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RESUMEN

Para la caracterizacién molecular de las cepas de Staphylococcus meticilino resistente
(SMR), se colectaron 59 cepas SMR aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del
SAHUAPA, en un periodo de siete meses (enero a julio 2007). Se obtuvieron 50
cepas resistentes a meticilina, sin duplicado, 21 S. aureus y 29 Staphylococcus
coagulasa positiva (SCN). Se les realizo perfil de susceptibilidad a los
antimicrobianos, PCR multiple, a las cepas positivas para mecA, se les determinoé la
concentracion minima inhibitoria (CMI). S. aureus reportd 20 cepas resistentes a
oxacilina y cefoxitina y 27 cepas de SCN resistentes a oxacilina y a cefoxitina,
correlacionandose la presencia del gen mecA con el nimero de cepas resistentes a
oxacilina y a cefoxitina solo en S. aureus; algunas discordancias fueron observadas en
cepas de SCN, presentd una cepa sensible a oxacilina y cefoxitina, con mecA positivo
y 7 cepas que reportaban resistencia a meticilina pero con ausencia del gen mecA. En
el caso de las cepas de Staphylococcus que fueron resistentes a meticilina, pero sin
gen mecA, resultaron ser cepas hiperproductoras de betalactamasas o con PBP
constitutivas mutadas. Las cepas de Staphylococcus presentaron multirresistencia a
eritromicina, clindamicina y susceptibilidad intermedia a teicoplanina y vancomicina
y una cepa de S. aureus resultd resistentes a vancomicina. La mayoria de
Staphylococcus se ubicaron como SCCmec tipo | y IV, siendo el primero el clon
arcaico y el IV el clon comunitario, sin embargo, en pocos casos de S. aureus y en la
mayoria de los SCN no se logré determinar, necesitandose otros oligonucledtidos
para determinar los subtipos de los SCCmec. Las cepas que presentaron gen mecA,
para la CMI a oxacilina, las cepas 1-8, 11, 13y 17 de S. aureus y las 5, 10, 11, 16, 18,
27 y 28 se ubicaron en clase 4 con homorresistencia; las cepas 9, 14, 15, 16, 18,19y
20 de S. aureus y 4, 9y 19 SCN se ubicaron en clase 3 con heterorresistencia con
altos niveles de resistencia; las cepas 3, 15y 29 de SCN en clase 2 heterorresistentes;
mientras que la 21 de S. aureus y las 1, 3, 6, 7, 14, 20, 22, 24 y 26 en clase 1
heterorresistentes pero con bajo niveles de resistencia. Las penicilinas resistentes a
penicilinasas siguen siendo la primera opcion terapéutica en las infecciones
ocasionadas por Staphylococcus en los diferentes servicios del SAHUAPA, porque el
porcentaje de cepas SMR no fue tan elevado.
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INTRODUCCION

Staphylococcus es un coco Gram positivo, de 0,5 a 1,5 um de didmetro, aislado,
en parejas o tetradas y se divide en mas de un plano para formar racimos irregulares.
La pared celular contiene peptidoglicano y acidos teicoicos; es anaerobio facultativo

y habitualmente catalasa positivo (Prescott et al., 2002).

Staphylococcus figura entre las bacterias patdgenas mas importantes para el ser
humano. Es habitante normal de las vias respiratorias superiores, piel, intestino y
vagina. Junto con neumococos Yy estreptococos, son miembros de un grupo de
bacterias Gram positivas invasoras conocidas como cocos pidgenos o productores de
pus (Prescott et al., 2002).

Existen cepas patdgenas y no patdgenas; esta diferencia se basa en la sintesis de
la enzima coagulasa. Staphylococcus aureus, el principal representante de cepas
coagulasa-positivas, denominado a menudo estafilococo dorado, causa graves
infecciones cronicas. Entre otros coagulasa positivos no relacionados con patogenia
se encuentran S. intermedius, S. hyiucus, S. delphini, S. lutrae, S. shleiferi (Madigan
et al., 2004).

Los estafilococos coagulasa negativo (SCN) no producen coagulasa, carecen de
pigmento y en general son menos invasores, pero, actualmente, se les relaciona con
mas frecuencia, como patdgenos oportunistas en pacientes inmunocomprometidos

con graves infecciones nosocomiales (Carmona, 1997).

Entre los SCN se encuentran: S. capitis, S. caprae, S. warneri, S. caseolyticus,

S. pasteuri, S. haemolyticus, S. hominis, S. saccharolyticus, S. lugdunensis, S.



epidermidis, S. muscae, S. auricularis, S. saprophyticus, S. sciuri, S. cohnii, S.
xylosus, S. kloosii, S. equorum, S. arlettae, S. gallinarum, S. simulans, S. lentus, S.
carnosus, S. piscifermentanus, S. felis, S. chromogenes y S. vitulus (Madigan et al.,
2004).

El Staphylococcus presente en portadores asintomaticos o enfermos, se propaga
a traves de las manos, es expelido por el aparato respiratorio, 0 transportado por
objetos animados o inanimados, causando enfermedad en cualquier 6rgano o tejido
del cuerpo. Sin embargo, debe hacerse hincapié en que las infecciones
estafilocdccicas, en su mayor parte, ocurren en personas Cuyos mecanismos de
defensa estdn comprometidos, como los que ingresan en un hospital (Carmona,
1997).

S. aureus es responsable de un gran nimero de infecciones en humanos como
septicemia, endocarditis y neumonia. Esta bacteria produce una diversidad de
procesos clinicos, siendo la lesion caracteristica el absceso pidgeno o exudado
purulento. Ademas, las toxinas extracelulares en ciertas circunstancias dominan este
cuadro clinico (intoxicacion alimentaria y sindrome de choque tdxico, entre otros).
Cualquier infeccion localizada puede convertirse en el punto de siembra de una

bacteriemia potencialmente fatal (De la Parte-Pérez et al., 2003).

En 1941, las infecciones estafilocdcicas eran erradicadas con penicilina, pero
poco después de su introduccion, se reportd el aislado de una cepa resistente por
produccion de betalactamasas (Spink, 1945). Dos décadas mas tarde 60% de las cepas

intrahospitalarias eran resistentes a penicilina (Hartman y Tomasz, 1984).

La introduccion en la terapéutica de otros antiestafilococicos como sulfamidas,
estreptomicina, tetraciclinas, cloranfenicol y eritromicina fue seguida de la aparicion

de cepas S. aureus resistentes a estos farmacos, ademas de la penicilina. Este patron
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de resistencia era frecuente en los hospitales a finales de los afios 50, lo que dificulto
de nuevo el tratamiento de las infecciones estafilocdcicas (Brumfitt, 1989).

En 1959 aparecio la meticilina, una penicilina semisintética, utilizada en el
tratamiento clinico de S. aureus hasta que fueron reportadas las primeras cepas
resistentes a meticilina (Jevons, 1961). S. aureus meticilino resistente (SAMR) es
resistente a todos los betalactamicos, creando un problema clinico importante porque

existen pocas opciones terapeuticas (Mongkolrattanothai et al., 2004).

Las proteinas de union a las penicilinas (PBP), un grupo de enzimas que
catalizan las reacciones terminales en la biosintesis del péptidoglicano, son el blanco
de accidn de los betalactamicos. En Staphylococcus se encuentran 4 tipos de PBP que
van de la PBP1 a la PBP4. La transpeptidacion y carboxipeptidacion son inhibidas
cuando estas proteinas son aciladas por un antibidtico betalactdmico, el anillo
betalactamico se abre y forma un enlace covalente con un sitio activo a través de un
residuo de serina en la PBP (Pucci y Dougherty, 2002). Se han descrito tres
mecanismos que explican la resistencia de S. aureus a betalactamicos:
hiperproduccion de betalactamasa, modificacion de las PBP y resistencia intrinseca a
meticilina (Gil, 2000).

La hiperproduccion de betalactamasa se caracteriza por una produccion
excesiva de penicilinasa estafilococica normal, la cual es mediada por plasmidos, lo
que hace que oxacilina y meticilina, que fueron desarrolladas para resistir la accion
hidrolitica de la penicilinasa, sea lenta aunque apreciablemente degradada. Este
fenotipo se conoce como BORSA, por tener concentracion minima inhibitoria en los
limites de las cepas sensibles, conocidas como cepas Borderline (Tomasz et al.,
1989).

La modificacion de las PBP corresponde a una modificacién minima de las PBP
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1, 2 y 4, de peso molecular normal pero con baja afinidad a los betalactamicos. Este
fenotipo que se conoce como MODSA viene dado por las modificaciones de las PBP

debido a mutaciones puntuales (Tomasz et al., 1989).

La resistencia intrinseca a meticilina en S. aureus depende de una proteina
especifica de membrana denominada PBP2a o PBP2’, la cual tiene afinidad reducida
por los betalactamicos y es diferente a la PBP2 (Hartman y Tomasz, 1984). Dicha
resistencia estd codificada por el gen mecA. Otros generos pueden desarrollar
resistencia a betalactamicos, pero solo Staphylococcus presenta el gen mecA, el cual
le concede este tipo de resistencia (Katayama et al., 2003).

El gen mecA esta ubicado en un elemento exdgeno de ADN, el cual estd
insertado en el cromosoma de S. aureus (Katayama et al., 2003), esta regulado por
dos genes, mecR1 y mecl, localizados por delante del gen mecA (downstream) y este

conjunto de genes ha sido referido como complejo mec (Lim et al., 2002).

El complejo cromosémico de Staphylococcus (SCC) es un elemento genético
movil que transporta el complejo mec, constituido por los genes mecA, mecR1 y mecl,
ademas del complejo ccr, formado por los genes ccrA y ccrB (SCCmec). Han sido
descritos seis tipos de SCCmec (Ito et al., 1999; 2001; Oliveira et al., 2001; Ma et al.,
2002), del I al VI, de acuerdo al complejo mec y del complejo ccr presente
(Mongkolrattanothai et al., 2004). EI SCCmec tipo I corresponde al complejo mecA
clase B y al complejo ccr tipo 1; el SCCmec tipo Il complejo mec clase A vy al
complejo ccr tipo 2; el SCCmec tipo Il al complejo mec clase A y al complejo ccr
tipo 3; el SCCmec tipo IV al complejo mec clase B y al complejo ccr tipo 2; el tipo
SCCmec tipo V correspondiente al complejo mec clase C2, y al complejo ccr tipo 5,
que en lugar de tener los genes ccrA y ccrB lleva una copia de un gen homélogo, ccr
C (lto et al., 2004) vy, por ultimo, el tipo VI el cual es similar al tipo IV pero con un

nuevo tipo ccrAB (Oliveira et al., 2006).
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Algunos autores asumen que los genes ccr y mec provienen de Staphylococcus
coagulasa negativos de origen desconocido, en quienes ocurrié una delecion en los
genes reguladores de mec, antes de ser transferidos a S. aureus, generando cepas
Staphylococcus resistentes a meticilina (Suzuki et al., 1993; Archer et al., 1994; Wu
et al., 1996; Hiramatsu et al., 2001).

El mecanismo responsable de la transferencia de mecA se desconoce, pero
existen evidencias que suponen una transferencia horizontal entre especies de

Staphylococcus coagulasa negativos no descritos y S. aureus (Hanssen et al., 2004).

Un medio por el cual las bacterias pueden adquirir resistencia a los antibiéticos
es por la transferencia horizontal de genes resistentes a los antibidticos. Esta
transferencia de genes de resistencia es frecuente y se demuestra en muchos casos de

resistencia bacteriana (Anderson, 2005).

La expresion fenotipica de la meticilino resistencia se clasifica en
heterorresistencia y homorresistencia; la primera se refiere a una poblacion, donde
solo un pequefio porcentaje de cepas expresan la resistencia. La heterorresistencia
comprende tres clases (1-3). La homorresistencia implica que todas las células de esa
poblacion expresan la resistencia y se denomina clase 4, la concentracion minima
inhibitoria (CMI) puede ir de 400 a 1 000 mg/l (Tomasz et al., 1991). La
heterorresistencia mas heterogénea es la clase 1 y la mas homogénea es la clase 3. La
clase 1 tiene un rango de CMI de 1,5 a 3 mg/l a oxacilina con una subpoblacion de
10°® células. La CMI de la clase 2 va de 6 a 12 mg/I, con una subpoblacién de 10°. La
CMI de la clase 3 esta entre 50 y 200 mg/l, con una subpoblacién de 10 (Tomasz et
al., 1991).

El uso de técnicas moleculares ha ido incrementandose con frecuencia en

estudios epidemioldgicos de Staphylococcus meticilino resistentes (SMR) para un

5



mayor conocimiento de la evolucion y la relacion de dichos clones. La primera
deteccidn de la meticilino resistencia es a través del antibiograma, la cual es una
prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos, que aungue no es una técnica
molecular, es primordial para detectar este tipo de resistencia en los Laboratorios de
Bacteriologia a nivel clinico; luego se realizan técnicas mas avanzadas, tales como
tipificacion de secuencia multilocus (MLST) y la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) simple (Oliveira et al., 2001, Oliveira y de Lencastre, 2002). Sin embargo,
estos métodos son laboriosos y consumen tiempo y dinero. En este sentido, se ha
desarrollado otra técnica conocida como PCR mudltiple, la cual es utilizada para
detectar las variaciones estructurales observadas en el elemento SCCmec, este método
provee una herramienta para la rapida identificacion de la estructura del elemento
SCCmec. La PCR multiple es una técnica que demuestra ser rapida, veraz y permite,
en un ensayo Unico, la identificacién de cepas SMR y de cinco tipos de estructuras
del elemento mec, identificando los cuatro principales con dos variaciones menores,

caracterizando asi los SMR (Oliveira y de Lencastre, 2002).

La PCR mudltiple incluye el estudio de ocho loci, y un control interno para el
gen mecA. El locus A se encuentra en la region baja del gen pls y es especifico para
SCCmec tipo I; el locus B es interno del operon kdp, el cual es especifico para
SCCmec tipo I1I; locus C es interno en el gen mecl presente en los SCCmec tipo 11y
I11; locus D interno en la regién dcs, presente en los SCCmec I, Il 'y IV; locus E esta
localizado entre la region integrada por el plasmido pl258 y el transposon Tn554,
especifico para SCCmec tipo Ill; locus F, el cual también es especifico para SCCmec
tipo 11, esta se ubica entre Tn554 y el gen orfX. Los loci G y H se han incluido para

distinguir las variantes IA 'y I11A (Oliveira y de Lencastre, 2002).

La caracterizacion molecular de cepas Staphylococcus meticilino resistente
(SMR) es necesaria para conocer que tipo de SCCmec se tiene en una region y con

esta informacion predecir qué antibidtico suministrar en infecciones graves. Si existe
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resistencia a meticilina, no se puede tratar con betalactamicos y se deben buscar otras
opciones terapéuticas (Oliveira y de Lencastre, 2002).

En Venezuela se han realizado estudios en cepas SAMR para un control
epidemioldgico, en especial en pacientes que se encuentran en unidades de cuidados
intensivos (UCI), ya sea de adulto o neonatal. El principal interés de estos estudios ha
sido dirigido hacia los portadores nasales de estas cepas, entre los cuales,
generalmente, estd involucrado el personal hospitalario (Requena et al., 2005;
Tedesco et al., 2005).

En la Escuela de Ciencias de la Salud “Francisco Battistini”, del Nucleo de
Bolivar de la Universidad de Oriente, se demostrd una frecuencia en portadores
nasales de cepas S. aureus de 32 a 34%, predominando el personal de salud (Tedesco
et al., 2005). Se aislaron cepas SAMR, casi un 70%, con alta susceptibilidad a
rifampicina y vancomicina. Estos Gltimos datos indican que existen otras opciones
terapéuticas que no sean betalactdmicos. Sin embargo, otros estudios nacionales
demuestran que existen 10% de cepas SAMR resistentes a linezolid, provenientes de
UCI y 5,9%, en pacientes hospitalizados en otros servicios (Vivas et al., 2005); estos
datos llaman la atencion por ser éste un antibidtico de reciente introduccién al
mercado farmacologico, el cual representa una alternativa terapéutica contra cepas
SAMR multirresistentes y a nivel mundial no se han reportado cepas con este
porcentaje tan elevado de resistencia a linezolid, estas cepas deben estudiarse en un

laboratorio de referencia para su confirmacion.

En los Gltimos afios ha aumentando el estudio en Staphylococcus cuagulasa
negativa (SCN), microorganismos importantes debido a la cantidad de bacteriemias
producidas en neonatos, pacientes en UCI e inmunocomprometidos. Sin embargo, son
pocos los trabajos realizados en Venezuela. Al respecto, en la Unidad de alto riesgo

neonatal del Instituto Autonomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA),
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Mérida, se caracterizaron fenotipicamente SCN, aislando 48% de las muestras
analizadas, de los cuales, 78% provenian de neonatos con bacteriemia, siendo S.
epidermidis y S. warneri, las principales especies; la caracterizacion fenotipica fue la
siguiente: 100% de resistencia a penicilina, 69% a oxacilina y 78% a gentamicina,
100% sensibilidad a vancomicina y a quinupristina-dalfopristina. Aunque estas cepas
en individuos sanos no causan dafio, porque el mismo sistema inmunitario los ataca,
en pacientes inmunosuprimidos hay que tomar medidas de asepsia para evitar

posibles infecciones debido a la colonizacion (Alvarez et al., 2005).

La terapia con vancomicina es una alternativa viable para los pacientes con
SARM, aunque en los ultimos afios se han reportado cepas Staphylococcus con
resistencia intermedia a vancomicina (VISA); la vancomicina es un antibiético de los
grupos glicopéptidos que tienen como blanco principal las subunidades D-Ala-D-Ala
en los monomeros del peptidoglicano de las bacterias Gram positivas, que sirven
como precursores de la sintesis de la pared celular. La resistencia en las cepas VISA
no esta mediada por un mecanismo unico, sino que parece involucrar una compleja

reorganizacion de la sintesis de la pared celular (Hiramatsu, 2001).

En los recientes afios se han realizado estudios para determinar fenotipica y
molecularmente cepas SAMR, demostrandose en una unidad de alto riesgo neonatal,
por PCR, que el 93% de las cepas SARM poseian el gen mecA (Velasco et al., 2005).
Sin embargo, no se ha reportado ningin estudio de caracterizacion molecular de
cepas SARM (Torres et al., 2005; Velasco et al., 2005).

En la mayoria de los paises se conoce qué tipo de SCCmec circula; en
Venezuela no se ha realizado la caracterizacion molecular de la meticilino resistencia
de las cepas Staphylococcus, desconociéndose el tipo de SCCmec circulante en el

pais; el conocimiento del tipo de SCCmec ayudara a establecer medidas de



diseminacion clonal de cepas y realizar seguimientos epidemioldgicos importantes en

caso de brotes epidémicos.

En el oriente del pais, especificamente en el Servicio Autonomo del Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (SAHUAPA), en los recientes afios, se
han realizado estudios de serologia, susceptibilidad y, en especial, deteccién de
SAMR, pero no se ha caracterizado la meticilino resistencia circulante en esta zona
(Mata, 2003; Salazar, 2003; Lozada, 2004). Por lo anteriormente mencionado, se
realizd la caracterizacion molecular de cepas SMR aislados en el Laboratorio de
Bacteriologia del SAHUAPA en Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA

Recoleccion de cepas

Se colectaron 59 cepas de Staphylococcus aisladas en el Laboratorio de
Bacteriologia del SAHUAPA, durante un periodo de siete meses (enero a julio de
2007). Se tomd la fecha, susceptibilidad a los antibioticos y prueba de la coagulasa de
las cepas. Se tomaron los datos de los pacientes incluyendo: nombres, apellidos,
servicio, tipo de muestra. Estas muestras fueron trasladadas, semanalmente, hasta el
Laboratorio de Microbiologia del Postgrado de Biologia Aplicada UDO, en tubos con

agar base.

Una vez en el Laboratorio de Microbiologia se cultivaron las cepas en placas de
agar base, con el objeto de recuperarlas. De no obtenerse cultivos puros, se procedia a
inocular la colonia de interés en caldo infusion cerebro corazén (BHI) e incubar a
37°C por 18 horas, y luego se sembraba nuevamente en placas de agar base hasta
obtener cultivos puros. Posteriormente, se les realizo la tincion de Gram, para asi
observar bajo microscopio, su morfologia, agrupacion particular (racimos de uvas) y

su coloracion (Gram positivas).

Una vez obtenidas colonias puras, éstas fueron conservadas a -80 °C en el
congelador del Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias Aplicadas de
la Universidad de Oriente (IIBCA-UDO), en viales con BHI-glicerol al 20%.
Preparacion del inéculo bacteriano

Se hizo una inoculacién directa, tomando una colonia con asa de la placa de
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Petri que contenia la muestra a examinar y se agreg6 en tubos con 10 ml de solucién
fisiologica (0,9%), se mezcld para homogenizar la muestra, comparandose la turbidez
con el patrén 0,5 McFarland (1,5 x 10 microorganismos viables/ml). Si la turbidez
era menor que la del patrén, se inoculaba otra colonia de la muestra a examinar, en

caso contrario se agregaba solucion fisiologica para diluirla.

Realizacion de los antibiogramas

Los patrones de sensibilidad se determinaron mediante el método de Kirby-
Bauer (Bauer et al., 1966). Los discos de antibioticos utilizados fueron: oxacilina (1
Kg), cefoxitina (30 ug), clindamicina (2 pg), eritromicina (15 pg), teicoplanina (30
Kg), vancomicina (30 pg) y novobiocina (5 pg), los cuales se colocaron siguiendo las
normas establecidas por el M2-A9 del Instituto de Estandares Clinicos de Laboratorio
(CLSI). Las placas se incubaron a 35°C por 24 horas en aerofilia. Los halos
inhibitorios fueron medidos en milimetros y, seguidamente, la lectura de los
antibiogramas fue interpretada bajo los criterios del M2-A9. La cepa control fue S.
aureus ATCC 25923, recomendada por el M2-A9, la cual es una cepa sensible a los
antibioticos estudiados (CLSI, 2007).

Extraccion de ADN

El patrén de ADN se prepar0 extrayendo el ADN total de las cepas a través del
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega). Se obtuvo un cultivo nocturno de
la cepa de trabajo a 37°C, se centrifugd 1,5 ml de cultivo por 2 minutos a 13 000
revoluciones por minuto (rpm), descartandose el sobrenadante, se resuspendieron las
células en EDTA 50 mM, afiadiéndose lisostafina 10 mg/ml y se incub6 durante 1
hora a 37°C.

Posteriormente se centrifugd nuevamente a 13 000 rpm por 2 minutos y se
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descartd el sobrenadante (en las muestras donde no se formé precipitado se agregd
NaCl 5 mM). Luego se afiadi6 solucién de lisis y se resuspendié suavemente,
incubandose a 80°C por 5 minutos, se dejo enfriar a temperatura ambiente por 20

minutos.

A la muestra anterior se le afladié RNasa a 4 mg/ml, se mezclé invirtiéndose los
tubos 5 veces, se incubo a 37°C por 1 hora, dejandose enfriar a temperatura ambiente,
luego se le afiadid solucion precipitante, se vortexd, se incubo en hielo por 5 minutos

y centrifugd por 3 minutos a 13 000 rpm.

El sobrenadante se transfirio a un tubo limpio con isopropanol, se mezclé y
centrifugd por 3 minutos a 13 000 rpm, descartandose el sobrenadante, se afiadio
etanol al 70%, se mezcld y centrifugd por 2 minutos a 13 000 rpm, se eliming el
etanol y se dejo secando al aire libre por 10 minutos. Una vez seco, se rehidraté el
ADN en solucion rehidratante durante toda la noche a 4°C; se almacené el ADN

rehidratado a 4°C hasta su uso.

Verificacién de la extraccién del ADN

Se prepard un gel de agarosa al 1% coloreado con bromuro de etidio, el cual se
hizo migrar en buffer TBE al 0,5X. Se agregaron 5 pul de ADN rehidratado y 3 ul de
azul de bromofenol y se depositaron en gel de agarosa, utilizando lambda digerido
por Pstl como marcador de peso molecular. Se dejo correr por una hora a 80
miliamperios y 135 voltios. Terminada la corrida electroforética, el gel se reveld bajo
transiluminador de luz ultravioleta en el Laboratorio de Genética Molecular del
IIBCA-UDO, se tomaron fotos para la verificacion de la extraccion del ADN y

estimar la concentracion de ADN a ser utilizado en la PCR.
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Identificacion molecular del SCCmec en cepas SMR:

Los oligonucleotidos utilizados para la amplificacion del gen mecA y de los
diferentes loci especificos de cada tipo se sefialan a continuacion (Oliveira y de
Lencastre, 2002):

Para el gen mecA:
MECA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG
MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG

Para cada locus:

SCCmec Peso molecular

A CIF2 F2: TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG | 495pb
CIF2 R2: ATTTACCACAAGGACTACCAGC

B KDP R1: CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG I 284pb
KDP F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC

C MECIP2: ATCAAGACTTGCATTCAGGC I, 1l 209pb
MECI P3: GCGGTTTCAATTCACTTGTC

D DCSF2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 1 AV 342pb
DCS R1 CTAAATCATAGCCATGACCG

E RIFAF3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG i 243pb
RIFA R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC

F RIF5SF10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 1l 414pb
RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC

G 1S431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 1A 381pb
pUB110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC

H 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG HIA 303pb

pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC

Se utilizaron cuatro cepas controles, tres positivas: S. aureus 77906 (SAMR-
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heterorresistente), 77907 (SAMR-Hospitalaria) y 77908 (SAMR-Comunitaria), un
control negativo, S. aureus ATCC 25923. Los perfiles polimorficos se observaron
bajo luz ultravioleta en gel coloreado con bromuro de etidio y se compararon
visualmente en la corrida electroforética de la PCR mudltiple de acuerdo a la talla en

pares de base de cada fragmento (Oliveira y de Lencastre, 2002).

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: buffer I 1X; 200 umol/l de
dNTP, 200 nmol/l de los oligonucledtidos: KDP F1, KDP R1, RIF4 F3, y RIF4 R9;
400 nmol/l de cada oligonucleétido: CIF2 F2, CIF2 R2, MECI P2, MECI P3, RIF5
F10, RIF5 R13, pUB110 R1 y pT181 R1 y 800 nmol/l de los oligonucledtidos: DCS
F2, DCS R2, MECA P4, MECA P7 y 1S431 P4. 2 U de la Taq polimerasa ATE 500
U y 200 nanogramos de ADN patrén. Condiciones de amplificacion: 4 min a 94°C de
predesnaturalizacion; 30 ciclos de 94°C por 30 s, 53°C por 30 s, y 72°C por 1 min;
postextension de 4 min a 72°C; enfriamiento a 4°C. Revelado en agarosa al 2%, a 100

V por 120 minutos (Oliveira y de Lencastre, 2002).

Determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias

Las concentraciones minimas inhibitorias se determinaron por el método de
dilucion estandar del CLSI en agar Miueller-Hinton, a las cepas a quienes les
amplificd el gen mecA. Las placas con las diferentes concentraciones de oxacilina
(0,06; 0,125; 0,25; 0,50; 1; 2; 4, 8; 16; 32; 64; 128; 256; 512 mg/l), se inocularon con
2 wl del cultivo de la cepa a estudiar con una dilucion de 1:10 del factor 0,5
McFarland, por deposito y fueron incubas en aerofilia a 35°C por 24 horas. La lectura
fue interpretada bajo los criterios del M7-A7 del CLSI, se utilizaron cepas controles

de S. aureus 77906 (control positivo) y S. aureus ATCC 25923 (control negativo).
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Deteccion de la produccién de betalactamasas

Se detecto la produccién de betalactamasas por el método de Kirby-Bauer
(Bauer et al., 1966). Los discos de antibidticos utilizados fueron: ampicilina (10 pg) y
ampicilina-sulbactam (10 pg), los cuales se colocaron siguiendo las normas
establecidas por el M2-A9 del CLSI. Las placas se incubaron a 35°C por 24 horas en
aerofilia. Los halos inhibitorios fueron medidos en milimetros y, seguidamente, la

lectura de los antibiogramas fue interpretada bajo los criterios del M2-A9.
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RESULTADOS

Se aislaron, en general, 352 cepas de Staphylococcus en el Laboratorio de

Bacteriologia del SAHUAPA durante un periodo de siete meses (enero a julio 2007),

de las cuales, 59 cepas eran meticilino resistentes; en los casos que se tenia mas de

una cepa del mismo paciente se procedié a tomar una sola, para evitar los dobles

creando sesgos en los resultados, obteniéndose al final un total de 50 cepas: 21 S.

aureus y 29 Staphylococcus coagulasa negativa (SCN). Los servicios y los tipos de

muestras de donde provenian las cepas de S. aureus durante los meses de estudio

fueron diversos (Tablas 1y 2).

Tabla 1. Procedencia de las cepas Staphylococcus aureus obtenidas durante los meses
de enero a julio 2007 en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA.

Servicio

NUmero

Emergencia Adultos
Medicina A
Ambulatorios
Cirugia Blanda

UCI

Pediatria B
Pediatria A

Diélisis

Trauma shock
Medicina C
Observacion Adultos

S
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Tabla 2. Tipos de muestras de las cepas Staphylococcus aureus obtenidas durante los
meses de enero a julio de 2007 en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA.

Muestra Ndmero
Secrecion 17
Punta catéter 3
Esputo 1

En el caso de las cepas SCN, el servicio donde hubo un mayor aislamiento fue

en la Unidad Neonatal (UN), como lo muestra la tabla 3. En la tabla 4 se puede

evidenciar que la mayoria de las cepas de SCN, que se aislaron en el Laboratorio de

Bacteriologia del SAHUAPA, provenian de hemocultivos.

Tabla 3. Procedencia de las cepas Staphylococcus coagulasa negativa obtenidas
durante los meses de enero a julio 2007 en el Laboratorio de Bacteriologia del

SAHUAPA

Servicio

Ndmero

Unidad Neonatal
Trauma shock
Pediatria
UCI-Pediatria
UCl-adultos

Piso 6-A

Piso 6-B

Piso 6

Observacion Pediatrica
Medicina B

Medicina C

Consulta Hematoldgica

Observaciéon Adultos

[EEN
N
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Tabla 4. Tipos de muestras de Staphylococcus coagulasa negativa obtenidas durante
los meses de enero a julio de 2007 en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA.

Muestra Presencia
Hemocultivo 15
Secrecion 10
Catéter 4

El fenotipo de resistencia que prevalecio tanto en las cepas S. aureus como

SCN se puede observar en las tablas 5 y 6.

La caracterizacién molecular de cepas S. aureus se puede observar en la tabla 9,
las cepas 1, 2, 3, 6, 7, 8, 13, 14, 17, 18, 20 y 21 amplificaron tres bandas, la primera
banda para el locus A, una segunda banda representa el locus D y la ultima banda que
corresponde al gen mecA. Este patron corresponde al SCCmec tipo | (Oliveira y de
Lencastre, 2002).
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Tabla 5. Antibiotipos de las cepas de Staphylococcus aureus aisladas en el
Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA.

# Cepas Oxa Fox Van Tc Cc Eri Nv
6 R R | | R R S
4 R R S S R R S
2 R R R S R R S
1 R R S | R R S
1 S S | S R R S
1 R R | R R R S
3 R R | S R R S
1 R R | | S R S
1 R R S | | R S
1 R R | | | | S

Oxa: Oxacilina. Fox: Cefoxitina. Van: Vancomicina. Tc: Teicoplanina. Cc: Clindamicina. Eri:

Eritromicina. Nv: Novobiocina. R: resistente. I: resistencia intermedia. S: sensible.

Tabla 6. Antibiotipo de las cepas de Staphylococcus coagulasa negativa aisladas en el
Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA.

#Cepa Oxa Fox Van Tc Cc Eri Nv
9 R R I I R R S
8 R R S S R R S
1 S S S S S S S
2 R R I I S S S
1 R S S S S S S
1 S R S S R R S
1 R R S I R R S
2 R R I S R R S
2 R R S S S R S
1 R R I S S S S
1 R R S I R I S

Oxa: Oxacilina. Fox: Cefoxitina. Van: Vancomicina. Tc: Teicoplanina. Cc: Clindamicina. Eri:

Eritromicina. Nv: Novobiocina. R: resistente. I: resistencia intermedia. S: sensible.
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La cepa 4 amplifico para el locus A y para el gen mecA, no para el locus D, las
cepas 5 y 11 amplificaron tres bandas iguales a las reportadas para SCCmec tipo I,
ademas de una banda extra de 209 pb perteneciente al locus C. La cepa 9 solo
amplifico para el gen mecA, mientras que las cepas 10 y 12 no presentan gen mecA,
amplificando la cepa 10 locus A y la cepa 12, locus C. Las cepas 15, 16 y 19 de S.
aureus amplificaron el locus D y el gen mecA, lo cual representa a SCCmec tipo IV.

En la tabla 7 la relacion entre el fenotipo y el genotipo de cepas S. aureus,
observandose asi en la mayoria de los casos, salvo en la cepa 12, que se observd
como meticilino resistente en el antibiograma y con la PCR no amplificé el gen
mecA. En las cepas que amplificaron el gen mecA se determind la CMI para
oxacilina. La CMI para oxacilina en cepas S. aureus, la mayoria fue > 512 mg/I,
seguidos de tres cepas con CMI de 256 mg/l, una de 128 mg/l, tres de 64 mg/l y una
de 2 mg/l.

En el caso de SCN, como puede apreciarse en la tabla 10, la cepa 1 presentd los
loci Ay Hy el gen mecA y una banda desconocida de 220 pb, en la cepa 2
amplificaron los loci A, F, gen mecA mas una banda desconocida de 260 pb.

Las cepas 3, 7 y 15 son SCCmec tipo 1V, presenta el locus D y gen mecA, la
cepa 4 los loci H y B, ademas del gen mecA. La cepa 5 amplifico para los loci A, Gy
F y el gen mecA y una banda desconocida de 220 pb. La cepa 6 present6 los loci G,

D, Hy el gen mecA y la banda desconocida de 220 pb.

La cepa 8 presentd locus A y gen mecA. Las cepas 16, 18, 27, 28 y 29
presentaron gen mecA y locus A, la cepa 9 presentd gen mecA y una banda
desconocida de 260 pb, la cepa 10 solo posee gen mecA. La cepa 13 amplifico para el

locus D, pero no el gen mecA.
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Las cepas 11, 24 y 26, presentaron los loci A, D y el gen mecA, correspondiente
al SCCmec tipo I. La cepa 14 amplifico para el gen mecA, los loci A, G y D, ademas

de una banda desconocida de 260 pb, ubicandose como SCCmec tipo IA.

La cepa 19 present6 gen mecA, loci A y F y una banda de 260 pb, parecido a la
cepa 20, que ademas, presentd una banda de 220 pb, la cepa 22 es SCCmec tipo | con

una insercion de 220 pb.

Las cepas SCN 12, 17, 21, 23 y 25 no dieron ningun amplificado.

En la tabla 8, se compara el fenotipo y el genotipo de cepas SCN; la cepa 2 fue
sensible en el antibiograma pero presentd gen mecA; la cepa 5 que muestra una
discordancia entre los discos de oxacilina y cefoxitina, presenté gen mecA,; las cepas
8, 12, 13, 17, 21, 23 y 25 que en el antibiograma se reportaron como meticilino
resistentes no amplificaron gen mecA. En cepas portadoras del gen mecA se muestra

la CMI para oxacilina.

La CMI para oxacilina en las cepas SCN, variaron entre cada cepa como puede

observarse en la tabla 8.

A las cepas no portadoras del gen mecA se les realiz6 una prueba confirmatoria
fenotipica de produccion de betalactamasas con los antibiéticos ampicilina (10 pg) y
ampicilina-sulbactam (10/10 pg). Dos cepas S. aureus 10 y 12 y a las cepas SCN 8,
12, 13, 17, 21, 23 y 25. La cepa 10 de S. aureus, fue sensible a ampicilina y
ampicilina-sulbactam; en el caso de la cepa 12, fenotipicamente resistente a
meticilina, present6 resistencia a ampicilina y sensibilidad a ampicilina-sulbactam.
Las cepas SCN 8, 13 y 25 resultaron resistentes a ampicilina y sensibles a ampicilina-

sulbactam. Las cepas 12, 21 y 23, presentaron un delta mayor de 5 mm en los discos
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de ampicilina y ampicilina-sulbactam. La cepa 17 fue resistente tanto a ampicilina

como ampicilina-sulbactam.

Tabla 7. Fenotipo, genotipo, tipo de SCCmec y CMI en cepas Staphylococcus aureus
aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA (enero a julio 2007).

Cepa Oxacilina Cefoxitina GenmecA  Tipo SCCmec CMI

1 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/1
2 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
3 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
4 Resistente Resistente Positivo ND > 512 mg/l
5 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
6 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
7 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
8 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
9 Resistente Resistente Positivo ND 256 mg/l
10 Sensible Sensible Negativo NA ND

11 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
12 Resistente Resistente Negativo ND ND

13 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
14 Resistente Resistente Positivo I 256 mg/l
15 Resistente Resistente Positivo v 64 mg/l
16 Resistente Resistente Positivo v 256 mg/l
17 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
18 Resistente Resistente Positivo I 128 mg/l
19 Resistente Resistente Positivo v 64 mg/l
20 Resistente Resistente Positivo I 64 mg/l
21 Resistente Resistente Positivo | 2 mg/l

NA: no aplica. ND: no determinado.
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En la tabla 9, se observa la prevalencia de los diferentes loci en las cepas S.
aureus aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA; no hubo
amplificacion para los loci E, F, G y H. Hay predominio de los loci A y D,

ubicandose en SCCmec tipo I.

En el caso de SCN amplificaron la mayoria de los loci excepto C y E,
observandose predominio de los loci A y D; una sola cepa amplifico para el locus B;
en estas cepas solo 8 de las 29 SCN se lograron determinar el tipo de SCCmec, con
muchas inserciones y bandas desconocidas que se repitieron, como la banda de 220
pb que aparece en cinco cepas y la de 260 pb en cuatro cepas, amplificando en la
mayoria de los casos distintos loci. Cuatro cepas amplificaron el locus F, tres para el

locus G y tres para el locus H como se observa en la tabla 10.

Tabla 8. Fenotipo, genotipo, tipo de SCCmec y CMI en cepas Staphylococcus
coagulasa negativa aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA (enero
a julio 2007).

Cepa Oxacilina Cefoxitina GenmecA  Tipo SCCmec CMI

1 Resistente Resistente Positivo ND 2 mg/l
2 Sensible Sensible Positivo ND 1 mg/l
3 Resistente Resistente Positivo v 8 my/l
4 Resistente Resistente Positivo ND 64 mg/l
5 Resistente Sensible Positivo ND > 512 mg/l
6 Sensible Resistente Positivo ND 2 mg/l
7 Resistente Resistente Positivo v 2 mg/l
8 Resistente Resistente Negativo NA ND

9 Resistente Resistente Positivo ND 256 mg/l
10 Resistente Resistente Positivo ND > 512 mg/l
11 Resistente Resistente Positivo I > 512 mg/l
12 Resistente Resistente Negativo NA ND
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Continuacién de la Tabla 08.

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente

Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente
Resistente

Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

ND
1 mg/l
8 mg/l
> 512 mg/l

ND
> 512 mg/l
32 mg/l
0.50 mg/l

ND
1 mg/l

ND
4 mg/l

ND
4 mg/l
> 512 mg/l
> 512 mg/l
12 mg/l

NA: no aplica. ND: no determinado.
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Tabla 9. Loci amplificados en la PCR mudltiple en las cepas Staphylococcus aureus
aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA.

Cepa mecA A C D
1 X X - X
2 X X - X
3 X X - X
4 X X - -

5 X X X X
6 X X - X
7 X X - X
8 X X - X
9 X - - -

10 - X - -

11 X X X X
12 - - X -

13 X X - X
14 X X - X
15 X - - X
16 X - - X
17 X X - X
18 X X - X
19 X - - X
20 X X - X
21 X X - X

X: presencia del gen mecA y de los loci A, C y D.
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Tabla 10. Loci amplificados en la PCR multiple en las cepas Staphylococcus
coagulasa negativa aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA.

Cepa mecA A B D F G H Banda
desconocida

1 X X - - - - X 220
2 X X - - X - - 260
3 X - - X - - - -

4 X - X - - - X -

5 X X - - X X - 220
6 X - - X - X X 220
7 X - - X - - - -

8 - X - - - - - -

9 X - - - - - - 260
10 X - - - - - - -
11 X X - X - - - -
12 - - - - - - - -

13 - - - X - - - -

14 X X - X - X - 260
15 X - - X - - - -
16 X X - - - - - -

17 - - - - - - - -

18 X X - - - - - -
19 X X - - X - - 260
20 X X - - X - - 220
21 - - - - - - - -

22 X X - X - - - 220
23 - - - - - - - -
24 X X - X - - - -
25 - - - - - - - -
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Continuacién de la Tabla 10.

26 X X - X -
27 X X - - -
28 X X - - -
29 X X - - -

X: presencia del gen mecA y de los loci A, B, D, F, Gy H.
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DISCUSION

De las cepas de S. aureus aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del
SAHUAPA de los diferentes servicios (Tabla 1), predominaron las de emergencia
adulto, ambulatorios y medicina A. La literatura reporta un mayor numero de
muestras provenientes de UCI y cirugia blanda (Morales et al., 2007). El tipo de
muestra de donde se obtuvieron las cepas S. aureus se correlaciona con lo reportado
en la literatura (Tabla 2), donde la mayoria de estas muestras son obtenidas de

secreciones, catéteres, esputo y exudados (De la Parte-Pérez et al., 2003).

En el caso de SCN, se presentd un gran numero de estas cepas aisladas de la
Unidad Neonatal (Tabla 3), con pocos casos en los demas servicios y predominio de
las cepas provenientes de pediatria (UCI-P, piso 6 y observacion pediatrica)
coincidiendo con lo reportado, tanto a nivel nacional como mundial, como los mas
susceptibles a infecciones por SCN, seguidos de pacientes de UCI, dialisis o

inmunocomprometidos (Kloss y Bannerman, 1994).

En neonatos, al tener aislamientos de SCN duplicados en los hemocultivos y
repetirse en dos de tres hemocultivos, se debe considerar como patdégenos y no como
contaminantes, como se observa normalmente en publicaciones de SCN; habria que
considerar el perfil de susceptibilidad de cada cepa para inferir si se trata del mismo
clon y que sean propios del paciente o de los diferentes servicios (Perazzi et al.,
2006). En este estudio, en los hemocultivos se aisl6 solamente SCN (Tabla 4), como
lo reportado por Macero y Moreno (2007 a). En SCN, la muestra predominante, los
hemocultivos, estuvo seguida de secreciones y catéteres, asi como en S. aureus (Tabla
2).
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La meticilina, el antibidtico de eleccion en el tratamiento de infecciones
estafilocdccicas, ha registrado un aumento en el patrén de susceptibilidad desde 1961
(Jevons, 1961). La resistencia a meticilina se detectaba hasta el 2004 con el disco de
oxacilina, mediante la prueba de difusion en disco o antibiograma, debido a su
estabilidad y sensibilidad superior a otras penicilinas estables a penicilinasas; reportar
cepas meticilino resistentes es homologo a oxacilino resistentes (Centro Nacional de
Estandares de Laboratorios Clinicos NCCLS, 2004). A partir de enero de 2004, el uso
de cefoxitina, una cefomicina (inductor mas potente del sistema regulador mecA), es
el método de eleccion para predecir resistencia a meticilina en cepas de SCN. Se usa
el disco de oxacilina bajo recomendacion del M2-A9 del CLSI. No obstante, la
susceptibilidad a oxacilina es dificil de leer y desde el 2006, el CLSI recomienda el

uso tanto de oxacilina como de cefoxitina (CLSI, 2006).

En los trabajos realizados en Venezuela, después de la normalizacion del uso
del disco de cefoxitina, no se monta en todos los laboratorios este disco, para la
deteccion de la meticilino resistencia (Lozada, 2004; Alvarez et al., 2005; Requena et
al., 2005; Tedesco et al., 2005; Torres et al., 2005; Velasco et al., 2005; Vivas et al.,
2005). El CLSI (2006) recomienda, tanto para S. aureus como para SCN el uso de
discos de oxacilina y cefoxitina, ya que la molécula de oxacilina en ocasiones puede
dar resultados de falsa resistencia, debido a que la concentracion del taxo se pierde
rdpidamente y por otro lado, no es capaz de inducir la meticilino resistencia en S.
aureus o presenta una falsa resistencia en SCN.

En el caso de SCN es aun mayor la importancia de la colocacion de los dos
discos, porque como en la mayoria de los casos, en el trabajo diario de laboratorio no
se identifican las especies de SCN; en el caso de S. saprophyticus y S. lugdunensis no
se debe colocar el disco de oxacilina porque arroja resultados falsos, se puede
observar resistencia fenotipica en ausencia del gen mecA. En los laboratorios clinicos

publicos que no cuentan con técnicas moleculares para detectar la presencia del gen
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responsable de dicha resistencia, es el uso del disco de cefoxitina el que infiere la
presencia de cepas mecA positivas (Dourado et al., 2007).

Es necesario colocar ambos discos para inferir la presencia del gen mecA en S.
aureus en los laboratorios clinicos que no poseen técnicas méas precisas para detectar

la meticilino resistencia, como lo es la PCR.

En cuanto al antibiotipo, se puede observar en la tabla 5 que 20 cepas de S.
aureus fueron resistentes a oxacilina y cefoxitina. Son resultados que coinciden con
lo reportado en Cumanéa por Mata (2003) en pacientes con cuadro febril recluidos en
el SAHUAPA en el cual reporta 15% de resistencia a oxacilina. Mientras que
Salvemini (2003), quién trabajé con cepas S. aureus en manipuladores de alimentos

en Cumana reporto una sensibilidad a oxacilina de 100%.

En Caracas, en el Instituto Médico La Floresta, se reportd 95% de resistencia a
oxacilina en un estudio entre el 2001 y el 2006 (Caceres et al., 2007) y 64% de
resistencia en el Hospital Vargas (Morales et al., 2007), con alta resistencia a
oxacilina, distinto a lo encontrado en Cumand, pero igualmente se noté que el

porcentaje de resistencia ha ido incrementandose.

Con el transcurrir de los afios y el uso indiscriminado de betalactamicos, se ha
observado un cambio en el porcentaje de resistencia a oxacilina en Ciudad Bolivar,
Villarroel et al. (1979) hallé 48.2% resistencia a oxacilina; Salazar (2003) en cepas
aisladas de individuos con furunculosis, observd 75% resistencia a meticilina y
Lozada (2004) sefial6 45% de resistencia a oxacilina en cepas provenientes de

infecciones tanto nosocomiales como comunitarias.

En este trabajo se demostré que existe una relacion directa entre el fenotipo de

meticilino resistencia observado en S. aureus con los discos de oxacilina y cefoxitina
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y la presencia del gen mecA. Con el uso de los oligonucleétidos MECA P4 y MECA
P7, se pudo poner en evidencia directa la presencia de la PBP2’ o PBP2a, la cual le
confiere la meticilino resistencia al género Staphylococcus. Hubo una sola excepcion
para S. aureus; la cepa 12, oxacilina y cefoxitina dieron resistentes cuando mecA
estaba ausente (Tabla 5). A esta cepa se le hizo una comprobacion fenotipica de
produccién de betalactamasa y dio positiva. Las cepas con falsos negativos para la
meticilino resistencia, es decir antibiogramas con resistencia a los discos de oxacilina
y cefoxitina pero gen mecA negativos, pueden ser el resultado de una
sobreproduccién de penicilinasa o sobre expresion o alteraciones de PBP
constitutivas, ya que estd demostrado que las penicilinas estables a penicilinasas se
pueden ver alteradas cuando estas enzimas estan presentes (Dourado et al., 2007). Se
descarta que la cepa 12 de S. aureus tenga alteraciones en las PBP constitutivas
puesto que la combinacién del disco ampicilina-sulbactam recuperé la actividad de

ampicilina.

En SCN hubo 10 casos de discordancia en la deteccion de la meticilino
resistencia (Tabla 8); hubo un grupo de siete SCN que resultaron negativos para el
gen mecA y fenotipicamente eran resistentes a oxacilina y cefoxitina en el
antibiograma. Las cepas 12, 21 y 23 son hiperproductoras de penicilinasas, mientras
que 8, 13 y 25 son productoras de betalactamasas. La cepa SCN 17, la cual resultd
resistente tanto a ampicilina como ampicilina-sulbactam, en ausencia del gen mecA
indica que su mecanismo de resistencia a los betalactamicos no es ni la produccion de
PBP2a ni de penicilinasas, se debe a una alteracion de PBP constitutivas. Suzuki et al.
(1992) describio alteraciones en la cantidad de PBP1 y PBP4 en S. haemolyticus y S.

saprophyticus.

El otro caso de discordancia se observo en las cepas SCN 2 y 5; en la cepa 2,
los discos de cefoxitina y oxacilina dieron sensibles cuando era portadora del gen

mecA. En un trabajo realizado en Argentina, se observd el mismo caso en tres cepas
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SCN, dos S. epidermidis presentaron halos de inhibicion de 16 y 21 mm,
respectivamente, para oxacilina y > 30 mm para cefoxitina, cuando realmente eran
mecA positivos (Perazzi et al., 2006). La cepa 5 que reportd disociacion entre el disco
de oxacilina y cefoxitina, resultando sensible a cefoxitina, distinto a lo que indica
Dourado et al., 2007, el cual reporta la importancia del disco de cefoxitina para
inducir la presencia del gen mecA, esta cepa se colocd como resistente a oxacilina por

presentar colonias intrahalos.

De las siete cepas con antibiogramas resistentes a meticilina con mecA negativo
se descarta la posibilidad de que existan cepas S. lugdunensis, ya que normalmente
esta especie carece de los genes que codifican para PBP2a y la penicilinasa, siendo
completamente susceptibles a los betalactamicos (Hussain et al., 2000). Algunos
reportes indican que todas las cepas son resistentes a los betalactamicos, caracteristica
qgue junto a la ornitina descarboxilasa han sido utilizados como métodos de
identificacion para S. lugdunensis (Losada et al., 2003). Se debio realizar la CMI en
estas cepas, para establecer el rango con respecto a oxacilina, sin embargo, por estar
carente del gen mecA deben considerarse sensibles a oxacilina. Existen cepas S.
lugdunensis que transportan el gen mecA con una CMI > 256 mg/1 (Tee y Lim, 2003).
La falta de técnicas exactas para determinar S. lugdunensis crea problemas para
determinar su perfil de resistencia, siendo la PCR el método de eleccion para

determinar la meticilino resistencia (Horstkotte et al., 2002).

Hederstierna-Johnsen et al. (2005) demostraron que el uso de cefoxitina de 10
Mg en agar Iso-Sensitest, con diametros < 22 mm para resistencia y > 27 mm para
susceptibilidad, tiene 100% sensibilidad para predecir la meticilino resistencia en
SCN aislados de los hemocultivos.

En este estudio se utilizé la recomendacion del manual del CLSI, 2007, con una

carga de 30 pg en agar Muéller-Hinton. Seria interesante hacer un estudio bajo estas
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condiciones en las cepas provenientes de los hemocultivos de la UN, ya que la
mayoria de los SCN provienen de ese servicio y se ha demostrado que en S.
epidermidis el disco de 30 pg de cefoxitina fracasé en la deteccion de cepas mecA
positivas (Frigatto et al., 2005). No obstante, Pottumarthy et al. (2004) demostré que
el disco de cefoxitina de 30 pg presenta pocos errores (falsa susceptibilidad), para

predecir la meticilino resistencia.

A las cepas de S. aureus positivas para el gen mecA se les realizé la CMI (ver
tabla 7), resultando las cepas 1-8, 11, 13 y 17 con una concentracion de oxacilina >
512 mg/l, lo que indica que son clase 4, son cepas con resistencia homogenea, estas
células muestran altos niveles de resistencia, CMI de 400 a 1000 mg/l (Tomasz et al.,
1991). Las cepas 9, 14 y 16 con CMI de 256 mg/I, la cepa 18 con CMI 128 mg/l y las
cepas 15, 19 y 20 con 64 mg/l, las cuales tienen altos niveles de resistencia, se
ubicaron en la clase 3, que va desde 50 a 200 mg/l de oxacilina. La cepa 21 resulto
con heterorresistencia por tener una CMI de 2 mg/l para oxacilina, conteniendo un

numero pequefio de bacterias resistentes (Tomasz et al., 1991).

A las cepas SCN 5, 10, 11, 16, 18, 27 y 28, que presentaron gen mecA, se les
realizd la CMI, ubicandose las cepas como clase 4, con CMI > 512 mg/l a oxacilina,
(Tomasz et al., 1991). La cepa 4 (64 mg/l), 9 (256 mg/l) y 19 (32 mg/l), pertenecen a
la clase 3 seguin su CMI, la cual va de 50 a 200 mg/I de oxacilina, son cepas con altos
niveles de resistencia, a pesar de que tienen resistencia heterogénea. Las cepas 3, 15
(8 mg/l) y 29 (12 mg/l) de CMI para oxacilina, se ubican en la clase 2, en un rango
de 6 a 12 mg/l de CMI para oxacilina; esta clase es la mas frecuente en cepas
resistentes a oxacilina. Las cepas 1, 6 y 7 (2 mg/l), 24 y 26 (4 mg/l) de CMI para al
oxacilina, son heterorresistentes por tener una CMI de 2 mg/l para oxacilina,
conteniendo un numero pequefio de bacterias resistentes (Tomasz et al., 1991). Las
cepas 2 y 14 (1 mg/l), 20 (0,50 mg/l) y 22 (1 mg/l), no entran dentro de la
clasificacion de la meticilino resistencia por CMI para oxacilina. A pesar de poseer
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gen mecA, tienen CMI por debajo del limite inferior para la meticilino resistencia
establecido por Tomasz et al. (1991). Estas cepas son consideradas pre-meticilino
resistentes; este fenomeno ha sido descrito en cepas S. aureus. Se ha demostrado que
su transcripcion esta fuertemente reprimida por los genes reguladores (Hiramatsu et
al., 1991; Hiramatsu, 1995) y poco después, fueron identificados SCN como pre-
meticilino resistentes pese a albergar el gen mecA (Hussain et al., 2000).

En Cumana no se han reportado estudios de SCN, por lo tanto no se cuenta con
datos de referencia. Cuevas et al. (1999), han reportado mayor resistencia en SCN
que en S. aureus; los resultados aqui obtenidos son contrarios a esto; eso podria
deberse a que en el caso de aislamientos de SCN de sitios estériles y de piel y partes
blandas se toman como flora colonizante, descartandose las cepas sin practicarle
pruebas de susceptibilidad antibidtica, por lo tanto no se puede conocer su perfil de
susceptibilidad; durante este estudio muchas cepas SCN fueron descartadas en el
Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA al inicio, lamentablemente no se
pudieron estudiar. Es por esta razén, que se deberia realizar un analisis de todos los
SCN para detectar su perfil de susceptibilidad y la relacion con infecciones

nosocomiales y comunitarias.

En Venezuela es necesario un estudio para la identificacion a nivel de especie
de SCN para conocer la frecuencia de cada especie y su relacién con infecciones
especificas, como los reportados en estudios de vigilancia epidemioldgica a nivel
mundial, ya que no se realiza como rutina en el Laboratorio de Bacteriologia clinica
en ningan hospital del territorio venezolano; el continuo asilamiento de SCN de
hemocultivos suele tomarse como contaminacion al momento de la toma de muestra,
por formar parte éstos de la flora normal. Sin embargo, a nivel internacional se les
relaciona cada vez mas como causantes de infecciones nosocomiales, especialmente
en neonatos, nifios y adultos con sistema inmune comprometido, ademas de estar

asociados a altas tasas de mortalidad (Kloss y Bannerman, 1994). S. saprophyticus,
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junto con S. hominis y S. epidermidis son las especies mas aisladas en infecciones
nosocomiales (Raz et al., 2005).

En los antibiogramas se colocaron otros discos como eritromicina y
clindamicina para detectar la resistencia de estas cepas a un grupo de antibidticos
Ilamados macrolidos-lincosaminas-estreptograminas. Se observé qué tipo de
resistencia fenotipica presentaban estas cepas, en la mayoria de los casos fue una
resistencia MLSg constitutiva. Macero y Moreno (2007 b) y Serrano et al. (2007),
sefialan 33% y 23 %, de resistencia constitutiva, respectivamente. Estos antibioticos
son considerados terapias alternativas en pacientes alérgicos a betalactamicos; se
observo una cepa, con resistencia inducida a este grupo, evidenciandolo por la prueba
D positiva, observandose un achatamiento del halo de clindamicina (2 pg) ante el de
eritromicina (15 pg) en la cepa 6 SCN. Contrario a este trabajo, Macero y Moreno
(2007 b), reportaron 29% de estas cepas con fenotipo MLSg inducible. No se detectd

ninguna cepa con el mecanismo de bomba de eflujo.

Desde la aparicion de cepas SARM, en la década de los 60, aumento el uso de
la vancomicina a nivel hospitalario para tratar infecciones graves por cocos Gram
positivos (Ena et al., 1993). En el caso de vancomicina, 13 cepas de S. aureus
presentaron susceptibilidad disminuida o resistencia intermedia (SAIV) y 2 cepas con
resistencia a vancomicina (SARV); en Venezuela no se han reportado cepas SAIV ni
SARV; colonias intrahalos fueron detectadas en algunas cepas, lo cual es indicativo
de cepas SAIV.

A nivel mundial, las unicas cepas SARV aisladas desde 2002 hasta 2005, han
sido localizadas en Estado Unidos (Johnson y Woodford, 2002; Miller et al., 2002;
Kacica y McDonald, 2004; Sievert et al., 2002; Michigan Department of Comunity
Health, 2005). Los primeros dos aislamientos de 2002 provenian de Michigan con

CMI de 128 pg/ml y Pennsylvania con CMI de 64 mg/l para vancomicina (Weigel et
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al.,, 2003; Tenover et al., 2004); estas cepas son portadoras del elemento
extracromosomico Tn1546, el cual transporta el operdn vanA, responsable del alto
nivel de resistencia a glicopéptidos en Enterococcus; luego, en 2004 se aislo en New
York (Kacica y McDonald, 2004). Dicho esto, las dos cepas SARV aisladas en este
estudio deben ser analizadas en profundidad para determinar si realmente son cepas
portadoras de un operén de resistencia a los glicopéptidos como las reportadas

anteriormente o presentan algin mecanismo no identificado hasta ahora.

Las primeras cepas con susceptibilidad disminuida a vancomicina y/o
teicoplanina en Staphylococcus fueron mal categorizadas como resistentes (Schwalbe
et al., 1987; Veach et al., 1990; Sieradzki et al., 1999; Smith et al., 1999; Tenover,
1999; Tenover et al., 2001), debido a que su mecanismo de resistencia no estaba
codificado por la presencia de un operon de resistencia a glicopéptidos descritos en
Enterococcus, sino por un aumento del grosor de la pared (Hanaki et al., 1998).
Desde el siglo pasado, en todas partes, se han aislado Staphylococcus con
susceptibilidad disminuida a glicopéptidos (Daum et al., 1992; Centers for Disease
Control and Prevention, 1997; Hiramatsu et al., 1997; Garrett et al., 1999; Centers for
Disease Control and Prevention, 2000).

En el caso de SCN, la susceptibilidad disminuida a vancomicina fue menor que
en S. aureus, pero igualmente es la primera vez que se detectan en el pais este tipo de
cepas. Caso parecido ocurrié en SCN, no se reportd ninguna cepa SCN-RV, pero si
SCN-1V. Center et al. 2003 reportaron en UCI neonatal, susceptibilidad reducida a

vancomicina en 3,9 % de los aislados de SCN, identificados el 75% como S. warneri.

Nakipoglu et al. (2005) reportaron 1,2% de susceptibilidad disminuida a
teicoplanina en S. aureus. Se podria utilizar teicoplanina como terapia alternativa en
S. aureus aunque se le debe realizar un seguimiento de vigilancia de resistencia

bacteriana para determinar si hay aumento en la resistencia a teicoplanina en estas
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cepas. SCN no presentd resistencia, aunque se tiende a relacionar a SCN con
sensibilidad disminuida a teicoplanina, se observd mayor porcentaje en S. aureus,
pudiéndose utilizar como terapia alternativa en SCN. Estos resultados son distantes
de lo reportado en la literatura (Goldstein et al., 1990; Sieradzki et al., 1998).
Siempre hay que montar en el antibiograma, tanto el disco de vancomicina como el

de teicoplanina, ya que ninguno es excluyente del otro.

En el perfil de susceptibilidad de S. aureus y SCN hubo predominio de cepas
resistentes a oxacilina, cefoxitina, clindamicina y eritromicina, con susceptibilidad
disminuida a vancomicina y a teicoplanina (Tablas 5 y 6), lo que representa una guia
para el médico a la hora de administrar una terapia antibiotica empirica y predecir el

perfil de resistencia de estas cepas a los antibidticos.

En la caracterizacion molecular de cepas S. aureus, las cepas 1, 2, 3, 6, 7, 8, 13,
14,17, 18, 20 y 21 amplificaron para el locus A, el locus D y el gen mecA, este perfil
es caracteristico de SCCmec tipo | (Oliveira y de Lencastre, 2002). Este tipo de
SCCmec fue identificado en 1961 en Reino Unido; posee gen mec clase B y complejo
ccr tipo 1 (Hiramatsu et al., 2002). Este tipo no tiene ningin plasmido o transposon
que le confiera resistencia a algun otro antibidtico distinto a meticilina o algun metal
(Ito et al., 2001), a diferencia del tipo 1A, el cual difiere del tipo | por la presencia de
la integracion del plasmido pUB110 (Shore et al., 2005).

La PCR multiple utilizada (Oliveira y de Lencastre, 2002) no es capaz de
discriminar algunos subtipos, pudiéndose observar fallas con los oligonucledtidos
aqui empleados; las cepas 5 y 11, presentaron loci A y D ademas del gen mecA,
especificas de SCCmec tipo |, pero presentaron una banda extra, la cual corresponde
al tamafio amplificado para el locus C, el gen regulador mecl. Estas cepas pudieran
ser tipo | con una insercion del locus C y estar en presencia de un rearreglo del

complejo mec clase A y B en estas cepas.
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La PCR multiple utilizada amplifica SCCmec del tipo I al 1V, ademas de los
tipos o subtipos 1A y I1IA; los subtipo IA y I1IA estan definidos por la presencia de
pUB110 y la ausencia de pT181, respectivamente. La subtipificacion de la
caracterizacion de la meticilino resistencia puede lograrse utilizando la PCR multiple
de Zhang et al. (2005), la cual pudiese ser utilizada para las cepas tipo IV de S.
aureus 15, 16 y 19 y SCN 3, 7 y 15, ya que hay 100% de concordancia en los tipos
del I al 1V, excepto para las cepas tipo V. La metodologia propuesta por Oliveira y de
Lencastre (2002), caracteriza falsamente este tipo V como tipo Ill. EI método de
Zhang et al. (2005) tiene un mayor poder discriminatorio para la clasificacion de
tipos y subtipos. Se encontraron trece aislamientos que no fueron tipificables: cinco
cepas tenian multiples bandas y ocho solamente amplificaron para el gen mecA por el
método empleado, dichos aislamientos fueron clasificados por la PCR mudltiple de
Oliveira. No obstante, se han descrito los tipos IVA, IVB, IVC, IVD, V y VI (Shore
et al., 2005), para lo cual seria altamente recomendable realizar otras PCR multiples
para identificar qué tipo de SCCmec existe en las cepas no identificadas en este

trabajo.

La importancia de la actualizacion de la PCR multiple de Milheirigo et al.
(2007), el mismo grupo de investigacion de Lencastre, en Portugal, es la tipificacion
del complejo ccr, ademéas permite la caracterizacion de los SARM asociados a la
comunidad (SARM-AC), lo cual corresponde a los tipos IV (IVE, IVG, IVH) y V. La
PCR de Oliveira y de Lencastre (2002) se diferencia de la de Milheirigo et al. (2007),
en cuatro pares de oligonucleétidos, de los cuales dos estan destinados para la

tipificacion del SCCmec tipo V.

La cepa 4 de S. aureus y 16, 18, 27, 28 y 29 de SCN poseen locus A y gen
mecA, pudiera tratarse de SCCmec tipo | con una delecion del locus D (Oliviera y de
Lencastre, 2002). pUB110, normalmente hallado en SCCmec tipo Il, confiere

resistencia a los aminoglucdsidos kanamicina, tobramicina y bleomicina (Ito et al.,
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1999). La delecion o incorporacion de pUB110 ha sido reportado anteriormente; el
tipo SCCmec tipo IA pudo haber evolucionado del tipo | o viceversa (Oliveira et al.,
2001). Asi como se ha encontrado pUB110 en SCCmec tipo IV (Oliveira y de
Lencastre, 2002) y en SCCmec tipo 111 (Wielders, 2003).

El complejo mec clase B, propio del tipo SCCmec tipo | y IV, tiene secuencias
de inserciones, 1S1272 e 1S431. Las cuales son capaces de producir varios tipos de
rearreglos en el genoma, incluyendo deleciones o inserciones (Mahillon et al., 1999).
IS431 es conocida por servir como sitio de deposito a multiples genes de resistencia
(Matthews y Tomasz, 1990) asi no es raro notar que pUB110 y pT181 tengan copias
integradas en ellos, demostrandose la presencia de dos copias de 1S431 en cepas
SCCmec tipo Il y tipo 1l (McKenzie et al., 1986; Dubin et al., 1991), sugiriendo que
estos plasmidos se hayan integrado por eventos cruzados de recombinacion
homologa, por una copia en el cromosoma y otra en el plasmido (Skinner et al.,
1988).

Las cepas 15, 16 y 19 de S. aureus amplificaron el locus y el gen mecA,
identificandose como SCCmec tipo IV; el cual es responsable de infecciones
adquiridas en la comunidad (Ma et al., 2002), es un elemento pequefio que no lleva
genes de resistencia asociadas al gen mecA (Oliveira y de Lencastre, 2002). El
SCCmec tipo IV presenta multiples subtipos y es altamente transmisible. Los cuatro
tipos son IVA, IVB, IVC y IVD, difieren cada uno por la region downstream del
complejo ccr (Shore et al., 2005).

La cepa 9 soOlo posee gen mecA; es necesario realizar PCR con otros
oligonucledtidos distintos a los aqui usados para verificar si amplifica para los nuevos
tipos descritos de SCCmec, 0 quizads sea un tipo nuevo. Esto ha sido reportado
previamente por Zhang et al. (2005), donde tuvo 8 aislamientos que no amplificaron

para ningun elemento SCCmec, pero si mecA, uno de estos elementos fue identificado
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tipo IV por el método de Oliveira 'y 7 tenian tipificaciones incongruentes por los dos
tipos de clasificacion, lo que representaria nuevas variantes de tipos o subtipos.

Tanto la cepa 10 como la 12 de S. aureus no amplificaron el gen mecA. Pero si
amplificaron para el locus A; la cepa 12 amplificé el locus C, indicando que tienen
parte del SCCmec, por lo tanto, no son resistentes a los betalactamicos. Luong et al.
(2002) encontrd una cepa de S. aureus con caracteristicas esenciales del elemento
SCC a quien le faltaba el gen mecA. La cepa 8 de SCN no presentd gen mecA pero si
amplifico para el locus A, lo cual ejemplifica que SCC es un elemento moévil, que se
encuentra en partes del genoma de Staphylococcus, ademas que la incorporacion de la
resistencia de S. aureus provino de SCN. SCC es un elemento mdvil basico que sirve
como vehiculo para el intercambio de genes entre especies de Staphylococcus, genes
asociados de resistencia a otros antimicrobianos (Ito et al., 2001). Esto también ha
sido reportado en S. hominis, en una cepa de Tokyo, en la cual se encontraron
elementos SCC en su genoma, pero era una cepa meticilino sensible (Katayama et al.,
2003).

SCN 3, 7 y 15 amplificaron dos bandas para el locus D y el gen mecA, lo que
los ubica como SCCmec tipo IV, asociado a la comunidad. Sin embargo, las dos
primeras cepas son de la UN y la 15 pertenece al piso 6A, lo que indica que son cepas

asociadas a la comunidad diseminadas en ambientes hospitalarios.

Las cepas 11, 24 y 26 amplificaron los loci Ay D y el gen mecA, ubicandolas
en SCCmec tipo I; es el clon mas antiguo descrito, le confiere resistencia a otros
antimicrobianos distintos a los betalactamicos (Ito et al., 2001). La cepa 22 pudiese
ser igualmente SCCmec tipo | con una insercién de 220 pb, la cual se necesita

secuenciar para su identificacion.

Las cepas SCN anteriores, fueron las que se pudieron determinar en si que tipo
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de SCCmec con la técnica de PCR multiple, las demas cepas variaron, no pudiéndose
ubicar en ninguno de los SCC determinados por la PCR multiple utilizada en este

trabajo (Oliveira y de Lencastre, 2002).

La cepa 1 de SCN amplificé para los loci Ay H, y gen mecA, (la secuencia de
insercion 1S431 y el plasmido pT181) y una secuencia desconocida de 220 pb. El
locus H estd asociado a pT181 que confiere resistencia a tetraciclinas, no se ha
descrito este tipo SCCmec por lo que se sugiere otros oligonucledtidos para

determinar el tipo, asi como con las cepas 14, 19y 20.

La cepa de SCN 2 amplifico para los loci A y F; este ultimo posee el transposon
Tn554 (insertado en el gen orfX), que provee resistencia a eritromicina y
espectinomicina (Oliveira y de Lencastre, 2002). En la cepa se encontrd una banda
extra de 260 pb, la cual es desconocida. Esta cepa amplificd para el gen mecA pero su
antibiograma fue susceptible a ambos antibioticos, lo cual pudiera estar indicando un
bajisimo nivel de expresion de la heterorresistencia a meticilina, como ha sido

reportado anteriormente (Schaefler et al., 1981).

La cepa 4 amplifico los loci H y B y gen mecA. El locus B es interno del operén
kdp el cual es especifico para SCCmec tipo Il y el locus H es especifico del SCCmec
tipo 1A (Oliveira y de Lencastre, 2002); por lo tanto no se puede establecer a qué
tipo de SCCmec pertenece, debido a que para ser tipo Il debié amplificar para los loci
C y D, pudiera ser tipo I1A con insercion del locus B. Se necesita realizar otra PCR

con otros oligonucle6tidos para su mejor identificacion.
La cepa 5 amplifico los loci A, H y G, el ultimo locus lleva inserto el plasmido

pUB110 (Oliveira y de Lencastre, 2002), una region especifica de 260 pb, pudiendo

inferirse que se trata de una reorganizacion genética (McGechie y Daley, 2000).
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La presencia de los loci G y H indica que hay dos 1S431 en esta cepa, aunado a
su bajo nivel de resistencia a meticilina (CIM 2 mg/l), ademas la ausencia del locus A
sugiere que se estd en presencia de S. haemolyticus. Esto ha sido reportado
anteriormente por Katayama et al. (2001), en donde, de 38 cepas S. haemolyticus 5
presentaban CMI de 1 a 4 mg/l, en estas 5 cepas, 1S431L estaba localizada del lado
izquierdo exacto del gen mecl, formando la estructura del complejo mec clase A. No
obstante, en otras cepas de S. haemolyticus 1S431L estaba asociado con una delecion
en ambos genes de regulacion, formando el complejo mec clase C. Se han descrito
tres complejos mec tradicionales en SCN (C1, C2 y D), mientras que C2 es tipico de
S. haemolyticus (Katayama et al., 2001). Por lo tanto, para poder tipificar esta cepa

hay que utilizar la metodologia de Shore et al. (2005).

Tanto la cepa 9 como la 10 de SCN presentaron gen mecA, pero no
amplificaron para algunos de los loci conocidos, lo que se sugiere realizar PCR con
oligonucledtidos distintos a los utilizados; en el caso de la cepa 9 presentd una
amplificacion en la region no especifica de 260 pb, la cepa 13 tampoco present6 gen
mecA, pero amplificd para el locus D, lo que pude tratarse de una reorganizacion

genética.

Las cepas SCN 1-4, 6-8, 12-15, 17 y 19-26 y 29, tienen bajo nivel de resistencia
a meticilina, atn cuando no presentaron amplificacion del locus C; contrariamente de
las cepas SCN 5, 9, 10, 11, 16, 18, 27 y 28, que tienen alto nivel de resistencia. El gen
mecl codifica un fuerte represor de la transcripcion del gen mecA, el cual esta
presente en las cepas pre-meticilino resistentes, mostrando un nivel marginal de
resistencia con CMI < 8 mg/1 (Hiramatsu, 1995; Hiramatsu et al., 1996). Al respecto,
Suzuki et al. (1993), demostrd que el gen mecl estd ampliamente diseminado en SCN,
contrariamente a lo reportado en este trabajo. Dickinson y Archer (2000),
demostraron que S. epidermidis con muy bajo nivel de resistencia estaba intacto el

gen mecl. En este trabajo, las cepas SCN 1, 2, 3, 6, 7, 14, 20 y 22 son portadoras del
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gen mecA y sin embargo presentan un bajo nivel de resistencia a meticilina, esto ha
sido reportado por Hussain et al. (2000) anteriormente. De estas 8 cepas, 4 son pre-

meticilino resistentes.

Las cepas SCN 8, 12, 13, 17, 21, 23 y 25 no amplificaron para el gen mecA. De
estas 7 cepas SCN, solo dos amplificaron para elementos del SCC. La cepa 8
amplifico para el locus A y la cepa 13 para el locus D. Esto ha sido reportado
anteriormente en la literatura, como es el caso del estudio realizado en Texas por
Mongkolrattanothai et al, (2004), quienes identificaron cepas S. epidermidis con dos
nuevos miembros de la familia SCC, que no transportaban el gen mecA. Por otro lado,
Katayama et al., (2003) estudio 27 cepas y encontrd 3 cepas SCN, S. arlettae, S.
auricularis y S. hominis, meticilino sensibles, portadoras de genes ccr, responsables
de la transferencia del elemento mec. Concluyendo que la existencia de SCC, sin gen
mecA, es indicativo de que el elemento SCC sirve como vehiculo de transferencia de

varios marcadores de resistencia entre especies estafilocdccicas.

En SCN, hubo 16 cepas que amplificaron el locus A; solo 5 pudieron ser
clasificadas como SCCmec tipo I. Las otras 11 cepas no pudieron ser clasificadas ya
que las bandas amplificadas no corresponden a tipos conocidos. No obstante, la
presencia del locus A, permite sugerir que son S. sciuri. El locus A corresponde a la
region downstream del gen pls. Este gen codifica a una gran proteina de superficie
gue media la agregacion bacteriana y actia como un factor de virulencia (Huesca et
al., 2002; Josefsson et al., 2005).

Se ha demostrado que el gen pls es comun en S. sciuri (Juuti et al., 2005). El
origen de mecA ha sido especulado provenir de un ancestro de especies SCN, siendo
principalmente, S. sciuri, la especie sospechada albergar el elemento SCCmec u otra
especie cercanamente evolutiva (Wu et al., 1996), ya que un homologo a mecA con

88% de similitud en la secuencia de amino &cidos ha sido hallado en todas las cepas
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S. sciuri. Esta es la especie taxondmicamente mas primitiva de Staphylococcus y esta
comprometida en infecciones animales y como comensal del medio ambiente (Kloos
et al.,1976; Kloos et al., 1997).

S. sciuri est4 raramente asociado a colonizacion o infeccion en humanos, pero
ocasionalmente ha sido hallado de muestras clinicas humanas (Adegoke, 1986;
Hébert et al., 1988; Murakami et al., 1991; Suzuki et al., 1992; Desroys du Roure et
al., 1993; Udo et al., 1995; Couto et al., 1996; Kloos et al.,1997; Kolawole y Shittu,
1997; Hedin y Widerstrém, 1998).

Debido a que la totalidad de estas cepas provienen de la UN del SAHUAPA, es
de vital importancia determinar su papel en los procesos infecciosos; saber si son
verdaderos patdgenos o son contaminacion ambiental al momento de la toma de la
muestra, ya que si son patdgenos como tales, seria el primer brote reportado en

Venezuela por esta especie.

Las cepas Staphylococcus, tanto SCN como S. aureus, aisladas en el
Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA, presentaron un perfil de susceptibilidad
altamente resistentes a los antimicrobianos, lo cual indica que son cepas
multirresistentes, ya que en la mayoria de los casos reportaron resistencia a
meticilina, correlacionandose con la presencia del gen mecA, el cual le confiere esta
resistencia. Se describen cepas con susceptibilidad disminuida a vancomicina que es
una de las opciones terapéuticas para las cepas SRM, es necesario un seguimiento de

estas.

En la mayoria de los casos se reportan cepas SCCmec tipo | y tipo 1V,
quedando muchos SCN sin determinar el tipo de SCCmec, por lo que se recomienda
realizar otra PCR que incluya los demas oligonucledtidos y secuenciar las bandas

desconocidas que se repitieron en varias cepas.
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SCC es un sistema estafilococico de intercambio de informacidn genética en
general, que no estd confinado solo al intercambio de genes de resistencia, sino que
como se ha demostrado en las cepas tipo I, Il y Ill, transportando genes para
sobrevivir en ambientes hostiles por otras sustancias, produciendo la gran proteina
plasmin sensitiva, ATPasa potasio dependiente y genes de resistencia a metales
pesados, respectivamente (Ito et al., 2001; Oliveira y de Lencastre, 2002). La
deteccion de estos plasmidos no es critica para la tipificacion de la meticilino

resistencia (Milheirico et al., 2007).

El elemento SCCmec es un marcador epidemioldgico critico para SARM y esto
ha contribuido a la elucidacion del origen y la historia evolutiva a nivel mundial de
los clones SMR, sin embargo, no todas las cepas meticilino resistentes pueden ser
tipificadas con los métodos disponibles por PCR, ya que existen todavia elementos
SCCmec no identificados.

La PCR multiple pone en evidencia varios aspectos: i) el locus D no esta
confinado a los tipos I, 1l o 1V, ya que se ha demostrado estar también presente en el
tipo Ill. ii) el tipo Il es problematico de identificar, puesto que es un elemento
compuesto, no obstante, la amplificacion de los loci E y F es fundamental. iii) la
tipificacion del tipo Il se complica cuando no todas las cepas transportan el operén
kdp, pudiendo no ser clasificado como tipo Il por las PCR multiples descritas. iv) la
tipificacion de estos tipos debe estar basada en el complejo mec, ccr y regiones

vecinas a estos complejos.
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CONCLUSIONES

La sensibilidad del disco de oxacilina y cefoxitina fue la misma para detectar la
meticilino resistencia, con respecto, a la presencia del gen mecA en S. aureus, no asi
en SCN.

En el SAHUAPA, en Cumana, estado Sucre, hay un predominio de cepas
SARM SCCmec tipo |.

Las cepas S. aureus SCCmec tipo 1V, aisladas en los pacientes ambulatorios y
de emergencia adultos, pueden ser cepas comunitarias que se estén diseminando en
los servicios hospitalarios como ya ha sido reportado en la literatura internacional y

estar produciendo infecciones nosocomiales.

Las penicilinas resistentes a penicilinasas o antiestafilocdccicas siguen siendo la
primera opcion terapéutica en las infecciones ocasionadas por Staphylococcus en los
diferentes servicios del SAHUAPA.

El alto nimero de aislamientos de SCN de hemocultivos en la UN pudiese ser
patognomonico de un brote infeccioso, conduciendo a una identificacion a nivel de
especie de dichas cepas para una mejor vigilancia epidemioldgica de las infecciones

en los neonatos, asi como la deteccion del perfil de susceptibilidad.
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RECOMENDACIONES

Hibridar las cepas con bajo nivel de resistencia con sondas mecl y mecR1.

Utilizar otros oligonucleotidos para la caracterizacion del alelo ccr.

Para una mejor clasificacion de las cepas SCCmec tipo IV, es conveniente
utilizar los oligonucleétidos recomendados por Zhang et al, 2005 y Milheirigo et al,
2007.

Las cepas que no pudieron ser clasificadas por la PCR multiple utilizada en este
trabajo deben utilizarse los oligonucleotidos para los SCCmec tipos del 1A al lIE,

IIB.

Secuenciar las bandas desconocidas para saber a qué parte del elemento

SCCmec corresponde.

Realizar un estudio de las cepas SAIV y posibles SARV para determinar su

mecanismo de resistencia.

En la cepa 6 de SCN se recomienda hibridar con una sonda 1S431.

Realizar electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) a las cepas de
Staphylococcus para determinar la filogenia clonal.
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Para la caracterizacion molecular de las cepas de Staphylococcus meticilino resistente (SMR), se
colectaron 59 cepas SMR aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del SAHUAPA, en un periodo de
siete meses (enero a julio 2007). Se obtuvieron 50 cepas resistentes a meticilina, sin duplicado, 21 S.
aureus y 29 Staphylococcus coagulasa positiva (SCN). Se les realiz6 perfil de susceptibilidad a los
antimicrobianos, PCR multiple, a las cepas positivas para mecA, se les determino la concentracion
minima inhibitoria (CMI). S. aureus report6 20 cepas resistentes a oxacilina y cefoxitinay 27 cepas de
SCN resistentes a oxacilina y a cefoxitina, correlacionandose la presencia del gen mecA con el nimero
de cepas resistentes a oxacilina y a cefoxitina solo en S. aureus; algunas discordancias fueron
observadas en cepas de SCN, present6 una cepa sensible a oxacilina y cefoxitina, con mecA positivo y 7
cepas que reportaban resistencia a meticilina pero con ausencia del gen mecA. En el caso de las cepas de
Staphylococcus que fueron resistentes a meticilina, pero sin gen mecA, resultaron ser cepas
hiperproductoras de betalactamasas o con PBP constitutivas mutadas. Las cepas de Staphylococcus
presentaron multirresistencia a eritromicina, clindamicina y susceptibilidad intermedia a teicoplanina y
vancomicina y una cepa de S. aureus resulté resistentes a vancomicina. La mayoria de Staphylococcus
se ubicaron como SCCmec tipo 1y IV, siendo el primero el clon arcaico y el IV el clon comunitario, sin
embargo, en pocos casos de S. aureus y en la mayoria de los SCN no se logr6 determinar, necesitandose
otros oligonucleotidos para determinar los subtipos de los SCCmec. Las cepas que presentaron gen
mecA, para la CMI a oxacilina, las cepas 1-8, 11, 13y 17 de S. aureus y las 5, 10, 11, 16, 18, 27 y 28 se
ubicaron en clase 4 con homorresistencia; las cepas 9, 14, 15, 16, 18,19y 20 de S. aureus y 4,9y 19
SCN se ubicaron en clase 3 con heterorresistencia con altos niveles de resistencia; las cepas 3, 15y 29
de SCN en clase 2 heterorresistentes; mientras que la 21 de S. aureus y las 1, 3, 6, 7, 14, 20, 22, 24y 26
en clase 1 heterorresistentes pero con bajo niveles de resistencia. Las penicilinas resistentes a
penicilinasas siguen siendo la primera opcion terapéutica en las infecciones ocasionadas por
Staphylococcus en los diferentes servicios del SAHUAPA, porque el porcentaje de cepas SMR no fue
tan elevado.
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