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RESUMEN

La resistencia a meticilina y macrélidos en Sta-
phylococcus aureus, pone en riesgo la eficacia del
tratamiento antibiético, convirtiéndose en un pro-
blema de salud publica; el objetivo de la investiga-
cion fue caracterizar desde el punto de vista mole-
cular, cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina y aislada de pacientes hospitalizados.
El estudio fue descriptivo, transversal, la identifi-
cacion y determinacion de la susceptibilidad anti-
microbiana se realizé por métodos automatizados
en el equipo Vitek 2 Compact de BioMérieux, el
tamizaje fenotipico para la deteccion de meticili-
no resistencia y D- test se llevo a cabo, segun, las
normas estandarizadas del manual M100 S20, del
Clinical and Laboratory Standards Institute, mien-
tras que la genotipacién, se hizo por reaccion en
cadena de la polimerasa convencional. Se aislaron
57 cepas de S. aureus de pacientes hospitalizados
en el Hospital General Isidro Ayora de Loja - Ecua-
dor, durante 2019. El 50,88% (n=29) de las cepas,
fueron resistentes a meticilina y de éstas el 27,6%
(n=8) presentd resistencia inducible a clindamicina.
Los genes prevalentes de resistencia fueron mec
A (100%) para meticilina y ermC (87,5%) para clin-
damicina. En las cepas que presentaron multirre-
sistencia, el tratamiento se veria limitado a otras
familias de antibiéticos, aumentando la toxicidad y
el costo del tratamiento.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resis-
tente a meticilina, farmacorresistencia bacteriana,
macrolidos, lincosamidas.

ABSTRACT

The resistance to methicillin and macrolides in
Staphylococcus aureus endangers the efficacy of
antibiotic treatment, thus becoming a public heal-
th problem; the objective of this study was to cha-
racterize from the molecular point of view strains
of Staphylococcus aureus resistant to methicillin
and isolated from hospitalized patients. This was
a descriptive and cross-sectional study, the iden-
tification and determination of antimicrobial sus-
ceptibility was made by automated methods on the
BioMérieux 2 Vitek Compact equipment, pheno-
typic screening for the detection of methicillin resis-
tance and D-test was carried out according to the
standardized norms of the manual M100 S20 of the
Clinical and Laboratory Standards Institute, geno-
typing was carried out by conventional polymerase
chain reaction. The following results were obtained,
57 strains were isolated of which 50.88% (n = 29)
were resistant to methicillin and of these same stra-
ins 27.6% (n = 8) presented inducible resistance to
clindamycin. The prevalent resistance genes were
mecA (100%) for methicillin and ermC (87.5%) for
clindamycin. In the strains that presented multire-
sistance, the treatment would be limited to other fa-
milies of antibiotics, increasing the toxicity and the
cost of the treatment.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus
aureus, drug resistance, bacterial, macrolides, lin-
cosamides.
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INTRODUCCION

Las especies de Staphylococcus spp., son pa-
tégenos oportunistas que tienen una gran capa-
cidad para adaptarse al medio en el que habitan;
dentro de este género destaca el Staphylococcus
aureus, microorganismo, que puede formar parte
de la microbiota humano de la piel y mucosas, pero
que también, representa el patbgeno mas comun
en el ambiente hospitalario, causando un amplio
rango de infecciones nosocomiales, ya sea en piel,
huesos y mucosas e incluso infecciones sistémicas
como bacteriemias y endocarditis (Castro et al.,
2018).

El Staphylococcus aureus, puede desarrollar di-
versos mecanismos de resistencia a los antimicro-
bianos. En 1940 se introdujo a la penicilina como
tratamiento, sin embargo, al poco tiempo y hasta
la actualidad, se ha descrito la capacidad de esta
bacteria para producir mecanismos de resistencia
a una o varias familias de antimicrobianos, lo que
complica el tratamiento y contribuye al aumento de
la mortalidad, las cepas de S. aureus, productoras
de resistencia a meticilina, tienen resistencia intrin-
seca a todos los demas betalactamicos, incluyendo
cefalosporinas y carbapenémicos (Martinez et al.,
2017; Toasa et al., 2020).

La resistencia a meticilina se debe a la excesi-
va produccidén de PBP2a, una proteina de unién a
penicilina (PBP), que posee una baja afinidad por
los antibioticos b-lactamicos, la cual, esta codifica-
da por el gen mecA. La evolucién ha dado origen
a cepas que expresan la PBP2a, constitutivamente
como el complejo mec de clases B y C, asi como
también, cepas que lo expresan solo bajo induccion
por un betalactamicos, como es el complejo mec
de clase A. (Aguayo, 2018). Se ha descrito al gen
mecA, como un marcador molecular adecuado en
la determinacion de resistencia a meticilina en to-
dos los estafilococos (Castellano et al., 2012)

La resistencia a macrolidos, puede ser debido a
varios mecanismos y entre ellos, los dos mas im-
portantes son la expulsién activa, la cual, esta me-
diada por los genes msrA y la metilacién del ribo-
soma, codificada por los genes erm. EI mecanismo
de eflujo ocasiona resistencia a los macrolidos y a
las estreptograminas B; pero no a lincosamidas. La
metilacion ribosomal confiere resistencia cruzada
a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B,
conocido como fenotipo MisB. En estafilococos, los
genes ermA, ermB y ermC son responsables por
este fenotipo de resistencia cruzada, controlando la

metilacion del sitio de enlace de adenosina 2058
(A2058) del ARNr 23S (Diaz et al., 2019; Gémez et
al., 2016).

En 2017 la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), publica las problematicas mas serias con
relacion a los patégenos prioritarios resistentes a
los antibidticos, presentando una lista de 12 fami-
lias de bacterias peligrosas para la salud humana,
dividiéndolas en tres categorias de prioridad de
acuerdo a la urgencia en que se necesitan los nue-
vos antibidticos; en la cual S. aureus resistente a la
meticilina, se ubica dentro de la lista con prioridad
2 o, elevada, ya que, demuestra una farmacorresis-
tencia creciente (OMS, 2020; Toasa et al., 2020).

El predominio de SARM, varia, segun, el area
geografica, por ejemplo, Europa tiene un namero
inferior de MRSA por debajo del 5% en los paises
nordicos: Dinamarca, Holanda, Suecia y Noruega,
mientras que, en Espafa, Italia, Portugal y Grecia,
la prevalencia es mayor y se situa entre el 25 y el
50%. La notable diferencia se puede atribuir a las
practicas utilizadas en el control de infecciones y el
uso de antibidticos por cada pais; en América del
Norte y Central, Estados Unidos y México, repor-
tan frecuencias entre el 25% y 50%, mientras que,
en América Latina, aun se tienen recursos limita-
dos para la vigilancia epidemioldgica, sin embargo,
algunos estudios reportan la incidencia en paises
como: Ecuador, Colombia, Argentina y Paraguay
entre el 25% y 50%, a diferencia de Uruguay, Gua-
temala, Chile y Pert, que indican tasas mayores o
iguales al 50% (Aucay y Cardenas, 2020); (Lee et
al., 2018).

El desarrollo de la infeccion por S. aureus, esta
mediado por la interaccién entre factores ambienta-
les, virulencia bacteriana y propiedades clinicas de
los hospedadores, donde el papel de los factores
ambientales esta determinado por el contacto con
el sistema de salud; factor que podria ser rectifica-
do con la implementacion de control de medidas de
higiene, sin embargo, los factores genéticos serian
no modificables (Mayorga et al., 2020). El objetivo
fue caracterizar, desde el punto de vista molecular,
las cepas de S. aureus resistentes a meticilina y
aislada de pacientes hospitalizados, en un Hospital
de segundo nivel de complejidad ubicado en el sur
ecuatoriano.



METODOLOGIA

El estudio fue de tipo descriptivo y transversal,
realizado en el Hospital Isidro Ayora de Loja, Ecua-
dor, cuenta con 255 camas y recibe la referencia
de los pacientes del nivel 1 de atencion. Se traba-
j6 con todas las cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de 57 pacientes hospitalizados, durante
el afo 2019; de estas cepas, 29 constituyeron la
muestra para determinar los genes de resistencia a
betalactamicos, macrolidos y lincosamidas.

La identificacidon bacteriana y la susceptibilidad
antimicrobiana, se realizé en el equipo VITEK 2
Compact de BioMérieux, y las cepas se mantuvie-
ron congeladas en crioperlas hasta finalizar la re-
coleccion, luego, se proceso la parte fenotipica y
molecular en el Laboratorio de Biologia Molecular
de la Universidad Nacional de Loja.

Los criterios de inclusién que se tomaron en
cuenta para la seleccion de las cepas, fueron que
éstas provinieran de pacientes hospitalizados a
quienes se les habia realizado un pedido médico
de cultivo y antibiograma, se excluyeron las ce-
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pas provenientes de pacientes ambulatorios. Una
vez recuperadas las cepas, se realizé el tamizaje
de meticilino resistencia con discos de cefoxitina
(30:ug) y el test D, utilizando discos de eritromicina
(15 ug) y clindamicina (2 ug) de acuerdo al método
estandarizado en el Manual M100 S20, del Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI 2020),
mientras que, como control de calidad negativo, se
empled la cepa S. aureus ATCC® 25923.

En la extraccion del ADN, se utilizé el kit de ex-
traccion de ADN gendémico AccuPrep®, para las
bacterias grampositivas, se prepardé un tampén de
lisis utilizando Tris-HCI 1M (pH 8.0), EDTA sédico
1My Tritén al 2% ® X-100 y, para evaluar la calidad
del ADN extraido, se uso el equipo espectrofotome-
tro NanoDrop.

La deteccion genotipica, se realizé a través de
reaccion en cadena de la polimerasa convencional
(PCR). Se usbé primers para mecA, mecC1, mecC2,
ermA, ermB y ermC. de acuerdo a lo descrito en la
Tabla 1. Los productos de PCR se visualizaron me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Tabla 1. Secuencia de primers usados para la identificacién de los genes mecA, mecC y erm en las cepas
S. aureus aisladas

Oligonucledtido Secuencia bp
mecA_fw 5'— GTAGAAATGACTGAACGTCCGAT — 3’ 310
mecA_rev 5' — CCAATTCCACATTGTTTCGGTCT — 3’
mecC1_fw 5 — TGAACGAAGCAACAGTACACC — 3’ 238

mecC1_rev 5'— GATCTTTTCCGTTTTCAGCCT — 3'
mecC2_fw 5'— CCCGAATTATTGGTAAATCTGGC — 3' 163
mecC2_rev 5'— GCATTATAGCTGGCCATCCC — 3
ermA_fw 5 — TATCTTATCGTTGACAAGGGATT — 3 139
ermA Tev 5'_ CTACACTTGGCTTAGGATGAAA — 3’
ermB_ fw 5 — CTATGTGATTGTTGAAGAAGGATT — 3 142
ermB Tev 5 — GTTTACTCTTGGTTTAGCATGAAA — 3
ermC._fw 5'— CTTGTTGATCACGATAATTTCC — 3
ermC_rev 5'— ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC — 3’ 190

Fuente: Ullauri, Zamora y Ruiz Ruiz (2019)

Las condiciones de reaccion para los genes
mecA, mecC1 y mecC2 fueron: 1 ciclo de predes-
naturalizacion 95° por 5°; 35 ciclos de desnaturali-
zacion 95° por 4577, alineamiento 50° por 457, ex-
tension 72° por 1’y un ciclo para la extension final
a 72° por 2°. Mientras que, las condiciones para la
identificacion de los genes erm fueron 1 ciclo de
predesnaturalizacién 96° por 5°; 35 ciclos de des-
naturalizacién 95° por 207", alineamiento 55° por
307", extension 72° por 30" y un ciclo para la exten-
sion final a 72° por 5°.

En la recoleccion de informaciéon se usaron re-
gistros de datos y fotografias, y para la tabulacion,
se utilizaron tablas y graficos con herramientas de
estadistica descriptiva. Durante el desarrollo de la
investigacion, se respeto la confidencialidad de los
participantes, quienes firmaron el consentimiento
informado como requisito para la hospitalizacion y
los resultados se emplearon con fines académicos
y cientificos.
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RESULTADOS

De las 57 cepas de S. aureus aisladas de pa-
cientes hospitalizados, 29 presentaron resistencia
a meticilina. Esto ultimo, evidencia un predominio
de este mecanismo de resistencia del 50,88%, de
forma que, en mas de la mitad de infecciones cau-
sadas por este agente, el tratamiento con betalac-
tamicos no seria eficaz.

De acuerdo a la distribucién de las cepas de S.
aureus y segun, las areas de hospitalizacion, se
nota que, a excepcion de Neonatologia y de la uni-
dad de quemados, los aislamientos de S. aureus
meticilino resistentes predominan. Asi también, en
el area de Pediatria y de Medicina Interna, donde
constituyen el 66,7% y 56,2% de los aislados res-
pectivamente, Tabla 2.

Tabla 2. Distribucion de las cepas de Staphylococcus aureus segun las areas del servicio de hospitaliza-
cion del Hospital Isidro Ayora de Loja - Ecuador. 2019

AREAS DE HOSPITALIZACION
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= F % F % F % F % F % F % F %
SASM 7 43,8 8 470 3 33,3 5 50,0 3 1000 2 100,0 28 49,1
SARM 9 56,2 9 530 6 66,7 5 500 O 0 0 0 29 50,9
TOTAL 16 1000 17 1000 9 1000 10 1000 3 1000 2 100,0 57 100

SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina. SARM: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. F: Frecuencia. %: Porcentaje.
Fuente: Ullauri, Zamora y Ruiz Ruiz (2019)

De las cepas SARM, el 27.6% que corresponden
a 8 cepas, presentaron también, resistencia induci-
ble a clindamicina de forma que, tampoco podran
ser usados en el tratamiento los antibiéticos macré-
lidos ni lincosamidas. El 100% de los genes que
causaron la meticilino resistencia fueron del tipo
mecA, Figura 1., mientras que, el 87,5% de las ce-
pas que presentaron resistencia inducible a clinda-
micina, lo hicieron por la presencia del gen ermC; el
12,5% restante, expreso el gen ermB, y finalmente
el gen ermA, no se identificé en ninguna cepa.

MP 16 17 18

19 20 2122 23 2425 262728 29 30 31 P N

mecA

310pb

Figura 1. Gen mecA en Staphylococcus aureus aisla-

dos de muestras de pacientes hospitalizados.
Fuente: Ullauri, Zamora y Ruiz Ruiz (2019)

En la Figura 1 se aprecia que, desde los carriles
16 hasta el 31, se muestra una banda que corres-
ponde a la amplificacion del gen mecA (310pb). El
carril P es un control positivo, mientras que el carril
N es un control negativo; por su parte, el carril MP
es el marcador de peso molecular.

DISCUSION

Las infecciones hospitalarias, son problema de
salud publica que acarrean consecuencias epide-
mioldgicas y econdmicas con altas tasas de morta-
lidad y morbilidad. Es bien sabido que, la incidencia
de S. aureus y su variedad resistente a la meticilina
varia, segun, el area geografica; a pesar de ello,
los recursos para monitorear la epidemiologia del
SARM en América Latina, siguen siendo limitados.
Por tanto, el interés de este microorganismo esta
dado por su alta frecuencia, y su resistencia a dife-
rentes farmacos (Cervantes et al., 2014; Martinez
et al., 2017).

En la presente investigacion, se analizaron 57
cepas de Staphylococcus aureus aisladas de pa-
cientes hospitalizados durante el 2019, de las
cuales 50,88% fueron resistentes a meticilina y el
27,6% de las mismas, también fueron resistentes
a macrolidos y lincosamidas. Esta informacién con-
cuerda con otras investigaciones como la realizada
por Togneri et al. (2017) en la cual menciona que la
frecuencia de SARM fue del 50%.



Por su parte, Castro et al. (2018), demostro la
prevalencia de SARM con un 47,5%, el cual, es un
valor cercano al indicado en la presente investiga-
cion, probablemente por la ubicacién geografica
similar. Sin embargo, otros estudios presentaron
menor prevalencia de SARM, como el realizado en
Cuenca en el Hospital Vicente Corral Moscoso en
los afios 2017-2018, por Aucay y Cardenas (2020)
en la cual, obtuvieron una prevalencia de SARM del
26,92%. Igualmente, Martinez et al. (2020) repor-
taron una prevalencia del 25,7%, diferencias que,
pueden deberse a que en los estudios menciona-
dos también se incluyeron los aislados extrahospi-
talarios.

Si se analiza, la presencia de SARM de acuerdo
al area de hospitalizacion, en este estudio se repor-
té que los servicios de Pediatria tienen un 66,7%,
Medicina Interna 56,2% y Cirugia 53,0%, los cua-
les, son hallazgos similares al estudio de Aucay y
Cardenas (2020), quienes obtuvieron predominio
en el area de Pediatria con 27,85%, seguida por
Clinica con 25,95%.

De igual manera, Gomez et al. (2016) reportaron
un 50% de aislados SARM en el servicio de Pedia-
tria en Venezuela, por tanto, se describe como un
mecanismo prevalente de importancia a la meticili-
no, resistencia expresada en S. aureus. La diferen-
cia de predominio, en los diversos paises, puede
atribuirse a las practicas de control y vigilancia epi-
demioldgica de cada region, de cada hospital o, ala
distinta capacidad resolutiva para la identificacién
correcta de mecanismos de resistencia bacteriana.

En este estudio se identificaron en todas las ce-
pas de SARM el gen mecA, que es el predominan-
te en ambientes hospitalarios humanos en todo el
mundo, resultado que concuerda con otros estudios
realizados como Fasihi et al. (2017) presentando
un 39,5% y Aguayo (2020) en Chile, en el cual, to-
das sus cepas en estudio presentaron el gen mecA.

En este estudio, no se encontré ninguna cepa
con el gen mecC, probablemente porque las cepas
que tienen este tipo de gen, han sido asociadas con
la actividad veterinaria, sin embargo, se han repor-
tado cepas aisladas de seres humanos portadoras
del gen de resistencia mecC en Dinamarca, en las
que cepas de S. aureus, portadoras de mecC pue-
den ser responsables de hasta 2% de los casos de
infecciones por cepas meticilino resistentes en hu-
manos (Petersen et al.,2013)
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El CLSI recomienda el uso de la prueba D-test,
método utilizado en esta investigacion para diferen-
ciar los aislamientos que tengan un alto potencial
genético, para convertirse en resistentes duran-
te la terapia con clindamicina. En este estudio, el
mecanismo de resistencia inducible a clindamicina
en cepas de S. aureus resistentes a meticilina, se
presentd en un 27,6%, demostrando la multirre-
sistencia que haria que las cepas no puedan ser
tratadas con betalactamicos, macroélidos ni linco-
samidas; algunas investigaciones realizadas como
la de Morales et al. (2016) obtuvo un 12% de re-
sistencia inducible a la clindamicina, mientras que
el estudio de Del Valle (2017) mostré un 14% de
dicha resistencia.

En el analisis genotipico para el gen MisB, se
encontré con mayor proporcién aislamientos con el
gen ermC (87,5%), similar al estudio realizado en
Paraguay por Silvagni et al. (2019) y Fasihi et al.
(2017) en Iran, en los cuales el gen predominante
fue ermC, con excepcion de un estudio en Brasil,
donde el gen predominante fue el ermA. En la li-
teratura se ha reportado al gen ermC, con mayor
potencialidad para desarrollar resistencia inducible
a clindamicina, pero ambos genes ermA 'y ermC in
vitro, desarrollan una prueba de disco D positivo
(Del Valle, 2017).

Los resultados moleculares de la deteccién de
resistencia a meticilina, macrdlidos y lincosami-
das, tuvieron 100% de concordancia con los ob-
tenidos mediante el método fenotipico, empleado
en esta investigacion. La buena correlacion entre
los métodos fenotipicos (difusion con discos) y mo-
leculares (PCR) permiten inferir, el mecanismo de
resistencia e instaurar el tratamiento antimicrobia-
no mas adecuado. Las técnicas de epidemiologia
molecular, permiten conocer caracteristicas ge-
néticas de los microorganismos, que no quedan
reflejadas por otras técnicas de laboratorio feno-
tipicas en las que, en ocasiones, ocurren proble-
mas de reproducibilidad y poder de discriminacion
(Morales et al., 2016a).

De acuerdo con el Centro para el Control de En-
fermedades de los Estados Unidos, la proporcion
de infecciones resistentes a los antibiodticos, ha ido
en aumento, de forma que, se deberia incrementar
las normas de prevencion y control de las infeccio-
nes nosocomiales, manteniendo actualizado al per-
sonal de salud en los aspectos microbiolégicos y la
sensibilidad y resistencia a los antimicrobianos; es-
trategias que permitan el desarrollo de una politica
de racionalizacion en el uso de antibioticos, identi-
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ficando los factores de riesgo asociados a infeccio-
nes intrahospitalarias, con la finalidad de brindar las
recomendaciones y control permanente, para que
las decisiones que se tomen dirijan el tratamiento
inicial del paciente y su seguimiento hasta la re-
cuperacion de la salud (Mengana y Turcaz, 2016;
Acosta, 2011).

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos, demostraron que las
infecciones causadas por Staphylococccus aureus
meticilino resistente en pacientes hospitalizados,
supero el 50%, al menos el 27% de estas cepas,
también, fueron resistentes a macrélidos y lincosa-
midas; de forma que, el tratamiento se veria limita-
do a otras familias de antibidticos, aumentando la
toxicidad y costo del tratamiento.

El gen que predomind para la produccion de me-
ticilino resistencia, fue mecA mientras que, ermC,
fue el gen predominante para la resistencia a clin-
damicina y macrolidos, demostrando la importancia
de identificar los mecanismos de resistencia pre-
sentes en cada servicio hospitalario, para facilitar
las decisiones terapéuticas y disminuir la mortalidad
asociada a la presencia de bacterias resistentes.
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