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Highlights

« Alta prevalencia de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis resistentes a macrolidos en pacientes
hospitalizados con COVID-19 en Santander, Colombia.

- Identificacion predominante de genes de resistencia ermB y ermT, subrayando su importancia en la resistencia a
macroélidos en cocos Grampositivos.

- S. epidermidis, tipicamente no asociado a infecciones respiratorias, fue detectado en coinfecciones, sugiriendo un
rol oportunista en entornos hospitalarios.

« Resultados respaldan la necesidad urgente de implementar practicas de control de antibiéticos en contextos de alta
vulnerabilidad.
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Macrolide resistance in Staphylococcus from COVID-19 patients in Santander

Abstract

Introduction: Intensive use of macrolides, such as azithromycin, during the COVID-19 pandemic has
facilitated the development of antimicrobial resistance in Gram-positive bacteria through multiple
resistancemechanisms,includingribosomal RNAmodification, effluxpumps,andenzymaticinactivation.
Objective: To describe the prevalence of resistance genes in bacteria isolated from COVID-19 patients
in Santander, Colombia. Materials and Methods: A descriptive study was conducted on 112 stored
samples from nasopharyngeal and oropharyngeal swabs and tracheal aspirates collected from
hospitalized COVID-19 patients in 2020, from which 48 Gram-positive strains were isolated. Macrolide
resistance and the presence of the ermA, ermB, ermT, and mef(A/E) genes were evaluated through
phenotypic and molecular tests. Results: Staphylococcus aureus was the most prevalent species at
58.33% (28), followed by Staphylococcus epidermidis at 31.25% (15). A total of 47.92% (23) of the strains
showed phenotypic resistance to azithromycin, and 81.25% (39) displayed genotypic resistance, with
ermB being the most prevalent at 58.33% (28) and ermT at 45.83% (22), with no detection of mef(A/E).
Discussion: These findings reveal a high prevalence of macrolide resistance, which may be related to
the extensive use of these antibiotics during the pandemic. Conclusions: The increase in macrolide
resistance among Gram-positive bacteria represents a critical public health challenge, especially in the
context of pandemics. These results underscore the urgent need to implement control measures in
antibiotic use.

Keywords: Co-infection; COVID-19; Staphylococcus; Macrolides; Antibiotic Resistance

Resisténcia a macrolideos em Staphylococcus de pacientes com COVID-19 em Santander

Resumo

Introducao: O uso intensivo de macrolideos, como a azitromicina, durante a pandemia de COVID-19
favoreceu o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana em bactérias Gram-positivas por meio
de multiplos mecanismos de resisténcia, como modificacdo do RNA ribossémico, bombas de efluxo
e inativacao enzimatica. Objetivo: Descrever a prevaléncia de genes de resisténcia em bactérias
isoladas de pacientes com COVID-19 em Santander, Coldbmbia. Materiais e Métodos: Foi realizado
um estudo descritivo com 112 amostras de cotonetes nasofaringeo e orofaringeo armazenadas e
aspirados traqueais de pacientes hospitalizados com COVID-19 em 2020, dos quais 48 cepas Gram-
positivas foram isoladas. A resisténcia a macrolideos e a presenca dos genes ermA, ermB, ermT y
mef(A/E) foram avaliadas por testes fenotipicos e moleculares. Resultados: Staphylococcus aureus foi
a espécie mais prevalente com 58,33% (28), seqguido por Staphylococcus epidermidis com 31,25% (15).
47,92% (23) das cepas apresentaram resisténcia fenotipica a azitromicina e 81,25% (39) resisténcia
genotipica, com predominancia de ermB com 58,33% (28) e ermT com 45,83% (22), sem deteccao de
mef (A/E). Discussao: Esses achados mostram uma alta prevaléncia de resisténcia a macrolideos, o
que pode estar relacionado ao uso extensivo desses antibiéticos durante a pandemia. Conclusées:
O aumento da resisténcia a macrolideos em bactérias Gram-positivas representa um desafio critico a
saude publica, especialmente no contexto de pandemias. Esses resultados ressaltam a necessidade
urgente de implementar medidas de controle de antibidticos.

Palavras-Chave: Coinfeccao; COVID-19; Staphylococcus; Macrolideos; Resisténcia a Antibidticos
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Introduccion

Los macrélidos, como la azitromicina, eritromicina y claritromicina, son antibiéticos fundamentales
en el tratamiento de infecciones bacterianas. Estos compuestos hidrofébicos ejercen un efecto
bacteriostatico al bloquear la sintesis de proteinas, mediante su unién a la peptidil transferasa del
acido ribonucleico ribosémico (ARNr) 23S en la subunidad 50S del ribosoma bacteriano'~.

Durante la pandemia de COVID-19, el uso de macrdlidos se intensific6 considerablemente,
especialmente el de la azitromicina, como parte de estrategias profilacticas y terapéuticas. En muchos
casos, este uso fue inapropiado y contribuyé al incremento de la resistencia antimicrobiana a nivel
global**. En América Latina, se ha documentado una elevada automedicacién con antibiéticos,
dificultando la gestién clinica de muchos de estos pacientes y favoreciendo el desarrollo de resistencia
en patégenos prevalentes en la region®”.

En bacterias Grampositivas, la resistencia a macroélidos se desarrolla principalmente a través de tres
mecanismos: 1) modificacion del sitio blanco en el ARNr 23S, 2) expulsion activa mediante bombas de
eflujo y 3) inactivacién enzimatica, aunque esta ultima es menos frecuente®®. Estos mecanismos, que
han sido asociados a genes como ermA, ermB, ermT y mef(A/E), limitan las opciones de tratamiento y
representan un desafio en entornos hospitalarios, particularmente en pacientes vulnerables.

Estudios internacionales han identificado una alta prevalencia de genes de resistencia a macrolidos
en Staphylococcus aureus y Streptococcus pyogenes, como se ha observado en Perd y Chile'®'% Sin
embargo, en Colombia, existen pocos datos epidemiolégicos sobre este tema, lo cual dificulta el
desarrollo de estrategias de control eficaces.

Este estudio tuvo como objetivo determinar la prevalencia de los genes ermA, ermB, ermT'y mef(A/E)
en cepas Grampositivas aisladas de pacientes hospitalizados con COVID-19 en Santander, Colombia.
Estos hallazgos contribuirdn a una mejor comprensién del panorama local de resistencia y apoyaran
el desarrollo de estrategias de vigilancia y control mas efectivas en el contexto de salud publica.

Materiales y Métodos

Obtencion y seleccion de las muestras: Se realizdé un estudio descriptivo de corte transversal
en el que se seleccionaron aleatoriamente 112 muestras de un total de 2072, almacenadas en el
marco del programa de vigilancia epidemioldgica de COVID-19 y recolectadas entre julio de 2020
y enero de 2021 en diversos municipios del departamento de Santander, Colombia. Las muestras,
que incluyeron hisopados nasofaringeos, orofaringeos y aspirados traqueales, fueron obtenidas de
pacientes hospitalizados de todas las edades y sexos para su diagnostico de COVID-19y la recoleccion
se efectud bajo el Convenio Especial de Cooperacion N°065 entre el Instituto Nacional de Salud (INS)
de Colombia y la Universidad de Santander.

Para el andlisis, se seleccionaron cultivos con crecimiento bacteriano significativo, evidenciado en
al menos dos cuadrantes de la placa de agar y en los que el patégeno primario predominé sobre la
microbiota acompanante. No se excluyeron pacientes en tratamiento antimicrobiano o con uso previo
de antibidticos antes del diagnostico de COVID-19, ya que esta informacién no estaba disponible en
el proceso de vigilancia epidemiolégica.
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El tamano de la muestra fue calculado utilizando el software IBM® SPSS® Statistics versidon 26.0, con un
nivel de confianza del 95%, un margen de error del 5% y una prevalencia del 31%, basada en los datos
de coinfeccidn bacteriana reportados por Buehrle et al. (2020)3.

Cultivos microbiolégicos y aislamientos: Los hisopados o aspirados se cultivaron directamente
en Agar Sangre al 5% y Agar Chocolate, incubados en atmésfera enriquecida con 5% de CO,, y en
Agar Sal Manitol en condiciones aerébicas, a 37°C durante 24-48 horas. Para garantizar la calidad del
crecimiento, se sembraron cepas de referencia como control positivo para garantizar la eficacia de
los medios y las condiciones de incubacién, verificando que las condiciones de crecimiento fueran
Optimas. La recuperacion del cultivo se considerd exitosa cuando el crecimiento bacteriano cubrié al
menos dos cuadrantes de la placa, mostrando un predominio del patégeno sobre la microbiota de
fondo. A cada cepa recuperada se le realizé un control de calidad para evaluar su pureza y viabilidad,
incluyendo coloracion de Gram y subcultivos en Agar Sangre al 5% para obtener un cultivo axénico,
incubado durante 24 horas a 37°C.

Identificacion de las cepas bacterianas: La identificacién fenotipica de los cocos Grampositivos
se llevo a cabo mediante pruebas bioquimicas (catalasa, coagulasa y Rapid Staph Plus System) y
caracteristicas morfoldgicas observadas en la tincién de Gram. La identificacion genotipica se enfocé
en la deteccién de genes especificos para Staphylococcus debido a que no se obtuvieron resultados
aplicables a Streptococcus.

Para la identificacién genotipica el acido desoxirribonucleico (ADN) se extrajo a través de lisis térmica
con un pretratamiento de EDTA 10 mM (pH 8.0) y Proteinasa K 1 mg/mlL, tras la estandarizacién del
protocolo con cepas control de referencia (S. aureus subsp. aureus ATCC 25923y S. epidermidis ATCC
35984). La calidad y concentracién del ADN extraido se evaluaron utilizando un espectrofotémetro
NanoDrop™ 2000c (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.).

La caracterizacion molecular de las cepas bacterianas se realizd mediante unareaccién en cadenadela
polimerasa (PCR) multiple, utilizando los genes nuc que codifican para termonucleasas ampliamente
conservadas en las principales especies de Staphylococcus™. Las reacciones de PCR se prepararon
en un volumen final de 50 pL, conteniendo Taq 2X PCR MasterMix (Applied Biological Materials Inc.,
Canada), 0,5 uM de cada primer, 10 ng de ADN y agua libre de DNAsas y RNAsas.

Los fragmentos de ADN amplificados se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2%,
con intercalador Midori Green Advance™ (Nippon Genetics Europe GmbH, Alemania), a 90V durante
70 minutos en un tampon TAE 1X (Tris-Acetate-EDTA).

Resistencia fenotipica a azitromicina. La resistencia fenotipica se evalué mediante el método
de difusion en disco de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton (Thermo Scientific™ Oxoid™, EE. UU.),
utilizando discos de 15 ug de azitromicina (AZM - Thermo Scientific™ Oxoid™, EE. UU.), siguiendo las
recomendaciones de la guia CLSI M100-Ed34:2024". Este método fue seleccionado por su amplio
uso en estudios de vigilancia epidemioldgica y por ser recomendado para pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana. Aunque se reconoce que puede tener menor sensibilidad en comparacion con
métodos como la microdilucion, su estandarizacién, bajo costo y reproducibilidad lo hacen adecuado
para estudios de caracter exploratorio, como es este caso. Las placas se incubaron a 37°C durante 18-
24 horas antes de medir los diametros de inhibicién. Los puntos de corte para la interpretacién de los
didmetros de los halos de inhibicién fueron los siguientes: sensible (=15 mm), sensibilidad intermedia
(14-17 mm) y resistente (<8 mm).
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Caracterizacion molecular de los genes de resistencia a macroélidos: La caracterizacion se realizé
mediante PCR utilizando protocolos sin modificaciones previamente descritos en la literatura para
ermA'y ermB'®, ermT"" y mef (A/E)'®. Las mezclas de reaccién de PCR se prepararon en un volumen
final de 50 pL, con Taq 2X PCR MasterMix (Applied Biological Materials Inc., Canada), 0,5 uM de cada
primer, 10 ng de ADN y agua libre de DNAsas y RNAsas. Los fragmentos amplificados se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% con intercalador Midori Green Advance™ (Nippon
Genetics Europe GmbH, Alemania), a 90V durante 70 minutos en tampdn TAE 1X (Tris-Acetate-EDTA).

Secuenciacion y analisis bioinformaticos: Los genes amplificados se enviaron para secuenciacion
mediante el método express-seq en la empresa Gencell Pharma®©, empleando los mismos primers
empleados en las reacciones de PCR para asegurar la especificidad de las secuencias generadas.
Las lecturas obtenidas en formato .ab1 (Forward y Reverse) fueron sometidas a un control de
calidad inicial en FinchTV (Geospiza, Inc.,, EE. UU.), evaluando la claridad y precision de los picos de
fluorescenciay verificando laintegridad de cada secuencia. Este andlisis preliminar permitié identificar
posibles artefactos de secuenciacién, asegurando asi que solo las lecturas de alta calidad avanzaran
al procesamiento siguiente. Posteriormente, en el servidor Galaxy Europa (https://usegalaxy.eu/),
las secuencias en formato .ab1 fueron convertidas a formato FASTQ y se aplicaron herramientas
de andlisis de calidad como FastQC para revisar los puntajes de calidad por base (Q20 y Q30), la
distribucién de contenido GC, la presencia de adaptadores y la longitud promedio de las lecturas.
Para obtener la secuencia completa del amplicén, las lecturas Forward y Reverse se ensamblaron
utilizando CAP3, generando un contig de alta precisiéon que representé el fragmento amplificado. La
inspeccién manual en FinchTV del drea de solapamiento entre lecturas Forward y Reverse permitié
descartar discrepancias en el ensamblaje.

La secuencia ensamblada fue luego analizada mediante BLASTn' para la detecciéon de variantes
especificas previamente descritas, configurando parametros de e-value y cobertura minima que
aseguraran una identificacién precisa de homologia. Para caracterizar genes de resistencia, se
utilizaron las bases de datos CARD?, ResFinder 4.0%'?* y ARG-ANNOT?, permitiendo una evaluacién
exhaustiva de las variantes de resistencia y los mecanismos asociados a mutaciones en los genes de
interés.

Analisis estadistico: Se emplearon la prueba exacta de Fisher o el chi cuadrado de Pearson para
evaluar la asociacién entre resistencia fenotipica y genotipica, seleccionando la prueba adecuada
en funcion de la frecuencia de las tablas de contingencia, especialmente en casos de frecuencias
bajas. Ademas, se calcularon las frecuencias de distribucién de los genes de resistencia utilizando el
software IBM® SPSS® Statistics, version 26.0.

Consideraciones éticas: Este estudio no involucré experimentacién directa en seres humanos o
animales. Las muestras bacterianas utilizadas fueron recolectadas de hisopados nasofaringeos,
orofaringeos y aspirados traqueales de pacientes hospitalizados durante el 2020 como parte del
programa de vigilancia epidemiolégica de COVID-19. Estas muestras fueron almacenadas a -80°C
en la Universidad de Santander bajo estandares de bioseguridad y con la autorizacion del Instituto
Nacional de Salud (INS) de Colombia, en el marco del Convenio Especial de Cooperacién N°065, para
ser empleadas en investigaciones sobre coinfeccion bacteriana. Dado que las muestras se obtuvieron
en actividades de vigilancia sanitaria, no fue necesario obtener el consentimiento informado de
los pacientes, conforme a las normativas nacionales e internacionales de ética en investigacion,
incluyendo las guias del CIOMS. El protocolo de investigacion fue aprobado por el Comité de Bioética
de la Universidad de Santander, segun consta en el acta No. 006 del 8 de marzo de 2022, garantizando
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el cumplimiento de los principios bioéticos de autonomia, beneficencia, no maleficencia y justicia.
Las cepas aisladas fueron depositadas en la coleccion biolégica de microorganismos de la Universidad
de Santander, CBUDES (RNC:280; WDCM 1264). Los datos que respaldan los hallazgos de este
estudio estan disponibles en un repositorio publico e institucional en Figshare?, preservando la
confidencialidad de los participantes a través de una versién anonimizada del conjunto de datos. Este
repositorio incluye archivos en formato Excel y otros documentos relevantes que facilitan la revision
y el andlisis detallado de los resultados.

Resultados

De las 112 muestras analizadas en el estudio, se aislaron 48 cocos Grampositivos provenientes de 30
pacientes de nacionalidad colombiana, hospitalizados y diagnosticados con COVID-19 en diversos
municipios del departamento de Santander, Colombia. La distribucién y frecuencia de los pacientes
segun el municipio de hospitalizacion se observa en la figura 1. La mediana de la edad de los pacientes
fue de 51,5 anos (I.C. 95%: 39,66 — 56,26), encontrandose una minima de 6 anos y una maxima de
87 anos. En términos de supervivencia, el 90,00%(27) de los pacientes se encontraba con vida, el
6,66%(2) habia fallecido y el 3,33%(1) presentaba un estado desconocido.
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Figura 1. Distribucidon geografica y frecuencia de pacientes hospitalizados con COVID-19 en
Santander, Colombia

El mapa de la izquierda muestra la ubicaciéon de cada municipio con pacientes a los que se les aislaron
bacterias Grampositivas, mientras que la grafica de barras a la derecha indica el nimero de pacientes
por municipio.

Obtencion de muestras y caracterizacion microbiana

De las 112 muestras analizadas, se aislaron 48 cocos Grampositivos provenientes de 30 pacientes,
distribuidos en S. aureus 58,33%(28), S. epidermidis 31,25%(15); otros Staphylococcus aislados fueron
S. chromogenes 2,08%(1), S. saprophyticus 2,08%(1), S. hominis ss. hominis 2,08%(1), S. hemolyticus
2,08%(1) y S.intermedius 2,08%(1). Estos ultimos pudieron ser clasificados a nivel de especie mediante
RapID ONE System. La identificacion de S. aureus y S. epidermidis se validé mediante PCR utilizando
primers especificos para las bacterias de interés (figura 2).
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Figura 2. Caracterizacion por PCR de S. aureus y S. epidermidis mediante la deteccion del gen
nuc.

Gel de agarosa al 1,2%. MP: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (NEB, EE. UU.). Carril 1:
Control positivo para el gen nuc en S. aureus y S. epidermidis. Carriles 2-3: Muestras positivas para el
gen nuc en S. aureus. Carril 4: Muestra positiva para el gen nuc en S. epidermidis.

Resistencia a azitromicina

De las 48 cepas de Staphylococcus analizadas, el 47,92%(23) mostro resistencia a la azitromicina,
distribuidas en S. epidermidis con un 16,67%(8), S. aureus con un 20,83%(10), S. chromogenes 2,08%(1),
S. saprophyticus 2,08%(1), S. hominis ss. hominis 2,08%(1), S. hemolyticus 2,08%(1) y S .intermedius
2,08%(1). Adicionalmente, el 4,16%(2) de las cepas de S. aureus present6 resistencia intermedia.

Caracterizacion de genes de resistencia

Un total de 81,25%(39) de los aislamientos presentaron al menos uno de los genes de resistencia
analizados. El gen con mayor prevalencia fue ermB, detectado en 58,33%(28) de las muestras positivas,
seguido de ermT en 45,83%(22) y ermA en 6,25%(3). El gen mef(A/E) no se encontrd en ninguna de las
cepas estudiadas. La distribucién de los genes de resistencia por especie bacteriana se presenta en
la tabla 1.

Tabla 1. Distribucion de ermA, ermB, ermT en las especies de Staphylococcus. n=53

Microorganismo erznA (3) ermB (28) ermT (22)
%(n) %(n) %(n)
S. aureus 0 64,29 (18) 40,91 (9)
S. epidermidis 100 (3) 21,42 (6) 40,91 (9)
S. saprophyticus 0 3,57 (1) 0
S. hemolyticus 0 3,57 (1) 4,54 (1)
S. hominis ss. hominis 0 3,57 (1) 4,54 (1)
S. chromogenes 0 3,57 (1) 4,54 (1)
S. intermedius 0 0 4,54 (1)
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Los genes de resistencia identificados se agrupan en seis patrones. El patron mas prevalente fue
ermB con 33,33%(16), sequido por ermB-ermT con 20,83%(10) y ermT con 20,83%(10). Los patrones
ermA-ermT, ermA-ermB 'y ermA-ermB-ermT se encontraron cada uno en 2,08%(1) de las muestras. La
distribucién de estos patrones de resistencia en las especies bacterianas identificadas se presenta en
la tabla 2.

Tabla 2. Patrones de resistencia hallados en las cepas bacterianas. n = 39

ermA- ermA-ermB-

Microorganismo ((;Orrng) err;}BErelr)mT ;)”(7:17)— ern(rirell;mT ermB ermT

% (n) % (n)
S. aureus 87,50 (14) 40,00 (4) 50,00 (5) 0 0 0

S. epidermidis 6,25 (1) 30,00 (3) 30,00 (3) 100 (1) 100 (1) 100 (1)
S. saprophyticus 6,25 (1) 0 10,00 (1) 0 0 0
S. hemolyticus 0 10,00 (1) 0 0 0 0
S. hominis ss. hominis 0 10,00 (1) 0 0 0 0
S. chromogenes 0 10,00 (1) 0 0 0 0
S. intermedius 0 0 10,00 (1) 0 0 0

Total 100 (16) 100 (10) 100 (10) 100 (1) 100 (1) 100 (1)

La evaluacién geografica de los patrones de resistencia a macrolidos en pacientes hospitalizados con
COVID-19 revel6 una distribucién notable de los perfiles de resistencia en especies de Staphylococcus
segun el municipio de residencia. Entre los mas destacados, ermB se identificé en tres de los pacientes
de Bucaramangay dos de El Carmen de Chucuri, el patron ermB-ermT en Bucaramangay Floridablanca,
y ermT se observé principalmente en Bucaramanga. Asimismo, se detectaron combinaciones menos
comunes, como ermA-ermT en San Gil y ermA-ermB-ermT en Puerto Wilches.

Resistencia Genotipica vs Resistencia Fenotipica

El analisis de la asociacion entre la resistencia genotipica y fenotipica mostré que el 47,92%(23)
de las especies de Staphylococcus eran resistentes a la azitromicina; el 39,58%(19) eran resistentes
y presentaban al menos un gen de resistencia (ermB y/o ermT). De estos, S. aureus y S. epidermidis
representaron el 18,75%(9) y 12,50%(6) respectivamente; Staphylococcus spp. represento el 8,33%(4).

La presencia de ermT se asocié significativamente con S. aureus y la presencia de ermA con S.
epidermidis (p < 0,05), sin hallarse asociacién con otras especies aisladas en el estudio (tabla 3). En
cuanto a la relacién entre los genes de resistencia y la resistencia fenotipica a la azitromicina por
especie, S. aureus y ermT obtuvieron una asociacion estadisticamente significativa (p < 0,05).
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Tabla 3. Relacion entre especies y resistencia fenotipica y genotipica.n =19

Resistencia Genes
Microorganismos Fenotipica ermA Val ermB Val ermT Val
% (n) % (n) alor p % (n) alor p % (n) alor p
0,07%" 0,18 0,04
S. aureus 20,83 (10) 0 Lo 64,29 (18) Lo 31,90 (7) 0,03*"
o 0,03 0,14 o
S. epidermidis 18,75 (8) 100 (3) 0,555 21,42 (6) 0.61°" 50,00 (11) 0.350%

a:Valor de p por la prueba exacta de Fisher. b: Valor de p por Chi cuadrado de Pearson. *: Relacién entre especie bacteriana y gen
de resistencia a macrolidos. **: Intrarelacion de especie bacteriana y resistencia fenotipica y gen de resistencia a macrdlidos.
Los valores de p se presentan a un nivel de significancia menor de 0,05, y los valores significativos estdn resaltados en negrita.

Los fragmentos de ADN amplificados fueron secuenciados exitosamente, obteniéndose secuencias
de alta calidad con valores predominantes de Q30, lo que indica una precisién superior al 99.9%. La
longitud de las secuencias coincidié con el tamano esperado de los genes objetivo, tras el recorte de
las bases de baja calidad en los extremos. Las lecturas forward y reverse se ensamblaron mediante el
software CAP3, generando contigs Unicos para cada fragmento, cuya integridad fue confirmada por
inspeccion manual en la region de solapamiento. Los analisis BLAST de las secuencias ensambladas
confirmaron la identidad de los genes de resistencia ermB, ermTy ermA, No se observaron mutaciones
o polimorfismos relevantes en las secuencias analizadas, indicando homogeneidad en los genes de
resistencia detectados. Estos resultados aportan evidenciamolecular sobrela presenciay conservacion
de genes de resistencia en las cepas estudiadas.

Discusion

Este estudio evidencié una alta prevalencia de S. aureus y S. epidermidis resistentes a macrélidos en
pacientes hospitalizados con COVID-19 en Santander, siendo los genes ermBy ermT los mas frecuentes.
Esto es consistente con su rol en la resistencia a macrélidos en cocos Grampositivos, al bloquear el sitio
de unién en el ribosoma bacteriano y limitar asi las opciones terapéuticas en infecciones secundarias
en hospitales?. La falta de una correlacion significativa entre los genes de resistencia y la resistencia
fenotipica sugiere la posible influencia de otros mecanismos, como los fenotipos cMLSb e iMLSb*, lo
cual justifica futuros estudios para profundizar en esta relacion.

Una limitacion reconocida del presente estudio es el uso exclusivo del método de difusién en agar
para la evaluacién de la resistencia fenotipica a azitromicina, técnica que, si bien esta estandarizada
por CLSI M100-Ed34:2024"° y es ampliamente usada en vigilancia, puede subestimar ciertos perfiles
de resistencia detectables por métodos cuantitativos como la microdilucién. No obstante, dado
que el objetivo del estudio no fue comparar técnicas, sino caracterizar perfiles de resistencia en el
contexto de vigilancia epidemioldgica, se priorizd el uso de métodos reproducibles y factibles en
condiciones operativas reales de laboratorio. Esta eleccion metodoldgica responde al enfoque
practico del estudio, pero se recomienda que investigaciones futuras complementen estos hallazgos
con métodos de referencia que permitan una evaluacion mas precisa de la CMI.

El uso extenso de antibidticos durante la pandemia de COVID-19 ha acelerado la resistencia a
macrolidos a nivel mundial®’?. Los hallazgos del presente estudio, similares a estudios en Nigeria
donde Bamigbola et al.® reporté una prevalencia de S. aureus del 32.4% y S. saprophyticus del
31,50% en coinfecciones asociadas a COVID-19; y de Egipto donde Hamdy et al.*° describieron una
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prevalencia notable de S. aureus y S. epidermidis con ermB'y ermT, aunque difieren en la presencia de
mef(A/E), no detectado en las muestras analizadas en esta investigacion. Esto sugiere una posible
variacion geografica en la distribucidn de estos genes, influenciada por caracteristicas especificas de
las especies y los entornos clinicos.

En América Latina, aunque existen pocos estudios, trabajos en Peru''?'y Chile'? han reportado
prevalencias similares de genes de resistencia en Staphylococcus, con diferencias en las especies y
fenotipos involucrados. La ausencia de S. saprophyticus en este estudio, a diferencia de Nigeria® es
coherente con su asociacion principalmente con infecciones urinarias. Estos resultados subrayan la
importancia de una vigilancia constante en la regién para caracterizar las variaciones en los patrones
de resistencia y adaptar estrategias de control a cada area.

Aunque S. epidermidis generalmente no se asocia con infecciones respiratorias, su presencia
en pacientes hospitalizados con COVID-19 sugiere un posible rol oportunista en coinfecciones
hospitalarias. Esta observacion resalta la importancia de investigar mas a fondo su papel en el
tracto respiratorio y su interaccién con la microbiota del huésped, especialmente en pacientes
inmunocomprometidos o expuestos a tratamientos prolongados. Comprender esta dindmica podria
revelar nuevos factores de riesgo en entornos clinicos y contribuir al desarrollo de estrategias de
control de infecciones mas eficaces, considerando la capacidad de S. epidermidis para adaptarse y
persistir en ambientes hospitalarios®.

Si bien este estudio no analizé variables sociodemograficas detalladas, como determinantes sociales
de salud o comorbilidades, estos factores podrian influir en los patrones de resistencia y merecen
consideracion en investigaciones futuras. Ademas, la falta de datos suficientes para correlacionar
patrones de resistencia con ubicaciones geograficas especificas (area rural o urbana) destaca
la necesidad de implementar sistemas de vigilancia mas robustos en Santander para orientar
intervenciones locales.

A pesar de que las muestras fueron recolectadas entre 2020 y 2021, estos resultados, obtenidos en
2024, siguen siendo relevantes. Ofrecen una perspectiva sobre como la pandemia y el uso intensivo
de macrélidos han impactado el desarrollo de resistencia en el corto y mediano plazo. Estos datos
permiten identificar tendencias de resistencia que podrian haberse consolidado, ofreciendo una
base para formular politicas actuales de uso racional de antibiéticos y servir como referencia para
futuros estudios en Colombia y la regién. La deteccién de genes erm en varios municipios sugiere
una distribucién amplia de estos mecanismos de resistencia, posiblemente impulsada por el uso de
antibioticos en entornos hospitalarios y comunitarios. Esto subraya la necesidad de ver la resistencia
antimicrobiana como un problema regional que exige estrategias de vigilancia y control especificas
para las necesidades locales.

Conclusiones

Este estudio aporta evidencia sobre la prevalencia de S. aureus y S. epidermidis en pacientes
hospitalizados con COVID-19, resaltando el papel de estos como patégenos oportunistas en entornos
clinicos. Laidentificacion de los genes de resistencia a macrélidos ermBy ermT destaca la preocupacion
por el incremento de la resistencia antibidtica, lo que podria complicar el manejo de infecciones en
pacientes vulnerables. Aunque S. epidermidis no suele asociarse con infecciones respiratorias, su
presencia en este contexto sugiere la necesidad de investigar su papel en coinfecciones hospitalarias
y su interaccion con la microbiota del huésped. La alta prevalencia de estos genes de resistencia
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enfatiza la urgencia de implementar un uso mas controlado de antibidticos y estrategias efectivas de
control de infecciones en entornos de salud.
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