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Resumen: Staphylococcus spp. figura entre las bacterias patdgenas mas importantes para el ser humano. La caracterizacion molecular de
cepas de Staphylococcus meticilino resistentes (SMR) es necesaria para conocer qué tipo de complejo cromosémico estafilococico que
transporta el complejo mec (SCCmec) circula en una region. Se estudiaron 21 cepas de S. aureus 'y 29 de Staphylococcus coagulasa negativa
(SCN) aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del HUAPA (enero a julio 2007) resistentes a meticilina. Se les realiz6 antibiograma, PCR
multiple y concentracion minima inhibitoria (CMI) a las cepas positivas para mecA. 19 cepas de S. aureus y 24 de SCN fueron resistentes
a oxacilina, correlacionandose con la presencia del gen mecA principalmente en S. aureus; algunas discordancias fueron observadas en
SCN. Solo se identificaron Staphylococcus SCCmec tipo 1y IV. La caracterizacion del SCCmec permitié conocer el tipo de Staphylococcus
circulante en el hospital, o que hara posible monitorear cambios futuros en estas cepas.
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Typification of methicillin-resistance in Staphylococcus spp. strains isolated from
University Hospital “Antonio Patricio de Alcald” in Cumana, Sucre State, Venezuela

Abstract: Staphylococcus spp. figures as one of the most important bacteria for human beings. The molecular characterization of methicillin-
resistant Sttaphylococcus strains (MRS) is necessary for knowing what type of staphylococcal chromosomic complex transporting the mec
complex (SCCmec) circulates in a certain area. Twenty one methicillin—resistant S. aureus and 29 coagulase negative (CNS) Staphylococcus
strains isolated at the Bacteriology Laboratory of the HUAPA were studied during the January-July 2007 period. The study included
antibiogram, multiple PCR, and minimum inhibitory concentration (MIC) determination of the mecA positive strains; 19 S. aureus and 24
CNS strains were oxacilline resistant, correlated with the presence of the mec.4 gene, mainly in S. aureus since some discordances were
observed with the CNS strains. Only Staphylococcus SCCmec type I and 11 were identified. The SCCmec characterization identified the
Staphylococcus type circulating in the hospital, possibilitating the monitoring of future changes of these strains.
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Introduccion

Staphylococcus aureus, denominado a menudo estafilo-
coco dorado, es responsable de un gran niimero de infeccio-
nes en humanos tales como septicemia, endocarditis y neu-
monia, siendo la lesion caracteristica, el absceso o exudado
pidgeno [1]. Los estafilococos coagulasa negativos (SCN),
en general, son menos invasores; pero, actualmente, se les
seflala con mas frecuencia, como patdgenos oportunistas en
pacientes inmunocomprometidos con graves infecciones

nosocomiales [2].

Poco después de la introduccion de la penicilina en 1941,
usada en la erradicacion de las infecciones estafilococicas, se
reporto el aislamiento de una cepa resistente por produccion
de betalactamasas [3]. En 1959 apareci6 la meticilina, y en
1961 fueron reportadas las primeras cepas de S. aureus
resistentes a este antibiotico (SAMR) [4], convirtiéndolo en
resistente a todos los betalactamicos, creando un problema
clinico importante por las pocas opciones terapéuticas [5].

La resistencia adquirida a meticilina en S. aureus depende
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de una proteina especifica de membrana denominada
PBP2a o PBP2’, la cual tiene afinidad reducida por los
betalactamicos y es diferente a la PBP2. Dicha resistencia
estd codificada por el gen mecA, el cual esta ubicado en un
elemento exogeno de ADN, insertado en el cromosoma de
S. aureus [6].

El complejo cromosomico estafilococico (SCC) es un
elemento genético movil que transporta el complejo mec,
constituido por los genes mecA y los genes regulatorios
mecR1 y mecl, ademas del complejo ccr, formado por los
genes ccrd 'y ccrB (SCCmec). Han sido descritos once tipos
de SCCmec, del 1 al XI, de acuerdo al complejo mec y al
complejo ccr presente. E1 SCCmec tipo 1 corresponde al
complejo mecA clase B y al complejo ccr tipo 1; el SCCmec
tipo Il complejo mec clase A y al complejo ccr tipo 2; el
SCCmec tipo III al complejo mec clase A 'y al complejo ccr
tipo 3; el SCCmec tipo IV al complejo mec clase B y al
complejo certipo 2 [7, 8]; el SCCmec tipo V correspondiente
al complejo mec clase C2 y al complejo ccr tipo 5, que en
lugar de tener los genes ccrd y ccrB lleva una copia de un
gen homologo, ccrC [9]; el tipo VI es similar al tipo IV
pero con un nuevo tipo ccrAB[10]; el tipo VII es andlogo
al tipo V, variando el complejo mec que es clase CI[11];
el tipo VIII el cual pertenece al complejo mec clase Ay el
complejo ccr tipo 4[12]. Tipos adicionales de SCCmec, mec
y ccr no se han descrito en la literatura; son enumerados
en el sitio web por el International Working Group on the
Clasification of Staphylococcal Cassette Chromosome
Elements [13]. Debido a la extensa diversidad genética
que se ha observado en la organizacion de los elementos
SCCmec, el IWG-SCC establecio criterios estandares para
la clasificacion de los mismos [14].

Lacaracterizacidon molecular de cepas de SMR es necesaria
para conocer el tipo de SCCmec que circula en una region,
y para monitorear cambios futuros; debido a esto se realizo
la caracterizacion molecular de cepas de SMR aislados en
el Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA) en Cumana, estado
Sucre.

Materiales y métodos

Recoleccion de cepas: Se recolectaron todas las cepas
de SMR aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del
HUAPA, durante un periodo de sicte meses (enero a julio
de 2007).

Realizacion de antibiogramas: Los antibiogramas se
llevaron a cabo por el método de Kirby-Bauer [15]. Los
antibioticos utilizados fueron: oxacilina (1 pg) y cefoxitina
(30 pg), colocados segin las normas establecidas por el
Manual M2-A9 del Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI por sus siglas en inglés) [14]. La cepa
control utilizada fue S. aureus ATCC 25923.

Extraccion de ADN: El ADN patréon se obtuvo extrayendo
el ADN total de las cepas utilizando el Kit Wizard Genomic

DNA Purification (Madison, WI, USA) Promega®.

Identificacion molecular del SCCmec en cepas SMR: Los
oligonucleoétidos utilizados y las condiciones de la Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
para la amplificacion del gen mecA, asi como los diferentes
loci fueron establecidas segiin metodologia conocida [8].
Se utilizaron tres cepas controles meticilino resistentes: S.
aureus 77906 (SAMR-heterorresistente), 77907 (SAMR-
hospitalaria) y 77908 (SAMR-comunitaria), y un control
negativo, S. aureus ATCC 25923. Las cepas 77906, 77907,
77908 fueron suministradas por el Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel”’como cepas multirresistentes. Las
PCR se realizaron por triplicado.

Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI): Las CMI para oxacilina se determinaron de acuerdo
a lo recomendado por el Manual del CLSI y la lectura fue
interpretada bajo los criterios del M7-A7 del mismo manual
[16], utilizando como cepas controles S. aureus 77906
(positivo) y S. aureus ATCC 29213 (negativo).

Resultados y discusion

En el Laboratorio de Bacteriologia del HUAPA se aislaron
50 cepas de Staphylococcus presuntivamente meticilino
resistentes durante un periodo de siete meses (enero a julio
2007): 21 S. aureus (21,8%) y 29 SCN (11,3%), de los
cuales 19 cepas de S. aureus y 22 cepas de SCN resultaron
meticilino resistentes. En las tablas 1 y 2 se detallan tanto
los servicios como la procedencia de las cepas. Hubo
predominio en muestras provenientes de Emergencia de
Adultos, Ambulatorios y Medicina A. Con respecto al tipo
de muestra de donde se aislaron las cepas de S. aureus, se
observo correlacion con otro estudio realizado en el pais,
donde la mayoria de estas muestras fueron obtenidas de
secreciones, catéteres, exudados y esputo [17].

En el caso de los SCN, la mayoria de las cepas provenian
de la de la Unidad Neonatal (UN), con escasos aislados en
los demas servicios aunque con predominio de pediatria,
coincidiendo con lo reportado tanto a nivel nacional como
internacional, como los servicios donde es mas suceptible
que ocurran infecciones por SCN, seguidos de las unidades
de cuidados intensivos (UCI), y pacientes en dialisis o
inmunocomprometidos [18]. La mayoria de las cepas de
SCN provenian de hemocultivos.

Este trabajo fue realizado en el afio 2007 siguiendo las
normas establecidas por el Manual M2-A9 del CLSI [15],
es por ello que se colocaron tanto el disco de oxacilina como
el de cefoxitina; actualmente el manual M100-S23 del CLSI
[19], establece que el disco de oxacilina no es confiable; s6lo
se debe utilizar el disco de cefoxitina e informarlo como
oxacilina resistente o sensible. Se observd concordancia
entre el fenotipo y el genotipo en la mayoria de las cepas de S.
aureus, salvo en la cepa 116, que era meticilino resistente en
el antibiograma y no amplificé el gen mecA (Tabla 1y figura
1);a esta cepa se le realizo una comprobacion fenotipica de



6 Acufia y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2014; 34:4-9

Tabla 1. Tipo de muestra, servicio, fenotipo, genotipo, tipo de SCCmec, CMI y loci amplificados en cepas de Staphylococcus aureus.
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana. Venezuela. Enero a julio de 2007.

Cepa Servicio Muestra Oxa Fox mecA SCCmec CMI Loci
1D1 MA Esputo R R + 1 > 512 mg/L AD
1D2 ucl Sec. Bronquial R R + I >512mg/L A, D
1D3 TS Sec. Bronquial R R + 1 > 512 mg/L A, D
1D4 Dia Catéter R R + ND >512 mg/L A
1D5 UcCI Catéter R R + 1 > 512 mg/L A,C,D
1D6 CB Sec. Ulcera R R + I > 512 mg/L A,D
1D7 EA Sec. Absceso R R + 1 >512 mg/L A,D
1D8 MA Sec. Pie diabético R R + 1 >512mg/L A,D
1D9 Med A. Granulomatosis R R + ND 256 mg/L -
1E10 PB Sec. Absceso S S - NA - A
115 PB Sec. Pie diabético R R + 1 > 512 mg/L A,C,D
116 CDI Sec. Absceso R R - NA - C
1G3 CB Sec. Quemaduras R R + 1 > 512 mg/L A,D
1G6 EA Sec. Musculo R R + 1 256 mg/L A,D
1G7 PA Catéter R R + v 64 mg/L D
1G9 MC Sec. Hemicadera R R + v 256 mg/L D
1G10 OA Catéter R R + I >512 mg/L A,D
1H1 Vet Sec. Exceso R R + I 2 mg/L A, D
1H2 Vet Sec. Pulgar R R + v 128 mg/L D
1H5 EA Catéter R R + 1 64 mg/L A,D
1H9 EA Sec. Pierna R R + 1 64 mg/L A,D

MA=Medicina A, UCI= Unidad de Cuidados Intensivos, TS= Trauma Shock, Dia= Dialisis, CB= Cirugia Blanda, EA= Emergencia Adultos,
Med A= Medicina Adultos, PB= Pediatria B, PA= Pediatria A, CDI= Centro Médico de Diagnéstico Integral, MC= Medicina C, OA=
Observacion Adultos, Vet= Hospital de Veteranos, Sec= secrecion, Oxa=Oxacilina, Fox=Cefoxitina, R=Resistente, S= Sensible, ND= No

determinado, NA= No aplica.

produccion de betalactamasa resultando positiva. Las cepas
con falso positivo para la meticilino resistencia, pueden
ser el resultado de una sobreproduccion de penicilinasa,
sobreexpresion o alteraciones de PBP constitutivas, ya que
esta demostrado que las penicilinas estables a penicilinasas
se pueden ver alteradas cuando estas enzimas estan presentes
[20]. Las CMI para oxacilina en cepas S. aureus y SCN se
muestran en las tablas 1y 2, respectivamente.

En los SCN hubo 10 casos de discordancia en la deteccion
de la meticilino resistencia; siete SCN resultaron negativos
para el gen mecA y fenotipicamente fueron resistentes
a oxacilina y cefoxitina en el antibiograma. La cepa 1E4
tuvo disociacion entre los discos de oxacilina y cefoxitina
resultando sensible a cefoxitina, distinto a lo que indica
Dourado et al. [20], quienes reportaron la importancia
del disco de cefoxitina para inducir la expresion del
gen mecA en SCN. La mayoria de las cepas de S. aureus
presentaron resistencia homogénea, excepto la cepa 1H1
que fue heterorresistente, mientras que en SCN hubo mayor

numero de cepas heterorresistentes, clasificadas de acuerdo
a los resultados obtenidos en la CMI para oxacilina, segin
Tomasz et al. [21]. Las cepas 1E1, 117, 1J2 'y 1G4, a pesar de
poseer el gen mecA, mostraron CMI susceptibles, y fueron
consideradas premeticilino resistentes; este fenomeno ha
sido descrito solo en cepas de S. aureus con transcripcion
fuertemente reprimida por los genes reguladores [22].

Los loci amplificados en las cepas de S. aureus aisladas
fueron A y D, ubicandolas como SCCmec tipo 1 y tipo IV
(Tabla 1 y figura 1).

En la caracterizacion molecular de cepas de S. aureus, las
cepas 1D1, 1D2, 1D3, 1D6, 1D7, 1D8, 1G3, 1G6, 1G10,
1HI1, 1HS y 1H9 fueron SCCmec tipo 1. La metodologia
utilizadano permite discriminar algunos subtipos; las cepas
1D5 y 115, presentaron loci A 'y D ademas del gen mecA,
especificas de SCCmec tipo I, pero presentaron una banda
extra, la cual corresponde al tamafio amplificado para el
locus C, el gen regulador mecl. Estas cepas pudieran ser
tipo I con una insercion del locus C y estar en presencia de
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Tabla 2. Tipo de muestra, servicio, fenotipo, genotipo, tipo de SCCmec, CMI y loci amplificados en cepas de Staphylococcus coagulasa negativa.
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana. Venezuela. Enero a julio de 2007

Cepa Servicio Muestra Oxa Fox mecA SCCmec CMI Loci BD
1D10 UN Hemocultivo R R + ND 2 mg/L AH 220pb
1E1 UN Hemocultivo S S + ND 1 mg/L AF 260pb
1E2 UN Hemocultivo R R + v 8 mg/L D

1E3 MC Hemocultivo R R + ND 64 mg/L B, H

1E4 EA Secrecion R S + ND >512 mg/L AF,G 220pb
1E5 UN Hemocultivo S R + ND 2 mg/L D,G,H 220pb
1E6 UN Hemocultivo R R + v 2 mg/L D

1E7 UN Hemocultivo R R - NA - A

1E8 UCI-P Hemocultivo R R + ND 256 mg/L - 260pb
1E9 UN Hemocultivo R R + ND >512 mg/L -

112 UN Catéter R R + I >512 mg/L A,D

113 ucl Secrecion R R - NA - -

114 Ped Catéter R R - NA -

117 UN Hemocultivo R R + 1A 1 mg/L AD,G 260pb
118 P6-A Hemocultivo R R + v 8 mg/L

119 P6-B Catéter R R + ND >512 mg/L

1110 OP Hemocultivo R R - NA - -

11 UN Hemocultivo R R + ND >512 mg/L A
1H10 EA Secrecion R R + ND 32 mg/L AF 260pb
112 Ped Secrecion R R + ND 0.5 mg/L AF 220pb
1G2 UN Hemocultivo R R - NA - -

1G4 UCI-P Hemocultivo R R + I 1 mg/L A.D 220pb
1G5 CH Secrecion R R - NA - -

1G8 MB Secrecion R R + I 4 mg/L A,D

1H3 CDI Secrecion R R - NA - -

1H4 TS Secrecion R R + I 4 mg/L A,D

1H6 P6 Catéter R R + ND >512 mg/L A

1H7 UN Secrecion R R + ND >512mg/L A

1H8 TS Hemocultivo R R + ND >512 mg/L A

UN= Unidad Neonatal, UCIP= Unidad de Cuidados Intensivos Pediatria, UCI= Unidad de Cuidados Intensivos, TS= Trauma Shock, EA=
Emergencia Adultos, Ped= Pediatria, P6= Piso 6, P6-A= Piso 6-A, P6-B= Piso 6-B, CDI= Centro Médico de Diagnostico Integral, MC=
Medicina C, OP= Observacion Pediatrica, CH= Consulta Hematologica MB= Medicina B, Oxa=Oxacilina, Fox=Cefoxitina, TS= Trauma Shock,
R=Resistente, S= Sensible, ND= No determinado, NA= No aplica. BD=Banda desconocida.

un rearreglo del complejo mec clase A y B en estas cepas
[23]. Estos casos fueron verificados por triplicado.

Las cepas 1D4 de S. aureus y 119, 1J1, 1H6, 1H7 y 1HS8
de SCN presentaron locus A 'y gen mecA, pudiera tratarse
de SCCmec tipo 1 con una delecion del locus D [8], siendo
el locus A especifico s6lo de SCCmec tipo 1. Estos casos
igualmente fueron verificados por triplicado y repitiéndose

los resultados por lo que se recomienda probar cada
oligonucleétido por separado para asi descartar que sea un
problema de la PCR multiplex que no es reproducible en
estas cepas.

Lascepas 1E4y 1E5 de SCN no pudieron ser identrificadas
con la PCR utilizada. La cepa 1E4 amplifico los loci A,
F y G; el locus G se utiliza para distinguir la estructura
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de la PCR multiple de cepas
de Staphylococcus aureus aisladas en el Laboratorio de Bacteriologia del
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana. Venezuela.
Enero a julio de 2007.

Leyenda: M=Marcador de peso molecular, en pares de bases (pb), cepas
de S. aureus del 1 al 21 (1=1D1, 2=1D2, 3=1D3, 4=1D4, 5=1D5, 6=1D6,
7=1D7, 8=1D8, 9=1D9, 10=1E10, 11=1I5, 12=116, 13=1G3, 14=1G6,
15=1G7, 16=1G9, 17=1G10, 18=1H1, 19=1H2, 20=1HS5, 21=1H9), de
la 22 a la 24 controles positivos (22=77906, 23=77907, 24=77908), 25
control negativo.

variante IA. La delecion o incorporacion de pUB110 ha
sido reportado anteriormente [24]; el SCCmec tipo 1A pudo
haber evolucionado del tipo I o viceversa, lo que podria
interpretarse como un SCCmec tipo 1A con una deleccion
del locus D y una insercion del locus F , respectivamente,
infiriendo que se trata de una reorganizacion genética [23].

Las cepas 1G7, 1G9 y 1H2 de S. aureus amplificaron el
locus D y el gen mecA, identificandose como SCCmec tipo
IV, el cual es responsable de infecciones adquiridas en la
comunidad; es un elemento pequeio que no lleva genes de
resistencia asociadas al gen mecA [8].

Las cepas de S. aureus 1D9 y las de SCN 1E8 y 1E9
solo poseen gen mecA; es necesario realizar PCR con otros
oligonucleétidos distintos a los usados para verificar si
amplifica para los nuevos tipos descritos de SCCmec, 0 si se
trata de un tipo nuevo. Esto ha sido reportado previamente
por Zhang [25], quien obtuvo 8 aislamientos que no
amplificaron para ningiin elemento SCCmec, pero si para
el gen mecA. Tanto la cepa 1E10 como la 116 de S. aureus
no amplificaron para el gen mecA, pero si amplificaron para
el locus A. La cepa 116 amplifico el locus C, indicando
que tiene parte del SCC, por lo tanto, no es resistente a los
betalactamicos [6].

En el caso de los SCN amplificaron la mayoria de los
loci excepto C y E, observandose predominio de A y D;
una sola cepa (1E3) amplifico para el locus B. Se logrd
determinar el tipo de SCCmec sdlo en 6 cepas de las 24 de
SCN, con muchas inserciones y bandas desconocidas que
se repitieron, como la banda de 220 pb que aparece en dos
cepas (1D10, 1E4) y la banda de 260 pb en dos cepas (1E8,
1H10), mostrado en la tabla 2.

Existe una extensa diversidad en la organizacion genética
de los SCCmec. El IWG-SCC recomienda que debe
determinarse toda la secuencia de nucleotidos antes de la
designacion del tipo de SCCmec [13]; seria recomendable
secuenciar las bandas desconocidas para saber a qué parte

del elemento SCCmec corresponden. Igualmente, deberia
realizarse una PCR simple para probar cada oligonucleotidoy
asi descartar que estas bandas desconocidas no amplificaron
por una falla en la técnica de la PCR multiple.

En los SCN se encontraron once aislamientos no
tipificables: uno para el gen mecA y el locus A, cuatro
tenian multiples bandas, y dos solamente amplificaron para
el gen mecA por el método empleado, como en el caso de
las cepas de SCN 1E8 y 1E9. Dichos aislamientos no fueron
clasificados por la PCR multiple de Oliveira, por lo tanto
se deben utilizar otras técnicas para identificar qué tipo de
SCCmec existe en las cepas no identificadas en este trabajo
[8].

Adicionalmente, en los SCN hubo 16 cepas que
amplificaron el locus A (Tabla 2) y sélo 5 pudieron ser
clasificadas como SCCmec tipo I; las otras 11 cepas
no pudieron serlo ya que las bandas amplificadas no
correspondieron a tipos conocidos. La cepa 1E7 de SCN
no presentd el gen mecA pero si amplifico para el locus A.
Esto también ha sido reportado en S. hominis, en una cepa
de Tokyo, en la cual se encontraron elementos SCC en su
genoma, pero era una cepa meticilino sensible [6].

No obstante, la presencia del locus A permite sugerir
que son S. sciuri. El locus A corresponde a la region rio
abajo del gen pls. Este gen codifica a una gran proteina
de superficie que media la agregacion bacteriana y actia
como un factor de virulencia [26]. En la mayoria de los
casos se reportan cepas SCCmec tipo 1 y tipo 1V, quedando
muchos SCN sin la determinacion del tipo de SCCmec, por
lo que se recomienda realizar una PCR que incluya otros
oligonucleoétidos.

El elemento SCCmec es un marcador epidemioldgico
critico para SARM y esto ha contribuido a la elucidacion
del origen y la historia evolutiva a nivel mundial de los
clones de SMR; sin embargo, no todas las cepas meticilino
resistentes pueden ser tipificadas con los métodos disponibles
por PCR, ya que existen todavia elementos SCCmec no
identificados.

Conclusiones

Los discos de oxacilina y de cefoxitina fueron igualmente
efectivos en la deteccion de resistencia a meticilina, al
compararlo con la presencia del gen mecA en S. aureus pero
no en los SCN.

En el HUAPA hay un predominio de cepas SARM
SCCmec tipo 1 y IV.

Mediante la caracterizacion de SCCmec se logro conocer
el tipo de Staphylococcus circulante en el Hospital.
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