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Caracterizacion molecular de aislamientos invasores
colombianos de Streptococcus pneumoniae  serotipo 5
recuperados entre 1994 y 2004

Carolina Firacative, Jaime Moreno, Elizabeth Castafieda
Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.

Introduccion.  Streptococcus pneumoniae serotipo 5 es causa importante de enfermedad
invasora en Colombia, donde se ha demostrado la circulacion del clon 19-Colombia® susceptible
a penicilina pero resistente a tetraciclina y a cloranfenicol.

Objetivo. Establecer las relaciones genéticas de aislamientos invasores colombianos de S.
pneumoniae serotipo 5 recuperados entre 1994 y 2004 con el clon 19-Colombia®.

Materiales y métodos. Se estudiaron 83 aislamientos que tenian datos de susceptibilidad a
penicilina, vancomicina, ceftriaxona, eritromicina, trimetoprim sulfametoxazol, cloranfenicol y
tetraciclina, de los cuales 29 fueron obtenidos de nifios menores de cinco afios. El patrén de
restriccion del ADN se determiné por electroforesis en gel de campo pulsado, usando la
enzima Sma |. La similitud genética entre los aislamientos y el clon se establecié segun los
criterios de Tenover y utilizando el programa Fingerprinting Il

Resultados. Todos los aislamientos se relacionaron con el clon 19-Colombia® y se agruparon
en el patron electroforético A con 17 subtipos. El patron A se establecié en 32 aislamientos
(38,6%), el A8 en 18 (21,7%) y el A5 en 10 (12%), los 15 patrones restantes agruparon los
otros 23 aislamientos. Los 34 aislamientos resistentes a tetraciclina y cloranfenicol mostraron
relacion con los patrones electroforéticos A (n = 32), A16 (n = 1) y A28 (n = 1), caracterizados,
al igual que el clon, por presentar una banda de 340 Kb.

Conclusion. Estos resultados muestran la circulaciéon continua en el pais de aislamientos de
S. pneumoniae serotipo 5 genéticamente relacionados con el clon 19-Colombia®.

Palabras clave: Streptococcus pneumoniae, meningitis, neumonia, electroforesis en gel de
campo pulsado, resistencia a la tetraciclina, resistencia a cloranfenicol.

Molecular characterization of Colombian invasive serotype 5 Streptococcus pneumoniae
isolates recovered between 1994 and 2004

Background. Streptococcus pneumoniae serotype 5 is an important cause of invasive disease
in Colombia where the circulation of the clone Colombia®-19, penicillin susceptible but
tetracycline and chloramphenicol resistant, has been demonstrated.

Objective. To establish the genetic relatedness among Colombian invasive S. pneumoniae
serotype 5 isolates, recovered between 1994 and 2004, and the clone Colombia®19.
Materials and methods. Eighty three isolates with penicillin, vancomycin, ceftriaxone,
erythromycin, trimethoprim-sulfametoxazole, chloramphenicol and tetracycline susceptibility
patterns were studied. Of these isolates, 29 were recovered from children less than 5 years of
age. DNA restriction patterns of all isolates were determined for pulsed field gel electrophoresis,
using the Smal enzyme. Genetic similarity among isolates and the clone Colombia®>19 was
established according to Tenover’s criteria and the Fingerprinting& Il program.

Results. All isolates were related with the Colombia®-19 clone and belonged to the
electrophoretic pattern A, of which 17 subtypes were derived. Most of the isolates belonged to
patterns A (38,6%), A8 (21,7%) and A5 (12%), the other 23 isolates belonged to 15 electrophoretic
patterns. Thirty -four isolates resistant both to tetracycline and chloramphenicol were related
with electrophoretic patterns A (n = 32), A16 (n=1) and A28 (n = 1), which have a band of 340
Kb in common with the clone.
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Conclusion.
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These results showed the continuing circulation of S pneumoniae serotype 5

isolates in the country, and which are genetically related with the clone Colombia®-19.
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En Colombia, Streptococcus pneumoniae serotipo
5 representa el 7% de los aislamientos
recuperados de enfermedad invasora como
meningitis y neumonia tanto en nifios como en
adultos (1). El total de estos aislamientos presenta
susceptibilidad a penicilina y algunos presentan
resistencia a trimetoprim sulfametoxazol (SXT)
(85%), tetraciclina (60%) y cloranfenicol (60%) (1).
Se ha demostrado que estos aislamientos
invasores serotipo 5 se relacionan genéticamente
segun los patrones de restriccion de ADN cromo-
somal obtenidos por electroforesis en gel de
campo pulsado (Pulsed Field Gel Electrophoresis,
PFGE), lo cual ha establecido la circulacién de
un clon especifico, reconocido por la red de
epidemiologia molecular de neumococo
(Pneumococcal Molecular Epidemiology Network,
PMEN) como el clon 19-Colombia® (2-4).

La vigilancia de la prevalencia y dispersion de este
clon en el pais y en otros paises de Latinoamérica
y del mundo (3-6) resulta Util para evaluar la presion
selectiva que pueda generarse por la introduccion
de las vacunas conjugadas que incluyan el
serotipo 5 (7,8). Por tal razén, el objetivo de este
estudio fue establecer, por medio de la
determinacién de los patrones de restriccion de
PFGE, las relaciones genéticas entre los
aislamientos invasores de S. pneumoniae serotipo
5 recuperados entre 1994 y 2004 y el clon 19-
Colombia®, con el fin de actualizar la informacién
y contribuir con el programa de vigilancia
molecular del neumococo. Este programa se
desarrolla en Colombia como parte del programa
de vigilancia de la distribucién de los tipos
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capsulares y la susceptibilidad antimicrobiana de
aislamientos de S. pneumoniae, y forma parte del
proyecto del Sistema Regional de Vacunas
(SIREVAI) de la Organizacién Panamericana de
la Salud (OPS) (9).

Materiales y métodos
Aislamientos

Se estudiaron 83 aislamientos invasores
colombianos de S. pneumoniae serotipo 5, 29 de
nifios menores de cinco afos recuperados entre
2000y 2004, y 54 de pacientes mayores de cinco
afios recuperados entre 1994 y 2004. Por
procedencia, 33 aislamientos fueron remitidos de
Antioquia (39,8%), 22 de Bogota (26,5%), 11 de
Valle (13,3%), ocho de Risaralda (9,6%) y los
nueve restantes (10,8%) de Amazonas, Caldas,
Coérdoba, Magdalena y Santander.

El 62,7% de los aislamientos se recuperd de
pacientes con neumonia, de los cuales el 81%
provenia de pacientes mayores de cinco afios, el
26,5% de pacientes con meningitis, 63% de los
cuales eran nifios menores de cinco afios, y el
10,8 % de los aislamientos se recuperd de
pacientes con otras enfermedades invasoras
como sepsis, sindrome febril y bacteremia.

Identificacion y susceptibilidad antimicrobiana

En el Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional
de Salud los aislamientos fueron confirmados por
métodos estandarizados, y serotipificados
utilizando la reaccién de Quellung con antisueros
del Statens Seruminstitut (Copenhague,
Dinamarca) (10). También se determinaron los
patrones de susceptibilidad antimicrobiana a
penicilina, vancomicina, ceftriaxona, eritromicina,
trimetoprim sulfametoxazol (SXT), cloranfenicol
y tetraciclina por el método de Kirby-Bauer, y la
concentracion inhibitoria minima (CIM) por
microdilucién en caldo segun el Comité Nacional
para Estandares de Laboratorio Clinico (National
Committee for Clinical Laboratory Standards,
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Cuadro 1. Resistencia a antibidticos de aislamientos
colombianos de Streptococcus pneumoniae serotipo 5
recuperados entre 1994 y 2004 segun grupo de edad de los
pacientes.

Antibiotico < 5 afios > 5 afios Total

n % n % n %
SXT 25 86,2 20 37,0 45 542
C-SXT 0 0 2 3,7 2 2,4
C-Te-SXT 4 13,8 30 55,6 34 41,0
Total 29 100 52 96,3 81 97,6

Todos los aislamientos fueron susceptibles a penicilina,
vancomicina, ceftriaxona y eritromicina. Ademas, 2
aislamientos recuperados de pacientes mayores de 5 afios
fueron susceptibles a SXT, cloranfenicol y tetraciclina.

SXT: trimetoprim sulfametoxazol, C: cloranfenicol, Te:
tetraciclina.

NCCLS) (11) (ahora CLSI). El cuadro 1 muestra
los porcentajes de resistencia a antibioticos de
los aislamientos estudiados por grupo de edad.

Los aislamientos se encontraban conservados a
-70°C en leche descremada al 20% vy fueron
recuperados en agar sangre de cordero al 5%, e
incubados a 37°C durante 18 horas; posterior-
mente fueron reconfirmados por morfologia de
colonia, presencia de a-hemdlisis y prueba de
solubilidad en bilis (10).

Electroforesis de campo pulsado (PFGE)

Se realiz6 segun el protocolo de Vela y
colaboradores (12); los aislamientos fueron
inoculados en 10 ml de caldo Todd-Hewitt (Difco)
al 3% suplementado con extracto de levadura al
1%, glucosa al 1% y glutamina (22 pg/ml), e
incubados durante 6 horas a 37°C. Las células
fueron recuperadas por centrifugacion,
resuspendidas en PIV (NaCly Tris 1 M pH 8,0) y
mezcladas con agarosa de bajo punto de fusion
(Bio-Rad) al 1,5% para inmovilizarlas en discos.
Los discos obtenidos fueron tratados con 5 pg/ml
de RNasa (Sigma), 1mg/ml de proteinasa K
(Promega) y fueron posteriormente digeridos con
20 U de Sma | (Promega). El aislamiento de S.
pneumoniae Spn 1439 -106 (ATCC BAA - 341) se
utilizé como referencia del patrén electroforético
del clon 19-Colombia® y la cepa R6 (donada por
Alexander Tomasz de la Universidad Rockefeller,
Nueva York) se utiliz6 como control interno del
procesamiento de muestras y de las condiciones
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de la electroforesis. Los fragmentos de restriccion
fueron separados por PFGE (equipo CHEF DRI,
Bio-Rad) en un gel de agarosa (Bio-Rad) al 1%, a
6V/cm, con un tiempo inicial de 1 segundo, un
tiempo final de 30 segundos y por un periodo de
23 horas a 11,3°C. El marcador de peso molecular
utilizado fue el fago lambda (New England Biolabs).
El gel fue tefiido con bromuro de etidio (3 pg/ml) y
lavado con agua destilada. Por ultimo se le tomé
una fotografia utilizando una camara de sistema
instantaneo (Polaroid MP4+).

Analisis de los patrones de restriccion de ADN
Los patrones de bandas de PFGE, algunos
identificados en estudios anteriores (2, 3), fueron
clasificados de acuerdo con los criterios de
Tenover (13). Los resultados fueron analizados
con el programa Fingerprinting 1l (Bio-Rad), que
compara los patrones electroforéticos de los
aislamientos y calcula el coeficiente de similitud
de Dice (S,), para generar dendrogramas que
asocian los patrones seguln sus relaciones
genéticas por medio del método no ponderado de
agrupamiento que utiliza promedios aritméticos
(Unweighted pair group method using arithmetic
averages, UPGMA).

Resultados

Los 83 aislamientos analizados por PFGE segun
los criterios de Tenover mostraron un patrén
electroforético predominante identificado como
patrén A con 17 subtipos (A1, A3, A5, A8, A16-
A28), de los cuales los subtipos del A16 al A28
fueron identificados por primera vez en este
estudio. Los aislamientos pertenecientes al patron
A no presentaron diferencias en el nimero ni en
el tamafio de las bandas, y por lo tanto, fueron
indistinguibles del clon 19-Colombia® (100% de
similitud genética). El patrén A se establecié como
estrechamente relacionado con los subtipos A5,
A8, A16, A20-A25 y A28 por diferenciarse en dos
o tres bandas, con un porcentaje de similitud
genética entre 95,6 y 96,8%, y posiblemente
relacionado con los subtipos Al, A3, A17-A19,
A26 y A27 por diferenciarse en cuatro a seis
bandas, con un porcentaje de similitud genética
entre 81,9y 93,3% (figura 1).

El 85% de los aislamientos recuperados de
pacientes mayores de cinco afios y el 62% de los
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Figura 1. Dendrograma de aislamientos colombianos de S.
pneumoniae serotipo 5 recuperados entre 1994 y 2004 segin
los patrones de PFGE. La escala indica el porcentaje de
similitud genética entre los subtipos electroforéticos
identificados.

de nifios menores de 5 afios fueron agrupados en
cuatro patrones electroforéticos comunes a los
dos grupos de edad, 32 aislamientos en el patrén
A (38,6%), 18 en el A8 (21,7%), 10 en el A5 (12%)
y tres en el A23 (3,6%). De los 14 subtipos
restantes, con tres 0 menos aislamientos, en siete
(A18 - A22, A24, A27) se agruparon los
recuperados de nifios menores de cinco afios y
en los otros siete (A1, A3, A16, A17, A25, A26,
A28) los de pacientes mayores de cinco afios.

De los 81 aislamientos (97,6%) resistentes a SXT,
34 (42%) fueron resistentes a cloranfenicol y
tetraciclina, considerandose multirresistentes.
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Estos 34 aislamientos, recuperados de pacientes
mayores de 5 afios en su mayoria (88,2%),
pertenecieron a los patrones electroforéticos A (n
=32),A16 (n=1)y A28 (n =1), y al igual que el
clon 19-Colombia®, se caracterizaron por presentar
una banda de 340 Kb. Los demas subtipos no se
relacionaron con patrones de resistencia a
antibigticos.

Discusion

Los patrones de restriccion del ADN cromosomal
obtenidos por PFGE de aislamientos invasores
de S. pneumoniae serotipo 5 determinados en este
estudio fueron genéticamente similares al clon 19
-Colombia®, lo que demuestra la clonalidad de los
aislamientos. El hallazgo de estos aislamientos
clonales en el periodo estudiado y en diferentes
departamentos indica la prevalenciay circulacion
del clon en el pais. Al igual que en estudios
anteriores (2,3), el patrdn electroforético A es el
més frecuente, aunque su frecuencia ha
disminuido, debido principalmente al aumento del
ndmero de subtipos electroforéticos identificados,
de cinco descritos anteriormente a 17 reportados
en este estudio.

Uno de los factores que pueden explicar la poca
diversidad genética de los aislamientos de S.
pneumoniae serotipo 5 es la mayor frecuencia de
recuperacion de aislamientos de este serotipo en
pacientes con enfermedades invasivas que en
portadores, a diferencia de los aislamientos de
otros serotipos (14-17). La poca adaptacion de
los aislamientos serotipo 5 a las superficies
mucosas hace que se encuentren ocasionalmente
en la nasofaringe, donde se puede llevar a cabo
el proceso de transformacion (18), por lo que tienen
poca oportunidad de intercambiar material
genético con su propia especie o con especies
relacionadas, y de estar expuestos a la presion
selectiva que generan los antibioticos. Ademas,
la capacidad de un serotipo de ser clonal puede
representar una ventaja en cuanto a la capacidad
de ser invasor (5) y se ha demostrado que los
aislamientos provenientes de portadores tienen
mas diversidad genética que los aislamientos
invasores (6,14).

Los aislamientos con los patrones A, A16 y A28
presentaron un fragmento de 340 Kb que se
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relaciona con la resistencia a tetraciclina y
cloranfenicol, lo que coincide con lo encontrado
en otro estudio (3). De igual manera, la ausencia
de la banda se asoci6é con aislamientos
susceptibles a estos dos antibitticos (5). Este
fragmento de 340 Kb contiene los genes tetM 'y
cat (2), que confieren resistencia a tetraciclina 'y
cloranfenicol respectivamente, y que hacen parte
del transposén conjugativo Tn5253 (19). La
presencia de la banda puede explicarse por la
insercion de este transposon en el genoma del
neumococo, evento genético que puede alterar
los sitios de restricciéon de la enzima Sma l y
generar nuevos patrones electroforéticos (13,20).

En Colombia existen pocos datos sobre el uso de
cloranfenicol y tetraciclina en los hospitales o en
la comunidad. Sin embargo, se ha reportado que
para nifios menores de cinco afios no se
recomienda el uso de cloranfenicol como
alternativa para el tratamiento efectivo de la
meningitis neumocdccica (21), mientras que para
los adultos se recomienda la tetraciclina como
primera eleccidon para el tratamiento de la
neumonia adquirida en la comunidad en pacientes
que no presenten factores de riesgo y teniendo
en cuenta los patrones locales de resistencia a
antibioticos (22).

Se han recuperado aislamientos de S. pneumoniae
serotipo 5 relacionados genéticamente con el clon
19-Colombia® en Israel (5) y Portugal (23) y en
paises de Latinoamérica como Argentina, Uruguay,
Brasil, México y Guatemala, donde se han
identificado los subtipos electroforéticos A, A3y
A5, aligual que en Colombia (3,6). Sin embargo,
es necesario establecer las relaciones genéticas
de los aislamientos serotipo 5 que circulan en otros
paises como Perl (24) y Espafia (25) con el clon
19-Colombia®, para contribuir con la epidemiologia
y conocimiento de su dispersion clonal.

Los clones se caracterizan por ser resistentes a
antimicrobianos de uso comun, por persistir en el
tiempo y por estar en diversas areas geogréficas
dentro de un pais o internacionalmente (2,5,26),
como ha sucedido con algunos clones de
neumococo resistentes a drogas que han
conseguido exitosamente la dispersion mundial
(27). Estas caracteristicas pueden hacer que la
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introduccion de vacunas conjugadas lleve a la
emergencia de nuevos clones resistentes que
expresen serotipos no presentes en la vacuna (20).

El aumento de resistencia a antimicrobianos en
el neumococo se debe al éxito de unos pocos
clones multirresistentes, razédn por la cual el uso
racional de antibidticos, la vigilancia de los clones
resistentes y el uso mas amplio de vacunas que
disminuyan el nimero de portadores y pacientes
con enfermedades invasoras son estrategias
criticas en el control de la resistencia en
neumococo. Se ha reportado que la vigilancia de
los clones es importante para supervisar patrones
de resistenciay ayudar en la eleccién de agentes
antimicrobianos apropiados contra enfermedades
(27). Por lo tanto, la vigilancia del clon 19-
Colombia® sigue siendo importante debido a sus
caracteristicas de resistencia y a la capacidad
de diseminacion que puede permitirle una
dispersion mundial parecida a la de otros clones.
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