue-
ron recogidos en un gran porcentaje (78%) de SSTIs, lo
cual se esperaba de acuerdo a los datos previamente publi-
cados [35, 8, 21, 23].

Un amplio rango de variacion entre los perfiles de suscep-
tibilidad antimicrobiana fue encontrado entre los aislados
SARM-AC, en comparacion con los resultados obtenidos
en Francia [24], y, curiosamente, encontramos un alto por-
centaje (67,24%) de aislados multirresistentes. Sin embar-
go, aunque la ausencia de multirresistencia ha sido frecuen-

temente descrita en SARM-AC [5, 16], o incluso ha sido
considerada como una caracteristica indispensable de ellos
[22], ya ha sido propuesto que esta condicion estd progresi-
vamente cambiando [8]. Por otro lado, la clindamicina ha
sido propuesta como terapia empirica para tratar estas in-
fecciones, ya que se ha descrito que los aislados SARM-AC
son normalmente susceptibles a ella [5, 25, 26]. Sin embar-
go, los autores remarcaron que los ratios de resistencia a
clindamicina entre los aislados SARM-AC de diferentes co-
munidades varian, y que en los casos donde el porcentaje
de resistencia a clindamicina sea superior a 10-15%, esta
deberia ser utilizada unicamente para el tratamiento de en-
fermedades muy graves. En nuestra poblacién, el porcenta-
je es mayor (55%), por lo que la clindamicina deberia ser
descartada para el tratamiento empirico de las infecciones
por SARM-AC.

Al igual que ocurre con la ausencia de multirresistencia,
portar el SCCmeclV ha sido considerado una caracteristica
importante de aislados SARM-AC [5, 21, 22, 26]. No obs-
tante, la presencia del SCCmecIV en hospitales espafioles
habia sido previamente detectada [13, 27] y, ademds, noso-
tros detectamos un 25% de aislados portadoras del SCC-
mecll en la comunidad, casete tipico hospitalario propues-
to. Es posible que las cepas portadores del SCCmecll
pertenecieran previamente al ambiente hospitalario. Ya que
no fue posible averiguar si cada paciente habia tenido rela-
ci6én o contacto con algun paciente del hospital o personal
del mismo, este origen hospitalario no se puede descartar.
Dicha hipétesis podria explicar el alto porcentaje de aisla-
dos multirresistentes y el segundo pico en el rango de edad
de 70-80 afos, ya que se ha descrito que los pacientes afec-
tados por SARM-AC suelen ser mas jovenes que aquellos
afectados por SARM-AH [35, 8]. Esta observacion de clones
SARM hospitalarios circulando en la comunidad habia si-
do propuesta con anterioridad, incluso habiendo sido de-
signadas estas cepas como SARM circulantes en la comuni-
dad (CO-MRSA; del inglés community-onset
methicillin-resistant S. aureus) [6, 7]. En cualquier caso, se
comprueba que el coste «de vida» asociado al porte de mul-
tiples resistencias no previene de la expansion de estas ce-
pas SARM en la comunidad.

En algunos estudios el PVL ha sido considerado una ca-
racteristica tipica de SARM-AC, siendo detectado en alta
frecuencia [5, 8, 13, 21, 22, 24, 26], mientras que en otros
su frecuencia ha sido baja [27]. Esto ultimo es lo que en-
contramos en nuestro estudio, lo que sugiere que el PVL no
es requerido para la expansion de SARM en nuestra comu-
nidad. Los cinco aislados SARM PVL+ fueron recogidos
del sur de la isla, a partir de muestras de gente joven y afor-
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Tabla 2. Caracteristicas de aislados PVL+ MRSA

Aislado HR Edad paciente Muestra
972 Arona 58 Ulcera
975 Arona 17 Ulcera
986 G. Abona 35 Ojo
1042 Arona 36 Lesion
1043 Arona 33 Lesion

PFGE MLVA ST-SCCmec Resistante a
K1 f1 ST8-IV susceptible
Gl1 ql ST30-1V susceptible
C3 pl ST22-IV gentamicin
E1 f1 ST8-IV E, Cip
E1 f1 ST8-IV E, Cip

E, Erythromycin
Cip, Ciprofloxacin

Fig. 2. Dendrograma de perfiles obtenido por PFGE de las cepas mds representativas segtin su ST-SCCrmzec, junto con sus correspondientes

patrones de MLVA.

tunadamente asociados a SSTIs (Tabla 2). Recientemente el
PVL ha sido asociada con infecciones muy graves, como la
neumonia necrotizante [9], por lo que, para evitar compli-
caciones con estas cepas potencialmente peligrosas, es in-
dispensable el correcto seguimiento de las mismas. Por otro
lado, detectamos el PVL en backgrounds genéticos no rela-
cionados, lo cual ya habia sido descrito anteriormente (Ta-
bla 2) [23, 26, 27]. Narita et al. mostraron que diferentes
cepas S. aureus PVL+ pueden contener distintos fagos por-
tadores de esta toxina [28], aunque se desconoce si estos fa-
gos son capaces de transferirse entre dos cepas de SARM.
Desconocemos si los tipos de fagos presentes en nuestras
cepas PVL+ son iguales o no, pero sabiendo que todas estas
cepas fueron encontradas donde se concentra el mayor por-
centaje de turismo, nosotros pensamos que estos aislados
podrian haber sido introducidos en la isla de manera inde-
pendiente. Esta hipotesis coincidiria con Vandenesch et al.
[26], quienes propusieron un origen clonal maltiple e inde-
pendiente para las cepas PVL+.

En este estudio encontramos una amplia variedad de pul-

sotipos, lo cual es opuesto a los datos obtenidos en Francia
[24]. Entre todos los pulsotipos detectamos patrones tipi-
cos de SARM-AH, como los tipos de PFGE A1 y C1, co-
rrespondientes con los clones epidémicos ESARM16 y
ESARMI13, respectivamente, y otros tipicos de SARM-AC,
como el tipo de PFGE E1 (Figura 2). Este ultimo clon ha si-
do descrito como un tipico SARM-AC en Estados Unidos y
Canadd [7, 26], y recientemente en otros muchos paises [8,
9,11, 12,21, 22, 29], por lo que parece estar expandiéndo-
se sustancialmente.

El patron G1 de PFGE correspondi6 con el PVL+ ST30-1V.
Este, junto con los clones PVL- ST34-IVA y ST36-11, pertene-
cen al CC30. Es llamativo como dentro de ese CC, cada ST
adquiere un tipo de SCCmec diferente. El clon ST34-SARM-
SCCmecIVA no habia sido descrito hasta ahora, mientras
que el clon PVL+ ST30-SARM-SCCmieclV ha sido frecuente-
mente aislado en muchos paises [8, 11, 16, 26, 27], siendo
considerado un ST potencialmente «pandémico». La presen-
cia de este ultimo en nuestra comunidad es preocupante, y su
control es de vital importancia.
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Vandenesch et al. [26] observaron que los SARM-AC,
SARM-AH y SASM de su estudio pertenecian a diferentes
STs, existiendo una excepcion con el ST8. La excepcion en
nuestro estudio fue el ST22, porque detectamos un aislado
PVL+ ST22-IV SARM-AC y un posible SARM-CO PVL-
ST22-1V; ademas, se habian detectado aislados PVL- ST22-
IV SARM-AH en un trabajo previo en el hospital [13]. Por
lo tanto, observamos el mismo ST22 en SARM de nuestro
hospital, de la comunidad portando el PVL y de la comuni-
dad sin PVL. Ademas, mediante PFGE, los aislados ST22
PVL+ y PVL- fueron agrupados con los aislados ST217,
ambos pertenecientes al CC22. Hasta nuestro conocimien-
to, cuatro aislados SARM PVL+ ST22 habian sido descritos
previamente, dos en Dinamarca y dos en Irlanda [8, 29], y
otro aislado PVL+ ST22 pero SASM en el Reino Unido
[27]. Mediante PFGE, el aislado PVL+ ST22-IV de nuestro
estudio fue indistinguible del PVL- ST22-IV, mientras que
el MLVA los separd, lo que demuestra la ventaja de combi-
nar ambos métodos.

La cepa SASM ST97 ha sido previamente descrita en mu-
chos paises, pero la cepa ST97 portando SCCmeclV solo se
ha descrito hasta ahora en EE UU, asociada con ambientes
hospitalarios [30], y en la comunidad danesa [8]. Por lo
tanto, esta es la primera vez que se ha descrito un aislado
ST97-SARM-SCCmiecIV en una comunidad en Espana. Sin
embargo, los clones PVL+ ST80 que se esperaba encontrar,
considerado el clon europeo [26], y el PVL+ ST152, previa-
mente detectado en Tenerife, no fueron hallados en este es-
tudio [14]. Se han descrito dos nuevos linajes: el aislado
ST1433 fue determinado en un SASM obtenido de una
muestra de orina y es considerado unico en el marco inter-
nacional de S. aureus, mientras que el aislado ST1434 fue
determinado en un SARM obtenido de una muestra de exu-
dado faringeo y es una variante en tres nucleétidos de un
tnico locus del ST72 (CC8). Este linaje ST1434 resulto ser
el estado intermedio desconocido entre el ST72 y el ST990.
Ademds, mostro resistencia a eritromicina, y fue el anico en
el que se detecto resistencia inducible a la clindamicina.

Los aislados SASM fueron recogidos no intencionada-
mente, por lo que no queda reflejada la situacion real de los
SASM en nuestra comunidad. Los cuatro aislados SASM
pertenecieron a tres ST diferentes: ST26, ST45 y ST1433.
No pudimos encontrar aislados SASM ST26 en trabajos re-
alizados en la comunidad; sin embargo, aislados SASM
ST25, ancestro del ST26, han sido descritos en varias co-
munidades de Australia. En el mismo estudio, aislados
ST45 fueron detectados tanto en aislados sensibles como
resistentes a meticilina [30], siendo descritos ademds en Di-
namarca, Suiza y otros paises [8, 30, 31].

La prevalencia real de SARM-AC en Tenerife es descono-
cida, ya que nuestro trabajo se ha centrado en ocho munici-
pios. Planteamos la importancia de realizar un estudio glo-
bal de la isla, porque a pesar de su tamafio, una amplia
variedad de nacionalidades estdn ubicadas aqui. De hecho,
esto concuerda con la llamativa variedad de backgrounds
genéticos encontrados en este trabajo, algunos de los cuales
no habian sido descritos hasta ahora en Espafia. Nosotros
hemos etiquetado el sur de la isla, y especialmente Arona,
como punto caliente para la evolucion de aislados SARM-
AC, ya que encontramos una amplia variedad genética
(ST36-11, ST22-1V, ST125-1VA, STS8-1V, ST30-1V, ST1434-
IVA), varios genes de resistencia, incluida la resistencia indu-
cible a la clindamicina, y los genes que codifican para el
PVL. De los ocho municipios, Arona presenta el mayor por-
centaje de turismo, asi que pensamos que esta poblacion es-
ta muy expuesta a portadores de SARM de todo el mundo.

Seguin David et al. [7], la importancia de distinguir entre
SARM-AH y SARM-AC radica en la toma de decisiones so-
bre la terapia empirica, debido a que se ha descrito que los
SARM-AC son mds probablemente susceptibles a clindami-
cina. Sin embargo, en nuestros aislados la frecuencia de la
resistencia a clindamicina fue alta. Este hecho parece enca-
jar con lo propuesto anteriormente de que los SARM-AC
son cada vez mds parecidos a SARM-AH, y que ambos se
encuentran ahora circulando en ambos ambientes [6, 7].
Ademds, se ha determinado que la colonizacion por SARM
puede persistir durante meses o afios, asi que una infeccion
se puede desarrollar en un lugar diferente de donde el pato-
geno fue inicialmente adquirido [6]. Por todas estas razo-
nes, nos preguntamos sobre la utilidad de distinguir a nivel
epidemioldgico o fenotipico entre infecciones hospitalarias
y comunitarias. Como se ha expuesto anteriormente, la ba-
rrera establecida entre el hospital y la comunidad es artifi-
cial (Tenover, comunicacion oral), y no existe nada que im-
pida el paso entre ambos ambientes. Por lo tanto, en
nuestra opinién podria resultar mas atil analizar determi-
nadas caracteristicas genéticas de la cepa, como el antibioti-
po vy el contenido en PVL, para poder aplicar un tratamien-
to individual mas apropiado vy eficaz. I
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