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Resumen
Introducción: Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (SARM) es responsable de infec-
ciones intrahospitalarias, las que constituyen una importante causa de morbilidad y mortali-
dad en nuestro medio, por lo cual la rápida identificación y tipificación molecular de la resis-
tencia como el complejo SSCmec es esencial para entender la epidemiología de la infección.
Objetivo: Caracterizar fenotípicamente la resistencia a meticilina y genotípicamente el casete 
cromosomal SSCmec en cepas de S. aureus aislados de individuos de la ciudad de Medellín 
mediante PCR múltiple.
Materiales y métodos: A 41 aislamientos (hospitalarios y de la comunidad) de S. aureus se les estable-
ció la resistencia a cefoxitin mediante la técnica de Kirby-Bauer y la concentración inhibitoria mínima 
para oxacilina. Mediante PCR convencional se les confirmó la presencia del gen mecA. Para la tipifi-
cación del complejo SSCmec se utilizó PCR múltiple para amplificar 6 loci diferentes de este gen.
Resultados: A todos los aislamientos se les confirmó resistencia a meticilina y la presencia del 
gen mecA, de los cuales 17 fueron clasificados como SSC mec I, 1 como SSC mec II, 21 como 
SSC mecIV; dos aislamientos no fue posible clasificarlos.
Conclusiones: Con el uso de esta técnica clasificamos el 95% de los aislamientos del estudio, encon-
trando una mayor prevalencia de los SSCmec I y IV. La implementación de esta técnica permite 
una fácil caracterización de los aislamientos SARM y un apropiado manejo de la información de los 
integrantes de los comités de infecciones hospitalarios, lo cual podría impactar positivamente en el 
tratamiento a los pacientes y el control de enfermedades infecciosas intrahospitalarias. 
© 2013 ACIN. Publicado por Elsevier España, S.L. Todos los derechos reservados.
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Characterization of mecA gene of methicillin-resistant Staphylococcus aureus Isolated 
from three population groups in Medellín

ABSTRACT
Introduction: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is involved in nosocomial 
infections, representing an important cause of morbidity and mortality. The rapid identifica-
tion and molecular classification of resistance, such as the SSCmec complex, is essential to 
understanding the epidemiology of infection. 
Objective: To phenotypically characterize methicillin resistance and to genotype the SSCmec 
complex in S. aureus isolates collected from a cohort of patients from Medellín, Colombia. 
Materials and Methods: Cefoxtin resistance was evaluated in 41 S. aureus isolates, using the 
Kirby-Bauer method and determining the minimal bactericidal concentration of oxacillin. To 
confirm the presence of the mecA gene, conventional PCR was performed. The classification 
of the SSCmec complex was carried out by multiple PCR, amplifying 6 different loci in this 
gene.
Results: Methicillin resistance and the presence of the mecA gene were confirmed in all iso-
lates. A total of 17 were classified as SSCmec I, one as SSCmec II, and 21 SSCmec IV (only two 
isolates were not classified). 
Conclusions: Using this method, it was possible to classify 95% of the studied isolates, with 
a higher prevalence of SSCmec I and IV. The implementation of this technique allows the 
characterization of MRSA isolates and an appropriate management of the information by the 
members of the Hospital Infection Committee. Altogether, this method may have a positive 
impact on the treatment of patients with MRSA infections. 
© 2013 ACIN. Published by Elsevier España, S.L. All rights reserved.
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Introducción

Las enfermedades infecciosas constituyen una causa muy 
importante de morbilidad y mortalidad a nivel mundial, 
por lo que se espera que el tratamiento adecuado en 
el momento oportuno para dichas entidades genere un 
impacto positivo en la salud pública de la mayoría de los 
países1, especialmente en países subdesarrollados como 
Colombia. Sin embargo, el tratamiento convencional puede 
no ser el adecuado cuando se deben combatir microorganis-
mos que han desarrollado mecanismos de resistencia a los 
antibióticos de primera línea de elección2,3. Este ha sido un 
problema que se ha incrementado en los últimos años, afec-
tando de forma negativa el tratamiento de los pacientes, 
aumentando los costos hospitalarios y los esfuerzos inverti-
dos para lograr la remisión de los pacientes infectados2,4.

Staphylococcus aureus es un patógeno oportunista res-
ponsable de una gran cantidad de infecciones tanto en 
humanos como en animales5,6. Los seres humanos son un 
reservorio natural de este microorganismo y, aunque la 
colonización asintomática es más común que la infección7, 
este microorganismo puede encontrarse, causando desde 
infecciones menores en la piel hasta infecciones en heri-
das quirúrgicas, neumonía y otro tipo de infecciones que 
pueden comprometer la vida del paciente8.

En 1960 se reportó por primera vez en Europa una cepa de 
S. aureus resistente a la meticilina (SARM); posteriormente 
en Estados Unidos, en 1968, se reportó una cepa con iguales 
características9,10. SARM es una causa importante de infec-
ciones asociadas al cuidado de la salud en todo el mundo; sin 
embargo, desde su primer aislamiento11 se ha observado un 
incremento en la prevalencia de estas cepas en la comuni-

dad, lo cual facilita la transmisión endémica y zoonótica de 
estas cepas9,12. Actualmente la resistencia a la meticilina es 
un hallazgo frecuente y representa un problema importante 
de salud pública a nivel mundial5,8-10,13,14.

El gen MecA, responsable de la resistencia a la meticilina 
en S. aureus, no es endógeno y se encuentra integrado al 
cromosoma bacteriano, pudiendo ser detectado mediante 
reacción en cadena de la polimerasa (PCR)15,16. El producto 
de expresión de este gen es una proteína de unión a la 
penicilina de 78 kDa, con baja afinidad por los antibióticos 
beta-lactámicos, llamada PBP2´ o PBP2a7,10,17. Este gen se 
encuentra dentro de un elemento cromosomal móvil hete-
rogéneo conocido como “Staphylococcal cassette chromo-
some mec” (SSCmec)17,18. Los aislamientos que poseen este 
elemento genético presentan una disminución en la afinidad 
a meticilina, lo cual genera la resistencia bacteriana7, por 
lo cual han sido utilizados en diversos estudios para carac-
terizar la resistencia a B-lactámicos7,17.

Este elemento genético también ha sido encontrado en 
otras especies de Staphylococcus y se cree que las espe-
cies coagulasa negativas constituyen un reservorio para la 
adquisición de SSCmec19. Diferentes tipos de SSCmec han 
sido reconocidos y mediante el uso de técnicas de tipifica-
ción molecular se ha logrado su caracterización, lo cual ha 
facilitado los análisis epidemiológicos de la distribución de 
S. aureus resistente a meticilina20.

Empleando técnicas moleculares para la identificación del 
gen mecA, se ha reportado en muchos países la presencia 
de diferentes aislamientos SARM, tipificando el casete cro-
mosomal SSCmec con fines epidemiológicos. En un estudio 
realizado entre 2006 y 2008 en 32 hospitales en Colombia, 
Ecuador, Perú y Venezuela, Reyes et al. obtuvieron 1.570 
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aislamientos de S. aureus, de los cuales 651 (41%) fueron 
SARM, siendo más predominante el SSCmec IV21. En Colombia, 
Alvarez et al. (2006) reportaron 2 casos de pacientes infecta-
dos con S. aureus resistente a la meticilina (SARM), al cual se 
le demostró mediante la técnica de PCR la presencia del gen 
mecA22. En otro estudio realizado en 5 hospitales de Bogotá 
(Colombia), Alvarez et al. demostraron que, de 250 aislamien-
tos SARM causantes de infecciones asociadas al cuidado de la 
salud, el 10,4% eran adquiridos en la comunidad (CA-SARM)23.

Los aislamientos SARM han sido también aislados de 
niños; Escobar et al. reportaron la presencia de un nuevo 
clon de SARM (tipo t1635 ACME-negativo) genéticamente 
no relacionado con el clon USA300, el cual fue asociado 
a infecciones en niños en Colombia24. En otro estudio, 
Jiménez et al. obtuvieron 60 aislamientos SARM y SASM 
de pacientes pediátricos entre 0 y 14 años; identificaron 
genes que codifican factores de virulencia y tipificaron el 
SSCmec de los aislamientos SARM, en los cuales encontra-
ron SSCmec tipo IVc en el 60% de los paciente, tipo I en el 
30%, tipo IVa en el 7% y tipo V en el 3% de los pacientes25.

En un estudio realizado por Jiménez et al., en Medellín 
(Colombia), de 538 aislamientos SARM, 306 (58,7%) fueron 
clasificados como SSCmec tipo IV, seguido por 174 SSCmec 
tipo I (33,4%), adicionalmente demostraron un incremento 
en la prevalencia del SSCmec tipo IVc del 50,0% al 68,2% 
entre 2008 y 2010, lo cual demuestra que este tipo de 
SSCmec es predominante en los hospitales de Medellín26.

En este trabajo se clasificaron 39 de 41 aislamientos 
SARM procedentes de 3 diferentes grupos poblacionales 
de la ciudad de Medellín, utilizando una PCR múltiple para 
realizar la tipificación del complejo SSCmec, método efi-
ciente y de fácil utilización para la identificación del tipo 
estructural de los elementos mec en aislamientos SARM. 

Materiales y métodos

Tipo de estudio, población y muestra

Este fue un estudio de tipo descriptivo prospectivo; en el 
cual se evaluaron 41 aislamientos de SARM procedentes 
de pacientes de tres diferentes grupos poblacionales de 
la ciudad de Medellín en el año 2010. Tres aislamientos 
fueron obtenidos de pacientes ambulatorios VIH positivo, 
4 aislamientos de individuos de la población general; para 
ambos grupos los aislamientos fueron obtenidos de por-
tadores nasales y 34 aislamientos obtenidos de pacientes 
hospitalizados en el Hospital General de Medellín. Los 
aislamientos fueron obtenidos de diferentes muestras clí-
nicas, así: secreciones el 50%, sangre el 25%, orina el 8%, 
líquido peritoneal 6%, hueso 6%, herida quirúrgica 5%.

Criterios de inclusión: aislamientos de SARM confirmados 
procedentes de tres grupos poblacionales; pacientes ambu-
latorios VIH positivo, individuos de la población general y 
pacientes hospitalizados en el Hospital General de Medellín 
recuperados en el 2010. Cada aislamiento corresponde a un 
paciente diferente

Criterios de exclusión: aislamientos de SASM proceden-
tes de tres grupos poblacionales; pacientes ambulatorios 
VIH positivo, individuos de la población general y pacien-
tes hospitalizados en el Hospital General de Medellín recu-
perados en el 2010. 

Recolección de las muestras y aislamiento 
de cepas bacterianas

Todos los pacientes aceptaron participar del estudio y 
diligenciaron un formato único de información. Las mues-
tras obtenidas de los pacientes fueron transportadas en el 
medio stuart y posteriormente cultivadas en agar sangre de 
carnero y en agar cromogénico Chromid MRSA de BioMérieux 
con una siembra por agotamiento, en una atmósfera de 5 al 
10% de CO2 a 37°C, durante 24 a 48 horas; las colonias com-
patibles con cocos Gram positivos se confirmaron mediante 
coloración de GRAM, prueba de la catalasa y prueba de la 
coagulasa. Adicionalmente se utilizó el método comercial 
semi-automatizado API Staph de BioMérieux, para clasifi-
carlo como S. aureus. Todos los aislamientos se conservaron 
en caldo BHI glicerol al 30% en ultra congelación.

Determinación del patrón de susceptibilidad

A las colonias aisladas de S. aureus se les realizó antibiogra-
mas por la técnica de Kirby-Bauer, en agar Mueller-Hinton 
utilizando los sensidiscos gentamicina, clindamicina, eritro-
micina, trimetoprimsulfametoxasol, cefoxitin y tetraciclina. 
Adicionalmente se realizó el test de difusión en disco (D 
test) para detectar resistencia inducible a clindamicina.

En las pruebas de sensibilidad realizadas a los aislamientos 
procedentes de pacientes VIH y los de población general se 
observó una sensibilidad para eritromicina y tetraciclina del 
66,6% y de 100% para gentamicina y clindamicina. En los 
aislamientos correspondientes a pacientes hospitalizados el 
perfil de sensibilidad fue: clindamicina 67% y 100% para gen-
tamicina, eritromicina, trimetoprimsulfa y ciprofloxacina. Los 
halos de inhibición se midieron a las 24 horas de incubación, 
siguiendo las normas estandarizadas por el CLSI (Clinical and 
Laboratory Standars Institute)27. En los aislamientos resis-
tentes a cefoxitin, se determinó la concentración inhibitoria 
mínima para oxacilina confirmando la resistencia a metici-
lina en todas las cepas, la metodología empleada fue la del 
Sistema VITEK® 2 compac bioMérieux. Como control interno 
para la validación de las pruebas de identificación y de sensi-
bilidad antimicrobiana se utilizaron cepas de referencia ATCC 
(American Type Culture) de S. aureus resistente a meticilina 
(ATCC 43300) y sensible a meticilina (ATCC 29213).

Obtención de ADN bacteriano e identificación 
de la presencia del gen mecA

Los aislamientos identificados como S. aureus resistentes 
a meticilina se les sometió a un protocolo de extracción 
de ADN genómico utilizando el juego de reactivos comer-
cial de Promega Wizard® Genomic DNA Purification Kit 
(cat A1120) siguiendo las instrucciones del fabricante 
(http://www.promega.com/tbs/tm050/tm050.pdf).

A partir del ADN bacteriano obtenido por el método pre-
viamente descrito, se amplificó mediante PCR convencional 
un fragmento correspondiente al gen MecA, utilizando los 
iniciadores reportados por Jaffe et al. (2000)28. Como con-
troles positivos se utilizaron secuencias 16S RNAr específico 
de Staphylococcus y 16S RNAr de bacterias28. La secuencia 
de los iniciadores y el tamaño fragmento que se obtuvo se 
especifican en la tabla 1.
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Las condiciones de PCR utilizadas en este estudio 
fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 95ºC 
durante 5 minutos, 35 ciclos de 95ºC durante 1 minuto, 
57ºC por 1 minuto y 70ºC por 45 segundos; y una elongación 
final de 10 minutos a 70ºC. La reacción se realizó en un volu-
men 50 l así: Buffer de reacción 1X, MgCl2 2,5 uM, dNTP’s 
200 uM, cada iniciador a concentración final entre 200 nM y 
800 nM como fue reportado por Oliveira y Lencastre (2002)20. 
1,5 U de polimerasa (Biolasa BIOTAQ™ PCR Kit), 33 l de 
H2O y 100 ng de ADN templado en las muestras obtenidas 
como se describió previamente.

Reacción en cadena de la polimerasa múltiple para 
la clasificación del tipo de SSCmec

La PCR múltiple para la tipificación del complejo SSCmec 
incluyó la amplificación de 6 loci diferentes (A hasta F) 
descritos por Oliveira y Lencastre (2002)20. Se incluyó 
un control positivo con el gen mecA. La relación de cada 
locus con el tipo de SSCmec, los iniciadores utilizados y el 
tamaño del amplicón están descritos en la tabla 2.

Para evaluar la especificidad, cada iniciador fue analizado 
individualmente a temperaturas desde 50oC hasta 60oC. Para 
la PCR múltiple se utilizaron las condiciones descritas por 
Oliveira y Lencastre (2002)20. La PCR fue desarrollada en 
My CyclerTM Thermal cycler (Biorad) utilizando los siguien-
tes parámetros: denaturación inicial a 94°C por 4 minutos, 

seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 54°C por 30 
segundos y 72°C por 1 minuto, posteriormente se realizó una 
extensión final a 72°C durante 5 minutos. Para el análisis de 
la amplificación, se realizó una electroforesis en un gel de 
agarosa al 2% en buffer TBE a 110 voltios utilizando 10 l de 
los productos de PCR. El gel fue coloreado con bromuro de 
etidio revelando los productos de amplificación.

Consideraciones éticas

El estudio tuvo la aprobación del Comité de investigaciones 
de la Institución Universitaria Colegio Mayor de Antioquia, 
teniendo en cuenta las consideraciones que garantizaron 
el cumplimiento de los lineamientos éticos del estudio y la 
obtención del consentimiento informado de los pacientes.

Resultados

Resistencia a meticilina e identificación del gen 
MecA en cepas SARM

A todos los aislamientos se les confirmó resistencia a 
meticilina mediante los métodos microbiológicos descritos 
previamente; adicionalmente se les detectó la presencia 

Tabla 1   Iniciadores utilizados para la ampli  cación del gen MecA y controles 16S RNAr y descripción del tamaño del amplicón 
obtenido

Gen Secuencia de la pareja de iniciadores Amplicón
MecA 5´cattttgagttctgcactacc 3’ 967

5’ gcaatacaatcgcacatacattaatag 3’

16S RNAr Staphylococcus 5’ gttattagggaagaacatatgtg 3’ 750

5´ ccaccttcctccggtttgtcacc 3’

16S RNAr bacteriano 5’ gcggatcctgactgcagtgccagcagccgcggtaa 3’ 292

5’ gcggatccgcggccgcggactaccagggtatctaat 3’

Tabla 2   Relación de cada locus con el tipo de SSCmec (especi  cidad), los iniciadores utilizados y el tamaño del amplicón

Locus Iniciadores Secuencia Amplicón Especificidad
A CIF F2 5’ ttcgagttgctgatgaagaagg 3 495 I

CIF R2 5´atttaccacaaggactaccagc 3

B KDP F1 5´aatcatctgccattggtgatgc 3 284 II

KDP R1 5´cgaatgaagtgaaagaaagtgg 3

C MECI P2 5´atcaagacttgcattcaggc 3 209 II, III

MECI P3 5´gcggtttcaattcacttgtc 3

D DCS F2 5´catcctatgatagcttggtc 3 342 I, II, IV

DCS R1 5´ctaaatcatagccatgaccg 3

E RIF4 F3 5´gtgattgttcgagatatgtgg 3 243 III

RIF4 R9 5´cgctttatctgtatctatcgc 3

F RIF5 F10 5´ttcttaagtacacgctgaatcg 3 414 III

RIF5 R13 5´gtcacagtaattccatcaatgc 3

Tabla modificada de Oliveira y Lencastre (2002)20
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del gen mecA mediante la técnica de PCR descrita, lo cual 
correlaciona los hallazgos microbiológicos y las pruebas de 
resistencia con esta prueba molecular. La amplificación de 
los genes 16s confirmaron la identidad (género y especie) 
de los microorganismos (fig. 1).

Caracterización del SSCmec de los aislamientos 
SARM

Utilizando una estrategia de PCR múltiple, caracterizamos 
39 de un grupo de 41 aislamientos SARM, de los cuales 17 
(41,5%) fueron clasificados como SSCmec I, 1 (2,5%) como 
SSCmec II, 21 (51%) como SSC mecIV, y dos aislamientos no 
fue posible clasificarlos (fig. 2).

Discusión

La tipificación molecular del gen SSCmec es una de las 
herramientas moleculares más importantes para explorar la 
epidemiología y evolución de los aislamientos SARM; adicio-
nalmente podrían ser una herramienta importante para la 
rápida detección de la resistencia a meticilina5,29. El cono-
cimiento acerca de la naturaleza y diseminación global de 
los aislamientos SARM es necesario para la implementación 
de estrategias de control de la propagación de estas cepas 
entre el ambiente comunitario e intrahospitalario9. La tipi-
ficación del tipo de SSCmec utilizando PCR múltiple ha sido 
ampliamente utilizada en varios trabajos con fines investiga-
tivos, en los cuales demuestran una asociación epidemioló-
gica entre los aislamientos obtenidos en cada estudio20,30-33.
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Figura 1   Amplificación mediante PCR. (A) gen Mec A. (B) 16S RNAr Staphylococcus. (C) 16S RNAr bacteriano. Carril 1: control negativo. 
Carril 2: control positivo. Carriles 3, 4 y 5 aislamientos de S. aureus con el gen MecA y carril 6: marcador de peso molecular. 

Figura 2   Clasificación de los SSCmec en la población estudiada. (A) Distribución de los SSCmec. (B) Patrones de electroforesis de los grupos 
de SSCmec evaluados. L (marcador de peso molecular). (C) Control negativo. ND: no disponible.
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Varias estrategias de tipificación del gen SSCmec no 
basadas en PCR convencional han sido reportadas. En 2004 
François et al. utilizaron una PCR en tiempo real y sondas 
TaqMan para evaluar la expresión de las regiones ccrB de 
los tipos I y IV del gen SSCmec34. Recientemente, ha sido 
descrito el uso de análisis de microarreglos para la identi-
ficación de los tipos I y IV del gen SSCmec32, sin embargo 
ambos métodos se basan en la evaluación de tipos especí-
ficos ignorando el complejo SSCmec, lo que resulta en una 
subclasificación de los aislamientos. Adicionalmente, se han 
descrito tipificaciones y clasificación de este complejo basa-
das en secuenciamiento del ADN35-37 al igual que el análisis 
de polimorfismo de nucleótido simple38; sin embargo, esos 
métodos no son apropiados para una rápida identificación, 
además de ser muy laboriosos y de alto costo.

Para tipificar nuestros aislamientos, se ha utilizado el 
método de PCR múltiple publicado por el grupo de Len-
castre en 200220, el cual permitió una rápida y fácil clasi-
ficación de los tipos SSCmec de los aislamientos SARM de 
nuestro estudio. Con esta estrategia se logró clasificar el 
tipo de SSCmec con una reproducibilidad del 100% en 39 
aislamientos previamente obtenidos y clasificados como 
SARM, en los cuales el SSCmec tipo IV fue el más preva-
lente; este resultado está de acuerdo con los trabajos 
realizados por Jiménez et al. en Medellín, en el cual en 
la población pediátrica el 60% de los aislamientos fue cla-
sificado como SSCmec tipo IV25; en otro estudio realizado 
por el mismo grupo el 58,7% fue clasificado con el mismo 
tipo de SSCmec26, lo cual demuestra que este tipo de SSC-
mec es predominante en los hospitales de Medellín. Sin 
embargo este tipo de SSCmec parece ser el más predomi-
nante a nivel internacional, puesto que Reyes et al. repor-
taron que SSCmec tipo IV fue el más predominante en 32 
hospitales de Colombia, Ecuador, Perú y Venezuela21.

A dos aislamientos no se les logró identificar el tipo de 
SSCmec, y debido a la reciente aparición de nuevos tipos 
de SSCmec (REF), es posible que estos dos aislamientos 
pertenezcan a un tipo de SSCmec diferente a los que pue-
den ser clasificados con el método utilizado, por lo tanto, 
deben ser desarrollados y aplicados sistemas de clasifica-
ción más robustos con alto poder de discriminación, los 
cuales permitirán un mejor entendimiento de la epide-
miología y mecanismos de transmisión, tanto a nivel de la 
comunidad como en infecciones asociadas al cuidado de 
la salud a nivel intrahospitalario de unos aislamientos tan 
importantes como las cepas SARM.

La PCR múltiple utilizada en este estudio tiene un gran 
potencial para ser utilizada en laboratorios clínicos de 
microbiología, gracias a su fácil implementación. Esta 
técnica aplicada a los aislamientos SARM permite una fácil 
caracterización y facilita el manejo de la información 
epidemiológica para analistas, investigadores y personal 
de salud integrantes de los comités de infecciones de los 
diferentes hospitales y clínicas de nuestra ciudad. La clasi-
ficación de las cepas SARM según su tipo de SSCmec genera 
valiosa información acerca de su origen clonal, relaciones 
evolutivas, dinámica de transmisión de los aislamientos 
de microorganismos portadores de un casete específico, 
con lo cual se puede evaluar el comportamiento epidemio-
lógico de un determinado aislamiento y su capacidad de 
propagación entre los diferentes servicios hospitalarios y 
la comunidad.

Finalmente, es importante resaltar que la toma de deci-
siones acertadas, con base en la información generada 
por los métodos utilizados en el área de la epidemiología 
molecular, produce un impacto positivo en los tratamien-
tos de los pacientes y en el control de las enfermedades 
infecciosas hospitalarias. Lo cual se verá reflejado en la 
evolución clínica de los individuos afectados, en la dis-
minución de la ocurrencia de eventos adversos de tipo 
infeccioso y la disminución de los gastos hospitalarios rela-
cionados con largos tiempos de hospitalización y costosos 
tratamientos antibióticos. 
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