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Lista de abreviaciones

HRC: Hospital Regional Docente de Cajamarca

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina

PCR: Reaccién en cadena de polimerasa

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ATCC: American Type Culture Collection

PVL: Leucocidina de Panton Valentine

CoNS: Staphylococcu. aureus y Staphylococcus aureus coagulasa negativo

CLSI: Estandares Clinicos y de Laboratorio

SCCmec: Cassette cromosdmico estafilococico

UCIs: Unidad de cuidados intermedios e intensivos

EUCAST: Comité Europeo de Pruebas de Sensibilidad a los Antimicrobianos

PBP2a: Proteina de fijacion de la penicilina 2a



Glosario

mecA

Gen que codifica para la proteina PBP2a la cual sustituye a las proteinas PBP de la pared
bacteriana otorgandole resistencia a la meticilina y a todos los demas antibioticos

betalactamicos (6).

Staphylococcus

Género de bacterias Gram positivas con forma esférica (cocos), con didmetros que van
de 0.5 a 1.5 um; no tienen movilidad, no forman esporas, no poseen capsula, aunque

existen algunas cepas que desarrollan una capa de polisacarido (14).

Shock térmico

Procedimiento fisico que ayuda al rompimiento de la Pared Bacteriana para liberar la

molécula de ADN de interés (43).
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Resumen

En este estudio se determino la frecuencia del gen mecA en aislamientos de S. aureus
provenientes de pacientes atendidos en los diferentes servicios del Hospital Regional
Docente de Cajamarca (HRC). La presencia del gen mecA codifica para la proteina PBP2a
la cual sustituye a las proteinas PBP de la pared bacteriana otorgandole resistencia a la
meticilina y a todos los demas antibioticos betalactamicos al tener baja afinidad por ellos.
La coleccion de aislamientos se realizd por un periodo de 6 meses en los diferentes
servicios del HRC obteniéndose un total de 71 aislamientos que fueron confirmados en el
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca; también se
colectd informacion clinica de los pacientes en una ficha de recoleccion de datos. La
presencia del gen mecA en los aislamientos de S. aureus se establecié preliminarmente
mediante una prueba de tamizaje con discos antimicrobianos de Oxacilina (1 ug) y
cefoxitina (30 ug), siguiendo procedimientos microbiolégicos estandar, y se confirmé
mediante la Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR) empleando oligonucledtidos
especificos. Por ultimo, se realiz6 una electroforesis en gel para la verificacion de la
presencia del gen de interés. Los resultados obtenidos muestran que 40/71 (56 %)
aislamientos fueron portadoras del gen mecA, el cual seria responsable de la resistencia a
los B lactamicos. 61 % de aislamientos (19/31) de los servicios de UCIs y 67 % (29/43)
de aislamientos de muestras tipo secrecion bronquial fueron las que presentaron las

mayores frecuencias de S. aureus con el gen mecA.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, mecA, resistencia a meticilina,

farmacorresistencia.
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Abstract

In this study, the frequency of the mecA gene in S. aureus isolates from patients treated
in the different services of the Cajamarca Regional Teaching Hospital (HRC) was
determined. The presence of the mecA gene codes for the PBP2a protein, which replaces
the PBP proteins of the bacterial wall, giving it resistance to methicillin and the rest of
the beta-lactam antibiotics as it has low affinity for them. The collection of isolates was
carried out for a period of 6 months in the different services of the HRC, obtaining a total
of 71 isolates that were confirmed in the Microbiology laboratory of the National
University of Cajamarca; clinical information from the patients was also collected on a
data collection form. The presence of the mecA gene in the S. aureus isolates was
preliminarily established by a screening test with Oxacillin (1 ug) and cefoxitin (30 ug)
antimicrobial discs, following standard microbiological procedures, and confirmed by
Chain Reaction. Polymerase (PCR) using specific oligonucleotides. Finally, gel
electrophoresis was performed to verify the presence of the gene of interest. The results
obtained show that 40/71 (56%) of the isolates carried the mecA gene, which would be
responsible for resistance to B-lactams. 61% of the isolates (19/31) from the ICU services
and 67% (29/43) of the isolates from the bronchial secretion samples were those that

presented the highest frequencies of S. aureus with the mecA gene.

Key words: S. aureus, mecA, methicillin resistance, drug resistance.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria patdgena oportunista que con frecuencia se
presenta en el cuerpo humano de forma asintomatica, es la principal especie de su género,
responsable de infecciones diversas, tanto de origen comunitario como hospitalario y esta
ampliamente diseminado a nivel mundial (1). Esta bacteria tiene la capacidad de adquirir
un gen que le otorga resistencia a meticilina (gen mecA) y a todos los demas antibidticos
betalactamicos. Esto representa un problema de salud publica que incrementa los costos
hospitalarios de los pacientes, debido a que prolonga las estadias hospitalarias, incrementa

en el uso de antibiotico y aumenta la tasa de mortalidad.

Estados Unidos de América, Japén y algunas regiones de Europa y de Latinoamérica
reportan hasta un 40 % de S. aureus resistentes a meticilina (SARM), lo cual habla del
importante problema que se tiene a nivel mundial, debido a que no habria tratamiento
efectivo frente a estas bacterias, ocasionando infecciones con riesgos muy altos en la salud
publica (2). Frente a este problema, la principal tarea para un tratamiento clinico exitoso,
depende del conocimiento de las caracteristicas y perfil de susceptibilidad a antibiéticos
que tienen estas bacterias, tanto si provienen del ambito hospitalario o comunitarios. Con
el presente trabajo de investigacion se ha generado parte de este conocimiento, ya que se
determind la frecuencia del gen mecA en aislamientos de S. aureus provenientes de
pacientes de los diferentes servicios del Hospital Regional Docente de Cajamarca,

evidenciando que la resistencia de esta bacteria estd camino a convertirse en un relevante



problema de salud pablica en nuestra region, razon suficiente también para comunicar a

la comunidad cientifica.

El mecanismo molecular de resistencia a la meticilina se da por diferentes genes y eventos
metabdlicos, entre ellos la presencia del gen mecA, originando resistencia que complica
muchas veces las infecciones humanas principalmente aquellas generadas a nivel
hospitalario. En este sentido, en esta investigacion se abordd el estudio de este mecanismo
de resistencia mediante la deteccion molecular del gen mecA en aislamientos de S. aureus

provenientes de pacientes atendidos en el HRC.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

Tamariz J. (2010) determino la frecuencia de cepas SARM adquiridos en la comunidad,
en hospitales de Lima- Peru. La resistencia a meticilina se determind por el método
Oxacillin Agar Screen. El origen de cada aislamiento fue determinado mediante los
criterios de los CDC; la leucocidina de Panton Valentine (PVL) fue identificada por
métodos moleculares. Se aislaron 276 cepas de S. aureus, 160 fueron resistentes a
meticilina (58%), 9 de ellas fueron identificadas como adquiridas en la comunidad
(5,6%), 129 a nivel hospitalario (80,6%) y 22 (13,8%) no se pudieron determinar por no

cumplir con los requisitos necesarios (1).

Céceres M. (2011) determind la frecuencia de portadores nasales de SARM vy el patrén
de resistencia antimicrobiana de esos aislamientos obtenidos de 569 trabajadores de la
salud de cuatro hospitales de Nicaragua. En este trabajo de investigacion la identificacion
de S. aureus se realizd por métodos estandar, del mismo modo, para determinar el patrén
de resistencia antimicrobiana se realizé mediante difusion en disco y para demostrar la
presencia del gen mecA en aislamientos SARM, se utiliz6 la técnica de PCR. La
frecuencia de portadores nasales de SARM oscilé entre 6,7% y 11,6% en los distintos
hospitales. El perfil de resistencia de SARM fue similar en los cuatro hospitales y todos
los aislamientos fueron sensibles a vancomicina. Del total de SARM aisladas, 15% fueron

multirresistentes (3).



Miranda M. (2011) evalud la resistencia antimicrobiana del S. aureus en México, en
aislamientos de ambito hospitalario y comunitario, haciendo énfasis en que se debe
realizar un adecuado uso de antibidticos para disminuir la resistencia de S. aureus. Los
resultados de este trabajo indican que en los afios 90 aparecieron los primeros casos en
pacientes sin antecedentes de hospitalizacion portadores de SARM, por lo que estas cepas
recibieron la denominacion de cepas de adquisicion en la comunidad. Debido al
comportamiento descrito en los hospitales (incremento de resistencia de 2 a 64% en 30

afios) y una elevada frecuencia de cepas de S. aureus resistentes a meticilina (50-85%)(4).

Dorante y colaboradores (2013) evaluaron la frecuencia de cepas SARM, la resistencia a
otros antibidticos y los factores de riesgo asociados a infeccion por SARM, en pacientes
que asisten al laboratorio de microbiologia de un hospital. El estudio comprendié 117
cultivos positivos de S. aureus, en quienes se determind su resistencia frente a
antimicrobianos mediante el método de Kirby-Bauer. La frecuencia de SARM fue de
24,8%, principalmente en aislamientos provenientes de infecciones de piel y tejidos
blandos (65,52%). La resistencia frente a otras familias de antibi6ticos como eritromicina
y fluoroquinolonas fue de 48,28%, y 31,03% respectivamente. Para complementar aun
mas el trabajo de investigacion, este incluyd variables como la edad, el sexo y el
tratamiento previo con antibioticos (ler grupo) las cuales no mostraron ser factores de
riesgo para adquirir infeccion por SARM (p>0,05); sin embargo, la presencia de
enfermedades pre-existentes (2do grupo), parece ser de alto riesgo para adquirir infeccion

por SARM (p<0,05) (5).



Abente y colaboradores (2016) determinaron la frecuencia de SARM vy del factor de
virulencia PVL, asi como el perfil de resistencia antimicrobiana acompafante a la
meticilino resistencia en S. aureus aislados de infecciones de piel y partes blandas de
pacientes ambulatorios de dos laboratorios de Asuncién, Paraguay, entre octubre de 2012
a febrero de 2014. La identificacion bacteriana se realizdO mediante técnicas
microbiologicas estandares y la susceptibilidad antimicrobiana por la prueba de difusion
en disco. El gen mecA y PVL fueron detectados por la técnica de PCR. De los 70 aislados
de S. aureus estudiados, el 54,3% (38/70) fue SARM tanto por método fenotipico como
molecular. La frecuencia de PVL fue de 15,7% (11/70), siendo mayor en los SARM 21%
(8/38) frente al 9,4% (3/32) de aislados no SARM. El 2,6% de los SARM presento
resistencia a ciprofloxacina, no se observé multirresistencia en ningun aislado. Se
encontrd alta frecuencia de SARM comparado con reportes previos en Paraguay. Este
trabajo de investigacién hace mucho énfasis en fortalecer estrategias de vigilancia,
prevencion y control de la resistencia bacteriana en ambientes hospitalarios y de la

comunidad (6).

Panda y colaboradores (2016) compararon la eficacia de cuatro métodos fenotipicos
convencionales para la deteccion de SARM, con los primers especificos para el gen mecA.
Los aislamientos se realizaron de orina, pus, hisopos con muestra de heridas, fluidos
corporales, etc. y se identificaron como S. aureus segun procedimientos estandar. La
resistencia a la meticilina se determind en 200 aislamientos de S. aureus mediante
difusion con disco de oxacilina, difusion con disco de cefoxitina, agar de deteccion de
resistencia a oxacilina y E-testen dando como resultado 53 (26,5%), 60 (30%), 59 (29,5%)

y 61 (30,5%) aislamientos resistentes respectivamente. Para la deteccion del gen mecA se



realizd una PCR donde 62 (31%) de 200 aislamientos de S. aureus fueron positivos para

el gen (7).

Ahmed y colaboradores (2017) determinaron la frecuencia de SARM aislado de personal
de atencion, de pacientes y del ambiente, en una clinica dental en Egipto. Se recolectaron
1300 muestras de seis salas diferentes, incluyendo muestras de superficies ambientales,
muestras de manos y narinas. Segun las propiedades bioquimicas, 112 aislamientos
(8,6%) del total de muestras recolectadas fueron S. aureus. El cribado de cepas resistentes
a la meticilina se realiz6 mediante el método de difusion en disco utilizando oxacilina (1
ng) y cefoxitina (30 pg) y posteriormente se verifico mediante PCR dirigida a los genes
mecA y mecC. Entre los aislamientos de S. aureus, el 21,4% (24 / 112) fueron resistentes
a ambos antibioticos, cuatro aislamientos mostraron un perfil sensible a oxacilina, pero
resistente a cefoxitina, mientras que seis aislamientos eran intermedios con oxacilina,
pero resistentes a la cefoxitina. Los 34 aislamientos fueron positivos para el gen mecA,
mientras que mecC no fue identificado por la PCR, lo que les permitié establecer una
prevalencia de SARM del 30,4% (34/112) entre todos los aislados de S. aureus

recuperados (8).

Rocchetti y colaboradores (2018) evaluaron la resistencia a oxacilina codificada por el
gen mecA en S. aureus y Staphylococcus aureus coagulasa negativo (CoNS) mediante
una PCR multiple a partir de 371 hemocultivos analizados, prueba en la que se incluyé la
evaluacion de los genes 16s rRNA y Coa para la diferenciacién de especie de
Staphylococcus. La identificacidn fenotipica determind que 85 (23,0%) aislamientos eran

S. aureus y 286 (77,0%) eran CoNS. Para detectar la resistencia a oxacilina se utilizo la



prueba de difusion con disco de oxacilina que revelo resistencia a oxacilina en 43 (50,6%)
de los aislamientos de 85 S. aureus y en 236 (82,5%) de CoNS. Los resultados mostraron

un 100% de concordancia entre la identificacion fenotipica y la PCR multiplex (9).

Cikmany colaboradores (2019) tuvieron como objetivo investigar los genes mecC y mecA
en SARM aisladas de diferentes regiones geogréaficas de Turquia. La muestra del estudio
consistié en 494 aislados de SARM provenientes de muestras clinicas de diferentes
hospitales de siete regiones geogréficas entre 2013 y 2016. Para determinar la resistencia
a meticilina se utilizé el método de difusién en disco de Kirby Bauer con un disco de
cefoxitina 30 g y el método de dilucion en agar con oxacilina de acuerdo con el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y para la deteccion de los genes mecC y
mecA, se empled una PCR. La frecuencia del gen mecA fue del 63,8% en un total de 315
aislamientos, sin embargo, no se detect6 el gen mecC. Se resalta que el 47,9% de SARM

se aislaron en unidades de cuidados intensivos (10).

Bastidas y colaboradores (2020) realizaron una tipificacion del casete SCCmec en SARM
aislados de centros de salud del Estado Aragua-Venezuela; las muestras fueron tomadas
de tejidos blandos, piel, catéteres, secreciones auriculares, oculares y respiratorias, entre
otras infecciones. La resistencia a la meticilina se evalu6 con el método de Kirby-Bauer
con discos de oxacilina (1 pg) y cefoxitina (30 pg) y los genes mecA y SCCmec se
analizaron mediante la técnica de PCR mudltiple. Se analizaron un total de 404 cultivos,
324 (80,2%) fueron S. aureus y de estos 81 (25%) fueron SARM. La PCR mostr6 que de
los 81 aislados de SARM, 55 (67,9%) amplificaron el gen mecA, y de estos solo 24

(43,6%) amplificaron algun tipo de SCCmec (11).



Tanveer y colaboradores (2021) determinaron la diversidad y el papel de las mutaciones
sin sentido de PBP2a en el mecanismo de resistencia a los antibioticos y la frecuencia de
SARM ocasionada por estos factores. Se identifico un total de 33 aislamientos de S.
aureus de muestras clinicas, las cuales fueron sometidas a pruebas fenotipicas y
genotipicas para detectar la frecuencia de SARM, evaluando la susceptibilidad
antimicrobiana de los aislamientos por el método de difusion con discos de cefoxitina de
30 pg y confirmando con la prueba molecular PCR mediante la deteccion del gen mecA.
De los 33 S. aureus, se encontré que 30 aislamientos eran resistentes a cefoxitina y
positivos al gen mecA, obteniendo una frecuencia del 60% (n=18) en muestras de heridas,
23% (n = 7) en muestras de sangre, 10% (n = 3) en hisopos nasales y 7% (n = 2) en

hisopos de oido (12).

Cabrejos y colaboradores (2021) realizaron un estudio descriptivo durante el 2017 en
pacientes atendidos en el Hospital Cayetano Heredia (HCH) en Lima, Per(. Se
recolectaron todos los aislamientos de S. aureus reportados en sangre, liquido o secrecién
corporal por el laboratorio de microbiologia del hospital, para luego ser trasladadas al
Instituto de Medicina Tropical Alexander von Humboldt para su identificacion segun los
procedimientos diagndsticos convencionales. La susceptibilidad antimicrobiana se
realizo a través del método de Kirby Bauer y para la identificacion de la resistencia a la
meticilina mediante la identificacion del gen mecA, se realizé por PCR multiple. De los
115 aislamientos positivos para S. aureus, el 46,1% fueron identificados como SARM.
Los aislamientos fueron tomados en su mayoria de secreciones no especificadas (21,7%),
seguido de sangre (20,0%), secreciones tranqueo-bronquiales (14,8%) y piel (14,8%)

(13).



2.2. Bases Tedricas (Marco Tedrico y Conceptual)

2.2.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus constituye un género de bacterias Gram positivas con forma esférica
(cocos), con diametros que van de 0.5 a 1.5 pm; no tienen movilidad, no forman esporas,
no poseen capsula, aunque existen algunas cepas que desarrollan una capa de
polisacarido. Son anaerobias facultativas, ademas poseen la capacidad de crecer en una
variedad de condiciones aerdbica y anaerObicamente en presencia de una elevada
concentracion de sal (p. ej., cloruro sédico al 10%) y a temperaturas de 18-40°C (14). La
prueba de catalasa (enzima capaz de desdoblar el peroxido de hidrégeno en agua y
oxigeno libre) evalla una enzima propia del género Staphylococcus que permite
diferenciarlos de los géneros Streptococcus y Enterococcus que son catalasa

negativos(15).

El género Staphylococcus contiene 45 especies y 24 subespecies de las cuales, algunas
forman parte de la microbiota de piel y mucosas en humanos, y otras se encuentran s6lo
entre la microbiota de otros mamiferos y aves (14,16). Por lo general, cada especie tiende
a colonizar una zona anatémica especifica en el hospedero. Algunas de estas especies son
oportunistas y se vuelven patdgenas cuando las condiciones del sistema inmune del
hospedero resultan disminuidas (14). Los estafilococos tienen una gran capacidad de
adaptacion, por lo cual afectan a todas las especies conocidas de mamiferos, incluyendo
a los roedores comunes de laboratorio, es por ello que, y gracias a su facil propagacion,
pueden transmitirse de una especie a otra, siendo frecuentes los casos de transmisién
humano-animales y viceversa (zoonosis). Entre las especies que colonizan al humano, las
de mayor importancia clinica son: S aureus y S. lugdunensis; en tanto que en animales se

encuentra S.aureus a S. intermedius. S. epidermidis y S. saprophyticus (15).



S. aureus fue descubierta en 1880 por el cirujano Alexander Ogston, en la ciudad escocesa
de Aberdeen. Es anaerobio facultativo, coagulasa positivo, catalasa positivo y oxidasa
negativo (16,17). Es considerado un microrganismo con capacidad para causar diversas
infecciones en el humano y en los animales y la especie mas virulenta de su género,
responsable de un amplio espectro de enfermedades, que van desde infecciones de la piel
y tejidos blandos hasta infecciones graves que amenazan con la vida. Se sabe que S.
aureus forma parte de la microbiota normal del humano, entre 25 y 50% de la poblacion
sana esta colonizada por esta bacteria, constituyendo un riesgo por su diseminacién ya
que éste puede ser adquirido a través del contacto con otras personas o por exposicion al
ambiente (18). Pero el mayor problema generado por S. aureus en la salud, es la
resistencia multiple que algunas cepas poseen frente a los antimicrobianos, sobre todo a
la meticilina, que pueden ocasionar que las tasas de morbilidad y mortalidad sigan

incrementando considerablemente en todos los hospitales del mundo (19).

Durante su identificacion, como primer paso se realiza una tincion Gram y diversas
pruebas bioquimicas como las pruebas de catalasa y la fermentacién de glucosa, que
permite diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus, que también se
considera una catalasa positiva pero no fermenta la glucosa. De todas las pruebas antes
mencionadas, la prueba estandar para la diferenciacion de S. aureus de las demas especies
es la prueba de la coagulasa y eso se debe a que es la Unica especie que tiene la facultad
para producir una enzima extracelular que coagula el plasma. La coagulasa permite
clasificar a S. aureus como coagulasa positivo y diferenciarlo de las demas especies de

estafilococos a los cuales se les denomina coagulasa negativos (20). Otras pruebas
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opcionales son la prueba de la DNAsa termoestable en la que se identifica facilmente al
estafilococo dorado en un medio que contiene ADN y verde de malaquita; ademas se
puede evaluar la fermentacion del manitol y la produccion de la fosfatasa alcalina en otras

pruebas adicionales (21).

S. aureus también puede identificarse a través de técnicas moleculares como la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) y PCR en tiempo real, utilizando primers especificos
de especie. Sin embargo, estas técnicas son caras y laboriosas, por lo cual se pueden
emplear técnicas fenotipicas y genotipicas en ocasiones donde se requiere identificar

cepas o grupos de cepas con fines epidemioldgicos (15,22).

2.2.2. Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM)

La resistencia a los antimicrobianos es la facultad que poseen muchas veces los
microorganismos que les permite crecer en presencia de antimicrobianos. Si bien
cualquier tipo de microorganismo puede desarrollar esta capacidad, la problematica es
mas grave en las bacterias. Ante la variedad de antimicrobianos disponibles, los
microorganismos pueden ser resistentes a uno, varios, la mayoria o a todos ellos (23). S.
aureus posee 0 adquiere uno o varios mecanismos para sobrevivir frente a las drogas,
como son la hiperproduccion de enzimas, cambios en los sitios de insercion del antibidtico

0 lo que en este trabajo se evaluo, la presencia del gen mecA (24).

El mecanismo que confiere la resistencia a meticilina, es complejo, ya que la bacteria ha
generado una variacion genética, que se encuentra codificada en el gen mecA, el cual esta

ubicado dentro de un elemento cromosomal movil heterogéneo conocido como cassette
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cromosomico estafilococico (del inglés Staphylococcal Cassette Chromosome mec,
SCCmec) (25). El producto de expresion de este gen es una proteina de unién a la
penicilina de 78 kDa con baja afinidad por los antibidticos beta-lactamicos, llamada
PBP2a, lo que impide que la meticilina pueda adherirse al lugar donde va a ejercer la
accion de bloguear la enzima transpeptidasa, manteniendo de esta manera la integridad
de la pared celular durante el crecimiento y la division celular cuando las enzimas

habituales son inhibidas por los antibiéticos B-lactamicos (25,26).

Este mecanismo confiere al S. aureus resistencia absoluta contra las penicilinas semi-
sintéticas (oxacilina) y Cefalosporinas de primera y segunda generacion, a todos los -
lactamicos, incluyendo Cefalosporinas de tercera, cuarta generacion y los Carbapenems
(Imipenem, Meropenem). La resistencia otorgada por este gen se extiende a otras familias
de antibidticas, como las quinolonas y lincosamidas, lo que limita grandemente el

armamentario terapéutico (27).

Este casete es un fragmento de ADN cromosomal adicional de 30 a 50 kb, que posee al
mecR1 y mecl como elementos regulatorios, los cuales van a controla la transcripcion del
gen mecA (26). En ausencia de un antibiotico p-lactdmico, mecl reprime la transcripcion
del gen mecA. Sin embargo, en presencia de un antibiotico B-lactdmicos, la
metaloproteasa, ubicada en la parte citoplasmica de mecR1, se activa, la misma que va a
separar a mecl, que esta unida a la region del operador mecA, permitiendo la transcripcion

de mecA y la produccidn subsiguiente de PBP2a (28).
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Estudios experimentales muestran que las cepas sensibles a meticilina carecen de PBP2a
(29) . Sin embargo se han descrito también otras modalidades de resistencia en las que no
se demuestra la presencia del gen mecA ni de la PBP2a, como son la denominada
borderline, con niveles de resistencia bajos por hiperproduccion de B-lactamasas, a este
grupo se le ha catalogado como Estafilococo dorado con Resistencia limite a oxacilina
(BORSA, lo que en ingles se describe como “borderline oxacillin-resistant S. aureus”) y
la resistencia modificada (MODSA\) por alteracion de las PBPs 1,3 y 4, de peso molecular

normal pero con baja afinidad por antibidticos -lactamicos (30).

2.2.3. Resistencia bacteriana

Es la capacidad de una bacteria de reducir la accion de un antibiético, ocasionando que
el antimicrobiano no cumpa su propdsito, es decir, no pueda inhibir el crecimiento del
microorganismo; la resistencia se debe a cambios o mutaciones a nivel cromosémico que
hacen que los antibidticos que se usan para tratar las infecciones bacterianas dejen de ser
eficaces (19). La resistencia puede ser activa solamente frente a un solo tipo de
antibidticos, como la que poseen la mayoria de microorganismos, sin embargo, también
existe la posibilidad de encontrar microorganismos con multiresistencia, que es la
capacidad de resistencia frente a dosis de tres 0 mas antibidticos de diferentes clases o
tipos. Comunmente se suele decir resistencia antimicrobiana para hacer referencia a la
resistencia bacteriana; sin embargo, esta engloba a muchos mas microorganismos como
parasitos, hongos y virus que también poseen la capacidad de adquirir resistencia (31).
La capacidad de resistencia es propia de cada microorganismo y suele manifestarse
cuando su crecimiento y capacidad de reproduccion son amenazados; en este sentido, se
conoce gque hay una resistencia natural o intrinseca en las bacterias si estas carecen de

diana para un antibidtico, y también existe la resistencia adquirida que puede deberse a
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variaciones de la carga genética del microorganismo, por mutacion cromosémica o por
mecanismos de transferencia genética. De ambos tipos la resistencia adquirida es la mas
importante, porque puede ir de una bacteria a otra a través de transposones, integrones o

plasmidos como ocurre en S. aureus (32).

La interpretacion del resultado ya sea sensible o resistente depende de diferentes factores
como la localizacion de la infeccidn, la dosis aplicada y las vias de administracion del
antimicrobiano (19). Esta problemética ha ido incrementando de tal modo que la
multiresistencia de las bacterias a los antibidticos ya sea de uso sin receta médica o
aquellos de uso restringido, han dejado de ser un fenémeno casual para convertirse en un
problema que se ve a diario, en las areas hospitalarias de UCIs, de hospitalizacién y

emergencia; ademas de ver casos a nivel comunitario (32).

A lo largo de los afios, los microorganismos que han sido expuestos a variadas
concentraciones de medicamentos eventualmente desarrollan resistencia a practicamente
todos los antibidticos de uso. Otra situacion que estd empeorando aln mas esta
problematica es el mal uso de antibidticos en la ganaderia y en la agricultura, donde
enormes cantidades de antibidticos liberadas hacia el medio ambiente, incrementan la
presion selectiva a favor de los microorganismos resistentes (32). En las granjas, varios
medicamentos son parte de la dieta programada para el engorde y mejoramiento de los
animales, sin ninguna 0 poca restriccion condicionando la transferencia de
microorganismos resistentes hacia los seres humanos; este uso inadecuado de las drogas

con el fin de mejores ganancias esta contribuyendo a una crisis de gran magnitud (32).
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La escasez de nuevos antibidticos ha aumentado en los dltimos afios disminuyendo la
capacidad para afrontar rebrotes de infecciones. Por consiguiente, es importante hacer
énfasis en este tema tan delicado como es resistencia, para tener un uso apropiado de los

medicamentos tanto en el area de la salud, ganaderia, agricultura, etc.

Los centros hospitalarios son &reas donde la resistencia antimicrobiana se manifiesta al
méaximo, ya que en habitaciones relativamente pequefia se encuentran agrupados un
importante numero de pacientes que reciben antimicrobianos, lo que conlleva una presion
positiva en las bacterias ocasionando mecanismos de resistencia y su transmision en el
ambiente hospitalario. No obstante, a pesar de que en la comunidad el porcentaje de
infecciones resistentes es mucho mas baja, debe tomarse en cuenta que el nimero de
personas es mucho mayor comparado con los pacientes que se encuentran en un centro
de salud, lo que implica una elevada cantidad de personas que poseen microorganismos
con capacidad de generar diversas infecciones y que posiblemente sean resistentes a algin

tipo de medicamento (33).

2.2.4. Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia se pueden dar a través de transduccion que es la
transferencia de ADN cromosomico o plasmidico de una bacteria a otra mediante un
bacteriofago (virus que infecta bacterias); transposicion que es el movimiento de una
seccion de ADN (transposon) que puede contener genes para la resistencia a diferentes
antibidticos y otros genes casete unidos en equipo para expresion de un promotor en

particular y a través de conjugacion que consiste en el intercambio de material genético
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entre dos bacterias (donante y receptor), a través de una hebra sexual o contacto fisico

entre ambas (33,34).

2.2.4.1. Inactivacion por enzimas

Este mecanismo de resistencia es el mas frecuente presentado en las bacterias y esta
influenciado en su mayoria por la produccion de enzimas que hidrolizan al antibidtico.
Dentro de las enzimas méas importantes estan las B-lactamasas y muchas especies de
bacterias tienen la capacidad de producirlas. Las enzimas son obtenidas como parte del
metabolismo propio de la bacteria 0 a través de la obtencion de genes especificos
mediante plasmidos, transposones, conjugacion, etc. Asi mismo existen enzimas como
las Carbapenemasas que hidrolizan los antibioticos carbapenémicos que son reservados
para 13 infecciones severas, asi como también existen enzimas modificantes de
aminoglucoésidos, y enzimas que inactivan tetraciclinas, macrélidos y cloranfenicol

(23,24).

2.2.4.2. Modificaciones bacterianas para evitar el contacto del antibiético al punto
diana

Las bacterias generan resistencia debido a mutaciones en genes que codifican para sus
porinas, disminuyendo la permeabilidad de la pared bacteriana; puntualmente puede
reducirse el didmetro de estas estructuras o el nimero de porinas, impidiendo la entrada
del antimicrobiano al interior del microorganismo; esta es la forma mas comun de
resistencia natural. Ademas, pueden ocasionar una expulsion activa del antimicrobiano,
una especie de bomba expulsora o de salida que se encuentran en la membrana externa

de la celula para la excrecion de productos residuales de metabolitos, detergentes o
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toxicos, con la que puede eliminar ademas muchos de estos agentes antibacterianos. Para
esto, utilizan un mecanismo de contra-transporte ionico o la hidrélisis de ATP como
sustrato energético. Estas bombas de expulsion pueden ser especificas si son codificadas
en plasmidos o inespecificas por expresion a nivel cromosémica de la propia bacteria

(24).

2.2.4.3. Modificacion del punto diana

Las diversas mutaciones generadas en las bacterias, pueden generar cambios a nivel
estructural, modificando el sitio de accion del antibiotico, disminuyendo asi su afinidad.
Estas mutaciones se pueden dar a nivel de los ribosomas ocasionando una variacion del
sitio diana a nivel intracelular como sucede con la resistencia a macrélidos y
clindamicina; donde se agrega grupos metilo a la unidad 50s del ribosoma impidiendo de
esta manera la accién de los medicamentos. Sin embargo, la modificacién del sitio diana
también se puede dar a nivel extracelular como sucede en la resistencia de S. aureus, que,
por la presencia del gen mecA, que codifica para la proteina PBP2a, encargada de sustituir
a las proteinas formadoras de la pared bacteriana de los S. aureus ocasiona la resistencia
de esta bacteria a la meticilina y esto debido a que esta proteina no tiene afinidad con el

antibidtico, dificultando asi su funcion (12,21,27).

2.2.5. Método de tamizaje con los discos de oxacilina y cefoxitina para la deteccion

de resistencia en S. aureus

La cefoxitina y la oxacilina son antimicrobianos que van a actuar a nivel de la pared
celular, por lo que la resistencia a estos antibidticos seria sospecha de la presencia del gen

mecA el cual se encarga de otorgar la resistencia frente a los Blactamicos.
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Por tanto, la utilizacion del disco de cefoxitina es especialmente Util ya que este es un
inductor importante para la activacion del gen mecA, el cual se encargara de la produccion
de la proteina PBP2a, con baja afinidad por los antibidticos Blactamicos, pero con la
funcion intacta de conservar la pared celular. Ademas, el Comité Europeo de Pruebas de
Sensibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST, por sus siglas en inglés) y el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés) dan como disco
preferido para detectar SARM, por poseer una mayor estabilidad frente a las penicilinasas

(35-37).

Sin embargo, en estudios recientes se han notificado aislamientos portadores del gen
mecA fenotipicamente sensibles a oxacilina, denominadas oxacilino susceptibles (OS-
MRSA), que muchas veces no se conoce el grado de homogeneidad de resistencia que
poseen estos aislamientos a los antibidticos, por lo que podrian ser considerados de
manera equivoca como S. aureus susceptible a la meticilina (MSSA) corriendo el riesgo
de dar una mala interpretacion en los resultados (38). Por otro lado, también se han
encontrado aislamientos resistentes a oxacilina y cefoxitina, pero no han encontrado el
gen mecA, por lo que las pruebas moleculares siguen siendo las mas especificas para
detectar la presencia de genes homdlogos generadores de resistencia frente a los

antimicrobianos (39).

En cuanto a la técnica, este método requiere de un cultivo fresco de 18 a 24 horas de
incubacion, del cual se tomaran 4 a 5 colonias para depositarlas en tubo de vidrio con

solucion salina estéril ajustando al 0,5 del nefelometro de McFarland, después de haber
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realizado este procedimiento se procede a sembrar con la ayuda de un hisopo estéril sobre
la placa de agar Muller Hinton el cual se debe incubar a una temperatura de 37° por un
periodo de 24 horas; después de concluido este tiempo se procede a realizar la lectura de
los halos para dar a conocer la resistencia o sensibilidad de las muestras a los discos
evaluados. Se considera que S. aureus es resistente a cefoxitina cuando el halo de
inhibicion es <a 21 mm y se considera que S. aureus es resistente a oxacilina cuando el

halo de inhibicion es <a 10 mm (22,40).
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CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1. Material de estudio
71 aislamientos de S. aureus, provenientes de pacientes atendidos en los diferentes

servicios del Hospital Regional Docente de Cajamarca.

Marco muestral
Los aislamientos registrados e identificados parcial o completamente como S. aureus en
el laboratorio de Microbiologia del Hospital Regional Docente de Cajamarca durante los

meses de agosto del 2019 a febrero del 2020.

Unidad de estudio

Cada uno de los aislamientos de S. aureus recolectadas de los diferentes servicios del

Hospital Regional Docente de Cajamarca.

3.2. Recoleccion de los aislamientos

Los aislamientos fueron recolectados del laboratorio de Microbiologia del Hospital
Regional Docente de Cajamarca previamente identificados como S. aureus, y fueron
transportados en cadena de frio al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias de la Salud de la Universidad Nacional de Cajamarca.
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3.3. Técnicas e Instrumentos de Recoleccién de Datos

3.3.1. Descripcion clinica de los aislamientos

Para describir los aislamientos de S. aureus elaboramos una ficha de recoleccion de datos,
la cual contuvo la siguiente informaciéon: codigo, fecha de cultivo, origen (hospitalario o
comunitario), servicio hospitalario, tipo de muestra clinica (p.ej. orina, sangre, hisopados,

etc.), sexo de la persona y edad de la persona (Apéndice 1).

3.3.2. Reactivacion de los aislamientos de S. aureus

Se sembrd en agar sangre y se incub6 a una temperatura de 37 °C por 24 horas, luego se
evalud la pureza del cultivo mediante coloracion de Gram, las caracteristicas de las
colonias por crecimiento en agar Baird Parker y se comprob6 la especie mediante la

prueba de coagulasa en tubo (Apéndice 2), segun lo descrito por Koneman et al (41).

3.3.3. Deteccidn fenotipica de la resistencia a cefoxitina y oxacilina ( Cepas de

referencia de S. aureus: ATCC 29213 y ATCC 33592)(22,40)

Todos los aislamientos se sometieron a una prueba de tamizaje mediante la técnica de
difusion en disco con cefoxitina de 30 g, la cual se realiz6 en agar Mueller Hinton, con
una suspension de colonias equivalente a 0,5 del nefelometro de McFarland e incubacién
de 18 horas a 37°C. Se consider6 que S. aureus fue resistente a cefoxitina cuando el halo

de inhibicion tuvo un didmetro menor o igual a 21 mm.

Todos los aislamientos se sometieron también a tamizaje con el disco oxacilina de 1 pg,

la cual se realizo en agar Mueller Hinton, con una suspension de colonias equivalente a
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0,5 de nefelémetro de McFarland e incubacion de 24 horas a 35°C. Se considero que S.
aureus fue resistente a oxacilina cuando el halo de inhibicion tuvo un diametro menor o

igual a 10 mm.

3.3.4. Extraccion de ADN por shock térmico (42,43)

Para este procedimiento se tomaron tres colonias de cultivo de 18 h de crecimiento de S.
aureus, y se suspendieron completamente hasta obtener una suspensién homogénea, en
un eppendorf (codificado previamente) con 150 uL de agua grado molecular, este
procedimiento se repitié para cada muestra. Se realiz6 un vortex de 5 segundos para
asegurar la homogenizacion de las muestras antes del shock térmico que consistio en
colocar los tubos en bafio Maria a 80 °C por 10 minutos y luego, por 10 minutos en
congeladora a -20 °C. Este paso se repitio por Unica vez para realizar la ruptura de la pared
celular bacteriana, luego se esperd 5 minutos para que descongele la suspension antes de
ser llevadas a centrifugacion por 8 minutos a 10000 rpm. EI ADN por ser menos denso
se encontro en el sobrenadante por lo cual se tomo6 60 uL del mismo para continuar con

la evaluacion molecular.

3.3.5. Evaluacion de la calidad del ADN extraido (42)

La evaluacion de la calidad del ADN extraido se realizd en un espectrofotémetro de
micro-volimenes, Nanodrop 2000. Para esto se utilizé 1 pL de agua grado molecular
como blanco, que se coloco en el capilar del equipo para su valoracion, acto seguido se
limpié el capilar con papel absorbente antes de dar inicio a la medicién de cada muestra

de ADN.
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Las muestras de ADN se evaluaron una por una y antes de la lectura de cada una de ellas
se realizé una homogenizaron brevemente mediante un vortex para luego tomar 1 pL y
colocarla en el capilar del Nanodrop, luego se cerré la tapa y se seleccioné el botdn
“measure”. Para cada muestra, se tomaron los datos de concentracion y de pureza, es
decir, los datos de OD260, OD280, ratio OD260: OD280 y la concentracion de ADN en
nanogramos / UL. Los valores leidos se almacenaron en una hoja de datos con el cédigo
de la muestra, los valores de las lecturas y la fecha. Luego de analizar todas las muestras,
se procedio a limpiar el capilar colocando 1 pL de agua grado molecular y secando con

papel absorbente (Apéndice 3).

3.3.6. PCR (Cepa de referencia de S. aureus: ATCC 29213y ATCC 33592) (44,45)
La PCR se realiz6 con un volumen total de 50 pL siguiendo lo descrito por el fabricante
del kit KOD Hot Start ADN Polymerase (Novagen, Toyobo, Merck Millipore). Cada
mezcla de PCR contuvo 1 pL de ADN bacteriano, 5 pL de buffer 10x, 5 uL de dNTP’s,
1 uL de Kod Polimerasa, 32 pL de agua grado molecular, 1.5 pL de cada oligonucle6tido
y 3 L de mM MgSOas. Las condiciones para la PCR fueron de 35 ciclos con activacion
de la polimerasa a 95 °C por 2 min, desnaturalizacion inicial a 95 °C por 20 segundos,
alineacién a 57 °C por 1 min, extension a 72 °C por 2 min, y una extensién final a 70 °C
por 15 segundos. Los oligonucle6tidos para el gen mecA (533 pb) fueron los empleados
por Cotaquispe et al., siendo el Forward mec1-5°’AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC’3

y el Reverse mec 2 -5’ AGTTCTGGCACTACCGGATTTGC’3 (46).
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3.3.7. Electroforesis en gel de agarosa (47,48)

Preparacion de gel de agarosa al 1.5%

Se peso en la balanza analitica 0.75 g de agarosa, luego se vacio lo pesado en un matraz
de vidrio y se agregé 50 mL de solucion buffer TBE 0.5X, a continuacion, se llevé al
microondas por 90 segundos a maxima temperatura para disolver la agarosa
completamente. A este volumen se agreg6 5 pL de SYBR safe (invitrogen™), se mezcld
bien la solucion y se coloco el contenido en el molde para gel de electroforesis evitando
que se formen burbujas, luego se colocO los peines adecuados y se esperd a que

solidifique.

Luego de unos minutos que esté solidificado el gel, se retird los peines con mucho cuidado
evitando de esta manera la ruptura del gel, luego el molde con el gel fue colocado en la
cuba de electroforesis y se agregé TBE 0.5 X necesario para cubrir el gel; se coloco el
marcador de peso molecular (5 uL) en el primer carril del gel, el marcador que se utiliz6

fue el ADN Ladder 100pb (Life Technologies, Invitrogen™).

Cada una de las muestras (ADN amplificado) se mezclé con buffer de carga de la
siguiente manera; 5 uL de ADN amplificado y 1 pL de BlueJuice Gel Loading Buffer
(ThermoFisher™) mezclando con mucho cuidado para no hacer burbujas, a continuacion,
se sembro las muestras en distintos carriles del gel (tanto las muestras amplificadas como

los controles positivos y negativos) con una punta nueva cada vez.

Terminando el sembrado se tap6 la cuba y se conect6 a la fuente de poder PowerPac Basic

Power Supply de (Bio Rad™) y se corri6 a 100 voltios por 30 minutos. Finalizada la

corrida se retird el molde con el gel y se trasfirio el gel al transiluminador con luz UV
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Visi-Blue transiluminador para observar y fotodocumentar las bandas correspondientes

al gen.

3.4. Técnicas de Procesamiento y Analisis de Datos

Los andlisis estadisticos se realizaron empleando el paquete estadistico R v3.0 (Apéndice
4). La asociacion entre los grupos formados (presencia del gen mecA y servicio, tipo de
muestra, sexo, edad de los pacientes, resistencia a oxacilina y resistencia a cefoxitina) fue
establecida mediante la prueba del Chi cuadrado y/o el test exacto de Fisher. La
significancia estadistica se establecio con un p <0.05 considerando un nivel de confianza

del 95% vy error de 5%.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

De los 71 aislamientos de S. aureus incluidos en el presente estudio, 31 provienen de
pacientes de las unidades de cuidados intermedios e intensivos, 34 de consultorios
externos y 6 de emergencia; en cuanto al tipo de muestra clinica, los aislamientos se
obtuvieron de muestras clinicas como secrecion bronquial, liquido pleural, secrecion
faringea, catéteres, orina entre otros. Del total de aislamientos 40 fueron positivos a la
presencia del gen mecA, lo cual representa el 56% de positividad, como se ve en el

grafico 1.

O {-) gen mecA
31 E (+)genmecA

40

Gréfico 1. Frecuencia del gen mecA del total de aislamientos de los diferentes servicios
del HRC.
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Al disgregar los datos por servicios hospitalarios se encontré que de los aislamientos de
S. aureus provenientes de pacientes ubicados en las salas de UCIs 19 de 31 fueron
positivos al gen mecA (61 %), 19 de 34 (56%) provinieron de consultorios externos y 2

de 6 (34 %) de emergencias (p-valor = 0.4487, Apéndice 4) (grafico 2).
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Gréfico 2. Frecuencia del gen mecA segun las areas hospitalarias del HRC. Ucis: salas
de UCls; C.E.: Consultorio externos; E: Emergencias.

Del mismo modo se encontr6 que la frecuencia de los aislamientos de S. aureus positivos
al gen mecA fue de 29/43 (72 %) en secrecion bronquial, 4/10 (10 %) en hemocultivos y
7/18 (16 %) en otro tipo de muestras como esputo, orina y secrecion faringea (p-valor =
0.06494, Apéndice 4) (grafico 3). Por otro lado, se encontré que la frecuencia de
aislamientos de S. aureus positivos al gen mecA fue de 25/42 (62%) en hombres y 15/29

(38%) en mujeres, (p-valor = 0.5148, Apéndice 4).
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Gréfico 3. Frecuencia del gen mecA segun el tipo muestra clinica obtenida de pacientes
en el HRC.

Con la prueba de tamizaje se pudo observar que 49 de 71 aislamientos (69%) presentaron
resistencia a la oxacilinay 43 de 71 (60%) a cefoxitina (figura 1 y 2), ademas se encontro
que la frecuencia de los aislamientos de S. aureus positivos al gen mecA resistentes a
oxacilina y cefoxitina fue del 80% (39/49) y 86% (37/43) respectivamente, mientras que
los aislamientos positivos al gen mecA pero sensibles a oxacilina y cefoxitina presentaron

frecuencias del 0.04% (1/22) y 10% (3/28) respectivamente (graficos 4 y 5).
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Figura 1. Prueba de tamizaje realizado con los discos oxacilina (1pg) y cefoxitina (30 ug)
donde se muestran los halos de inhibicion que demuestran la sensibilidad de este
aislamiento a los antimicrobianos y la ausencia del gen mecA.

Figura 2. Prueba de tamizaje realizado con los discos oxacilina (1ug) y cefoxitina (30 ug)
donde se muestra la ausencia de halos de inhibicion lo que demuestra la resistencia de
este aislamiento a los antimicrobianos y la posible presencia del gen mecA.
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Graéfico 4. Resistencia y sensibilidad antimicrobiana a cefoxitina, relacionada con la
presencia del gen mecA.
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Gréfico 5. Resistencia y sensibilidad antimicrobiana a oxacilina, relacionada con la
presencia del gen mecA.

Del total de aislamientos evaluados, 40/71 (56 %) presentaron el gen mecA, el cual se

verificd mediante una electroforesis en el gel de agarosa al 1.5 % (Figura 1).
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500 pb ... e mecA 533 pb

500 pb mecA 533 pb

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa del gen mecA en 28 aislamientos. (A) Carriles
1y 11: marcador de peso molecular 100pb; carriles 2-7, 13, 14: aislamientos positivos
para el gen mecA; carriles 8, 10, 12, 15: asilamientos negativos; Carriles 9 y 16: controles
+y -. (B) Carriles 1 y 11: marcador de peso molecular 100pb; carriles 2,4,7,13 y 14:
aislamientos positivos para el gen mecA,; carriles 3,5,6,8,9,12, 15: aislamientos negativos.
Carriles 10 y 16: controles +y -.
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4.2 Discusion

El método fenotipico utilizado para la deteccion de posibles SARM en este trabajo de
investigacion fue un tamizaje con los discos de oxacilina y cefoxitina, debido a que estos
discos inducen la produccion bacteriana de la proteina PBP2a la cual reemplaza a la
proteina original en la pared celular pero no funciona como receptor del antibiotico
betalactdmico, generando de esta manera resistencia en la bacteria. La expresion de esta
proteina puede ser homogénea o heterogénea y muchas veces puede ser influenciada por
las condiciones de cultivo, por la afinad de la proteina PBP2a con el antibiotico y por el
gen que codifica para esta proteina, por lo que es necesario contar con métodos
confirmatorios como es la prueba molecular de PCR que amplifica especificamente el gen
0 genes asociados a este mecanismo de resistencia; esta técnica es considerada el método

de referencia (36).

Este es el primer estudio realizado en Cajamarca-Peru, donde se determina la frecuencia
del gen mecA en aislamientos provenientes de muestras de pacientes del Hospital
Regional Docente de Cajamarca (grafico 1), donde el 56 % (40/71) de cultivos puros de
S. aureus presentaron el gen de interés, mostrando una similitud con Abente y
colaboradores (2016) donde la frecuencia de SARM fue 54,3% (38/70) en muestras de
abscesos, fortnculos y lesiones supurativas por hisopado (6), asi como también con
Cikman y colaboradores (2019) que encontraron una frecuencia del gen mecA del 63,8%
en un total de 315 aislamientos procedentes de UCIs (10). Es muy importante hacer
énfasis en estos resultados, ya que un buen porcentaje de aislamientos provienen de
diferentes tipos de secreciones tomadas de pacientes de las UCIs del HRC; debido a que

infecciones con SARM complican alin mas la estadia de los pacientes, puesto que estaran
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lidiando contra microorganismos resistentes en un estado de salud muy debilitado. Por
otra parte, estos resultados nos sefialan una presencia de falsos positivos de resistencia a
oxacilina, la cual podria estar mediada por otros mecanismos, ya sea a nivel molecular

como la presencia de otros genes de resistencia homaélogos al mecA.

Ahmed y colaboradores (2017) en cambio, determinaron una prevalencia de SARM del
30,4% (34/112) entre todos los aislados de S. aureus (8), Panda y colaboradores (2016)
una frecuencia del 31% (62/200) de aislamientos de S. aureus positivos para el gen mecA
(7) y Bastidas y colaboradores (2020) una frecuencia del 25% (81/324) en aislamientos
de S. aureus, en todos los casos frecuencias mucho mas bajas en comparacién con lo
hallado en este estudio, pese a que los aislamientos fueron obtenidos de muestras similares
como secreciones respiratorias, catéteres entre otras (11). Esto puede ser indicativo de
que no se esta llevando adecuadamente la vigilancia de SARM en nuestros hospitales, y
quiza haya deficiencia y falta de planificacion en la prevencion y control de este tipo de
infecciones a nivel hospitalario. Estas diferencias en los resultados muestran la
variabilidad de la frecuencia comparada con las distintas muestras y areas evaluadas y
que podrian ser motivo de interés para siguientes estudios. Estos resultados coinciden en
su mayoria con las caracteristicas de los SARM cuyo rango de invasion va desde
infecciones locales como abscesos o forunculos, hasta cuadros sistémicos severos y esto
va relacionado directamente con la estancia prolongada y la instrumentalizacion de apoyo
que utiliza el personal de salud, que muchas veces no recibe el grado de desinfeccion y

esterilizacion necesarias (46).
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Si observamos el interior hospitalario, un alto porcentaje (grafico 2) de aislamientos que
poseen el gen mecA, han sido encontrados en los ambientes con mayor riesgo de
morbilidad y mortalidad como lo son las areas UCIs. Los porcentajes encontrados tanto
en las areas de UCls (61%) y consultorios externos (54%), son altos, con p-valor mayor
a0.05, lo cual sefiala una elevada frecuencia de resistencia antimicrobiana no solo a nivel
hospitalario sino también comunitario, lo que conlleva a un mayor riesgo de mortalidad
Si es que estas personas por alguna causa infecciosa fueran internadas en UCI, area donde
se presenta la mayor frecuencia de aislamientos con resistencia antimicrobiana. Estos
resultados también muestran evidencia de la mala practica a nivel comunitario de
automedicarse y también nos muestra la vulnerabilidad de las personas en los ambientes
hospitalarios al encontrarse en riesgo de mortalidad si adquieren infecciones por

patogenos resistentes a antimicrobianos como los SARM.

En lo que refiere al tipo de muestra, se encontrd6 un 72% de SARM en secreciones
bronquiales, existiendo una diferencia considerable comparado con el estudio realizado
por Cabrejos et al (2021) donde el porcentaje de SARM encontrado fue del 14,8% (13).
Sin embargo, cabe recalcar que en este estudio la variedad de muestras de donde se
aislaron los S. aureus fue menor al estudio comparado, de alli que en el momento de

evaluar el porcentaje y comparar los resultados existié una diferencia.

En este trabajo se encontrd dos aislamientos con resistencia a oxacilina, sensibilidad a
cefoxitina y con la presencia del gen mecA, por lo que podriamos estar en frente de
aislamientos con resistencia heterogénea, la cual se manifiestan in vitro cuando S. aureus

aparece como resistentes a oxacilina, pero sensibles frente a otros antibidticos beta-
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lactdmicos; este tipo de resistencia ha sido discutida por distintos grupos de investigacion
entre ellos la de Morosini y colaboradores (2011) donde han realizado pruebas fenotipicas
y han encontrado aislamientos heteroresistentes sensibles a cefoxitina, por lo que
descartan la presencia del gen mecA sin la necesidad de una prueba molecular

confirmatoria (40).

Sin embargo Torres y Cercenado (2010) en su estudio aclaran que por presentarse una
resistencia cruzada con otros B lactamicos, estos aislamientos deben considerarse e
informarse como resistentes a todos ellos debido a que se ha demostrado que es posible
la transformacion de una expresion heterogénea en una expresién homogénea de la
resistencia a meticilina, fendmeno que se asocia a la seleccion de mutaciones
cromosomicas y de reorganizaciones genéticas o a un incremento en la produccion de la
PBP2a (36). Coincidiendo con los resultados de este trabajo de investigacion. Ahmed y
colaboradores (2017) en comparacion con este trabajo determinaron una prevalencia de
SARM del 30,4% (34/112) donde 24 aislamientos fueron resistentes a ambos antibidticos,
cuatro aislamientos mostraron un perfil sensible a oxacilina, pero resistente a cefoxitina,
mientras que seis aislamientos eran intermedios con oxacilina, pero resistentes a
cefoxitina, mostrando una mayor sensibilidad frente al disco de oxacilina a diferencia con
este trabajo donde existio una mayor resistencia frente a oxacilina; en estos casos, debido
a la presencia del gen mecA en todos los aislamientos, la irregularidad de la sensibilidad
frente a oxacilina nos coloca en frente de aislamientos denominados Staphylococcus
aureus portador del gen mecA sensible a oxacilina (OS-MRSA) segun el estudio realizado
en Uruguay por Barbagelata y colaboradores (2018) (8,39). Todos estos resultados se

podrian denominar de manera erronea como sensibles a meticilina por métodos de
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tamizaje utilizando discos de antibioticos, sin embargo, debido a la presencia del gen

mecA lo convierten en aislamientos SARM.

En este estudio también se encontrd 6 aislamientos resistentes a oxacilina y a cefoxitina
y sin la presencia del gen mecA, resultado que podriamos asociar a cambios a nivel
cromosoémico, reorganizaciones genéticas o a un incremento en la produccion de la PBP2a
mediada por el gen mecC, donde se ha detectado que tiene una mayor afinidad relativa
para oxacilina que para cefoxitina comparada con su homéloga mecA, por lo que da lugar
a niveles mas altos de resistencia a cefoxitina que a oxacilina (27). Ademas, se encontrd
4 aislamientos resistentes a oxacilina, sensibles a cefoxitina y sin la presencia del gen
mecA, por lo que podriamos asociarlos a aislamientos de S. aureus con resistencia de bajo
nivel o resistencia borderline a la oxacilina (BORSA), hiperproduccion de B-lactamasa

estafilococica o a la modificacion de las PBP 1, 2 0 4 de S. aureus (30).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud y el Foro Econémico Mundial, la resistencia
a los antibidticos es uno de los grandes problemas de salud puablica mundial porque impide
nuestra capacidad de controlar las enfermedades infecciosas aumentando la morbi-
mortalidad y amenazandonos con volver a la era pre-antibiotica debido a la basta
resistencia de los microorganismos a los diferentes tipos de antimicrobianos, generando
de esta manera un aumento de costos por el tiempo que requiere tratar una enfermedad
ocasionada por este tipo de microorganismos e inestabilidad poniendo el riesgo la
economiay el comercio. Quizéa sean los anticuerpos y no los antibiéticos en un tiempo no
muy lejano los que con su extraordinaria especificidad lleguen a ofrecer soluciones

concretas (33).
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La resistencia frente a los antibioticos no es un problema reciente, es un problema que
nos aqueja desde mucho tiempo atras, y una de las causas que la habria generado es la
automedicacion (49). Per0 tiene un gran problema relacionado al desarrollo de resistencia
a los antibidticos, ya que es un pais donde la venta de muchos antimicrobianos se realiza
sin receta médica y muchas veces sin saber la dosis necesaria que se necesita para lidiar
con el microorganismo infeccioso. Al no cumplir con las dosis necesarias para combatir
una infeccién ocasionada por el patdgeno, condiciona una posible reinfeccion por el
mismo patdgeno donde el antibidtico utilizado anteriormente, no tendria el mismo efecto

en la bacteria debido a la generacion de resistencia.(3).

Los microorganismos portadores de genes de resistencia no hacen mas que poner en
riesgo tanto al personal de salud como a los pacientes alojados en el hospital. Ademas, se
advierte también de S. aureus resistentes a meticilina mediada por otros mecanismos ya
mencionados anteriormente que, al ser tratados con los mismos antibiéticos, podriamos
seguir generando resistencia y podria volverse crénico mas adn si la infeccion es
producida por microorganismos multirresistentes poniéndose en riesgo muchas veces a la
misma persona que se automedica, al personal de salud asintomatico que es portador de
SARM 'y a personas de la comunidad que muchas veces van a un establecimiento de
salud por casos leves y al final pueden contaminarse con algin patégeno oportunista que
es portador de genes de resistencia que terminan complicando su enfermedad, alargando
su estadia en el hospital y aumentando de manera significativa los costos de atencién. Por
lo tanto, conocer la frecuencia del gen mecA encontrada en este estudio es muy importante
para el personal de salud que trata infecciones por estas cepas bacterianas, que son causa

importante de infecciones intrahospitalarias (4,49).
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Con este trabajo de investigacion se logré estandarizar de forma eficiente la extraccion
de ADN de S. aureus sin la necesidad de utilizar kits de extraccion costosos, obteniendo
como resultados ADN de buena calidad y con concentraciones que nos permitieron

detectar el gen mecA sin ningun problema como se muestran en nuestros resultados.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Los resultados del presente estudio, permiten concluir que de 71 aislamientos de S. aureus
provenientes de muestras clinicas, el 56% (40) fueron positivos a la presencia del gen

mecA mediante PCR.

En la prueba de tamizaje con los discos de oxacilina y cefoxitina, se determin6 que del
total de aislamientos (71) de S. aureus el 69% (49) presentaron resistencia a oxacilina y

el 60% (43) a cefoxitina.

Los aislamientos de S. aureus positivos al gen mecA fueron obtenidos con mayor
frecuencia de los servicios hospitalarios de las salas de UCIs y consultorios externos, con

19 aislamientos cada servicio.

El tipo de muestra nombrado como secrecion bronquial fue de donde se obtuvo el mayor

numero de aislamientos positivos al gen mecA (72%).
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5.2. Recomendaciones

Se debe realizar estudios méas profundos de los diferentes tipos de mecanismos de
resistencia que posee S. aureus frente a los antibi6ticos como son los genes mec y su
origen, hiperproduccion de B-lactamasas o OS-SARM. También se debe evaluar la
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en Cajamarca, que permita monitorear
los cambios en las poblaciones microbianas, detectar de forma temprana los SARM para

facilitar la pronta notificacion e investigacion de brotes.
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APENDICES

Apéndice 1. Descripcion clinica de los aislamientos

Ficha 1. Descripcion clinica de los aislamientos.

Codigo del aislamiento: ............ Fecha de cultivo: ..../.... /....

Sexo

Origen

Hospitalario I:I

Extrahospitalario [ |
Servicio hospitalario  : ......ccoiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiniees
Tipo de muestra CHNICA: tuvvveiiiiiiiiiiiiiieniieieieieierernsasasasasnsasens
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Apéndice 2. Reactivacion de los aislamientos de S. aureus

Figura 2. Reactivacion de los aislamientos de S. aureus. Cultivo de S. aureus en Agar
sangre (A), Coloracién Gram (B), Colonias aisladas de S. aureus en Agar Baird Parker
(C), Prueba de coagulasa (D) y Viales con cultivos puros (E).
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Apéndice 3. Evaluacion de la calidad del ADN extraido

Tabla 1. Codigo de los aislamientos de S. aureus y concentracion del ADN.

MUESTRA
MB1026
MB2644
MB1088
MB528
MB727
MB1059
MB1098
MB1082
MB546
MB1381
MB1120

MB1307
MB638
MB1157
MB1108
MB529
MB1201

MB1273
MB1090
MB2696
MB1244
MB1125
MB1319
MB1258
MB1257
MB1169
MB1153
MB1046
MB1315
MB1417
MB1025
MB622

MB1017
MB1310
MB1598
MB1890
MB1780

CONCENTRACION DE ADN ng/ul

49

1075,2
1553,7
1669,2
129,1
196,7
904,2
1716,7
1238,6
2138,1
2299,5
1407,7
1240,5
1005,9
226,7
265,5
251,1
145,5
631,5
830,9
689,8
921,9
409,8
966,5
311,8
712,6
441,3
386,8
404
645,9
890,2
602,3
561,3
735,4
636
990,9
2431
3254,3

260/280

2,23
2,29
2,26
2,21
2,45
2,22
1,92
2,25

2,1

2,2
2,19
2,21
2,19
2,35
2,11
2,29
2,45
2,19
2,11
2,17
2,15
2,27
2,14

2,3
2,16
2,21
2,01
2,55
2,19

2,3
2,23
2,31
2,29
2,19
2,34
2,22
2,29

260/230

1,17
1,58
1,12
1,51

1,6
1,23
0,86
1,34
1,33
1,13
1,25

1,4
1,46
1,57

1,7
1,26
1,47
1,59
1,32
1,29
1,46
1,32
1,44
1,29
1,38
1,28
1,28
1,81
1,37
1,35
1,22
1,27
1,21
1,43
1,43
1,37
1,25



MB1416
MB1394
MBO0048
MB1396
MB1592
MB1679
MB1576
MB734

MB1566
MB1817
MB1407
MB1300
MB1614
MB774

MB1593
MB1425
MB1141
MB1349
MB0032
MB0040
MB1720
MB1390
MB1584
MB762

MB1737
MB0074
MB1934
MB1556
MB775

MB1841
MB1735
MB0042
MB1545

50

969,6
3055,4
813,1
319,2
942,5
209,1
2036,4
2814,1
3093,2
1411
945,5
1571
1983,8
1567,5
1333,1
1147,9
3560,3
1116,2
882,3
1397,7
2796,9
2613,4
1888,5
1582,4
316,6
638,3
761,5
380,3
1084,9
176,1
388
462,7
312,1

2,32
2,21
2,19
2,43
2,43
2,51
2,13
2,18
2,26
2,25
2,07
2,02
2,19
2,29
2,33
2,22
2,27
2,28
2,12
2,21

2,2
1,97
2,29
2,26
2,33
1,83
2,44
2,29
2,29
2,54
2,31
2,27
2,32

1,32
1,29

1,2
1,22
1,32

1,9
1,39

1,3

1,3
1,19
1,37
1,22
1,26
1,38
1,46
1,21
1,21
1,43
1,15
1,29
1,26
0,94
1,34
1,38
1,46
0,69
1,63

1,4

1,4
2,08

1,4
1,42
1,31



1B 528

Absorbance

TOmm

mm W B R M A M
Wavelength (nm)

286nm 0.T46Abs

Sample ID: VB 528 Pedestal

Type:  DNA + 15000

Conc. nglul v

1280 (10 mmpath) 2582
A0 (10mmpath) | 1168
X0 2
X020 18

Baseline correction nm

Figura 3. Forma tipica de la curva del ADN evaluada en el Nanodrop.
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Apéndice 4. Analisis estadistico

R5tudio
File Edit Code VWiew Plots Session Build Debug Profile Tools Help

-+ & - @ & & [ A Gotoifieffunction B8 - Addins -

ZR) TESIS MARTIN BUSTAMANTE.R* B . B datos2 2 cartoR

4= A | = B Source on Save
79 xlab =
80 main =
81
82 barplot(table(dat
83 x1ab
84 main
B85
86 barplot(table
87 x1ab
88 main

(Top Level}
Console Terminal Jobs
€' R4.1.1 - G/Users/User/Downloads/ =

chisq.test(datos2$SEx0, datos2$mecA, correct
chisq.test(datos2iNewSer, datos2imecA, correct =
chisq. test(datos2iNewSample, datos2$mecA, correct
chisq.test(datos25GrupEtareo, datos2$mecA, correct =

Pearson’s Chi-squared test

data: datos2$NewSer and datos2SmecA
X-squared = 1.6028, df = 2, p-value = 0.4487

Figura 5. Evaluacion del P-valor de los aislamientos de S. aureus provenientes de
pacientes ubicados en las salas de UCIs, consultorios externos y emergencias,
mediante la prueba de chi-cuadrado.
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chisq.test(datos2$SEx0, datos2$mecA, correct
chisq.test(datos2iNewSer, datos2imecA, correct = FA
chisq.test(datos2$NewSample, datos2$mecA, correct
chisq.test(datos23GrupEtareo, datos2imecA, correct

Pearson’s Chi-squared test

data: datos2$Sex0 and datos2$mecA
X-squared = 0.42426, df = 1, p-value = 0.5148

Figura 6. Evaluacion del P-valor de los aislamientos de S. aureus positivos al gen mecA
de acuerdo al tipo de muestra como secrecion bronquial, hemocultivos y otro tipo de
muestras como esputo, orina y secrecidon faringea, mediante la prueba de chi-cuadrado.

chisq.test(datos23SEx0, datos2imecA, correct
chisq.test(datos2$NewSer, datos2imecA, correct
chisq.test(datos2$NewSample, datos2$mecA, correct
chisq.test(datos23GrupEtareo, datos2$mecA, correct = FA

Pearson’'s Chi-squared test

data: datos2iNewSample and datos2$meca
X-squared = 5.4685, df = 2, p-value = 0.06494

Figura 7. Evaluacion del P-valor de los aislamientos de S. aureus positivos al gen mecA
en base al sexo, mediante la prueba de chi-cuadrado.
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