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INTRODUCCION. El primer brote de Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (SARM) en nuestro hospital

se detect6 en 1999. Recientemente se ha observado

un incremento de la multirresistencia asociada a SARM,
lo que ha motivado la realizacion de un estudio de
epidemiologia molecular para averiguar las bases

de esta tendencia.

MEeTtopos. Se documentaron todos los pacientes con
aislamiento de SARM en muestras clinicas ingresados
entre julio de 2002 y junio de 2003. El perfil de sensibilidad
antibiotica se determiné mediante difusion con discos.

El estudio de epidemiologia molecular se realizé

por electroforesis de campo pulsado (PFGE). Se han
comparado los resultados obtenidos con datos historicos
de 1999-2000.

ResuLTADOS. Se aislé6 SARM en 110 pacientes (30% de los
pacientes con aislamiento de S. aureus). Mediante PFGE
se detectaron tres clones mayoritarios (93% de pacientes).
Estos clones estaban ya presentes en el estudio previo
realizado en 1999-2000, aunque con un cambio en su
distribucion. Mientras que en 1999-2000 el mayoritario fue
el clon A (clon A, 63%; clon B, 20%), actualmente ha sido
desplazado por el clon B (clon B, 58%; clon A, 19%).
Ninguno de los clones mayoritarios esta relacionado

con los cinco clones pandémicos (incluido el Ibérico)

pero dos de ellos parecen relacionados con los dos clones
mas frecuentemente encontrados actualmente en Espaia.
El nuevo clon mayoritario presenté de forma uniforme
resistencia a ciprofloxacino, eritromicina, clindamicina

y gentamicina.

ConcLUSION. En los ultimos afos se ha producido

un desplazamiento de un clon de SARM inicialmente
predominante por otro multirresistente no relacionado
con el clon Ibérico.
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Consolidation of a Staphylococcus aureus multiresistant clone
not related to the Iberian in a hospital from Mallorca

INTRODUCTION. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) was seldom isolated in our hospital until the first
outbreak in 1999. A recently documented increase in
antibiotic multiresistance in MRSA strains in our setting
prompted the design of this molecular epidemiology study
to investigate the basis for this tendency.

MeTtHoDs. All MRSA isolates from clinical samples of
patients admitted from July 2002 to June 2003 were
studied. Susceptibility testing was performed by disk
diffusion. Clonal relatedness of MRSA isolates was
determined by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE).
Results were compared with data from MIRSA isolates
from patients admitted to the hospital in 1999-2000.
ResuLTs. MRSA was isolated in 110 patients (30% of
patients with S. aureus-positive cultures). PFGE detected
three major clones (in 93% of patients), all of which had
been present in 1999-2000, although in different
proportions. Whereas the predominant clone in 1999
was clone A (clone A 63%, clone B 20%), clone B was
now found to predominate (clone B 58%, clone A 19%).
None of these major clones were related to the five
pandemic clones, including the Iberian clone, but two

of them seemed to be related to the two most prevalent
clones in Spain at this time. The new predominant clone
was more resistant than the others, and showed uniform
resistance to ciprofloxacin, erythromycin, clindamycin,
and gentamicin.

CoNncLusioN. In recent years, a formerly predominant
MRSA clone has been replaced by a multiresistant

S. aureus clone that is unrelated to the Iberian clone.

Key words: Molecular epidemiology. Staphylococcus
aureus. Methicillin resistance.

Introduccion

En 1961, pocos meses después de la introduccién de la
meticilina en la practica clinica, se detectaron en el Reino
Unido las primeras cepas de Staphylococcus aureus re-
sistentes a meticilina (SARM)!. A principios de la déca-
da de 1960, las cepas de SARM se diseminaron rapi-
damente a lo largo de varios hospitales europeos, y se
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convirtieron, a partir de los afios 1980, en uno de los
principales patégenos responsables de infecciones nosoco-
miales, sobre todo en las unidades quirdrgicas o de cui-
dados intensivos?3.

En Espaiia, el primer brote intrahospitalario por este
microorganismo se describié en 1981 en un hospital de
San Sebastian*®. La mayoria de los brotes de SARM en-
tre 1989-1995 estaban producidos por el llamado clon Ibé-
rico, detectado por primera vez en el Hospital Universita-
rio de Bellvitge de Barcelona en 19896. Dicho clon se
diseming a otros paises, como Portugal, Escocia, Italia,
Bélgica, Alemania, y a un hospital de Nueva York”8. Las
cepas de este clon se caracterizaron por presentar resis-
tencia a multiples grupos de antibidticos: macrélidos, te-
traciclinas, aminoglucésidos y quinolonas, y ser sensibles
a los glucopéptidos y al cotrimoxazol. A partir de mediados
de la década de 1990, en el conjunto de Espafia, ha ido dis-
minuyendo el predominio del clon Ibérico, siendo sustitui-
do por otros clones de SARM sensibles a méas antibiéticos,
como muestran los datos de un reciente estudio de &mbito
nacional realizado conjuntamente por el Grupo de Estudio
de Infeccién Hospitalaria (GEIH), Grupo de Estudio de
Mecanismos de Accién y Resistencia a Antimicrobianos
(GEMARA) y la Red Espariola de Investigacién en Patolo-
gia Infecciosa (REIPI).

En el Hospital Universitario Son Dureta de Palma de
Mallorca, el SARM fue rara vez aislado hasta junio de 1999,
cuando se detect6 el primer brote de SARM, seguido de una
endemia moderada.

Recientemente se ha constado un aumento en la fre-
cuencia de cepas de SARM multirresistentes, lo que moti-
v0 la realizacién de un estudio de epidemiologia molecu-
lar de los aislados recuperados en muestras clinicas de los
pacientes ingresados en nuestro hospital entre el 1 de ju-
lio de 2002 y el 30 de junio de 2003. Ademas, los resulta-
dos obtenidos se han comparado con datos histéricos de
1999-2000.

Métodos

El Hospital Son Dureta es un hospital terciario con aproximada-
mente 900 camas, de referencia para toda la Comunidad de las Islas
Baleares. Esta compuesto por dos pabellones de hospitalizacién sepa-
rados, aunque situados en el mismo recinto: el hospital general y el
hospital materno-infantil.

A partir de los registros microbiolgicos se han documentado todos
los pacientes con aislamiento de SARM en muestras clinicas que han
ingresado en nuestro hospital entre el 1 de julio de 2002 hasta el 30 de
junio de 2003. No se incluyeron en el estudio las cepas aisladas de cul-
tivos de vigilancia del estado de portador (exudados nasales, axilares
y/o inguinales). La identificacién de los aislados de S. aureus se reali-
z6 por métodos convencionales'?.

El perfil de sensibilidad antibiética (oxacilina, penicilina, eritro-
micina, clindamicina, ciprofloxacino, gentamicina, cotrimoxazol, van-
comicina, teicoplanina, rifampicina, mupirocina y 4cido fusidico) se
determiné mediante el método de difusién con discos (Rosco, Taas-
trup, Dinamarca) siguiendo los criterios del National Committee for
Clinical Laboratory Standards (NCCLS)!!. Adem4s, se realizé aglu-
tinacion con latex de los aislados de SARM para confirmar la pre-
sencia de PBP2’ (Slidex MRSA Detection, bioMérieux, Marcy I'Etoi-
le, Francia).

La relaci6n clonal de los aislados de SARM se determiné mediante
electroforesis en campo pulsado (PFGE), utilizando Smal como enzi-
ma de restriccién. La electroforesis se realizé utilizando el aparato
Chef-DR® III (Bio-Rad, Richmond, EE.UU.) con las siguientes con-
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TABLA 1. Distribucion de los aislados de SARM por tipo
de muestra

Tipo de muestra Numero (%)

Secreciones respiratorias 51 (46,4)
Exudados 36 (32,7)
Hemocultivo 19 (17,3)
Catéter 14 (12,7)
Liquidos estériles 7(6,4)
PAAF, biopsia 3(2,7)
Total 130 (100,0)

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; PAAF: puncién-
aspiracién por aguja fina.

diciones: pulso inicial de 1 s, pulso final de 30 s, tiempo de electro-
foresis 23 h a 6 V/cm. Los patrones de bandas de la PFGE se inter-
pretaron segtn los criterios de Tenover'2. Como controles se utilizaron
los clones de SARM predominantes en un estudio multicéntrico nacio-
nal P; y Q:° y los clones pandémicos Ibérico (ATTC BAA-44)7, Brasi-
lefio (ATTC BAA-43)'3, Hingaro (ATTC-BAA 39)'4, Nueva York/Ja-
pén (ATTC BAA-41)" y Pedidtrico (ATTC BAA-42)'6. La cepa de
S. aureus NCTC 83252 se utiliz6 como marcador de peso molecular.

Para el estudio comparativo se utiliz6 una coleccién de 161 cepas de
SARM, previamente tipificadas, de pacientes ingresados en nuestro
hospital durante los afios 1999 y 2000 (datos no publicados). La no-
menclatura de los clones de SARM de nuestro trabajo se basé en la
utilizada en este estudio.

Resultados

Durante el periodo del estudio (julio de 2002-junio de
2003), el porcentaje de aislados de SARM en muestras cli-
nicas con respecto al total de los aislados de S. aureus fue
del 38%; este porcentaje descendi6 al 30% al referirlo al
numero de pacientes distintos con S. aureus en una mues-
tra clinica. Se aisl6 SARM en 110 pacientes distintos: en
86 de ellos (78%) se detecté en una tnica muestra, mien-
tras que en 24 (22%) se aisl6 en mas de una. Las mues-
tras mas frecuentes fueron las secreciones respiratorias
(51 pacientes; 46%), exudados (36 pacientes; 33%), hemo-
cultivos (19 pacientes; 17%), y catéteres (14 pacientes;
13%) (tabla 1).

Mediante PFGE se detectaron tres clones mayoritarios
denominados A, B y C, que comprendian el 93% de los
pacientes, asi como ocho clones minoritarios, cada uno
de éstos en un unico paciente. El clon A se encontré en
21 (19,1%) pacientes, el clon B en 63 (57,3%) pacientes y
el clon C en 18 (16,4%) pacientes, cada uno de ellos con
varios subtipos. El patrén de bandas del campo pulsado
en los tres clones mas frecuentes se muestra en la
figura 1.

La distribucién por servicios de los clones de SARM se
resume en la figura 2. El clon B fue el mas frecuente en
pacientes de unidades de cuidados intensivos (76%) y de
dreas quirdrgicas (69%), mientras que en los servicios mé-
dicos la frecuencia de los clones A y B fue similar.

Estos tres clones mayoritarios estaban ya presentes en
el estudio previo de 1999-2000, aunque en menos de
2 afios ha habido un importante cambio en su distribucién.
Mientras que en 1999-2000 predominaba el clon A (63% de
los aislados), actualmente éste ha sido desplazado por el
clon B (57% de los aislados) (fig. 3). Este desplazamiento
coincide con un aumento del porcentaje de resistencia a
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Figura 1. Comparacién de los patrones de macrorrestriccion con Smal de los
tres clones mayoritarios con diferentes clones de SARM representativos a nivel
nacional y mundial. Carriles 1 a 11: clon A, clon B, clon C, clon Py, clon Q1
clon Ibérico’, clon Brasilefio'®, clon Hingaro, clon Nueva York/Japén®®,
clon Pediétrico™, Staphylococcus aureus NCTC 8325 (utilizado como marca-
dor de peso molecular).

meticilina que pasé del 21% (por pacientes distintos) en el
estudio previo (1999-2000) al 30% en el estudio actual
(2002-2003).

Ninguno de los tres clones mayoritarios estd aparente-
mente relacionado genéticamente con los cinco clones de
SARM pandémicos descritos!”: los clones Ibérico®?, Brasi-
lefio!®, Hungaro'4, Nueva York/Japén'® y Pediatrico'®
(fig. 1). Asimismo, ninguno de los tres clones esta directa-
mente relacionado con los dos mas frecuentemente encon-
trados en el estudio de &mbito nacional, aunque los clones
Ay B presentan cierta similitud con los clones P y Q°, res-
pectivamente.

La resistencia general de todos los aislados de SARM del
estudio y de los tres clones mayoritarios se muestra en la
tabla 2. Ninguna cepa de SARM fue resistente a la vanco-
micina, teicoplanina o rifampicina. Unicamente el 4,5%
fueron resistentes a cotrimoxazol, mupirocina y a acido fu-
sidico. La mayoria fueron resistentes a ciprofloxacino
(98%) y a eritromicina (90%). La resistencia a la gentami-
cina fue variable (61%). Con respecto a la clindamicina,
87 aislados (79%) presentaban una resistencia MLSg (ma-
crolide, lyncosamide, streptogramin B) constitutiva, mien-
tras que 11 (10%) mostraban un fenotipo MLSp inducible,
la mayoria de los cuales (10 de los 11) pertenecian al
clon C. El nuevo clon mayoritario (clon B) fue significati-
vamente més resistente que los otros, presentando de for-
ma uniforme resistencia a la eritromicina, clindamicina,
ciprofloxacino y gentamicina.
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TABLA 2. Resistencia antibidtica general y por clones
de los aislados de SARM

Numero de aislados de SARM resistentes (%)
Antibiético
SARM totales | ClonA | ClonB | ClonC
(n=110) mn=21) | (n=63) | (n=18)
Eritromicina 99(90) 15(71) 62(98) 16(89)
Clindamicina
MLSg constitutivo 87 (79) 15(71) 61(97) 5(28)
MLSg inducible 11 (10) 0(0) 1(2) 10(56)
Ciprofloxacino 108 (98)  21(100) 63(100) 18(100)
Gentamicina 67 (61) 2(10) 61097 1(6)
Cotrimoxazol 5(5) 0(0) 3(5) 0(0)
Vancomicina 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Rifampicina 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Mupirocina 5(5) 2(10) 3(5) 0(0)
Acido fusidico 5(5) 2(100  1(2) 1(6)

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MLSg: macrolide,
lyncosamide, streptogramin B.

Discusion

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina conti-
nua siendo uno de los principales patégenos nosocomia-
les. Una vez que se introduce en el hospital, por lo gene-
ral se llega a situaciones de endemicidad, a pesar de las
medidas de control de la infeccién®. En los dltimos afios,
el reservorio de SARM ha pasado de detectarse inicial-
mente en los grandes hospitales, a las residencias geria-
tricas y centros de larga estancia, suponiendo un riesgo
de transmision a la comunidad. Un estudio realizado por
nuestro grupo en S. aureus procedentes de ilceras de de-
cubito de pacientes ingresados en una residencia geriatri-
ca para la que nuestro hospital es el centro de referencia
mostré el 70% de resistencia a la oxacilina en los aislados
de S. aureus. El analisis de PFGE revel6, entre los 17 ais-
lados de SARM de pacientes distintos, la presencia de cua-
tro clones, todos ellos encontrados también en pacientes
ingresados en nuestro hospitals.

En el Hospital Son Dureta, el primer brote de SARM se
detecto en junio de 1999, 10 afios mas tarde que en otros
hospitales de Madrid y Barcelona. Inicialmente se aisl6 en
pacientes ingresados en las unidades de cuidados intensi-
vos y traumatologia, extendiéndose después a la mayoria
de las plantas del pabellén de hospitalizacién general. Cu-
riosamente, hasta la fecha, no se ha encontrado ningiun
aislado de SARM en pacientes del pabellén materno-in-
fantil. La situacion epidémica inicial de nuestro hospital
se transform6 en una endemia moderada.

Durante el periodo del estudio (julio de 2002-junio de
2003), el porcentaje de SARM con respecto al total de los
aislados de S. aureus fue del 38%, mientras que el porcen-
taje de SARM en relacién al nimero de pacientes con ais-
lamiento de S. aureus fue del 30%. Este porcentaje es su-
perior al encontrado en 36 hospitales espaiioles en el afio
2002 segun el European Antimicrobial Resistance Survei-
llance System (EARSS)'?, que fue del 23%, y también al
del estudio espanol de los grupos GEIH/GEMARA/REIPI
realizado en junio de 2003 en el que participaron 66 hospi-
tales, con una frecuencia media de SARM del 21,8%2°.
Nuestra tasa de SARM es similar a la encontrada en otros
paises mediterraneos como Italia (38%) y Francia (33%)
y algo inferior a la del Reino Unido (44%).
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Figura 2. Distribucién de los distintos clones de SARM del Hospital Universi-
tario Son Dureta por servicios.

En este trabajo, la gran mayoria de SARM (93%) detec-
tados recientemente pertenecian inicamente a tres clo-
nes. En este sentido, concuerda con otros que sefialan que
las cepas de SARM hospitalarias corresponden a unos po-
cos clones. Asi, por ejemplo, en un estudio realizado en
mas de 3.000 aislados de SARM procedentes de hospita-
les de Europa y América, casi el 70% de los aislados per-
tenecia a uno de los cinco clones pandémicos'’. En otro tra-
bajo realizado en 217 aislados de SARM de 12 hospitales
de varios estados de Estados Unidos, el 79% pertenecia a
dos tnicos clones. Por dltimo, en el estudio espafiol de
GEIH/GEMARA/REIPI el 80% de las cepas pertenecia a
dos clones mayoritarios, que llamaron clon P y clon Q°.

En el estudio de la sensibilidad antibiética, nuestros ais-
lados tenian una alta resistencia al ciprofloxacino (98%),
eritromicina (90%), clindamicina (79%) y gentamicina
(61%). La resistencia a la mupirocina (5%) fue maés baja
que la informada en otros centros (22% en el estudio es-
pafiol®) probablemente debido al uso del dcido fusidico en
vez de la mupirocina como primera eleccién en el trata-
miento de la descontaminacién de los portadores de
SARM. La cifra de resistencia al acido fusidico es baja
(5%), pero se desconocen los datos de resistencia a este an-
tibiético a nivel nacional.

Si se comparan los resultados de 2002-2003 con el estu-
dio previo de 1999-2000, se puede observar que en los 1l-
timos afios se ha producido un acusado desplazamiento
del clon inicialmente predominante (clon A) por otro con
mayores resistencias asociadas (clon B). El nuevo clon ma-
yoritario presenta resistencia uniforme al ciprofloxacino,
eritromicina, clindamicina y especialmente a gentamicina,
caracteristica que le diferencia del resto de los clones ma-
yoritarios en los que el porcentaje de resistencia a este
antibiético inicamente fue del 10 y del 6% para los clo-
nes A y C, respectivamente.

Ninguno de los tres clones mayoritarios est4 aparente-
mente relacionado genéticamente con los cinco clones de
SARM pandémicos descritos. No obstante, si bien el clon C
es completamente distinto del resto, los clones Ay B de
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Figura 3. Comparacion de la distribucién de los clones de SARM del HUSD en
los periodos 1999-2000 y 2002-2003.

este estudio presentan importantes similitudes con los
clones Py Q, respectivamente (fig. 1), quiza reflejando la
presencia de una linea ancestral comin que debe evaluar-
se con técnicas con mayor capacidad para establecer rela-
ciones clonales a largo plazo como el MLST (multilocus se-
quence typing). El clon C parece sin embargo mostrar un
perfil de restriccion similar al clon EMRSA-15 comin en
hospitales britdnicos?!.

Mientras que la tendencia nacional es una clara dismi-
nucién de las resistencias asociadas en las cepas de
SARM?, en nuestro hospital ha ocurrido justamente lo
contrario: el desplazamiento de un clon moderadamente
resistente por otro multirresistente (no relacionado con el
clon Ibérico) en un periodo de tiempo relativamente corto.
Este desplazamiento determina el hecho preocupante de
que las resistencias asociadas a SARM en nuestro medio
sean muy superiores a la media nacional. En este sentido
destacan las resistencias a la clindamicina y la gentami-
cina que doblan la media nacional (79% frente a 38% y
61% frente a 26% para la clindamicina y la gentamicina,
respectivamente)®.
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