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RESUMEN 
 
 
Los Staphylococcus resistentes a la meticilina(MRS), son una de las principales causas de Infecciones 
Nosocomiales, al ser difíciles de erradicar, suelen incrementar el número de infecciones, el costo y el tiempo de 
hospitalización. 
 
En Bolivia el programa de Vigilancia Epidemiológica de Resistencia a Antimicrobianos (VERA), a cargo del 
Ministerio de Salud y Deportes, a través un trabajo realizado en el Laboratorio Nacional de Referencia en 
Bacteriología Clínica del Instituto Nacional en Salud I.N.L.A.S.A , ha reportado, que del año 1999 al 2000, el 
incremento de MRSA es del 3 a 6,9 % respectivamente, dicho incremento en nuestro medio, es de alguna 
manera alarmante, ya que en tan solo un año se habría duplicado el número de estas cepas. 
 
Estudios científicos, revelan que MRS, presenta una gran variabilidad a nivel de una isla genómica llamada SCC 
mec (cassette cromosómico estafilocócico  mec), que está ausente en cepas de Staphylococcus sensibles, 
dicho elemento no solo confiere resistencia a las Isoxasolil penicilinas, a través del gen mecA que codifica la 
proteína PBP2a y sus reguladores mecI y mecR1, sino también, posee componentes que le confiere  resistencia a 
todos los demás antibióticos. Dicha variabilidad genética indiscutiblemente, respercute en  la expresión 
Fenotípica, razón por la cual se torna muy dificultoso detectar la resistencia por métodos Fenotípicos 
convencionales. 
 
Es por ello y por la falta de datos recientes, que este trabajo pretende analizar si existe una asociación entre los 
genes implicados en la codificación de PBP2a con la expresión Fenotípica de resistencia a la meticilina en 
cepas de Staphylococcus spp. circulantes en nuestro medio. 
 
Se determinó la resistencia y/o sensibilidad de un total de 67 aislamientos, 60 S. aureus y 7 Staphylococcus 
coagulasa negativo (S.C.N), mediante pruebas Fenotípicas (difusión en disco, concentración inhibitoria mínima 
CIM y producción de PBP2a ) y pruebas Genotípicas que permitieron detectar los genes mecA y sus reguladores 
mecR1 y mecI utilizando el método de Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR). 
 
Se obtuvo cierto porcentaje de discordancia aun entre las pruebas Fenotípicas. De 9 cepas de S. aureus 
resistentes por difusión en disco 1 fue sensible por CIM,  7 cepas resistentes por CIM, fueron sensibles por difusión 
en disco. Las 7 cepas de S.C.N  sensibles por difusión en disco son resistentes por CIM. Por el método de 
producción de PBP2a, los resultados fueron discordantes con la prueba de difusión en disco en 20 % y con CIM 
en 34 %. 
 
El análisis Genotípico, revela que de 60 cepas de S. aureus 10 (17%), y de 7 cepas de S.C.N 4 (57%) son 
portadoras del gen mecA. De las 10 cepas de S. aureus  mecA positivo, 5 portan el gen mecR1 (3 intacto y 2 con 
alteraciones a nivel de su secuencia) y 7 portan el gen mecI . De las 4 cepas de S.C.N  mecA positivo 2 portan el 
gen mecR1 (ambas con alteración en sus secuencias) y 2 portan el gen mecI. 
 
De las cepas de S.aureus , 3 podrían portar el SCCmec tipo II, otras 3 el tipo III, 1 podria ser del tipo I o IV y  3 no 
corresponden a ningún tipo de cassette cromosómico. En cuanto a las cepas S.C.N; 1 podria ser tipo I o IV, 1 el 
tipo III y 2 no corresponden a ningun tipo. 
 
Concluimos que no existe asociación entre el Fenotipo y el Genotipo en cepas de Staphylococcus spp. 
resistentes a la meticilina, ya que la resistencia obedece a múltiples factores que las pruebas Fenotípicas 
clásicas  no pueden englobar   
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1 INTRODUCCIÓN 
Las cepas de Staphylococcus meticilina - resistentes (MRSA) fueron identificadas en 
1961 (i), cuando se introdujeron las primeras penicilinas penicilinasa resistentes 
(meticilinas) en la práctica clínica. Esta resistencia fue denominada “intrínseca” ya 
que no se debía a la destrucción del antibiótico por la β-lactamasa. Estas cepas son 
capaces de crecer en presencia de antibióticos β-lactámicos y sus derivados, 
incluyendo cefalosporinas (ii).  

La primera epidemia de infección causada por  Staphylococcus aureus meticilina 
resistente ocurrió en hospitales europeos en la década de los años sesenta (i, iii).  
Desde entonces, las cepas de   Staphylococcus  coagulasa positivos y negativos 
meticilina resistentes se han diseminado a nivel mundial y establecido no solamente 
en hospitales sino también  en pacientes ambulatorios (i, iv). 

Datos epidemiológicos muestran que MRSA es una de las principales causas de 
infecciones nosocomiales a nivel mundial y ocurre en más del 20 a 40 % de todas las 
infecciones por Staphylococcus (i, iii). 

En Estados Unidos, la prevalencia de MRSA se incrementó de 2.4% en 1975 a 29 % en 
1991 (v); similares resultados se reportaron en Europa, donde hubo un incremento de 
1.7 % en 1990 a 8.7% en 1995 (vi); en Australia se ha llegado a niveles endémicos de 
20 a 40 % (vii). Los datos de Asia y África son esporádicos, sin embargo, entre 1988 y 
1998 se reportó un incremento de 2% hasta 44.5% (viii). 

En cuanto a países Latinoamericanos, la Organización Panamericana de la Salud 
revela  que de 1991 a 1997 el incremento fue de 4% hasta 27 % (ix). 

En Bolivia, los registros epidemiológicos del programa de Vigilancia Epidemiológica 
de Resistencia a los Antimicrobianos (VERA) revelan que el año 1999 MRSA 
intrahospitalario tuvo una frecuencia del 3%. El año 2000 la frecuencia reportada es 
del 6,9% (x). Este  incremento puede obedecer a fallas de diagnóstico en MRSA en 
años previos, y que fue mejorando con el tiempo. Otra probable razón puede ser la 
diseminación de estas cepas. 

Las formas más prevalentes de resistencia a Meticilina están caracterizadas por  una 
proteína de unión a la penicilina (PBP) ligeramente diferente, denominada PBP2a (o 
PBP2’)  que es inducible y está codificada por el gen mecA, que es parte de un 
cassette cromosómico: mec (SCCmec) del cual existen 4 tipos estructuralmente 
diferentes (i,xi,xii), encontrados en cepas resistentes pero no en cepas sensibles (xiii). 

Sin embargo la sola presencia del gen mecA no es suficiente para la expresión 
óptima de resistencia a Meticilina, siendo crucial la presencia de los genes mecR1 y 
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mecI, que codifican proteínas reguladoras  tanto de expresión como de supresión  
de este gen.  (i,xiv ,xv). 

El origen del gen  mecA y de SCCmec no está todavía bien dilucidado, pero el  
gen, y las regiones que lo flanquean, han sido encontrados en otras especies de 
Staphylococcus. Un posible ancestro es la especie animal Staphylococcus sciuri (xvi), 
que tiene un 80 % de homología de secuencia con mecA de S. aureus, sin embargo 
no confiere resistencia. Por otro lado, estudios genéticos y epidemiológicos, sugieren 
que este elemento es adquirido en S. aureus por transferencia horizontal de 
Staphylococcus coagulasa negativo (xvii). 
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2 JUSTIFICACIÓN 
Como es posible evidenciar, los datos referentes a MRSA en Bolivia, llaman la 
atención en gran manera, mostrando un aparente incremento del 3% al 6,9% en un 
año. Si esto es real, Staphylococcus spp. merece suma atención. Primero, para 
verificar este incremento, y segundo, para establecer su comportamiento 
epidemiológico.  

La identificación de los genes implicados en la codificación de la proteína 
responsable de la meticilina resistencia, daría información valiosa en lo 
concerniente a la evolución de esta resistencia. Las cepas no meticilina resistentes, 
que portan el gen mecA, están un paso al frente para la aparición de la resistencia, 
que al ser identificadas permitirían pronosticar el incremento en el futuro de cepas 
MRSA.  

La identificación de los genes reguladores de la expresión de la PBP2a es crucial, 
porque requiere ser comparada con la expresión fenotípica de la resistencia, 
además de que su frecuencia relacionada con el tiempo permitiría determinar la 
velocidad de transmisión tanto entre especies como intraespecies. Siendo que 
existen fuertes sospechas de la transferencia de ADN de forma horizontal, podríamos 
tener un indicador indirecto de este mecanismo. 

Por último, conocer la frecuencia de los diferentes tipos de regulones presentes en 
SCCmec, podría proveer información fundamental acerca de la expresión de la 
PBP2a, incluyendo el número de estos regulones en cada cromosoma.  

Todo lo anteriormente descrito, responde a las características genotípicas de las 
cepas de Staphylococcus meticilino resistentes, que indiscutiblemente, se 
expresaran fenotipicamente.  

Así, este trabajo pretende, mediante un análisis de dichas características, 
demostrar, si existe o no una asociación real de ambas, en cepas circulantes en 
nuestro medio. Información que es relevante, no solo con el fin de aportar datos 
científicos, sino para informar al personal que trabaja en salud especialmente, el 
comportamiento que debe adoptar frente al hallazgo de estas cepas, enfocado, 
no solo al tratamiento y diagnóstico, sino, esencialmente al momento de realizar las 
diferentes pruebas de resistencia y sensibilidad, que si están realizadas 
correctamente dará lugar a un tratamiento exitoso.     
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3 ANTECEDENTES 
En una serie de observaciones clínicas y estudios de laboratorio publicados  en 1880 
y 1882, Ogston describió las enfermedades por Staphylococcus y su rol en la 
producción de abscesos y sepsis (xviii). Más de 100 años más tarde, el género 
Staphylococcus, permanece como uno de los patógenos humanos más versátiles y 
peligrosos. Tanto la frecuencia de  infecciones adquiridas en hospitales como 
ambulatoriamente, se han incrementado continuamente, con muy poco cambio 
en cuanto a la mortalidad. El tratamiento de estas infecciones se ha  tornado muy 
dificultoso, debido a la aparición de cepas multirresistentes a antimicrobianos. 

3.1 PENICILINAS RESISTENTES A  LA PENICILINASA 
(ISOXAZOLILPENICILINAS) 

Este grupo de compuestos semisintéticos,  comprende a la meticilina, flucloxacilina, 
nafcilina, dicloxacilina, oxacilina y cloxacilina derivadas de la penicilina G, por 
adición de un radical isoxazolil al ácido 6-aminopenicilánico; este radical puede 
estar solo, o acompañado de un átomo de Fluor o de Cloro, modificaciones que le 
confieren resistencia frente a la penicilinasa elaborada por el S. aureus (xix). 

 Este grupo de compuestos tolera la acción del ácido gástrico (característica que 
permite su administración por vía oral); son menos activos que la penicilina G contra 
organismos sensibles a la penicilina; por tanto su uso debe limitarse al tratamiento de 
infecciones por Staphylococcus  productores de penicilinasa. Este grupo de 
antibióticos no es activo frente a los Staphylococcus meticilina resistentes (MRSA y 
MRSE), los cuales requieren tratamiento con vancomicina, teicoplanina o 
quinupristina - dalfopristina (xix). 

3.1.1 Espectro antimicrobiano 
Estos compuestos son principalmente activos frente a Staphylococcus aureus 
productor de betalactamasa (MIC de 0,5 mg/L para cloxacilina, 1.1mg/L para 
dicloxacilina, 3.1mg/L para meticilina y 1.6mg/L para oxacilina, respectivamente) y 
frente a otros staphylococcus. Sin embargo, existen algunas especies de 
staphylococcus que son tolerantes.  

El punto de corte (Meticilina) para S. aureus  es CIM ≤ 2 µg/ml (sensible) y CIM ≥ 4 

µg/ml  (resistente) y para S. coagulasa negativos es CIM ≤ 0,25 µg/ml (sensible) y CIM 

≥ 0,5 µg/ml (resistente) (xix). 

3.2 COMPONENTES DE LOS STAPHYLOCOCCUS Y SUS 
PRODUCTOS 
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Staphylococcus aureus es un miembro de la familia Micrococcaceae. 
Examinándolos microscópicamente, aparecen como cocos gram positivos 
agrupados en racimos. Se distingue de otras especies de Staphylococcus en base al 
pigmento dorado que producen las colonias, así como resultados positivos para 
coagulasa, fermentación de manitol, y test de deoxirribonucleasa. 

Los staphylococcus coagulasa negativos, antiguamente eran considerados 
contaminantes  de poca importancia clínica. Sin embargo en estas dos últimas 
décadas, estos microorganismos han sido reconocidos como agentes importantes 
de enfermedades humanas (xx, xxi, xxii, xxiii, xxiv, xxv, xxvi, xxvii). 

3.2.1 Genoma 
El genoma de Staphylococcus consiste en un cromosoma circular 
(aproximadamente 2800 kpb) con profagos, plásmidos y transposones. Los genes 
que controlan la resistencia a antibióticos y la virulencia,  se encuentran en el 
cromosoma, así como otros elementos extracromosómicos (xxviii), mediante los 
cuales son transferidos genes entre cepas y especies de  Staphylococcus, o a otras 
especies de gram -positivos (Figura 1). 

 

Figura 1. Representación circular del cromosoma de Staphylococcus aureus, cepa N315 (Fuente: xxix) 
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3.2.2 Pared celular 
La pared celular de Staphylococcus está constituida por peptidoglicano que 
representa el 50% de su peso. El mismo, consta de subunidades alternas de 
polisacáridos N- acetilglucosamina y N-acetilmurámico, con uniones β-1,4. Las 
cadenas de peptidoglicano están entrecruzadas por cadenas tetrapeptídicas, 
unidas al ácido N-acetilmurámico, y por un puente de pentaglicina, específico para 
S. aureus. 

 El peptidoglicano podría tener actividad parecida a la de exotoxina, estimulando 
la liberación de citoquinas por parte de los macrófagos, activación del 
complemento y agregación plaquetaria.  Las diferencias en la estructura del 
peptidoglicano  de las cepas de staphylococcus pueden contribuir a variaciones en 
su capacidad de causar coagulación intravascular diseminada (xvi). Los ácido 
teicoicos de ribitol, unidos covalentemente al peptidoglicano, son los principales 
constituyentes de la pared celular. El ácido lipoteicoico, es un polímero glicerol 
fosfato, unido a los glicolípidos terminales anclados a la membrana citoplasmática 
(Figura 2). 

 

Figura 2. Estructura de la Pared Celular de Staphylococcus aureus. (Fuente: xviii) 

3.2.3 Cápsula 
La mayoría de los Staphylococcus producen microcápsulas. De los 11 serotipos de 
polisácaridos microcapsulares que han sido identificados, los tipos 5 y 8 aparecen 
en el 75 % de las infecciones humanas.  La mayoría de los S. aureus meticilina 
resistentes aislados, son tipo 5. La composición química de cuatro de estos 
polisacáridos antifagocíticos, incluyendo los anteriores ha sido determinada y todos 
están químicamente relacionados (xvii). 
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3.2.4 Proteínas de superficie 
Muchas proteínas de superficie tienen muchas características  estructurales en 
común. Estas incluyen una secuencia de señal secretoria en el extremo N-terminal, 
aminoácidos positivamente cargados que se extienden en el citoplasma  y dominios 
de membrana que limitan la membrana, y una región de anclaje a la pared celular; 
todos en el extremo carboxi-terminal. Un dominio de unión-ligando en N- terminal, 
que esta expuesto en la superficie de la célula bacteriana permite a algunas e estas 
proteínas funcionar como  adhesinas (iii).  La proteína A que es un prototipo de estas 
proteínas, tiene propiedades antifagocitarias, basadas en su habilidad de unirse a la 
porción Fc de las inmunoglobulinas. 

Muchas de estas proteínas relacionadas, se unen a las moléculas de la matriz 
extracelular y han sido designadas como componentes microbianos de superficie, 
que reconocen moléculas adhesivas de la matriz (MSCRAMM). Estudios recientes, 
sugieren que estas juegan un rol importante en la  habilidad de staphylococcus 
para colonizar el tejido humano.  

3.2.5 Toxinas 
 Los Staphylococcus producen numerosas toxinas que se agrupan en base a su 
mecanismo de acción. Las citotoxinas, como la alfa-proteína de 33Kd, promueve la 
formación de poros e induce cambios proinflamatorios en células animales. El daño 
celular consecuente puede contribuir a la manifestación del síndrome séptico 
(xxx,xxxi). 

Las toxinas pirógenas extremadamente antigénicas están estructuralmente 
relacionadas, ya que tienen homología de secuencia. Ellas actúan como súper 
antígenos por unión a las proteínas clase II del complejo de histocompatibilidad 
(MHC), causando proliferación extensa de las células T y liberación de citoquinas. 
Diferentes dominios de las exotoxinas, son responsables de las dos enfermedades, 
causadas por estas proteínas: el síndrome de shock toxico y  la infección alimenticia.  

A pesar de su baja homología en aminoácidos, la toxina 1 del síndrome de shock 
toxico  es estructuralmente similar a las enterotoxinas B y C. El gen de la toxina 1, del 
síndrome de shock toxico se halla en 20 % de aislamientos de S. aureus. La toxina 
exfoliativa, incluyendo las epidermolíticas A y B, causan eritema como la observada 
en el síndrome de piel escaldada por Staphylococcus.  Finalmente, la leucocidina 
de Panton – Valentín, es una toxina leucocítica, que ha sido epidemiológicamente 
asociada con muchas infecciones cutáneas  (xxxii). 

3.2.6 Enzimas y otros componentes bacterianos 
Staphylococcus produce varias enzimas como ser proteasas, lipasas e 
hialuronidasas, que destruyen tejidos. Estos productos bacterianos pueden facilitar la 
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diseminación a tejidos adyacentes, aunque el rol en la patogénesis, no está bien 
definido. 

La β-lactamasa es una enzima, que inactiva la penicilina. Las proteínas de unión a la 
penicilina, se encuentran en la membrana citoplasmática implicadas en el 
ensamblaje de la pared celular (xxxiii).  Un nuevo tipo de proteína de unión a la 
penicilina es responsable de la resistencia a las penicilinasas resistentes a la  
penicilina y a las cefalosporinas. 

La coagulasa, es un activador de la protrombina, convierte el fibrinógeno en fibrina. 
Su contribución  como factor de virulencia, es aún incierta.  

3.3 REGULACIÓN GÉNICA DE LA EXPRESIÓN DE  LOS 
DETERMINANTES DE   VIRULENCIA 

Los genes reguladores globales, que coordinan la expresión de varios grupos de 
genes estafilocócicos, han sido identificados (xxxiv,xxxv).  El gen más extensamente 
estudiado es agr, que induce la expresión de exoproteínas (proteínas extracelulares) 
y suprime  la expresión de proteínas de superficie, que son principalmente 
sintetizadas durante la fase de crecimiento exponencial, y las proteínas de 
secreción durante la fase estacionaria. 

Esta expresión secuencial de genes, podría tener importancia clínica. Diferentes 
estadios de la  infección estafilocócica, parecen requerir diferentes paneles de 
determinantes de virulencia. Durante la fase inicial de la infección, la expresión de 
proteínas de superficie que se une a las moléculas de la matriz extracelular  
favorece una colonización exitosa al tejido celular, mientras que la síntesis de 
exoproteínas, favorece la diseminación a tejidos adyacentes. Esta hipótesis es 
sustentada por estudios realizados en animales, que muestran que la inactivación 
de genes reguladores, reduce la virulencia bacteriana (xxxvi).  

3.4 ENFERMEDADES PRODUCIDAS POR 
STAPHYLOCOCCUS 

Staphylococcus es causante de una gran variedad de enfermedades, desde 
infecciones ligeras en la piel, hasta infecciones sistémicas severas, que ponen en 
alto riesgo la vida de los pacientes (xxxvii). Es una causa común de infecciones 
cutáneas y subcutáneas, incluyendo foliculitis, furunculosis, celulitis, mastitis e 
impétigo y principalmente abscesos, que pueden ser de difícil tratamiento, los 
mismos que deben ser drenados quirúrgicamente, así como en la foliculitis, mientras 
que la celulitis, es generalmente tratada con  antimicrobianos. El Impétigo puede 
ser muy  benigno, hasta llegar a  un potencial síndrome de piel escaldada (xxxviii). 

S. aureus  está comúnmente asociado a infecciones post operatorias, infecciones 
relacionadas con catéteres, Síndrome de Shock Tóxico(SST), e intoxicaciones 
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alimentarias, estas últimas están mediadas por toxinas, Las intoxicaciones 
alimentarias comunes se autolimitan y son causadas por la enterotoxinas presentes 
en alimentos contaminados con  Staphylococcus  y se caracterizan por nauseas , 
vómitos y algunas veces diarrea, los síntomas comienzan 4 a 5 horas luego de la 
ingesta de alimentos contaminados (xxxix,xl). 

TSS causada por  la toxina TSST-1, es una condición potencialmente fatal, 
comúnmente asociada al uso de tampones absorbentes, pero también se han visto 
en infecciones por S. aureus no invasivas en niños. Los síntomas incluyen fiebre alta, 
escozor y eritema múltiple o localizado, descamación de la piel, hipotensión e 
implicación de múltiples órganos (xli,xlii,xliii). 

Las infecciones más serias producidas por S. aureus incluyen Osteomielitis, 
neumonía, sepsis, endocarditis aguda, miocarditis, pericarditis, encefalitis, meningitis, 
síndrome de piel escaldada y abscesos en sitios estériles (xxxvii). Las sepsis por S. 
aureus generalmente se originan  en focos infecciosos locales, las sepsis 
complicadas pueden diseminarse por vía hematógena a otros órganos, como 
corazón, huesos y articulaciones. 

Los tipos de infecciones asociadas con los estafilococos coagulasa negativos 
incluyen las siguientes: 

Infecciones urinarias, nosocomiales y adquiridas en la comunidad (xliv) infecciones 
producidas por dispositivos permanentes (válvulas cardíacas, protésicas, catéteres 
intravenosos, prótesis articulares, implantes de bombas intratecales, derivaciones 
para hemodiálisis, etc.), bacteremia en huéspedes comprometidos, endocarditis de 
válvulas cardíacas naturales y protésicas (xliv), osteomielitis, endooftalmitis 
posquirúrgica. 

3.5 PATOGÉNESIS DE STAPHYLOCOCCUS EN LA 
INVASIÓN  DEL TEJIDO 

Los estafilococos circulantes se unen a los sitios de daño endovascular, donde se ha 
formado un complejo trombo-plaqueta-fibrina (PFT). La bacteria puede atacar a 
través de un mecanismo mediado por  moléculas de la matriz adhesiva, que 
reconoce componentes de la superficie microbiana (MSCRAMM). Alternativamente, 
se pueden adherir a las células endoteliales directamente, a través de interacciones 
adhesina–receptor, o por medio de ligandos, que incluyen constituyentes del suero, 
como fibrinógeno. 

Las modificaciones del endotelio, que resultan de los cambios microambientales, 
como alteraciones de la matriz extracelular, pueden señalar cambios en la 
susceptibilidad celular a la infección. Luego de la fagocitosis por células 
endoteliales, la bacteria elabora enzimas proteolíticas, que facilitan la diseminación 
a tejidos  adyacentes  y la liberación del Staphylococcus al torrente sanguíneo. Los 
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factores tisulares son expresados por  células epiteliales infectadas, facilitando la 
deposición  de fibrina. 

Una vez en los tejidos subepiteliales adyacentes, la bacteria produce una respuesta 
inflamatoria, que resulta en la formación de abscesos. Esta secuencia de eventos, 
contribuye al establecimiento de focos metastásicos de la infección, así como a la 
patogénesis de endocarditis cuando se encuentra implicado el endotelio cardiaco. 

Luego de la fagocitosis, las células endoteliales expresan receptores Fc y moléculas 
adhesivas, moléculas de adhesión a las células vasculares (VCAM) y moléculas de 
adhesión intercelular (ICAM) y liberan interleucina 1, interleucina 6, interleucina 8 y 
factor de necrosis tumoral  (TNF), luego de la exposición al estafilococo. La 
activación de los macrófagos ocurre  luego de la liberación de interferón gamma 
por las células T (xviii). 

La liberación de citocinas al torrente sanguíneo por parte de los monocitos o 
macrófagos, así como las células endoteliales, contribuyen a la manifestación del 
síndrome séptico y vasculitis, asociada con enfermedad estafilocócica sistémica. La 
expresión de los receptores Fc,  puede contribuir a la vasculitis, ocasionalmente 
encontrada durante la bacteriemia, actuando como sitio de unión para la 
inmunoglobulina (Ig) o complejos inmunes (Figura 3) 

 

Figura 3. Mecanismo de la invasión estafilocócica en tejido (Fuente: xviii) 

 3.6 EPIDEMIOLOGÍA DE LAS INFECCIONES 
ESTAFILOCÓCICAS 
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3.6.1 Colonización e infección 
Los humanos son reservorios naturales de S. aureus; 50 % de adultos saludables, 
están colonizados con un 10 a 20 % de manera persistente (xlv). Tanto 
Staphylococcus sensibles, como resistentes a la meticilina, son colonizadores 
persistentes. Las personas colonizadas con S. aureus, tienen riesgo incrementado 
para subsecuentes infecciones.    

Las personas con mayor tendencia a infecciones estafilocócicas, son aquellas con 
diabetes tipo I (xlvi), usuarios de drogas intravenosas, pacientes con hemodiálisis (xlvii), 
pacientes quirúrgicos (xlviii,xlix) y pacientes con síndrome de inmunodeficiencia 
adquirida (l), así como pacientes con función leucocitaria deficiente. 

3.6.2 Transmisión 
La mayor parte de los casos son intrahospitalarios, adquiridos por exposición a las 
manos de los trabajadores en salud, luego de que ellos han sido transitoriamente 
colonizados, o por contacto con otros pacientes. Las epidemias también resultan 
por la exposición a portadores a largo plazo y por fuentes ambientales, sin embargo, 
estos modos de transmisión son poco comunes (xviii). 

3.7  RUEBAS DIAGNÓSTICAS PARA LA DETERMINACIÓN 
DE ESPECIES DE STAPHYLOCOCCUS 
3.7.1 Morfología de las colonias 

Las especies de Staphylococcus, producen colonias características en agar sangre 
de carnero, tienen de 1 a 2 mm de diámetro después de 24 horas de incubación, 
aunque algunos pueden formar colonias más pequeñas durante este lapso. Las 
colonias son habitualmente lisas, mantecosas y ligeramente convexas, con bordes 
enteros. Algunas cepas de S. aureus pueden ser pigmentadas, de amarillo o amarillo 
naranja, en tanto que otras cepas pueden producir colonias de color marfil o grises 
(li).  

Algunos S. aureus y algunas especies coagulasa negativas, pueden tener una zona 
evidente o difusa, de betahemólisis alrededor de las colonias; esta propiedad 
hemolítica, se hace evidente solo después de una incubación prolongada (li)  

3.7.2 Frotis directos teñidos con Gram   
En los frotis directos, teñidos con Gram, provenientes de muestras clínicas, los 
Staphylococcus aparecen como cocos Gram-positivos, o Gram variables, de un 
tamaño que varia, de 0.5 a 1 µm de diámetro. Pueden aparecer aislados, en pares, 
en cadenas cortas o en grupos, tanto dentro, como fuera de los  leucocitos 
polimorfonucleares (li). 

Con formato: Numeración y
viñetas
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3.7.3 Prueba de la Catalasa 
Los microorganismos de la  familia Micrococcaceae, se diferencian de la familia 
Streptococcaceae, por la prueba de la catalasa. Esta prueba detecta la presencia 
de citocromooxidasas en las  Micrococcaceae.  La prueba se hace con peróxido 
de hidrógeno (H2O2) al 3% sobre un portaobjetos. La producción inmediata de 
burbujas, indica la conversión del peroxido de hidrógeno en agua y oxígeno 
gaseoso (li). 

3.7.4 Prueba de la Coagulasa 
El clásico criterio para la identificación de S. aureus, es que puede agruparse en el 
plasma, vía la actividad de coagulasa libre extracelular, también llamada 
estafilocoagulasa. Se cree que la coagulasa libre interactúa con la protrombina en 
el plasma para producir estafilotrombina, la cual convierte a la protrombina en una 
forma activa que libera fibrinopéptidos a partir del fibrinógeno, formando coágulos 
de fibrina (lii). 

Existen otros procedimientos alternativos para la prueba de la coagulasa, son la 
aglutinación con látex, hemaglutinación pasiva, además de otros procedimientos 
confirmatorios adicionales, como ser la prueba de la Desoxirribonucleasa, prueba 
de la Endonucleasa Termoestable, fermentación de Manitol y otros (li,liii). 

 3.7.5 Identificación de  Staphylococcus Coagulasa - negativos 
Como fue descrito anteriormente, S. epidermidis y S. saprophyticus, son los 
Staphylococcus coagulasa negativos, aislados con mayor frecuencia en los 
laboratorios clínicos que trabajan con muestras humanas.  Debido a la reconocida 
importancia clínica de S. saprophyticus en las infecciones urinarias y a la 
importancia de S. epidermidis, como agente causal de infecciones graves, es 
importante que los laboratorios empleen  métodos de identificación definitiva para 
estas dos especies (li).  

Las técnicas tradicionales aplicadas para la detección de estas especies están 
resumidas en la Figura 4. 

Con formato: Numeración y
viñetas
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Figura 4. Esquema para la identificación de Staphylococcus Coagulasa Negativos (Fuente: li). 

3.8 STAPHYLOCOCCUS METICILINO RESISTENTES 
Las cepas de Staphylococcus resistentes a la meticilina, son capaces de crecer en 
presencia de β-lactámicos y sus derivados, incluyendo cefalosporinas y  penicilinas  
estafilocócicas. La resistencia leve a las meticilinas puede ser el resultado de la 
hiperproducción de β-lactamasas, el aumento en la producción y/o la modificación 
en la unión a la penicilina de las PBPs (liv,lv). 

Sin embargo la más relevante y prevalente forma de resistencia a la meticilina, está 
caracterizada por la producción de una proteína de unión a la penicilina adicional, 
denominada PBP2a (PBP2’) (lvi,lvii,lviii). PBP2a probablemente a evolucionado por 
recombinación de un gen de la penicilinasa  y un gen PBP similar a PBP2 y PBP3 de 
Escherichia coli (lix). PBP2a tiene una baja afinidad inusual  por todos los antibióticos 
β-lactámicos, substituyendo los PBPs nativos y permitiendo un continuo ensamblaje 
de la pared celular (lvii,lx).  Sin embargo la sola producción de PBP2a  no es 
suficiente para una expresión óptima de la resistencia a la meticilina (lxi).  La PBP2  
nativa  provee una función transglicosilasa  en la elongación de la cadena de 
peptidoglicano y PBP2a  es requerida para la función transpeptidasa (lxii). 

3.8.1 Cassette Cromosómico SCC mec (mec ADN) 
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En los últimos años, el entendimiento de las bases genéticas de la resistencia a la 
meticilina ha avanzado significativamente, esta resistencia es  producida cuando 
staphylococcus  sensibles adquieren un elemento genético llamado cassette 
cromosómico estafilocócico mec  (SCCmec) que es un elemento genético móvil 
compuesto por el complejo mec y el complejo ccr que codifican las recombinasas 
responsables de la inserción y escisión de este elemento,  está presente en cepas de 
Staphylococcus resistentes a la  meticilina (lxiii); mec se encuentra siempre cerca del 
grupo de genes pur-nov-his del cromosoma de S. aureus (Figura 1). 

 El complejo  mec contiene a mecA,  el gen estructural de la proteína de unión  a la 
penicilina 2a  (PBP2a), mecI y mecR1, que son elementos reguladores, que 
controlan la expresión de mecA (lxiv,lxv).mecA es inducible, y es parte del 
cromosómico estafilocócico (SCCmec) (lxvi,lxvii,lxviii). 

 La secuencia de la región cromosómica donde se inserta SSCmec  parece ser 
altamente homologa entre  diferentes cepas. Además de mecA, este cassette 
alberga un grupo variable de genes no relacionados con la resistencia a la 
meticilina, sirviendo como sitio de integración para varios otros determinantes de 
resistencia, transposones y plásmidos.  Han sido identificados 4 tipos de SCCmec 
(SCCmec I al IV), estructuralmente diferentes (Figura 5) (lxix,lxx,lxxi), todos con 
características comunes, incluyendo el gen mecA  y parte de su región  reguladora. 
Aunque está en estudio un quinto tipo de cassette , que correspondería al V. (clii ) 

 Los genes mecR1 y mecI,  codifican proteínas reguladoras de mecA. MecR1 es una 
proteína transductora de señal,  con un dominio de unión a la penicilina y un 
dominio transmembrana, y Mec I, una proteína represora del gen   mecA (lxxii,lxxiii,lxxiv).  
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Figura 5. Composición genética de los cuatro tipos de cassettes SCCmec. (Fuente: ) 

La expresión de la resistencia a la meticilina varía entre diferentes cepas (lxxv,lxxvi,lxxvii). 
Las cepas con los regulones mecI - mecR1 intactos, son fenotipicamente sensibles a 
la meticilina, ya que mecA es reprimido eficientemente por MecI (lxxviii).  

La expresión constitutiva de resistencia a la meticilina, requiere de alteraciones de 
los genes reguladores y ausencia de los genes reguladores de la β-lactamasa (blaI y 
blaRI), los cuales son también capaces de reprimir a mecA (lxxix). Los aislamientos 
clínicos de MRSA, muestran deleciones en mecI y en algunas regiones de mecR1 o 
mutaciones en mecI o en la región promotora de  mecA (lxxx,lxxxi). 

3.8.2 Evolución de MRSA 
Las primeras cepas de MRSA fueron descritas en 1961 (lxxxii), en el mismo periodo en 
el cual la meticilina fue introducida para uso clínico. El origen del gen mecA y 
SCCmec, es desconocido, pero el gen mecA y sus regiones flanqueantes, han sido 
también detectados en otras especies de Staphylococcus. Una posible fuente es 
Staphylococcus sciuri, ya que varios estudios sugieren que mecA es un elemento 
nativo de S. sciuri mostrando un 88% de similitud genómica con mecA de MRS; este 
estudio estuvo basado en más de cien aislamientos independientes, de diferentes 
fuentes ecológicas, que presentaron una gran variedad genotípica (lxxxiii). Sin 
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embargo, la mayoría de estos aislamientos  no mostraron resistencia a la meticilina 
(lxxxiv,lxxxv). 

El modo de transferencia del gen mecA de un donador desconocido a S. aureus, 
ha sido sujeto de debate. Inicialmente, se creía que las cepas de MRSA eran 
descendientes de un ancestro común, ya que mostraban pigmentación diferente a 
las cepas de S. aureus meticilina sensibles (MSSA), capacidad de sobrevivencia 
invariable y un perfil de resistencia típico (lxxxvi).  

Posteriormente, su clonalidad fue estudiada en una manera más precisa, usando 
una colección de cepas MRSA de 472 aislamientos de diferentes áreas geográficas, 
además de sondas de ADN para la región del mecA y Tn554. Fueron encontrados 29 
patrones Tn554 y 6 diferentes patrones  mecA, cada patrón Tn554 asociado con un 
solo patrón de mecA, lo cual sugiere que el polimorfismo de Tn554 surgió luego de la 
integración de mecA en el cromosoma de S. aureus (lxxxvii). De todos modos, otro 
estudio sugiere que mecA se integró en diferentes linajes de S. aureus, lo cual se 
evidencia por las diferencias en tamaño de algunas proteínas bien conservadas 
evolutivamente (lxxxviii). Los mismos perfiles de la proteína   están  en las  cepas 
comunes de  MSSA.  

De todos modos parece ser  que la transferencia horizontal de SCCmec es un 
evento relativamente raro aunque la transferencia horizontal del material genético 
en otras ocasiones  juega un rol muy importante en la evolución S. aureus (lxxxix,xc). 

3.8.3 Tipos de Resistencia a la Meticilina 
3.8.3.1 Resistencia Heterogénea 

Una característica distintiva de la resistencia a la meticilina es su naturaleza 
heterogénea (xci,xcii). La mayoría de las células en las cepas heterogéneas 
(típicamente 99.9%) son susceptibles a bajas concentraciones de β-lactámicos, es 
decir de 1-5 μg/ml de meticilina, con solo una pequeña porción de células (1 en 
106), que crecen a concentraciones  de meticilina de 50 μg /ml o más. 

Las cepas heterogéneas  pueden parecer homogéneas, bajo algunas condiciones 
de cultivo, como ser el crecimiento en medio de cultivo hipertónico, suplementado 
con NaCl, sucrosa o incubación a 30°C. 

La adición de EDTA pH 5.2 o incubación de 37 a 43°C, favorece el patrón 
heterogéneo y puede suprimir la resistencia enteramente. Estos cambios en la 
expresión de la resistencia con diferentes condiciones de cultivo son transitorios y 
enteramente fenotípicos. El pasaje de una cepa heterogénea en la presencia de 
antibiótico β-lactámico altera el fenotipo de resistencia, seleccionando clones 
mutantes altamente resistentes. Estos clones producen poblaciones homogéneas de 
células altamente resistentes que pueden crecer a concentraciones de meticilina  
de 50 a 100 μg/ml. Esta característica tiende  a ser inestable ya que con sus cultivos 
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repetitivos en medio libre de antibiótico la proporción de células altamente 
resistentes disminuye  gradualmente y el patrón original heterogéneo emerge. 

3.8.3.2 Resistencia Borderline 
Otro tipo de resistencia a la meticilina, es aquel exhibido por las cepas resistentes a 
la Meticilina de tipo Borderline, denominadas BORSA .  

Estas cepas se caracterizan por presentar Concentraciones  Inhibitorias  Minimas 
(CIM) a la meticilina, justo por encima del punto de susceptibilidad (CIM Meticilina 
de 4 a 8 μg/ml) estas cepas se pueden dividir en dos categorías en base a la 
presencia del mecA. Las cepas Borderline que contienen mecA son cepas 
resistentes a la meticilina, extremadamente heterogéneas, que producen PBP2a 
(xciii). Estas cepas tienen una subpoblación de células resistentes, aunque muy 
pequeña que puede crecer a altas concentraciones de droga.   

Las cepas Borderline, que no contienen el mecA, pueden ser diferenciadas 
fenotípicamente de las mecA positivas, en que no existen clones altamente 
resistentes. Una hipótesis, es que la resistencia Borderline  en cepas mecA negativas, 
resulta de modificaciones en los genes PBP normales o por hiperproducción de β-
lactamasa  estafilocócica (xciv). 

3.8.3.3 Resistencia Homogénea 
El fenómeno de la resistencia homogénea en cepas de tipo salvaje, no está 
completamente explicado. Este tipo de resistencia se logra por exposición de cepas 
con regulones mecA intactos a altas concentraciones de meticilina (128 μg/ml), la 
población celular entera de estas cepas  es uniformemente resistente incluso a 
concentraciones de 512 μg/ml (xcv,xcvi), Ryffel et al., demostró que además de la 
producción de PBP2a, para que ocurra una conversión de  fenotipo hétero a homo 
resistente se requiere una mutación cromosómico designada chr* (xcvii). 

3.8.3.4 Resistencia eagle-type   
Este tipo de resistencia se caracteriza por presentar resistencia a altas 
concentraciones de meticilina (64-512 μg/ml), pero, sensibilidad a bajas 
concentraciones de meticilina (2-16 μg/ml). Son cepas heterogéneas, pero con 
tendencia  a convertirse a cepas homoresistentes. La expresión de la resistencia 
eagle-type y la conversión de resistencia heterogénea a resistencia homogénea se 
cree que es el resultado de un mismo factor genético que es  independiente de 
SCCmec y de los factores fem. Se realizaron experimentos en los que se extrajeron 
de la librería genética de este tipo de células dos genes hmrA y hmrB , las cuales al 
ser clonadas en  cepas sensibles le confirieron a las nuevas cepas la característica  
de ser eagle type, por lo tanto se cree que estos genes serían responsables de la 
expresión de este tipo de resistencia (lxxvii,xcviii). 

3.8.3.5  Pre – Meticilina Resistencia 
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Las cepas pre-meticilino resistentes son cepas fenotipicamente sensibles  pero que, 
sin embargo, son portadores del gen mecA, su comportamiento se debe a  una 
fuerte represión de la transcripción del gen mecA, ejercida por el gen mecI, que 
codifica la proteína represora MecI. 

 Otra característica genética que presentan es que el complejo mec de estas 
cepas está totalmente intacto, es decir no presenta deleción ni mutación alguna 
tanto en mec A como en sus reguladores. Estas cepas son clínicamente muy 
importantes ya que, al ser las bacterias tan vulnerables a mutaciones, una cepa 
fenotípicamente sensible con estas características genéticas  podría convertirse en 
cualquier momento del tratamiento en una cepa resistente y por lo tanto persistir  la 
patología  

3.8.4 Factores que afectan el fenotipo de resistencia   
Existen otros factores genéticos y ambientales independientes de SCCmec, que 
también tienen influencia en la resistencia a la meticilina (xcix,lx,c,ci,cii). Estudios de 
inactivación insercional, han identificado muchos genes estafilocócicos normales, 
necesarios para la resistencia a la meticilina. Mutaciones en estos factores, llamados 
fem (factor esencial para la resistencia a la meticilina), o aux (auxiliares), inhiben la 
formación de precursores de peptidoglicano (Figura 6). FemA, Femb y FemX, 
adicionan residuos de glicina en el puente de pentaglicina entre las cadenas de 
peptidoglicano (ciii,civ). La amidación del glutamato es inhibida en el péptido 
principal en los casos donde hay mutación en femC (cv,cvi), la formación de 
glucosamina -1- fosfato se inhibe en caso de mutación en femD (cvii) y en mutantes 
femF está bloqueada la formación de precursores en el paso de adición de lisina 
(cviii). Otros factores que podrían influenciar la resistencia a la meticilina son los genes 
reguladores globales sar y agr (cix). 

 

Figura 6. Factores que afectan el ensamblaje del péptido glicano y la resistencia a la meticilina. 
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3.8.5 Prueba de susceptibilidad  para MRSA 
El diagnóstico primario de resistencia a la meticilina puede ser realizado a través de 
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos, recomendado por el National 
Committee for Clinical  Laboratory  Standars (NCCLS1). Estos métodos están basados 
en la difusión de discos de meticilina, preparados comercialmente, los mismos que 
son colocados en agar; otras pruebas comprenden diluciones seriadas de 
meticilina, en una base de agar o de caldo (cx,cxi). 

Las cepas MRSA heterogéneamente resistentes crecen más lentamente que 
aquellas cepas homogéneamente resistentes y pueden ser más difíciles de 
detectar. La adición de NaCl al medio y una temperatura de 35°C  durante 48 horas 
ayuda a la detección. 

Sistemas de testeado de susceptibilidad antimicrobiana automatizados son muy 
usados en Estados Unidos, no así en nuestro medio. Pruebas de aglutinación 
comercial,  basadas en la detección de PBP2a y cajas de agares comerciales con 
suplementos de meticilina también están disponibles (cxii). Sin embargo el 
diagnostico definitivo se logra utilizando la detección del gen mecA por Reacción 
en Cadena de la Polimerasa (PCR) (cxiii), hibridización o pruebas de fluorescencia 
que son vendidas comercialmente. 

3.8.5.1 Difusión en Disco 
Comprende el uso de una cantidad constante de antimicrobiano, en un disco de 
papel aplicado sobre la superficie del agar en el cual se ha cultivado el 
microorganismo. Por difusión, se formará un gradiente de concentración del 
antimicrobiano, y la sensibilidad del microorganismo estará indicada por el tamaño 
de la zona de inhibición del crecimiento alrededor del disco. Conforme a los 
parámetros otorgados por la NCCLS, el valor es comparado con tablas para 
determinar si la cepa es Sensible o Resistente al antimicrobiano presente en el disco. 

Sin embargo, una serie de variables deben estar controladas para lograr un 
resultado confiable, estos incluyen: espesor del agar, pH y composición, capacidad 
de difusión de la droga en ese medio, velocidad de duplicación bacteriana, 
tamaño y fase del inóculo, temperatura y tiempo de lectura. Además, para verificar 
la ausencia de fallas, debe acompañar controles de referencia correspondientes a 
cepas conocidas ATCC, que permiten detectar fallas en la carga del disco con 
antimicrobiano (cxi). 

3.8.5.2 Pruebas de Dilución (Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima) 

                                                 
1 NCCLS, actualmente tiene las siglas CLSI (Clinical Laboratory of Standard Institute) 
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Las técnicas de dilución en caldo o agar,  pueden ser utilizadas para medir 
cuantitativamente la actividad “in Vitro” de un antimicrobiano, frente a un cultivo 
bacteriano (cx).  

Bajo condiciones apropiadas, igual o más del 95% de las cepas resistentes, son 
detectadas por este método (cxiv). Las últimas recomendaciones de la NCCLS son 
las de usar caldo Mueller Hinton suplementado con 2% de NaCl y un inóculo de 
5x105 ufc/ml y 24 horas de incubación a 35°C (cx).  

Para maximizar la sensibilidad de las cepas meticilina resistentes coagulasa 
negativas se puede incubar 48 horas antes de decir que una cepa es designada 
como susceptible (cxv). 

3.8.5.3 Test de Screening 
El test de screening en agar se lo realiza inoculando 104 ufc en agar Mueller Hinton 
suplementado con 4% de  NaCl y conteniendo 6 μg de Meticilina por ml, luego de 
24 horas de incubación a 35°C, debe ser inspeccionado el agar para ver el 
crecimiento. La presencia de al menos una colonia es indicativo de resistencia 
(cxxxix).  

3.8.5.3 Prueba rápida de Aglutinación Slidex MRSA Detection 
Es una prueba rápida de aglutinación de partículas de látex, que permite la 
detección de la Resistencia a la Meticilina en cepas de Staphylococcus, mediante 
detección de PBP2a. 

Las partículas de látex, sensibilizadas con un anticuerpo monoclonal, dirigido contra 
la PBP2a reaccionan específicamente sobre cepas MRSA provocando aglutinación 
a simple vista (2). 

Tabla 1. Valores referenciales de Sensibilidad y Resistencia a Meticilina para  Staphylococcus por los 
métodos de difusión en disco y Concentración Inhibitoria Mínima (Fuente; NCCLS) 

Resistente Sensible Resistente Sensible
Concentración 

Inhibitoria Mínima >= 4 ug/ml <=2 ug/ml >=0,5 ug/ml <=0,25 ug/ml

Difusión en Disco <= 10 mm >=13 mm <= 17 mm >= 18 mm

Staphylococcus aureus Staphylococcus C.N.

 

3.8.6 Tipificación  de MRS 
La tipificación a través de métodos fenotípicos o genotípicos tiene por objetivo el 
definir si un grupo de cepas de una especie es clonal, es decir si surge de un 
precursor común. Para MRS esta información es necesaria por varios propósitos. En  

                                                 
2 2003. Slidex MRSA Detection. BioMerieux® s.a. France 
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la investigación de brotes, un número incrementado de cepas relacionadas tanto 
en espacio como en tiempo  son tipificadas para determinar si el brote es debido a 
la difusión de una sola cepa.  

Un gran número de métodos han sido desarrollados durante las pasadas décadas, 
la elección del método de tipificación  depende del propósito del análisis, del 
rendimiento biológico y de la eficiencia técnica de los métodos (cxvi). 

La tipificación molecular provee información sobre cambios en la población de 
MRS, durante largos tiempos de vigilancia, luego  de la implementación de 
medidores de controles de infecciones o luego de cambios en regímenes prescritos 
de antibióticos. También se lo utiliza para deducir la evolución y la difusión global de 
cepas MRS.  

Un método óptimo para todos los propósitos de tipificación debe mostrar alta 
reproducibilidad técnica, facilidad de interpretación de resultados. El poder 
discriminatorio de un método, debe ser alto para investigaciones de brotes, pero 
menor para estudio de poblaciones (cxvii). La reproducibilidad es particularmente 
importante si los resultados de la tipificación son guardados, y posteriormente 
comparados con nuevos resultados. 

Los métodos de tipificación fenotípica, caracterizan la relación entre cepas 
indirectamente a través de la expresión de diferentes genes  los resultados son 
generalmente influenciados por factores ambientales, por lo tanto la identidad o 
similitud fenotípica no es siempre debido a la identidad genómica y la identidad 
genómica no siempre se refleja  fenotipicamente. 

3.8.6.1 Tipificación Fenotípica 

3.8.6.1.1 Tipificación por Fagos 

La fagotipificación es uno de los métodos más  antiguos usados para la 
discriminación de cepas MRSA; el primer grupo de fagos fue establecido hace 50 
años (cxviii). La fagotipificación esta basada en la capacidad variable de diferentes 
bacteriófagos para lisar diferentes cepas de MRS (cxix). Aunque los intentos para 
establecer  grupos de fagos para S. aureus y un grupo adicional para MRS, 
internacionalmente han quedado frustrados. Este método muestra una variación 
considerable entre laboratorios, ya que requiere experiencia técnica (cxx,cxxi). Sin 
embargo es un método rápido y suficientemente discriminante para investigaciones 
de brotes  a corto plazo. 

 3.8.6.1.2 Electroforesis de Multilocus Enzimático (MLEE) 

Está basado en la movilidad electroforética de muchas proteínas esenciales para la 
viabilidad y crecimiento celular (cxxii). Este método no es suficientemente 
discriminante para investigaciones de brotes, sin embargo provee  buena 
información de estudios de poblaciones. 
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Otros métodos de tipificación fenotípicos, como biotipificación, serotipificación, 
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE), análisis de proteínas unidas a la 
pared celular e “immunoblotting”, pueden ser usados como métodos adicionales 
(cxxiii,cxxiv). No obstante estos métodos no son frecuentemente usados, debido a la 
falta de  reproducibilidad y poder de discriminación apropiados 

3.8.6.2 Tipificación Genotípica 
Está basada en el análisis del ADN permitiendo una comparación directa  de 
genotipos entre cepas. El análisis de perfiles plasmídicos o de fragmentos de 
restricción han sido utilizados en investigaciones de brotes. En estudios de 
tipificación, aunque el método es técnicamente simple y factible en la mayoría de 
los laboratorios, su uso es restringido, debido a la  variabilidad y su  poder 
discriminatorio. 

Los segmentos de tamaños específicos de ADN cromosómico obtenidos mediante 
el uso de enzimas de restricción y subsecuente electroforesis en geles de agarosa 
proveen una huella digital discriminante (fingerprint) del cromosoma entero. No 
obstante, debido al alto número de fragmentos, la interpretación  puede ser 
subjetiva y por lo tanto no reproducible. La interpretación puede ser mejorada 
haciendo un Southern blotting a los fragmentos de ADN, utilizando una membrana  
y resaltando grupos de fragmentos con sondas específicas (cxxv).  

Las sondas deben incluir secuencias para áreas conservadas (para proveer 
tipificabilidad) y variables para retener la discriminación. Preferentemente la 
secuencia blanco debe ocurrir en múltiples lugares del cromosoma. Las secuencias 
de ADN que se agrupan dentro de estos criterios en cepas de MRSA incluyen 
operones de RNA ribosómico, Tn554,  IS256 e IS257/S431. La hibridización individual 
puede ser usada con  múltiples sondas, cada una reconociendo una simple copia 
del gen, como aquellas para la mayoría de los factores de virulencia. Sin embargo 
este método es mucho más laborioso. 

3.8.6.2.1 Métodos de tipificación basados en PCR 

Genes específicos con regiones polimórficas repetitivas, como ser los genes coa y 
spa, pueden ser usados como blanco para la amplificación por PCR (cxxvi,cxxvii). 
Adicionalmente, la discriminación puede ser conseguida utilizando una técnica de 
determinación de Polimorfismo basado en la Longitud de Fragmentos de Restricción 
(RFLP). La amplificación por PCR en regiones repetitivas en tándem de dominios 
extracelulares de coagulasa estafilocócica, y digestión subsiguiente con Alu I, 
resultan en una discriminación moderada de las cepas (cxxiv,cxxviii). 

La variación en las unidades repetitivas de la proteína A son también un blanco 
para la tipificación, sin embargo, ocurren cambios en las regiones repetitivas de 
esta proteína más rápidamente que en todo el genoma entero, por lo tanto no es 
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un blanco conveniente  para otros propósitos que no sea la investigación de brotes 
(cxxix). 

Las secuencias de RNA ribosómico y las secuencias espaciadoras entre el ADNr  23S 
y 26S han sido también utilizadas como blanco para tipificación por PCR. Otro 
enfoque, es el uso de secuencias repetitivas polimórficas no codificantes, dispersas 
alrededor del genoma bacteriano  (ERIC o REP) (cxxx). 

El PCR con oligonucleótidos aleatorios (AP-PCR), o análisis de  polimorfismo de ADN 
amplificado al azar (RAPD), está basado en  condiciones poco rigurosas de 
amplificación, incluyendo el uso de oligonucleótidos cortos. La amplificación de  
secuencias al azar forma un patrón de PCR, que es compartido por cepas idénticas.  

Las condiciones poco rigurosas de PCR pueden reducir la reproducibilidad de este 
método, y por lo tanto, son rara vez confiables  para ensayos de vigilancia 
epidemiológica, a menos que se tengan disponibles equipos sofisticados, gran 
habilidad técnica y medios computarizados para guardar e interpretar los datos 
(cxxxi).  

3.8.6.2.2 Amplificación de fragmentos polimórficos (AFLP) 

Es un método de tipificación por PCR recientemente adaptado para la 
discriminación de bacterias (cxxxii). En este método, el ADN cromosómico es 
primeramente digerido con cortes frecuentes, y luego  adaptadores específicos son 
unidos a los fragmentos resultantes, y un grupo de estos fragmentos es 
selectivamente amplificado utilizando  oligonucleótidos  que reconozcan la 
secuencia  adaptadora y extendiendo el fragmento original por una a tres bases 
selectivas, el gran número de amplicones marcados con fluorescencia es 
finalmente separado por electroforesis. 

3.8.6.2.3  Tipificación Binaria  

Basada en la hibridización diferencial de más de doce sondas seleccionadas con 
diferentes cepas de MRSA. Para cada cepa analizada doce resultados “si” o “no” (1 
ó 0) son obtenidos (cxxxiii). Las sondas confiables  que hibridizan solo con un solo 
grupo de cepas MRSA, características fueron inicialmente identificadas por RAPD. 
Con lo que se probó que el método es útil en la caracterización genética de 
diversidad de clones MRSA, así como en la detección de esparcimiento de un clon 
de MRSA en naciones enteras (cxxxiv,cxxxv). 

3.8.6.2.4  Electroforesis  de Campo Pulsante en Gel (PFGE)  

Introducida en 1984 está considerada como el método “standard de oro” para 
distinguir cepas de MRSA, en este método, el ADN cromosómico es digerido con 
pocos cortes enzimáticos obteniendo secuencias de reconocimiento de 6 a 8 bases 
de longitud. La digestión produce largos fragmentos de ADN (20 - 800Kb) que no 
pueden ser separados en un gel de electroforesis de agarosa convencional. En el  
PFGE la dirección del campo eléctrico cambia periódicamente, lo cual permite la 
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separación de fragmentos de ADN de más de 10Mb en tamaño (cxxxvi). La 
separación está principalmente basada en el tiempo necesario para la 
reorientación, mayor longitud para mayor volumen que para fragmentos más 
pequeños, en lugar de la velocidad de migración. 

La comparación de secuencias de genomas enteros puede ser el último  y más 
riguroso método para cualquier bacteria. Sin embargo, para los propósitos descritos 
anteriormente esto no es posible, Es más apropiada la identificación de regiones 
con secuencias tanto conservadas como variables. El grado de variación 
dependerá de los propósitos de tipificación.  

3.8.6.2.5 Tipificación de Secuencias  en Multilocus (MLST) 

Para los análisis de  población de MRSA,  ha sido usado con éxito el MLST. Está 
basado en la secuenciación de genes “housekeeping” (genes que codifican 
proteínas esenciales para los procesos metabólicos). Un número distinto es asignado 
a cada secuencia diferente del mismo  alelo y el perfil alélico de los siete genes  
define el tipo de cepa (cxxxvii).  Aislamientos con tipos de secuencias idénticas  son 
considerados clonales con un alto grado de exactitud (cxvii).  

Para investigaciones  de brotes, puede ser más conveniente y menos costoso 
secuenciar un locus discriminatorio como es el caso de las secuencias repetitivas 
cortas (SSR) en genes spa o coa (cxxvi).  

El almacenamiento de datos y su interpretación  son esenciales, ya que volúmenes 
masivos de datos, tanto genotípicos, como fenotípicos, pueden ser requeridos, 
tanto a corto como a largo plazo. Además, la comparación de cepas MRSA entre 
países, se ha tornado  altamente relevante, debido a los esparcimientos 
pandémicos.  

A pesar de los criterios de interpretación establecidos, la disponibilidad de paquetes 
de software disponibles, y muchas estandarizaciones de PFGE Interlaboratorios 
(lxxxiv,cxxxviii), la reproducibilidad es muy difícil de alcanzar. Aunque existen 
programas informáticos que transforman las bandas matemáticamente a valores 
numéricos, PFGE y otros métodos basados en patrones de bandeo son propensos a 
sesgos, debido a la selección manual de bandas; por lo tanto, las bases de datos, 
basados en codificación binaria o secuencias de números o letras, podrían facilitar 
la comparación de cepas entre países. 
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4 OBJETIVO 
 4.1 OBJETIVO  GENERAL 
Determinar la asociación de los genes implicados en la codificación  de PBP2a 
(PBP2’) con la expresión fenotípica de resistencia a la meticilina en cepas de 
Staphylococcus spp. 

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 
Determinar el fenotipo de resistencia a la meticilina en cepas de 

Staphylococcus spp. 

Determinar la frecuencia del gen mecA en cepas de Staphylococcus spp 

Determinar la frecuencia de los genes reguladores mec-R1 y  mec I  

Proponer la frecuencia de tipos de cassettes cromosómicos mec en base al 
juego de oligonucleótidos usados. 

Determinar la asociación de la presencia de los genes  mecA,  mecI y  mec-R1 
con el fenotipo de resistencia a la meticilina 

4.3 HIPÓTESIS 
La expresión fenotípica de la resistencia a la meticilina en Staphylococcus spp  está 
asociada significativamente con la presencia de los genes de codificación y 
regulación de  PBP2a 



 27 

5 DISEÑO METODOLOGICO 
 5.1 MUESTRA 
Las muestras para este estudio fueron enviadas a partir del segundo semestre del 
año 2003, desde los Hospitales Obrero, Hospital de Clínicas, Hospital Copacabana y 
Hospital Arco Iris, de la ciudad de La Paz, así como del Hospital Holandés de la 
ciudad de El Alto. El procesamiento de las muestras se llevo a cabo  en las Unidades 
de Antimicrobianos y Genética Bacteriana del Laboratorio Nacional de Referencia  
en Bacteriología Clínica, del Instituto Nacional de Laboratorios en Salud (INLASA), en 
la ciudad de La Paz. 

5.2 DEFINICIÓN DE LOS CASOS 
Son considerados como casos para este estudio, todas las muestras derivadas al 
Laboratorio de Bacteriología Clínica, cuyas pruebas bacteriológicas en los 
laboratorios de los Hospitales participantes hayan resultado positivas para S. aureus 
y S. coagulasa negativo. 

5.3 TOMA DE DATOS 
Hojas de registro (Anexos) fueron proporcionadas, con consultas de interés para 
este estudio, a todos los hospitales participantes, llenados por el personal 
encargado y enviados junto con las cepas obtenidas de las muestras que 
procesaron.    

5.4 CEPAS BACTERIANAS 
Un total de 70 aislamientos fueron recibidos, de los cuales tres fueron desechados 
debido a contaminación, por lo tanto 67 muestras ingresaron al estudio, las mismas 
que fueron conservadas en medio con glicerol a –70ºC y luego subcultivadas en 
agar Soya Tripticasa suplementada con 5 % de sangre de cordero.  

De los 67 aislamientos, de acuerdo a criterios estándares de laboratorio, 60 cepas 
corresponden a S. aureus y 7 a S. coagulasa negativo. Todas las pruebas fueron 
realizadas el mismo día, en paralelo, a partir de cultivos puros 

Como controles, 3 cepas de referencia fueron incluídas en el estudio: S. aureus 
ATCC 43300, S. aureus ATCC N315 (pre-meticilina resistente) y S. aureus ATCC h4 
(eagle type), todas mec A positivas (Cepas que fueron gentilmente enviadas por el 
Dr. K.Hiramatsu y  T. Ito,  del Departamento de Bacteriología de la Universidad de 
Juntando, Tokio – Japón), una cepa  MSSA, mec A negativa ATCC 29213 y una 
cepa de S. coagulasa negativo MSSE ATCC 12228 las mismas que fueron utilizadas 
para estandarizar las condiciones tanto de PCR como de las otras pruebas. 



 28 

5.5  PROCEDIMIENTO 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.5.1 Pruebas de  Identificación de especie 
5.5.1.1 Catalasa  

PROTOCOLO

Rocolección de cepas en medio Soft 
(Glicerol 5% en Caldo Soya Tripticasa)

Incorporación de los registros en 
una base de datos (Excel)

Cultivo en Agar Sangre de Cordero 
(24h. 35ºC)

Prueba de 
Catalasa

Negativo Positivo

Prueba de 
Coagulasa

Negativo Positivo

Descartado

Staphylococcus Coagulasa 
Negativo Staphylococcus aureus 

Pruebas fenotípicas de Resistencia a 
Oxacilina

Difusión en Disco 
(Bauer Kirby) 1ug de 

Oxacilina

Concentración Inhibitoria 
Mínima (Microdiluación en 

caldo)

Prueba de producción de 
PBP2a (Kit Slidex Staph)

Resultado
Sensible Resistente

Prueba confirmatoria 
(Test de Screening, 6ug 

Oxacilina en Agar)

Pruebas genotípicas: Detección de mecA, 
mecI y mecRi

Análisis de Resultados
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Con una aguja de inoculación  transferir parte del centro de una colonia la 
superficie de un portaobjetos, agregar una gota de peroxido de hidrógeno al 3 %  y 
observar la formación de burbujas abundantes luego de 30 a 40 segundos . 

5.5.1.2  Prueba de coagulasa libre (tubo)  
Emulsificar una pequeña cantidad de la colonia del microorganismo en un tubo 
que contenga 0,5 ml de plasma, incubar a 35ºC durante 4 horas  e inclinar el tubo 
observando si se forma un coagulo, las cepas que no forman coagulo en ese 
momento, deben ser reincubadas a temperatura ambiente,  por 18 horas y 
nuevamente realizar la lectura.  

5.5.2 Pruebas fenotipícas de determinación  de resistencia   
Todos los procedimientos de determinación de sensibilidad y resistencia, así como 
valores de referencia  se basaron en  parámetros establecidos por el National 
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS3). 

5.5.2.1 Prueba de difusión de disco en agar (Bauer-Kirby) 
Utilizar discos de 1 μg de meticilina (Difco Laboratories, Detroit, MT, USA) colocados 
en  agar  Muller Hinton (bioBRAS), con adición de 2% de NaCl. Las zonas de 
inhibición son determinadas luego de 48 horas de incubación a 35ºC. La resistencia 
a la meticilina, es definida de acuerdo a los puntos de corte que da el NCCLS. Los 
controles incluyen una cepa Meticilina resistente (ATCC 43300) y una cepa 
meticilina sensible (ATCC 25923). 

5.5.2.2Prueba de confirmación o test de screening   
Las cepas resistentes (y si hubieran dudosas), son inoculadas en placas de agar 
Muller Hinton, suplementadas con 4% de NaCl y 6mg de meticilina por ml, como lo 
recomienda el NCCLS; son incubadas a 35 ºC por exactamente 24 horas, para 
confirmar el crecimiento o no de las mismas. 

5.5.2.3 Prueba de producción de PBP2a (Slidex MRSA Kit)  
Esta prueba (bioMerieux Vitek, Hazelwood, Mo) es de aglutinación combinada, 
basada en componentes de látex y hemaglutinación, que detectan coagulasa 
unida, proteina A y antígenos específicos de pared celular de Staphylococcus. Se lo 
realiza mediante la suspensión de una o dos colonias del microorganismo en una 
gota de la solución que trae el kit, la aglutinación será leída como positiva .  

5.5.2.4 Concentración inhibitoria mínima (CIM) 
La CIM de la meticilina (Sigma, St Louis, MO, USA) es determinada por el método de 
microdilución en caldo, con 2 % de NaCl, luego de 24 horas de incubación a 35 ºC, 
usando 105 UFC/ml. La cepas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus 
                                                 
3 NCCLS, actualmente tiene las siglas CLSI (Clinical Laboratory of Standard Institute) 
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Coagulasa Negativos, que son resistentes a la meticilina, presentan valores ≥ 4μg/ml 
y ≥ 0.5 μg/ml, respectivamente,  de acuerdo a los estándares (NCCLS). Entonces, las 
concentraciones de meticilina, utilizadas para el estudio comprenden desde 0,25  
μg/ml hasta 128  μg/ml. 

Los controles utilizados fueron ATCC 43300, cepa N315 (pre-meticilina resistente) y 
cepa h4 (eagle type). El control negativo de resistencia  fue ATCC 29213 (MSSA) y 
para las cepas coagulasa negativo ATCC 12228 (MSSE). 

  5.5.3 Pruebas Genotípicas  para la determinación de 
resistencia  

5.5.3.1 Preparación del ADN  cromosómico  
Varios experimentos fueron realizados para seleccionar el mejor método de 
extracción de ADN. Así, fueron establecidos dos métodos: 

5.5.3.1.1 Método de extracción por ebullición 

Cultivar las cepas de los aislamientos 48 horas antes de la extracción en placas de 
agar soya tripticasa con 5 % de sangre de cordero. Emulsionar todas las colonias 
obtenidas de la placa en 2 ml de buffer STE (Anexos), y llevar a ebullición por 5 
minutos e inmediatamente después, a congelación a -70 ºC por 10 minutos. 
Centrifugar a  3500 r.p.m. y separar el sobrenadante (donde está el ADN). Para 
verificar su presencia (ADN) analizar 10 µl del mismo por electroforesis en agarosa al 
1,5 % 

5.5.3.1.2 Método de extracción con cloroformo 

Al igual que el método anterior, emulsionar las colonias obtenidas en 1 ml de buffer 
STE, llevar a 88ºC por 1 minuto exacto, enfriar con chorro de agua del grifo, añadir 
3ml de etanol absoluto, mezclar con micropipeta, congelar a –70°C toda la noche 
(overnight). Centrifugar a 3500 rpm por 15minutos. Eliminar parcialmente el 
sobrenadante dejando unos 100 µl en el tubo. Resuspender el precipitado con 
micropipeta y trasladar a un tubo eppendorf (Descartar el precipitado). Enrasar con 
etanol hasta 1500µl, mezclar por inversión 10 veces. Dejar 10 minutos a -20ºC. 
Centrifugar a 14000 g por 10 minutos. Eliminar 800 µl de sobrenadante (aspirando 
con cuidado). Añadir 800 µl de etanol absoluto frío. 

 Mezclar por inversión 10 veces. Dejar en reposo a -20ºC por 10 minutos. Centrifugar 
10 minutos a 14000 g. Eliminar el sobrenadante, dejando unos 100 µl con el 
precipitado. Añadir 600 µl de STE, añadir 600 µl de cloroformo. Agitar con vortex 
hasta emulsión completa. Dejar 10 minutos a -20ºC. Centrifugar 10 minutos a 14000 
rpm. Llevar el sobrenadante a un tubo nuevo, aspirando toda la fase acuosa 
posible (no importa arrastrar algo de cloroformo). Añadir 600 µl de cloroformo al 
tubo nuevo y agitar con vórtex hasta emulsión completa. Dejar en reposo 10 
minutos a -20ºC. Centrifugar 10 minutos a 14000 g. Llevar la fase acuosa con el 
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máximo cuidado posible a un tubo nuevo (tener extremo cuidado de no arrastrar 
cloroformo. No importa dejar 100 ul de fase acuosa).  

Enrrasar hasta 1500 µl con etanol absoluto sobre el tubo con la fase acuosa. Mezclar 
por inversión 10 veces, gentilmente. Dejar la muestra a -70ºC por una hora. 
Centrifugar 10 minutos a 14000 g. Eliminar el sobrenadante, dejando unos 500 µl con 
el precipitado. Dejar a -20ºC por 20 minutos. 

Centrifugar 10 minutos a 14000 g. Eliminar el sobrenadante lentamente hasta dejar 
unos 100 µl. Con la tapa abierta llevar el tubo eppendorf a evaporación del etanol 
remante en una estufa a 70ºC hasta que esté seco. Añadir 35 µl de Agua 
tridestilada. Dejar a 18ºC (Temperatura ambiente) por 10 minutos. Agitar con vórtex 
20 segundos. Centrifugar fugazmente (Spindown). Guardar el ADN  a -70ºC para 
conservación, o 4ºC para utilizar hasta 5 días. 

5.5.3.2 Condiciones de PCR 
El ADN extraído es utilizado para la amplificación de los segmentos de interés, por 
PCR, en un volumen final de 20 µl, consistente en buffer de PCR 1X (1,5mM de 
MgCl2,); 0,25mM de cada desoxinucleotido trifosfato, 0,8 µM de cada 
oligonucleotido (Tabla 2, Figura 7), 0,05 UI/µl de Taq DNA polimerasa (Promega 
corporation, Madison, WI, USA). 

La amplificacion es realizada en un termociclador (Px2 Thermo electrocorporation), 
utilizando el programa siguiente: desnaturalización inicial a 94ºC  4 minutos,  30 
ciclos de: desnaturalización a 95ºC  1 minuto, hibridación a 58ºC para  mecA, y 55ºC 
para los genes reguladores, 1 minuto, extensión a 72 ºC 2 minutos y una extensión 
final a 72 ºC 4 minutos.  

Una muestra de 20 µl de cada reacción fue analizada por electroforesis en gel de 
agarosa (SIGMA EC No. 232-731-8) al 1,5 % con bromuro de etidio. Como marcador 
de peso molecular fue utilizado DNA Ladder 100pb (invitrogene) 
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Tabla 2. Oligonucleótidos para PCR utilizados para detectar los genes mecA, mecI y mecR1. PB: 
dominio de unión a la penicilina;  MS: región transmembrana de mecR1 

Oligonucleótido Secuencia Posición del 
nucleótido 

Tamaño del Amplicon 
(bp) 

mecA 
p1 

 
p2i 

 
p3 

 
 

mec1 
SA9 

 
SA10 

 
 

mecR1 
SA14 

 
SA13 

 
SA17 

 
5’GGTCCCATTAACTCTGAAG 3’ 
 
5’ GCCAACCTTTACCATCGAT 3’ 
 
5’ AGTTCTGCAGTACCGGATTG 3’ 
 
 
 
5’ AATGGCGAAAAAGCACAACA 3’ 
 
5’  GACTTGATTGTTTCCTCTGTT 3’ 
 
 
 
5’  GTCGTTCATTAGATATGACG 3’ 
 
5’ GTCTCCACGTTAATTCCATT 3’ 
 
5’ CGCTCAGAAATTTGTTGTGC 3’ 

 
911 – 929 

 
1427 – 1445 

 
1956 – 1935 

 
 
 

1923 – 1942 
 

2403-2383 
 
 
 

666 – 646 
 

357 – 376 
 

1954-1935 

 
 

535 
 
 

1046 
 
 
 
 

481 
 
 
 
 
 

310 (MS) 
 

1598 (PB) 
 
 
 

  

 

Figura 7. Representación esquemática de la organización genómica de la región mec. Las flechas 
indican la dirección de los oligonucleótidos usados. Los tamaños de los productos de PCR están 
incluidos. PB: dominio de unión a la penicilina; MS: región transmembrana de mecR1 
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6 RESULTADOS 
Las cepas recibidas por el INLASA, procedentes de los cinco centros de salud 
(Hospital Obrero, Hospital de Clínicas, Hospital Arco Iris, Hospital Copacabana y 
Hospital Boliviano Holandés) Con el reporte diagnóstico de S. aureus y S.C.N., fueron 
confirmadas utilizando los procedimientos estándares de detección de 
Staphylococcus. 

Los resultados pueden ser apreciados en la Tabla 2. Sobre 67 cepas estudiadas, 60 
efectivamente, corresponden a S. aureus; 7 corresponden a Staphylococcus C.N. 
(Concordancia del 90%)  

Tabla 3. Relación de especies de Staphylococcus detectadas en los centros de Salud, con respecto a 
la confirmación efectuada en el laboratorio del INLASA 

Staphylococcus 
aureus

Staphylococcus 
CN Total

Staphylococcus aureus 58 5 63

Staphylococcus  CN 2 2 4
total 60 7 67

Confirmación en Laboratorio de 
INLASA

Especie detectada en 
laboratorio del Hospital

 

6.1 FENOTIPO DE RESISTENCIA A LA METICILINA 
Cuatro técnicas fueron aplicadas para la determinación de este fenotipo: Difusión 
en disco (Bauer Kirby), Prueba de confirmación (Meticilina en agar, 6 µg/ml), la 
prueba de Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) y la Prueba de detección de 
cepas productoras de PBP2a (Kit Slidex MRSA). 

Los resultados de difusión en disco (Gráfica 1), presentan 9 cepas de S.aureus 
resistentes, de 60 totales. Y todas las cepas C.N. sensibles. 

En la Tabla 4, es posible apreciar los resultados tanto por difusión en disco 
confrontados con los de Concentración Inhibitoria Mínima. Así, de las 9 cepas 
resistentes por difusión en Disco, 1 de ellas tiene un resultado discordante (Sensible) 
por CIM.  Además, aparecen 7 cepas resistentes por CIM, que eran Sensibles por 
Difusión en Disco.  Por último, las 7 cepas sensibles de Staphylococcus Coagulasa 
Negativo, son resistentes por CIM.  
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Resistente Sensible Total

Staphylococcus aureus 9 51 60

Staphylococcus CN 0 7 7
total 9 58 67

0.345742204

Sensibilidad

Especie

Test exacto de Fisher
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Gráfica 1. Sensibilidad y Resistencia a la Meticilina en cepas de S. auerus y S. Coagulasa Negativo. 
Método de Difusión en Disco (Bauer Kirby) 

La Tabla 5 nos permite comparar un tercer método de determinación de 
Sensibilidad y resistencia: el kit Slidex MRSA, basado en la detección de la proteína 
PBP2a por aglutinación.  Los resultados de esta prueba son discordantes con la 
prueba de Difusión en Disco en un 20% (14/67)  y con la prueba  CIM en un 34%  
(23/67) 

 

Tabla 4. Comparación de los resultados de Sensibilidad y Resistencia de cepas de Staphylococcus, 
entre los métodos de Difusión en Disco y Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 

Resistente Sensible Resistente Sensible

Resistente 8 1 0 0 9

Sensible 7 44 7 0 58
total 15 45 7 0 67

total

Difusión en 
disco

CIM 
Staphylococcus aureus Staphylococcus CN
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Tabla 5. Comparación de los resultados de Sensibilidad y Resistencia de cepas de Staphylococcus 
entre tres métodos: Difusión en Disco, kit Slidex MRSA y Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 

Resistente Sensible Resistente Sensible
Resistente 6 0 0 0 6

Sensible 2 1 0 0 3

Resistente 1 9 1 0 11

Sensible 6 35 6 0 47
Total 15 45 7 0 67

CIM 
Staphylococcus aureus Staphylococcus CN

Resistente Método 
Slidex

Sensible Método 
Slidex

Método 
Difusión 
en disco

total

 

6.2 DETERMINACION DE LOS GENOTIPOS 
RELACIONADOS CON RESISTENCIA A LA 
METICILINA 

Tabla 6. Detección de dos segmentos del gen mecA, mediante el uso de dos pares de 
oligonucleótidos (p1-p3 y p1-p2i, respectivamente) 

  P1 - P3  

  Staphylococcus aureStaphylococcus C

  Positivo Negativo Positivo Negativo
total 

Positivo 3 5 1 3 12 
P1 P2i 

Negativ 2 50 0 3 55 

 Total 5 55 1 6 67 

 Test exacto de Fish0.0084    

De 60 cepas de Staphylococcus aureus,  10  (17%) son portadoras del gen mecA, 
detectados con al menos un par de oligonucleótidos, de los dos utilizados.  De 
todas las cepas mecA positivas, 3 (30%) no tuvieron alteraciones en su secuencia, 
puesto que la combinación p1-p2i dio un producto amplificado de 535 pares de 
bases (Fotografía 1), y con la combinación p1-p3 dio el producto de 1046pb 
(Fotografía 2). 
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Fotografía 1. Amplificación de un segmento de mecA mediante el uso de par p1-p2i. Un marcador 
de Número de bases (Ladder 100bp) fue utilizado. Fuente: INLASA-LNRBC 

 

Fotografía 2. Amplificación de un segmento de mecA, mediante el uso del par de oligonucleótidos 
p1-p3. También fue incluído un marcador de Número de pares de bases. Fuente: INLASA – LNRBC. 
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De las 10 cepas mecA positivas, 5 (50%) presentaron  alteraciones en su secuencia 
al dar producto con los pares p1-p2i, pero no con el par p1-p3. Dos cepas (20%) 
presentaron alteración en su secuencia por ocurrir lo inverso (p1-p3 negativo). Así, 
en total, 7 cepas (70%) son portadoras del gen mecA alterado en su secuencia. 

De 7 cepas de Staphylococcus Coagulasa Negativos, 4 (57%) tenían en su 
cromosoma el gen mecA. De estas, sólo una (14%) portaba el gen inta  cto, 
mientras que tres (43%) presentaron alteraciones en su secuencia, en este caso, no 
dieron producto de amplificación con el par p1-p3 (Tabla 6). 

Para la detección de los genes reguladores meci y mecR1, fueron usados cinco 
oligonucleótidos, combinados en tres pares (Figura 7). 

La fracción que codifica la región Transmembrana (MS) de mecR1 fue detectada 
por el par SA14-SA13. La fracción de Unión a la Penicilina (PB), fue detectada por el 
par SA17-SA13 (Fotografía 3).  

 

Fotografía 3. Productos de la amplificación de las dos regiones del gen mecR1: 310 pb para la región 
MS y 1593 pb para la región PB. 

Los resultados para el gen mecR1, pueden ser apreciados en la Tabla 7. De las 10 
cepas  mecA positivas de Staphylococcus aureus, 5 son portadoras del gen mecR1, 
de estas, 3 poseen el gen intacto y 2 tienen el gen alterado, ya que no dieron 
producto de amplificación sobre la región PB, pero sí sobre la región MS.  
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Tabla 7. Detección de las regiones PB y MS del gen mecR1, de cepas de Staphylococcus portadoras 
del gen  mecA. 

Positivo Negativo Positivo Negativo

Positivo 3 2 0 1 6

Negativo 0 5 1 2 8
total 3 7 1 3 14

0.1875Test exacto de Fisher

total

Región 
MS

Región PB
Staphylococcus aureus Staphylococcus CN

 

De las 4 cepas mecA positivas de Staphylococcus Coagulasa Negativo, 2 portan el 
gen mecR1. De estas, ambas poseen alteraciones en diferentes puntos de su 
secuencia, pues una cepa tuvo producto de amplificación sobre la región PB pero 
no sobre la región MS, y la otra cepa dio resultado a la inversa de la primera. 

 

Fotografía 4. Producto de amplificación del gen mecI (481 pb) 

Para la detección del gen mecI el producto de amplificación obtenido alcanza un 
tamaño de 481 pares de bases (Fotografía 4).  

De las 10 cepas de  Staphylococcus aureus portadoras del gen mecA, 7  (70%) 
presentan el gen mecI.  Por otro lado, de las 4 cepas de Staphylococcus Coagulasa 
Negativo, 2 (50%), portan el gen mecI (Tabla 8). 
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Tabla 8. Presencia del gen mecI en cepas de Staphylococcus portadoras del gen mecA 

Presente Ausente Total

Staphylococcus aureus 7 3 10

Staphylococcus CN 2 2 4
total 9 5 14

0.454545Test exacto de Fisher

Gen mecI

Especie

 

6.3 TIPOS DE CASSETTES CROMOSÓMICOS  
 

Tabla 9. Frecuencia de los diferentes tipos de cassettes cromosómicos mec, en base a los productos 
amplificados con el juego de oligonucleótidos (SA17, SA13, SA14, SA10 y SA9) en cepas de  
Staphylococcus portadoras del gen  mecA. 

Staphylococus aureus

Cassette SA17 SA14 SA13 SA10 SA9 Cepas
I o IV ausente presente presente ausente ausente 1
II presente presente presente presente presente 3
III presente presente ausente presente presente 3
Var I ausente presente presente presente presente 1
Var II ausente ausente ausente ausente ausente 2

Total cepas: 10
Staphylococcus Coagualasa Negativo

Cassette SA17 SA14 SA13 SA10 SA9 Cepas
I o IV ausente presente presente ausente ausente 1
II presente presente presente presente presente 0
III presente presente ausente presente presente 1
Var II ausente ausente ausente ausente ausente 1
Var III presente ausente presente presente presente 1

Total cepas 4

mecRI pb SA17-SA13 Par de primers para detectar la región PB de mecR1
mecR1 MS SA14-SA13 Par de primers para detectar la región MS de mecR1
mecI SA10-SA9 Par de primers para detectar mecI

Var = Variante ( No coincidente con los tipos conocidos)  

La Tabla 9 presenta la frecuencia de los diferentes cassettes cromosómicos mec 
obtenidos en base al juego de oligonucleótidos utlizados para la detección de 
mecR1 y mecI.  

Es importante tomar en cuenta que esta apreciación no es definitiva, ya que los 
cassettes tienen otros indicadores que también requieren ser detectados para 
confirmar el tipo.  
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Como es posible apreciar, el juego de oligonucleótidos no tiene suficiente poder 
para diferenciar el casete tipo I del tipo IV, por lo tanto, la presencia de una cepa 
de S. aureus y otra de S. C. N. , podrían ser portadoras ya sea del tipo I o del iV. 

3 cepas de S. aureus podrían ser portadoras del cassette tipo II; pero ninguna de S. 
C. N. 

3 cepas de S. aureus podrían ser portadoras del tipo III, y una cepa de S. C. N. 

3 cepas de S. aureus, y 2 de S. C. N., no coinciden con ninguno de los 4 tipos 
conocidos. 
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6.4 RELACION DE LA RESISTENCIA A LA METICILINA 
POR CIM CON LA PRESENCIA DE LOS GENES MECA, 
MECR1 Y MECI 

Tabla 10. Presencia de los genes mecR1 y mecI de cepas de  Staphylococcus mecA positivas, 
asociadas al fenotipo de resistencia y sensibilidad a la Meticilina (p1-p3: primers orientados sobre la 
secuencia completa del gen mecA; p1-p2i: primers orientados sobre un segmento de mecA; SA9-
SA10: primers orientados sobre el gen mecI; SA13-SA14: sobre el segmento central de MS de mecR1; 
SA13-SA17: sobre el segmento PB del gen mecR1) 

Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg

RE
SI

ST
EN

TE

C
IM

St
ap

hy
lo

co
cc

us
 a

ur
eu

s

SA13 - SA14
Positivo Negativo

SA9 - SA10SA9 - SA10
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De las 5 cepas de Staphylococcus aureus, resistentes a meticilina por el método 
CIM, una es portadora del gen mecA intacto, mecR1 intacto, y  mecI. Otra cepa, 
porta el gen mecA alterado (no da producto de amplificación con el primer p2i, en 
el centro del gen), pero es portadora de los genes  mecI  y  mecR1. Una cepa, 
posee el gen  mecA alterado (no amplifica con el primer P3), también tiene el gen 
mecR1 alterado ( la región PB no dio producto), pero posee el gen  mecI.  Y dos 
cepas, tienen el gen  mecA alterado (no amplifican con el primer P3), poseen el 
gen  mecI, y es negativo para el gen  mecR1. 

De las 5 cepas de  Staphylococcus aureus,  sensibles a Meticilina,  una es portadora 
del gen  mecA,  mecI y  mecR1 intactos. Una cepa tiene el gen  mecA intacto, no 
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presenta  mecI,  y el  mecRI  está alterado (no amplifica con el primer SA17, es decir, 
región PB). Una Cepa tiene el gen  mecA alterado (no amplifica con P2i),  no posee 
el gen  mecR1,  pero si el gen  mecI. Por último, dos cepas poseen el gen  mecA 
alterado (no amplifica con el primer p3) y no posee los genes reguladores (mecI  y  
mecR1) 

Todas las cepas (cuatro) de Staphylococcus Coagulasa Negativo, portadoras del 
gen  mecA son resistentes a Meticilina.  Entonces, de estas, una es portadora  del 
gen  mecA intacto, portadora de  mecI, y también de mecR1 alterado (no 
amplifica con SA14, es decir, la región MS).  Una cepa tiene el  mecA alterado (no 
amplifica con p3), mecR1 presente, pero alterado (no amplifica la región PB) y  
mecI está ausente.  Una cepa tiene  mecA alterado en p3, no presenta  mecR1, 
pero si  mecI. Finalmente, una cepa portadora de  mecA alterado (no amplifica en 
p3),  no posee  mecR1, tampoco  mecI.  
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7 DISCUSIONES 
El principio de un buen resultado es una buena práctica. Así, no sólo es importante 
determinar la resistencia o sensibilidad de una cepa, en este caso, Staphylococcus, 
sino, previamente, haberla identificado correctamente. De ahí la necesidad de 
realizar la confirmación de los resultados obtenidos por los centros de salud 
participantes. Estas apreciaciones toman cuerpo, al observar la Tabla 3, en la cual 
podemos verificar una concordancia sólo del 90 %, ya que de las 63 cepas 
reportadas como S. aureus, 5 corresponden a C. N., y de las 4 reportadas como 
C.N., en realidad sólo 2 lo son. Tomando en cuenta sólo los C.N. la discordancia es 
del 50%  

Este tipo de errores afectaría dramáticamente en el reporte de sensibilidad y 
resistencia, ya que los puntos de corte son diferentes para ambos grupos (Tabla 1). 
Esto repercutiría epidemiologicamente, dando lugar a información errada.  

El efecto de este error sobre el paciente, también es relevante, porque el médico 
tomará una decisión acertada, por su criterio profesional, pero errada, por causa 
del reporte laboratorial. 

7.1 FENOTIPOS DE RESISTENCIA A METICILINA 
Aunque el método de difusión en disco es ampliamente utilizado en los laboratorios, 
para el género Staphylococcus, es el menos confiable para la determinación de 
resistencia a la meticilina (cxxxix,cxl,cxli), ya que tiene baja capacidad de detección 
de cepas resistentes comparado con otros métodos.  

Los esfuerzos para incrementar la sensibilidad de esta prueba con adición de NaCl 
al agar, o la incubación por 48 horas reduce la especificidad, particularmente para  
S. aureus.  De todos modos, incubaciones más largas pueden mejorar la sensibilidad 
para la detección de cepas heterogéneas de Staphylococcus Coagulasa 
negativos, sin afectar apreciablemente la especificidad (i).  

Entonces, de acuerdo a las normas de la NCCLS, la lectura debe realizarse a las 48 
horas, y esta podría ser la explicación del hallazgo de una cepa de S. aureus 
sensible por CIM entre las 9 resistentes por Difusión en Disco debido a la disminución 
de la sensibilidad (Tabla 4).  

Pero algo más significativo todavía, es la detección de 7 cepas de S.C.N., resistentes 
por CIM, que fueron sensibles por Difusión en Disco, debido a la baja Especificidad 
de esta prueba. Este hallazgo coincide con los resultados de otros estudios, en los 
cuales afirman que los métodos convencionales a menudo tienen dificultades para 
detectar cepas resistentes a Meticilina (cxlii) 
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El método del kit Slidex MRSA, aplicado para la detección de la proteína PBP2a no 
está validado por la NCCLS (clvii). Sin embargo, existen reportes del uso del mismo, 
que muestran resultados óptimos (cxliii,cxliv). No obstante en nuestra práctica, los 
resultados del Slidex MRSA fueron los más discordantes entre los tres métodos.   

El problema en este método radica en la característica de Staphylococcus de 
presentar cepas heterogéneas respecto a la resistencia a la meticilina. Algunas 
cepas Meticilina resistentes, no expresarán la proteína PBP2a sin previa estimulación 
(cepas eagle type), y serán reportados como Falsos Negativos.  

Otras, que presentan resistencia a la Meticilina por hiperproducción de β-
lactamasas, no relacionadas con la producción de PBP2a, serán reportadas 
también como Falsos Negativos.  

La presencia de nueve casos Resistentes por este método, pero sensibles por 
Difusión en Disco y CIM (Tabla 5), indicarían la presencia de la proteína PBP2a que 
no logra alcanzar una concentración suficiente para que pueda ser detectada por 
los otros dos métodos (reconocidos por la NCCLS). Esta apreciación está respaldada 
por investigaciones realizadas al respecto (cxlvii). También planteamos como 
hipótesis, la presencia de aglutinación por reacción cruzada con proteínas similares 
a PBP2a por lo menos a nivel de epítopes.  

Si esta hipótesis es válida, demostraría que el método Slidex MRSA no es confiable. 

7.2 GENOTIPOS DE RESISTENCIA A LA METICILINA 
De acuerdo a normas internacionales (cxi), la detección del gen  mecA, al margen 
de cualquier resultado fenotípico con Antimicrobianos, debe ser reportado como 
“Meticilina resistente”. Entonces la expresión fenotípica, no es tan determinante 
como la genotípica. Incluso, la detección de  mecA, es considerada como la 
prueba  “Gold Standard” para la resistencia a Meticilina.   

Comparando con otros estudios (cxlv,cxlvi), la frecuencia de cepas portadoras del 
gen  mecA, es baja (17%). No obstante, este resultado no es reconfortante, puesto 
que los reportes sobre vigilancia epidemiológica en Bolivia (x) por  métodos 
fenotípicos determinan un incremento entre los años 1999 y 2000 (de 3% a 6.9%, 
respectivamente).  

En lo referente a las cepas Coagulasa Negativas, la tasa de cepas portadoras de 
mecA es mayor (57%) 

Estudios realizados en otros países, encuentran la secuencia del gen  mecA 
altamente conservada, alcanzando valores de hasta 89% en  Staphylococcus 
aureus y 94.7% en S. Coagulasa negativos. Sin embargo, este estudio, realizado 
sobre cepas bolivianas, halla una baja tasa de conservación de la secuencia del 
gen  mecA (30% en  S. aureus y 25% en S. C. N.). Esto probablemente se debe al 
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tamaño de muestra insuficiente para determinar la confiabilidad del resultado. De 
todas maneras, el hallazgo de 10 cepas portadoras de  mecA, de las cuales sólo 3 
tienen el gen intacto es llamativo.  

Si este resultado fuera significativo, indicaría que la secuencia no está lo 
suficientemente protegida de los diversos factores que llevan a la alteración de la 
secuencia. Además, la presencia de alteraciones no está dirigida a un solo punto, 
sino a dos (pudiera ser a mas lugares de la secuencia) ¿Qué tan beneficioso es para 
la clínica este hallazgo? Esto será tratado más adelante al relacionarla con el 
fenotipo. 

Respecto a la presencia del gen regulador positivo mecR1, y del gen regulador 
negativo mecI, en las cepas de Staphylococcus aureus y S. C. N.,  mecA positivas,  
su importancia está enfocada a la asociación con el  tipo de cassette que podrían 
poseer. Y por otra parte, a la asociación con el fenotipo de resistencia. 

Los tipos de cassettes propuestos en la Tabla 9 no son concluyentes, debido a que 
estos son islas cromosómicas constituidas por varios elementos acompañantes, tales 
como transposones, genes de resistencia, el complejo ccr, que es un conjunto de 
recombinasas, encargadas de la integración del cassette, así como  de su escisión.  
Así, son necesarios más instrumentos moleculares que permitan una clara y definitiva 
diferenciación de los tipos(lxvii,lxix,cxlvii,cxlviii).  

7.3 ASOCIACIÓN DEL GENOTIPO CON EL FENOTIPO DE 
RESISTENCIA A METICILINA 

Desarrollaremos la discusión considerando cada cepa a color en base al orden de 
aparición en la Tabla 10. 

7.3.1 Staphylococcus aureus 
La primera cepa (color rojo) es portadora de los genes mecA, mecR1 y mecI. Dio 
productos de amplificación con todos los pares de oligonucleótidos. 
Fenotípicamente es Resistente por el método de Concentración Inhibitoria Mínima 
(128 μg/ml), de igual manera por Difusión en Disco.  De acuerdo a los productos de 
amplificación, esta cepa sería portadora del cassette cromosómico tipo II.  

La cepa  corresponde a un aislamiento de una muestra de infección de tipo 
comunitaria.  

En la prueba de CIM, la cepa fue sensible a bajas concentraciones, pero Resistente 
a 128 μg/ml, lo cual es una característica de las cepas  “Eagle type”.  Entonces, esta 
cepa debe portar en su cromosoma los genes hmrA y hmrB, que no están 
demostrados en este estudio (cxlix). 
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La segunda cepa (color rojo); portadora de los genes mecA, mecR1 y mecI; con la 
característica de presentar una alteración en el gen mecA, pues no hubo 
amplificación con el oligonucleótido p2i, que está ubicado en la región central de 
mecA. No obstante, esta cepa es resistente por CIM (128 μg/ml, Eagle type).  En 
difusión por Disco, fue resistente. Corresponde al cassette tipo II. 

La alteración presente en mecA, no es significativa clínicamente, es decir, no afecta 
a la expresión efectiva de PBP2a (y su correspondiente Resistencia de Meticilina). La 
cepa, es de origen intrahospitalario 

La tercera cepa (color rojo); portadora del cassette tipo II, posee todos los genes 
intactos. Sin embargo, es sensible por difusión en Disco y  por CIM (2μg/ml). Esta es la 
característica de una cepa Pre – meticilina resistente. En este caso, esta cepa no 
portaría los genes hmrA y hmrB (cxlix). 

La cuarta cepa (color café);  es portadora del gen mecA, alterado en el sitio de 
unión con el oligonucleótido P3. mecR1 está presente pero con una mutación a 
nivel del oligonucleótido SA17, de la región PB. mecI está presente. Por CIM y por 
Difusión en Disco esta cepa es Resistente (128 μg/ml por CIM, cepa Eagle type).  El 
fenotipo revela que, aunque mecRI está alterado, esta alteración no es significativa.  
Lo mismo acontece con el gen  mecA.  

El conjunto de los productos amplificados no coincide con ninguno de los cuatro 
tipos descritos en la bibliografía (lxix,xiii,lxvii). Esto podría indicar la presencia de un 
cassette como una nueva variante, puesto que a la fecha han sido descritas otras 
variantes de estos cassettes (cl).  

La muestra es de origen comunitario. 

La quinta y sexta cepas (color fucsia), son portadoras del cassette tipo III. El gen 
mecA está alterado a nivel del oligonucleótido P3, no obstante, esta cepa es 
resistente por CIM (4 μg/ml tipo BORSA  y 128 μg/ml eagle type, respectivamente).   

Es necesario resaltar el hecho, que, de acuerdo con los resultados de laboratorio, el 
gen mecRI podría estar ausente, puesto que el juego de tres oligonucleótidos no dio 
ningún producto de amplificación. Sin embargo, este gen es bastante grande, de 
tal modo que, hay una porción que no fue analizada en este estudio, que podría 
estar presente, indicando así su presencia.  

Una cosa es cierta, el gen mecR1 es un regulador positivo, es decir activa la 
expresión de mecA a PBP2a. Ahora, una de las cepas es BORSA (CIM=4), y 
conforme a la bibliografía, generalmente estas son productoras de β-lactamasas, 
antes que productoras de PBP2a(i). Además, la presencia del gen mecI, detectado 
en ambas cepas, explica la fuerte represión para la expresión de mecA.  
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En cuanto a la cepa con CIM  = 128, conforme al fenotipo observado, corresponde 
a una Eagle type. En este caso, el gen mecR1 está activo. Una prueba de su 
presencia, puede ser la detección misma del gen mecI, ya que uno de los 
oligonucleótidos (SA9, Figura 7) corresponde a un sector del gen mecRI. En este 
caso, pese a las mutaciones presentes en mecR1, la actividad de su producto 
continúa con la capacidad de estimular la expresión de mecA. 

De igual manera ocurre con el gen mecA, que presenta alteración en su secuencia, 
al no dar producto de amplificación con el oligonucleótido P3. Esta alteración no es 
significativa, y la producción de PBP2a es eficiente.  

Por otra parte, esta cepa además debe poseer los genes hmrA y hmrB, que 
permiten presentar un fenotipo “Eagle type”. 

Ambas cepas, son de origen intrahospitalario. 

La séptima cepa (color azul), portadora del cassette tipo I o IV (no es posible 
diferenciarlos con el juego de oligonucleótidos usados en este estudio), posee el 
gen mecA intacto, mecR1 está alterado a nivel de la región PB, y mecI estaría 
ausente. Esta cepa es sensible por CIM (1μg/ml) y por Difusión en Disco.  

Si bien el gen mecA está presente, su expresión es mínima o nula; posiblemente 
porque la alteración a nivel de la región PB de mecRI, estaría afectando de manera 
significativa la expresión de su proteína, especialmente en el dominio 
correspondiente a la unión con la Penicilina. De esta manera, no hay estímulo para 
la expresión de mecA. Además, el elemento supresor de la codificación de 
penicilinasa (blaI), estaría presente, reprimiendo la expresión de mecA, que está 
bajo un control dual, tanto de mecRI-mecI y blaR1-blaI (cli,lxxix). 

Aunque no hay seguridad del tipo de cassette al que pertenece (I o IV), la 
probabilidad que sea el tipo IV es mayor, dado que esta cepa es de origen 
comunitario (clii), según estudios en Francia y Japón. 

La Octava cepa (color fucsia), posee el cassette cromosómico tipo III. El gen mecA 
está alterado a nivel del sitio de unión con el oligonucleótido P2i. El gen mecI está 
presente, sin embargo, el gen mecRI estaría ausente. Esta cepa es sensible por CIM 
(2 μg/ml) y por Difusión en disco. Es de origen comunitario. 

La sensibilidad fenotípica observada, puede obedecer a dos posibles causas: La 
primera: el gen mecA tiene una alteración significativa, lo cual no permite la 
codificación a PBP2a, o el producto es ineficiente. La segunda: mecI, al estar 
presente, está ejerciendo una fuerte represión de mecA. 

No obstante este resultado, esta cepa no dejaría de ser una “pre-meticilina 
resistente”, ya que, la estimulación de mecA, no solo puede darse gracias a mecR1, 
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sino también por blaR1, y en algún momento del tratamiento, in vivo, 
desencadenarse la resistencia. In vivo la probabilidad de que este cambio 
fenotípico ocurra es mucho más alto que in vitro, debido al elevado número de 
cepas presentes en una infección, donde puede ocurrir la transferencia de ADN 
entre cepas, o la mutación de estos genes. 

La Novena y décima cepas (color negro): Debido a las características que 
presentan estas cepas, no es posible agruparlas dentro de alguno de los tipos 
específicos de cassettes conocidos. Más bien parecerían ser una variante. Ambas 
presentan el mecA, con alteración a nivel de P3. Los genes reguladores parecen 
estar ausentes. El fenotipo que presentan, tanto por CIM (1 y 2 μg/ml, 
respectivamente), como por Difusión en Disco, es Sensible. Las cepas son de origen 
intrahospitalario. 

La causa del fenotipo sensible en estas cepas puede deberse a la necesidad de 
mecA, de un regulador como mecR1, que al estar ausente, no puede codificar 
PBP2a. Esto también indicaría la ausencia de blaR1, que hubiera reemplazado a 
mecR1.  

Hubieron además, cepas mecA negativas, pero con fenotipo resistente (10/60, 17%) 
sobre el total de las cepas de S. aureus estudiadas. Los valores de CIM de estas 
cepas fueron BORSA; hecho que, corrobora la ausencia de mecA, por lo cual, la 
posibilidad del fenotipo resistente apunta a la presencia de β-lactamasas (i) 

7.3.2 Staphylococcus Coagulasa Negativo 
Todas las cepas tienen un fenotipo Resistente. 

La primera cepa (color verde), parece no pertenecer a ninguno de los cuatro 
cassettes conocidos, constituyéndose en una posible nueva variante. Todos los 
productos de amplificación fueron obtenidos, excepto la correspondiente a la 
región MS de mecR1. la CIM de esta cepa fue de 2 μg/ml. Este es un valor que 
obedece a una expresión débil de mecA. Esta cepa es Sensible por el método de 
Difusión en Disco. Así que, aparentemente, la resistencia detectada por CIM parece 
deberse a la presencia de β-lactamasas. Dada la alteración observada en mecR1, 
es posible que mecA no esté siendo expresado por la represión ejercida por mecI, 
presente e intacto. Esta cepa es de origen comunitario. 

La segunda cepa (color azul), posee ya sea el cassette tipo I o IV. El gen mecA está 
alterado a nivel de P3. El gen mecI, está delecionado. El gen mecRI está alterado a 
nivel de la región PB. El fenotipo de esta cepa es Resistente por CIM (4 μg/ml), y 
sensible por Difusión en Disco. De igual manera que el anterior caso, la Resistencia 
observada no es alta, como ocurre cuando mecA está siendo expresado. La 
resistencia es tan sutil, que el método de Difusión en disco no la puede detectar.  
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Genéticamente no habría represión de mecA, por la ausencia de mecI. Pero la 
expresión de mecA, dependiente de mecR1, tiene a este regulador alterado, 
posiblemente de manera significativa. Entonces, el fenotipo resistente por CIM, 
apunta más a la presencia de β-lactamasas (cxlix,cli). Esta cepa es de tipo 
comunitario, lo que inclina a pensar que posiblemente es portadora del cassette 
tipo IV, más que del tipo I(clii). 

La tercera cepa (color fucsia), posee el cassette tipo III. El gen mecA está alterado a 
nivel de P3. El gen mecR1 no dio producto de amplificación en ninguna de las dos 
regiones (PB y MS). El gen mecI está presente. El fenotipo es Resistente por CIM (1 
μg/ml), y sensible por Difusión en Disco. Con esta cepa acontece lo mismo que con 
las anteriores. La Resistencia débil parece ser efecto de β-lactamasas, antes que la 
producción de PBP2a. Esta cepa es de origen intrahospitalario. 

La última cepa (color negro), posee otra variante de cassette, diferente a las 
variantes antes mencionadas. Todos los productos de amplificación fueron 
negativos, excepto para la región PB de mecA. El fenotipo es Resistente por CIM (0.5 
μg/ml), y sensible por Difusión en Disco. Nuevamente, este comportamiento 
fenotípico, apunta a que la resistencia se debe a la presencia de β-lactamasas. 

Entre las 7 cepas totales de S. C. N., 2 fueron mecA negativas, pero con fenotipo 
resistente por CIM y sensible por Difusión en disco. La resistencia detectada 
correspondería a la presencia de β-lactamasas, para estas cepas (i). 



 50 

8 CONCLUSIONES 
Definitivamente, existen problemas en la diferenciación de cepas de 
Staphylococcus aureus con respecto a las cepas de S. Coagulasa Negativo. Esto 
conduce a un error en la interpretación de los resultados cuando es aplicado el 
método clásico de Difusión en Disco, y por el método CIM, que es más específico 
aún, puesto que los puntos de corte son diferentes para ambos grupos. 

Por otra parte, existen fuertes discordancias entre los resultados de sensibilidad por 
CIM y por Difusión en Disco. Pero entre ambos, el CIM es más confiable, porque 
permite identificar características más finas, tales como la concentración a la cual 
la cepa es inhibida, si se trata de una “Borderline”, o es una “Eagle Type”, o una 
“homorresistente”. 

La presencia del gen mecA es importante (10/60). Aunque este valor es inferior a los 
reportados en otros países (cliii,xii,cxlv)., es alarmante para la población y merece 
atención efectiva. La presencia de este gen es determinante para la decisión 
clínica. En este estudio, de las 10 cepas portadoras de mecA, 5 presentaron 
fenotipo resistente. Las cinco restantes, son cepas con alta capacidad de 
“convertirse” en resistentes “in vivo”, porque solo requieren mutaciones para activar 
la expresión del gen, sin embargo, serán reportadas como “sensibles”, por los 
métodos clásicos.  

La detección de mecA, no puede efectuarse mediante pruebas fenotípicas, como 
se puede evidenciar en este estudio. Es necesaria la aplicación de técnicas 
moleculares que identifiquen al gen directamente. Como otros autores sugieren, la 
detección de mecA, debería ser considerada como “Gold Standard” para la 
decisión final de los médicos (i,cx,cxi). 

Prácticamente todas las cepas resistentes mecA positivas presentaron un 
comportamiento “Eagle type”. Esto indica que el único método fenotípico para 
detectarlas es mediante CIM. Estas cepas son héterorresistentes, y, aunque fueron 
resistentes por Difusión en Disco, por tratarse de un método cualitativo, existe alto 
riesgo de confundirlas con cepas sensibles (i). 

De las 10 cepas de S. aureus mecA positivas, 7 poseen el gen mecA alterado. Y de 
las cinco con fenotipo resistente por CIM, sólo una tiene el gen intacto. Esto revela la 
alta tasa de mutación que tiene este segmento cromosómico, y que según este 
estudio no es significativo en la mayoría de los casos. En otras palabras, no es 
necesario el gen intacto para la expresión de PBP2a, parece ser suficiente su 
presencia.  

La presencia de mecI,  en siete de las diez cepas mecA positivas de S. aureus, 
también demuestra alta variabilidad. Pero es importante hacer notar que todas las 
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cepas resistentes, portan este gen. Su presencia, entonces confirma el 
comportamiento “Eagle Type” observado en estas cepas, dándonos la pauta que 
hmrA y hmrB deben estar presentes para superar a mecI en la expresión de mecA. 

La presencia de mecR1, en el 50% de las cepas de S. aureus, parece no ser 
determinante para la expresión de la resistencia por producción de PBP2a, puesto 
que entre las resistentes, 2 de 5 no presentan este gen. Si pese a la ausencia de este 
regulador positivo, la expresión de mecA es posible, nos indica que hay genes 
alternativos que reemplazan a mecR!. Efectivamente, blaR1 es el gen que puede 
activar a mecA (lxxix). 

En cuanto a los tipos de cassettes propuestos, es importante indicar que esta 
clasificación no es concluyente, porque nos basamos en los sitios de 
complementariedad de los oligonucleótidos. Pero los cassettes son mucho más 
grandes que sólo el complejo mec (lxix).  

No obstante, parece ser que las cepas son portadoras de cualquiera de los tipos de 
cassettes, sin haber predominio significativo de ninguno sobre los demás, aclarando, 
que parecen estar presentes tres nuevas variantes que no coinciden con los tipos 
descritos (cl). 

Con respecto a las cepas de Staphylococcus Coagulasa Negativos, aunque 
algunas poseen el gen mecA, parece ser que no juega un rol importante; más bien, 
la producción de β-lactamasas podría ser el factor principal para la presencia de 
resistencia. 

Finalmente, luego del análisis de los resultados obtenidos, podemos concluir que no 
existe asociación entre el fenotipo de Sensibilidad y Resistencia, y la presencia de los 
genes implicados en la codificación de PBP2a. Hecho que estaría refutando la 
hipótesis planteada en este estudio, en la que se afirma que La expresión fenotípica 
de la resistencia a la meticilina en Staphylococcus spp  está asociada 
significativamente con la presencia de los genes de codificación y regulación de  
PBP2a. Sin embargo, como se pudo evidenciar, la resistencia a la meticilina 
obedece a múltiples factores que los métodos fenotípicos clásicos no pueden 
englobar. 

La exploración genética de los Staphylococcus de mayor número de cepas , 
permitirá encontrar mayor diversidad a nivel de SCCmec , que aclarará , cómo, las 
distintas especies de Staphylococcus  intercambian la información genética, 
relacionada con la multiresistencia a antibióticos , así como la presión selectiva del 
ambiente y su influencia fenotípica y genotípica. 
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9 COMENTARIOS 
Las fallas referentes a la diferenciación de Staphylococcus con respecto a la 
especie aureus con los Coagulasa Negativo, implica las técnicas aplicadas para la 
diferenciación con la prueba de Coagulasa, que, aunque es la prueba Gold 
Standard, el procedimiento puede ser fácilmente equivocado. Un resultado 
negativo, a las cuatro horas, requiere ser leído nuevamente a las 24 para su 
confirmación. Las pruebas más fieles se realizan en tubo, y no en placa como ocurre 
en la mayoría de los laboratorios que efectúan esta técnica.  

 

Por otro lado, existe la posibilidad de que algunas cepas Coagulasa Negativas, sean 
Staphylococcus aureus como ocurriría en algunas cepas (cliv,clv). Asimismo, hay 
falsos positivos, referido a cepas No S.aureus, que producen proteasas, llamadas 
pseudocoagulasas, que podrían formar coágulo (clvi). 

 

El uso de discos con β-lactámicos que no son Oxacilina o Meticilina, especialmente 
las cefalosporinas, no es recomendado, debido a que reduce a la larga la 
exactitud del test. 

 

Actualmente, en el método de difusión en disco, el Antimicrobiano preferido para 
analizar la resistencia de Staphylococcus Coagulasa Negativos, es la Cefoxitina, 
aunque los criterios interpretaitvos de la Meticilina para  S.C.N. se correlacionan con 
la presencia o ausencia del gen mecA en S. epidermidis, estos criterios 
interpretativos podrían falsamente llamar Resistente a  otros C.N., como ser, S. 
saprophyticus. Las  pruebas con discos de cefoxitina, tienen mayor especificidad e 
igual sensibilidad que las pruebas con discos de Meticilina para S.C.N.(clvii) 

 

Si bien, algunas cepas de S.C.N., no son clínicamente importantes, es decir estas por 
el tipo de muestra de la cual provienen no serían patógenos potenciales, se las 
tomo en cuenta debido a que al constituirse SCCmec en un elemento movil, existe 
clara evidencia de que ocurre transferencia horizontal de este elemento  de una 
cepa no patógena portadora de mec (que en este caso podría tratarse de una 
coagulasa negativa) a  otra cepa  que si bien no portaría  mec, sería la que esta 
causando la enfermedad , por lo tanto, una vez adquirido el gen mec, su 
comportamiento en cuanto a la respuesta al antibiótico que se esta usando para 
erradicarlo, podría cambiar en el curso del tratamiento 
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Algo interesante de resaltar, es el hecho de que, actualmente se esta tomando 
ventaja de la ingenieria genética para  realizar la manipulación de ciertos genes y 
sus propiedades , como es el caso de SCCmec , que al ser un elemento movil que le 
confiere resistencia, es susceptible de ser  removido del cromosoma bacteriano y 
como consecuencia una cepa resistente se convertiría en sensible, dicho tipo de 
manipulaciones, son relativamente fáciles de realizar in Vitro, el problema radica en 
realizarlo in vivo, el llegar a concretar esta meta, llevaría a pensar en el desarrollo de 
una terapia génica alternativa al uso de antibióticos, hecho que sería crucial, 
especialmente para aquellos patógenos problema que expresan multiresistencia . 
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