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Frecuencia de Staphylococcus aureus en la poblacién adulta y pediatrica en los servicios de UCI
y Hospitalizacion- GREBO, Afio 2015.
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Epidemiologia de SARM en Colombia
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Relacion gendmica de los clones de SARM-GC de circulacion en Colombia y el clon USA300.
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Relacion gendmica de los clones de SARM-GC de circulacion en Colombia y el clon
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Pregunta Problema

éiLos principales clones de SARM-GC como
USA300-VL y COL923 de circulacion en
Colombia presentan diferencias genéticas que
permiten su clasificacion por medio PCR?

DDDDDDDDDDD
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Objetivos

General:

Estandarizar una herramienta molecular que permita la rapida identificacion y
diferenciacion de aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a Meticilina de
Genotipo Comunitario (SARM-GC) pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL de
circulacion en Colombia.

Especificos:

 Determinar las condiciones éptimas de amplificacion de los genes marcadores
para cada los clones COL923 y USA300-VL de circulacién en Colombia por medio
de una PCR multiple.

e Comparar frecuencia de los Elementos Genéticos Moviles presentes en
aislamientos clinicos de SARM-GC pertenecientes a los clones COL923 y USA300-
VL, por PCR multiple y amplificacién individual.
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Metodologia

Muestras provenientes de hospitales

de todo el Pais.

Numero total de 106 l
aislamientos relacionados Recepcion por el LGMB | A1y acenamiento en crioviales a -70°C
genéticamente con los l
clones de interés

PROCESAMIENTO

Extraccion de ADN por el

PCR individual o PCR

Recuperacion en Agar BHI método de maltiole
l Fenol/Cloroformo P
Incubacion de 18 — 24 Se determind la calidad Identificacion de
horas a 37°C del material genético, por genes marcadores
medio de la medicion de
densidad optica de la l'
°°"2°§['}'/t2" 20 s ;f;g;w“ ESTANDARIZACION Y
i VALIDACION DE LA PCR

MULTIPLE




Metodologia

ESTANDARIZACION

Concentracion de ADN de
las muestras

|

Se trabajo con una
concentracion inicial de
ADN estandar de 100 ng/uL,
tomando 1uL para obtener
una concentracion final de
0,5 ng/uL en una reaccion
final de 20 uL

Condiciones de
los Iniciadores

Digestion del
gen yqil
\ 4

Se evaluaron las cantidades
de enzima Ndel necesarias
para la Digestion
expresado en Unidades de
enzima (SU, 10U, 15U) a
diferentes tiempos de
incubacion (2,6 y 12 horas)

Temperatura de Concentracion al final
anillamiento de la reaccion de PCR
¥ ¥
Para obtener la TV Losiniciadores se
Gptima, los iniciadores se  sometieron de manera
sometieron 4 tres mdividual a concentraciones
| ' finales de 0,8uM — 0,6uM -
temperaturas de 0,4uM — 02uM; hallando I
(50,55 y 65°C) cada iniciador.
|
| Amplificacion de 6
genes
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Resultados: Caracterizacion de los aislamientos

Fuentes de infeccion de los aislamientos evaluados:

Fuentes de los aislamientos SARM
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Resultados: Caracterizacion de los aislamientos

Clasificacion de los aislamientos por el
SCCmec
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RESULTADOS

1. Determinar las condiciones optimas de amplificacion de los
genes marcadores para cada los clones COL923 y USA300-VL de
circulacion en Colombia por medio de una PCR multiple.
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Resultados: Estandarizacion PCR multiple para la
identificacion de SARM-GC de circulacion en Colombia.

Determinacioén de la concentracion adecuada de cada uno de los iniciadores de

la PCR multiple.
Primer Gen Pb 08uim 06um 04um 0,2um
GP 433
B- Island
GP 529
GP 534 _
yqil
GP 535
GP 532 5 )
Prophage 3 (Vic,
GP 533 phggEd(
GP 530
GP 531 Prophage 3 (5T923) 350 s
GP 429
SAPI 5
GP 430
GP 193
ccrB (Control Interno)
GP 536

Determinacion de la concentracion adecuada de cada uno de los iniciadores de
la PCR multiple. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con tincion de bromuro de g ?

etidio, para el anélisis y determinacion de la concentracion en la reaccion de PCR de  universiban
cada uno de los iniciadores. EL BOSQUE




Resultados: Estandarizacion PCR multiple para la identificacion de SARM-
GC de circulaciéon en Colombia.

Determinacion de la temperatura de anillamiento de los iniciadores usados en la

PCR multiple _ B
TM: 50°C TM:55°C| . TM:65°C

- - - -

‘ — - pe—

Determinacion de la temperatura de anillamiento de los iniciadores usados en la
PCR multiple. Electroforesis en gel de agarosa al 2% con bromuro de etidio, para
evaluar la temperatura de anillamiento adecuada en la amplificacion conjunta de los

genes; usando los controles para cada uno de los clones. UNIVERSIDAD
EL BOSQUE




Resultados: Estandarizacion PCR multiple para |a
identificacion de SARM-GC de circulacion en Colombia.

Elementos Genéticos de los Clones 923 y USA300-VL a concentraciones de
iniciadores previamente establecidas de manera individual.

Clon 923 Clon USA300-LV
COL131 20sau67 USA 300 17sau73

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

Isla Beta (631 pb) <«— [
yqil (549 pb) <+—

—» yqil (549 pb)
—» (@SA3 (490 pb)

@5A3 (350 pb) <«— [

SAPIS(225 pb) <—
—» SAPI5 (174 pb)

ccrB (105 pb) <— —p ccrB (105 pb)

Elementos Genéticos de los Clones 923 y USA300-VL a concentraciones de
iniciadores previamente establecidas de manera individual. Electroforesis en fU?

gel de agarosa al 2% con tincion de bromuro de etidio para la evidenciar los genes universipab
evaluados en la PCR multiple EL BOSQUE




Resultados: Estandarizacion PCR multiple para la identificacion de SARM-GC

de circulacion en Colombia.

Concentraciones de reaccion, concentraciones iniciales, volimenes a tomar en
cada uno de los reactivos.

REACTIVO CONCENTRACION | CONCENTRACION DE LA | VOLUMEN PARA
INICIAL REACCION UNA REACCION
Dream Taq
10 X 1 X 4 pL
Buffer H
DNTP’s 20 uM 0,5 uM 0.4 pnL
D Taq ADN
rcam Taq 5000 U 55U 0,2 uL
Polimerasa
MgCl2 20 uM 2 uM 2.4 pL
GP 193 ,
GP 536 16 uM 0,6 utM 0,7 uL
GP 530
GP 531 4 uM 0,2 uM 0,7 pLL
GP 429 .
GP 430 16 uM 0,4 pM 0.5 puL
GP 433
GP 529 8 uM 0,2 pM 0.5 pLL
GP 532
GP 533 8 uM 0,4 pM 0.5 pLL
GP 534
GP 535 8 uM 0,4 M 0.5 uL
ADN 100 ng/pLL 0,5 ng/pLL 1 pL
H20 - - 8,6 uL
TOTAL 20 L

Concentraciones de reaccion, concentraciones iniciales
y voliumenes a tomar en cada uno de los reactivos. EL BOSQUE

UNIVERSIDAD



Resultados: Estandarizacion PCR multiple para la identificacién de SARM-GC de circulacion
en Colombia.

Protocolo de amplificacion definido durante la estandarizacion de la PCR multiple

30 Ciclos

95°C | 95°C

S min éﬁseg .
72°C | 72°C

2 min 7 min

45 seg
Ciclo definido de la PCR mltiple fU?
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Digestion del gen ygiL con la enzima Nedl
¥/ 400 410 420

| : : : Ndel:
ST5alelol) GATGTATITARTCARTRTCATATEGETATTA Secuencia de
alelo TGTATTTAATCARTATCATATGGGTATTA reconocimiento y CO rte
ST923alelol03 GATGTATTTRATCARTATGATATGGGTATTE
Consensus _CATGTATTTARTCARTRTCRJATGEGTRTTE Ca{tatg
/
1 10 20 30 40 / 50 60 70 80 90 100 110 120 130

\ I ; ; ; — ; ; ; ; ; ; ; ; I
STﬁalBll\ll:l EEETTTHHHEHEETEEEHEEETFITEHTTTHEETEEEHETT}TTHEHHEFITFITTFITTHHHEHEHEEEETTTEHHTEEHHETEHEHTTEHTEHFIETTHTEHTEEETHHEETHETHEHHEEHEEHEHHEEHE
]

£T8alelg? GCGTTTARAGACGTGCCAGCCTATGATTTAGGTGCGACTTHATAGAACATATTATTARAGAGACGGGTTTGARTCCARGTGAGATTGATGARGT TATCATCGGTARCGTACTACAAGCAGGACARGGAC
5T923alelol03 GCGTTTAARGACGTGCCAGCCTATGATTTAGETGCGACTTYAATAGAACATATTATTARAGAGACGGEGTTTGAATCCARGTGAGATTGATGARGT TATCATCGGTARCGTACTACAAGCAGGACARGGAC
Consensus\ GCGTTTARAGACGTGCCAGCCTATGATTTAGGTGCGACTA TAATAGARCATATTATTARAGAGACGGGTTTGAATCCAAGTGAGAT TGATGAAGT TATCATCGGTAACGTACTACAAGCAGGACARGGAC

\"il 140 150 160 I{?l] 180 190 200 210 220 30 240 250 260
| + } }

} } } } } } } } } } 4 |
tThalelol0 ARNATCCAGCACGAATTGCTGCTATGARAGGTGGLA TRCCAGAARCAGTACCTRCATTTACAGTGAATARAGTATGTGGTTCTGGET TAARGTCGATTCART TAGCATATCARTCTATTGTGACTGGTGA
STBalelo3 AAARTCCAGCACGAARTTGCTGCTATGAARGGTGGETTGCCAGARRCAGTACCTRCATTTACGGTGARTARAGTATGTGGTTCTGGGTTARRGTCGATTCARTTAGCATATCARTCTATTGTGACTGRTGA
oT923alelol)d AAAATCCAGCACGAATTGCTGCTATGARRGGTGGCTTGCCAGARRCAGTACCTGCATTTACGGTGARTAAAGTATGTGGTTCTGGGTTAARGTCGATTCARTTAGCATATCARTCTATTGTGACTGGTGA
Consensus HHHH1‘:[:HEEHEEHHTTEETEETHTEHHHEET GCTTGCCAGARRCAGTACCTGCATTTACEGTGARTARAGTATGTGGTTCTGGGTTAAAGTCGATTCAATTAGCATATCARTCTATTGTGACTGGTGA

\ /
261 (?l] 280 EB[II 300 310 320 330 340 350 360 30 380 390
| } } f } } } } } } } } 4 I
STSalelol0d ARATGACANGTGCTAGCTGGCGGTATGARGARTATRTCTCAGTCACCARTGCTTGTCARCARCAGTCGCTTCGGTTTTAARATGGGACATCARTCARTGGTTGATAGCATGETATATGATRGTTTARCA
£TBalelo3 AAATGACATOGTGCTAGCTGRCGRTATRGAGAATATGTCTCARTCACCARTGCTTGTCARCAACAGTCGCTTTGGTTTTARARTGEGACATCARTCARTGGTTGATAGCATGRTATATGATGGTTTAACA
oT923alelol)d AAATGACATCGIGCTAGCTGRCGGTASGGAGAATATGTCTCARTCACCARTGCTTGTCAACARCAGTCGCTTTGGTTTTARRATGGGACATCARTCAATGGT TGATAGCATGGTATATGATGGTTTAACA
Consensus  AAATGACATCG ‘ETHEETEEEEE} GGAGARTATGTCTCAaTCACCAATGCTTGTCAACARCAGTCGCTTEGGTTTTARARTGGGACATCARTCAATGGT TGATAGCATGGTATATGATGGTTTAACA

391 i) a0 4 420 430 ddi) dhi) 46 dq7) 480 490 h 1 L 1
| } } } } } } } } } } } 4 |
OT5alelol0 GATGTATTTAATCAATATCATATEGGTATTACTGCTGARAATTTAGTAGAGCARTATRGTATTTCARGAGARGARCARGATACATTTGCTGTARACTCACAACATARAGCAGTACGTGCACAGCAR
STBalelo3 GATGTATTTAATCAATATCATATGGGTATTACTGCTGARRATTTAGTAGAGCARTATGGTATTTCARGAGARGARCARGATACATTTGCTGTARACTCACARCARAARAGCAGTACGTGCACAGCAR
" "elol)3 GATGTATTTAATCAATATGATATGGGTATTACTGCTGARAATTTAGTAGAGCAATATGGETATTTCARGAGARGARCARGATACATTTGCTGTARACTCACAARCARRARGCAGTACGTGCACAGCAR
Q) 1sensus GATGTATTTARTCAATATCATATGGGTATTACTGCTRARRATTTAGTAGAGCARTATGGTATTTCARGAGARGARCARGATACATTTGCTGTARACTCACARCAaARRGCAGTACGTGCACAGCAR gU?

Elaborado por Zayda Lorena Corredor Rozo. LGMB- Universidad EI Bosque. UNIVERSIDAD
A4 EL BOSQUE



Perfil de digestion para el gen
yqil:

ST923 STS

520

Ndel
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246pb —-

303pb
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Elaborado por Zayda Lorena Corredor Rozo. LGMB- Universidad EI Bosque. UNIVERSIDAD
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Resultados: Estandarizacion PCR multiple para la identificacion de SARM-GC de
circulacion en Colombia.

Estandarizacion de la Digestion del gen ygilL con enzima NedI

bbb d

50 “10u 15U © 5U 10U 15U, 10U _ 15U

— . .
i 2HORASDE ¢ ‘ 6 HORAS DE | 12 HORAS DE
o |.NCUBAC|0N INCUBACION INCUBACION

)
o et
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@SA3 (490 pb)*— b bt bt ek s
— N
\ )y - .
S TR Rl e — 303pb
' -.l SRR B Sel — 2460pb
. : :
SAPI5 (174 pb) «— & =% S o ""‘"" S S—
ccrB(105pb) <« g . ' . \ ek RN AU See

Estandarizacidn de la digestion del gen ygiL con enzima Nedl. Electroforesis en gel de agarosa

al 2% con tincion de bromuro de etidio para evidenciar las condiciones establecidas para la

restriccion. Del carril 1-3: concentraciones de enzima (5U-10U-15U) sometidas a 2 horas de

incubacion. Carril 4: MPM 50 pb. Carril 5-7: concentraciones de enzima (5U-10U-15U)

sometidas a 6 horas de incubacion. Carril 8: MPM 50 pb. Carril 9-11: concentraciones de

enzima (5U-10U-15U) sometidas a 12 horas de incubacion. UNIVERSIDAD
EL BOSQUE




Resultados: Estandarizacion PCR multiple para la identificacion de SARM-GC de
circulacion en Colombia.

Aplicacion de las condiciones establecidas para la digestion del gen ygiL en controles

pertenecientes a cada clon.
CLON MRSA-LV CLON COL923

PCR multiple para la identificacion clon COL923 y USA300-VL. SaPI5: Isla de

patogenicidad de Staphylococcus aureus, dSA: Profago 3 de S. aureus, vSap: Isla

genomica beta S. aureus yqil. Acetyl coenzyme A acetyltransferase.
UNIVERSIDAD

EL BOSQUE




Producto de PCR, obtenido
del termociclador

<€

Ndel

ST8 sT923

PROTOCOLO PARA LA DIGESTION DEL GEN yqiL

2,5 de Nedl
4 de Buffer
3,5 H20

!

\ortex

Se incubo a 37°C de 6-12 horas

1

UNIVERSIDAD
EL BOSQUE



RESULTADOS

2. Comparar frecuencia de los EGM presentes en aislamientos clinicos de
SARM-GC pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL, por PCR multiple
y amplificacion individual.

i
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PORCENTAJE DE AISLAMIENTOS

10O
20
80
70
60
50
40
30
20
10

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Frecuencia de los EGM evaluados en los aislamientos

189.7 26(35)

relacionados

92.3%%(36) 80.79% (35?2%(36

I ??%(3%5%(1) I 2.6%( 1) I I

) 95%(37)

I 2.5% (1) I

9524 (3

los Clones de SARM-GC

IVa:

100%6 (39)

3 7% (35)

I l@@lL 923

93.2% (41) 88 6% (39)

poblaciones pertenecientes al estudio; con diferencias significativas en SAPI 5 y ¢3 en los aislamientos

resistentes a meticilina Vla y Vic; en cuanto a su frecuencia y caracteristicas genéticas

0
79.5% (35) 547 G7) 9.5% (35 IVc:44
65.9% (29) 66% (29)
56.8% (25)
7 50%(22)
22.7%
1227 \_l-JSA 300VL
2% (12) %) 7% (3) e
|
INS | USA |NEG
SAUSA 0808 Sek- | sem | seb pvl sek | bsaB | sem | seo | exo- | pvl sak hlb
Seq alta
SAPI 5 SABI SAPI SABII EXO |$SA2 Dsa3
3 ALFA
Elementos Genéticos Moviles. Se observan todos los elementos genéticos moviles evaluados en las tres gU?

UNIVERSIDAD
EL BOSQUE



Frecuencia de los EGM evaluados en los aislamientos sensibles a

meticilina
100 - 95,7%(22) 95,7% (22)
90 -
80 - 73,9% (17)
70
60
50 - 43,5% (10) SASM
40 - 35%6(8) 35%(8) 3504(8)
30 - 26,1%(6) 26,1% (6)
20 | 8,7%(2) 17% (4) 17.4% (4)
10 - 4,3%(1) 4,3% (1) 4.3% (1)
0
USA | NEG
SAUSA 0808| Sek- | sem | seb | pvl | sek | bsaB | sem | seo | tst | exo- | pvl | sak | hlb
Seq alfa
SAPIS SABISAPI3 SABII SAPI 1 EXO | $SA2 dsa3
ALFA

Elementos Genéticos Moviles. Se observan todos los elementos genéticos mdviles evaluados
en las tres poblaciones pertenecientes al estudio; con diferencias significativas en SAPI 5y ¢3
en los aislamientos sensibles a meticilina en cuanto a su frecuencia y caracteristicas genéticas

UNIVERSIDAD
EL BOSQUE




Resultados: Comparacion de la frecuencia de SaPI5 presentes en aislamientos
clinicos de SARM-GC pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL, por
PCR multiple y amplificacién individual.

13963pb

ABC int sek  seq cro 0808 primase ear

GP?GS Gﬁ53

596pb  326ph™= 228pb insercion \ COL 923

174 pb sin

USA 300VL ——) insercion 0808

<d PCR Individual < PCR miiltiple

ik

UNIVERSIDAD
EL BOSQUE




Resultados: Comparacion de la frecuencia de SaPI15 presentes en aislamientos clinicos de
SARM-GC pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL, por PCR mdltiple y
amplificacion individual.

Comparacién de la presencia de SAPI 5 en las dos tecnicas IVa: 39

de PCR IVc: 44
100% 97,40 % (38)
89,74 % (35

w 0% =)

£ 80%

2 70,45 % (31) 72,73 % (32)

s 70%

«

= 60%

< o |
S 40% Concordancia
S

£ 30% 0,65

S 20% Considerable
~10%

0%
IVa IVc IVa IVce
PCR Multiple PCR Individual

Comparacion de la presencia de SaPI 5 en las dos técnicas de PCR. En la PCR multiple
se identifica la presencia de la insercién en la proteina hipotética Sausa0808 con un tamario g ?

de amplificacion de 228 pb para el clon USA300-VL, en la caracterizacion tradicional se UNIVERSIDAD
analizo la presencia adicionalmente de sek y seq EL BOSQUE




Resultados: Comparacion de la frecuencia de ¢3 presentes en aislamientos
clinicos de SARM-GC pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL, por
PCR multiple y amplificacién individual.

Ahlg ok ARlE
With AMPLIFICACION
I e -»-»-»—-» —
$SA3 \ INDIVIDUAL
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esultados: Comparacion de la frecuencia de ¢3 presentes en aislamientos clinicos de
SARM-GC pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL, por PCR multiple y
amplificacién individual.

Comparacion de Ia presencia de ®sa3 en Ias dos técnicas 1vVal 39

de PCR IVc: 44
100 % (44) 100 % (39)

IVc IVa

89,74 % (35)

00/6 I
IVa

88,64 % (39)

IVc

A WU Oy 1 0 O
S I TS 8 S
S & X X & X

Porcentaje de Aislamientos

Concordancia
20% 0,75
20% Considerable
10%
PCR Multiple PCR Individual
Comparacion de la presencia de ¢sa3 por amplificacion ZU?
individual y amplificacion multiple UNIVERSIDAD

EL BOSQUE




Resultados: Comparacion frecuencia de vSaB presentes en aislamientos
clinicos de SARM-GC pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL, por
PCR multiple y amplificacion individual.
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Resultados: Comparacidn frecuencia de vSaB presentes en aislamientos clinicos de SARM-GC
pertenecientes a los clones COL923 y USA300-VL, por PCR multiple y amplificacion individual.

Comparacion de la presencia de B- Island en las dos IVa: 39
técnicas de PCR IVc: 44
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Resultados: Caracterizacion de los aislamientos

Aislamientos identificados con la PCR Multiple
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Resultados: Caracterizacion de los aislamientos
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Conclusiones

 Es posible diferenciar los dos los principales clones de SARM.GC de circulacién en
Colombia (COL923 y USA30-VL) por medio de una herramienta molecular como la
PCR multiple, la cual permite identificar la presencia de
cambios puntuales en elementos genéticos moéviles que se encuentran altamente
conservados en estos aislamientos.

* Los cambios estructurales identificados en los elementos genéticos moéviles como la isla
de patogenicidad beta, SAPI5 y profago 3 son realmente especificos y conservados en
los aislamientos de SARM-GC de circulacidn local lo cual permite su identificacién y
diferenciacion.

« Se evidencio que existe una buena correlacion en los resultados obtenidos con Ia
caracterizacion tradicional en la cual se realizan diferentes PCR de forma individual y la
PCR multiple permitiendo reducir considerablemente el costo y el tiempo de la
clasificacion de estos aislamientos, proporcionando informacién muy uatil en el
seguimiento epidemioldgico de este patdgeno.
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