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Introducción
S. aureus es una bacteria Gram positiva, inmóvil, ca-

talasa y coagulasa positiva; y aunque el género Staphylo-
coccus incluye 52 especies y 28 subespecies, S. aureus 
es, con mucho, la especie clínicamente más relevante. S. 
aureus se encuentra en el ser humano como parte de la mi-
crobiota comensal de la mucosa nasal y piel de un 20-40% 
y cuando estas barreras se rompen, por ejemplo, debido a 
condiciones crónicas de las mismas, heridas o intervención 
quirúrgica, esta bacteria puede acceder a los tejidos subya-
centes o al torrente sanguíneo y causar infección. Personas 

con dispositivos médicos invasivos (como dispositivos peri-
féricos y centrales), catéteres venosos o sistemas inmuno-
lógicos comprometidos son particularmente vulnerables a 
la infección por S. aureus1.

Los tratamientos para este tipo de infecciones causa-
das por esta bacteria pueden variar, los fármacos de prime-
ra línea son los antibióticos betaláctamicos tipo penicilina, 
no obstante, con la aparición inminente de la resistencia mi-
crobiana, se han optado por tratamientos como cefalospo-
rinas de quinta generación, macrólidos, fluoroquinolonas, 
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Resumen: La aparición de resistencia a los antibióticos por parte de S. aureus se ha convertido en un grave problema de 
salud pública. Se determinó el porcentaje de S. aureus meticilino-resistente (SARM) en 96 aislamientos clínicos que se 
encontraban en un banco de bacterias en el laboratorio MEIZ de la Escuela de Microbiología de la UNAH. Las pruebas 
utilizadas para determinar el porcentaje de SARM fueron mediante difusión en disco utilizando: oxacilina (1µg), meticilina 
(5µg) y cefoxitina (30 µg).  La Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) se obtuvo con la prueba de E-test® (Solna, Suecia) 
para oxacilina. Se detectó la presencia de la proteína PBP2a mediante una prueba de aglutinación en látex y se desarrolló 
un PCR múltiplex para la detección del gen mecA. Finalmente, se determinó el índice kappa de Cohen, para evaluar 
la correlación entre las diferentes técnicas utilizadas. El porcentaje de resistencia a oxacilina fue del 15%. Hubo una 
excelente correlación entre las técnicas. La sensibilidad y especificidad para las diferentes técnicas de detección fue por 
encima del 90%. De acuerdo al índice Kappa de Cohen, cada uno de los métodos utilizados fueron catalogados como muy 
buenos para la detección de SARM.
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Abstract: The appearance of antibiotic resistance by S. aureus has become a severe public health problem. Objectives. 
The percentage of methicillin-resistant S. aureus (MRSA) was determined in 96 clinical isolates found in a bacteria bank 
at the MEIZ laboratory of the UNAH School of Microbiology. The tests used to determine the percentage of MRSA were 
by disk diffusion using: oxacillin (1µg), methicillin (5µg) and cefoxitin (30µg). The Minimum Inhibitory Concentration (MIC) 
was obtained with the E-test® (Solna, Sweden) for oxacillin. The presence of the PBP2a protein was detected by a latex 
agglutination test, and a multiplex PCR was developed to detect the mecA gene. Finally, Cohen's kappa index was determined 
to evaluate the correlation between the techniques used. Results. The percentage of resistance to oxacillin was 15%. There 
was an excellent correlation between the processes used. The sensitivity and specificity of the different detection methods 
were above 90%. According to Cohen's Kappa index, each technique used was very good for detecting MRSA.
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aminoglucósidos y en última instancia los glicopéptidos tipo 
vancomicina. Sin embargo, y a pesar del gran arsenal te-
rapéutico con el que actualmente se cuenta, ha surgido un 
grave problema de salud pública como ser la aparición de 
cepas de S. aureus resistentes a la meticilina conocido por 
sus siglas como SARM2.

Las infecciones ocasionadas por SARM, son un proble-
ma de salud pública importante en todo el mundo, siendo 
un número pequeño de clonas las responsables de las in-
fecciones estafilocócicas. El problema actual se presenta 
sobre todo en los hospitales (SARM-HA), debido al des-
cuido de las técnicas asépticas, hecho que se agrava por 
la aparición de cepas resistentes a los antimicrobianos, ya 
que, desde la aparición de los antibióticos, S. aureus ha ex-
presado una excepcional capacidad para producir variantes 
resistentes. En la pasada década, la epidemiología de las 
infecciones estafilocócicas cambió particularmente como 
consecuencia de dos factores principales: el incremento en 
el número de pacientes externos con excesivo contacto en 
centros de salud, y la emergencia de clones adquiridos en 
la comunidad (SARM-CA), por personas sin algún tipo de 
contacto con Hospitales o centros de salud, hecho que ha 
causado preocupación entre los profesionales de la salud3.

La resistencia a antibióticos por parte del S. aureus en 
especial a los betalactámicos, se debe a un mecanismo 
de resistencia denominado resistencia intrínseca; también 
llamado resistencia a la meticilina, el cual es un fenóme-
no genéticamente complejo donde la cepas de S. aureus 
normalmente tienen cuatro tipos de proteínas de unión a 
penicilinas (PBP, por sus siglas en inglés), PBP 1, 2, 3 Y 
4, mientras que SARM produce una quinta PBP o “extra” 
denominada PBP2a o PBP2’, que tiene menor afinidad a la 
meticilina y al resto de los antibióticos betalactámicos (figu-
ra 1). Esta proteína PBP 2a es el producto de la transcrip-
ción de un gen denominado mecA, el cual es un segmen-
to de ADN de un tamaño aproximado de 2 Kb que posee 
dos elementos reguladores (mecR1- mecI) que controlan 
la trascripción del gen, el cual se encuentra ubicado en un 
elemento genético denominado Casete Cromosómico Es-
tafilocócico (SCCmec). El SCCmec es un elemento genéti-
camente móvil, además de contener el gen mecA, contiene 
un sitio de inserción preferencial para transposones y co-
pias integradas de plásmidos que llevan varios genes de 
resistencia para antibióticos no betalactámicos. Por lo que, 
una vez adquirida la resistencia a betalactámicos, existe la 
potencialidad de que sea acompañada o seguida de la re-

sistencia a otros antibióticos4. 
A nivel mundial, para el 2016, países como España, 

Portugal e Italia habían reportado casos de SARM de un 
25 a 50%. Francia, Alemania y Reino Unido obtuvieron del 
10-25% de casos, países nórdicos como Suecia, Noruega y 
Finlandia reportaron casos de SARM de 1-5%. En Sudamé-
rica, países como Colombia, Ecuador, Chile y Argentina han 
obtenido de un 25 a 50%, mientras que Brasil, Venezuela 
y Perú han alcanzado hasta un 50% de casos de SARM5.

En Honduras, la situación de SARM ha sido poco estu-
diada, solamente existen dos trabajos publicados referen-
tes al tema. En primera instancia, tenemos el estudio de 
Zepeda y col, realizado en 1977 donde se encontró un por-
centaje de resistencia a la meticilina del 43%6. Asimismo, el 
Departamento de Epidemiología del Hospital Escuela (HE), 
para el año 2011 comunicaron un porcentaje de SARM del 
28% (Departamento de Epidemiología, HE, Comunicación 
Oral) y finalmente, Pineda y col para el 2013, manifestaron 
un porcentaje de resistencia a meticilina del 14%7.

La detección de SARM suele ser en ocasiones comple-
ja debido a la heterogeneidad de su expresión fenotípica, 
es decir, a pesar de que todas las células de una población 
posean el gen, solo 1 en 10 la manifiestan, dificultando su 
detección en el laboratorio con pruebas convencionales, lo 
que ha llevado al desarrollo y aplicación de diversas técni-
cas para la detección de cepas SARM mediante la búsque-
da de metodologías sensibles y específicas7.

Existen diferentes técnicas para la detección de aisla-
dos clínicos de S.aureus que son resistentes a meticilina. 
Dentro de estas técnicas, se encuentran: prueba de difu-
sión en disco con Cefoxitina, Microdilución en caldo para 
medir la CMI, Vitek-2, E-test®, pruebas de aglutinación en 
látex. Asimismo, existen pruebas moleculares para la de-
tección del gen MecA mediante Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés)8.

Es por esto que en el presente trabajo se planteó de-
terminar la resistencia fenotípica y molecular a antibióticos 
betalactámicos de los aislamientos obtenidos del banco de 
bacterias del Laboratorio MEIZ de la Escuela de Microbio-
logía de la Facultad de Ciencias de la UNAH. Para detectar 
el porcentaje de resistencia de estos aislamientos, se rea-
lizaron una serie de técnicas como son: prueba de difusión 
en disco con cefoxitina (FOX), Oxacilina (OX) y meticilina 
(Met), detección de la CMI mediante la técnica de Epsilon 
Test (E-Test®) con tiras de oxacilina (OX), detección de la 
PBP2a mediante la técnica de aglutinación en látex y la 

Figura 1. Mecanismo de resistencia por parte del S. aureus a los antibióticos betalactámicos (fuente: creación propia).
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identificación del gen mecA mediante PCR. Asimismo, se 
hizo una correlación entre las técnicas utilizadas, y final-
mente, se determinó la sensibilidad y especificidad de estas 
técnicas utilizando como ¨gold standard¨ la detección del 
gen mecA.

Materiales 
Los 96 aislamientos bacterianos de S. aureus obteni-

dos del banco de bacterias del laboratorio MEIZ, se obtu-
vieron en el periodo comprendido de octubre del 2010 a 
junio del 2011 provenientes de pacientes que acudieron al 
Hospital Escuela (HE) y al Instituto Hondureño de Seguri-
dad Social (IHSS) tanto de consulta externa como del área 
de hospitalización.

Las cepas utilizadas como controles en todos los ex-
perimentos incluyeron: SASM ATCC 29213 (mecA negativo 
o cepa susceptible) y la SARM CUG36501 (mecA positivo 
o cepa resistente). La primera cepa fue obtenida del Labo-
ratorio de Bacteriología del Centro de Salud Alonzo Suazo 
(Tegucigalpa, Honduras) y la segunda cepa fue obtenida 
del Laboratorio de Bacteriología de la Facultad de Microbio-
logía de la Universidad de Costa Rica (UCR).

Los discos de antibióticos de FOX 30 µg, OX 1 µg y Met 
5 µg, se obtuvieron de OxoidTM Thermo Fisher ScientificTM 

(Waltham, Massachusetts, USA), las tiras de Ox se obtu-
vieron de E-test® (AB Biodisk, Solna, Suecia). La prueba 
de aglutinación en látex y los caldos de cultivo para la pre-
paración de Agar simple se obtuvieron de OxoidTM Thermo 
Fisher ScientificTM ( Waltham, Massachusetts, USA).

Métodos 

Identificación de los aislamientos bacterianos
Los aislamientos fueron identificaron nuevamente. Se 

descongelaron y se cultivaron a 37°C en medio gelosa su-
plementado con 5% de sangre de carnero, para después 
ser re-identificadas con la tinción de Gram, prueba de ca-
talasa y se utilizó como ¨Gold standard¨ la prueba de coa-
gulasa en tubo.

Tinción de gram
En un portaobjetos se colocó una gota de agua des-

tilada estéril, y con ayuda de un asa bacteriológica o un 
cotonete estéril, se tomó una muestra de una colonia de 
bacteria previamente sembrada en gelosa sangre al 5%, 
se extendió en el portaobjetos y se combinó con la gota de 
agua destilada. Una vez que esta se secó, se fijó la mues-
tra con ayuda de metanol. Posteriormente, se agregaron 
los siguientes reactivos: lugol (1 minuto), mezcla de etanol/
acetona (1:1) (4 segundos), safranina (1 minuto). Se lavó 
con agua hasta que se secó la placa. Finalmente, se agre-
gó aceite de inmersión (1 gota) para llevar al microscopio. 
Un color morado y cocos dispuestos en grupos (parecido a 
racimos de uvas) indicaron positividad.

Prueba de catalasa en portaobjetos
En un portaobjetos se colocó una gota de agua destila-

da y una gota de peróxido de hidrógeno al 3%. Con ayuda 
de un asa bacteriológica o cotonete estéril, se tomó una co-
lonia de la bacteria previamente sembrada en gelosa san-
gre al 5% y se combinó con la gota de agua y con la gota 

de peróxido de hidrogeno a 3%. La presencia de burbujas 
en el peróxido de hidrogeno indicó positividad mientras que 
la ausencia de burbujas indicó negatividad.

Prueba de coagulasa en tubo
En un tubo de ensayo se colocó plasma fresco estéril 

y con ayuda de un asa bacteriológica o cotonete estéril se 
tomaron de una a dos colonias de la bacteria previamente 
sembrada en gelosa sangre al 5% y se agitó bien. Se In-
cubó a 37°C durante 4 horas. La formación de un coágulo 
indicó positividad. Una vez demostrado que los aislamien-
tos clínicos eran todos S. aureus entonces se procedió a 
realizar las pruebas de detección de susceptibilidad y/o re-
sistencia a la meticilina.

Prueba de difusión en disco para OX, Met y FOX
Las pruebas de susceptibilidad a OX, Met y FOX se 

realizaron con discos de 1 µg, 5 µg y 30 μg, respectivamen-
te. Se prepararon inóculos de cada uno de los aislamientos 
obtenidos de S.aureus a una concentración de 0.5 de la 
escala de McFarland. Con ayuda de un cotonete estéril se 
sembró este inóculo sobre placas de agar Mueller-Hinton. 
Posteriormente, se colocaron con ayuda de una pinza esté-
ril los discos de antibióticos separados unos de otros a una 
distancia de 20 mm. Las placas se incubaron a 24 h a 37°C 
y la formación de los halos de inhibición se midieron en mm. 
Los puntos de corte para OX, Met y FOX fueron los repor-
tados por la CLSI: OX resistente ≤ 11mm, OX susceptible ≥ 
13 mm, Met resistente ≤ 10 mm, Met susceptible ≥ 14 mm, 
FOX resistente ≤ 21 mm y FOX sensible ≥ 22 mm. Para 
esta prueba se utilizaron las cepas control9.

Prueba para determinación de la CMI
Se realizó con la prueba de E-test® (Solna, Suecia) 

utilizándose tiras de OX. Se prepararon inóculos de cada 
uno de los aislamientos obtenidos de S. aureus a una con-
centración de 0.5 de la escala de McFarland. Con ayuda 
de un cotonete estéril se sembró este inóculo sobre placas 
de agar Mueller-Hinton. Posteriormente, se colocaron con 
ayuda de una pinza estéril las tiras de oxacilina, las cuales 
constan de diversas concentraciones del fármaco que van 
desde [0.016 hasta 256] µg/mL. Las placas se incubaron a 
24 h a 37°C y la formación de un halo alrededor de la tira en 
forma de elipse, específicamente en su parte más angosta, 
indicó la CMI encontrada. Los puntos de corte para oxacili-
na fueron los reportados por la CLSI: OX susceptible ≤ 2 µg/
mL, OX resistente ≥ 4 µg/mL. Para esta prueba se utilizaron 
las cepas control9.

Detección de PBP2a.
Se utilizó la prueba PBP2a detection (oxoid®) que se 

basa en la aglutinación de partículas de látex sensibilizadas 
con anticuerpos monoclonales contra PBP2a. Se colocó en 
un tubo eppendorff de capacidad de 1 mL, 4 gotas del re-
activo número uno y con un asa bacteriológica estéril, se 
tomaron dos o tres colonias aisladas de S. aureus previa-
mente sembradas en gelosa sangre al 5% y se mezclaron 
hasta formar una suspensión que se observó homogénea, 
si es posible con ayuda de un vortex. Posteriormente, se 
colocó la suspensión en una plancha calefactora o en un 
baño de agua a 100 °C (previamente calentado) durante 3 
minutos. Se Dejó enfriar y se añadió una gota del reactivo 
de extracción dos al tubo y se mezcló bien. Se centrifugó a 
3000 rpm con un radio de rotación de 15 cm o a 4500 rpm 
con un radio de rotación de 4,5 cm. Se Utilizó el sobrena-
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dante para la prueba. Para cada sobrenadante, se marcó 
uno de los círculos de la tarjeta de la prueba para probarlo 
con látex de prueba y otro para hacerlo con látex de con-
trol. Se añadió una gota del látex de prueba o del látex de 
control a cada círculo marcado. Se Dispuso de 50 μl del 
sobrenadante sobre el círculo de prueba y el círculo de con-
trol, con cuidado para evitar el sedimento. Se mezcló bien 
el látex y el sobrenadante de cada círculo con una varilla de 
mezclado. Se sujetó y movió la tarjeta durante tres minutos 
y se observó la aglutinación en condiciones de iluminación 
normales. Finalmente, se registraron los resultados de las 
reacciones de prueba y de control. Asimismo, para esta 
prueba se utilizaron las cepas control.

PCR para la detección del gen MecA
Se prepararon suspensiones de 24 horas de cada uno 

de los 96 aislamientos clínicos obtenidos en este estudio; 
la extracción de ADN bacteriano, se realizó mediante la 
técnica descrita por Boom y colaboradores10. Se realizó la 
PCR con las siguientes secuencias como cebadores: mecA 
plus 5’-TGG CTA TCG TGT CAC AAT CG-3’ y mecA minus 
5’-CTG-GAA-CTT-GTT-GAC-CAG-AG-3. El producto de 
PCR generado tuvo un tamaño de 310 pb. Cada muestra 
también se probó con la secuencia de 370 pb del gen ribo-
somal 16S; los cebadores fueron: 16S plus: 5’-AGG AGG 
TGA TCC AAC CGC A-3’ y 16S minus: 5’-AAC TGG AAG 
AAG GTG AT-3’. Asimismo, 2 µL del ADN extraído se agre-
garon a una mezcla que contenía: 200 µM desoxinucleó-
tidos trifosfato; 10 mM Tris (pH 8.3); 50 mM KCl; 1.5 µM 
MgCl2; 50 pmol de cebadores y 1.25 U de Taq DNA polime-
rasa (Promega®).

La amplificación se realizó en un termociclador de 
acuerdo al siguiente protocolo: desnaturalización a 94°C 
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 30 segun-
dos, 56°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos, con 
una extensión final a 72°C por 5 minutos. Los productos 
amplificados fueron separados mediante electroforesis en 
gel con agarosa al 2% a 100 V por 30 minutos y teñidos 

con bromuro de etídio, las bandas fueron visualizadas en 
un transiluminador con luz ultravioleta.

Análisis estadístico para la correlación de las técnicas
Los datos se tabularon y se analizaron con el programa 

epidata versión 3.0. Se utilizó el índice Kappa de Cohen 
como coeficiente de correlación para escalas nominales 
que midieron la confiabilidad y validez del diagnóstico. Un 
buen método diagnóstico exhibe buena correlación; los cri-
terios para la interpretación de la fuerza de correlación del 
índice kappa van de acuerdo con el valor de k: < 0.20 po-
bre, 0.21-0.40 débil, 0.41-0.60 moderada, 0.61 - 0.80 bue-
na, 0.81- 1.00 muy buena. Se determinó la sensibilidad y 
especificidad de las técnicas utilizadas.

Resultados

Pruebas de identificación
De los 96 aislamientos clínicos que se obtuvieron del 

banco de bacterias, todas fueron identificadas nuevamente 
como S. aureus. Todos los aislamientos fueron gram po-
sitivos, catalasa y coagulasa positivo (ver figura 2). Las 
bacterias se observaron bajo el microscopio como cocos 
dispuestos en racimos y de color morado. Al momento de 
poner en contacto la colonia de la bacteria con el peróxido 
de hidrogeno al 3% este hizo efervescencia al instante. Re-
ferente a la prueba de coagulasa, todos los aislamientos clí-
nicos formaron un coagulo de fibrinógeno. Las colonias de 
las bacterias a simple vista se observaron color dorado, so-
lamente un aislamiento se observó color grisáceo (figura 3).

Prueba de difusión en disco para OX, Met, FOX
En las figuras 4, 5, 6 se muestran las frecuencias de los 

diámetros de los halos de inhibición obtenidos al enfrentar 
los discos de OX, Met, FOX con los aislamientos clínicos 
de S. aureus. Los halos de inhibición con los tres discos de 

Figura 2. Pruebas de detección de S. aureus. A. Cocos Gram positivos. B. Prueba de catalasa positiva. C. Prueba de 
coagulasa en tubo. El tubo de la izquierda muestra una prueba positiva.
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Figura 3. Aislamientos bacterianos de S.aureus. A. aislamiento color dorado. B. Aislamiento color grisáceo.

Figura 5. Porcentaje de aislamientos de S. aureus Susceptibles y/o resistentes a la Met.

Figura 4. Porcentaje de aislamientos de S. aureus Susceptibles y/o resistentes a la OX.
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antibióticos fueron menores a los 10 mm de diámetro en 
15 de los 96 aislados (15.63%), interpretándose como re-
sistentes. La mayoría de los aislados susceptibles presen-
taron halos de inhibición entre 13-19 mm para OX y entre 
14-19 mm para Met y arriba de los 23 mm para la FOX. No 
se observaron halos de inhibición que estuvieran dentro del 
rango intermedio.

Mientras se realizaron las pruebas de difusión en disco, 
se pudo observar la formación de un ¨pseudohalo¨de inhibi-
ción con un crecimiento bacteriano dentro del mismo (figura 
7). Para este caso en particular, se tomaron las colonias de 
bacterias que se encontraban dentro del ¨pseudohalo¨ y se 
reideintificaron como S. aureus. De esta manera se descar-
tó una contaminación por otras bacterias.

Prueba para determinación de la CMI
De acuerdo a los puntos de corte establecidos por el 

CLSI, se consideraron susceptibles a OX aquellos aisla-
mientos con valores de CMI ≤ 2 µg/mL y resistentes si la 
CMI ≥ 4 µg/mL. En la figura 8 se puede observar la distribu-
ción de frecuencias de CMIs de OX que se presentaron en 
el ensayo de E-test®. El 50% mostró una CMI ≤ 0.38 µg/ml 
(CMI50) y el 90% una CMI ≤ 32 µg/ml (CMI90). En total me-
diante esta técnica se detectaron 14 (14.6%) aislamientos 
con CMIs por encima de los 4 µg/ml, considerados como 
resistentes, y 82 aislados fueron susceptibles, con una CMI 

menor a 2 µg/ml (85.4%) (figura 8).
La determinación de CMI con oxacilina produjo halos 

de inhibición elípticos muy bien definidos en todos los ais-
lamientos. Solamente un aislamiento (resistente) formó un 
“pseudohalo” alrededor de la tira, similar al formado en la 
prueba de difusión en disco. La CMI encontrada fue de 48 
µg/ml, con la aparición de colonias dentro de la elipse por 
lo que fue clasificado como resistente a oxacilina (figura 9). 
Por otro lado, se observó un aislamiento que había presen-
tado resistencia en la prueba de difusión en disco, No obs-
tante, esta mostró una CMI de 1.5 µg/mL clasificado como 
susceptible de acuerdo al CLSI. En vista a lo anteriormente 
expuesto, es vital la realización de pruebas complementa-
rias. Mediante estas técnicas se determinó un porcentaje 
de SARM del 14.58%.

Detección de PBP2a.
De los 96 aislamientos clínicos incluidos en el estudio, 

un total de 82 no mostraron ninguna aglutinación mediante 
la técnica utilizada, lo que se interpretó como ausencia de 
la PBP2a. 81 aislados fueron susceptibles a Met median-
te la prueba fenotípica de difusión en disco. Solamente un 
aislamiento que mostró resistencia a los betalactámicos, no 
expresó la proteína PBP2a. Finalmente, 14 fueron positivos 
por PBP2a, observándose grumos grandes y bien definidos 

Figura 6. Porcentaje de resistencia de los aislamientos clínicos de S. aureus a la FOX.

Figura 7. A. Formación de un ¨pseudohalo¨ de inhibición alrededor del disco de OX. B. Halos de inhibición bien formados 
y delimitados en aislamientos de S. aureus susceptibles a antibióticos.
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dentro de los primeros 3 minutos (Figura 10).

Detección del gen mecA
La estandarización del ensayo para la detección mo-

lecular del gen mecA no presentó ningún problema, desde 
la extracción de ADN hasta el desarrollo de una PCR múlti-
plex la cual detectó simultáneamente 2 regiones altamente 
conservadas de los genes en estudio. El producto de ampli-
ficación fue idéntico en todos los aislamientos mecA positi-
vos, independientemente del nivel de resistencia medido en 
términos de CMI y difusión en disco.

Todos los aislamientos presentaron las bandas de 370 
pb correspondientes al gen ribosómico ARNr 16S, altamen-
te conservado en bacterias. Un total de 14 aislamientos 
fueron mecA positivos, mostrando bandas de identificación 
muy bien definidas de 310 pb, como se muestra en la figura 
11 y 12. En los pocillos señalados con flechas se colocaron 
aislados clínicos que fueron fenotípicamente resistentes y 
mecA positivos. 

En la figura 13 se observa que todos los aislamientos 
fueron mecA negativos. En el pocillo señalado con la flecha 
se colocó el aislamiento fenotípicamente resistente, pero 
que no expresó la PBP2a ni el gen mecA.

Análisis estadístico para la comparación de pruebas

Pruebas de concordancia mediante la aplicación del 
índice Kappa

A continuación, se presentan las pruebas de concor-
dancia entre las diversas técnicas utilizadas en este estu-
dio. En la tabla 1 se resumen los resultados de los índices 
kappa alcanzados, en donde se mostró una excelente con-
cordancia (95.94%) entre las técnicas de difusión en disco 
con la detección de CMI mediante E-test®, detección de PB-

P2a y del gen mecA. Por otro lado, el índice Kappa mostró 
una excelente concordancia (91.64%) entre las técnicas de 
E-test® con la detección de la PBP2a y del gen mecA. Final-
mente, la concordancia existente entre la expresión de la 
proteína PBP2a y el gen mecA fue la mejor (100 %).

Sensibilidad y especificidad de las pruebas
Se calculó la sensibilidad y especificidad de las prue-

bas realizadas, tomando como prueba de referencia la de-
tección del gen mecA (tabla 2).

Discusión
S. aureus es una de las bacterias que se aísla con ma-

yor frecuencia a nivel hospitalario, sin embargo, esta bacte-
ria ha resurgido en la última década como causante de cua-
dros clínicos muy graves en la comunidad que van desde 
infecciones de piel y tejidos blandos hasta enfermedades 
sistémicas que amenazan la vida del paciente. S. aureus 
es un colonizador habitual de piel y mucosas humanas, así 
como fómites de los ambientes humanos, tiene la capaci-
dad de evadir la respuesta inmune del hospedero mediante 
sus múltiples factores de virulencia, como toxinas, enzimas 
extracelulares y moléculas de superficie, que la convierten 
en un microorganismo con un alto potencial patogénico11.

S. aureus fue la primera bacteria en desarrollar resis-
tencia a los antibióticos, mediante la producción de una 
enzima que tenía la capacidad de hidrolizar el anillo beta-
lactámico de la penicilina y de esta forma inactivar la acción 
farmacológica y terapéutica del antibacteriano. Por esta 
razón se modificó la estructura química de la penicilina a ni-
vel de grupos sustituyentes como hidroxilo y metilo, dando 
como resultado la Met, que se convirtió en el tratamiento de 
elección para tratar las infecciones causadas por los esta-

Figura 8. CMI de OX en 
aislados de S. aureus.
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filococos. Sin embargo, poco tiempo después de su intro-
ducción, se aisló la primera cepa resistente a Met, y desde 
entonces la incidencia a nivel mundial se ha incrementado 
progresivamente, por lo que se ha debido recurrir a otras 
alternativas terapéuticas12.

En este estudio se obtuvieron porcentajes de SARM 
intermedios (15%) con respecto a los encontrados en años 
anteriores, en 1977 se publicó un 48% de resistencia, en el 
año 2011 se comunicó un 28%y para el 2013 se informó un 
14%, sin embargo, la muestra obtenida no fue representa-
tiva para indicar una prevalencia nacional, sino solamente 
de una población determinada de la capital. No obstante, 
estas frecuencias son considerablemente más bajas a las 

encontradas en otros países del continente americano, y 
similares a las que presentan algunos países del hemisferio 
norte. Debido a la ausencia de programas activos de vigi-
lancia y control de brotes de SARM en el país, es importan-
te estudiar a fondo las razones que podrían explicar tales 
frecuencias, como, por ejemplo, el manejo antimicrobiano 
de los pacientes, la circulación y disponibilidad de antibió-
ticos a nivel nacional y la detección de portadores de S. 
aureus6,7.

La rápida y precisa detección de SARM es importan-
te para guiar una adecuada terapia antibiótica, para esto 
los laboratorios de microbiología requieren de formación y 
recursos para identificar correctamente los aislados resis-

Figura 9. A. Formación de un ¨pseudohalo¨ de inhibición alrededor de la tira de OX.

Figura 10. Prueba de aglutinación en látex. A. Kit comercial Oxoid® PBP2a látex; B. Control positivo. C. Aislados positivos 
para la detección de PBP2a.
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tentes. Dentro de las técnicas más utilizadas en Honduras 
para la determinación de SARM se encuentran el método 
de difusión en disco con OX y FOX y sistemas automatiza-
dos como el Vitek®. La determinación de la CMI mediante 
microdilución en caldo o por E-test®, y las pruebas como la 
aglutinación en látex y detección del gen mecA, brindan in-
formación complementaria y confirmatoria específica para 
SARM. En el presente estudio se incorporaron tres de estas 
técnicas que no suelen utilizarse con frecuencia (pero que 
son muy sensibles y específicas), con el fin de obtener la 
identificación definitiva de SARM y poner estas importan-
tes herramientas diagnósticas a disposición del sistema de 

salud nacional. Sin embargo, estos ensayos son costosos 
y de difícil adquisición, por lo que la confirmación de SARM 
requiere una evaluación detallada de la confiabilidad y rela-
ción costo-beneficio de las técnicas disponibles13.

En este estudio se utilizaron dos ensayos de difusión 
en agar y dos técnicas para la detección de los determi-
nantes de resistencia contra Met, con el fin de evaluar su 
sensibilidad y especificidad analíticas. Los ensayos con 
discos o tiras de antibióticos son de fácil implementación y 
estandarización, ya que los protocolos están ampliamente 
normalizados y pueden ser aplicados en la mayoría de la-
boratorios clínicos. Todas las pruebas de control de calidad 

Figura 11. A. PCR multiplex de los aislamientos clínicos de S. aureus. M, marcador de peso molecular; C-, control nega-
tivo; C+, control positivo. B, blanco. Flechas, aislados positivos por mecA

Figura 12. PCR multiplex de los aislados clínicos de S. aureus. M, marcador de peso molecular; C-, control negativo; 
C+, control positivo. Flechas, aislados positivos por mecA; pocillo señalado y sombreado en amarillo, corresponde a un 
aislamiento fenotípicamente resistente con el método de difusión en disco y susceptible utilizando las tiras E-test® (con 
una CMI 1.5 µg/ml) pero que genotípicamente fue resistente.
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realizadas para ambas técnicas estuvieron dentro de los 
parámetros establecidos, lo que validó los resultados obte-
nidos. No obstante, la correcta identificación de SARM uti-
lizando los métodos convencionales es compleja y algunos 
aislados son difíciles de clasificar ya que pueden aparecer 
susceptibles por un método y resistentes o intermedios por 
otro. Es ampliamente aceptado que la detección de SARM 
en el laboratorio por métodos de difusión en agar está de-
terminada por varios parámetros como temperatura, perio-
do de incubación y densidad del inóculo, así como la con-
centración de sales en los medios de cultivo14.

En las pruebas de difusión en agar, se presentaron dos 
aislamientos SARM con fenotipos de resistencia caracteri-
zados por la formación de halos de inhibición atípicos al-
rededor del disco de antibiótico, con abundantes colonias 
intrahalo llamados “halos fantasmas”15. Uno de ellos tam-
bién presentó halo fantasma alrededor de la tira E-test®, y 

fue negativo para PBP2a y gen mecA, pero se consideró 
como un aislado SARM probablemente con un mecanis-
mo de resistencia distinto a la adquisición plasmídica del 
SCCmec (gen mecA). Una posibilidad es la producción de 
un alto nivel de betalactamasas, presente en las cepas co-
nocidas como BORSA16. Alternativamente, este fenotipo de 
SARM también podría deberse a la modificación de otras 
PBP tales como PBP1, PBP3 y PBP4 conocidas como ce-
pas MODSA17. En este caso la CMI obtenida para oxacilina 
indicó un alto nivel de resistencia, más consistente con un 
fenotipo MODSA, cuya confirmación dependería de prue-
bas de genotipificación. En estos casos, la correcta identifi-
cación de este tipo de resistencia proveería una alternativa 
terapéutica adecuada.

El otro aislado resistente con halo fantasma, resultó 
positivo para PBP2a y gen mecA, sin embargo presentó 
una baja CMI por E-test®. Las colonias mostraron diversos 

Figura 13. PCR multiplex de los aislados clínicos 
de S. aureus. M, marcador de peso molecular; C-, 
control negativo; C+, control positivo; B, blanco; 
Flecha, aislamiento fenotípicamente resistente 
pero que no presentó positividad de PBP2a ni pre-
sencia de gen mecA.

Tabla 1. Concordancia entre las técnicas utilizadas para la detección de SARM*. 
*A. Correlación entre la prueba de difusión en disco y E-test®. B. Correlación entre la prueba de difusión en disco y la 
prueba de aglutinación en látex PBP2a. C. Concordancia entre la prueba de difusión en disco y PCR para detección del 
gen MecA. D. Concordancia entre la prueba de E-test® y la prueba de aglutinación en látex PBP2a. E. Concordancia 
entre la prueba de E-test® y la PCR para detección del gen MecA. F. Concordancia entre la prueba PCR para detección 
del gen MecA y la prueba de aglutinación en látex PBP2a.
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tamaños, lo cual se ha descrito en aislados con resistencia 
heterogénea a los antibióticos. Este tipo de aislados es sus-
ceptible a bajas concentraciones de OX y solo una pequeña 
fracción de la población manifiesta resistencia fenotípica, 
por lo que su detección a nivel de los laboratorios clínicos 
puede pasar inadvertida, y facilitar su diseminación intra-
hospitalaria. De acuerdo con la clasificación de Tomasz, los 
aislados SARM heterogéneos de clase 1, expresan el gen 
mecA y poseen una CMI entre 1.5 y 3 µg/ml, lo que con-
cuerda con el fenotipo encontrado en este estudio18. Por 
consiguiente, para su correcta identificación se requiere de 
la implementación de pruebas adicionales como aglutina-
ción por látex para PBP2a y PCR.

La técnica de aglutinación en látex para la detección 
de la PBP2a, fue desarrollada en la década de los 90 con 
el objetivo de crear una prueba más rápida para la detec-
ción de resistencia a Met19. Desde el año 2002, el CLSI 
recomendó su uso en caso de no tener técnicas molecula-
res disponibles, ya que ha demostrado un excelente rendi-
miento como prueba complementaria para la detección de 
SARM, destacando su facilidad y rapidez para la obtención 
de resultados, en comparación con otras metodologías dis-
ponibles9.

En el presente estudio se obtuvo una excelente sensi-
bilidad y especificidad de la prueba de aglutinación en lá-
tex. Los resultados mostraron reacciones intensas durante 
el tiempo establecido y fueron comparables con las cepas 
control, obteniéndose altos porcentajes de correlación con 
los métodos implementados en este estudio. Para la inter-
pretación de resultados, se requiere de personal capacita-
do que puedan brindar resultados óptimos y confiables.

El PCR para la detección del gen mecA ha sido consi-
derado como el método de referencia para la determinación 
de SARM20,21. En este estudio se implementó por primera 
vez en el país esta técnica de diagnóstico molecular para 
detectar dicho determinante de resistencia a partir de aisla-
dos clínicos, y de encontrar posibles cambios en el patrón 
molecular que se reflejaran en la expresión fenotípica. En 
otros países del área centroamericana se ha incorporado 
este ensayo como apoyo diagnóstico y confirmación de la 
presencia de SARM en muestras clínicas (Cristian Pérez, 
comunicación personal). El desarrollo de ensayos para la 
detección de múltiples genes en un solo paso brinda venta-
jas adicionales como rapidez y validación simultánea de los 
protocolos de reacción, tal como se observó en este estu-
dio. Los geles de agarosa muestran muy claramente el gen 
MecA presente en los aislamientos. De estos 15 resistentes 
fenotípicamente, 14 presentaron el gen.

Todos los métodos utilizados para la detección de re-

sistencia tuvieron una excelente sensibilidad, especificidad, 
además de una excelente correlación entre técnicas feno-
típicas. Por esta razón, es posible sugerir una combinación 
de al menos dos de estas técnicas para la identificación de 
aislados SARM. Por ejemplo, el uso del método de difusión 
en disco con una prueba complementaria como la aglutina-
ción en látex para PBP2a podría ser una buena alternati-
va diagnóstica para laboratorios con volúmenes pequeños 
a medianos de muestras positivas por SARM. Asimismo, 
la combinación de E-test® con la detección del gen mecA 
provee información más completa de la resistencia a Met, 
apta para laboratorios de hospitales grandes y centros de 
referencia nacionales. Además, todas son herramientas va-
liosas para la adecuada vigilancia epidemiológica, control 
de la diseminación y de eventuales brotes por este tipo de 
cepas.

Conclusiones
En este estudio, el porcentaje de resistencia a meti-

cilina por parte de los aislamientos clínicos de S. aureus 
fue del 15% (mediante la técnica de difusión en disco). No 
obstante, el porcentaje de resistencia obtenido mediante 
la prueba de aglutinación en látex para la detección de la 
PBP2a y el PCR para la identificación del gen MecA fue del 
14%. Esto significa que, existen diferentes mecanismos de 
resistencia por parte de esta bacteria. Específicamente, un 
caso de SARM presentó resistencia fenotípica pero no ge-
notípica, asimismo, un caso de SARM fue fenotípicamente 
susceptible por E-test®, pero si presentó resistencia genotí-
pica. Es por esto la importancia de utilizar diferentes técni-
cas para la detección de cepas SARM ya que esto conlle-
va al tratamiento oportuno de los pacientes evitando así la 
aparición de mecanismos de resistencia, específicamente 
cuando se presentan infecciones causadas por estas ce-
pas con resistencia heterogénea a los betalactámicos. Las 
pruebas de correlación mostraron que fue conveniente utili-
zar al menos dos técnicas de identificación de aislamientos 
SARM. Se observó un fenómeno que hemos denominado 
como formación de pseudohalos, donde se formó un halo 
de inhibición alrededor del disco de antibióticos y de la tira 
de E-test® con crecimiento de S.aureus dentro de los mis-
mos. Todas las técnicas mostraron excelentes porcentajes 
de sensibilidad y especificidad. Recomendamos realizar 
este mismo estudio con mayor número de muestras que 
sea representativa para todo el país. Asimismo, se requie-
ren de estudios de genotipificación para la detección de los 
SCCmec circulantes en el país para determinar su origen 

Tabla 2. Sensibilidad y especificidad de las pruebas (IC95%).
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