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Lista de abreviaciones

ATCC: American Type Culture Collection

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

FOX: Cefoxitina

HRDC: Hospital Regional Docente de Cajamarca

MDR: Multidrogorresistente

PBP: Proteina de union a penicilina

PBP2a: Proteina de union a penicilina modificada

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCR-multiplex: Reaccion en Cadena de la Polimerasa multiple
PVL: Leucocidina de Panton-Valentine

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina
SARM-AC: Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad.

SARM-AH: Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a la asistencia

médica.

SCCmec: Staphylococcal Cassette Chromosome mec



Perfil de resistencia antimicrobiana y tipificacion del casete cromosémico mec en
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Resumen

Desde un punto de vista evolutivo, Staphylococcus aureus es un patdgeno con
capacidades genéticas Unicas, y cada vez son menos las opciones para tratar cuadros
infecciosos ocasionados por S. aureus resistente a meticilina (SARM), representando un
problema para salud publica en todo el mundo. Objetivo: El objetivo de este estudio fue
evaluar los perfiles de resistencia de S. aureus de origen clinico y de portadores
comunitarios, y tipificar molecularmente el tipo de casete SCCmec presente en
aislamientos SARM. Métodos: La evaluacion del perfil de resistencia e identificacion
presuntiva de SARM se realizd6 mediante el método de Kirby-Bauer, y la tipificacion
molecular se realiz6 mediante una doble PCR-multiplex. Resultados: Se evaluaron 96
aislamientos de S. aureus (de origen clinico y de portadores sanos); el 64 % de los
aislamientos clinicos fueron SARM y el 82,6 % de estos portaba el SCCmec tipo | y
presentaban resistencia fenotipica a clindamicina, eritromicina, ciprofloxacina y
gentamicina. Ademas, el 8,7 % de los SARM portaban el SCCmec tipo IV y expresaban
un perfil de resistencia reducido. Conclusiones: Este estudio concluye que el SARM
portador del SCCmec tipo | es el predominante entre los aislamientos de origen clinico
del HRDC,; este clon presenta ademas un perfil de multidrogorresistencia. No se encontrd

aislamientos de SARM entre los portadores comunitarios.

Palabras clave: S. aureus, SARM, SCCmec, PCR-multiplex.
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Summary

From an evolutionary point of view, Staphylococcus aureus is a pathogen with unique
genetic capabilities, and there are fewer and fewer options to treat infectious conditions
caused by methicillin-resistant S. aureus (MRSA), representing a public health problem
worldwide. Objective: The objective of this study was to evaluate the resistance profiles
of S. aureus of clinical origin and community carriers, and to molecularly type the
SCCmec cassette type present in MRSA isolates. Methods: The evaluation of the
resistance profile and presumptive identification of MRSA was performed using the
Kirby-Bauer method, and molecular typing was performed using a double-multiplex
PCR. Results: 96 S. aureus isolates were evaluated (of clinical origin and from healthy
carriers); 64% of the clinical isolates were MRSA and 82.6% of these carried SCCmec
type | and presented phenotypic resistance to clindamycin, erythromycin, ciprofloxacin
and gentamicin. Furthermore, 8.7% of MRSA carried SCCmec type IV and expressed a
reduced resistance profile. Conclusions: This study concludes that MRSA carrying
SCCmec type I is the predominant one among the isolates of clinical origin of HRDC;
This clone also presents a multidrug resistance profile. No MRSA isolates were found

among community carriers.

Keywords: S. aureus, MRSA, SCCmec, multiplex PCR.

Xiii



CAPITULO |

INTRODUCCION

El patdgeno bacteriano grampositivo, Staphylococcus aureus causa diversas afecciones
humanas, como bacteremia, endocarditis e infecciones de piel, tejidos blandos y tracto
genitourinario, tanto de origen comunitario como nosocomial (1)(2). Para afrontar la
aparicion de S. aureus productor de penicilinasa, en 1959, se introdujo el B-lactamico
semisintético meticilina; frente al cual solo dos afios después, se reportd el primer
aislamiento de S. aureus resistente a meticilina (SARM), y actualmente esta diseminado
por todo el mundo. La resistencia en SARM esta conferida por la modificacion de una
proteina de la pared celular (PBP), siendo la diana de accion de la meticilina. Esta proteina
modificada esta codificada en el gen mecA y esta localizado en el elemento genético
maovil denominado SCCmec, por las siglas de Staphylococcal Cassette Chromosome mec

).

Segun el estudio del SENTRY, un programa de vigilancia antimicrobiana mundial donde
se evaluaron 191 460 aislamientos clinicos de S. aureus recolectados en 45 paises durante
el periodo 1997-2016, en Europa SARM represento el 40,3 % de S. aureus, en América
del Norte fue el 47% y América Latina fue de 38,7% (4). En un inicio, SARM solo estaba
asociado a infecciones adquiridas en los hospitales; sin embargo, desde la década de los
90°s, se han reportado cuadros infecciosos fuera del ambiente hospitalario; lo cual
evidencia de la transmisién de SARM desde el hospital hacia la comunidad, a través del

personal asistencial, mediante parientes o mediante otros pacientes (5).

La prevalencia de SARM varia en diferentes regiones del mundo; por ejemplo, es de
menos del 5% en paises del norte europeo como Dinamarca, Noruega, Paises Bajos y
Suecia, y es mayor al 25% en paises del sur europeo como Espafia, Grecia, Italia y
Portugal (6). Para el 2005, en Estados Unidos, SARM estaba presente en méas del 50 %
de infecciones causadas por S. aureus, lo cual condujo a la aplicacion de una estrategia
de prevencion multifacética en el 2007, que incluia la deteccién de SARM, precauciones
de contacto, higiene de manos y cambio de la cultura institucional. Este programa ayudo
a reducir las infecciones por SARM en 62 % en Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) y

en 45 % en otras salas hospitalarias (7). Segun estudios multicéntricos, la prevalencia de

1



SARM en el Per0 esta cerca del 60 % (8) y en la region Cajamarca se ha reportado una
frecuencia de 56,3 % (9).

Los elementos SCCmec de SARM también pueden contener y transportar genes de
resistencia a otros antibidticos, como a aminoglucésidos, lincosamidas y macrélidos, y
también a algunos metales pesados (10). Actualmente estdn descritos 14 tipos
moleculares de SCCmec (11), esta tipificacion de los SARM es importante ya que permite
evaluar su epidemiologia y evolucion en los brotes de cada region y a nivel mundial (12).
Ademas, para simplificar la tipificacion, se ha desarrollado dos reacciones en cadena de
la polimerasa multiple (PCR-multiplex) con la cual se pueden identificar diferentes tipos
de SCCmec (13). En el presente estudio se ha implementado esta PCR-multiplex siendo
fundamental para dilucidar el clon de SARM predominante y clones circulantes en el

Hospital Regional Docente de Cajamarca (HRDC).

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, el objetivo de este estudio fue determinar
el perfil de resistencia y tipificar molecularmente el SCCmec de SARM aislado de
pacientes atendidos en el HRDC y de portadores comunitarios en Cajamarca,; el perfil de
resistencia fue evaluado mediante el método de Kirby-Bauer y la tipificacion molecular
con la implementacion de dos reacciones de PCR-multiplex para detectar 9 tipos de
SCCmec (I-VI, VIII, IX y XIV).



CAPITULO 1l

MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes de la Investigacion
En Esparia, en 2006, a partir del aumento de infecciones por SARM en un hospital
pediatrico, se realizd un estudio retrospectivo. De 24 SARM aislados de pacientes
pediatricos, el 54% presentd resistencia a eritromicina, 37% a clindamicina, 17 % a
gentamicina, 12% a ciprofloxacino, y el 100% fue sensible al acido fusidico, a
cotrimoxazol, a mupirocina, a rifampicina, a teicoplanina y también a vancomicina;
siete SARM presentaron caracteristicas comunitarias como portar el SCCmec tipo
IV, producir Leucocidina (PVL) y Unicamente eran resistentes a oxacilina. Este

estudio report6 por primera vez la presencia de SARM comunitario en Espafia (14).

En 2010, se evaluaron a portadores de SARM entre asistentes a dos conferencias
médicas internacionales en Taiwan. El 87 % de los asistentes eran médicos, de entre
los cuales se detectdé SARM mediante PCR en 10 asistentes de cinco paises (Filipinas,
Japoén, Vietnam, Korea y Bangladesh). De los seis cultivos analizados, el 100% fue
resistente a penicilina, pero susceptibles a &cido fusidico, linezolid, teicoplanina,
trimetoprim/sulfametoxazol y vancomicina; tres aislamientos eran MDR. Los seis
aislamientos portaban el SCCmec tipo IV, y no se encontr6 la PVL en ninguno de
ellos. Este estudio revel6 la necesidad de investigacion en relacién a la diseminacién
de SARM entre el personal de salud (15).

En Venezuela, en 2014, realizaron un estudio sobre la susceptibilidad
antimicrobiana, produccion de PVL y tipo de SCCmec de 54 aislamientos de SARM
de pacientes hospitalizados. Se observd que el 83,3 % presentd resistencia a
eritromicina, el 64,81 % presentd resistencia a clindamicina, amikacina, gentamicina
y levofloxacina, el 66,67 % a ciprofloxacina y el 62, 96 % a gatifloxacina. El 53,7 %
de los aislamientos portaban el SCCmec tipo IV, el 40,7 % tipo I, el 3,7 % subtipo la
y el 1,8 % subtipo Il11b. Ademaés, 19 aislamientos resultaron positivas para PVL y
todas portaban SCCmec tipo IV. Esto indica la diseminacién de genotipos que
anteriormente se asociaban solo a infecciones adquiridas en la comunidad (SCCmec

IV y V) en entornos hospitalarios (16).

En Bolivia, en 2014, identificaron a portadores de S. aureus en 280 pacientes

hospitalizados de ocho hospitales y se realizé la tipificacion del SCCmec. El 14,6%



de pacientes hospitalizados eran portadores de S. aureus, de los cuales cinco eran
SARM Yy portaban el SCCmec tipo IV. El 83% presentd resistencia a penicilina G,
14 % a tetraciclina, 8 % a gentamicina, 6 % a cloranfenicol y 3 % a eritromicina, y
se observo sensibilidad a ciprofloxacina, linezolid, rifampicina y a trimetoprim-
sulfametoxazol en todos los aislamientos. Los autores concluyeron que, a pesar de
que la colonizacion por SARM fue baja, se deben implementar medidas de control

para limitar su diseminacion (17).

En Iran, en 2015, se seleccionaron 500 aislamientos de Staphylococcus spp. de
diferentes hospitales. Mediante métodos fenotipicos y genotipicos se identificaron
los SARM, y se evalud la presencia de genes determinantes de resistencia mediante
PCR, para macrolidos (erm A y C), B-lactamasa (blaZ) y genes de virulencia como
eta, sea, hla; ademas, mediante PCR-multiplex se tipificaron los elementos SCCmec.
El 74,4 % de todos los Staphylococcus spp. fueron S. aureus, de los cuales el 53,8 %
poseian el gen mecA y se distinguieron como SARM. EI SCCmec tipo IV se encontro
en el 30,6 % de los aislamientos de SARM vy los tipos de SCCmec IIlI, 11 y I
representaron el 30 %, 22 %y 17,5 %, respectivamente. Este estudio mostré que los
genes de resistencia evaluados tenian frecuencias mas altas en SCCmec de tipo |y
IV (18).

En China, en 2019, en un hospital infantil, se caracterizaron aislamientos a partir de
infecciones comunitarias por S. aureus, entre 2015 — 2018. Los aislamientos se
caracterizaron en base a su susceptibilidad antimicrobiana, tipificacion de secuencias
multilocus (ST), tipificacién spa, tipo de SCCmec y genes de virulencia. Se observé
sensibilidad a vancomicina, quinupristina dalfopristina, nitrofurantoina, linezolid, y
tigeciclina. La resistencia a penicilina se observo en el 94,5 % de aislamientos;
ademas el 45,1 % fueron resistentes a cefoxitina, 61,2 % a eritromicina, 58,2 % a
clindamicina, 22 % a tetraciclina y 11% a Trimetropin-sulfametoxazol. La
tipificacion de SCCmec reveld que el tipo IV fue el mas comdn (61 %), seguido por
el tipo V (34,1 %) y aislamientos individuales portadores de SCCmec |y Il. Este
estudio revela una asociacion de los SCCmec IV y V con SARM-AC (19).

En Hainan (China), en 2019, se estudiaron las caracteristicas moleculares de S.
aureus, de los cuales 76 eran SARM y 151 SASM. Los aislamientos de SARM
presentaban resistencia a mas grupos de antibioticos en comparacion con
aislamientos de SASM; resistencia a penicilina (100 % frente a 88,7 %), a
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eritromicina (75 % frente a 35,8 %), a clindamicina (64,5 % frente a 29,8 %), a
gentamicina (18,4 % frente a 8,6 %), a rifampicina (17,1 % frente a 4,6 %) y a
levofloxacina (15,8 % frente a 6,6 %). EI SCCmec de tipo IV estuvo presente en el
56 % de aislamientos SARM, SCCmec tipo I en el 1 %, tipo Il en el 3 %, tipo 1l en
el 6 %, de tipo IVc en el 5 % vy el de tipo V en el 9 %; y nueve aislamientos de
clasificaron como no tipificables. Mediante una combinacion de los secuenciotipos
(ST) y los tipos de SCCmec, se observo que el ST45-SCCmec IVa fue el clon méas
predominante, siendo este poco frecuente en China pero predominante en la Regién
de Hainan (20).

En Sudafrica, en 2020, a partir de hemocultivos se obtuvieron 5820 aislados de S.
aureus entre 2012 - 2017 de diversos centros hospitalarios, a los cuales se caracterizd
molecularmente. Los clones de SARM fueron definidos por su tipo de secuencia
(ST), tipo de SCCmec y tipo de spa. Se observé un predominio de SCCmec tipo Il
en todos los afios, seguido del tipo IV, excepto en el 2011 que sucedio lo contrario.
Los aislamientos que portaban SCCmec presentaban resistencia a penicilina,
oxacilina, meticilina, ciprofloxacina, daptomicina, eritromicina, trimetoprima
sulfametoxazol, tetraciclina, levofloxacino, moxifloxacino y gentamicina. El
SCCmec tipo Il predominé en aislamientos resistentes a clindamicina y el SCCmec

tipo IV en aislamientos resistentes a rifampicina (21).

En Kuwait, en 2020, se compararon los patrones de resistencia a los antimicrobianos
y las caracteristicas genotipicas de 4726 aislamientos de SARM obtenidos de
hospitales publicos entre 2016 y 2017. Estos aislamientos se caracterizaron mediante
antibiograma, tipificacion de SCCmec, presencia del gen de la proteina A y
microarray de ADN. Los observo resistencia al acido fusidico (52,9%), kanamicina
(41,6%), tetraciclina (37,5 %), trimetoprima (36,2 %), ciprofloxacina (35,7 %),
gentamicina (32,5%), eritromicina (36,2%), clindamicina (16,9 %) y cloranfenicol
(14,1 %). El tipo de SCCmec dominante entre los SARM fue el SCCmec tipo IV (47
%), seguido del SCCmec tipo V (29,8 %), 11l (12,1 %), VI (9,3 %), 11 (0,5 %) y |
(0,08 %). Ademas, 34 aislamientos portaban la combinacion de los tipos SCCmec IV
+V (22).

A continuacion, se describen algunos estudios en SARM en el Perd:



En Lima, en 2010 se estudio la prevalencia de SARM-AC en 276 aislamientos de S.
aureus recolectados entre 2005 y 2006 en tres hospitales. EI 50 % fueron
identificados como SARM, y el 66,2 % de estos correspondias a pacientes
hospitalizados con infeccidn de piel y tejidos blandos, y con bacteriemias; y menos
frecuentes en aislamientos provenientes de vias respiratorias. De los SARM, 9 se
catalogaron como SARM-AC, 129 como SARM-AH y no se logr6 determinar 22
aislamientos. Ademas, el gen la Leucocidina se observo en 25 aislamientos (11
SARM y 14 SASM), la mayor proporcion de PVL se observo en SASM frente a
SARM (12,1 % vs 6,9 %). Este estudio muestra que la presencia de PVL no se

relaciona con la resistencia a la meticilina'y (p = 0,138) (8).

En Piura, en 2011, se determind la frecuencia de portacion nasal de SARM entre los
trabajadores de salud de un hospital de Piura, en 2018. De 311 individuos, 50 eran
portadores de S. aureus (16,08 %) y de estos 41 eran SARM (82 %). Estos resultados
indican que el profesional de salud es un reservorio de SARM (23).

En Lima, en 2015, se determind la frecuencia de SARM en trabajadores de salud y
compararlas molecularmente con SARM de pacientes con bacteriemia. Entre 172
trabajadores de la salud se aislaron S. aureus en el 22,7 %, y el 8,7 % fueron
portadores nasales de SARM. La frecuencia de portadores de SARM fue menor en
Ginecologia y Obstetricia (2,1 %) en comparacién con Medicina y Cirugia (13,3 %)
(p = 0,015). En base a la combinacién de secuencias multilocus, tipo de spa y tipo de
SCCmec los SARM fueron agrupados en dos clones: ST5-spa t149-SCCmec | y
ST172-spa t148-SCCmec no tipificable), y ningldn aislamiento portaba la PVL.
Ambos genotipos eran co-resistentes a eritromicina, clindamicina y ciprofloxacino.
El 50 % de los aislamientos de S. aureus de hemocultivos eran SARM, de entre ellos
el ST5-spa t149-SCCmec | se encontr6 en el 64,3 % y el ST172-spa t148-SCCmec
no tipificable en el 21,4 %. Ademas, los patrones de resistencia de hemocultivos

fueron idénticos a los descritos entre los trabajadores de salud (24).

Otro estudio en Lima, en 2021, a partir de pacientes atendidos en el Hospital Nacional
Cayetano Heredia, se determind la frecuencia de SARM-AC, patrones de resistencia
antimicrobiana y genotipado de 115 aislados de S. aureus. Del total de aislamientos
de S. aureus el 21 % correspondia a secreciones no especificadas, 20 % de sangre,
14,8 % de secreciones traqueobronquiales y 14,8 % de piel. EI 75 % de los SARM
eran resistentes a clindamicina, eritromicina, gentamicina y ciprofloxacino. Entre los
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SARM, el 79 % portaban el SCCmec tipo I, el tipo 11 (1,9 %) y el tipo IV (7,5 %) y
en el 11,3 % de aislamientos no se pudo determinar el tipo de SCCmec (25).

En Cajamarca, en 2023, a partir de S. aureus de aislados de pacientes atendidos en el
Hospital Regional, se determind la frecuencia de del gen mecA. Se evaluaron 71
aislamientos identificados como S. aureus mediante PCR para el gen mecA. Se
evidencio que el 56,3 % de los S. aureus portaban el gen mecA, es decir eran SARM,
siendo mas frecuente entre muestras de secrecion bronquial (38 %) (9). Este estudio
demostro la alta frecuencia de SARM, y evidencia la presencia alarmante de SARM

en los hospitales de la region.

2.2 Bases tedricas

2.2.1. Género Staphylococcus
Este género lo integran muchas especies que se pueden encontrar en muestras

clinicas humanas. Son cocos grampositivos que usualmente se agrupan como
racimos, inmdviles, y producen catalasa; siendo Staphylococcus aureus el
patbgeno mas importante (26). Las colonias de un mismo aislamiento de S.
aureus generalmente tienen el mismo brillo, borde, pigmentacion y tamafio; y

algunos aislamientos presentan diferentes formas de colonia (27).

S. aureus es un anaerobio facultativo, y se puede cultivar en diferentes medios
de cultivo, como BHI (brain and heart infusion), caldo de soya-tripticasa, agar
manitol salado, agar Baird-Parker y agar colistina-acido nalidixico (CNA). Estos
medios permiten el cultivo de estafilococos y otros grampositivos (27). Se
pueden utilizar una variedad de pruebas bioquimicas para identificar colonias de
S. aureus, como la prueba de coagulasa, antigenos especificos, fermenta manitol
y produce desoxirribonucleasa. El test de la coagulasa es la tradicional estandar
de oro para diferenciar S. aureus y el denominados grupo de estafilococos
coagulasa negativos (SCN) (28).

En la década de 1920, la presencia de la coagulasa (una enzima que coagula el
plasma) se la asocio con la patogenicidad, posteriormente en 1930 se desarrollo
una prueba de coagulasa la cual fue importante para avanzar en el diagnostico

de este patdgeno (29). En la actualidad, la técnica denominada reaccién en



cadena de la polimerasa (PCR) permite identificar genes propios de S. aureus
(30).

2.2.1.1. Colonizacion y transmision
S. aureus se considera parte de la microbiota del humano, que tiene como

area normal de colonizacién a las fosas nasales anteriores. Se estima que
este patogeno coloniza de forma asintomatica a la tercera parte de la
poblacion mundial (31); sin embargo, los pacientes hospitalizados son méas
propensos de colonizacion por esta bacteria. Es asi que, frecuentemente se
reportan brotes hospitalarios en todo el mundo; y actualmente también

causa infecciones adquiridas en la comunidad (30).

Los estafilococos se encuentran en el aire, aguas residuales, agua, leche,
alimentos, superficies ambientales, animales y el humano; siendo estos dos
altimos los principales reservorios. Las personas que manipulan alimentos
son uno de las principales agentes contaminantes de los alimentos,

ocasionado por la ingesta de toxinas estafilocdcicas (32).

2.2.1.2. Patogenia
Los cuadros infecciosos ocurren especialmente en personas colonizadas,

cuando su sistema inmune se ve comprometido. En el peor de los casos
este microorganismo puede llegar a la sangre y a partir de alli diseminarse
a los diferentes drganos, produciendo diversos tipos de infecciones;
incluso si esto no sucede, las toxinas pueden provocar diversos sindromes
localizados o sistémicos. Ademas, el uso de algunos antibioticos favorece

a la sintesis de toxinas estafilocdcicas (33).

El ingreso del patdgeno sucede cuando la barrera mucocutanea se ve
alterada por heridas o alguna operacion quirdrgica; ademas, esta bacteria
puede adherirse a médicos y superficies, favoreciendo su diseminacion. S
aureus logra evitar la respuesta inmune del hospedero, mediante la

formacion de capsula y produccion de inhibidores del complemento (34).

Este patdgeno invade a su huésped debido a que posee un complejo sistema
de factores de virulencia, el cual esta coordinado por el quorum sensing,

el cual estd formado por moléculas que producen las bacterias



denominados ‘“‘autoinductores”, que sirven para la comunicacidén entre
células bacteriana, de esta manera se activan una gran cantidad de genes
de virulencia. EIl sistema de regulacion de genes accesorios o agr, es el
sistema de QS que mas se conoce en S. aureus, y se conoce que algunos
cuadros clinicos especificos se relacionan con algunos tipos de agr (35).
La caracteristicas patogénicas de esta bacteria se deben al gran nimero de
factores de virulencia, los cuales se describen en la tabla 1.

Tabla 1: Factores de virulencia de S. aureus.

Factores de virulencia Etapa de la patogenia Infecciones asociadas
Aurtritis
Fibronectina Adherencia Endocarditis
Factor de agregacion Infeccion por catéteres y
Sialoproteina 6sea protesis
Osteomielitis
Formacion de biofilm Fibrosis quistica
Variantes de colonias Persistencia Reinfecciones
pequefias
Cépsula Evasion del sistema Abscesos
Citotoxinas inmune Infecciones cutaneas
Proteina A Neumonia
Hialuronidasa
Lipasa Invasion Daifio tisular
Nucleasa Infecciones sistémicas
Proteasa
Intoxicaciones
a-toxina alimentarias
Enterotoxinas Cuadros tdxicos Sépsis
TSST-1 Shock séptico Sindrome del shock
Exfoliatinas Ay B toxico
Sindrome de piel
escaldada
Tomado de (35).

2.2.2. Resistencia antimicrobiana en S. aureus
Al igual que otros organismos vivos, las bacterias estdn en constante adaptacion

a las condiciones adversas. En ese sentido, la resistencia antimicrobiana se
entiende como la invulnerabilidad de un microorganismo cuando se lo expone a
un antibiético, lo cual en términos médicos indica fallas en el tratamiento de

infecciones (36).

Curiosamente, la resistencia a los antibidticos se observé primero en S. aureus,
y en la actualidad se conocen diversos mecanismos moleculares mediante los

cuales a adquirido resistencia a la mayoria de farmacos disponibles (37). En la



década de 1940, la penicilina era til para tratar infecciones estafilocdcicas; sin
embargo, pocos afios después, se reportd resistencia a penicilina mediada por
una pB-lactamasa. Dos décadas después el 60 % de los aislamientos

intrahospitalarios eran resistentes a penicilina (1)(38).

2.2.2.1. Resistencia a meticilina en Staphylococcus aureus
Introducida en 1959, la meticilina es una penicilina semisintética resistente

a P-lactamasa, representd una nueva opcion para tratar aquellas
infecciones estafilococicas que ya eran resistentes a penicilina. La
meticilina, asi como las cefalosporinas presentan una estructura que escapa
de la accion de las B-lactamasa (2); y al igual que la penicilina, actla sobre
la pared celular bacteriana (39)(40). La resistencia a meticilina en S.
aureus o0 SARM, se describié por primera vez en 1961 en Reino Unido
especialmente en entornos hospitalarios (41), este tipo de resistencia no
estd mediado por mecanismos enzimaticos y le confiere a S. aureus

resistencia a todos los B-lactdmicos (10)

El mecanismo mediante el cual S. aureus adquiere resistencia a meticilina
generalmente se debe a modificaciones en las denominadas proteinas de
union a penicilina (PBP), que es a donde se dirige la meticilina. A estas
proteinas modificadas se las denomina PBP2a o PBP2’, las cuales
confieren resistencia a la meticilina y a todos los -lactdmicos; ademas,

estas PBP modificadas estan codificadas en el gen mecA (2).

Este gen puede diseminarse entre estafilococos mediante el casete
cromosomico estafilococico mec (SCCmec), por lo que la aparicion de
SARM se debe a la adquisicion de estos SCCmec en el genoma de cepas
susceptibles. SARM representa un desafio para el mundo médico en
términos de tratamiento y control de infecciones estafilococicas. SARM
generalmente representa por 1o menos del 25 — 50 % de las afecciones

estafilocdcicas en hospitales (42).

Desde 1990, en el mundo se observaron cambios epidemioldgicos en las
infecciones causadas por SARM, debido a la aparicién de infecciones en

entornos comunitarios, fuera de los hospitales, las cuales pueden causar
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infecciones severas y muerte (3). Desde entonces han evolucionado

numerosos genotipos de SARM (41).

En un inicio, las infecciones por SARM eran de origen nosocomial, y
frecuentemente infectaba a personas hospitalizadas, enfermeras o
médicos; es asi que, se lo denomino S. aureus adquirido en el hospital
(SARM-AH), aunque se recomienda mejor denominarlo “asociado a la
atencion médica” (43). Generalmente, SARM representa al menos del 25
al 50 % de las infecciones de S. aureus en entornos hospitalarios. Esto
representa una gran preocupacion por su alta morbimortalidad, por su
resistencia a todas las penicilinas disponibles y a todos los B-lactdmicos

(tabla 2), excepto ceftarolina y ceftobiprol (44).

Sin embargo, en la actualidad las infecciones por SARM pueden
presentarse en personas fuera de los hospitales, sin estar expuestos a los
factores de riesgo hospitalarios como cirugia, estancia en UCI, presencia
de dispositivos médicos invasivos, u otros; a esto se le denomina S. aureus
asociado a la comunidad (SARM-AC) (3).

Al categorizar las infecciones por S. aureus y SARM la terminologia
puede ser confusa. Los expertos prefieren usar “asociado a la comunidad”
a otros términos como “adquirido a la comunidad” o “de inicio en la
comunidad”. Hasta hace unos afos las caracteristicas moleculares se
usaban para categorizar los aislamientos como SARM-AC o0 SARM-AH.
Por ejemplo, cominmente las infecciones por SARM-AC lo causaban
aislamientos portadores del SCCmec tipo IV y V. Las infecciones por
SARM-AH generalmente eran causadas por aislamientos que portaban
SCCmec tipo I, Il y Ill. Ademas, algunos genotipos de SARM-AC
producen Leucocidina de Panton-Valentine o PVL (tabla 2) (45).
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Tabla 2: Caracteristicas de SARM segun su origen.

Propiedades SARM-AC SARM-AH
SCCmec VyV I, 1, 1y VI
PVL Presente en > 75 % Presente en <5 %.
Resistencia  B-lactamicos, macrolidos B-lactamicos, macrélidos,
antibacterian y fluoroquinolonas. clindamicina, tetraciclina,
a fluoroquinolonas y

aminoglucosidos

Tiempo de 30 minutos 45-60 minutos
division
celular
Adaptado de (46)(13).

2.2.2.2. SCCmec
SARM se caracteriza por la presencia del SCCmec, es asi que la aparicion

de nuevos linajes de SARM se debe a la insercion del elemento SCCmec
en genotipos susceptibles, estos elementos genéticos se transfieren entre
especies de Staphylococcus (47).

Los elementos SCCmec son integrados en la region orfX del genoma de S.
aureus; ademas, estos elementos pueden integrar otros genes de resistencia
y/o genes de virulencia (48). EI SCCmec tiene un tamafio relativamente
grande (21-67 kb), transporta al mecA y a sus genes reguladores (mecl y
mecR1). Ademas, contiene los genes ccr, que codifican una recombinasa
responsable de la movilidad del elemento SCCmec (Figura 1). Por otra

parte, complejo mec lo conforman el gen mecA y sus genes reguladores

3).
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Methicillin-susceptible Methicillin-resistant
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staphylococcal cassette chromosome mec
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Figura 1: Representacion de la escision e integracion de SCCmec en S. aureus
(12).

Debido a que los complejos mec y ccr tienen un papel fundamental en la

clasificacion de los elementos SCCmec, se los detallara a continuacion.
I. Complejo ccr

El complejo del gen ccr, lo componen los genes ccr, rodeados por orfs. Los
genes ccr codifican ADN recombinasas, las cuales pueden catalizar la
escision del SCCmec y su integracion en el cromosoma de S. aureus, siendo
responsable de la movilizacion del casete (49). La integracién y/o escision
de los elementos SCCmec en el cromosoma de S. aureus se cataliza a traves
de ccrAB y/o ccrC. En la actualidad se conocen 9 tipos de complejos ccr
(tabla 3). Los tipos 7 y 8 solo se encuentran en SARM, mientras que el tipo

6 solo se encuentra en estafilococos diferentes a S. aureus (42).

Tabla 3: Tipos del complejo de gen ccr en los diferentes tipos de

SCCmec (42).
Tipo de SCCmec Tipo de complejo ccr
I, IX 1
I, v 2
i 3
VI, VIII 4
V, VI, XIV 5
X 7
XI 8
X1, X1 9
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ii.  Complejo del gen mec

El complejo mec estd compuesto por el gen mecA, genes reguladores
(mecR1 y mecl) y la secuencia de insercion 1S431. La unién de los genes,
I1S431-mecA-mecR1-mecl se informd por primera vez en Suiza 'y se designo
como complejo génico mec de Clase A (13). En la actualidad se distinguen

seis clases de complejos mec (tabla 4) (50).

Tabla 4: Complejos de gen mec

Tipo de Clase de Estructura del complejo
SCCmec complejo mec
mec
I, Hl, A 1S431-mecA-mecR1-mecl
VI,
X1, X1V
I, 1V, VI B 1S431-mecA-AmecR -
YIS1272
v B2 I1S431-mecA-AmecR1-
Tn4001-Y1S1272
VII, X C1 1IS4317~-mecA-AmecR1-
1S431~
V, IX, C2 IS4317-mecA-AmecR1-
XIl 1S431—
XI E blaZz-mecC-mecR1c-meclc
Adaptado de (50)

2.2.2.5. Clasificacién de los elementos SCCmec
Los elementos SCCmec se tipifican en base al complejo mec y el complejo

ccr que portan, y se pueden subtipificar en base a las denominadas regiones
J del casete (8); describiéndose 14 tipos hasta la fecha (tabla 5) (50). El
organismo internacional en relacién a la clasificacién y nomenclatura de
los casetes es el “International Working Group on the Classification of
Staphylococcal Cassette Chromosome Elements ”, o por sus siglas IWG-
SCC, la cual forma una red intelectual para el estudio de estos elementos,
establece un consenso en cuanto a su nomenclatura y define los requisitos

para describir nuevos SCCmec (47).
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Tabla 5: Tipos de SCCmec

Tipo de Tamai Complej Complej Alta

SCCmec o0 (kb) 0 ccr omec  prevalenci
a

| 34,4 1 B AH
I 53,0 2 A AH
i 66,9 3 A AH

\Y 24,3 2 B AHy AC

\Y 27,6 5 C2 AHy AC
VI 23,0 4 B AH
VIl 32,4 5 Cl NA
VIl 32,1 4 A NA
IX 43,7 1 C2 NA
X 50,8 7 Cl NA
XI 29,4 8 E AG
Xl 49,3 9 C2 NA
X111 29,2 9 A NA
XV 81,5 5 A NA

AH: Asociado al hospital; AC: asociado a la comunidad; AG: asociado al
ganado; NA: no asociado. Adaptado de (50)(13).

Los tipos I, 1l 'y Ill son relativamente grandes y albergan otros genes de
resistencia; se encuentran generalmente en SARM-AH. Por otra parte, los
tipos IV y V son méas pequefios y se encuentran principalmente en SARM-
AC. Sin embargo, en la actualidad genotipos comunitarios se identifican
también en entornos hospitalarios (51). En la figura 2 se observa la

estructura general de un elemento SCCmec.

SCCmec cassete

\

e [ ] mec onfx

{SCCmec cassete}

Figura 2: Elementos SCCmec, compuestos por el complejo mec, el
complejo ccr, y por las regiones variables J (51).

El plasmido pU110 contiene el gen de resistencia a la kanamicina y
tobramicina, se encuentra frecuentemente en el SCCmec de tipo Il y

algunas veces en los elementos SCCmec de tipo | y V. El plasmido pT18,
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contiene el gen tetK que codifica la resistencia a tetraciclina, se localiza en
la mayoria de SCCmec tipo Iy V. El transposon Tn554, contiene genes
de resistencia a eritromicina y espectinomicina (ermA y spc), y se lo ha
identificado en los SCCmec tipo 11y VIII (13).

La determinacidn del tipo de SCCmec que portan los SARM es un aspecto
fundamental en su epidemiologia, desde que se lleg6 al consenso de que
los clones de SARM pueden definirse por el tipo de SCCmec que portan
(13).

2.2.2.6. Resistencia a antibioticos no pB-lactamicos en S. aureus
a) Resistencia a los macrolidos y lincosamidas.

La mayoria de aislamientos de SARM que son resistentes a eritromicina
tambien lo son a clindamicina. Esta resistencia esta codificada por el gen
erm, el cual induce la metilacion de la subunidad 23S ribosomal, lo que
resulta en la modificacion de los sitios diana de estos antibi6ticos. Estos
aislamientos se pueden dividir en dos clases fenotipicas: con resistencia
constitutiva sin necesidad de previa induccion y aislamientos cuya
resistencia a clindamicina es inducida por eritromicina (52). Para
identificar aislamientos de S. aureus con resistencia inducible a
clindamicina, se utiliza el test de difusion de doble disco (D-test). En el
caso de resistencia a eritromicina y sensibilidad a clindamicina (D-test
negativo), se debe a la resistencia a eritromicina mediada por una bomba

de expulsion (53).

Los fenotipos observables mediante el método de difusion con discos de
eritromicina y clindamicina son: resistencia a eritromicina y clindamicina,
resistencia a eritromicina y sensibilidad a clindamicina con un
achatamiento del halo de clindamicina en la proximidad de la eritromicina
(D-test positivo) (figura 3), resistencia a eritromicina y sensibilidad a

clindamicina sin achatamiento del halo (D-test negativo) (52).
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Figura 3: Imagen de un D-test positivo en SARM. Se muestra el halo
con un achatamiento en la proximidad al disco de eritromicina (53).

b) Resistencia a aminoglucosidos

Los antibioticos del grupo de los aminoglucésidos (kanamicina, tobramicina,
gentamicina y estreptomicina) acttan a nivel de la subunidad 30S ribosomal,
inhibiendo la sintesis proteica. Para ello, S. aureus ha desarrollado diferentes
mecanismos de resistencia, que incluyen defectos en la permeabilidad para el
ingreso del antibiotico en la bacteria, alteraciones ribosomales, y modificacion
de aminoglucoésidos que generan pérdida en la afinidad por el ribosoma (37).

¢) Resistencia a quinolonas

A pesar de que las fluoroquinolonas se introdujeron en un inicio para el
tratamiento de infecciones causadas por bacterias gramnegativas, su espectro
de actividad permite usarlos para el tratamiento de infecciones estafilocdcicas.
La diana de las quinolonas como el ciprofloxacino son la ADN girasa y
topoisomerasas 1V. Mutaciones cromosomicas en regiones determinantes de
resistencia a quinolonas reducen la afinidad de la quinolona con su diana (54).
La resistencia a las fluoroquinolonas también puede estar mediada por la
sobreexpresion de bombas de eflujo (55).

d) Resistencia a tetraciclinas

Las tetraciclinas, incluida la tigeciclina acttan uniéndose a la subunidad 30S
en el lugar donde se reconoce el ARNm con el anticodén del ARNt. Uno de los
mecanismos de resistencia a las tetraciclinas es la expresion de bombas de

eflujo (TetK y TetL). TetK estd codificado en un plasmido pT181 y se
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encuentra dentro del elemento SCCmec de tipo Il (55). Ademas, se conoce
otra bomba de eflujo codificada cromosémicamente, denominada Tet38 la cual
confiere resistencia a tetraciclina cuando se inactiva la proteina represora
(MgrA) (56).

e) Resistencia a linezolid

El antibidtico Linezolid pertenece al grupo de las oxazolidinonas, es un
antibidtico completamente sintético que actla sobre el ribosoma bacteriano; en
el 2000 se aprobo su uso para infecciones de SARM dificiles de tratar (55).
Actula sobre el ARNr 23S, inhibiendo la sintesis de proteinas. La resistencia a
linezolid puede deberse a mutaciones en el dominio V del gen ARNr 23S; otro
mecanismo es a través de la adquisicion del gen cfr (metiltransferasa
ribosomal), este gen estd asociado con elementos genéticos mdviles (56).
Desde que se comenzé a usar linezolid se han reportado pocos aislamientos
resistentes a linezolid por mutaciones en el sitio diana o por adquirir el gen cfr
(37).

f) Resistencia a vancomicina

El glucopéptido vancomicina se usa ampliamente para el tratamiento de
infecciones causadas por SARM. La vancomicina tiene como diana de accion
los ultimos residuos de D-ala-D-ala del MurNAc-pentapéptido, e impide la
transglicosilacion y transpeptidacion mediada por la PBP2 y PBP2a en SARM,
impidiendo el ensamblaje del peptidoglucano (56)(55). A partir de la década
de 1980, como respuesta a la creciente frecuencia de SARM en todo el mundo,
hubo un aumento considerable en el uso de la vancomicina, esto es una muestra
de la presion selectiva enfocado en los aislamientos de SARM (57). Es asi que,
en las Gltimas décadas han incrementado los reportes de S. aureus con
resistencia intermedia a vancomicina (VISA) y resistencia completa a
vancomicina (VRSA), lo cual representa un problema grave para el sistema de
salud mundial. Los primeros aislamientos de VRSA en 2002 en Estados Unidos
portaban el transposon Tn1546 adquirido de Enterococcus faecalis resistente a
vancomicina. EI mecanismo de resistencia implica la alteracion del dipéptido
D-ala-D-ala a D-alanil-D-lactato, el cual tiene una disminucion en la afinidad

por los glucopéptidos (57).
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3.1.

3.2.

CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS

Material biologico
Noventa y seis aislamientos de S. aureus analizados en el Laboratorio de

Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca, 75 aislamientos
provenientes de pacientes atendidos en el HRDC y 21 aislamientos de portadores

comunitarios asociados a la produccion de derivados lacteos.

Nivel de Investigacion

Nivel descriptivo.

Tipo y disefio de investigacion

Investigacion de tipo basico con disefio no experimental.
Marco muestral

Aislamientos de S. aureus identificados en el Laboratorio de Microbiologia del
HRDC de agosto 2019 a febrero de 2020, y de setiembre a noviembre de 2022.

Aislamientos identificados como S. aureus en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional de Cajamarca, provenientes de portadores asociados a la
produccion de derivados lacteos de diferentes plantas procesadoras de la Region
Cajamarca.

Unidad de estudio

Cada uno de los aislamientos de S. aureus aislados de pacientes atendidos en el

HRDC y de portadores asociados a la produccién de derivados lacteos.

Recoleccion de los aislamientos
Los aislamientos clinicos de S. aureus fueron transportados en cadena de frio al

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Cajamarca, y fueron criopreservados en BHI con glicerol
al 20 % a -86 °C. Las muestras de manos de portadores comunitarios se transportaron
al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca, en donde
se realizo el aislamiento e identificacion de S. aureus que fueron criopreservados en
BHI con glicerol al 20 % a -86 °C.
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3.3. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.3.1. Descripcion de los aislamientos
Para una correcta descripcion de los aislamientos clinicos de S. aureus se

elaboro una ficha de recoleccion de datos, con la siguiente informacion: codigo,
edad, sexo, tipo de infeccidn (hospitalario o comunitario), tipo de muestra (p.ej.

secrecion, orina, sangre, etc.) y servicio hospitalario (Apéndice 1).

3.3.2. Determinacion del perfil de resistencia antibacteriana de S. aureus
I. Reactivacion de los aislamientos de S. aureus

Los aislamientos conservados en BHI con glicerol al 20 % a -86 °C, se los
sembrd en agar Baird Parker e incubd a 37 °C por 24 horas. Posteriormente se
verificd la pureza del cultivo observando las colonias tipicas, coloracion gram
y se comprobd la especie mediante la prueba de coagulasa en tubo (26)
(Apéndice 2). También se reactivaron las cepas de referencia de S. aureus
ATCC 29213 y ATCC 33592 en agar sangre.

Il. Antibiograma

La resistencia a los antimicrobianos de todos los aislamientos de S. aureus se
determiné mediante el método de difusidn con disco o de Kirby Bauer en agar
Muiller-Hinton. Se utilizaron discos con antibioticos de los diferentes grupos,
siguiendo las directrices del CLSI (58), EUCAST (59) y SFM (60). Para la
identificacion presuntiva de SARM se utilizo el disco de Cefoxitina de 30 pg
(FOX) vy, los discos que se usaron para el antibiograma son los que se utilizan
frecuentemente en el tratamiento de SARM: ciprofloxacino de 5 pg (CIP),
clindamicina de 2 pg (DA), eritromicina de 15 pg (E), gentamicina de 10 g
(CN), tetraciclina de 30 pg (TE), trimetoprima sulfametoxazol de 25 pg (SXT)
y Linezolid (10 pg). Laresistencia inducible a clindamicina se realiz6 mediante
la prueba de aproximacion con disco de eritromicina (prueba D) (52). Ademas,
solo se determind la susceptibilidad a vancomicina mediante disco de
vancomicina de 30 pug (VA), ya que no existen los puntos de corte para
determinar los fenotipos Intermedio/ Resistente a vancomicina mediante el

método de difusion con disco (61).
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3.3.3. Deteccion de SARM
l. Identificacion de SARM mediante disco de cefoxitina

La identificacion de SARM se realizd mediante el método de difusion con
disco de cefoxitina de 30 pg (FOX) en agar Miller-Hinton con una suspension
bacteriana equivalente al tubo 0.5 del nefelometro de McFarland y se incubaron
a 37 °C durante 16-18 h. Se considera como resistente a meticilina aquellos
aislamientos con halos de inhibicion < 21 y sensibles aquellas con halo de
inhibicién > 22, segun lo establecido por el Clinical Standards Institute (CLSI)
(58).

Il.  Extraccién de ADN genémico de SARM

La extraccion de ADN gendémico de SARM se realiz6 usando shock térmico
para inactivar nucleasas que podrian interferir en la extraccion, e
inmediatamente se usé el kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (62). Para
ello, se prepard una suspension con 3-5 colonias de cultivo de 18 horas en un
tubo eppendorf de 1.5 ml con 150 pl de agua grado molecular, homogenizando
mediante vortex por 5 segundos. El shock térmico se realizd colocando los
tubos con la suspension bacteriana en bafio maria a 80 °C durante 10 minutos
e inmediatamente pasar a -20 °C en congeladora, esto se repitié una sola vez
para cada aislamiento y se dejo descongelar la suspension durante 5 minutos a

T° ambiente.

Se siguieron las indicaciones del kit PureLink® Genomic DNA Mini Kit (62),
usando como muestra la suspension bacteriana después del shock térmico. La
digestion de la muestra se realizé afiadiendo 180 pl de tampdn de digestion de
lisozima (20 mg/ml) a la muestra y agitando mediante vOrtex durante 5
segundos; se incub6 a 37 °C durante 45 minutos en un termobloque Thermo
Scientific™; realizando vortex cada 15 minutos. Se afiadio 20 pl de proteinasa
Ky 200 ul de tampo6n de union/lisis; siempre mezclando mediante vértex.
Posteriormente se incub6 a 55 °C en termobloque durante 45 minutos,
realizando un breve voértex cada 15 minutos. Para finalizar la lisis se agrego

200 pl de etanol puro y se mezcld mediante vortex.

Para la union del ADN gendmico, se usaron las columnas y tubos de

recoleccion suministrados por el kit PureLink®. Se agregd 640 il del preparado
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3.3.4.

de lisis previa a la columna de centrifugacion y se centrifugé a 10 000 g durante
un minuto a T° ambiente. Se desecho el tubo de recoleccién y se colocé un tubo
de recoleccion limpio. El lavado se realizé agregando 500 pl del buffer de
lavado 1 y centrifugado a 10 000 g durante un minuto, se desecho el tubo de
recoleccion y se coloco uno limpio. Se realizo un segundo lavado agregando
500 ul del buffer de lavado 2 y se centrifug6 a 21 000 g durante 3 minutos a T°
ambiente; se desecho el tubo de recoleccion.

Para recolectar el ADN gendmico se colocé la columna de centrifugacion (con
el ADN unido) en un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril. Se agregd 60 ul de
buffer de elucién a la columna, se dejo6 incubar durante 1 minuto a T° ambiente
y se centrifugd a 21 000 g durante 2 minutos a T° ambiente. EI ADN genémico
queda contenido en el tubo eppendorf. Las muestras de ADN gendmico de

SARM se conservaron a -20 °C hasta su posterior analisis.

Tipificacion del SCCmec de SARM.
Las cepas de referencia ATCC 29213 y ATCC 33592 sirvieron como control

negativo y positivo respectivamente para la presencia del elemento genético
movil SCCmec; la cepa de referencia ATCC 33592 porta el SCCmec tipo Il1.

Los casetes se clasifican en tipos de acuerdo a la combinacién del tipo de
complejo ccr y la clase de complejo mec que portan los aislamientos de SARM
(13). Para esto en el presente estudio se utilizaron 12 primers, mediante una
metodologia basada en 2 PCR multiplex (Tabla 6). El tipo de casete se
determiné mediante el patron de amplificacion para los tipos de complejo ccr
y la clase de complejo mec, de acuerdo a lo mostrado tabla 5. Esta metodologia
nos permite identificar 9 tipos de casetes (SCCmec tipo I — VI, VIII, IXy XIV).
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Tabla 6: Primers usados para la tipificacién del SCCmec.

Region de SCCmec Nombre de Construido sobre Secuencia de nucle6tidos Tamafio de producto de
los Primers gen: PCR
Primera PCR-multiplex
Complejo ccr:
Tipo 1 (ccrAl-ccrBl) al ccrAl AACCTATATCATCAATCAGTACGT 695 pb
Bc? ccrBl, B2, B3 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
Tipo 2 (ccrA2-ccrB2) a2 ccrA2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 937 pb
pc?
Tipo 3 (ccrA3-ccrB3) a3 ccrA3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 1791 pb
pc?
Tipo 4 (ccrA4-ccrB4) a4.2 ccrAd GTATCAATGCACCAGAACTT 1287 pb
4.2 ccrB4 TTGCGACTCTCTTGGCGTTT
Tipo 5 (ccrCl) YR ccrCl CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 518 pb
YF ccrCl CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT
Segunda PCR-multiplex
Complejo mec
Clase A (mecA-mecl) ml6 mecl CATAACTTCCCATTCTGCAGATG 1965 pb en SCCmec tipo Il
mA7° mecA ATATACCAAACCCGACAACTACA y 1797 pb en el tipo 111
Clase B (mecA-151272) I1S7 151272 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG 2827 pb
mA7°
Clase C2 (mecA-15431) IS2 15431 TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT 804 pb
mA7P
Adaptado de (13).

& Primer con Inosina en la posicion 19 para poder reconocer 3 tipos de genes ccr: ccrB1, ccrB2 y ccrB3.

® Primer para el gen mecA, permite tipificar la clase del complejo mec.
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3.3.4.1. PCR multiplex para determinar el tipo de complejo ccr.

Para identificar el tipo de ccr se utilizaron 8 primers: 4 primers para
identificar ccrl-3 (un primer forward comdn para 3 primers reverse
especificos para ccrAl, ccrA2 y ccrA3), 2 primers para identificar ccrd y

2 primers para identificar ccr5 (63).

Las mezclas de reaccion de 25 pl para cada muestra contenian 12.5 pl
del Master Mix Quick-Load® Taq 2X (contiene Tag DNA Polimerasa
(33 U/ml), dNTP’s (0.2 mM), MgClz (1.5 mM), KCI (50 mM) y
colorantes de rastreo como Orange G y Xilene Cyanol FF), 4 ul de
primers (0.5 pl de cada uno), 5.5 ul de agua grado molecular y 3 pul de
ADN gendmico. Los colorantes que contiene el Master Mix permite

cargar de manera directa los productos de PCR en el gel de agarosa.

Las condiciones de PCR fueron desnaturalizacion inicial de 95 °C por 30
segundos, 35 ciclos (desnaturalizacién a 95 °C por 30 segundos,
alineacion a 57 °C por 1 minuto y extension a 72 °C por 2 minutos) y una
extension final a 68 °C por 7 minutos; los productos de PCR se

mantuvieron a 4 °C.
3.3.4.2. PCR multiplex para determinar la clase de complejo mec (62).

Para identificar la clase de complejo mec se utilizaron 4 primers, un
primer forward para 3 primers reverse especificos para las Clases A, By
C2 (11).

En la segunda PCR multiplex se utilizo la misma mezcla de reaccion que
la primera, excepto por los primers (mA7, ml6, IS7 e IS; 0.5 pL de cada
uno). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: Desnaturalizacion
inicial a 95 °C por 30 segundos, 35 ciclos (desnaturalizacion a 95 °C,
alineacion a 60°C por un minuto y extension a 68 °C por 2 minutos) y
una extension final durante 7 minutos; los productos de PCR se

mantuvieron a 4 °C (63).
3.3.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 1.5 %, con Sybr Safe al 1 % como

colorante. Para ello se pesé 1.5 g de agarosa y se agreg6 50 mL de buffer
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TAE 1X; se disolvid la agarosa completamente usando un microondas.
Se agreg6 10 pL de Sybr Safe (Invitrogen™), se mezcl6 bien la solucion
y se vaci6 el contenido en el molde del gel, evitando formar burbujas.
Una vez que el gel se solidifico se coloco en la cubeta de electroforesis y

se agreg0 buffer TAE 1X hasta cubrir el gel.

En el primer y altimo carril del gel se coloc6 5 puL de marcador de peso
molecular de 1 kb Opti-DNA Marker. A continuacién, se colocaron 5 puL
de cada producto de PCR en los distintos carriles del gel, asi como los
controles positivos y negativos. Posteriormente se cerrd la cubeta y se
conectd a la fuente de poder; el corrido se realiz6 a 100 Voltios durante
45 minutos. Una vez finalizado el corrido de electroforesis, se transfirid
al transiluminador con luz UV para observar y fotodocumentar las bandas

correspondientes de las dos PCR multiplex.
3.4. Técnicas de procesamiento y analisis de los datos

El anélisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando el paquete estadistico SPSS
Statistics 25. La asociacion entre los tipos de SCCmec y el perfil de resistencia fue
evaluado mediante la prueba de Chi-cuadrado y/o el test exacto de Fisher. Ademas,
la significancia estadistica se estableci6 con un p < 0.05, con un nivel de confianza
del 95% y error de 5%.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados
En este estudio se analizaron 96 aislamientos de S. aureus, 75 de los cuales fueron

de origen clinico y 21 provinieron de portadores asociados a la produccién de
derivados lacteos en Cajamarca. El 82,7 % de los aislamientos clinicos provinieron
de muestras respiratorias (incluyendo secreciones y aspirados bronquiales,
secreciones faringeas y esputo), 6,7 % de exudados, 4 % de catéter venoso central y

sangre (en ambos casos) y 2,7 % de orina (Tabla 7).

Tabla 7. Aislamientos de S. aureus segun tipo de muestra clinica

Tipo de muestra clinica  Aislamientos por  Aislamientos Aislamientos
tipo de muestra SASM SARM
[n (%0)] n (%) n (%)
Respiratoria 62 (82,7) 20 (74,1) 42 (88)
Exudado 5 (6,7) 4 (14,8) 1(2)
Sangre 34 1(3,7) 2(4)
Catéter venoso central 3(4) 1(3,7) 2 (4)
Orina 2(2,7) 1(3,7) 1(2)
Total 75 (100) 27 (36) 48 (64)

Figura 4. Aislamiento clinico de SARM-1026 de una secrecion bronquial de paciente en cuidados
intensivos. A) Se observa resistencia a cefoxitina (FOX), eritromicina (E), clindamicina (DA) y
sensibilidad a vancomicina (VA); B) Se observa resistencia a ciprofloxacina (CIP) y gentamicina
(CN), y sensibilidad a tetraciclina (TE), Trimetropim sulfametoxazol (SXT) y a linezolid (LZD).
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Los aislamientos clinicos SARM se diferenciaron mediante la prueba de tamizaje con el
disco de Cefoxitina de 30 pg (FOX) como se observa en la figura 4-A, donde ademas se
observa co-resistencia a eritromicinay clindamicina; en la imagen 4-B también se observa
co-resistencia a gentamicina y ciprofloxacina. EI 64% de los aislamientos clinicos fueron
identificados fenotipicamente como SARM vy los demas fueron SASM (36 %) (Tabla 7).

En cuanto a la proporcion de SARM entre los aislamientos de S. aureus de los diferentes
servicios hospitalarios se encontré que 18/19 (94,7 %) aislamientos provenientes de
pacientes ingresados en UCI fueron SARM; 15/22 (68,1 %) de Medicina, 8/10 de UCINT
(80 %), y el 50 % de los aislamientos obtenidos de los servicios de Cirugia, Pediatria y
Obstetricia (4/8, 2/4 y 1/2, respectivamente) (Figura 5).

SERVICIO_HOSPITALARIO

EciruGIA

M EMERGENCIA
M VEDICINA
EPEDIATRIA

20

CucinT

18 Euc
CJOTORRING

E CBSTETRICIA
ENEUMOLOGIA
W uURPA

Recuento

SASM SARM

Figura 5. Distribucion de SASM y SARM en los diferentes servicios hospitalarios del
HRDC

La resistencia entre los aislamientos SASM (n = 27) se distribuy0 de la siguiente manera:
18,5 % de los SASM fueron resistentes a tetraciclina y a clindamicina (en ambos casos),
14,8 % a eritromicina y 7,4 % a linezolid (Tabla 8). Ademas, un perfil de resistencia
inducible a clindamicina se observo en el 11,1 % de los SASM (Figura 2-A). El 66,6 %
de los SASM (18/27) resultaron sensibles a todos los antibidticos probados.
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Figura 6. Aislamiento clinico de SASM-1510 que presenta resistencia inducible a
clindamicina (fenotipo iMLSg), pero con sensibilidad al resto de antibi6ticos probados.

Tabla 8. Resistencia antibacteriana en S. aureus de origen clinico

Aislamientos de SASM SARM
S. aureus
resistentes
Antibidtico N (%) n (%) n (%)
Eritromicina (E) 49 (65,3) 4 (14,8) 45 (93,75)
Clindamicina (DA) 50 (66,6) 5 (18,5) 45 (93,75)
Ciprofloxacina (CIP) 43 (57,3) 0 (0) 43 (89,5)
Trimetropin- 2 (2,6) 0 (0) 2(41)
Sulfametoxazol (SXT)
Gentamicina (CN) 43 (57,3) 0(0) 43 (89,5)
Tetraciclina (TE) 7(9,3) 5 (18,5) 2 (4,1)
Linezolid (LZD) 4 (53,3) 2(7,4) 2(4,1)
TOTAL 75 (100) 27 (36) 48 (64)

La mayoria de los aislamientos de SARM (82,6 %) presentaron resistencia conjunta a
eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina y gentamicina; siendo este el perfil de
resistencia mas diseminado entre los SARM aislados de pacientes atendidos en el HRDC
(Tabla 3).

Tabla 9. Perfil de resistencia y tipo de SCCmec de SARM aislados de pacientes
atendidos en el HRDC.

Perfil de resistencia Total Tipo de SCCmec
N =46

Solo resistente a FOX 3 (6,5 %) v
FOX-E-DA 1(2,2 %) IV
FOX-E-DA-CIP-CN 38 (82,6 %) |
FOX-E-DA-CIP-CN-SXT 1(2,2 %) |
FOX-E-DA-CN-TE-LZD 1(2,2 %) | + ccr tipo 2
FOX-E-DA-CIP-CN-LZD 1(2,2 %) |
FOX-E-DA-CIP-CN-SXT-TE 1(2,2 %) Il + ccr tipo 5
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Por otra parte, todos los aislamientos de S. aureus provenientes de portadores
(manipuladores de derivados lacteos) presentaron sensibilidad a cefoxitina y solo el 9,5
% (2/21) presento resistencia a mas de uno de los antibidticos no p-lactamico probados
en el presente estudio. Se observo resistencia a Trimetropin-Sulfametoxazol en el 14,2 %
(3/21), a eritromicina en el 9,5 % y un aislamiento fue resistente a tetraciclina. Es de
resaltar que el 9,5 % (2/21) que presento resistencia a eritromicina, también expresaron
resistencia inducible a clindamicina (fenotipo iMLSg) (Imagen 3-A). El 47,6 % de

aislamientos de portadores fueron sensibles a todos los antibidticos probados.

Figura 7. Perfil de resistencia del aislamiento de S. aureus-29 proveniente de un
portador en el que se observa, A) resistencia inducible a clindamicina (Prueba D+). B)

sensibilidad al resto de antibidticos no B-lactdmicos utilizados.

La distribucion de los SARM (n = 46) segun el tipo de SCCmec fue la siguiente: Tipo |
89,1 %, IV 8,7 % y Il 2,1 %. EI perfil de resistencia FOX-E-DA-CIP-CN fue el mas
frecuente (82,6 %) entre los aislamientos de SARM vy todos ellos portan el SCCmec tipo
| (Tabla 3). Ademas, se identific6 un aislamiento con SCCmec | + ccr tipo 2 y un
aislamiento con SSCmec 2 + ccr tipo 5 (Figura 4). Dos aislamientos resistentes a FOX no

portaban ningin SCCmec.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de los genes que definen el tipo de ccr (A) y
la clase de mec (B); carriles 1 y 15: marcador de peso molecular de 1kb, carril 2: control
positivo ATCC 33592 con SCCmec tipo Il (ccr tipo 3 + mec clase A), carril 3: control
negativo ATCC 29213, carriles 4-9 y 11-13 con SCCmec tipo | (ccr tipo 1 + mec clase
B), carril 10 con SCCmec tipo IV (ccr tipo 2 + mec clase B) y el carril 14 con SCCmec

tipo 1+ un ccr tipo 2 adicional.

Para determinar si existe una asociacion entre el perfil de resistenciay el tipo de SCCmec,
no fue posible utilizar la Prueba de Chi cuadrado, debido a que mas del 20% de las celdas
de la tabla de contingencia tuvieron valores esperados menores a 5, y se utilizé el test
exacto de Fisher; evidenciando que si existe una asociacion con un p-valor = 0.000.
Ademas, no se encontrd asociacion entre la resistencia a meticilina y el tipo de muestra

clinica (p-valor = 0.246), tampoco con el sexo (p-valor = 0.557).

4.2. Discusién
S. aureus es un patdgeno cada vez mas importante, debido a su capacidad de generar

resistencia a la mayoria de farmacos disponibles para su tratamiento y al nimero de
factores de virulencia que expresa (64). Especificamente SARM tiene mayor
relevancia debido a que expresa una PBP modificada codificada en el gen mecA, que
evita la accion de todos los antibioticos B-lactamicos y otros grupos de

antimicrobianos (10).
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Este estudio muestra una alta frecuencia de SARM en aislamientos clinicos del
HRDC, (64 %), la cual es mayor a la frecuencia promedio reportada para
Latinoamérica que se estima alrededor del 40%, con distribucion variable en distintos
paises, incluyendo el Perd con 54 %, es de considerar que el estudio mencionado solo
utiliz6 aislamientos de bacteremias, en cambio en la presente tesis se evaluaron
aislamientos provenientes de diferentes muestras clinicas (65). Un estudio previo en
S. aureus aislados de pacientes atendidos en el HRDC estim6 que la frecuencia de
SARM es mayor al 50 % (9); con estos estudios se demuestra que la presencia de
SARM es un problema de salud publica en el HRDC que debe ser atendido a la
brevedad posible, lo que implica la necesidad de establecer estrategias de prevencion
para limitar su propagacion en la poblacion de Cajamarca.

Todos los aislamientos de S. aureus procedentes de portadores comunitarios fueron
SASM; sin embargo, cada vez son mas los reportes de SARM en personas sanas
manipuladoras de alimentos, por lo que se debe continuar con su vigilancia (66). El
14,2 % de estos aislamientos presentd resistencia a SXT, un antimicrobiano que
pertenece a la clase de inhibidores del folato y es una alternativa para el tratamiento
de SARM causante de infecciones de piel y tejidos blandos; la resistencia a SXT se
debe a mutaciones en el gen dfr, y se ha demostrado que la exposicion in vitro de S.
aureus a SXT contribuye a la aparicidn de clones resistentes (67). Por otra lado, en
estos mismos aislamientos se observé resistencia a tetraciclina en un 4,7 %; las
tetraciclinas, incluida la tigeciclina, inhiben la sintesis proteica al unirse a la
subunidad ribosomal 30S y la resistencia generalmente esta conferida por bombas de
eflujo codificadas por el gen Tet(K) y que puede estar contenido en el plasmido
pT181, el mismo que tiene capacidad de integrarse entre los elementos SCCmec de
los SARM (56).

El 9,5 % de aislamientos comunitarios expresaron resistencia a eritromicina y a la
vez resistencia inducible a clindamicina (fenotipo iIMLSg). La resistencia inducible a
clindamicina solo es detectada mediante la Prueba D y no mediante pruebas de rutina
(68). El presente estudio evidencia que la resistencia inducible a clindamicina se
encuentra fuera del ambiente hospitalario en la Region de Cajamarca. Estos
resultados cobran relevancia debido a que, en la actualidad en el Per( no existen
estudios que evaluen este de tipo fenotipo en aislamientos comunitarios de S. aureus.

Ademas, aunque en este estudio ninguno de los aislamientos provenientes de
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portadores fue SARM, es necesario implementar la vigilancia de esta bacteria tanto
entre los manipuladores o trabajadores como entre los distintos productos lacteos
producidos en Cajamarca, pues se ha reportado SARM en leche y sus derivados en
diferentes regiones del mundo (69)(70)(71).

En relacion a SARM en el Perd, existen pocos estudios que evalten su perfil de
resistencia y que hayan hecho su tipificacion molecular, siendo esto esencial para
abordar el problema mundial que representa la aparicion de nuevos clones mas
resistentes y virulentos, que pueden causar brotes infecciosos tanto hospitalarios
como comunitarios (17,72). La presencia del elemento SCCmec es la caracteristica
definitoria en la identificacion de aislamientos SARM, y no siempre la resistencia a
cefoxitina en S. aureus define un SARM,; la presencia de SARM tiene gran relevancia
pues implica la resistencia de la bacteria frente a todos los antimicrobianos [3-
lactimicos, e incluso puede contener nuevas estructuras geneéticas
extracromosoémicas como Tn554, pT181 y pUB110, que le pueden conferir

resistencia a otros grupos de antimicrobianos (42).

El 82,7 % de todas las muestras clinicas fueron de origen respiratorio y el 87,5% de
las muestras respiratorias presentaron aislamientos SARM. El predominio de SARM
en estas muestras provenientes del HRDC podria deberse a la existencia de algunas
caracteristicas de virulencia propias del tipo de clon SARM, pues en otros hospitales
SARM se aisla con mayor frecuencia de otro tipo de muestras. Una de las estrategias
conocidas que tiene SARM para colonizar los pulmones de pacientes expuestos a
ventilacién mecanica es la formacion de biofilm; sobre todo en pacientes con
hospitalizacidn prolongada y en situacion de presion antibiotica (73). Este estudio no
aborda los factores de virulencia en S. aureus; sin embargo, la informacion del
predominio de este patdgeno en muestras respiratorias es una alerta importante a
considerar en el HRDC, y los hallazgos pueden servir de precedente para estudios
gue busquen establecer la relacion entre los factores de virulencia y el tipo de muestra

de donde provienen los aislamientos.

Este estudio revela altas proporciones de SARM, especialmente en dos de los
servicios hospitalarios de donde provinieron las muestras; el 94,7 % de S. aureus que
provinieron del servicio de UCI fueron SARM, asi como el 80 % de aislamientos que
tuvieron su origen en el servicio de Medicina. Las infecciones por S. aureus
adquiridas en UCI pueden ser autdgenas, o transmitidas por las manos del personal
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de salud o trasmitidas por el aire; por ello se recomienda examenes que muestren el
estado de portador o no portador del paciente al momento de su ingreso, la limpieza
sistematica del ambiente hospitalario y la higiene de manos frecuente del personal

asistencial (74).

El 82,6 % de los aislamientos SARM presentaron co-resistencias frente a
eritromicina, clindamicina, gentamicina y ciprofloxacina, constituyendo uno de los
perfiles mas frecuentes encontrados en este estudio; todos los aislamientos con este
perfil portaron el SCCmec tipo I. Este perfil de resistencia es idéntico al encontrado
en méas del 75 % de aislamientos SARM de pacientes atendidos en el Hospital
Cayetano Heredia (Lima, Per0) durante el 2017, segln un estudio publicado en el
2022; en este estudio también se encontrd que la mayoria de los SARM portaban el
SCCmec tipo 1 y solo un aislamiento present6 el SCCmec tipo Il (25). Otros reportes
de Per( indican que la mayoria de aislamientos de SARM hospitalarios corresponden
al clon chileno-cordobés, portador del SCCmec tipo | y no productor de PVL
(65)(25). Nuestros resultados confirman que este clon nosocomial también
predomina en el HRDC y aportan al conocimiento de la epidemiologia molecular de
SARM en el Perd; aunque la informacién fenotipica y molecular de SARM en otras

regiones del pais aln es escasa.

El perfil de resistencia FOX-E-DA-CIP-CN descrito en este trabajo (Tabla 9) bien
podria ser utilizado como marcador fenotipico del clon chileno-cordobés para
diferenciarlo de otros clones en un brote sospechoso de SARM, y la susceptibilidad
a trimetoprima-sulfametoxazol sirve para diferenciarlo del clon brasilefio, portador
del SCCmec tipo 11 (75). Otros perfiles mas amplios que observamos en aislamientos
individuales fueron: FOX-E-DA-CIP-CN-SXT (con SCCmec tipo I), FOX-E-DA-
CN-TE-LZD (con SCCmec tipo | + ccr tipo 2), FOX-E-DA-CIP-CN-LZD (con
SCCmec tipo I) y FOX-E-DA-CIP-CN-SXT-TE (con SCCmec tipo Il + ccr tipo 5);
esto constituye un dato relevante, pues resalta la importancia de genotipificar los
SARM que presentan perfiles de resistencia distintos 0 mas amplios, y que podrian
constituirse en nuevos clones que produzcan brotes hospitalarios dificiles de

controlar ya que las opciones de tratamiento pueden verse disminuidas.

La resistencia a clindamicina (constitutiva e inducida) se observo en el 66,6 % de
todos los aislamientos clinicos de S. aureus, pero la resistencia a clindamicina
inducida por eritromicina s6lo se observd entre los aislamientos SASM,
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constituyendo el 11,1 % de estos. Este hallazgo difiere de los resultados obtenidos
por otro estudio en la ciudad de Lima, donde la resistencia a clindamicina representd
el 48,2 % del total de aislamientos de S. aureus; ademas, la resistencia inducida en
ese estudio se presento en el 4,8 % del total de aislamientos, tanto en SASM (3,3 %)
como en SARM (1,5 %) (76). En general, la frecuencia de resistencia a clindamicina
en el HRDC es elevada, y si bien la resistencia inducida a clindamicina es
proporcionalmente baja, esta no se logra detectar en las pruebas de rutina. Por ello,
la pueda D debe ser incluida en las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana en
todos los aislamientos de S. aureus, debido a que este tipo de resistencia puede
conducir a un fracaso clinico cuando se emplea la clindamicina como la opcién

terapéutica (77).

Los tipos de elementos genéticos SCCmec se distribuyen de forma distinta en los
diferentes paises de Sudamérica; en paises del norte como Colombia y Venezuela
predomina el clon USA300, mientras que en Perl predomina el denominado clon
chileno-cordobés, portadores de los SCCmec tipo 1V vy |, respectivamente (65). De
igual manera, en otras partes del mundo SARM tiene caracteristicas moleculares
Unicas; por ejemplo, en un estudio en Kuwait, el clon nosocomial de SARM
predominante fue el SCCmec tipo 1V; ademas, 34 aislamientos portaban dos tipos de
SCCmeg, el IV y V (22). Estos datos muestran que SARM puede integrar mas de un
elemento SCCmec en su genoma, lo cual incrementa su capacidad de resistencia
antimicrobiana, y por tanto su virulencia. De manera similar, en el presente estudio
se identifico un SARM que portaba un SCCmec tipo | + ccr tipo 2 y otro con un
SCCmec tipo Il + ccr tipo 5 (Figura 4). Posiblemente, la presencia de estas
recombinasas sirva para la integracion posterior de nuevos elementos SCCmec en el
genoma de SARM; en ese sentido, y dados los hallazgos de este estudio, es necesario
implementar la vigilancia frente a la aparicion de nuevos clones de SARM en el

HRDC y también en otros centros hospitalarios de la region.

Los elementos SCCmec de tipo I, II, Il y VI han sido asociados con brotes
nosocomiales (SARM-AH) alrededor de todo el mundo, mientras que los genotipos
portadores de SCCmec tipos IV y V se los asocia con infecciones adquiridas en la
comunidad (SARM-AC); aunque cada vez son mas los reportes de genotipos de
origen comunitario causante de infecciones intrahospitalarias (13). La mayoria de

SARM evaluados en el presente estudio portaban el SCCmec tipo |, caracteristico de
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SARM-AH; ademas, en un aislamiento portador de SCCmec tipo Il + ccr tipo 5 se
observo resistencia a 6 grupos de antimicrobianos no B-lactamicos, siendo este el
perfil méas amplio. Asimismo, cuatro aislamientos de SARM portaban el SCCmec
tipo 1V, tres de estos solo presentaron resistencia a cefoxitina y un aislamiento fue
co-resistente a eritromicina y clindamicina. Aunqgue la frecuencia de SARM-AC en
el presente estudio fue baja, desde 1990 se han reportado brotes en todo el mundo, y
a menudo son mas virulentos debido a la expresion de PVL, por lo que se recomienda

su vigilancia.

Este estudio se revela la necesidad de implementar estrategias para prevenir y
controlar la transmisién de SARM en el HRDC. La higiene de manos entre los
trabajadores de la salud es fundamental para prevenir la transmision de SARM y una
de las mas faciles de implementar en nuestros hospitales. En Corea, la
implementacion de una campafia de higiene de manos en el personal asistencial
redujo en un 33 % la incidencia de bacteremia por SARM entre los pacientes
hospitalizados; ademas, los investigadores concuerdan en que la higiene de manos
también deben realizarla los pacientes y visitantes (78). En Singapur, la tipificacion
molecular de SARM aislados de los ambientes hospitalarios, de manos de
trabajadores de la salud y de los pacientes, revel6 que estos estaban genéticamente
relacionados; esto demuestra la transmision cruzada dentro del ambiente hospitalario,
por ello, la limpieza ambiental efectiva y los monitoreos constantes del ambiente
hospitalario son necesarios para prevenir la transmision de SARM (79). En paises
mas desarrollados la deteccién activa de portadores de SARM combinado con otras

medidas de control redujo las tasas de infeccion por SARM (72).
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

= Las co-resistencias a eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina y gentamicina
representaron el perfil de resistencia predominante entre los aislamientos clinicos
de SARM del HRDC y no se identifico ningin SARM entre los aislamientos
provenientes de portadores comunitarios.

= El clon portador del SCCmec tipo | predomind entre los aislamientos clinicos de
SARM provenientes del HRDC, representando el 82,7 % de estos; ademas, el
SCCmec tipo | y el perfil de resistencia a eritromicina, clindamicina,
ciprofloxacina y gentamicina vinculan a estos aislamientos con el clon chileno-
cordobés.

= Losresultados revelaron la presencia de resistencia inducible a clindamicina tanto
en el 9,5 % de aislamientos de portadores comunitarios, asi como en el 11,1 % de

los aislamientos clinicos.

5.2. Recomendaciones
En general, se recomienda la implementacién de la vigilancia epidemiolégica de SARM
tanto en el HRDC como entre otros establecimientos de salud de la Region Cajamarca.
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APENDICES

Apéndice 1. Descripcion de aislamientos clinicos de S. aureus

Ficha 1. Descripcion preliminar de los aislamientos clinicos:

Edad del paciente: Sexo:

Cadigo: Fecha de cultivo:

Tipo de muestra:

Origen de la infeccion:

Hospitalario: |:|
Comunitario: |:|

Perfil de resistencia:

Antimicrobiano Resistencia SCCmec

Cefoxitina

Eritromicina

Clindamicina

Ciprofloxacina

Gentamicina

Tetraciclina

Trimetoprim-

sulfametoxazol

Linezolid

Vancomicina
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Apéndice 2. Identificacion de S. aureus

Identificacion de S. aureus-529. A) Colonias negras y produccion de lecitinasa en agar
Baird-Parker. B) Colonias doradas en agar manitol salado. C) Prueba positiva de

coagulasa. D) Vista microscopica
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Apéndice 3. Descripcion de aislamientos SARM

Cuadro 1. SARM clinicos

Aislamiento | Tipo de muestra Servicio Perfil Tipo de
SCCmec
529 Sangre Cirugia E-DA-CIP-CN I
638 Sangre Pediatria | E-DA-CIP-CN I
1017 Secrecion bronquial | UCI E-DA-CIP-CN- I
SXT
1026 Catéter venoso Cirugia E-DA-CIP-CN I
central
1082 Aspirado bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1088 Secrecion bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1120 Secrecion bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN I
1125 Aspirado bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1141 Aspirado bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN |
1169 Catéter venoso Cirugia E-DA-CIP-CN I
central
1244 Secrecion bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1273 Secrecion bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN- I
LZD
1307 Secrecién bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1315 Secrecion bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1319 Aspirado bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1381 Secrecion bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1396 Aspirado bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1425 Secrecién bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1576 Secrecion bronguial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1593 Secrecién bronquial | Obstetricia | E-DA-CIP-CN I
1735 Aspirado bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1737 Secrecion bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN I
2166 Orina Medicina | E-DA-CIP-CN- Il + ccr tipo
SXT-TE 5
1216 Secrecién bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1203 Secrecion bronguial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1240 Secrecién bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1276 Secrecion bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1277 Secrecién bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1286 Secrecién bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN I
1301 Secrecion bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1316 Secrecién bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1323 Secrecién bronquial | UCI Solo a FOX v
1341 Secrecién bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1354 Secrecion bronquial | UCI Solo a FOX v
1383 Secrecion bronquial | Cirugia E-DA-CIP-CN I
1397 Secrecién bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
1410 Secrecion bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN I
1431 Secrecién bronquial | Medicina | E-DA-CIP-CN I
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1495 Secrecion bronquial | Medicina | E-DA v
1518 Aspirado bronquial | UCI Solo a FOX v
1609 Secrecion bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1655 Secrecion bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN I
1683 Aspirado bronquial | UCINT E-DA-CIP-CN I
1690 Aspirado bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1719 Secrecion bronquial | UCI E-DA-CIP-CN I
1804 Exudado Pediatria | E-DA-CN-TE- I + ccr tipo
LZD 2
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Apéndice 4. Procesos implicados en la extraccién de ADN genémico

Figura 2. Principales procesos implicados en la extraccion de ADN gendmico. A)
Aislamientos SARM de 18 h de incubacion. B) La centrifugacion se utiliza en repetidas
ocasiones. C) Material utilizado en la preparacién del gel de agarosa. D) Bandas de

ADN genémico.
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Apéndice 5. Electroforesis en gel de agarosa de los productos para las dos PCR-

multiplex

MPM MPM
(Pb) (Pb)

3k
1.5K
500 pb certipol
(695 phb)
iks K mec clase B
(2827 phb)
500 pb

Figura 3. Aislamientos de SARM portadores de SCCmec tipo I. A) Productos de PCR
para el tipo de complejo ccr. B) Productos de PCR para la clase de mec

50



