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Identificacion genotipica de Staphylococcus con fenotipo
meticilino resistente aislados de muestras de humanos, animales
y ambiente

Genotype identification of Staphylococcus with methicillin-resistant phenotype
isolated from human, animal and environmental samples

Luis José Espejo', Karen Lorena Rodriguez', Martha Fabiola Rodriguez?, Arlen
Patricia Gomez Ramirez’

RESUMEN

El objetivo del estudio fue dentificar el gen mecA-1 de aislados de Staphylococcus
con fenotipo meticilino resistente (SMR) obtenidos de muestras biologicas y superficies
de una clinica veterinaria. Se seleccionaron nueve aislamientos con fenotipo SMR clasi-
ficado por el sistema automatizado VITEK. El género y la variabilidad se corroboraron por
amplificacion y secuenciacion de los genes 16S rRNA y fuf. También se establecio la
presencia del gen mecA-1 por PCR. En los nueve aislamientos con fenotipo SMR se
identificaron los genes 16S rRNA y tuf, evidenciando un 99% de similitud con cepas de
referencia; sin embargo, solo en cinco muestras se encontrd el gen mecA-1. Los resulta-
dos demuestran una mayor identificacién del genotipo MR en superficies
intrahospitalarias, lo que evidencia la necesidad del control y seguimiento de estas cepas
en hospitales veterinarios debido a las implicaciones que tienen en salud publica.

Palabras clave: mecA; resistencia antimicrobiana; Staphylococcus spp; hospital vete-
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ABSTRACT

The aim of this study was to identify the mecA-1 gene of Staphylococcus isolates
with methicillin-resistant phenotype (SMR) obtained from biological samples and surfaces
of a veterinary clinic. Nine isolates with SMR phenotype classified by the automated
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VITEK system were selected. The genus and the variability were corroborated by
amplification and sequencing of the 16S rRNA and fuf genes. The presence of the mecA-
1 gene was also established by PCR. In the nine isolates with SMR phenotype, the 16S
rRNA and fuf genes were identified, showing 99% similarity with reference strains; however,
only in five isolates was found the mecA-1 gene. The results showed a greater identification
of the MR genotype in intra-hospital surfaces, which indicates the need for control and
monitoring of these strains in veterinary hospitals due to the implications they have on

public health.
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INTRODUCCION

El género Staphylococcus comprende
mas de 30 especies, la mayoria comensales
y oportunistas que hacen parte de la
microbiota de la piel y las mucosas, con gran
capacidad de adaptarse a diversos huéspe-
des y sobrevivir por meses en superficies in-
animadas (Otto, 2010). S. aureus es la espe-
cie patogena del género, aunque en los ulti-
mos afios los estafilococos coagulasa negati-
vos (ECN) han emergido como agentes in-
fecciosos de humanos y animales, debido a
la facilidad con la que adquieren genes de
resistencia antimicrobiana y de virulencia
(Zuniga et al., 2015; Foster, 2017).

El uso inadecuado de antibioticos gene-
ra una presion selectiva sobre las cepas re-
sistentes, siendo de especial interés en salud
publica Staphylococcus aureus meticilino
resistente (SAMR) (WHO, 2014; Van Duin
y Paterson, 2016). Existe un nimero limitado
de clones de S. aureus y otras especies de
Staphylococcus resistentes a la meticilina
(SMR) diseminados en el mundo, que pudie-
ron tener su origen a partir de un ancestro
comun o de varios clones que adquirieron el
gen mecA, por medio de transferencia hori-
zontal (Ito et al., 2012).

El gen mecA codifica para la variante
de la proteina unidora de penicilina (PBP2a)
una transpeptidasa de baja afinidad por los
betalactamicos que hace que la bacteria puede
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continuar con el ensamble de la pared en pre-
sencia del antibiotico. Existen cuatro genotipos
del gen mec clasificados seglin el grado de
homologia con el primer gen mecA
secuenciado de la cepa de S. aureus N315:
mecA con una homologia mayor al 95% y
dos variantes identificadas (mecAly mecA2),
mecB aislado de Macrococcus caseolyticus
con un 60% de homologia y mecC aislado de
S. aureus con 68% de homologia (Ito et al.,
2012). Este gen se encuentra en el cassette
cromosomico de Staphylococcus (SCC), que
corresponde a un elemento moévil (isla
genomica) para el intercambio de genes.
Hasta el momento se han identificado cinco
tipos de SCCmec (I, 11, 111, IV, V), de acuer-
do con la combinacion de los complejos ccry
mec (de Lencastre ef al., 2009). Los genes
ccr (AB1, AB2, AB3, AB4 y C) codifican
para las recombinasas, sitios especificos que
integran el SCC en el cromosoma y el com-
plejo mec, las cuales incluyen los genes regu-
ladores mecR1 y mecl y las secuencias de
insercion (IS) 431 y 1272. Estos genes son
los encargados de acoplar y agrupar otros
genes de resistencia similares a IS (Hanssen
y Ericson Sollid, 2006). S. sciuri se conside-
ra el origen de mecA; sin embargo, en todos
los casos, el gen parece encontrarse en los
ECN, los cuales transportan varios tipos de
SCCmec y pueden servir como reservorios,
especialmente cuando comparten el mismo
nicho donde existe una presion selectiva por
el uso de antibioticos (Stapleton y Taylor, 2002;
Hanssen y Ericson Sollid, 2006).
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El primer aislamiento de SAMR se rea-
liz6 en ambientes hospitalarios (SAMR-HA)
del Reino Unido en 1961 (MCTC 10442,
SCCmec 1), denominado el clon aracnido por
su diseminacion en todo el mundo. En 1982
se aislo la cepa N315 (SCCmec II) en Japon
y posteriormente en Nueva York, y la cepa
85/2082 (Sccmec 1III) en 1985 en Nueva
Zelanda. Estas tltimas se distribuyeron en
todo el mundo (Deurenberg et al., 2007). En
1990 se report6 un brote de SAMR (SCCmec
IV 0 V) en personas que tenian poco contac-
to con hospitales o sus trabajadores y, por lo
tanto, no presentaban factores de riesgo es-
pecificos. Estas cepas fueron denominadas
cepas asociadas a la comunidad (SAMR-
CA), las cuales tienen un espectro mas limi-
tado de resistencia, son susceptibles a la ma-
yoria de los B-lactamicos y poseen la habili-
dad de diseminarse rapidamente con clones
predominantes por varias regiones geografi-
cas (Van Duin y Paterson, 2016). Esta mis-
ma caracteristica ha sido reportada en la cepa
ST398 de SAMR aislada de cerdos, bovinos,
aves de corral, animales de compafiia y per-
sonas en estrecho contacto con animales,
denominadas cepas asociadas a la produc-
cion pecuaria (SAMR-LA) (Heikinheimo et
al., 2016).

Debido a la importancia clinica de los
SMR, es evidente la necesidad de
implementar herramientas diagndsticas mas
sensibles y especificas para la identificacion
fenotipica y genotipica de las cepas aisladas
a partir de muestras obtenidas de ambientes
hospitalarios, asociados a la comunidad y al
sector agropecuario (Schmidt et al., 2017).
Los estudios realizados en veterinaria son li-
mitados comparados con los reportes en me-
dicina humana (Hoet et al., 2011; van Balen
etal.,2013), lo cual justifica las investigacio-
nes basadas en la identificacion, control y
seguimiento de la resistencia antimicrobiana
en el sector pecuario. El objetivo de este es-
tudio fue identificar el gen mecA-1 de cepas
de Staphylococcus con fenotipo SMR aisla-
das de muestras biologicas y superficies de
una clinica veterinaria.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Estudio

La investigacion correspondi6 a un es-
tudio descriptivo, no experimental de tipo
transversal. Los aislamientos que se emplea-
ron en este estudio se obtuvieron entre los
afios 2016 y 2017. Todos los procedimientos
fueron revisados y aprobados por el Comité
de Etica de la Universidad de La Salle (Bo-
gota, Colombia).

Aislamientos Bacterianos

Se incluyeron nueve muestras a partir
de las cuales se aislaron cepas de Staphy-
lococcus spp. Tres aislamientos fueron ob-
tenidos de hisopados nasales (dos veterina-
rios y un estudiante de veterinaria), uno obte-
nido del cultivo de leche de una vaca con
mastitis subclinica y cinco de superficies in-
animadas intrahospitalarias en contacto con
humanos o animales de una clinica veterina-
ria universitaria de Bogota (Colombia). Como
controles para las técnicas se utilizaron las
cepas ATCC® 43300 de SAMR (positiva al
gen mecA) y ATCC® 25923 SAMS (negati-
va al gen mecA) (Van Balen, 2013).

Los aislamientos fueron identificados por
medio del sistema automatizado Vitek®2
Compact (Biomerieux, Francia). Para este
proceso, las cepas fueron cultivadas en me-
dio tripticasa de soya (Difco Laboratories)
durante 18 horas antes de la tipificacion
microbiologica con las tarjetas Vitek® 2- GP
(Referencia 21342) de acuerdo con las reco-
mendaciones de los fabricantes. El perfil de
susceptibilidad también se determino mediante
Vitek®2 Compact con las tarjetas AST-P577,
siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial. En el analisis se incluyeron las
bacterias de fenotipo MR. Adicionalmente la
sensibilidad antibidtica se determind por la
prueba estandarizada de difusion en agar
Meuller-Hinton o técnica de Kirby-Bauer con
sensidiscos de oxacilina (1 ug), vancomicina
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(30 pg), cefoxitina (30 pg), ampicilina (10 pg),
ciprofloxacina (5 pg), eritromicina (15 pg),
clindamicina (30 pg), tetraciclina (30 pg),
trimetoprim/sulfametoxazol (25 pg). El ana-
lisis de los perfiles de susceptibilidad
antimicrobiana fue realizado de acuerdo con
las recomendaciones del Instituto de Normas
Clinicas y de Laboratorio - CLSI (CLSI,
2016).

Pruebas Moleculares

La extraccion de ADN se realizd con
el kit comercial PureLink™ Genomic DNA
Mini Kit (Cat. N°. K1820-01, Thermo Fisher
Scientific), tomando 2x10° UFC de la placa
de cultivo con un hisopo estéril y
resuspendiendo las colonias en 1 ml de agua
grado biologia molecular. Se centrifugaron a
5000 x g por 10 min. Se descarto el
sobrenadante y se agregd nuevamente 1 ml
de agua grado biologia molecular para un se-
gundo lavado y repetir el mismo protocolo de
centrifugacion. Del pellet obtenido se realizo
la extraccion con el kit, siguiendo las reco-
mendaciones de la casa comercial.

La PCR multiplex del gen 16S rRNA y
mecA-1 se realizo de acuerdo con los proce-
dimientos reportados previamente (Geha et
al., 1994; Hwang et al., 2011). La prueba de
PCR se llevo acabo usando cebadores espe-
cificos para cada gen de interés, a partir de
las secuencias de los genes de 16S rRNA y
mecA reportadas por Relman et al. (1990)
para 16S rRNA: Cebador X 5'-GGA
ATTCAA A[T/G, 1:1]G AAT TGA CGG
GGG C correspondiente a los nucleotidos 911
a 930 y cebador Y 5'-CGG GAT CCC AGG
CCC GGG AAC GTATTC AC, correspon-
diente a los nucle6tidos 1371 a 1390 con un
tamafo de producto de 479 pares de bases
(pb) y para mecA cebador mecAl 5'-GTA
GAAATGACT GAACGT CCG ATAA que
corresponde a los nucledtidos 318 a 342 y
cebador mecA2 5'-CCA ATT CCA CAT
TGT TTC GGT CTA A complementario para
los nucleotidos 603 a 627, amplificando un
producto de 310 pb (Song et al., 1987; Tesch
et al., 1988). Para el procedimiento de am-
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plificacion del ADN se utiliz6 una mezcla de
200 uM de dNTP, Tris 10 mM (pH 8.5), 50
mM KCI, 1.5 uM MgCl,, 1 pM de cada
cebador (mecA y 16S rRNA), en un volu-
men final de reaccion de 50 pl. Las reaccio-
nes de la PCR multiplex se llevaron a cabo
con las siguientes condiciones: 94 °C por 4
min, 30 ciclos de 94 °C por 45 s, 50 °C por
455,72 °C por 1 min, con una extension final
de 72 °C por 2 min.

La PCR del gen fuf fue llevada a cabo
de acuerdo con los procedimientos descritos
por Hwang et al. (2011) usando los cebadores
TUF-F (5'-GCCAGTTGAGGACGTATTCT-
3) 'y TUF-R (5'-CCATTTCAG-
TACCTTCTGGTAA-3"), que amplifican un
producto de 412 pb. Las reacciones de la PCR
se realizaron con los siguientes parametros:
95 °C por 15 min, 35 ciclos de 95 °C por 30 s,
56 °C por 30 s, 72 °C por 45 s, con una ex-
tension final de 72 °C por 10 min. Los pro-
ductos de PCR fueron visualizados en un gel
de electroforesis al 2% tefiido con
HydraGreen® (ACTGene, NJ, EEUU) y con
un transiluminador de luz UV,

Los productos positivos a los genes de
interés de la PCR fueron purificados por
medio de precipitacion en alcohol y
secuenciados con BigDye Terminato v3.1
Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems,
California, EEUU) usando una electroforesis
de capilares y un secuenciador ABI3730XL
(Applied Biosystems). La edicion y el anali-
sis de las secuencias de nucledtidos con la
prediccion de la secuencia de aminoacidos
fue realizada por medio del software MEGA
7 (DNAStar, EEUU). El arbol filogenético
fue construido por medio del método de
neighbor-joining con el software MEGA 7.
En el analisis se incluyeron cuatro secuen-
cias de referencia de Staphylococcus repor-
tadas en el GenBank (S. aureus
HM352919.1, S. epidermidis AF298800.1, S.
haemoliticus HM 032764.1 y S. hominis
EU571078.1). Las cepas utilizadas en este
estudio como controles también fueron
secuenciadas e incluidas en el analisis
filogenético.
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Cuadro 1. Identificacion, origen y perfil de susceptibilidad por un sistema automatizado y por
la técnica de Kirby-Bouer (Vitek® 2 / Kirby-Bauer) de aislamientos de
Staphylococcus spp obtenidos a partir de muestras biologicas y superficies de una
clinica veterinaria. Asi mismo, el resultado de PCR de la identificacion del gen

mecA-1
Perfil de susceptibilidad Vitek® 2 / Kirby-Bauer
5 2 g o
EE g &8 =T £ € x3
Aislamiento Origen g 5 = 85 ) g OUF
= E 2 ) 2 s Aog
5 £ 2 £ B 3
s & = © £ 3
FOX OX CIP E VAN TE SXT
S. aureus Hisopadode R/R  R/S R/S S/S S/S S/S S/S Neg
nariz
S. epidermidis  Hisopadode R/R  R/S S/S R/S S/S R/S S/S Neg
nariz
S. aureus Hisopadode R/R R/S S/S R/R S/S R/S S/S Neg
nariz
S. Cultivo de RR RS IS SS IS S/S R/S Neg
haemolyticus leche
S. epidermidis Superficie RR RR RS S/S IS RR S/S Pos
S. Superficie RR RR S/S RR S/S RR S/S Pos
haemolyticus
S. hom Superficie RR RR S/S RR S/S RR RR Pos
hominis
S. hom Superficie RR RR S/S RR S/S SS S/S Pos
hominis
S. epidermidis Superficie RR RR S/S S/S SS S/S S/S Pos
S. aureus' ATCC® R R S R R S S Pos
43300
S. aureus' ATCC® S S S S S S S Neg
25923

FOX: cefoxitina, OX: oxacilina, CIP: ciprofloxacina, E: eritromicina, VAN: vancomicina, TE: tetraciclina,
SXT: sulfametoxazol.

1 Corresponden a cepas de referencia (ATCC®) de Staphylococcus aureus positivas (43300) y negativas
(25923) al gen mecA-1. El perfil de susceptibilidad reportado en el cuadro de estas cepas fue realizado
con la técnica de Kirby-Bauer
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560 pb

300 pb |

Figura 1.Imagen representativa del ADN de los genes de interés identificados en Staphylococcus

spp aislados de muestras biologicas y superficies de una clinica veterinaria. PCR
multiplex de los genes 16S rRNA (479 pb) y mecA (310 pb). M: marcador de peso
molecular. Linea 1: Staphylococcus aureus ATCC 43300® (cepa control positivo por-
tador del gen mecA). Linea 2: S. aureus ATCC 25923 (cepa control negativo no
portador del gen mecA). Linea 3: S. aureus aislado de un hisopado de nariz de humano.
Linea 4: S. epidermidis aislado de un hisopado de nariz de humano. Linea 5: S. aureus
aislado de un hisopado de nariz de humano. Linea 6: S. haemolyticus obtenido de un
cultivo de leche de una vaca diagnosticada con mastitis subclinica. Linea 7: S.
epidermidis aislado de una superficie de una clinica veterinaria. Linea 8: S. haemolyticus
aislado de una superficie de una clinica veterinaria. Lineas 9 y 10: S. hom hominis
aislados de superficies de una clinica veterinaria. Linea 11: S. epidermidis aislado de
una superficie de una clinica veterinaria

RESULTADOS

Identificacion y Perfil de Susceptibilidad
Antimicrobiana

Los nueve aislamientos fueron identifi-
cados por el sistema automatizado como S.
epidermidis (tres cepas), S. aureus (dos
cepas), S. haemolyticus (dos cepas) y S.
hom hominis (dos cepas). En cuanto a los
perfiles de susceptibilidad antimicrobiana por
Vitek se evidencio que los aislamientos de
bacterias obtenidos de muestras biologicas
presentaron 57.1% de resistencia a los
antibioticos evaluados frente a 54.3% de re-
sistencia en las bacterias de las muestras de

Rev Inv Vet Peru 2019; 30(1): 364-376

superficie de la clinica veterinaria. Al anali-
zar los resultados de la técnica de Kirby-
Bauer se detect6 17.9% de resistencia a los
antibioticos evaluados en muestras biologicas
en comparacion con 48.6% de resistencia en
las bacterias identificadas en muestras de
superficie (Cuadro 1), siendo evidente las di-
ferencias en los porcentajes de resistencia a
antibidticos obtenidos de las dos técnicas.

La comparacion de los resultados ge-
nerados por el método automatizado y con la
técnica de Kirby-Bauer evidencidé 100% de
coincidencia en el perfil de resistencia a
cefoxitina y 88.9% para eritromicina y
trimetoprim/sulfametoxazol. El porcentaje de
coincidencia entre las dos técnicas frente a
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Figura 2.Relacion filogenética entre las secuencias de referencia obtenidas del GenBank

(Staphylococcus aureus HM352919.1, S. epidermidis AF298800.1, S. haemoliticus
HM 032764.1 y S. hominis EU571078.1) y los aislamientos obtenidos de muestras
biologicas y superficies de una clinica veterinaria. El arbol filogenético fue construido
usando el método de neighbor-joining. El largo de cada rama es la diferencia que
hay entre cada secuencia de nucledtidos. ATCC 43300: cepa de S. aureus positiva al
gen mecA-1, ATCC 25923: cepa de S. aureus negativa al gen mecA-1, COL1, COL2
y COLS3: aislamientos a partir de hisopado de nariz, COL4: aislamiento a partir de
cultivo de leche, COL5 a COL9: aislamientos a partir de superficies de una clinica
veterinaria. La identificacion molecular coincidio con la identificacion obtenida por
metodologias automatizadas (Vitek)

vancomicina y tetraciclina fue de 77.8%. El
menor porcentaje de coincidencia se eviden-
ci6 para oxacilina y ciprofloxacina (55.6%).

Todos los aislamientos fueron identifi-
cados con fenotipo meticilino resistente por
el sistema automatizado; sin embargo, por la
técnica de Kirby-Bauer solo los aislamientos
a partir de muestras de superficie de la clini-
ca veterinaria (cinco muestras) fueron resis-
tentes tanto a oxacilina como a cefoxitina.
Las bacterias obtenidas de muestras biologi-
cas con fenotipo SMR por Vitek presentaron
resistencia solo a cefoxitina. Los perfiles de
susceptibilidad antimicrobiana evaluados a
través de los dos métodos (automatizados y
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Kirby-Bauer) también mostraron dos aisla-
mientos de ECN obtenidos de superficies de
clinicas veterinarias con fenotipo SMR con
resistencia adicional a eritromicina,
tetraciclina y trimetoprim/sulfametoxazol
(Cuadro 1).

Pruebas Moleculares

Los nueve aislamientos de Staphylo-
coccus analizados fueron positivos a los genes
16S rRNA y tuf (Figura 1). Después de la
secuenciacion de los productos de PCR posi-
tivos al gen #uf'se obtuvieron nueve secuencias
con un tamafio promedio de 328 pb. El por-
centaje de similitud de los aislamientos con las
cepas de referencia fue del 99% (Figura 2).
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Adicionalmente, los cinco aislamientos
obtenidos de muestras de superficie fueron
positivos al gen mecA (Figura 1). Las cepas
positivas al gen mecA coincidieron con el
fenotipo SMR por Vitek y Kirby-Bauer. Tam-
bién evidenciaron susceptibilidad a
ciprofloxacina, vancomicina y trimetoprim/
sulfametoxazol y resistencia a cefoxitina,
oxacilina, eritromicina y tetraciclina con las
dos técnicas empleadas. Las especies de
Staphylococcus que fueron positivos al gen
mecA fueron: S. epidermidis (dos aislamien-
tos), S. hom hominis (dos aislamientos) y S.
haemolyticus (un aislamiento). Las cuatro
muestras biologicas con fenotipo SMR por
sistema automatizado fueron negativas al gen
mecA (Figura 1), lo cual coincide con el per-
fil de susceptibilidad antibidtica evidenciado
por la técnica de Kirby-Bauer.

DiscusioN

La resistencia que las bacterias han
generado a los antimicrobianos es un proble-
ma de salud publica debido a la reduccion y
limitacion de opciones terapéuticas. SMR son
bacterias de importancia en medicina huma-
na y veterinaria, ya que ocasionan infeccio-
nes nosocomiales, comunitarias y asociadas
a la produccion pecuaria (Hoet ef al., 2011;
Van Balen et al., 2013; Rose et al., 2014).
De estos SMR, los mas estudiados son los
clones obtenidos de hospitales humanos, los
cuales adicionalmente son multi-drogo resis-
tentes (Van Duin y Paterson, 2016). En esta
investigacion se logro identificar el gen mecA-
1 de cepas de Staphylococcus con fenotipo
SMR de ambientes hospitalarios veterinarios,
de las cuales dos cepas presentaron
multirresistencia antibiotica.

En este estudio, el 78% de las cepas
aisladas correspondieron a Estafilococos
Coagulasa Negativos (SCN), lo cual esta
acorde con lo reportado previamente, donde
se indica que S. epidermidis, S. hominis y
S. haemolyticus son microorganismos que
se aislan de forma comun, debido a que perte-
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necen a la microbiota de la piel y mucosa
humana y animal, pero que pueden causar
infecciones al comportarse como bacterias
oportunistas (Zuniga et al.,2015; Cosseau et
al., 2016). S. hominis no es considerado pa-
togeno habitual, pero se ha identificado como
patogeno nosocomial multirresistente de las
clinicas al igual que S. epidermidis, S.
haemolyticus y S. warneri (Mendoza-
Olazaran et al.,2015; Watanabe et al., 2016).
Los SCN también estan generando un gran
interés en salud publica, debido a que pre-
sentan mayor resistencia a varias familias de
antibioticos en comparacion con lo eviden-
ciado con S. aureus (WHO, 2014; Fajardo,
2016; Foster, 2017).

Los resultados de esta investigacion
evidenciaron diferencias en los patrones de
sensibilidad y resistencia antimicrobiana al
emplear métodos automatizados en compa-
racion con pruebas convencionales. Los sis-
temas automatizados permiten una identifi-
cacion rapida y precisa en comparacion con
la identificacion morfologica o el perfil
bioquimico. Sin embargo, la exactitud de es-
tos sistemas puede verse comprometida de-
bido a la expresion variable de caracteristi-
cas fenotipicas y la naturaleza limitada de las
bases de datos, generando en algunos casos
resultados ambiguos. Chung et al. (2008) re-
portaron que en ocasiones estos sistemas pre-
sentan restricciones en la identificacion del
fenotipo SMR en S. aureus y otros SCN,
debido a las limitaciones en la deteccion de la
expresion heterogénea de resistencia
(Aleixandre et al., 2014).

Llama la atencién los porcentajes de
concordancia de las dos técnicas empleadas
para evaluar la sensibilidad antibidtica frente
a oxacilina y cefoxitina, siendo menor el por-
centaje de concordancia frente a la oxacilina
en comparacion con la concordancia total
frente a cefoxitina. La oxacilina es el antibio-
tico recomendado por el CLSI para la identi-
ficacion fenotipica de SMR; sin embargo, se
ha demostrado que las técnicas rutinarias que
se realizan con este antibidtico no detectan
cepas con expresion heterogénea, generan-
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do tanto falsos positivos como negativos v,
por lo tanto, contribuyendo a la diseminacion
de cepas resistentes (Safdar et al., 2013).
Estudios previos han reportado una sensibili-
dad del 87.8% en la identificacion de MRSA
y una sensibilidad del 73.1% para las cepas
heterorresistentes (Jhon ez al., 2009). Por esta
razon, los sistemas automatizados han lanza-
do al mercado tarjetas especificas con
cefoxitina, evidenciado un incremento de la
sensibilidad y la especificidad de 97.5 y 100%,
respectivamente. No obstante, se siguen evi-
denciando problemas en la identificacion del
fenotipo SMR en cepas de S. epidermis y S.
hominis hominis (Jhonson et al., 2014).

Se ha demostrado que las cefamicinas
(cefoxitina y moxalactam) son potentes
inductores de la expresion del gen mecA, di-
rectamente relacionado con la mayor sinte-
sis de la proteina PBP2a in vitro (Acosta et
al.,2012; Aleixandre et al., 2014). Debido a
estos hallazgos, actualmente el CLSI reco-
mienda el uso de cefoxitina en lugar de
oxacilina como antibi6tico de eleccion (CLSI,
2016).

La resistencia fenotipica a la oxacilina
en cepas de Staphylococcus que carecen
del gen mecA, como las cuatro muestras bio-
logicas incluidas en el estudio que presentan
una resistencia segiin el método automatiza-
do a este betalactamico, puede ser debido a
la superproduccion de B-lactamasas, espe-
cialmente las de clase D denominadas
oxacilinasas, que también confieren resisten-
cia a penicilina, cefalosporinas y
carbapenemicos (Mujica ef al., 2011). La
produccion de f-lactamasas esta regulada por
dos genes transcritos de forma divergente,
blaR1 y blal, cuyos productos génicos tie-
nen homologia con aminoacidos de mecR1y
mecl, respectivamente (McKineey, 2001). Se
ha evidenciado que la transcripcion de mecA
y la produccion de PBP2a pueden verse afec-
tadas y reguladas por blal y mecl, lo cual ha
sido reportado en especies de SCN como S.
epidermidis con resistencia a oxacilina
(McKineey et al., 2001; Zhang et al., 2001).
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En el estudio, gracias a la identificacion
molecular, se pudo determinar que existen
cepas cuya clasificacion fenotipica las cata-
loga como microorganismo MR, pero cuan-
do son puestos a prueba por medio de un diag-
nostico molecular se demuestra que puede
existir una incoherencia entre la identifica-
cion fenotipica y la genotipica de esta condi-
cion. Lo anterior soporta la tesis de la impli-
cita necesidad de realizar pruebas
moleculares para el diagnostico de enferme-
dades causadas por Staphylococcus. A pe-
sar de que se reporta el uso de cefoxitina
para identificar SMR con una sensibilidad de
97.3% y una especificidad de 100%
(Broekema et al., 2009), el CLSI recomien-
da la deteccion molecular del gene mecA
como método mas preciso para la prediccion
de la resistencia a la oxacilina (CLSI, 2012).

En esta investigacion se identifico el gen
mecA-1 en cinco aislamientos de Staphylo-
coccus obtenidos de las superficies intrahos-
pitalarias. En las otras muestras analizadas
de origen comunitario no se identifico este
gen. La epidemiologia de estas cepas con
caracteristicas de resistencia a antimicro-
bianos ha cambiado gradualmente desde su
primer reporte, pasando de ser casos aisla-
dos y muy esporadicos a convertirse en uno
de los organismos patdgenos mas prevalentes
en superficies intrahospitalarias de humanos
y, por lo tanto, uno de los principales agentes
causales de enfermedades nosocomiales
(WHO, 2017). En clinicas veterinarias de
pequeiios animales de Estados Unidos se re-
porto6 una prevalencia de SAMR del 13.5%
en superficies en contacto con animales y
humanos (Van Balen et al., 2013), sugiriendo
la transmision de estas bacterias de los hu-
manos a los animales. No existe un consenso
del tratamiento que se debe realizar a las su-
perficies y del papel que estas desempefian
en la transmision de patogenos (Dancer,
2009); sin embargo, algunos estudios han de-
mostrado que las superficies contaminadas
pueden actuar como fuente potencial de agen-
tes asociados con infecciones nosocomiales
(Donskey, 2013). En este estudio se eviden-
ci6 el papel que desempefian las superficies
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en el mantenimiento de este tipo de
patdgenos, el cual posiblemente es mas im-
portante que el que desempenan las per-
sonas que estan en continuo contacto con los
hospitales veterinarios.

Se confirma que la mayoria de SMR
presentan multirresistencia a otros antibioticos
como aminoglucosidos, tetraciclina,
trimetoprim/sulfametoxazol y macrolidos-
lincosamidas como eritromicina, tal y como
lo reporta Salem et al. (2017). En forma si-
milar, Calik et al. (2015), Othman et al.
(2017) y Singh et al. (2017) encontraron di-
ferentes tasas de resistencia de SMR frente
a los antibidticos cominmente empleados en
la practica clinica, como eritomicina (50%),
ciprofloxacina y trimetoprim/sulfametoxazol
(22.3-40%).

Los resultados de esta investigacion
también demostraron la utilidad de la PCR
convencional y la secuenciacion en la identi-
ficacion de especies de Staphylococcus es-
trechamente relacionadas. El gen 16S rRNA
codifica una region altamente conservada
presente en todas las bacterias; sin embargo,
pese a que se utiliza para la identificacion de
CNS (Clarridge, 2004), existen otros genes
que pueden tener un mayor poder
discriminatorio entre especies similares den-
tro del mismo género. Genes como tuf, el cual
codifica para el factor de elongacion 7u (cons-
tituyente esencial del genoma bacteriano),
puede identificar de forma mas precisa las
especies altamente similares (Hwang, 2011).
De esta forma, la PCR convencional y la
secuenciacion se postulan como herramien-
tas diagnodsticas que se pueden utilizar de
manera alternativa a las metodologias con-
vencionales y automatizadas.

En conclusion, los resultados de esta
investigacion proporcionan informacion acer-
ca del uso de diferentes metodologias para la
identificacion y determinacion de los perfiles
de resistencia de Staphylococcus spp, vali-
dando la utilidad de las herramientas
moleculares convencionales para identificar
y caracterizar aislamientos de interés en sa-
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lud publica. Ha sido demostrado que el gen
mecA no es el Ginico responsable de propor-
cionar resistencia a la meticilina, por lo que
se recomienda emplear otros genes regula-
dores pertenecientes al complejo mec (mecl
y mecRI), los cuales también desempefian un
papel importante en el proceso de induccion
de resistencia a los antimicrobianos
(McKineey, 2001; Hung et al., 2011). En
cuanto a las pruebas de fenotipo, el método
de difusion de disco de cefoxitina se conside-
raun mejor predictor que la oxacilina para la
deteccion de la resistencia heterogénea a la
meticilina (CLSI, 2016).
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