UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

E.A.P DE BIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA

TESIS

Perfil de resistencia y genes de virulencia en aislamientos de Staphylococcus aureus
provenientes de pacientes atendidos en el Hospital 11 EsSalud-Cajamarca, durante
el afo 2022

PARA OPTAR EL TiTULO PROFESIONAL
DE BIOLOGO BIOTECNOLOGO

PRESENTADO POR:

BACH. COLLANTES MONTENEGRO CHRISTIAN JHOAN

ASESOR:
Dr. RIVERA JACINTO MARCO ANTONIO

CO-ASESOR:
Dr. LLONTOP CORNEJO VICTOR JAVIER

CAJAMARCA - PERU

2024



e | Universidad
B (Nacional de
ol |[Cajamarca

CONSTANCIA DE INFORME DE ORIGINALIDAD

1. Investigador: Christian Jhoan Collantes Montenegro
DNI: 73267882

Escuela Profesional/Unidad UNC: ESCUELA ACADEMICO DE BIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA

2. Asesor: Dr. Mblgo. MARCO ANTONIO RIVERA JACINTO
Facultad/Unidad UNC: FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

3. Grado académico o titulo profesional
OBachiller  XTitulo profesional OSegunda especialidad
OMaestro ODoctor

4. Tipo de Investigacion:

X Tesis [ Trabajo de investigacion O Trabajo de suficiencia profesional
O Trabajo académico

S. Titulo de Trabajo de Investigacion: Perfil de resistencia y genes de virulencia en
aislamientos de Staphylococcus aureus provenicntes de pacientes atendidos en el

Hospital Il EsSalud-Cajamarca, durante cl afio 2022

6. Fecha de evaluacion del Software antiplagio: 4/9/2024

7. Software antiplagio: X TURNITIN (] URKUND (OURIGINAL) (*)

8. Porcentaje de Informe de Similitud: 17%

=)

., Codigo Documento: oid:3117:378387419

10.Resultado de la Evaluacion de Similitud:

X APROBADO [0 PARA LEVANTAMIENTO DE OBSERVACIONES O DESAPROBADO
Cajamarca, 6 de setiembre del 2024

Dra. MARTHA VICENTA ABANTO VILLAR

DIRECTORA UNIDAD DE INVESTIGACION FCS-UNC
DNI: 26673990

* En caso se realizé la evaluacion hasta setiembre de 2023



Copyright©
Christian Jhoan Collantes Montenegro

Todos los derechos reservados



FICHA CATALOGRAFICA

Collantes, C. 2024. Perfil de resistencia y genes de virulencia en aislamientos de
Staphylococcus aureus provenientes de pacientes atendidos en el Hospital 11

EsSalud-Cajamarca, durante el afio 2022/ Christian Jhoan Collantes Montenegro.
Escuela Académico Profesional de Biologia y Biotecnologia

Asesor: Dr. Marco Antonio Rivera Jacinto

Co-asesor: Dr. Victor Javier Llontop Cornejo

Disertacion Académica para optar el Titulo Profesional de Biologo Biotecnélogo UNC —

2024




Perfil de resistencia y genes de virulencia en aislamientos de Staphylococcus aureus
provenientes de pacientes atendidos en el Hospital 11 EsSalud-Cajamarca, durante

el afio 2022
AUTOR: Bach. Christian Jhoan Collantes Montenegro
ASESOR: Dr. Marco Antonio Rivera Jacinto
CO-ASESOR: Dr. Victor Javier Llontop Cornejo

Tesis evaluada y aprobada para la obtencién del Titulo Profesional de Bidlogo

Biotecndlogo de la Universidad Nacional de Cajamarca, por los siguientes jurados.

JURADO EVALUADOR

Dr. Rodolfo Raul Orejuela Chirinos

sscflﬂzm (0)

Dr. Carmen Eddy Medina Rodriguez

VOCAL
Dr. Luis Gilberto Garcia Izquierdo

Cajamarca, 2024 - Peru

iv



Universidad Nacional dg Cajamarca

“Naxte de ba Univewsidad Peruana”
Fundada por Ley 14015 del 13 de Febrero de 1962

Facultad de Ciencias de la $alud
Av. Atahualpa 1050 Teléfono/ Fax 36-5845

MODALIDAD “A”

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS PARA LA OBTENCION DEL
TITULO PROFESIONAL DE BIOLOGO BIOTECNOLOGO

En Cajamarca siendo las .7:294m.  del £3... de fufﬁ‘l'ﬂbﬂ' del 2024 los
integrantes del Jurado Evaluador para la revisién y sustentaciéon de la tesis,
designados en Consejo de Facultad a propuesta del Departamento Académico,
reunidos en el ambiente ./-Z.-. /4. de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Cajamarca, dan inicio a la sustentacién de tesis
denominada: e/l de nees2linces v Gener ol v nelen s en
itindimgnlys iy ﬁtabw&;cm{/ws/ aunets puoencenle, ote paccents,
alenductyy gn L #JJ//L![O& L EsSalvd - CM&WTM‘C— (lmcnﬂz el g 2022
del (a) Bachiller en ClenC|as Bioldgicas:

Christien  _TJhoan  Collanles M orilenecpro

Siendo las .....7. e Rm del mismo dia, se da por finalizado el proceso de
evaluacion, el Jurado Evaluador da su veredicto en los siguientes términos:
...... 4 LA . con el calificativo de: /7’“ con lo cual el (la)

Bachiller en Ciencias Biologicas se encuentra ...... Apfs........ para la obtencién
del Titulo Profesional de: BIOLOGO BIOTECNOLOGO.

Miembros Jurado Evaluador
Nombres y Apellidos

Presidente:

?odﬁe(f} O/L@] weile, Choinnys :
/ y. (/A
Secretario(a): dvai [

CW”’¢” CC ﬂ//eca’mc /2,)0&4 //mf,s / /L M/@(ﬂ/‘—f
Vocal: 6@/ >
41 [—7 éfi/l %L/ _,5 6/(/( m&é % A~
Accesitaria: / 7 / /‘

Asesor (a): _— 2 e - i ////z
wmco rwete jzarzl»o ///%/%,\
Co Asesor (a): - . e

; 5 \ i : R
; l// eley Javien J/ﬁjnw/y Corn ,7,\) /
Términos de Calificacion: ¢

EXCELENTE (19-20) MUY BUENO (17-18) BUENO (14-16)
REGULAR (12-13) REGULAR BAJO (11) DESAPROBADO (10 a menos)




Mis padres, Lucia Montenegro Aliaga y Noel Collantes Camacho y a mi hermano,
Jhiban Collantes Montenegro, por su apoyo, sacrificio y amor incondicional que me
permiten seguir creciendo, aprendiendo y alcanzando mis metas, por ser guias en mi
formacion académica y personal, por brindarme la herencia mas noble y valiosa que

todos anhelan “la educacion”

Vi



Agradecimiento

A Dios, por darme la fortaleza y sabiduria para superar los obstaculos y seguir avanzando
en la vida; a mis padres y hermanos, porque este trabajo es resultado de su apoyo

constante, por su esfuerzo, dedicacion y por estar siempre a mi lado.

A mi asesor, el Dr. Marco Antonio Rivera Jacinto, por creer en mi y en la capacidad para
Ilevar a cabo este proyecto, por contribuir con su experiencia y guiarme durante todo el

proceso de formacion académica e investigacion.

A mis compafieros de laboratorio y amigos, por el apoyo, motivacién y alegria durante
todo el proceso; al personal de salud del laboratorio de Microbiologia del Hospital 11
EsSalud-Cajamarca: Blga. Gabriela Cacho Gutiérrez, Blgo. Angel Fuentes Medina, Tec.
Lab Gaby Lizeth Rojas, por su ayuda incondicional durante todo el trayecto de ejecucion

de esta investigacion.

vii



CONTENIDO

CAPTTULO Lottt 1
INTRODUCCION ..ottt 1
CAPTTULO LI ottt 3
MARCO TEORICO ...ttt ettt 3
2.1 Antecedentes de la INVESTIGACION.........ccocoiiiriiieerere e 3
2.2 BASES TEONICAS .....c.eveveeeiieteet ettt b et 9
2.2.1 Caracteristicas de StaphylOCOCCUS........ccccucueieiiiieeeeee e 9
2.2.2 Patogenia y factores de virulencia de S. Qureus ...........ccccceeeeeeeeereceene. 10
2.2.3 1dentificacion de S. AUIBUS .......c.cccuiuieceiiricicei s 11
224 Resistencia antimicrobiana en S. QUIEUS ...........ccoieurieirenieeineneeeenieeenenen. 12
2.2.5 TIPOS UE FESISTENCIA ...ttt nenas 13
2.2.6 MecanisSmOoS de FESISLENCIA ........c.veueiueuriciririeeireere e 14

2.2.6.1 Expulsion del antibidtico activo del interior de la célula bacteriana..... 14
2.2.6.2 Inactivacion del antibidtico mediante enzimas hidroliticas.................. 14

2.2.6.3 Bloqueo de la entrada del antibidtico por modificacion del sitio activol5

2.2.6.4 Limitacion o disminucion de la permeabilidad de la membrana.......... 16
2.2.7 Resistencia de S. aureus a antibioticos betalactamicos............c.ccceevenenee. 16
2.2.8 Resistencia de S. aureus a antibioticos no betalactdmicos............cccccoveuee. 17

2.2.8.1 Resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas ................ 17

viii



2.2.8.2 Resistencia a aminoglucOSidos ..........cevviieiieieiie e 18

2.2.8.3 ResiStencia a feniCoIeS ........cccovviiiiiiiiiese e 18
2.2.8.4 Resistencia a tetraCiClinas .........cccooveviiiniii s 19
2.2.8.5 Resistencia a 0XazolidiNONas .........cccocveveiieiieeienie e 19
2.2.8.6 Resistencia a gluCOPEPLIAOS .......coovruerieiririeieere e 19
2.2.8.7 Resistencia a fluorogquinolonas ... 20
2.2.9 Método de tamizaje de susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus
mediante el método de disco de difuSION ..........ccceevrieeeeerceeeenes 20

2.2.10  Genes de resistencia 'y virulencia de S. QUIUS .........ccovveeeeeierrrnencceniennn. 22
2.2.10.1 Genes de resistencia de S. QUIBUS..........cccererieieieriene e e 22
2.2.10.2 Genes de virulenciade S. QUIEUS .........ccevverieeieiiere e 24
2.2.11 Determinacion de la presencia de genes de resistencia y virulencia.......... 26
CAPTTULO T oottt 27
DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS.....ooveiniiieeeieieesessieeone, 27
3.1 NiVel de INVESLIGACION .....c.eoueeieiieeiee et 27
3.2 Tipo y Disefio de iNVESHIGaCION...........c.coveiiiiieiecce e 27
3.3 DiseNo MEtOdOIOGICO ......ccueeiiiieiie e 27
3.3.1 Material BiOlOQICO........ccucuiuiueiiieceeeee et 27
3.3.2 Recoleccidn y transporte de 10s aislamientos ...........ccocceeeeeieeicicieeeeeceeee 27
3.3.3 Tecnicas e instrumentos de recoleccion de datos..........c.cccevvriieeerrinceeeieenn. 28
3.3.3.1 Descripcion de 10S aiSIamientos ........ccocevereieiieniieieeieiese e 28
3.3.4 Reactivacion de 10S aiSIamientos...........ccccevvireennneeee e 28



3.3.5 Evaluacion de las caracteristicas de S. QUIBUS .......coveeeeeeeeeeeeeeeee e 28

3.3.6 Prueba de 18 CoagUIBSE..........ccceuririicc e 29
3.3.7 Preparacion de 10s inOCUl0S baCterianos...........cccvevevevevevevevceceeeeeeeseseseeeee 29
3.3.8 Determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana..............c.cccceuevueee. 29
3.3.8.1 Determinacion de la produccion de betalactamasa ..........cccoceeeevvieinnnns 31
3.3.8.2 Deteccion de S. aureus con resistencia inducible a la clindamicina ....... 31

3.3.9 Extraccion de ADN por ShOCK tErMICO..........c.cevevevevereveieeeceeeeeeee e 31
3.3.10 Evaluacion de la calidad del ADN extraido..........cccooeeeeeeverriricceeeisisee e, 32
3.3.11 Reaccidn en Cadena Polimerasa MUIKIPIEX .........ccceveuevieciiiiiceceee 32
3.3.12 Electroforesis en gel de agaroSa ..........ccevevevevevevevevereveieveeeeeeeesssess e 34
3.3.13 Técnicas de procesamiento y analisis de datos...........cccceeerrrireeerereisesceeienenn, 35
(0 o I I I 2 Y PR 36
RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt 36
4.1 RESUITAAOS ...ttt nee e te et nreete e e nneenes 36
4.1.1 Caracteristicas de origen de 10s aislamientos............ccccccereieiiieciceeeseeeeeeen 36
4.1.2 Susceptibilidad antimiCrobDIaNa...........ceuvveiriririeieieieeee e 36

4.1.3 Evaluacién de la produccion de betalactamasa mediante disco de penicilina... 38

4.1.4 Deteccion de la resistencia a la clindamicina inducida por la eritromicina....... 39
4.1.5 Perfiles de resistencia de los aislamientos de S. QUIeus ..........c.ccccceevrrceeeiennn. 39
4.1.6 Genes de virulencia y resistencia en aislamientos de S. aureus..............ccceeuue.e. 41
4.1.7 Perfiles genéticos de aislamientos de S. QUFEUS..........ccuereeeririereeieeiseseee e, 43



4.1.8 Frecuencia de aislamientoS IMRSA ...t 44

4.1.9 Caracteristicas asociadas con la presencia de aislamientos MRSA..................... 44
4.1.10 Frecuencia de S. aureus resistentes segun el tipo de muestra. ..........c.c.ceveee.. 45
4.1.11 Aislamientos con genes de virulencia-resistencia segun tipo de muestra........ 46
O I TS o1 1 ] o] o USSR 48
L0 = I I 1 I 2 VPR 58
5.1 CONCIUSIONES ...ttt ettt bbbttt bbb beene e 58
5.2 RECOMENUACIONES .....vvivievierieiesie sttt sttt sttt bbb nbe s 58
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oeveveveteeeseesssieee s s sesasss s sessss s, 59
APENDICES ..ottt 79

Xi



LISTA DE ILUSTRACIONES

Indice de figuras

Figura 1. Screening de produccién de betalactamasa mediante disco de difusion de la

0T a1 o] | 1] - VUSSR OSSN 38

Figura 2. Deteccion de la resistencia a la clindamicina inducida por la eritromicina D-

test positivo, halo en forma de D........c.coveiiiiiicce e 39

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados mediante PCR

multiplex para 10S genes tsst, eth Y eta. ......ccocoviiiiiieiicc e 42

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados mediante PCR

maultiplex para los genes blaZ, PVL, MECA Y MECC.......cccovevieieiieieee e 42

indice de graficos

Gréfico 1. Frecuencia de aislamientos de S. aureus segin genes de virulencia y
resistencia evaluados en eSte StUIO.........coveieriiiiieiee s 41

Grafico 2. Porcentaje de aislamientos de S. aureus resistentes por tipo de antimicrobiano
SEQUN tIPO AE MUESEIIA ....c.veeee ettt be e be e be e saeeeas 46

Grafico 3. Frecuencia de aislamientos de S. aureus por tipo de genes de virulencia-
resistencia en diversas MUeStras CHINICAS .........ccvvivereiieiieee e 47

Xii



indice de tablas

Tabla 1. Clases de enzimas betalactamasas..........ccccevvererieniienenie e 15
Tabla 2. Genes que confieren resistencia a antibioticos ...........ccccevevereniiennieseenen, 23
Tabla 3. Principales factores de virulencia de S. @UIeUS .........cccooeveenenienieeneeie e 24

Tabla 4. Lista de antimicrobianos que se utilizaron y criterios de susceptibilidad. ...... 30
Tabla 5. Caracteristicas de los primers que se utilizaron para la amplificacion por PCR
LTE U o] SRRSO 34

Tabla 6. Susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de S. aureus evaluado con el

mMeétodo del diSCO de AITUSION . .......coieiiiiiee e 37
Tabla 7. Perfiles de resistencia antimicrobiana de los asilamientos de S. aureus. ........ 40
Tabla 8. Perfiles genéticos de S. aureus determinado mediante PCRs Multiplex......... 43
Tabla 9. Caracteristicas de origen asociadas a los aislamientos MRSA y MSSA......... 45

Xiii



LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico.

CLSI: Instituto de Normas Clinicas de Laboratorio.
EUCAST: Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos.
MDR: Multidrogorresistencia.

MRSA: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina.
MSSA: Staphylococcus aureus sensible a la meticilina.
pb: Pares de bases.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PBP: Proteina fijadora de penicilinas.

rpm: Revoluciones por minuto.

TBE: Tampon tris-acido borico-EDTA.

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

uL: Microlitros.

Xiv



GLOSARIO

blaZ: gen que codifica la produccion de betalactamasas, la misma que es responsable de

la resistencia de Staphylococcus aureus a los betalactamicos como la penicilina (1).

eta: gen que codifica para la toxina exfoliativa de tipo A, de origen profago y encontrado
en un cromosoma. Uno de los principales causantes para desarrollo del impétigo

ampolloso (2).

etb: gen que codifica para la toxina exfoliativa de tipo B, se encuentra en un plasmido,
Reportado con menos frecuencia, pero junto a la toxina exfoliativa de tipo A es causante

sindrome de piel escaldada por estafilococos (2).

iIMLSg: fenotipo de resistencia de S. aureus a macroélidos (eritromicina) y sensibilidad a
lincosamidas (clindamicina), pero son un achatamiento del halo de la clindamicina
préximo de la eritromicina (D-test positivo), es decir resistencia inducible a la

clindamicina (3).

mecA: gen que codifica la PBP-2a, proteina que sustituye a las PBPs nativas de la pared

celular bacteriana, confiriéndole resistencia a la meticilina y a betalactdmicos (4).

PCR multiplex: reaccion que busca la amplificacion simultanea en un solo tubo de

multiples secuencias especificas o fragmentos de ADN (5).

PVL: gen que codifica a la exotoxina Leucocidina Panton-Valentine, la misma que se

asocia con la destruccion de leucocitos (6).
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Shock termico: procedimiento fisico que requiere de calor y frio para el rompimiento de

la pared bacteriana a fin de obtener la molécula de ADN (7).

tsst: gen que codifica para la exotoxina TSST-1 (Toxina del Sindrome del Shock Téxico
1), la cual puede desencadenar una respuesta inmune exagerada, causando fiebre,

disfuncion de maltiples 6rganos, hipotensién, etc. (8).

Mutaciones cromosomicas: alteraciones que afectan a cromosomas completos 0 a un
segmento del cromosoma (genes completos en lugar de nucledtidos individuales), y
ocurren porque se pierden fragmentos (delecion), se duplican, o cambian de lugar dentro

del mismo cromosoma (inversion) o hacia otro (translocacion) (9).

Bombas de flujo: transportadores de membrana que mueven activamente iones, solutos

0 multiples antibidticos desde el interior hacia el exterior de las células bacterianas (10).

Elementos transponibles: fragmentos de ADN que se mueven de un lugar a otro dentro
del genoma, existen elementos transponibles silenciosos los cuales no causan efecto

fenotipico alguno, pero los demas si pueden contribuir a mutaciones (11).

Identificacién fenotipica: crecimiento y morfologia de la colonia bacteriana en varios
medios y andlisis de reacciones bioquimicas dando referencia de las caracteristicas

variables observadas en miembros de la misma especie (12).

Marcador molecular: fragmentos de ADN ubicados en lugares especificos que se
pueden identificar dentro del genoma completo. Se utilizan para “marcar” la posicion de

un gen de interés, indicando la presencia de la caracteristica deseada (13).
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Resumen”

La resistencia antimicrobiana (RAM) de Staphylococcus aureus actualmente representa
un grave problema para la salud publica mundial, debido a sus caracteristicas geneticas
que complican el tratamiento de enfermedades causadas por esta bacteria. Objetivo: El
objetivo principal de este estudio fue determinar los perfiles de resistencia antimicrobiana
y los genes de virulencia y resistencia de S. aureus provenientes de pacientes atendidos
en el Hospital 1l EsSalud-Cajamarca, durante el afio 2022. Materiales y Métodos: El
presente estudio se realizé en 105 asilamientos de S. aureus. Los perfiles de resistencia
se determinaron mediante el método de disco en difusién y la presencia de los genes de
resistencia y genes de virulencia se determind utilizando una doble PCR madltiplex.
Resultados: Del total, se identificaron 42 perfiles de resistencia antimicrobiana
diferentes, de los cuales el perfil mas frecuente fue el de resistencia simultanea a
penicilina, cefoxitina, oxacilina, clindamicina, eritromicina, gentamicinay levofloxacina.
Entre los genes de resistencia, el gen blaZ fue el mas frecuente (74,3 %), seguido por el
gen mecA (42.9 %) y el gen mecC (16,1 %). En cuanto a los genes de virulencia, el gen
tsst estuvo en el 34,3 % de los aislamientos, seguido por los genes eta, etb y PVL que se
encontraron en el 6,7 %, 2,9 %y 2,9 % de los aislamientos, respectivamente. Ademas, el
56,2 % de los aislamientos fueron MRSA, de los cuales la mayoria provino de muestras
bronquiales. Conclusiones: El presente estudio concluye determinando que la resistencia
antimicrobiana es méas frecuente hacia antibiéticos del grupo de los betalactamicos,
macrolidos y lincosamidas, ademas, los genes mas concurrentes se asocian a la resistencia
a la penicilina, meticilina y al sindrome de Shock Toxico.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, MRSA, genes de resistencia, genes de

virulencia, resistencia antimicrobiana.
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Abstract

Antimicrobial resistance (RAM) of Staphylococcus aureus currently represents a serious
problem for global public health, due to its genetic characteristics that complicate the
treatment of diseases caused by this bacteria. Objetive: The main objective of this study
was to determine the antimicrobial resistance profiles and the virulence and resistance
genes of S. aureus from patients treated at Hospital 11 EsSalud-Cajamarca, during the year
2022. Materials and Methods: The present study was carried out in 105 S. aureus
isolates. Resistance profiles were determined by the disk diffusion method and the
presence of resistance genes and virulence genes was determined using double multiplex
PCR. Results: Of the total, 42 different antimicrobial resistance profiles were identified,
of which the most frequent profile was simultaneous resistance to penicilin, cefoxitin,
oxacilin, clindamycin, erythromycin, gentamicin and levofloxacin. Among the resistance
genes, the blaZ gene was the most freguent (74,3 %), followed by the mecA gene (42,9
%) and the mecC gene (16,1 %), Regarding virulence genes, the tsst gene was in 34,3 %
of the isolates, followed by the eta, etb and PVL genes that were found in 6,7 %, 2,9 %,
and 2,9 % of the isolates, resoectively. Furthermore, 56,2 % of the isolates were MRSA,
of wich the majority came from bronchial simples. Conclusions: The present study
concludes by determining that antimicrobial resistance is more frequent towards
antibiotics from the group of betalactams, macrolides and lincosamides, in addition, the
most concurrent genes are associated with resistance to penicilin, methicillin and Toxic

Shock sindrome.

Key words: Staphylococcus aureus, MRSA, resistance genes, virulence genes,

antimicrobial resistance
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
La resistencia antimicrobiana (RAM) representa una grave amenaza para la salud publica
mundial. Segun una revision publicada el 2016, se estima que, si no se toman medidas al
respecto, las muertes debido a RAM podrian aumentar a 10 millones de personas por afio
para el 2050 (14). Este pronostico es respaldado por el proyecto de Investigacion Global
sobre Resistencia Antimicrobiana, el cual inform6 que en el 2019 se produjeron
aproximadamente 4,95 millones de muertes asociadas a la RAM, incluyendo 1,27
millones atribuidos directamente a ella; dentro de estas cifras Staphylococcus aureus
causo mas de 100 000 muertes (15). S. aureus causa el 54,9 % de la mortalidad infecciosa
anivel global, contribuyendo con méas de 1 millon de muertes en 135 paises (16). En Peru,
uno de los pocos estudios realizados reportd aislamientos de S. aureus con diversos
perfiles de multidrogorresistencia (MDR), destacando la resistencia a penicilina (95,3 %),

oxacilina (90,6 %) y sulfametoxazol-trimetoprima (81,3 %) (17).

S. aureus es un microorganismo oportunista causante de multiples infecciones ya que
tiene la capacidad de colonizar a cerca del 30 % en la nariz de los humanos, y
frecuentemente varios sitios del cuerpo como la piel, garganta e intestinos, con el
potencial de provocar lesiones o alteraciones en estas areas corporales (18). Ademas, esta
bacteria puede adquirir resistencia antibidtica como resultado del uso inapropiado,
excesivo y generalizado de drogas a nivel hospitalario, lo cual implica que la préxima vez
que se requiera un antibidtico para tratar esta bacteria, su eficacia se vera reducida o
incluso sera nula, lo que puede resultar en aumento de los costos hospitalarios del

paciente, una prolongacion del tiempo de estadia y un aumento en tasa de mortalidad.



La escaza disponibilidad de informacion sobre el perfil de resistencia de S. aureus en los
establecimientos hospitalarios del pais constituye un desafio significativo en el control de
este tipo de enfermedades. La mayoria de estudios se centran en investigar los reservorios
de la bacteria y la resistencia a meticilina (MRSA), lo cual genera un sesgo que limita la
comprension total del problema. Ademas, en las infecciones producidas por esta bacteria
estan involucradas diversas proteinas extracelulares y toxinas codificadas por complejos
de genes, que confieren resistencia y virulencia al microorganismo. Los genes de
resistencia y los factores de virulencia se presentan con diferente frecuencia, si bien, no
siempre coexisten en los elementos genéticos de la bacteria, la expresion génica se ve

influenciada y por ende la determinacion de la resistencia bacteriana (19).

Basado en lo descrito previamente, el objetivo de esta investigacion ha sido determinar el
perfil de resistencia y la presencia de genes de resistencia y virulencia en aislamientos de
S. aureus provenientes de pacientes atendidos en el Hospital Il EsSalud de Cajamarca,
durante el afio 2022. Para ello se emplearon procedimientos microbi6logos
convencionales para determinar la susceptibilidad a 15 antimicrobianos y técnicas
moleculares como PCR multiplex para determinar la presencia de 3 genes de resistencia
y 4 genes de virulencia. Los hallazgos revelan que los perfiles de resistenciay la presencia
de genes muestran un problema relevante para la salud publica en Cajamarca, motivo
suficiente para alertar a las autoridades sanitarias, con el fin de establecer tratamientos y
programas de vigilancia adecuados frente la aparicion y propagacion de nuevas cepas

bacterianas MDR que puedan generar complicaciones.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la Investigacion

Liang y colaboradores (2018), con el objetivo de determinar la prevalencia, resistencia a
antimicrobianos y los principales genes de virulencia de 187 aislamientos de S. aureus
provenientes de diferentes fuentes clinicas en el Sur de China, analizaron el perfil de
susceptibilidad antimicrobiana mediante la técnica de Kirby Bauer y detectaron la
presencia de genes (sea, seb, sec, hla, hib, hld, hlg, tsst y PVL) mediante PCR multiplex.
Encontraron que el 66,2 % de los aislamientos eran MDR, el 64,1 % resistente a
eritromicina, el 48,5 % a clindamicina, 36,9 % a gentamicina y 33,9 % a ciprofloxacina.
También revelaron que el 94,2 % de aislamientos de MRSA albergaban genes de
virulencia, resaltando con 86,4 % el gen hla, con un 27,2 % el gen PVL y con un 3,9 % el
gen tsst. Concluyen sugiriendo que gentamicina y ciprofloxacina deben ser utilizados con

mucha precaucion para evitar la propagacion de bacterias MDR (20).

Nakadomari y colaboradores (2019), desarrollaron un sistema de PCR multiplex en
Brasil, con el fin de optimizar las condiciones y concentraciones de los componentes de
la PCR para determinar simultaneamente la presencia de los genes blaZ, PVL, mecA 'y
mecC. De 46 aislamientos de Staphylococcus spp. encontraron que el 21,7 % de los
aislamientos presentaron la coexistencia de los genes mecAy blaz, el 2,17 % presento los
genes mecA y mecC, el 32,6 % presentaron solo el gen blaZ y ninguno present6 el gen
PVL. Concluyen afirmando que la PCR multiplex es una herramienta util, para un
diagnostico molecular rapido y preciso de los mecanismos de resistencia a los

antimicrobianos betalactdmicos en Staphylococcus (21).



Bastidas y colaboradores (2019), con el propdsito de determinar el perfil de
susceptibilidad y la prevalencia de colonizacion de S. aureus en estudiantes de la
Universidad de las Américas en Ecuador, analizaron 322 hisopados nasales y faringeos
mediante procedimientos microbioldgicos tradicionales; ademas, detectaron la presencia
de los genes mecA y lukS-PV/IukF-PV mediante PCR multiplex. Determinaron que S.
aureus estuvo presente en un 57,8 % de los hisopados, los cuales fueron resistentes a
penicilina en 93,5 %, oxacilina en 79,6 %, azitromicina en 61,8 %, eritromicina en 52,7
% y clindamicina en 39,2 %. La frecuencia del gen mecA en asilamientos de MRSA fue
de 6,1 % y la frecuencia de los genes lukS-PV/IukF-PV fue del 3,2 % en S. aureus, de

estos 2,7 % eran MRSA (22).

Martinez y colaboradores (2020), en su estudio prospectivo transversal analizaron la
epidemiologia molecular de S. aureus en un hospital de México. Identificaron 66
aislamientos de S. aureus mediante procedimientos microbiol6gicos convencionales y
determinaron su perfil de susceptibilidad utilizando el sistema automatizado Vitek®,
encontrando que 25,7 % presentaba resistencia a meticilina. Ademas, mediante PCR
determinaron la presencia de 8 genes involucrados en la virulencia (clfA, ebpS, fnbA, clfB,
bbp, fnbB, cna, PVL) con una frecuencia del 100 %, 100 %, 84,6 %, 84,8 %, 78,8 %, 63,3
%, 53,0 % y 3,0 % respectivamente. Concluyen proporcionando nuevos datos de
epidemiologia regional y nacional de S. aureus, contribuyendo a mejorar su control y

vigilancia (23).



Houri y colaboradores (2020), con el objetivo de analizar la RAM en 80 aislamientos de
S. aureus provenientes de pacientes atendidos en un hospital de Teherén, en el que
utilizaron el método de Kirby Bauer para determinar la susceptibilidad antimicrobiana.
Encontraron que la tasa de resistencia para la penicilina, eritromicina, tetraciclina y
clindamicina fue del 96,2 %, 85,0 %, 60,0 %, 43,7 % respectivamente, también
encontraron que el 51,2 % de los aislamientos eran resistentes a tres 0 mA&s
antimicrobianos, por lo que se los consideré como MDR. Asi mismo para determinar la
presencia de diversos genes que codifican exotoxinas, disefiaron conjuntos multiplex de
PCR, encontrando la presencia de los genes sea, sec, seb, tsst, eta y etb en un 51,2 %,
23,7 %, 15,0 %, 33,7 %, 3,7 % y 0 % respectivamente. En el 63,7 % de los aislados que

se confirmd que fenotipicamente eran MRSA, estuvo presente el gen mecA (24).

Ackers-Johnson y colaboradores (2021), determinaron el perfil de resistencia
antimicrobiana de S. aureus asociada a enfermedades en un Hospital de Uganda. El perfil
de 41 aislamientos se evalué mediante el método de difusion en disco, obteniendo como
resultado que el 73,0 % de aislamientos fue resistente a uno 0 mas antibioticos, de ellos
32,0 % fue resistentes a un antibiotico, 41,0 % fue resistente a dos antibidticos y 24,0 %
presento resistencia a minimo tres clases de antibio6tico por lo que se consideraron como
aislamientos MDR. Concluyeron que los hallazgos obtenidos fueron muy similares a los
descritos en otras investigaciones, resaltando la necesidad de una vigilancia
epidemioldgica continua que genere conocimientos que sirvan para plantear estrategias

de control eficaces (25).



Cabrejos y colaboradores (2021), con el fin de determinar la frecuencia de aislamientos
de MRSA, el patron y genotipo de RAM, recolectaron 115 aislamientos de S. aureus de
pacientes atendidos en el Hospital Cayetano Heredia de Lima, Peru, los cuales fueron
trasladados al Instituto de Medicina Tropical “Alexander Von Humboldt” para su
identificacion por procedimientos microbioldgicos convencionales. La técnica de Kirby
Bauer fue utilizada para determinar el perfil de susceptibilidad, mientras que la PCR
multiplex fue empleada para detectar los genes PVL y mecA. Los aislamientos positivos
fueron obtenidos de secreciones no especificas, de sangre, secreciones
traqueobronquiales, y piel en un 21,7 %, 20,0 %, 14,8 % y 14,8 % respectivamente.
Concluyen determinando que el 41,6 % de los aislamientos portaba el gen mecA, por lo
tanto fueron identificados como MRSA, de los cuales mas del 75,0 % demostro ser
resistente a eritromicina, gentamicina, clindamicina y ciprofloxacina. La frecuencia del

gen PVL fue de 8,7 % (26).

Tasneem y colaboradores (2022), identificaron genes de virulencia, el patron de
susceptibilidad antimicrobiana y su correlacion con el gen mecA de S. aureus
provenientes de muestras clinicas en Pakistan. Para ello recolectaron 62 muestras,
determinaron la susceptibilidad antimicrobiana siguiendo las pautas del CLSI y buscaron
los genes de virulencia mediante PCR. Se encontré resistencia a penicilina en 100 %,
eritromicina en 83,9 %, ciprofloxacino en 70,9 %, tetraciclina en 20,0 %, clindamicina en
30,6 % y linezolid en 3,2 % de los aislamientos. EI gen mecA se presentd con una
frecuencia de 69,4 % y los genes de virulencia sea, seb, sed y tsst en un 53,2 %, 30,6 %,
3,2 % y 24,2 %, respectivamente. Finalizan informando la presencia de aislamientos

MDR, atribuyéndolos a fallas en los tratamientos (27).



Bustamante y colaboradores (2023), determinaron que tan frecuente es el gen mecA en
aislamientos de S. aureus provenientes del Hospital Regional Docente de Cajamarca,
Per(. Evalud 71 aislamientos mediante procedimientos microbioldgicos convencionales,
para la susceptibilidad antimicrobiana utilizd la técnica de difusion en disco con
cefoxitina y oxacilina, y determind la frecuencia del gen mecA mediante PCR. Encontrd
que del total de aislamientos el 69,0% fueron resistentes a oxacilina y el 60,6 % a
cefoxitina y la frecuencia del gen mecA fue de 56,3 %, los cuales fueron encontrados con
mayor frecuencia en salas de UCIs y consultorios externos, con 19 aislamientos cada uno.
Concluye recomendando que se deben realizar méas estudios con el fin de determinar los
diferentes mecanismos de resistencia que posee esta bacteria, y que permita evaluar la
vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos en Cajamarca (28). En este estudio se
aprecia la limitacion para determinar la presencia de otros genes de resistencia, por lo que

se busca profundizar e incorporar nuevos datos mediante la presente investigacion.

Ismael y colaboradores (2023), con el propésito de detectar los patrones de
susceptibilidad antimicrobiana y genes de virulencia en S. aureus en la ciudad de Salah
Al-Din en Irak, obtuvieron 98 aislamientos de un hospital, a los cuales se les realiz6 la
prueba de difusion en disco, demostrando que la resistencia hacia la vancomicina y
amoxicilina fue de un 100 %. Asi mismo, la presencia de MRSA fue del 100 %, por lo
que la frecuencia del gen mecA dada por PCR multiplex también fue del 100 %, el gen
sea también estuvo presente en un 100 %; sin embargo, genes como el seb, sec y tsst no
estuvieron presentes. Concluyen el estudio resaltando las altas tasas de RAM, y, por otro
lado, asumen que la ausencia de los otros genes de virulencia se debe a que existen
diversos rasgos genéticos asociados a los sintomas de las enfermedades generados por

esta bacteria (29).



Agbo y colaboradores (2024), con el objetivo de estimar la distribucion de marcadores de
resistencia en aislamientos de S. aureus en Nsukka, sur-este de Nigeria durante el 2021,
trabajaron con 154 aislamientos clinicos, obtenidos de 15 hospitales. Para ello, utilizaron
técnicas de cultivo convencionales, por medio de las cuales fenotipicamente determinaron
alto grado de resistencia frente a oxacilina, eritromicina, meticilina y vancomicina, con
frecuencias de 91,7 %, 81,6 %, 75,5 % y 47,3 % respectivamente, a su vez encontraron
que en la mayoria de bacterias hubo coexistencia de resistencia hasta de diez antibioticos.
La presencia de marcadores fue determinada mediante PCR, y encontraron que el gen
mecA estuvo en 32,1 % de los aislamientos, mientras que los genes ermB y ermC, cada
uno estuvo en 10,7 % de los aislamientos (30). Este estudio busco apoyar la generacion
de evidencias para tomar medidas y decisiones sobre el uso de los medicamentos en los
establecimientos hospitalarios, y es lo que con este trabajo también se busca, ya que hay

muchos sesgos Yy dificultades para abordar este problema.

Llasha S. (2024), determind el perfil de resistencia de 96 aislamientos de S. aureus
provenientes de pacientes atendidos en un Hospital de Cajamarca-Perd. Utilizando el
disco de cefoxitina (30 ug) determin6 que 64,0 % de los aislamientos fueron MRSA, de
los cuales el 88,0 % provenian de muestras de origen respiratorio. También encontré que
los aislamientos presentaron mayor resistencia a la clindamicina y a la eritromicina con
una prevalencia del 66,6 % y 65,3 % respectivamente. Por otro lado, reporto el
predominio del perfil de resistencia en el cual los aislamientos fueron resistentes a
cefoxitina, eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina y gentamicina con una prevalencia
del 82,6 %. Concluye afirmando la multirresistencia de los aislamientos por lo que

recomienda implementar la vigilancia epidemiologica en los Hospitales de la ciudad (31).



2.2 Bases tedricas

2.2.1 Caracteristicas de Staphylococcus

El género Staphylococcus esta conformado por un grupo heterogéneo de bacterias; este
grupo posee en comun la ausencia de endosporas, su reaccion a la tincion Gram ya que
son Gram positivas, su forma esférica y su didmetro de 0.5 a 1.5 um. Son bacterias
anaerobias facultativas que pueden crecer a una concentracion de sal de hasta el 10 %y
a una temperatura de 18 - 40 °C, son inmoviles, sin capsula, excepto algunas que poseen
una capa de polisacarido (32). Se caracterizan por agruparse como células Unicas, en
pares, tétradas, cadenas o formando racimos en forma de uva y por tener una gran
capacidad de adaptacion, por lo que afectan a todas las especies de mamiferos, incluyendo
el ser humano. Debido a su facil adaptacion es que pueden propagarse con mucha

facilidad de una especie a otra (33).

El género Staphylococcus comprende 52 especies, de las cuales solo 17 han sido
encontradas en muestras biologicas de humanos. Estas especies también se pueden
agrupar en dos subgrupos mediante una sencilla prueba de coagulasa: Staphylococcus
coagulasa positivos, cuyo representante es S. aureus y el grupo de los Staphylococcus
coagulasa negativos (SCN) (34). Este género bacteriano conforma un grupo importante
de patdgenos del ser humano y origina un amplio espectro de enfermedades que pueden
poner en peligro su vida. Las especies asociadas a complicaciones clinicas en humanos
son S. aureus (el mas conocido y virulento del género), Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis, y Staphylococcus

saprophyticus (32).



S. aureus fue encontrado por primera vez en el pus de una herida quirdrgica, por
Alexander Ogston en 1880, dos afios después recibe el nombre de Staphylococcus gracias
a la forma en la que aparecen en la coloracién Gram (33). Es un microorganismo aerobio
facultativo, coagulasa positiva, catalasa positiva, oxidasa negativa, tolera altas
concentraciones de sal y, en Agar Sangre, se presenta en forma de colonias amarillas-
doradas gracias a los carotenoides producido por la bacteria y donde a menudo es beta-
hemolitico debido a la produccion de las hemolisinas. Esta bacteria forma parte de la
microbiota normal de los humanos, encontrandose principalmente en la piel y en las

mucosas; sin embargo, causa infecciones en diversas zonas del cuerpo. (33,35).

2.2.2 Patogeniay factores de virulencia de S. aureus

Las infecciones causadas por S. aureus estan entre las mas comunes en humanos. Incluyen
bacteriemia, infecciones a la piel, endocarditis infecciosa, infeccion de tejidos blandos,
infecciones pulmonares, infecciones del tracto urinario, etc., y segin las cepas
involucradas y el sitio de accion pueden causar enfermedades invasivas 0 mediadas por
toxinas (36). La bacteria evade la respuesta inmunitaria del hospedero mediante
mecanismos como: la produccién de una cépsula antifagocitica, el secuestro de
anticuerpos por medio de la proteina A, la formacién de biopeliculas, la supervivencia en
el interior de la célulay el bloqueo de la accién leucocitaria (37). Entre los superantigenos
estafilococicos esta la TSST-1 o toxina 1 del sindrome de shock toxico, un factor de
virulencia asociado a la endocarditis infecciosa y a la sepsis. También se encuentran las
infecciones de neumonia, las cuales estan asociadas a la produccion de PVL (Panton-

Valentine leukocidin), de proteina A y de alfa- hemolisina (38).
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Los factores de virulencia favorecen el éxito de la bacteria como agente causal de diversas
enfermedades humanas, debido a que ayudan a que la bacteria se adhiera a la célula
hospedera, rompiendo el escudo inmunoldgico del individuo, causando invasion de
tejidos y provocando algunos sindromes mediados por toxinas (35). Entre los factores de
virulencia mas comunes encontramos a las proteinas de union a fibronectina A y B, la
proteina de union a colageno y el factor de aglomeracion A 'y B, los cuales ayudan en la
unién de las proteinas de la superficie celular bacteriana con las moléculas del hospedero,

como el colégeno, fibronectina y el fibrindgeno (39).

También estan aquellas que evaden la inmunidad del hospedero, aqui se encuentran la
microcépsula de polisacérido, que resiste a la fagocitosis y a la muerte por fagocitos
polimorfonucleares. La proteina A, que se une a la porcion Fc, funciona como
superantigeno de la inmunoglobulina evitando la opsonizacion. La PVL, consta de dos
componentes proteicos LukS-PV y LukF-PV y acttian formando porinas en la membrana
celular hospedera, lo que provoca la fuga del contenido celular y la muerte celular. La
alfa toxina ocasiona formacion de poros en la membrana celular, conllevando a la muerte
de las células. La beta, gamay delta toxina son hemolisinas que provocan lisis eritrocitaria

(35,39,40).

2.2.3 ldentificacion de S. aureus

Para la identificacion de S. aureus, se realiza la coloracion Gram y diversas pruebas
bioquimicas como la catalasa y la fermentacién de glucosa, debido a que nos ayudan a
diferenciar al género Staphylococcus del género Micrococcus, que también es catalasa

positivo, pero no fermenta la glucosa.
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Por otro lado, para confirmar si efectivamente es S. aureus se realiza la prueba de
coagulasa, en la cual dicha enzima y el factor de aglomeracion le permiten a la bacteria
formar un coagulo a partir de proteinas plasméticas empleadas como reactivo revelador,
diferencidndola de los demas estafilococos a los que se les denomina SCN. Su capacidad
de crecer a concentraciones elevadas de sal es aprovechada para el aislamiento de S.
aureus en medio salinos, por ejemplo, en Agar Manitol, el cual es un medio selectivo, el
cual inhibe el crecimiento de otros microorganismos (41). La identificacion molecular de
S. aureus implica pruebas que se basen en el andlisis del material genético por PCR de
genes especificos de la especie, como el gen de la nucleasa (nuc), coagulasa (coa), factor

de aglomeracion (clfA) y de la proteina A (spa) (42).

2.2.4 Resistencia antimicrobiana en S. aureus

La RAM es la capacidad que tienen los microorganismos para tolerar un farmaco o grupo
de farmacos y crecer sin sufrir alteracion alguna de su proceso de desarrollo. Es
importante considerar la RAM de S. aureus en enfermedades infecciosas, ya que
constituyen uno de los aspectos mas relevantes en pediatria, en pacientes
inmunocomprometidos, dentro del &mbito hospitalarios y cada vez mas frecuente en el
ambito comunitario (43). La RAM es considerada una amenaza mundial para la salud
publica en todos los sistemas de salud alrededor del mundo (44). Las organizaciones de
salud y los sistemas de vigilancia de todo el mundo afirman que la RAM es un problema
global primordial, debido a que las poblaciones de humanos y animales pueden
expandirla facilmente, debido al comercio internacional, la globalizacion, el aumento de
alimentos para animales y el facil acceso a los antimicrobianos en los paises de escasos

recursos y los desarrollados (45).
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La RAM puede darse frente a un antimicrobiano, como ocurre en la mayoria de los casos;
sin embargo, hay microorganismos capaces de tener resistencia a tres 0 mas grupos de
antimicrobianos, los cuales se denominan MDR (46). Este fendmeno es un proceso
natural; sin embargo, el uso excesivo de los antimicrobianos, sumado a factores asociados
a la bacteria, al paciente, médico y entorno, contribuyen a acelerar parte del proceso de
resistencia (47). La explicacion a este problema también deriva en los genes de resistencia
involucrados junto a otros factores externos (48). Sea cual sea la forma, la RAM ocurre
cuando el gen se expresa y como resultado se originaran mutaciones al azar en los genes

de los plasmidos o cromosomas (49).

2.2.5 Tipos de resistencia

La RAM puede variar mucho dentro de los diferentes grupos bacterianos relacionados,
su origen puede ser natural y adquirida o transmitida (50). La resistencia natural, puede
ser intrinseca 0 constitutiva (siempre se expresa), por lo que se considera un rasgo
universal natural entre especies bacterianas, ya que es independiente de los antibidticos y
tampoco se relaciona con la transferencia horizontal de genes (THG), o inducida donde
los genes estan presentes en la bacteria, pero se expresan luego de que la bacteria es
expuesta a antibioticos (51). La resistencia adquirida se refiere a la capacidad de las
bacterias para adquirir material genético que les confiera resistencia. Esta capacidad la
pueden adquirir mediante mecanismos como: transformacion, transposicion vy
conjugacion, que son las principales vias mediante las cuales las bacterias pueden
incorporar material genético externo, esta adquisicion de nuevos genes es mediada

principalmente por plasmidos, la cual puede ser permanente o temporal (52).
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2.2.6 Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de RAM mediados por las bacterias se dividen en cuatro principales
categorias: Inactivar el antibidtico, modificar el objetivo de un antibidtico, limitar la
absorcion de un antibiotico y expulsar el antibiético activo. En la resistencia intrinseca
puede estar presente la inactivacion del antibidtico, la limitacion de la capacidad de
absorcion y la expulsion del antibidtico, en cambio en la resistencia adquirida se utilizan
mecanismos como la inactivacion del antibidtico, la modificacion del objetivo del
antibidtico y la expulsion del antibiético. En el caso de las bacterias Gram negativas
utilizan los cuatro mecanismos, mientras que las Gram positivas como S. aureus utilizan
con poca frecuencia la limitacion de la absorcion del antibi6tico debido a que no poseen

la membrana externa de lipopolisacarido (53).

2.2.6.1 Expulsion del antibidtico activo del interior de la célula bacteriana

Intervienen bombas de flujo dependiente de la energia en el interior de la célula
bacteriana, transportando el antibiético hacia el exterior sin modificaciones ni acciones
antimicrobianas (54,55). El flujo de los antibidticos es mediado por proteinas
transmembranales, por ello se asocia a las bombas de flujo como causantes principales de
la resistencia en Gram positivas y en Gram negativas. Es considerado un mecanismo que

confiere resistencia a quinolonas, cloranfenicol, betalactamicos y tetraciclina (56).

2.2.6.2 Inactivacion del antibidtico mediante enzimas hidroliticas

La RAM mediada por destruccion o modificacion del antibiotico, se caracteriza por la
participacion de enzimas hidrofilicas, las cuales hidrolizan el antimicrobiano. Es el
mecanismo mas comun de resistencia adquirida y un claro ejemplo representa la accion

de las betalactamasas (tabla 1), que acttan hidrolizando el anillo betalactdmico de los

14



antibidticos betalactamicos. Otra enzima es la eritromicina esterasa que destruye el amillo
lactona de antibioticos como los macrdlidos. Entre las enzimas que modifican la
estructura estan el cloranfenicol acetiltransferasa y también aquella que modifica los
aminoglucosidos, lincosamidas y estreptograminas (56).

Tabla 1. Clases de enzimas betalactamasas

CLASES DE BETALACTAMASAS

Clase A Penicilinasas
Clase B Betalactamasas
Clase C Cefalosporinas
Clase D Oxacilinas

2.2.6.3 Bloqueo de la entrada del antibi6tico por modificacion del sitio activo

Esto se debe a una pérdida de afinidad entre el antibidtico y su sitio de accion (pared

celular, membrana celular, subunidad 30S o 50S ribosomas, etc.) impidiendo ejercer su

accion. La modificacion del aminoécido genera un sitio diana incompatible con el

antimicrobiano. Aqui encontramos dos tipos de modificaciones (57).

— Modificacion de PBP, la cual permite la sintesis de peptidoglicano en Gram positivas,
si se produce una modificacion y/o mutacion del sitio de union al antimicrobiano como
los betalactamicos se va a producir la resistencia (56). Ademas, los MRSA, generan
PBP-2a. transpeptidasa de clase B, la cual toma el control de la funcion biosintética
por sobre las PBPs nativas, ya que estds ultimas se inactivan al unirse a los
antimicrobianos. Por lo tanto, los S. aureus con esta caracteristica son resistentes a
meticilina y se consideran resistentes a todos los betalactamicos, incluyendo

penicilinas, y cefalosporinas (excepto ceftarolina)(4).
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— Modificacion ribosomal, en la subunidad 30S como 50S, los cuales son sitios de accion
de aminoglucédsidos, macrolidos, tetraciclinas y lincosamidas. Si en S. aureus se dan
metilaciones del ARN ribosoma de la subunidad 50S se genera resistencia frente a
tetraciclina, cloranfenicol y macrélidos. Lo mismo pasa con la subunidad 30S,

generandose resistencia contra gentamicina, tobramicina y amikacina (56).

2.2.6.4 Limitacion o disminucion de la permeabilidad de la membrana

Cuando se generan cambios en receptores especificos o proteinas como las porinas que
permiten el paso de sustancias por la membrana se genera la disminucién de la
permeabilidad, de esta manera pueden bloquear el ingreso del antimicrobiano a la
bacteria, generando que el antimicrobiano no pueda ingresar al interior de la célula y no
pueda alcanzar el ntcleo celular. Este es un mecanismo frecuente en la resistencia natural

y en Gram negativas, ya que poseen canales conocidos como porinas (53,57).

2.2.7 Resistencia de S. aureus a antibioticos betalactamicos

En la década de 1940, cuando en EE. UU se reportaron informes de tasa mortalidad de
82 % causadas por esta bacteria, se introdujo la penicilina; sin embargo, 10 afios después,
los aislamientos de esta bacteria se mostraban resistentes en altos niveles, debido a la
presencia del gen blaZz (1), un gen plasmidico que codifica para la produccién de
betalactamasas, enzimas responsables de la resistencia a penicilina. Fue ahi cuando se
introdujo la meticilina, la cual parecia que resolveria el problema; sin embargo, pocos
afios después se descubre los primeros aislamientos MRSA (58,59). De ahi se reporta que
la resistencia a penicilina y a meticilina se debe a la ausencia o baja afinidad de la PBP-
2a, la cual tiene como funcion catalizar reacciones de transpeptidacién del peptidoglicado

durante la formacion de la pared bacteriana (60,61).
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S. aureus produce naturalmente cuatro PBPs (PBP1, PBP2, PBP3 y PBP4) que
normalmente son inhibidas por los betalactamicos, incluyendo la meticilina. Sin embargo,
los aislamientos MRSA sintetizan una PBP adicional, conocida como PBP-2a que, en
presencia de la meticilina, contintan con la formacion de la pared bacteriana aun cuando
las demas PBPs hayan sido inhibidas, debido a que esta molécula adicional bloquea la
unién de cualquier betalactamico a su sitio activo. Esta PBP-2a esta codificada por el gen
mecA, dentro del cromosoma de MRSA, formando parte de la isla genémica movil
SCCmec (4,59). Es gracias al mecanismo mencionado, que S. aureus puede presentar
resistencia a todos los betalactamicos, incluyendo penicilinas semi-sintéticas como la
oxacilina y cefalosporinas de primera, segunda, tercera, cuarta e incluso quinta

generacion como la ceftarolina.

2.2.8 Resistencia de S. aureus a antibidticos no betalactamicos

2.2.8.1 Resistencia a macrolidos, lincosamidas y estreptograminas

Los macrolidos, las lincosamidas y las estreptograminas tipo B (MLSg), son antibioticos
que habitualmente son utilizados en el tratamiento de infecciones estafilocécicas, los tres
son quimicamente distintos, pero poseen un mecanismo de accion parecido, el cual
consiste en inhibir la sintesis proteica de la bacteria, debido a que se unen al sitio P de la
subunidad ribosomal 50S. La resistencia a estos antibidticos se genera por medio de dos
mecanismos: bombas de expulsion activa y modificacion del sitio blanco. Todo el
mecanismo de resistencia se debe el gen erm, el mismo que codifica a una enzima
metilasa, que actla sobre la subunidad ribosomal 23S, ocasionando resistencia cruzada
entre los tres antibidticos. La resistencia MLSg, puede ser constitutiva (CMLSg) 0
inducible (iMLSg), este altimo en el caso de la resistencia inducible de clindamicina por

eritromicina (62,63).
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Para determinar el fenotipo iMLSg se utiliza el método de disco de difusion (D-test), el
cual es un método aceptado por la especificidad cercana al 100 % comparado con estudios
de genotipificacion, por lo que constituye un método estandar para identificar
aislamientos que presentan resistencia a clindamicina inducida por la eritromicina (D-test
positivos), en el que se forma un halo en forma de D en el disco de clindamicina, inducido
por el disco de eritromicina. Los fenotipos D-test negativos pueden darse, de modo que
exista resistencia a la eritromicina y la sensibilidad a la clindamicina, pero sin formacion

del halo en forma de D (64).

2.2.8.2 Resistencia a aminoglucdésidos

Aqui se encuentran antibidticos como la kanamicina, gentamicina estreptomicina y
tobramicina, acttan inhibiendo la sintesis proteica al unirse de forma irreversible a la
subunidad ribosomas 30S. Pueden impedir la elongacion de aminoacidos para la
formacion proteica o generar traducciones erréneas de ARNm, lo que conlleva a
alteraciones ribosomales generando pérdida de afinidad por parte de los antibiéticos. Esta

resistencia suele estar codificada por genes como los mostrados en la tabla 2.

2.2.8.3 Resistencia a fenicoles

El cloranfenicol pertenece a este grupo, el mismo que se une a la subunidad ribosomal
50S, y al igual que los aminoglucésidos bloquea la sintesis proteica, con la diferencia que
el cloranfenicol inhibe la enzima peptidil transferasa. La resistencia se genera por
modificaciones en el sitio blanco, ya sea por enzimas o por modificacion de la
permeabilidad bacteriana. Esta resistencia esta codificada por genes mostrados en la tabla

2 (65).
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2.2.8.4 Resistencia a tetraciclinas

Estos antibioticos también inhiben la sintesis proteica gracias a que se unen a la subunidad
ribosomal 30S. La resistencia de S. aureus se basa en los genes que alberga la bacteria.
Los genes tet(K) y tet(L) ayudan en la expulsién del antibiotico, mientras que los genes
tet(M) y tet(O) favorecen la modificacion del sitio blanco. Si se estudia estos genes en S.

aureus, el méas frecuente es el tet (K) (66).

2.2.8.5 Resistencia a oxazolidinonas

El linezolid es una oxazolidinona de Gltima linea, utilizado para terapia en infecciones
causadas por MRSA y por MSSA (67). Actta a nivel del ARNr 23S, blogueando la
sintesis de proteinas. El efecto que el linezolid tiene sobre la expresion de proteinas es
que conlleva a una expresion reducida de toxinas y cantidades reducidas de proteinas
asociadas a la patogenia de la bacteria. Lo que probablemente contribuye a la eficacia
clinica del antibiotico (68). La resistencia hacia este antibidtico se asocia a mutaciones en

el sitio diana, en proteinas ribosémicas y a la adquisicion de genes (tabla 2).

2.2.8.6 Resistencia a glucopéptidos

El méaximo representante es la vancomicina, antibiotico que interrumpe la correcta
sintesis de la pared bacteriana. Esta forma enlaces de hidrégeno, uniéndose a los restos
terminales de D-alanil-D-alanina (d-Ala-d-Ala) del lipido precursor I1, de modo que esta
unién altera la incorporacion del precursor (N-acetilmuramico y N-acetilglucosamina) a
la cadena de peptidoglicano, conduciendo a la descomposicion bacteriana (69).
Actualmente, el aumento de reportes de esta resistencia va en aumento, lo que implica la
presencia de S. aureus con resistencia intermedia a vancomicina (VISA) y S. aureus con
resistencia completa a vancomicina (VRSA). La resistencia a este antibidtico esta

mediado por al menos 11 genes, algunos de ellos se describen en la tabla 2 (70).
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2.2.8.7 Resistencia a fluoroquinolonas

En este grupo de antimicrobianos sintéticos, destaca la levofloxacina y la ciprofloxacina.
Estos actGan inactivando la ADN-girasa y la ADN-topoisomerasa IV, de modo que
inhiben la replicacion del ADN y por ende la multiplicacion bacteriana. S aureus
desarrolla resistencia a este grupo de antimicrobianos, mediante mutaciones conferidas
por diversos genes, algunos estan listados en la tabla 2. Esta resistencia también se asocia
a la sobreexpresion de las bombas de flujo y a cambios en el tipo de aminoécidos en las

enzimas bacterianas (71).

2.2.9 Meétodo de tamizaje de susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus
mediante el método de disco de difusion

El método de disco de difusion, también conocido como Kirby Bauer, es un método
estandarizado muy utilizado en los laboratorios para pruebas de susceptibilidad de
antimicrobianos. Este método es principalmente cualitativo y clasifica a los aislados
bacterianos como sensible, resistente o intermedio, en funciéon a la inhibiciéon del
crecimiento del aislado alrededor del disco que contiene el antimicrobiano. Consiste en
depositar discos de papel impregnados con los diferentes antimicrobianos en una placa
con agar, que por lo general es agar Mueller Hinton, que contenga el indculo del
microorganismo de 1-2 x108 UFC/mL.

La concentracion aproximada de la suspension (en UFC/mL) se obtiene comparando la
turbidez de la suspension con el tubo 0.5 de la escala de McFarland. Las placas se incuban
de 16-24 horas a 37 °C y al final se comprueba las zonas de crecimiento, observando las
zonas de inhibicion y midiendo el diametro, para luego comparar con criterios estandar
(72). Los datos se interpretan en base al CLSI (73) o al EUCAST (74), de ddnde se
concluye que la bacteria puede ser sensible, intermedio, sensible dosis dependiente o

resistente. Las definiciones de estas categorias son las siguientes:
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Sensible: Indica que la infeccion asociada al aislamiento para el que se ha
determinado su respectivo halo de inhibicidn, se puede tratar de forma adecuada

empleando dosis habituales del antimicrobiano (75).

Intermedio: Nos indica que el halo de inhibicion estd entre sensible y dosis
dependiente, se asocia a un efecto terapéutico incierto. In vivo implica que la
bacteria puede ser inhibida o destruida si se administra el antibidtico en una dosis

mas elevada a la probada in vitro (73).

Sensible dosis dependiente: Esta respuesta en el antibiograma surge en funcion de
la concentracion del disco del antibidtico. A medida que la concentracion

aumenta, la respuesta del microorganismo disminuye (73).

Resistente: Resultado en donde la bacteria no es inhibida por las concentraciones
habitualmente usadas del antimicrobiano, esto posiblemente se deba a la
existencia de mecanismos de resistencia especificos para el agente estudiado, por

lo cual no habra una respuesta clinica exitosa (75).
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2.2.10 Genes de resistencia y virulencia de S. aureus

2.2.10.1 Genes de resistencia de S. aureus

S. aureus presenta genes que le confieren resistencia a los antibidticos, desde los inicios,
luego del descubrimiento de la penicilina y con la aparicion de la resistencia a dicho
antibiotico, el cual estaba mediado por betalactamasas codificadas por el gen blaz que
hidrolizan el anillo de la penicilina; este gen transporta elementos transponibles que
también pueden portar resistencia a la eritromicina y la gentamicina (76). La diversidad
genética de la resistencia es muy variada, tenemos genes alojados en en los cromosomas
tales como: mecA, mecC, ant(6)-la, aph(3'), ant(6), aac(6'), aph(2"), dfrG, aadD, tet(M),
spc, erm(A). También estan aquellos que se encentran en plasmidos: blaZ, spc, erm(A),

erm(C), tet(K), msr(A), llamA, ejem (C), mphC), entre otros (77).

Cuando en S. aureus ocurren mutaciones a nivel de los genes diana, la bacteria adquiere
resistencia; por ejemplo, mutaciones en los genes gyrA y gyrB permiten que la bacteria
adquiera resistencia a fluoroquinolonas, similar pasa con la resistencia a la daptomicina
ya que en la bacteria se generan mutaciones de diferentes proteinas que dan como
resultado la unién reducida del antibiético con su sitio diana (76). También se ha visto
que la resistencia a macrolidos-lincosamidas-estreptogramina se debe a tres mecanismos
principales: modificacién del sitio diana, reflujo activo e inactivacion antibidtica
enzimatica, entre las cuales, la modificacion diana ribosomal esta mediada por los genes
ermA , ermB, ermCyermF (78). En general, pueden existir mutaciones de genes
preexistentes o adquisicion de nuevos genes; en la tabla 2 se hace referencia a genes que

confieren resistencia a diferentes antibioticos (43).
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Tabla 2. Genes que confieren resistencia a antibidticos (43)

GENES DE LOCALIZACION PRODUCTO DEL MECANISMO DE ANTIBIOTICO
RESISTENCIA GEN RESISTENCIA
blaz Plasmido Tn552 B-lactamasa Hidrolisis enzimatica del Penicilina
nucleo B-lactantico
mecA, mecC Cromosoma PBP2a Afinidad reducida al Betalactdmicos
SSCmec: Tn4291 antibidtico
aacA-aphD, Cromosoma, Acetiltransferasa, Modificacion por acetilacion  Aminoglucésidos
aadA, aadD, plasmidos: Tn4001, Fosfotransferasa o fosforilacion
aphA, aphC, spc  Tn5404, Tn5405
ermA, ermB, Plasmidos: Tn554  Metilasa Metilacion del rRNA 23S Macrolidos-
ermC, msrA lincosamidas
msrA, vha, vat, Plasmidos Acarreadores ABC, Bombas de  expulsién. Macroélidos-

vatB

Acetiltransferasa

Modificacion por acetilacion

estreptogramina

tetK, tetL, tetM

Plasmidos: Tn916

Sistemas clase K, Ly M

Bombas de expulsion.
Proteccion ribosomal

Tetraciclinas

Rif Cromosoma RNA polimerasa Mutacion en la subunidad Rifampicinas
beta del RNA polimerasa
fusA, fusB Plasmidos Factor de elongacion G Alteracion del factor de Acido fucsidico
elongacién G
gyrA, gyrB o Cromosoma Componentes ParC de Mutacion en la subunidad A  Quinolonas
parC la topoisomerasa 1V. de la girasa y topoisomerasa
Componentes gyrA o IV
gyrB de la girasa
mupA Plasmidos Isoleucil tRNA sintetasa  Produccion de una isoleucil Mupirocina
tRNA sintetasa modificada
dfrA, sulA Cromosoma Dehidrofolato reductasa Afinidad reducida de la Trimetoprima-
Cromosoma: Tn (DHFR) DHFR sulfametoxazol
1546 Dehidropteroato sintasa  Sobreproduccion de acido p-
aminobenzoico
van Cromosoma: Peptidoglicano alterado  Se atrapa la vancomicina en  Glicopéptidos
Plasmidos: Tn1546 D-Ala-D-Lac la pared celular.
Sintesis de un dipéptido que
reduce la afinidad de Ila
vancomicina
Rrn Cromosomas rRNA 23S Mutacidn en el dominio V del  Oxazolidinonas
rRNA 23S interfiere con la
unioén ribosomal
Q: ermA, ermB, Cromosoma: Metilasa ribosomal Reduce la afinidad a la Quinupristina-
ermC, plasmido Acetiltransferasa subunidad ribosomas 23S dalfopristina
D: vat, vatB Plasmidos Modificacion enzimética de
la dalfopristina
cat Plasmidos rRNA 50s Modificacion por acetil- Cloranfenicol
transferasa
fosB Plasmidos Glutation-S-Transferasa Modificacion en la sintesis de  Fosfomicina

N-acetil murdmico
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2.2.10.2 Genes de virulencia de S. aureus

Los factores de virulencia de S. aureus se han clasificado en tres categorias: los
involucrados en la adherencia a la célula hospedera, como las proteinas de unién a
fibrinbgeno, fibronectina, coladgeno y coagulasa; los que evaden las defensas del
hospedero, como las enterotoxinas estafilococicas, la TSST-1, la PVL, proteina A y
polisacaridos capsulares; y los involucrados en la invasion de la célula y penetracion de

los tejidos, como la toxina o, hemolisinas B, vy 6 (43).

La expresion de muchos factores de virulencia esta mediado por genes, como los de union
al fibrindgeno (clfA, sdrC, sdrD y sdrE), unidn de fibronectina (fnbA y fnbB), union de
elastina (ebpS), adhesion intercelular (ica), asi como también algunas toxinas como
hemolisina (hla, hlb, hld, y hlg), que destruyen las membranas de los eritrocitos. También
estan los genes que codifican para las enterotoxinas (seA, seB, seC, seD. seG, seK, seL,
seP, seMy seQ), leucocidina (lukS-PV/lukF-PV) y la del sindrome del shock téxico (tsst),
las mismas que actiian como superantigenos (79). A continuacién, en latabla 3 se precisa

los principales factores de virulencia de S. aureus (43).

Tabla 3. Principales factores de virulencia de S. aureus

Estructurales Enzimas Toxinas
— Peptidoglicano - Catalasa — Alfa hemolisina
— Proteina A — Hialuronidasa — beta hemolisina
— Factores de - Lipasas — Delta hemolisina
Adhesion — Coagulasa — Gama hemolisina
— Acidos teicoicos — Nucleasas — Leucocidina de Pantone-Valentine (PVL)
— Polisacaridos — Proteasas — Enterotoxinas estafilococicas (SE)
capsulares — Estafilocinasa — Toxina 1 del sindrome del shock toxico

— Colagenasa

Toxinas exfoliativas (ETAy ETB)
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La accion de la toxina 1 del sindrome del shock tdxico de S. aureus es suprimir la
quimiotaxis de neutréfilos, induciendo la funcion supresora de los linfocitos T vy
blogueando el sistema reticulo endotelial. La PVL ocurre con poca frecuencia en cepas
de S. aureus, sin embargo, elimina células, tales como; los monocitos, macréfagos y
leucocitos polimorfonucleares del ser humano, debido a que forma aberturas en la
membrana plasmaética de las células humanas, lo que conlleva a un aumento en la

permeabilidad y consecuentemente genera muerte celular (lisis) (40).

La alfa-toxina o alfa-hemolisina, es considerada como el molde de las citotoxinas
formadoras de poros, su efecto final es causar dificultades para respirar. Esta toxina causa
lesiones necrdticas en la piel y también es neurotoxica. La hemolisina beta actila como
fosfolipasa c, la misma que es especifica para la esfingomielina y liso-fosfatidilcolina.
Por otro lado, la hemolisina gama dafia a neutr6filos y a gran variedad de glébulos
blancos, a diferencia de la hemolisina delta que generalmente puede causar dafio en la
membrana de la mayoria de células que infecta. Se debe tener en consideracion a la delta-
toxina, ya que el 97 % de las cepas de S. aureus produce hemolisina delta capaz de
hidrolizar eritrocitos, ademas de su actividad de ocasionar necrosis en varias partes de la

piel (43).
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2.2.11 Determinacion de la presencia de genes de resistencia y virulencia por PCR

Es el método méas comun para deteccion genotipica de marcadores genéticos de RAM, se
da mediante la amplificacion de los marcadores moleculares preseleccionados, lo cual
implica la amplificacion del gen objetivo (resistencia o virulencia) del organismo,
mediante la utilizacién de primers o cebadores especificos. En S. aureus, la PCR se
emplea con frecuencia para detectar genes de resistencia como el mecA en cepas MRSA
y genes como el blaz, spc, erm(A), erm(C), tet(K), msr(A), llamA, ejem (C), mphC, entre

otros (80).

Lo mismo ocurre con los genes de virulencia, ya que son genes especificos que cuentan
con un marcador especifico y se encuentran en lugares especificos, indicando la presencia
de la virulencia. En la determinacién de genes de virulencia en S. aureus se busca detectar
la presencia de genes como clfA, sdrC, sdrD y sdrE, fnbA 'y fnbB, y otros mas, como ebpS
hla, hlb, hld, y hlg), lukS-PV/IukF-PV y tsst. La presencia de los genes de interes se

verifica mediante electroforesis en gel de agarosa (79).
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

3.1 Nivel de Investigacion

Descriptivo.

3.2 Tipo y Disefio de investigacion

El presente estudio es de tipo basico, observacional con disefio transversal.

3.3 Disefio metodoldgico
3.3.1 Material Bioldgico
105 aislamientos de S. aureus provenientes de pacientes atendidos en los diferentes

servicios del Hospital 1l EsSalud de Cajamarca durante el afio 2022.

Marco muestral

Todos los aislamientos registrados, identificados y conservados como S. aureus en el
laboratorio de Microbiologia del Hospital 11 EsSalud de Cajamarca, durante el afio 2022.

Unidad de estudio

Cada uno de los aislamientos registrados, identificados y conservados como S. aureus,
provenientes de pacientes atendidos en los diferentes servicios del Hospital 11 EsSalud de

Cajamarca, durante el afio 2022.

3.3.2 Recoleccion y transporte de los aislamientos

Todos los aislamientos previamente identificados como S. aureus y recolectados en el
laboratorio de Microbiologia del Hospital-11 EsSalud de Cajamarca, fueron transportados
en cadena de frio al laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud

de la Universidad Nacional de Cajamarca para su procesamiento.
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3.3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.3.3.1 Descripcion de los aislamientos

La informacion que describe los aislamientos fue tomada de los informes y archivos
clinicos del laboratorio de Microbiologia en relacién a los pacientes atendidos en el
Hospital Il EsSalud de Cajamarca durante el afio 2022. La informacion fue recolectada

utilizando una ficha de recoleccién de datos elaborada por el investigador (Apéndice 1).

3.3.4 Reactivacion de los aislamientos

La reactivacion de los aislamientos se llevo a cabo inoculando de 2-4 colonias en un tubo
de ensayo tapa rosca 13x100 mm que contenia 5 mL de caldo BHI previamente preparado,
luego se incubd a 37 °C por 24 h. Pasado este tiempo se evalud la pureza de cultivos
mediante coloracion Gram (apéndice 2, A), antes de sembrar en los diferentes medios de

cultivo (81,82).

3.3.5 Evaluacion de las caracteristicas de S. aureus

Los aislamientos reactivados se sembraron en Agar Sangre y Agar Manitol Salado, y se
incubaron a 37 °C por 24 h con el fin de caracterizar las colonias. En Agar Sangre se
evalu6 la capacidad hemolitica de la colonia (B-hemolisis) y las caracteristicas
morfologicas: colonia grandes, opacas, cremosas con borde circular y elevacion convexa
de colocacién blanca o dorada, con un diametro entre 1-3 mm a las 24 h (83) (apéndice
2, B). Por otro lado, en Agar Manitol Salado se observo el crecimiento de colonias de
color amarillo, rodeadas por un halo del mismo tono, en concordancia con el medio de

cultivo, debido a la fermentacion del Manitol (apéndice 2, C) (82,84).
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3.3.6 Prueba de la Coagulasa

Para realizar la prueba confirmativa de coagulasa, se seleccionaron colonias aisladas del
Agar Manitol Salado, las cuales fueron inoculadas en BHI y posteriormente incubadas a
37 °C por 24 h. Transcurrido este periodo se extrajo 0.5 mL del cultivo de BHI y se
combind con 0,5 mL de plasma citratado en tubo de ensayo de 13x100 mm. La suspension
resultante fue homogeneizada suavemente y luego se dejo incubar a 37 °C, realizando
observaciones periddicas a las 2, 4 y 18 h, momentos en los que se evidenci6 la formacién
del coagulo (81,85) (apéndice 2, D).

3.3.7 Preparacion de los inoculos bacterianos

Se sembro en placas de Agar Nutritivo y se incubaron durante 20 h a 37 ° C (apéndice 2,
E). Posteriormente utilizando un asa bacterioldgica se tomaron de 3 a 5 colonias, las
cuales fueron resuspendidas en 3 mL de solucion salina fisiologica estéril (SSFE) hasta
alcanzar una concentracion equivalente a 0.5 del estandar de turbidez de McFarland en el
nefelémetro (concentracion 1.5 x10® UFC/mL) (73).

3.3.8 Determinacion del perfil de susceptibilidad antimicrobiana

Todos los aislamientos fueron sometidos a una prueba de tamizaje mediante la técnica de
difusion en disco con cada antibiético que se utilizd. Para ello, se prepar6 agar Mueller
Hinton segun las instrucciones del fabricante, se vertié en placas Petri asegurando que la
profundidad sea de 4 mm, luego utilizando un hisopo estéril se inoculé la suspension de
los in6culos bacterianos en tres direcciones diferentes, cubriendo toda la superficie del
medio. Posteriormente se procedid a cerrar la placa y dejar secar a temperatura ambiente

durante 3 min.

Una vez transcurrido el tiempo y utilizando agujas estériles, se dispusieron los discos

correspondientes a cada antibidtico en las placas de agar, distribuyéndolos de manera
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equidistante y asegurando que estuvieran separados entre si por una distancia no menor a
25 mm, con excepcion de los discos de eritromicina y clindamicina, los cuales deberian
estar separados entre 16 — 24 mm de borde a borde. En cada placa se colocaron 5 discos,
posteriormente fueron incubadas a 35 °C entre 16 y 18 h (apéndice 2, F). La evaluacién
de los puntos de cohorte y la presencia o ausencia del halo de inhibicion alrededor de cada
uno de los discos se interpretd mediante los criterios establecidos por el CLSI (73), los

cuales se resumen en la tabla 4.

Tabla 4. Lista de antimicrobianos que se utilizaron y criterios de susceptibilidad.

Antimicrobiano Concentracion S SDD I R
Cefoxitina 30 ug > 22 = = <21
Oxacilina 1 ug >11 = = <10
Ceftarolina 30 ug > 25 20-24 - <19
Penicilina G 10 unidades > 29 = - <28
Vancomicina 30 ug H.P - - H. A
Gentamicina 10 pg >15 - 13-14 <12
Eritromicina 15 ug >23 = 14-22 <13
Tetraciclina 30 ug >19 = 15-18 <14
Levofloxacina 5 Mg >19 = 16-18 <15
Nitrofurantoina 300 pg >17 = 15-16 <14
Clindamicina 2 ug >21 - 15-20 <14
Trimetoprima- sulfametoxazol 1.25/23.75 > 16 - 11-15 <10
Linezolid 30 ug > 26 — 23-25 <22
Cloranfenicol 30 ug >18 — 13-17 <12
Rifampicina 5 Mg >20 — 17-19 <16

S: Sensible, I: Intermedio, R: Resistente, SDD: Sensible dosis dependiente, >: Diametro de halo de inhibicion mayor o
igual, < Didmetro de halo de inhibicién menor o igual, =: No aplica para el antimicrobiano, H.P: Halo presente, H.A:

Halo ausente
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3.3.8.1 Determinacion de la produccién de betalactamasa

Para determinar si los aislamientos fueron productores de betalactamasa se utilizo el disco
de la penicilina G; en el andlisis se considerd dos condiciones recomendadas por el CLSI,
aquellos aislamientos que no presentaron halo o que presentaron halo en forma de
acantilado fueron considerados como productores de betalactamasa; por el contrario, los
aislamientos que presentaron halo en forma de playa se consideraron negativos para la

produccion de betalactamasas (73).

3.3.8.2 Deteccion de S. aureus con resistencia inducible a la clindamicina

En las placas de Mueller Hinton se colocaron un disco de eritromicina y uno de
clindamicina a una distancia entre 16-24 mm y se incubaron por 16-18 h. Fueron
considerados aislamientos con resistencia inducible a clindamicina aquellos que formaron
un halo de inhibiciéon en forma de la letra “D” alrededor del disco de la clindamicina y

hacia el lado frontal del disco de la eritromicina (73).

3.3.9 Extraccién de ADN por shock térmico

Para obtener el ADN genomico S. aureus fue cultivado en Agar Nutritivo por 20 h. En
un tubo eppendorf de 1.5 mL se agregaron 150 pL de agua grado molecular y se
incorporaron entre 3-6 colonias del cultivo bacteriano, las cuales fueron homogeneizadas
hasta obtener una ligera turbidez del agua. Luego se paso al vortex por 5 segundos, con
el objetivo de asegurar la homogenizacion completa. Procedimiento que fue repetido para
cada una de las muestras. Para el proceso de shock térmico, se colocaron cada uno de los
tubos con la suspension bacteriana en agua hirviendo durante 10 min, posteriormente
fueron congelados a -20 °C durante 10 min a fin de que se genere la ruptura de la pared
celular bacteriana y se libere el ADN. Se esperé 5 min hasta que se descongeld la

suspension y se centrifugd durante 8 min a 10000 rpm. Pasado ese tiempo se retird con
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cuidado los tubos, se tomo 50 pL del sobrenadante conteniendo el ADN por ser menos
denso, el mismo que permitié continuar con la evaluacion molecular correspondiente

(7,86).

3.3.10 Evaluacion de la calidad del ADN extraido

La calidad del ADN extraido fue evaluada utilizando un Espectrofotometro Nanodrop ™
Lite Thermo Scientific. Para esto se utilizo 1 pL de agua de grado molecular como blanco,
el cual se coloco en el capilar del equipo para su valoracion y se presiond el botén
“blanck”, este proceso se repitié dos veces, seguidamente se levanto la tapa y se limpio

el capilar con papel absorbente.

Cada una de las muestras de ADN fue homogeneizada durante 3 s utilizando vortex,
seguidamente se tomo 1 puL del ADN y se lo coloco en el capilar del Nanodrop, se cerro
latapay se selecciond el botdn “measure”, una vez que nos indico los resultados se limpid
el capilar colocando con agua de grado molecular. Para determinar la pureza y
concentracion del ADN, se tomaron los datos de absorbancia a 260 nm y 280 nm, y la
concentracion del ADN en ng/uL. La calidad aceptada de ADN fue de aquellas muestras

que presentaron un ratio 260/280 aproximado a 1.8 (87,88).

3.3.11 Reaccidn en Cadena Polimerasa Multiplex

Para la amplificacion de los genes seleccionados (de virulencia estafilocécica y
resistencia a los antimicrobianos), se prepararon dos conjuntos de PCR mudltiplex:
maltiplex A y multiplex B. El conjunto de PCR mudltiplex A contuvo a los genes de
importancia en la resistencia antimicrobiana: genes mecA, mecC y blaZ y el gen de

virulencia PVL. Asi mismo el conjunto multiplex B estuvo conformado por genes con
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influencia en la virulencia de la bacteria (eta, etb, tsst). La temperatura de hibridacion y

el tamafio de los amplicones obtenidos de cada gen se enumeran en la tabla 5.

Cada reaccion de PCR se realizé siguiendo las indicaciones descritas por el fabricante del
kit KOD Hot Star ADN Polymerase (Novagen, Toyobo, Merc Millipore). La composicion
de cada MasterMix fue de 2.5 uLL de Buffer 10 X, 2.5 uL. de dNTPs, 0.5 puLL de KOD
Polimerasa, 1.5 uL. de mM MgSO4, 0.4 uL de los primers Forward y Reverse 10 uM,
para el conjunto multiplex A (los genes mecA, mecC, blaZ y PVL). La misma Master Mix
con 0.3 uL de los primers Forward y Reverse 10 uM de los genes etb y tsst y 0.5 pL de
los primers Forward y Reverse 10 uM del gen eta se constituy6 en el conjunto multiplex
B. Finalmente, se agregd a cada conjunto 0.7 uL. de ADN bacteriano y agua grado

molecular para completar 25 uL. de volumen de reaccion (21,24,89).

La amplificacion de los genes se llevd a cabo utilizando un termociclador S1000™
BioRad, utilizando las siguientes condiciones de reaccién: para el conjunto de PCR
multiplex A se inici6 con la activacion de la polimerasa a 95 °C durante 2 min, seguido
de 40 ciclos de desnaturalizacién del ADN a 95 °C durante 20 s, hibridacién de los
primers a 54 °C durante 15 s, extensién a 70 °C por 10 s y un ciclo de extension final a
70 °C durante 5 min. Para el conjunto de PCR multiplex B, la activacion inicial de la
polimerasa fue a 95 °C durante 2 min, seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 20 s,
hibridacion a 57 °C durante 15 s, extension a 70 °C durante 10 s y un ciclo de extension

final a 70 °C durante 5 min (90).
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Tabla 5. Caracteristicas de los primers que se utilizaron para la amplificacion por PCR

multiplex.
Gen Secuencia (5°23’) Tamafio del T °de Set de PCR
diana amplicon (pb) Annealing  multiplex

mecA-F  GATGATACCTTCGTTCCAC

313 54 A
mecA-R  GTATGTGCGATTGTATTGC
mecC-F  TTACACCGATTCCCAAATCT

139 54 A
mecC-R  GATTTAAAGTAGTAGACGGC
blaZ-F AGAGATTTGCCTATGCTTC

516 54 A
blaZ-R CTTGACCACTTTTATCAGC
PVL-F ATGTTGCAGTTGTTTTGTAC

408 54 A
PVL-R ACCCCCATTAGTACACAGT
eta-F GCAGGTGTTGATTTAGCATT 03 - 5
eta-R AGATGTCCCTATTTTTGCTG
eth-F ACAAGCAAAAGAATACAGCG 226 - B
etb-R GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG
tsst-F ACCCCTGTTCCCTTATCATC

326 57 B
tsst-R TTTTCAGTATTTGTAACGCC

3.3.12 Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa a dos concentraciones diferentes: al 2 % y al 1.5 % para

el conjunto de PCR multiplex Ay para el conjunto de PCR multiplex B, respectivamente.

En un matraz de vidrio se midio 40 mL de Buffer TBE 0.5 X, se agreg6 0.8 g de agarosa

para la PCR multiplex Ay 0.6 g para la PCR multiplex B y se hirvio hasta disolver la

agarosa por completo, a este volumen se agrego 0.4 uL (1%) de SYBR Safe (Invitrogen

™)y para colorear el gen de interés. La mezcla fue colocada en el molde de electroforesis

y se esper0 que se solidifique.
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Pasado un tiempo se coloco el molde junto al gel en la cubeta de electroforesis horizontal
(EasyCast™, Thermo Scientific), se retiraron los peines del gel con mucho cuidado y se
agreg6 Buffer TBE 0.5 X en la cubeta hasta cubrir completamente todo el gel. En el
primer o ultimo carril del gel se agregd 10 uL del marcador de peso molecular (ADN
Ladder 100 pb, Life Technologies — Invitrogen ™), luego se colocé cada uno de los
productos de la PCR en el carril correspondiente del gel, para lo cual se mezcl6 5 uL del
producto con 1 uL de Buffer de carga (BlueJuice Gel Loading Buffer, Thermo Fisher ™),
Se conecto a la fuente de energia de electroforesis (PowerPac Basic Power Supply (BIO-
RAD) y se corrié a 100 voltios durante 30 min para el conjunto de PCR multiplex Ay a
90 voltios por 40 min para el conjunto de PCR multiplex B. Se utilizo el transiluminador
de luz UV para observar y fotodocumentar las bandas presentes en las dos PCR multiplex

(91).

3.3.13 Técnicas de procesamiento y analisis de datos

La informacion recolectada mediante la ficha de recoleccion de datos fue almacenada en
una base datos del programa Excel 2019 y al finalizar la investigacion se analizaron todos
los datos empleando el software SPSS version 25. La informacion descriptiva fue
presentada en tablas y graficos. La asociacién entre los grupos formados (presencia de
genes, resistencia antimicrobiana, tipo de muestra, area, servicio hospitalario y sexo) fue
establecida mediante la prueba Chi cuadrado y/o el test exacto de Fisher, (significancia
estadistica: p < 0.01). Se consider6é un nivel de confianza del 99 % y error de 1 %.
También se utilizo la prueba de V de Cramer (C), siempre y cuando el p valor fuese
significativo, la cual se utilizé para establecer el “grado” de asociacion entre las variables
analizadas, (C=0.0-0.1, no hay asociacion; C=0.1-0.3 baja asociacion; C=0.3-0.5

asociacion moderada; C=0.5-1.0, alto grado de asociacion).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Resultados

4.1.1 Caracteristicas de origen de los aislamientos.

De los 105 aislamientos de S. aureus analizados en el presente estudio, 56 (53,3 %)
provienen de pacientes atendidos en consulta externa, 26 (24,8 %) de hospitalizacion y
23 (21,9 %) de emergencia. Con respecto al servicio hospitalario, 36 (34,3 %) provienen
de otorrinolaringologia, 38 (36,2 %) de medicina y 31 (29,5 %) de otros servicios.
Respecto a las muestras biologicas obtenidas, 47 (44,8 %) corresponden a secreciones
faringeas, 29 (27,6 %) a aspirados bronquiales, 15 (14,3 %) a muestras urogenitales (orina
y secreciones vaginales), y 14 (13,3 %) a otro tipo de muestras (hemocultivo, tejido,
liquido de dialisis, etc.). Por otro lado, los aislados se obtuvieron de pacientes que tenian
una edad media de 52 afios, de los cuales 56 (53,3 %) fueron mayores de 60 afios, 42
(40,0 %) tenian entre 18 y 50 afios de edad y solo 7 (6,7 %) fueron menores de 18 afios.

En relacion al género, 56 (53,3 %) fueron mujeres y 49 (46,7 %) fueron varones.

4.1.2 Susceptibilidad antimicrobiana

En cuanto a la respuesta de los 105 aislamientos frente a los antimicrobianos, utilizando
el metodo del disco de difusion, se observo que el 87,6 % presentaron resistencia al menos
a un antimicrobiano y el 12,4 % mostraron sensibilidad a todos los antimicrobianos.
Dentro de las frecuencias méas altas de resistencia encontradas 80,0 % mostraron
resistencia a la penicilina, 60,0 % a la eritromicina, 58,1 % a la oxacilina y 50,5 % a la
cefoxitina. Frecuencias de resistencia por debajo del 50 % a otros antimicrobianos se

pueden observar en la Tabla 6.
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Tabla 6. Susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de S. aureus evaluado con
el método del disco de difusion *.

Categorias interpretativas

Antimicrobiano Resistente Sensible Intermedio SDD
n (%o) n (%o) n (%) n (%o)
Penicilina 84 (80,0) 21 20,0) N.A N.A
Oxacilina 61 (58,1) 44 (41,9) N.A N.A
Cefoxitina 53 (50,5) 52 (49,5) N.A N.A
Eritromicina 48 (45,7) 42 (40,0) 15 (14,3) N.A
Clindamicina 36 (34,3) 63 (60,0) 6 (5,7) N.A
Gentamicina 36 (34,3) 65 (61,9) 4 (3,8) N.A
Levofloxacina 31 (29,5) 72 (68,6) 2 (1,9 N.A
Linezolid 16 (15,2) 74 (70,5) 15 (14,3) N.A
Tetraciclina 13 (12,4) 92 (87,6) 0 (0,0) N.A
Rifampicina 11 (10,5) 94 (89,5) 0(0,0) N.A
SXT 10 (9,5) 95 (90,5) 0(0,0) N.A
Vancomicina 8 (7,6) 97 (92,4) N.A N.A
Ceftarolina 9 (8,6) 85 (80.9) N.A 11 (10,5)
Cloranfenicol 7(6,7) 98 (93,3) 0(0,0) N.A
Nitrofurantoina 2 (1,9 102 (97,1) 1(1,0) N.A

! Puntos de corte basados en el CLSI M100™ “Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing, 34th Edition” n, recuento de aislamientos; %, frecuencia de aislamientos SDD,
Sensible dosis dependiente; SXT, Trimetoprima-sulfametroxazol; N.A, Categoria que no se aplica para el
disco.
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4.1.3 Evaluacion de la produccion de betalactamasa utilizando el disco de penicilina
Analizando la respuesta de los aislamientos frente al disco de penicilina como indicador
de produccion de betalactamasa se encontré que, 84 aislamientos (80,0 %) fueron
productores de la enzima, de los cuales 57 (67,9 %) presentaron un halo en forma de
acantilado (A) y 27 (32,1 %) no presentaron halo (B). Los 21 (20,0 %) aislamientos
restantes, no produjeron betalactamasa, presentando un halo en forma de playa (C)

(Figura 1 y Apéndice 4).

Figura 1. Screening de produccion de betalactamasa mediante disco de difusion de la
penicilina. (A) Aislamiento productor de betalactamasa, borde de halo del disco de
penicilina en forma de acantilado. (B) Aislamiento productor de betalactamasa, ausencia
de halo del disco de la penicilina. (C). Aislamiento negativo para la produccion de
betalactamasa, borde de halo en forma de playa.
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4.1.4 Deteccion de la resistencia a la clindamicina inducida por la eritromicina

Al evaluar el test-D, se observé que 11 aislamientos (10,5 %) dieron como resultado un
aplanamiento en la zona de inhibicion de la clindamicina justo al lado del disco de la
eritromicina, formando un halo en forma de D (Figura 2). De estos 11 aislamientos el

63,6 % estuvieron presentes en aislamientos MRSA y solo 36,4 % en aislamientos MSSA.

Figura 2. Deteccidn de la resistencia a la clindamicina inducida por la eritromicina D-
test positivo, halo en forma de D.

4.1.5 Perfiles de resistencia de los aislamientos de S. aureus

Se encontr6 42 perfiles de resistencia diferentes, de los cuales se presentd con mayor
frecuencia el PR15 (resistencia multiple a P-FOX-OX-DA-E-CN-LEV) con 13
aislamientos (12,4 %), seguido del PR42 con 12 aislamientos (11,4 %), el PR40 con 7
aislamientos (6,7 %), el PR22 con 5 aislamientos (4,8 %), entre otros perfiles cuya
frecuencia se muestra en la Tabla 7. Por otro lado, del total de aislamientos 56 (53,3 %)
fueron MDR, 21 (20,0 %) fueron resistentes solo a dos grupos de antimicrobianos, 15
(14,3 %) solo fueron resistentes a un grupo de antimicrobianos, mientras que 13 (12,4 %)

presentaron sensibilidad total.
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Tabla 7. Perfiles de resistencia antimicrobiana de los aislamientos de S. aureus.

.- Perfil de . . Perfil de o
el Resistencia noE) Gl resistencia n )
PR1* P'FOX'O&?_D&[S%’;%N\'/LE'LEV'F' 1 09 PR23* FOX-OX-TE-LEV 1 095
PR2* P'Fox'oﬁg_TL'zDgg_'%"TE"‘EV’ 2 19 PR24* P-FOX-OX-DA-E 1 095
PR3* P-OX-CPT-DA-E-TE-LEV-SXT-LZD-RD 1 095 PR25* P-FOX-E-LZD-C 1 095
PR4*  P-FOX-OX-CPT-DA-E-CN-TE-LZD-RD 2 190 PR26  P-FOX-OX-LZD 2 1,90
PR5*  P-DA-E-CN-TE-LEV-SXT-LZD-RD-VA 1 095 PR27* P-OX-DA-E-CN 2 1,90
PR6*  P-FOX-OX-CPT-DA-E-CN-LEV-SXT-C 1 095 PR28  P-FOX-OX-CN 1 095
PR7*  P-FOX-OX-DA-CN-TE-LEV-C-RD-VA 1 095 PR29*  P-CPT-E-TE-F 1 095
PR8*  P-FOX-OX-CPT-DA-E-CN-LEV-LZD 3 286 PR30*  LEV-LZD-VA 1 095
PR9*  P-FOX-OX-CPT-DA-E-CN-LEV-SXT 2 190 PR3l FOX-OX-LZD 1 095
PR10*  P-FOX-CPT-DA-E-CN-TE-LZD-RD 1 095 PR32* P-E-LZD-VA 1 095
PR11* P-FOX-OX-DA-E-CN-LZD-RD-VA 1 095 PR33 P-FOX-OX-E 4 381
PR12* P-FOX-OX-DA-E-F-LZD-RD-VA 1 095 PR34* OX-E-LZD 1 095
PR13* P-FOX-OX-CPT-DA-E-CN-LEV 4 381 PR35 P-OX-SXT 1 09
PR14* P-OX-CPT-DA-E-CN-LZD-RD 1 095 PR36* P-CN-TE 1 095
PR15* P-FOX-OX-DA-E-CN-LEV 13 1238 PR37 P-OX-E 2 19
PR16* P-DA-CN-TE-LEV-LZD 1 095 PR38 P-LZD 21,9
PR17* P-FOX-OX-DA-E-LZD 1 095 PR39 DA-E 1 095
PR18* P-FOX-DA-E-CN-LEV 1 095 PR40 P-E 7 667
PR19* P-FOX-OX-E-CN-LEV 1 09 PR4 OX 3 286
PR20* P-FOX-OX-CPT-LZD 1 095 PR42 P 12 11,43
PR21* P-FOX-OX-SXT-LZD 1 095
PR22* P-FOX-OX-E-LZD 5 476 TOTAL 92 87,62

n, recuento del perfil de resistencia; %, frecuencia del perfil de resistencia; *, aislamientos con perfiles MDR

40



4.1.6 Genes de virulencia y resistencia en aislamientos de S. aureus

Con respecto a la frecuencia de los aislamientos que presentaron genes de virulencia y
resistencia, las PCRs multiplex (Figura 3 y Figura 4) revelaron que 78 aislamientos (74,3
%) presentaron el gen blaz, seguido de 45 aislamientos (42,9 %) con el gen mecA, 36
(34,3 %) con el gen tsst y 19 (18,1 %) con el gen mecC. Los otros genes fueron menos

frecuentes entre los aislamientos restantes, las frecuencias se muestran en el Grafico 1.

Grafico 1. Frecuencia de aislamientos de S. aureus segun genes de virulencia y
resistencia evaluados en este estudio
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tsst - 326pb _>-

eth - 226pb G2

eta - 93ph S

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados mediante PCR
maltiplex para los genes tsst, etb y eta. Carriles 1 y 10: marcador de peso molecular 100
pb; carriles 2, 3 'y 9: aislamientos positivos para el gen tsst; carril 4: aislamiento positivo
para el gen eta; carril 5: control negativo; carril 6 y 7: aislamientos positivos para el gen
etb; carril 8: aislamientos positivos para los genes tsst y eta.

blaZ - 516pb [Emg e
mecA - 313ph  pmaliad

mecC —139ph =4

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa de productos amplificados mediante PCR
multiplex para los genes blaZ, PVL, mecA y mecC. Carriles 1 y 15: marcador de peso
molecular 100 pb; carriles 2, 13 y 14: aislamientos positivos para el gen blaZ; carril 3:
aislamiento positivo para el gen PVL; carril 4 y 11: aislamientos positivos para el gen
mecA; carril 5: aislamiento positivo para el gen mecC; carril 6, 9 y 10: aislamientos
positivos para los genes blaZ y mecA,; carril 7: aislamiento positivo para los genes blaZ y
mecC; carril 8: control negativo; carril 12: aislamiento positivo para los genes mecA y
mecC.
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4.1.7 Perfiles genéticos de aislamientos de S. aureus

De los 105 aislamientos, 92 presentaron al menos uno de los genes evaluados (87,6 %).
Evaluando la frecuencia de los perfiles genéticos, se encontrd 19 perfiles distintos, entre
los cuales los perfiles con el gen blaZ (codificante para penicilinasa) fueron los méas
frecuentes, sobresaliendo con 21 aislamientos el perfil que contenia solo el gen blaZ y el
perfil que presentaba los genes tsst-blaZz-mecA (20,0 % para ambos perfiles). Seguido a
estos dos, se encontré el perfil en el que 9 aislamientos presentaron los genes blaZ-mecA
(8,6 %) y 7 aislamientos que contenian los genes blaZ-mecC (6,7 %). Los demas perfiles

genéticos se describen en la tabla 8, y los productos génicos se han listado en la tabla 2.

Tabla 8. Perfiles genéticos de S. aureus determinado mediante PCRs Multiplex.

Perfil genético n %
tsst-blaZ-mecA 21 20,0
eta-blaZ-mecA 3 2,9
etb-blaZz-mecA 3 2,9
tsst-blaZz-mecC 3 2,9
tsst-mecA-mecC 3 2,9
eta- blaZ-mecA 1 0,9
eta-tsst-blaz 2 1,9
mecA-mecC 3 2,9
blaZ-mecA 9 8,6
blaZz-mecC 7 6,7
tsst-mecA 1 0,9
tsst-blaz 6 57
eta-blaZ 1 0,9
tsst-PVL 1 0,9
blaz 21 20,0
mecA 2 1,9
mecC 2 19
PVL 2 1,9

tsst 1 0,9
Total 92 87,6

n, recuento de perfiles genéticos; %, frecuencia de perfiles genéticos
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4.1.8 Frecuencia de aislamientos MRSA

De los 105 aislamientos, 59 (56,2 %) fueron MRSA, en funcién a la presencia de los
genes mecA, mecC y/o la resistencia a la cefoxitina. Del total de MRSA se observo que
45 aislamientos (42,9 %) presentaron el gen mecA, 19 (18,1 %) el gen mecC y 53
aislamientos (50,5 %) fueron resistencia a la cefoxitina (Tabla 9). Analizando con mas
detalle, entre los aislamientos que presentaron el gen mecA, el gen mecC y los que fueron
resistentes a la cefoxitina se determiné la coexistencia de las tres caracteristicas en 6
aislamientos (5,7 %), asi mismo, la resistencia a la cefoxitina coexistio con el gen mecA
en 42 aislamientos (84,9 %) y con el gen mecC en 16 aislamientos (35,9 %). Ademas, se
encontro la presencia simultanea del gen mecA y mecC en 3 aislamientos (2,9 %); de la
misma manera, 3 aislamientos (2,9 %) solo presentaron el gen mecA y 3 aislamientos (2,9
%) solo el gen mecC. Por otro lado, todos de los aislamientos que se presentaron como

resistentes a cefoxitina presentaron al menos uno de los genes mec.

4.1.9 Caracteristicas asociadas con la presencia de aislamientos MRSA

La presencia de MRSA mostrd asociacion estadistica altamente significativa (p-valor <
0,01) con el género, el area de procedencia, el tipo de muestra, la resistencia a FOX, la
presencia del gen mecA o del gen mecC, con un 99 % de confianza. Segun el indice V de
Cramer, se encontré que la asociacion con el género (C= 0,287) y con el area de
procedencia (C= 0,298) fue baja; siendo moderada con el tipo de muestra (C=0,418) y la
presencia del gen mecC (C = 0,415). Sin embargo, la asociacion con la resistencia a FOX

(C=0,891) y la presencia del gen mecA (C = 0,765) fue alta (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas de origen asociadas a los aislamientos MRSA y MSSA

Caracteristicas MRSA (n=59) MSSA (n=46) p V de

n % n % valor  Cramer

Género Masculino 35 59,3 14 30,4 0,003 0,287
Femenino 24 40,7 32 69,6

Area Consulta externa 24 40,7 32 69,6 0,009 0,298
Hospitalizacion 20 33,9 6 13,0
Emergencia 15 25,4 8 17,4

Servicio  Otorrinolaringologia 15 254 21 45,7 0,066 0,228
Medicina general 26 44,1 12 26,1
Otros 18 30,5 13 28,3

Tipo de Secrecion faringea 17 28,8 30 65,2 0,000 0,418
muestra  Aspirado bronquial 25 42,4 4 8,7
Muestras urogenitales 9 15,3 6 13,0
Otros 8 13,6 6 13,0

FOX Resistente 53 89,8 0 0,0 0,000 0,891
Sensible 6 10, 2 46 100,0

mecA Positivo 45 76,3 0 0,0 0,000 0,765
Negativo 14 23,7 46 100,0

mecC Positivo 19 32,2 0 0,0 0,000 0,415
Negativo 40 67,8 46 100,0

Se utilizan valores de p<0,01 e intervalos de confianza al 99 %, valores del indice V de Cramer (C=0.0-
0.1, no hay asociacion; C=0.1-0.3 baja asociacion; C=0.3-0.5 asociacion moderada; C=0.5-1.0, alto grado
de asociacién), MRSA, Staphylococcus aureus resistente a la meticilina; MSSA, Staphylococcus aureus

sensible a la

4.1.10 Frecuencia de S. aureus resistentes segun el tipo de muestra.

meticilina; FOX, cefoxitina.

La resistencia a la penicilina fue la que se presentd con mayor frecuencia en los

aislamientos provenientes de todos los tipos de muestra. De acuerdo a las categorias

establecidas en este estudio para el tipo de muestra, se encontré que al menos un

aislamiento de las categorias secrecion faringea, muestra urogenital y otros, presento

resistencia a todos los antibioticos probados; sin embargo, los aislamientos provenientes

de aspirado bronquial no presentaron resistencia a la nitrofurantoina, pero fueron las que

presentaron mayor resistencia hacia la P, FOX, OX, E, DA, entre otras (Gréafico 2).
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Gréfico 2. Porcentaje de aislamientos de S. aureus resistentes por tipo de
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4.1.11 Aislamientos con genes de virulencia-resistencia segun tipo de muestra

Los aislamientos que presentaron el gen blaZ fueron los mas frecuentes en las diferentes

muestras clinicas analizadas. Asi mismo, al menos un aislamiento proveniente de

secrecion faringea o aspirado bronquial presentd alguno de los genes evaluados; sin

embargo, ningun aislamiento proveniente de muestras urogenitales o de otro tipo de

muestras presentd los genes etb y PVL. Entre los aislamientos de aspirado bronquial los

genes blaZ, mecA, tsst y etb fueron los més frecuentes (82,8 %, 68,9 %, 55,2 %y 6,9 %

respectivamente); por otro lado, los aislamientos de secrecion faringea presentaron con

menos frecuencia los genes blaZ, mecA, tsst, mecC, eta y etb (Grafico 3).



Gréfico 3. Frecuencia de aislamientos de S. aureus por tipo de genes de virulencia-
resistencia en diversas muestras clinicas
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4.2 Discusion

La importancia clinica que tiene la MDR de S. aureus a nivel mundial es preocupante, no
obstante, en el Per( los estudios que buscan determinar la resistencia de S. aureus a
diversos antimicrobianos son escasos. Este estudio representa uno de los pocos en el pais
y el primero en Cajamarca-Peri que busco investigar el perfil de resistencia
antimicrobiana y la presencia de los genes de virulencia/resistencia en aislamientos de S.
aureus provenientes de pacientes atendidos en el Hospital 11 EsSalud de Cajamarca. En
esta investigacion se emplearon procedimientos microbiélogos convencionales y la
técnica molecular de PCR multiplex, para determinar la susceptibilidad antimicrobiana y

establecer los perfiles genéticos relacionados con la virulencia y la resistencia.

De los 105 asilamientos analizados, 87,6 % presentd resistencia a al menos un
antimicrobiano. En la Tabla 6 se evidencia que las resistencias mas recurrentes fueron
hacia la penicilina (80,0 %), la oxacilina (58,1 %) y la cefoxitina (50,5 %), hallazgos que
concuerdan con una revision sistematica realizada por Lago N. (2023), quién encontrd
que el perfil de resistencia mas comudn de S. aureus se correspondia con la resistencia a
betalactamicos (92); esto se explicaria por el hecho de que S. aureus presenta dos
mecanismos de resistencia, el primero implica la produccién de betalactamasas, enzimas
que destruyen hidroliticamente los betalactamicos (60), y el otro mecanismo es
consecuencia de la expresion de la proteina PBP-2a, la cual continta la sintesis de la pared
bacteriana, incluso cuando las PBPs normales de S. aureus son inhibidas, blogueando asi
la union de betalactamicos a su sitio activo. El gen mecA codifica la PBP-2a y se encuentra
en el cromosoma de MRSA, formando parte de la isla genémica movil SCCmec. Ambos
mecanismos, sumados al frecuente uso de estos antibidticos en la practica clinica, hacen

que este tipo de resistencia sea muy comun y significativa (93).
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Entre los betalactamicos utilizados en este estudio, lo més alarmante de todo es la
resistencia a la penicilina (80,0 %), valor similar a lo encontrado en Lima-Per( por
Aguirre y colaboradores (2022), quienes determinaron que 90,3 % de los aislamientos
mostraron resistencia a la penicilina (94), cifra que se asemeja también a lo que
encontraron Oviedo y colaboradores (2021), quienes indicaron que el 90,0 % de sus
aislamientos presentaron esta resistencia (95). La resistencia a la penicilina se debe
principalmente a la produccion de penicilinasas-plasmidicas (betalactamasas) que
hidrolizan el anillo betalactimico del antimicrobiano, volviéndolo inactivo. Este
fendmeno no solo es producto del uso excesivo de la penicilina que favorece la aparicion
de mutantes capaces de producir betalactamasa, sino que también esta mediado por la
presencia del gen blaz, un gen plasmidico que codifica la produccion enzimatica y puede
ser transferido entre las bacterias por transduccion bacteriana. Estos factores genéticos,
sumados a la presion ejercida por el amplio uso de la penicilina contribuyen y seguira
contribuyendo a que los aislamientos de S. aureus productores de betalactamasa sean méas

constantes (1,60).

Mediante el disco de penicilina, también se observo que en aquellos aislamientos en los
que estuvo ausente el halo de inhibicién y en los que se presentd en forma de acantilado
(figura 1 y apéndice 4), hubo produccion de betalactamasas (80,0 %), confirmando que
esta produccion es la principal responsable de la resistencia a la penicilina. EI CLSI
recomienda utilizar el método de disco de penicilina gracias a su sensibilidad para detectar
la produccidn de betalactamasas, debido a que, si pruebas como la nitrocefina da positiva,
se reporta al aislamiento como productor de betalactamasa (o resistente a penicilina), sin
embargo, si la prueba es negativa, se recomienda realizar la prueba de zona del borde con
disco de penicilina, antes de informar si el aislamiento es sensible a la penicilina en caso

de utilizarla como terapia (73).
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En el presente estudio, se determind que el 58,1 % y el 50,5 % de los aislamientos
presentaron resistencia a la oxacilina y cefoxitina respectivamente. Estos hallazgos son
comparables a los obtenidos en un estudio previo realizado en la misma region por
Bustamante y colaboradores (2023), quienes reportaron que el 69,0 %y el 60,6 % de los
aislamientos fueron resistentes a la oxacilina y a la cefoxitina, respectivamente (28); es
importante destacar que las frecuencias de resistencia encontradas superan en 10,9 % y
9,5 % a los porcentajes obtenidos en el presente estudio. Diferencia que pueden tener
implicancias en la situacion epidemioldgica del MRSA en Cajamarca. Las diferencias
descritas podrian estar relacionadas con el origen de los aislamientos, ya que en el estudio
de Bustamante el 43,7 %y el 47, 9 % de los aislamientos fueron obtenidos de UCIs y de
consulta externa, respectivamente, mientras que en este estudio el 53,3 %, el 24,8 % y el
21,9 % de aislamientos provenian de pacientes atendidos en consulta externa,

hospitalizacion y emergencia, respectivamente.

En cuanto a la resistencia de los aislamientos hacia los diferentes antimicrobianos
evaluados en la presente investigacion resulta ser similar comparando con las cifras
obtenidas por Liang y colaboradores (2019), quienes determinaron que todos los
aislamientos MRSA eran resistentes a la penicilina y a la cefoxitina, mientras que todos
fueron susceptibles a vancomicina (20). En cambio, en este estudio el 94,9 %, el 89,8 %
y el 6,8 % de aislamientos MRSA fueron resistentes a penicilina, cefoxitina y
vancomicina, respectivamente (Apéndice 3). Algunos de los antimicrobianos que ellos
probaron mostraron un patron de baja resistencia en aislamientos MRSA, para
rifampicina, cloranfenicol y trimetoprima-sulfametoxazol, 18,5 %, 11,7 %, y 10,7 %
respectivamente, muy parecido a lo encontrado en este estudio, 22,0 %, 10,2 %y 13,6 %
de resistencia. Un reporte mas reciente, de Cabrejos y colaboradores (2021), afirma que

la resistencia hacia clindamicina, eritromicina y gentamicina entre los aislamientos de

50



MRSA fue superior al 75,0 % (26), valores superiores a los encontrados en este estudio

(Apéndice 3).

En este estudio se determind que, del total de asilamientos, el 152 % y el 7,6 %
presentaron resistencia al linezolid y a la vancomicina, respectivamente (Tabla 6). Sin
embargo, Franquis y colaboradores (2024), no reportaron asilamientos MRSA ni MSSA
resistentes al linezolid ni a la vancomicina. Por otro lado, encontraron que el 25,6 %, el
12,8 %y el 8,7 % de aislamientos MRSA fueron resistentes a la levofloxacina, tetraciclina
y rifampicina, respectivamente, muy por debajo de lo que se encontrd en este estudio

(49,2 %, 15,3 % y 22, 0 % de resistencia) (96).

Analizando la diferencias y similitudes de las frecuencias de resistencia encontradas en
este estudio con las investigaciones previas, lo mas relevante por sobre los otros estudios
es la resistencia de los aislamientos en general al linezolid (15,2 %), a la ceftarolina (8,6
%) y a la vancomicina (7,6 %) que son los tres antibioticos de Gltima linea utilizados
contra S. aureus MDR y MRSA. Con respecto a la ceftarolina, Figueredo y colaboradores
(2016), reportaron que el 100 % de los aislamientos fueron susceptibles (97), dato que se
respalda en gran parte de la literatura, debido a que la ceftarolina es una cefalosporina de
quinta generacion, que se utiliza para el tratamiento de MRSA como Ultima alternativa
junto a antibi6ticos como el linezolid y la vancomicina (98). Es por ello, que los S. aureus
que fenotipicamente presentan resistencia a estos antibioticos plantean importantes retos
en una terapéutica médica eficaz, ya que son alternativas que no se estan considerando en
los centros hospitalarios de la region debido al sesgo de informacidn que se tiene sobre la
susceptibilidad de este grupo de antibidticos. De modo que para estos fenotipos se

recomienda la busqueda molecular de los genes que confieren esta capacidad (99).
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El 53,3 % de los aislamientos fueron determinados como MDR o resistentes a tres 0 mas
grupos de antimicrobianos, cercano a lo que encontrado por Liang y colaboradores en el
afio 2018 (20), y por Moges y colaboradores en el 2023 (100), quienes encontraron 66,2
%y 72,7 % de aislamientos MDR, respectivamente. A diferencia de lo sefialado por
Quispe y colaboradores en el 2023, quienes en su estudio sistematico determinaron que
el 82,2 % de aislamientos de S. aureus fueron MDR (101), frecuencia mucho mayor a la
encontrada en el presente estudio. Sin embargo, més alla de las diferencias, como se puede
apreciar, la frecuencia de MDR de S. aureus supera el 50,0 %, dato que nos da una idea
de lo peligroso y dificil que es combatir una bacteria de este tipo si no se tiene la

informacion necesaria a la mano.

Del total de aislamientos evaluados, 10,5 % mostraron resistencia inducible a la
clindamicina (fenotipo iMLSg), y de este porcentaje, el 63,6 % fue MRSA (Figura 2).
Estos datos son muy similares con los reportados por Silvagni y colaboradores (2019),
quienes encontraron que 11,0 % de aislamientos presentaron el fenotipo iMLSg (102); lo
hallado estd muy por debajo de lo que encontraron Marrero y colaboradores en el 2024,
quienes reportaron que el 27,5 % de aislamientos con el fenotipo iMLSg (103), y muy por
encima de lo que Gonzalez y colaboradores (2015) encontraron, estudio donde solo 1,4

% de aislamientos presentaron el mencionado fenotipo (64).

Los estudios previamente mencionados indican una notable variabilidad en la frecuencia
de aislamientos clinicos de S. aureus con fenotipos iMLSg en distintas zonas geograficas,
destacando la importancia de abordar este tema con la méxima consideracion en cada
centro hospitalario del pais, debido a que el creciente aumento de infecciones por MRSA
representa un desafio en la eleccion del antibidtico adecuado, donde la clindamicina se
posiciona como una opcion inicial antes de los antimicrobianos de Gltima linea. Aunque

la clindamicina es considerada aceptable en pacientes con MRSA, la persistencia en su
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uso sin la deteccion de fenotipos iIMLSB en casos que aparentan sensibilidad a

clindamicina podria llevar al fracaso total de la terapia clinica.

El gen mecA se considera un marcador molecular de MRSA porque codifica la proteina
PBP-2a, que posee una baja afinidad por los antibidticos betalactamicos y permite la
sintesis continua de la pared celular bacteriana en su presencia. Sin embargo, en el afio
2016 Vindel y Cercenado describen un estudio previamente publicado, que revelaba la
existencia de aislamientos fenotipicamente MRSA (resistente a cefoxitina), pero con
ausencia del gen mecA y de la proteina PBP-2a. Genéticamente se revel6 que un nuevo
gen (gen mecC) estaba presente en dichos aislamientos, que compartia casi el 70 % de
homologia con el gen mecA y codificaba para una proteina que presentaba un 63 % de
homologia con los aminoécidos de la PBP-2a (104). Basado en estos nuevos hallazgos y
en la literatura existente es que en este estudio se utiliza como marcador de MRSA, la

resistencia a la cefoxitina y la presencia independiente del gen mecA y del gen mecC.

En la presente investigacion se encontrd que 56,2 % de los aislamientos fueron MRSA.
Resultados similares a los de Bustamante y colaboradores (2023), quienes reportaron que
el 56,3 % de aislamientos fueron MRSA portadores del gen mecA (28), mientras que, en
este estudio solo 42,9 % presentaron el gen mecA. Si bien el screninig de MRSA puede
basarse en la presencia del gen mecA, en este estudio se contemplé utilizar también la
presencia del gen mecC vy la resistencia de la cefoxitina, por lo que los aislamientos
MRSA de este estudio mostraron asociacion estadisticamente significativa con la

resistencia a cefoxitina, presencia de los genes mecA y mecC (tabla 9).

En la tabla 9 se puede observar que tanto la resistencia a la cefoxitina como la presencia
del gen mecA, son dos caracteristicas asociadas (p<0,001) a la condicion MRSA,

confirmando de esta manera que efectivamente son dos marcadores de MRSA debido a

53



que tienen alto grado de asociacion (C>0,7 para ambos), es decir, es siete veces mas
probable que un aislamiento sea MRSA si presenta resistencia a cefoxitina. Otra
caracteristica asociada es el tipo de muestra, de cuya moderada asociacion (C>0,4) se
infiere que es cuatro veces mas probable que los aislamientos MRSA provengan de
muestras de aspirado bronquial. El &rea de procedencia y el género de los pacientes
(C>0,2 para ambos) tienen baja asociacion y poca probabilidad de que los aislamientos

sean MRSA.

Las tasas de aislamientos MRSA son muy variables segln la zona geogréfica y el origen
que tengan los aislamientos. En Arabia Saudita, Alzalam y colaboradores (2023),
reportaron que el 80,0 % de sus aislamientos fueron MRSA (105). En China, Liang y
colaboradores (2019), identificaron que 55,1 % de los asilamientos de pacientes
hospitalizados fueron MRSA (20). En Pert, Cabrejos y colaboradores (2021),
identificaron que el 46,1 % de los aislamientos provenientes de un hospital fueron MRSA
(26). Por otro lado, en Espafia, Olivan y colaboradores (2024), a partir de aislamientos
provenientes de pacientes pediatricos solo encontraron 15,4 % de MRSA, muy por debajo
a lo encontrado en este estudio (106). Estas diferencias son indicativo y motivo de interés
para realizar estudios mas amplios en Cajamarca y en otras regiones del Peru, esto a fin

de establecer las causas y factores asociados a la variabilidad en estas frecuencias.

El perfil de resistencia mas comun fue el PR15 (Tabla 7), en el cual los aislamientos
fueron resistentes a la penicilina, cefoxitina, oxacilina, clindamicina, eritromicina,
gentamicina y levofloxacina. En el estudio de Gamboa y colaboradores (2016), quienes
utilizaron antibiéticos similares, también se describié que el perfil méas frecuente fue el
de aislamientos resistentes a oxacilina, eritromicina y clindamicina (107). Ademas, lo
encontrado concuerda con lo reportado por Lago N. (92), y por Andrzejczuk y

colaboradores (108), donde los aislamientos de S. aureus son mas resistentes a
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antimicrobianos del grupo de los betalactdmicos, seguido de los macrélidos (eritromicina)
y lincosamidas (clindamicina). Estos resultados son relevantes en los centros médicos al

momento de elegir el antibidtico contra esta bacteria.

Los gréaficos 2 y 3, resumen que la resistencia antimicrobiana y la presencia de los genes
respectivamente estuvo presente en su mayoria en aislamientos provenientes de muestras
de aspirado bronquial. Esto debido a que S. aureus prospera principalmente en las
mucosas nasales, en dénde la bacteria prolifera y desarrolla las distintas manifestaciones
de expresion de su patogenicidad (38). En el gréafico 2 se observa que mas del 80,0 % de
aislamientos provenientes de aspirado bronquial albergaron el gen mecA, porcentaje que
concuerda en cierta medida con lo reportado en la misma ciudad en el 2023, en dénde
determinaron que el 72,0 % de aislamientos provenientes de aspirado bronquial
presentaron el gen mecA (28). Muy similar a esto en la misma zona geografica en el 2024
se reportdé que el 87,5 % de aislamientos provenientes de vias respiratorias fueron
identificados como aislamientos MRSA (31). Por otro lado, en este estudio, el perfil de
resistencia (PR15) y el perfil genético (blaZ, mecA y tsst) fueron mas frecuentes (Grafico
1y 2) en aislamientos de aspirado bronquial. Por lo tanto, el predominio que tiene esta
bacteria, su resistencia y sus genes, en muestras respiratorias, es una clara sefial que los

hospitales deben optar por alternativas terapéuticas eficaces.

En base a otros estudios, la deteccion de los genes de virulencia y de los genes de
resistencia por PCR mudltiplex, se consider6 el estandar para confirmar la patogenicidad
y resistencia en los aislamientos estafilococos analizados. Ademas, el CLSI sugiere la
deteccidn de los genes para obtener resultados mas especificos. Con respecto a los
aislamientos que albergaron genes de resistencia, se presentaron con mayor frecuencia
aquellos que fueron positivos para el blaZ y el mecA 74,3 %y 42,9 %, respectivamente;

en menor frecuencia (18,1 %) estuvieron aquellos que con el gen mecC. Resultados

55



similares fueron obtenidos por Okiki y colaboradores (2020), donde el 65,0 % y el 54,5
% de los aislamientos presentaron el gen blaZ y el gen mecA, respectivamente (109). Sin
embargo, difieren de los encontrados por Andrzejczuk y colaboradores (2023), quienes
reportaron frecuencias méas bajas, con prevalencias del 51,5 %, 13,2 % y el 1,6 % de

aislamientos con el gen blaz, mecA y mecC, respectivamente (108).

En la tabla 8 se resume la coexistencia de los genes de virulencia y de resistencia
evaluados en este estudio. La combinacion de genes muestra con mayor frecuencia a los
genes blaz, mecA y tsst. Aun cuando las frecuencias de la presencia de los genes varian,
el orden porcentual de su presencia es el mismo, es decir en la mayoria de investigaciones
es mas frecuente encontrar la presencia del gen blaZ y menos frecuente encontrar el gen
mecC. Si solo evaluariamos genes de resistencia, vamos a encontrar que al gen blaZ y al
gen mecA, estan relacionados con la resistencia fenotipica a penicilina y cefoxitina,
respectivamente. Sin embargo, en el perfil genético predominante se identificaron ademas
del blaZ y mecA, el gen de virulencia tsst, gen que codifica la toxina TSST-1, causante
de una respuesta inmune exagerada y no especifica, que conduce a la presencia de
sintomas sistémicos graves como hipotensiédn, erupcion cutaneay fiebre alta. Por lo tanto,
conocer la presencia del gen tsst, ayuda a tomar criterios clinicos para el tratamiento de

este tipo de infecciones (24,110,111).

En todos los aislamientos se evalud la presencia de cuatro genes de virulencia, tsst, eta,
etb y PVL (Gréfico 1), el primero fue el méas frecuente entre los aislamientos, 34,3 % del
total. Estas cifras son similares a los encontrados por Hauri y colaboradores (2020),
quienes encontraron que el 33,7 % de los aislamientos analizados en su estudio
presentaron el gen tsst, y el 3,7 % presentaron el gen eta; sin embargo, ninguno presentd
el gen etb (24). Cabrejos y colaboradores (2021), encontr6 que 8,7 % de los aislamientos

fueron positivos para el gen PVL (26). Investigaciones como la de Ade (2023) y Amelia
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(2024), revelaron frecuencias muy altas de los genes; Ade report6 que el gen tsst estuvo
presente en 67,8 % del total de sus aislamientos (112), y Amelia encontr6 que el 91,0 %
y el 60,3 % de sus aislamientos presentaron los genes PVL y eta, respectivamente (113).
Estas diferencias entre los hallazgos de esta investigacion y la de otros estudios se deben
probablemente a que los factores de virulencia se expresan independientemente de la
resistencia, por lo que Amelia sostiene que es muy probable que estos genes de virulencia
se expresan con mayor frecuencia en S. aureus sensibles, sugiriendo que se estudie a
profundidad la posible relacion entre los genes de virulencia y las caracteristicas de S.

aureus.
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CAPITULO V
5.1 Conclusiones
e Se identificaron 42 perfiles de resistencia antimicrobiana distintos en 105
asilamientos de S. aureus provenientes de muestras clinicas, de los cuales el perfil
mas frecuente fue el de resistencia simultnea a penicilina, cefoxitina, oxacilina,
clindamicina, eritromicina, gentamicina y levofloxacina; ademas, se encontr6 que

el 53,3 % de los aislamientos fueron MDR.

e Entre los genes de resistencia, el gen blazZ fue el més frecuente (74,3 %), seguido
por el gen mecA (42.9 %) y el gen mecC (16,1 %). En cuanto a los genes de
virulencia, el gen tsst estuvo en el 34,3 % de los aislamientos, sequido por los genes
eta, etb y PVL que se encontraron en el 6,7 %, 2,9 % y 2,9 % de los aislamientos,

respectivamente.

e EI 56,2 % del total de aislamientos fueron MRSA, establecido a partir de la
presencia de los genes mecA, mecC y/o la resistencia a cefoxitina. Ademas, el 42,4
%y el 63,6 % de MRSA provino de muestras de aspirado bronquial y presentaron

resistencia inducible a clindamicina, respectivamente.

5.2 Recomendaciones

Se recomienda profundizar en el estudio epidemioldgico de S. aureus en los diversos
establecimientos de salud de Cajamarca, con el objetivo de plantear estrategias adecuadas
para enfrentar esta bacteria. La incorporacién de pruebas moleculares para la deteccion
rapida de MRSA o MDR, ademas de las pruebas microbioldgicas comunes en los
laboratorios hospitalarios, deben ser implementadas a fin de controlar la diseminacion de

este patdgeno y plantear alternativas de solucion frente a la RAM en nuestra Region.
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APENDICES

Apéndice 1. Ficha para descripcion clinica de los aislamientos recolectados.

N [e]
DESCRIPCION CLINICA DE LOS AISLAMIENTO| ——

Codigo de aislamiento | .cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinniies

Fechade cultivo | ............ [eeereennanns [eeeenennnnns

Muestra clinic@ @ | ceeeeeeveesecsessecsccsscsscsseosens

Edad | eeeeiiiiiiiitttietttrtiettneanens

N Y2 o7 2

Servicio Hospitalario |  .eovviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnniccennns

Area Hospitalaria | .eveeeeereereeerneernneerneennnenns
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Apéndice 2: Coloracion Gram (A), S. aureus en Agar Sangre (B), en Agar Manitol Salado

(C), Prueba de coagulasa positiva (D), S. aureus reactivado en Agar Nutritivo (E),

Antibiograma de S. aureus (F).
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Apéndice 2. Ficha de recoleccion de datos (mediciones) de los resultados del
antibiograma por antibiotico.

ANTIBIOGRAMA (Staphylococcus aureus)
INFORME DE RESULTADOS

CODIGO:

FECHA:

NO

DISCO DE ANTIBIOTICO

M1

M2

M3 P X

Cefoxitina

Oxacilina

Penicilina

Ceftarolina

Vancomicina

Clindamicina

Eritromicina

Gentamicina

O© |00 | N | | 0| b w | DN

Tetraciclina

=
o

Levofloxacina

[EEN
[EEN

Nitrofurantoina

[N
N

Trimetropima - Sulfamethoxazol

=
w

Linezolid

H
o~

Cloranfenicol

=
ol

Rifampicina

"S5

X

: Primera medicion
: Segunda medicion
: Tercera medicion
: Promedio

:(S) Sensible/ (R) Resistente/ (1) Intermedio/ (SDD) Sensible Dosis Dependiente
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Apéndice 3. Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos MRSA y MSSA evaluado con el método del disco de difusion L.

MRSA (n=59) MSSA (n=46)

Categorias interpretativas Categorias interpretativas de

Antibiético R S I SDD R S | SDD p valor Cramer

n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

Penicilina 56 (94,9)  3(51) N. A N. A 28(60,9) 18 (39,1) N. A N. A 0,000 0,422
Oxacilina 55(93,2)  4(6,9) N. A N. A 6(13,0) 40 (87,0) N. A N. A 0,000 0,806
Cefoxitina 53(89,8) 6(10,2) N. A N. A 0(0,00 46 (100) N. A N. A 0,000 0,891
Eritromicina 40 (67,8) 10 (16,9) 9 (15,3) N. A 8(17,4) 32(69,6) 6(13,0) N. A 0,000 0,555
Clindamicina 34 (57,6) 20(33,9  5(8,5) N. A 2(43) 43(935) 1(22) N. A 0,000 0,605
Gentamicina ~ 35(59,3) 22(37,3) 2(3.4) N. A 1(22) 43(935) 2(43) N. A 0,000 0,601
Levofloxacina 29 (49,2) 29(49,2)  1(1,6) N. A 2(43) 43(935) 1(2,2) N. A 0,000 0,488
Linezolid 14 (237) 34(57,6) 11(18,6) N. A 2(43) 40(87,00 4(87) N. A 0,003 0,328
Tetraciclina 9(153) 50(84,7)  0(0,0) N. A 48,7  42(91,3) 0(0,0) N. A 0,381 0,099
Rifampicina 13 (22,0) 46(78,00  0(0,0) N. A 1(22) 45(97,8) 0(0,0) N. A 0,003 0,290
SXT 8(13,6) 51(86,4)  0(0,0) N. A 2(43) 44(957) 0(0,0) N. A 0,180 0,156
Vancomicina 4 (6,8) 55 (93,2) N. A N. A 4(8,7) 42 (91,3) N. A N. A 0,727 0,036
Ceftarolina 8(13,6) 40 (67.8) N. A 11(186) 1(2,2)  45(97.8) N. A 0(0,0) 0,000 0,383
Cloranfenicol 6(10,2) 53(89,8)  0(0,0) N. A 1(22) 45(97,8) 0(0,0) N. A 0,133 0,159
Nitrofurantoina 2 (34)  57(96,8)  0(0,0) N. A 0(0,00 45(97.8) 1(22) N. A 0,241 0,165

! Puntos de corte basados en el CLSI M100™ “Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing, 34th Edition”: n, recuento de aislamientos; %, frecuencia
de aislamientos SDD, Sensible dosis dependiente; SXT, Trimetoprima-sulfametroxazol; N.A, Categoria que no se aplica para el disco.
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Apéndice 4. Screning de la produccién de betalactamasa en aislamientos MRSA y

MSSA mediante disco de difusion de la penicilina.

Halo de la Productor de MRSA MSSA TOTAL
penicilina betalactamasa n (%) n (%) n (%)
Acantilado 31 (54,5) 26 (56,5) 57 (54,3)
Sin halo S| 25 (42,4)  2(43) 27 (25.7)
Playa NO 3(5,1) 18 (39,1) 21 (20,0)
Total 59 (100) 46 (100) 105 (100)

n, recuento de aislamientos; %, frecuencia de aislamientos.

Apéndice 5. Frecuencia de aislamientos MRSA y MSSA segun genes de virulencia 'y

resistencia evaluados en este estudio.

MRSA (n=59) MSSA (n=49)  TOTAL
GEN PRESENTE o ) o0
S| 45 (76.3) 0(0,0) 45 (42,9)
mecA NO 14 (23.7) 46 (100) 60 (57.1)
mecC S| 19 (32.2) 0(0,0) 19 (18,1)
NO 40 (67,8) 46 (100) 86 (8L,9)
az S| 49 (83.1) 29 (63,0) 78 (74,3)
NO 10 (16,9) 17 (37.,0) 27 (25.7)
o S| 27 (45.8) 9 (19,6) 36 (34,3)
NO 32 (54,2) 37 (80,4) 69 (65.7)
o S| 4(6,8) 3(6,5) 7(6.7)
NO 55 893,2) 43 (93.5) 98 (93,3)
; S| 3(5,1) 0(0,0) 3(2,9)
. NO 56 (94,9) 46 (100) 102 (97,1)
vl S| 0 (0,0) 3(6,5) 3(2,9)
NO 59 (100) 43 (93,5) 102 (97.1)

n, recuento de aislamientos; %, frecuencia de aislamientos
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Apéndice 6. Evaluacion de la calidad de ADN en el Nanodrop ™ Lite Thermo

Scientific.

dsDNA (Factor: 50)

e / J #6
A260 (10 mm): 1.401
o;" — A260/A280: 1.96
_—— P
e 70.1 ngipl

Measure sample

.'
\ = 11 Mar 2024 18:59:18
Blank: 11 Mar 20824 18:54:85
W{m
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