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RESUMEN

Introduccion. Staphylococcus aureus es un patégeno oportunista causante de una gran variedad de
infecciones intrahospitalarias y comunitarias a nivel mundial. La prevalencia actual de cepas de S. aureus
meticilina resistente (“methicillin resistant S. aureus”, MRSA) esta sujeta a variaciones geogréaficas. En
hospitales mexicanos la prevalencia de cepas MRSA se ha incrementado rapidamente durante los dltimos
afios. Se estima que ha cambiado del 7 al 30%. Del mismo modo, cada vez son mas los reportes de
aislamientos comunitarios resistentes a meticilina. El estado de portador de S. aureus en la nariz parece jugar
un papel clave en la epidemiologia y patogénesis de la infeccion en ambos ambitos. El personal del hospital o
pacientes colonizados, han sido identificados frecuentemente como la fuente de brotes. Estos
microorganismos en su genoma han adquirido e integrado un elemento genético mévil conocido como casete
cromosomal estafilococico mec (“staphylococcal cassette chromosome mec”, SCCmec) que lleva el gen
mecA, el cudl codifica para una proteina alterada denominada “proteina fijadora de penicilina” 2a (“Penicillin
Binding Proteins”, PBP2a), enzima que decrece la afinidad a antimicrobianos B-lactamicos. Los elementos
SCCmec se clasifican en cinco tipos (I, I, Ill, IV, y V) en base a los polimorfismos genéticos en el complejo
gen mec y en el tipo de complejo gen casete cromosomal recombinasa (“cassette chromosome recombinase”,
ccr) que ellos poseen y son clasificados en subtipos de acuerdo a las diferencias en su regién J (“junkyard”)del
DNA. El SCCmec tipo Il es el mas prevalente en Estados Unidos de América (EUA), y ademas de llevar el gen
mecA contiene multiples determinantes de resistencia a antibiéticos no B-lactamicos responsables de el
fenotipo de multirresistencia comuinmente encontrado en aislamientos MRSA nosocomiales. Estudios
recientes indican que los tipos Il y IV se encuentran circulando en cepas MRSA en México. Sumado a la
patogenicidad de S. aureus, muchos factores de virulencia son regulados por el operén accesorio gen
regulador (“accesory gene regulador”, agr). Asimismo, la leucocidina de Panton-Valentine (“Panton-Valentine
leukocidin”, PVL), es una leucocidina que causa destruccion de leucocitos y necrosis tisular, asociada
principalmente a furinculos, abscesos cuténeos, infecciones necréticas severas en piel y neumonia
necrotizante, la cudl fue observada primeramente en la comunidad, no obstante, ahora es cada vez mas
reconocida en los hospitales. El objetivo del trabajo fué identificar los genes de virulencia mecA, agry PVL en
aislamientos de S. aureus procedentes de portadores asintométicos y de infecciones nosocomiales.
Metodologia. Se estudiaron 41 aislamientos de S. aureus de portadores asintomaticos y 29 de origen
nosocomial. Todos los aislamientos fueron validados por técnicas bioquimicas de rutina y clasificados como
meticilino sensibles y meticilino resistentes empleando el método de difusion en disco a oxacilina de acuerdo
con el “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI). Asimismo, también se determiné el fenotipo de
resistencia a macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B (“macrolide, lincosamide, and streptogramin B”,
MLSg) por la prueba de doble disco eritromicina-clindamicina. Se identificé el gen mecA y se caracterizo el tipo
de SCCmec a las cepas MRSA por reaccion en cadena de la polimerasa multiple o PCR Multiple (“Multiplex
polymerase chain reaction”, Multiplex PCR). El operédn agr y los genes PVL, fueron investigados en todos los
aislamientos de S. aureus meticilina sensible (“methicillin-susceptible S. aureus”, MSSA) y MRSA por reaccion
en cadena de la polimerasa (“polymerase chain reaction”, PCR). Se realiz6 la técnica de electroforesis en
campo pulsado (“Pulse Field Gel Electrophoresis”, PFGE) para establecer la diversidad entre los aislamientos
MRSA nosocomiales y de portadores. Resultados. Todos los aislamientos MSSA y MRSA presentaron el

operdn agr. Sélo cuatro aislamientos presentaron el gen PVL, dos de ellos fueron de portadores asintomaticos
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(uno MSSA 'y el otro MRSA) y dos MRSA de procesos infecciosos nosocomiales. Los aislamientos MRSA PVL
positivos presentaron el SCCmec subtipo 1Va, mostrando caracteristicas fenotipicas y genotipicas similares
con respecto a las cepas comunitarias de EUA. EI SCCmec tipo Il fue predominante en los aislamientos
MRSA en ambos casos, presentando multirresistencia, al igual que las cepas MRSA adquiridas en hospitales
(“hospital-acquired MRSA”, HA-MRSA) de EUA. Los patrones de restriccion PFGE mostraron una cepa en
comun entre los aislamientos de portadores asintomaticos y de infecciones nosocomiales, mismos que
llevaron el fenotipo de resistencia constitutiva MLS (cMLS) y el elemento SCCmec tipo Il. Conclusiones. El
encontrar aislamientos con caracteristicas similares a las cepas de EUA, sugiere que la migracién ha sido un
factor importante para que estas se encuentren circulando también aqui en México. La prevalencia de una
misma cepa MRSA en ambos ambitos, obliga a tomar medidas de control y conocer el estado de portacion de
los pacientes y personal de la salud, para evitar la diseminacion y permanencia del microorganismo dentro del
hospital. Finalmente, se observo en este estudio una asociacion entre el fenotipo de resistencia MLSg y el tipo
de SCCmec, lo cual sugiere que la prueba de doble disco hasta ahora puede ayudar en la orientacion del tipo
de SCCmec aungue no en absoluto, permitiéndonos evitar tratamientos que induzcan mayor resistencia sobre

todo en los de origen comunitario.




1. INTRODUCCION
1.1.Antecedentes

La mortalidad de pacientes con bacteriemia por Staphylococcus aureus en la era
pre-antibiotica excedié en un 80%, y mas del 70% desarrollaron infecciones
metastésicas. La introduccion de la penicilina a principios del afio 1940 como
tratamiento en las infecciones causadas por S. aureus abati6 de manera
importante las infecciones ocasionadas por este microorganismo. Sin embargo, a
principios del afio 1942, estafilococos penicilina resistentes fueron reconocidos,
primero en hospitales y subsecuentemente en la comunidad. Para 1946, en
Inglaterra se observdé que aproximadamente 60% de los aislamientos de
estafilococos fueron resistentes a penicilina y para mediados de 1950, los
aislamientos de S. aureus mostraron niveles mas elevados de resistencia. Los
primeros aislamientos de S. aureus multirresistentes fueron recuperados en 1957.
A principios de los 60°s los estafilococos habian adquirido resistencia a la gran
mayoria de antibiéticos disponibles. Ahora, se reporta una resistencia a la
penicilina del 80-93% o mas en aislamientos de S. aureus, independientemente
de la colocacion clinica.**>°*

Debido a la resistencia a la penicilina de las cepas de S. aureus, a finales de los
afios 50 se introdujeron cefalosporinas estables a penicilinasas y penicilinas
semisintéticas. Entre éstas estuvo la meticilina (derivado semisintético de la
penicilina), como antibiotico de eleccion en el tratamiento de S. aureus. Esta droga
fue introducida en Europa en 1959 para superar el problema de S. aureus
penicilina resistente debido a la produccion de B-lactamasas (penicilinasas). Sin
embargo, cepas de S. aureus meticilina resistente (“methicillin resistant S. aureus”,
MRSA), fueron identificados tan pronto después de su introduccién en la practica
clinica.*®%®

El primer caso MRSA fue reportado en Inglaterra en 1961.%2°° En la actualidad las
cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a los antibiéticos y se

pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes en todo el mundo.*®*




La emergencia de cepas resistentes a penicilina, meticilina y recientemente cepas
de alto nivel de resistencia a vancomicina, ha demostrado que S. aureus pudo
facilmente adaptarse a la presién antibiética y adquirir genes de resistencia de
origen heterélogo.®? La adquisicién de esta resistencia se debe principalmente al
intercambio de manera horizontal de los genes de resistencia, es decir, el paso de
los genes de cepas resistentes a cepas susceptibles que son transportados por
elementos genéticos moviles como plasmidos, transposones (Tn) y secuencias de

insercion (IS).*

Aislamientos de S. aureus meticilina sensible (“methicillin susceptible S. aureus”,
MSSA) tienen el potencial de convertirse en meticilino resistente debido al
adquisicion en su genoma de un elemento genético mévil de 21 a 67 kb conocido
como casete cromosomal estafilocécico mec (“staphylococcal cassette
chromosome mec”, SCCmec) que lleva el gen de resistencia a meticilina mecA y
otras determinantes de resistencia a antibiéticos,*?°**% demostrado por Katayama
et al.?® Desde entonces, las cepas MRSA se han convertido, extendido y
establecido como importantes patdgenos hospitalarios a nivel mundial y es un
problema amenazador de salud publica.*”®® Sin embargo, a finales de los afios 90,
emergieron cepas MRSA en adultos y nifios sanos en las comunidades. Estas
cepas originaron infecciones en la comunidad. La prevalencia de estas infecciones
ha aumentado significativamente en los ultimos afios.* Ahora, dos tipos principales
de MRSA circulan en la comunidad: (i) cepas MRSA adquiridas en hospitales
(“hospital-acquired MRSA”, HA-MRSA) y (i) cepas MRSA adquiridas en la
comunidad (“community-acquired MRSA”, CA-MRSA).*48

1.2. Clasificacién taxondmica

El Volumen 3 de la segunda edicién del Manual Bergey agrupa a S. aureus dentro
de las bacterias Gram positivas con DNA de bajo contenido en G + C, miembro del
phylum Firmicutes; Clase: Bacilli; Orden: Bacillales; Familia: Staphylococcaceae;

6

Género: Staphylococcus,* el cual contiene mas de 30 especies diferentes, y

muchas de éstas son habitantes naturales de la piel y las membranas mucosas del
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hombre; no tienen otros habitats importantes, excepto cuando estan involucradas

en infecciones.®
1.3. Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas

El nombre de estafilococos fue designado por Sir
Alexander Ogston después de utilizar la
expresion griega Staphyle (racimo de uvas) para
describir las caracteristicas microscopicas de
crecimiento en grupos semejantes a uvas (Ver fig.

1).°* S. aureus es un coco grampositivo de 0.8-

1.0 um de diametro, no movil. Es un anaerobio

Figura 1. Morfologia microscépica de S.

facultativo, pero crece mejor en condiciones  aureus. Tincion de Gram, coco gram-
positivo agrupado en racimos.

aerobias. No forma esporas, puede encontrarse

solo, en pares, en cadenas cortas 0 en racimos. Son catalasa positivos, prueba
gue permite su distincidon del género Streptococcus y algun otro genero de cocos
grampositivos; son oxidasa negativos, fermentan la glucosa y poseen acido
teicoico en sus paredes celulares. A diferencia de otros estafilococos comunes, S.
aureus produce la enzima coagulasa, por lo que se conoce también como
estafilococo coagulasa positivo.*3¢:454¢61

Los estafilococos forman en agar sangre colonias grandes de 1 a 3 mm, opacas,
blancas o amarillentas por la produccion de un tipico pigmento amarillo debido a la
produccion de carotenoides; sin embargo, se presentan frecuentemente variantes
no pigmentadas en muchas cepas. Generalmente producen una hemdlisis total de

la sangre (hemodlisis beta, B-hemdlisis) (Ver fig. 2).*4>%*

11




Figura 2. Morfologia colonial de S.
aureus en agar sangre, observandose
colonias doradas.

1.4. Importancia clinicay epidemioldgica

Los héabitats mas comunes de S. aureus son el tracto respiratorio alto,
especialmente la nariz y faringe, y la superficie de la piel, formando parte de la
flora normal en muchos individuos, incluyendo pacientes y personal del
hospital.*>* El porte de S. aureus en la nariz parece jugar un papel clave en la
epidemiologia y patogénesis de la infeccién. Estudios selectos han mostrado que

la nariz es el &rea mas segura de la cuél este organismo puede ser aislado.*

Un portador es un individuo infectado por un patégeno que no muestra signos de
una enfermedad clinica. Muchas de las infecciones estafilocécicas resultan de la
transferencia del estafilococo en flora normal de un individuo infectado pero
asintomatico a un individuo susceptible, por lo que los portadores son una fuente
potencial de infeccion para otros y son importantes criticamente para el brote de
enfermedades. Los portadores pueden ser individuos en un periodo de incubacion
de la enfermedad. En cualquier caso el estado del portador precede el desarrollo
de los sintomas actuales. Estos individuos son fuentes primarias de infecciones
respiratorias porgue ellos todavia no estan enterados de su infeccion y no estan
tomando alguna precaucion contra otras infecciones. Para tales portadores
agudos, el estado del portador dura solo un corto periodo de tiempo. Por otra
parte, los portadores cronicos pueden permanecer infectados vy llevar
enfermedades por periodos extendidos de tiempo. Los portadores cronicos

usualmente parecen perfectamente saludables. Ellos pueden ser individuos con

12




infecciones inaparentes o individuos recuperados de una enfermedad clinica pero

portando aln patégenos viables.*

A través del tiempo, tres patrones de portadores han sido distinguidos. Algunos
individuos casi siempre llevan un tipo de cepa y son nombrados portadores
persistentes. Otra proporcion de la poblacidon trae S. aureus intermitentemente, y
las cepas cambian variando con frecuencia. Tales personas son llamadas
portadores intermitentes. Finalmente, estan los denominados no portadores, que
es gente que casi nunca lleva el S. aureus. El portador de tipo persistente es mas
comun en nifios que en adultos, y mucha gente cambia su patrén entre la edad de
10 y 20 afos. Se ha visto que la persistencia del microorganismo tiene un efecto
protector sobre la adquisicibn de otras cepas, al menos durante la
hospitalizacion.®® Kluytmans et al.,*® en su revisién sobre la portacién nasal hace
referencia a ésta su clasificacion, en la cual el portador persistente es quien
presenta mas de ocho cultivos positivos en 10 examenes, el intermitente, quién
presenta entre 60 y 80% de cultivos positivos y el ocasional, quien tiene de 10 a

40% de cultivos positivos.

La prevalencia e incidencia del acarreo nasal de S. aureus varia de acuerdo a la
poblacién estudiada.®® En Estados Unidos de América (EUA) los Centros de
Prevencion y Control de Enfermedades (“Centers for Disease Control and
Prevention”, CDC), han realizado recientemente un estudio nacional para
determinar la prevalencia y colonizacion de S. aureus y cepas MRSA en la
poblacion. En este estudio se encontré que el 32.4% de la poblacion es portadora
de S. aureus y el 0.8% esta colonizado con cepas MRSA. Se estima que 89.4
millones de estadounidenses presentan S. aureus y 2.3 millones son portadores
de cepas MRSA. La prevalencia de colonizacién con S. aureus es mayor entre la
poblacion de 6 a 11 afios de edad. Ademas, los varones y la poblacién blanca no
hispana presentan mayor riesgo de colonizacion. La colonizacion con cepas
MRSA fue mayor en mujeres mayores de 60 afios. La poblacion negra tiene mayor
riesgo de ser colonizada con cepas MRSA en comparacion con los

estadounidenses de origen mexicano. En este estudio no se encontré una
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asociacion estadisticamente significativa entre la colonizaciéon con S. aureus o
cepas MRSA con otros factores epidemiolégicos como pobreza, educacion,

nacimiento fuera de los EUA, servicio militar, diabetes y condicién dermatoldgica.*

Las cepas MSSA y MRSA ingresan al medio hospitalario a través de pacientes,
visitantes o trabajadores asistenciales.®* El cruzamiento de infecciones de
paciente a paciente o de personal del hospital y pacientes, presenta un peligro
constante.* Histéricamente, S. aureus ha sido un ejemplo de un microorganismo
implicado en la infecciébn cruzada y ahora es uno de los patdégenos mas
importantes y diseminados dentro del hospital. El personal del hospital o pacientes
colonizados, han sido identificados frecuentemente como la fuente de brotes.* Sin
embargo, otros datos muestran que muchas infecciones por S. aureus tienen su

origen en la flora endégena de los pacientes.?*®

Las infecciones hospitalarias son llamadas infecciones nosocomiales (del latin
nosocomium que significa “hospital”’),*® y son un problema relevante de salud
publica de gran trascendencia econdmica y social. Son de importancia clinica y
epidemioldgica debido a que presentan altas tasas de morbilidad y mortalidad. Las
infecciones nosocomiales se definen como aquellas infecciones que no estaban
presentes ni en periodo de incubacion al momento en que el paciente ingreso al
hospital. En EUA se reporta una incidencia promedio del 3 al 5%. En México se
tiene reportado un promedio del 10 al 15%. El impacto mas importante de este
problema es la mortalidad, la cuél se estima en promedio de un 5%. El area
hospitalaria con mayor frecuencia de infecciones nosocomiales es la Unidad de
Terapia Intensiva. Las infecciones mas frecuentes son en vias urinarias, seguidas

por la de herida quirGrgica, bacteriemias y neumonias.*

S. aureus Y los estafilococos coagulasa negativos representan el 21% de los 4
millones de infecciones adquiridas anualmente en los hospitales de EUA. Las
infecciones nosocomiales por S. aureus representan un gasto elevado. Ademas
del sustancial gasto econdémico, existe una morbilidad y una mortalidad

significativas asociadas con las infecciones estafilococicas, particularmente con
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las infecciones invasivas, donde el rango de mortalidad en EUA se encuentra
entre el 19y 34%.*

En México, la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica (RHOVE) con datos
provenientes de hospitales generales, pediatricos, universitarios y de
especialidades, reporto que en el periodo de 1997-2003, S. aureus ocupo el tercer
lugar en morbilidad y cuarto lugar en mortalidad. En un estudio realizado en 21
hospitales pediatricos, se encontr6 que S. aureus ocupa el cuarto lugar de
microorganismos causantes de infecciones nosocomiales.* Por dltimo, diversos
estudios de vigilancia de las infecciones nosocomiales en México indicaron que

del 8.3 al 36% de esas infecciones fueron atribuibles a S. aureus.®*

Dentro de los factores que afectan el éxito de la transmision nosocomial de S.
aureus, son los siguientes: factores del hospedero, caracteristicas fenotipicas y
genotipicas de las cepas, esquemas de tratamiento antimicrobiano y medidas de
control de las infecciones implementadas en las instituciones. Algunas cepas de S.
aureus, denominadas epidémicas, parecen tener la capacidad de distribuirse de
manera exitosa dentro de los hospitales y causar infecciones serias en los

pacientes.®

Las infecciones hospitalarias por S. aureus se debe particularmente a la
prevalencia o0 tiempo de estancia hospitalaria de pacientes enfermos,
procedimientos prequirdrgicos, quirdrgicos o invasivos, presencia de catéteres
intravasculares, tubos endotraqueales o proétesis y la permanencia en lugares de
alto riesgo; unidades de cuidados intensivos, sala de neonatos y unidades
prequirirgicas, entre otras.?>®*

Entre las infecciones nosocomiales en la actualidad se tiene un aumento en el
namero de brotes epidémicos debido a cepas de S. aureus que son resistentes a
la meticilina.* MRSA es ahora una de las causas mas comunes de infecciones
nosocomiales bacterianas, considerando que el 40-70% de las infecciones por S.

aureus son en unidades de cuidado intensivo.®’
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En general esta aceptado que las cepas MRSA pueden prosperar en el ambiente
hospitalario debido a la presion selectiva por el uso de antibiéticos, pero tiene una

baja prevalencia al exterior debido al “fitness cost” de resistencia.°

Una infeccion por HA-MRSA se define como aquella infeccion que esta ocurriendo
en un paciente cuyo aislamiento MRSA fue cultivado después de méas de 48 horas
de admision y quién tuvo una historia de hospitalizacion, cirugia, dialisis, o
residencia a largo termino en un centro de salud facilitdndolo dentro de los 6
meses anteriores a la fecha de cultivo, o quién tuvo una linea intravenosa
intravascular, catéter, o cualquier otro dispositivo médico percutaneo presente en

el tiempo en el que el cultivo fue tomado.*

La adquisicion del organismo en un hospital o en una instalacion de cuidado a
largo término, esta bien documentado en nifios y adultos. A pesar de unos cuantos
datos descriptivos, los factores de riesgo predisponentes para adquirir una
infeccidn por MRSA aparte de los ya mencionados para S. aureus en general,
incluyen la exposicion recurrente o prolongada a antibioticos. En adultos, otros
factores de riesgo identificados para la infeccion por MRSA incluyen
enfermedades cronicas de higado y pulmén, enfermedades vasculares, dialisis,

malignidad, o exposicién prolongada a agentes antimicrobianos.?*

La resistencia a meticilina confiere resistencia a derivados B-lactdmicos vy
cefalosporinas; y en general, las cepas HA-MRSA son el patégeno que presenta
resistencia a multiples antibidticos (cloranfenicol, tetraciclinas, macrélidos,
lincosamidas, aminoglucésidos, e incluso, quinolonas), ademas de ser la mas
cominmente identificada en los hospitales de EUA.***®' Estos patrones de
resistencia limitan las opciones terapéuticas contra las infecciones de MRSA; la
vancomicina y la teicoplanina son las dUltimas alternativas terapéuticas. Sin
embargo, las primeras cepas de S. aureus con susceptibilidad disminuida a
vancomicina fueron reportadas en Japén y EUA en los afios 90; a partir de

entonces han aparecido més informes en la literatura.*®*
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El Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales (“National
Nosocomial Infectious Surveillance System”, NNIS) de EUA determiné que en
pacientes hospitalizados la prevalencia de cepas MRSA se incrementd del 4% en
1980 a 31.9% en 1996. En 2001 se tenia un 55% de prevalencia y para el 2004,
llegd al 60.7%. En algunos hospitales se han reportado incidencias hasta del 80%.
La prevalencia actual de cepas MRSA esta sujeta a variaciones geograficas. Por
ejemplo, en Europa se tienen porcentajes elevados, como un 58% en ltalia y 54%
en Portugal. En el Reino Unido en 1992 menos del 3% de las cepas aisladas de S.
aureus provenientes de septicemias fueron meticilina resistentes, pero en la
actualidad se tiene una tasa cercana al 40%. En Japoén se tiene un 70%. Por otro
lado, los paises escandinavos tienen un porcentaje muy bajo de cepas MRSA,

alrededor del 1%.4°*

En México existe un nimero limitado de estudios sobre la prevalencia de cepas
MRSA. De acuerdo a algunos estudios realizados en los afios 1980, 1990, y 2000,
la prevalencia de cepas MRSA en hospitales mexicanos se ha incrementado
rapidamente durante los Ultimos afios. Se estima que ha cambiado del 7 al
30%.%%2 En 2002, el Instituto Nacional de Pediatria (INP) y el Hospital Infantil de
México “Federico Gomez” (HIMFG), registran una frecuencia de la resistencia a
oxacilina de S. aureus de 14.2%.°> Sin embargo, en un estudio realizado en un
hospital pediatrico se encontré que la frecuencia de cepas MRSA vari6 del 17 al
23% de 1997 a 2001. En 2002 baj6é al 4% y en 2003 se tenia un 0%. La
disminucion en la frecuencia de cepas MRSA desde el 2002, reportan que se
debid probablemente a la intervencién de un comité de control de infecciones en el
hospital a finales del 2001.°> Por dltimo, en 2005 el Instituto Nacional de
Cancerologia (INCan) reporta que S. aureus aislado de cultivos de sangre
presentd una sensibilidad promedio a oxacilina de 96%, mucho mayor que lo

informado en otros estudios realizados en México.®

Este panorama epidemioldgico ha obligado a que la mayoria de los paises tomen

medidas para tratar de controlar las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina.*
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1.5. Antibiéticos B-lactamicos y grupo de los macrdélidos, lincosamidas, y
estreptogramina B (MLSg)
1.5.1. Antibiéticos B-lactdmicos: generalidades, estructura quimica,

clasificacién y mecanismo de accién

El mecanismo mas comun de actividad antibiotica es la interferencia con la
sintesis de la pared celular bacteriana. La mayoria de la antibioticos que tienen
este mecanismo de accién se clasifican como B-lactamicos (p. €j., penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas, carbapenems, monobactamicos e inhibidores de la §3-
lactamasa), debido a que comparten una estructura en comun de un anillo B-
lactdmico de cuatro miembros, nitrogenado en el centro de la estructura (Ver fig.
3). Esta clase de farmacos comprende el grupo méas grande de agentes
antibacterianos y docenas de derivados estan disponibles para el uso clinico. La
popularidad de estos agentes surge de su efecto por lo general bactericida y la
relativamente baja toxicidad para los seres humanos, y también porque sus
estructuras moleculares pueden manipularse para lograr mayor actividad para

aplicaciones terapéuticas mas amplias.*”**

Estos agentes antimicrobianos sélo acttian sobre las bacterias en crecimiento.***

El anillo B-lactamico es la clave del mecanismo de accion de estos antibioticos,
gue generalmente son bactericidas que interfieren en la sintesis pero no el
recambio (degradacion) del peptidoglicano de la pared celular, debido a que se
unen a receptores enzimaticos situados en la cara externa de la membrana
bacteriana involucradas en su sintesis.'”****° | a3 mayoria de las células
bacterianas no pueden sobrevivir una vez que perdio la capacidad para producir y

mantener su capa de peptidoglicano.’

Los receptores enzimaticos reciben el nombre de “proteinas fijadoras de
penicilina” (“Penicillin Binding Proteins”, PBP) de las cuales existen siete tipos o
mas en diferentes microorganismos (p. ej., carboxipeptidasas, transpetidasas,
endopeptidasas). Las transpeptidasas con frecuencia son las mas importantes

para la supervivencia. Estas enzimas son las que estan implicadas en la fase final
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de la formaciéon de la pared celular: la transpeptidacion entre las cadenas de
glucopéptidos que produce la formacién de puentes peptidicos para formar las
hojas de peptidoglicano, que a su vez estan entrelazadas entre si dando una
estructura entretejida en multicapa bastante rigida, denominada saculos de
mureina. Cuando los B-lactamicos se unen a estas PBP, la sintesis de la pared
celular se detiene.}’ % |as proteinas PBP también tienen la funcién de

reorganizar la pared durante el crecimiento y la divisién celular.*

El efecto bactericida final de los R-lactamicos se debe a dos factores:*"4%4°
1. Al contener las bacterias una pared celular defectuosa y poco rigida el
microorganismo estalla por la entrada de agua que se produce como

consecuencia de la alta presion osmotica interna.

2. La inactivacién de un inhibidor de enzimas autoliticas de la pared bacteriana
(autolisinas) que provoca un metabolismo desequilibrado que lleva a la lisis
celular. Las autolisinas son enzimas finamente reguladas que en condiciones
normales de crecimiento participan en el recambio o renovacion de la pared
celular (cell wall turnover) y en la separacion de las bacterias después de la

division celular.

Asimismo, las penicilinas se pueden unir a una o varias de las PBP porque actian
como analogos del sustrato de la transpeptidacion normal. Esto produce la
inactivacion en forma irreversible de la PBP debido a que las penicilinas se
comportan como agentes acilantes que actuan sobre el sitio activo de las

enzimas.*

La penicilina fue descubierta en 1928, por Alexander Fleming al observar que una
placa de cultivo en la que se cultivaban estafilococos se habia contaminado con
un hongo del género Penicilium y que el crecimiento bacteriano en las
proximidades del hongo se habia inhibido. Aisl6 entonces el hongo en cultivo y

demostré que producia una sustancia bacteriana, que denominé penicilina.*®
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1. Grupo amino libre
2. Anillo B-lactdmico

3. Anillo tiazélido

R. Radical que determina las propiedades farmacoldgicas

Figura 3. Estructura molecular bésica de las penicilinas.

Todas las penicilinas tienen basicamente la estructura del &cido 6-
aminopenicilanico (obtenido a partir de cultivos del moho Penicillium
chrysogenum) que tiene un anillo tiazélido, con un grupo amino libre, unido al
anillo B-lactamico.*®**

La modificacion bioquimica de este compuesto proporciona derivados que tienen
una labilidad menor en medio acido y una mayor absorcibn en el tracto
gastrointestinal, mayor resistencia a las penicilinasas o un mayor espectro que
incluye bacterias gram negativas.** Asi, las penicilinas pueden clasificarse en
relacion a su espectro de actividad antimicrobiana en: 1) Penicilinas naturales
(penicilina G, penicilina V); 2) Penicilinas resistentes a penicilinasas (nafcilina,
meticilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina); 3) Penicilinas de amplio espectro
(ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, ticarcilina, mezlocilina, piperacilina); y 4) B-
lactimico con inhibidor de [-lactamasa (amoxicilina/acido clavulanico,
ampicilina/sulbactam, ticarcilina/acido clavulanico, piperacilina/tazobactam).***!

La meticilina fue la primera penicilina semisintética resistente a penicilinasas que
se introdujo para uso clinico, por via parenteral. Este farmaco fue altamente eficaz
contra infecciones estafilococicas, pero se asocié a la ocurrencia de nefritis
intersticial y su uso fue descontinuado. Posteriormente aparecidé la oxacilina
también para uso parenteral y otras penicilinas resistentes a penicilinasas. La
oxacilina y la nafcilina reemplazaron exitosamente a la meticilina y fueron

usualmente recomendadas para el tratamiento de infecciones estafilocOcicas
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serias. Sin embargo, como ya se mencionéd con anterioridad, surgieron

estafilococos resistentes a estas penicilinas resistentes a penicilinasas.**

Este grupo de penicilinas poseen una cadena lateral acilica que inhibe la accién de
la penicilinasa y por consiguiente previenen la apertura del anillo B-lactamico (Ver
fig. 4).%

OCH,
CO0H 2
0, Ml CH, oo
— N7 T
7 L len, N KV
1) 13 | f SOMH~ K = H
L= HH N
"0 e, OCH, /' CH,
5 Hy0 0 B
70"
ZaH gl 05 = Ha Creacilina Q0 4

Meticilina

Figura 4. Estructura de la oxacilina y meticilina, dos antibiéticos B-
lactamicos, pertenecientes a la penicilinas resistentes a penicilinasas,
que inhiben la sintesis de la pared celular.

1.5.2. Grupo de los macrdlidos, lincosamidas y estreptogramina B (MLSg):
generalidades, clasificacion, estructura quimica y mecanismo de

accion

Los macrolidos, lincosamidas y estreptograminas B (“macrolide, lincosamide, and
streptogramin B”, MLSg) son antibidticos quimicamente distintos pero tienen un

modo similar de accién, inhiben la sintesis proteica bacteriana.'®*

Macrdélidos. La eritromicina, un derivado de Streptomyces erythreus, es el prototipo
27,41

de la familia de los macrdlidos.
El término «macrolidos» se relaciona con la estructura, un anillo de lactona
macrociclico de tamafio variable unido a un minimo de dos amino y/o azucares
neutrales.?”**%% | os macrélidos comercialmente disponibles o en desarrollo
clinico pueden ser divididos en macrolidos con un anillo de lactona de 14-, 15-, y

16-miembros. La eritromicina es un macrélido de 14-miembros (Ver fig. 5).%%
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Estas clases difieren en sus propiedades farmacocinéticas y en su respuesta a

mecanismos de resistencia bacteriana.*

Figura 5. Estructura de la
eritromicina.

Los macrolidos son antibioticos que pueden ser bacteriostaticos o bactericidas y el
efecto depende de la concentracion y del tipo de microorganismo. Los macrélidos
ejercen su accion mediante la unidn reversible a los receptores presentes en la
subunidad 50S del ribosoma de las células bacterianas, lo cual bloquea la
elongacién de la cadena polipeptidica, actuando especificamente en la reaccion

de translocacién del peptidil-tRNA del sitio A al sitio P.174041:4°

El espectro antimicrobiano de eritromicina es muy similar al de la penicilina 'y se ha
demostrado que es una alternativa segura y eficaz en los pacientes alérgicos a
penicilina. La eritromicina, es un agente que es principalmente activo contra
aerobios grampositivos. En general resulta inactivo frente a aerobios
gramnegativos con excepcion de especies Neisseria, Haemophilus, Bordetella,
Campylobacter y Legionella. La sensibilidad de anaerobios gramnegativos no es
confiable. La eritromicina también actia contra Rickettsia, Mycoplasma
pneumoniae, Ureaplasma y Chlamydia.?’***°

Las modificaciones en la estructura del macrdlido ha dado lugar al desarrollo de

nuevos farmacos, por ejemplo, la azitromicina y la claritromicina.**
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Lincosamidas. La lincomicina, el compuesto original de la clindamicina, se aisl6 de
los productos de fermentacion de un estreptomiceto del suelo encontrado en
Lincoln, Nebraska, denominado Streptomyces lincolnensis.?”*! La clindamicina es
un derivado 7-cloro-7-desoxi de la lincomicina (Ver fig. 6). Esta familia de agentes
se conoce como las lincosamidas.?”#%4*

Al igual que los macrdlidos, la clindamicina bloquea la elongacion de las proteinas
al unirse a la subunidad 50S del ribosoma. Inhibe la peptidiltransferasa al interferir
en la unién del complejo aminoacido-acil-tRNA.*>** Debido a que el lugar de uni6n
es el mismo que el de los macrdlidos y el cloranfenicol, los tres tipos de farmacos

podrian competir cuando se administran de manera simultanea.*®

La actividad antibacteriana de las lincosamidas es muy similar a la de la
eritromicina. Por lo regular, la clindamicina es mas activa que la lincomicina. Estos
agentes casi siempre muestran actividad contra organismos grampositivos,
incluidos muchos estafilococos resistentes a penicilinas, excepto los enterococos,
pero son inactivos frente a los aerobios gramnegativos con excepcién de H.

influenzae. También atacan bacterias anaerobias, sobre todo cocos y bacilos

gramnegativos.?” 149
H.C H,C
I\
CHy Ho

OH

Figura 6. Estructura de la lincomicina (Izquierda) y la clindamicina (Derecha).
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1.6. Resistencia antimicrobiana
1.6.1. Casete cromosomal estafilococico mec (SCCmec)

SCCmec es una isla gendmica (Gisland), que se inserta al final del extremo 3" de
un marco de lectura abierta (“open reading frame”, ORF), denominado orfX, en un
sitio Unico (attBscc), cerca del origen de replicacion de S. aureus.*?*® EI SCCmec
esta formado por el complejo gen mec, el complejo gen casete cromosomal
recombinasa (“cassette chromosome recombinase”, ccr) y las regiones J
(“junkyard”). EI complejo gen mec esta compuesto de los genes 1S431mec, mecA,
y un conjunto de genes reguladores, intactos o delecionados, mecR1 y mecl. La
secuencia de insercion 1S431 facilita la adquisicion de resistencia a los antibioticos
y la resistencia al mercurio. EI complejo ccr comprende los genes ccr, ccrA 'y ccrB
en combinacion (ccrAB) o ccrC solo, adyacentes a ORFs. Los genes ccrAB y ccrC
codifican recombinasas necesarias que median la integracion del elemento
SCCmec dentro del cromosoma y su escisibn exacta; y son, por lo tanto,
responsables para su movilidad. El resto del elemento SCCmec esta compuesto
de regiones J (J1, J2, y J3) que estan localizadas entre y alrededor de los
complejos mec y ccr y contienen varios genes o pseudogenes que no parecen ser
esenciales o Utiles para la bacteria, aunque notables excepciones incluyen
plasmidos o transposones que median genes de resistencia para antibiéticos no -
lactdmicos o metales pesados. Por ejemplo, el transposén wTn554 codifica la
resistencia a cadmio, el plasmido pUB110 codifica la resistencia a

tobramicina/bleomicina y el pT181 codifica la resistencia a tetraciclina (Ver fig.
7) 4,9,53,68

Los elementos SCCmec se clasifican en tipos I, II, lll, IV, y V, en base a los
polimorfismos genéticos en los complejo gen mec y en el tipo de complejo ccr que
ellos poseen y son clasificados en subtipos de acuerdo a las diferencias en su
regiéon J del DNA. Como dato, hay cuatro clases genéticas del complejo mec (A, B,

Cy D) y cuatro alotipos del complejo ccr (1, 2, 3, y 5) (Ver cuadro | y fig. 8).49°368
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En S. aureus sélo se han encontrado las clases A, B y C. La C también se

encuentra en S. haemolyticus y la D en S. hominis.*

SCCmec se le conoce también como una isla de resistencia a los antibi6ticos. Los
elementos SCCmec difieren uno de otro en su repertorio de determinantes de
resistencia a los antibiéticos.* Las cepas HA-MRSA contienen el SCCmec tipo |, Il
y IlI; siendo el tipo Il el mas prevalente en EUA.° El tipo I, que se diseminé entre
las cepas MRSA aisladas en los afios 60, contiene el gen mecA como la Unica
determinante de resistencia, mientras que el tipo Il y Il contienen multiples
determinantes de resistencia a antibiticos no B-lactamicos y son responsables de
el fenotipo de multirresistencia comunmente encontrado en aislamientos MRSA

nosocomiales, permitiéndoles a ellos tener éxito a una presidn selectiva

4,9,67
pesada.
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Cuadro I. Tipos de SCCmec y subtipos del tipo IV.

Tipo Peso Complejo mec Tipoy Lugar y afio
SCCmec | molecular complejo cer de
kb aislamiento
I 34 Clase B: 1S431-mecA-AmecR1-1S1272 Tipo 1: | Reino Unido,
ccrBl-ccrAl 1961 en
cepas MRSA
Il 52 Clase A: 1S431-mecA-mecR1-mecl Tipo 2: | Jap6n, 1982
ccrB2-ccrA2 en cepas
MRSA
[ 66 Clase A Tipo 3: | Nueva
ccrB3-ccrA3 | Zelanda,
1985 en
cepas MRSA
v 20-24
Subtipo:
IVa Clase B Tipo 2 EUA, 2002
IVb Clase B Tipo 2 en una clona
IVc Clase B Tipo 2 pediatrica y
Ivd Clase B Tipo 2 en cepa CA-
MRSA
\% 28 Clase C: IS431-mecA-AmecRI-1S431 Tipo 5: ccrC | Australia,
2004 en
cepa CA-
MRSA

Los subtipos de SCCmec IV difieren en base a la region J del DNA.
A: delecién en el extremo 3” del gen.

Las clases B y C no presentan el gen mecl.

Los elementos genéticos SCCmec tipo IV y V se han encontrado en la mayoria de
las cepas CA-MRSA y contienen el gen mecA con o sin genes adicionales de
resistencia a otros antibioticos explicando de tal modo soélo la tendencia hacia la
resistencia a B-lactamicos en estas cepas. Sin embargo, cepas resistentes a
eritromicina y fluoroquinolonas ya han sido reportadas en Estados Unidos en el
2005.%10384888 por |o que se piensa que el origen de esta cepas no lo constituye la

diseminacion desde el hospital hacia la comunidad, sino que este nuevo agente
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nace de la asociacion de dos genotipos: el genotipo resistente de un
Staphylococcus epidermidis y el genotipo de un Staphylococcus aureus meticilina
sensible mas virulento,* lo cuél se sustenta notablemente en el hecho de que
secuencias dentro de la region “upstream” de los genes ccr de el elemento
SCCmec tipo IV fueron encontrados frecuentemente en aislamientos de S.
epidermidis en los 1970, y por que raramente se ha descrito en aislamientos de S.
aureus antes de 1990, sugiriendo un extenso intercambio horizontal entre

especies de estafilococos.®’

Los casetes cromosomales SCCmec tipo IV y V, poseen un tamafio pequefio y
contienen elementos genéticos moéviles.* Los elementos SCCmec tipo IV y V son
mas facilmente transferidos a otras cepas de S. aureus que los elementos mas
largos SCCmec (tipos I, I, y 111).°® Esto puede traer como consecuencia que se
muevan rapidamente entre los diversos ambientes genéticos de las cepas de S.
aureus sensibles a la meticilina que circulan en la comunidad, aumentando la
probabilidad de tener nuevas cepas CA-MRSA.* En un estudio realizado por
Hiramatsu et al.,?* y asociados han especulado que la deteccién simultanea del
elemento SCCmec tipo IV en diferentes regiones geograficas del mundo
potencialmente refleja su mejorada movilidad y mdltiples transmisiones

simultaneas de otros estafilococos coagulasa negativos.

Estudios recientes indican que los tipos Il y IV se encuentran circulando en cepas
MRSA en México.?>%2

1.6.2. Resistencia a oxacilina (gen mecA)

La resistencia a la meticilina se determina utilizando el antibiético oxacilina, por lo
gue se ha sugerido que estas cepas deberian llamarse S. aureus resistentes a
oxacilina (“oxacillin-resistant S. aureus”, ORSA), mas que MRSA.*

Como se hizo notar anteriormente, el gen mecA se encuentra en el elemento
genético movil SCCmec. El gen mecA es el responsable para la sintesis de la
‘proteina fijadora de penicilina0” 2a (PBP2a; también llamada PBP2"), una
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proteina alterada de 78-kDa. Las PBP2a reemplazan a las otras PBPs, porque
presentan baja afinidad para todos los antibiéticos B-lactamicos y permiten al
estafilococo sobrevivir a altas concentraciones de esos agentes. Asi, la resistencia
a meticilina confiere resistencia a todos los agentes B-lactamicos que se han
desarrollado, incluyendo las isoxazoil penicilinas (por ejemplo, la oxacilina) y las
cefalosporinas. La proteina PBP2a difiere de las otras PBPs debido a que su sitio
activo bloguea la unién de todos los B-lactdmicos pero continlda sintetizando
peptidoglicano para la pared celular aun cuando las PBP normales estén inhibidas
por los antibi6ticos.**°

El mecanismo por el cual el gen mecA, codifica para la sintesis de la PBP2a, es el

siguiente:

En base a la clase original, clase A, esta contiene dos genes intactos mecl y
mecR1, asi como el gen mecA. El gen mecl codifica una proteina represora de la
transcripcion: Mecl. EI gen mecR1 codifica una proteina de transduccién de sefal:
MecR1. Las proteinas Mecl y MecR1 regulan la transcripcion inducible de mecA
de la siguiente manera: MecR1 registra la presencia de antibiodticos B-lactamicos

con su dominio extracelular de unién a la penicilina y activa su dominio

Tnas4

.
8 J[8=0 [l :

mecA

N\,

Figura 7. Representacion de un fragmento de DNA cromosémico de MRSA con los
siguientes elementos: region reguladora del gen mecA compuesta por los genes mecl y
mecR1, plasmidos (pUB110), secuencias de insercion (1S431), transposones (Tn554) y
genes cromos6émicos de las recombinasasas (ccrA y ccrB). Mecanismo de resistencia
de S. aureus a la meticilina. La exposicién de mecR1 a antibiéticos B-lactamicos induce
la sintesis de MecR1, el cual inactiva a Mecl, permitiendo la sintesis de PBP2a.

citoplasmico en forma de proteasa, por rompimiento autocatalitico. Esta proteasa

rompe la proteina represora Mecl que se encuentra unida al sitio operador del gen
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mecA, liberando la represién de la transcripcion, por lo que se lleva a cabo la

expresion del gen mecA produciéndose la proteina PBP2a (fig. 7).*
1.6.3. Resistencia a macrélidos y lincosamidas

La presencia de varios genes que codifican la resistencia a macrdlidos,
lincosamidas y estreptograminas, han proporcionado las bases para el uso de la
susceptibilidad a clindamicina como un marcador para las cepas CA-MRSA. El
transposon 554 (Tn554) encontrado en elementos SCCmec tipo Il, contiene el gen
erm el cudl confiere resistencia a eritromicina mediante la metilacion del RNA
ribosémico 23S, que impide la unién del antibiético y, por tanto, su accion.®*

Los aislamientos de S. aureus macrolido-resistente pueden tener resistencia
constitutiva o inducible a lincosamidas tales como la clindamicina, por lo que la
metilacién también puede ser constitutiva o inducible. En la constitutiva, se
produce continuamente la metilaciéon del ribosoma, por lo que la bacteria se
muestra resistente a todos los macrolidos y lincosamidas. Cuando una bacteria
con una metilasa no constitutiva se enfrenta a un macroélido o lincosamida no
inductor, es sensible, pero bajo la influencia de un macrélido inductor, se activa la
metilacion y se vuelve resistente. La eritromicina es un inductor efectivo, pero la
clindamicina es un débil inductor. Los aislamientos que contienen el gen erm
expresan por lo tanto el fenotipo de resistencia llamado MLSg. Tanto en el fenotipo
de resistencia constitutivo cMLSg (eritromicina y clindamicina resistentes) como el
inducible iIMLSg (eritromicina resistente y clindamicina sensible con antagonismo),
se consideran resistentes a todos los macrélidos, clindamicina y estreptogramina
B. Asi, cepas HA-MRSA que contienen el elemento SCCmec tipo II, son
tipicamente resistentes a [-lactamicos asi como también a eritromicina y
clindamicina (y estreptogramina B).%434>>4

Los elementos SCCmec tipo IV y V, encontrados en la mayoria de las cepas CA-
MRSA, no contienen el Tn554 o erm vy, asi, muchos son susceptibles a
eritromicina y clindamicina. Sin embargo, erm puede estar presente en un

plasmido o en otra parte del genoma. También, la resistencia a macrolidos puede
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ocurrir por eflujo, tipicamente mediado por el gen msrA”. Es posible que msrA® u
otros genes que confieren la resistencia a los macrélidos, puedan estar presentes
en una cepa CA-MRSA. msrA codifica una bomba de flujo especifica para los
antimicrobianos macrolidos. Cuando la resistencia a eritromicina esta mediada por
msrA, la resistencia inducible para clindamicina no ocurre (fenotipo M, eritromicina
resistente y clindamicina sensible sin antagonismo).®*>>*

El funcionamiento de la prueba “D-test” o prueba de doble disco eritromicina-
clindamicina, es necesaria para determinar resistencia constitutiva o inducible a

lincosamidas como la clindamicina.
1.7. Distribucidn clonal de las cepas MRSA

En la actualidad la tipificaciéon molecular ha aportado nuevos datos que han dado
origen a la epidemiologia molecular. En el caso de S. aureus en afios recientes,
después de analizar una gran coleccion de cepas MRSA que circulan en
diferentes areas geograficas del mundo y de diferentes periodos, se encontré que
en contraste a las diferentes cepas numerosas MSSA que causan infecciones,
mundialmente, solo un namero limitado de clonas MRSA cuentan con la capacidad
de diseminacién global.**>®! Estas se conocen como clonas MRSA pandémicas.
Se han identificado cinco clonas pandémicas: Ibérica, Brasilefia, Hingara, Nueva
York/Japén y Pediatrica.*®*

La clona Ibérica se describié primeramente en Espafia en 1989 y posteriormente
se reportd en Portugal, Italia, Reino Unido, Alemania, Beélgica, Suiza, Francia,
Polonia, Republica Checa y EUA.*%!

La clona Hungara se encontrd por primera vez en Hospitales de Hungria en 1998

y después se localizé en Tailandia, Taiwan y China.*®*

La clona Nueva York/Japon se determiné como una clona dominante en hospitales

de Nueva York en 1998 y posteriormente se encontr6 en Japén.*®*
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La clona Pediatrica se identifico en 1992 en un hospital pediatrico de Portugal y

después se ha localizado en Polonia, EUA, Argentina, Colombia y Brasil.***

La clona Brasilefia descrita en un principio en Brasil en 1995, se ha diseminado en
4,61

Portugal, Argentina, Uruguay, Chile y Republica Checa.
La determinacion de las clonas MRSA en América Latina es reciente. En el afio
2001 se publicaron los primero trabajos moleculares para la determinacién de las
clonas del MRSA y se encontré que la clona Brasilefa es la que predomina y
persiste en Brasil (97%), Argentina (86%), Uruguay (100%) y Chile (56%). En este
mismo estudio se observo la presencia de la clona M, presente solamente en los
aislamientos de Meéxico; la clona de Brasil, predominante en Argentina, Chile y
Uruguay, no se identificé en nuestro pais.***

La distincion entre estas clonas refleja las contrastes genéticas de transferencia
horizontal del elemento mec de especies de estafilococos relacionadas en S.
aureus.*® La transferencia horizontal es posible gracias a los genes ccr;* sin
embargo, la frecuencia de este evento de transferencia esta sujeto a debate. El
elemento SCCmec que lleva el gen mecA ha sido identificado en varios MSSA con
diferentes antecedentes genéticos. Comparando los antecedentes genéticos de
clonas epidémicas MSSA, investigadores han identificado que probablemente
MSSA ancestrales son recipientes del elemento mec. Estos estudios sugieren que
la emergencia de clonas “epidémicas” MRSA fueron en parte el resultado de la
acertada transferencia horizontal del gen mec en un ajuste ecoldgico y eficiente

transmision de la clona MSSA.*®

Puesto que no existen homdlogos de mecA en estafilococos meticilino
susceptibles, se ha asumido que mecA fue adquirido de una o varias especies de
estafilococos coagulasa negativos. Couto et al.,? identific6 un gen mecA en un
Staphylococcus sciuri meticilino-sensible con 88% de homologia en el nivel de
aminoacidos para MRSA. La transduccion del mecA de S. sciuri en un MSSA

resulté en una resistencia incrementada a meticilina acoplada con la deteccion de
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PBP2a. Estos estudios por lo tanto sugieren una posible fuente del elemento

mecA en S. aureus.*
1.8. Patogénesis e infecciones clinicas

La patogénesis propuesta para un namero de infecciones enddgenas causadas
por S. aureus son de la siguiente manera; frecuentemente neonatos, nifios y
adultos pueden ser colonizados por S. aureus y portar el microorganismo
generalmente en fosas nasales y, en ocasiones, en la piel y la ropa, causando una
subsecuente infeccion en sitios de piel dafiados, en pacientes con hemodiélisis y
en pacientes con catéteres intravasculares. En pacientes quirdrgicos, otras
posibilidades son consideradas. Primero, muchos pacientes son intubados antes
de la cirugia, traumatizando el epitelio que recubre la faringe, lo cual puede causar
un brote hematégeno de S. aureus al sitio quirdrgico. Sin embargo, muchos
procedimientos quirargicos incluyen el uso de profilaxis antimicrobiana, lo cual
puede proteger contra esta ruta de infeccion. No obstante, desinfecciones pre-
operativas pueden no ser efectivas en las capas méas profundas de la piel, y S.
aureus puede asi convertirse en una fuente de infeccion durante la cirugia. Otra
posibilidad es que S. aureus es diseminado de la nariz al aire de la sala de
operacién y entonces contaminar el sitio quirdrgico durante la cirugia.*®®* S.
aureus es por lo tanto un patdégeno oportunista que puede acceder al tejido

provocando una lesion local o enfermedades de amplio espectro.®

S. aureus es un comensal y un patdgeno extremadamente versatil en humanos,

que causa tres sindromes basicos:**
() Infecciones cutaneas

Las infecciones estafilocécicas piogénicas localizadas incluyen el impétigo, la

foliculitis, los fornculos y el carbunco.?#

El impétigo, es una infeccion superficial que afecta fundamentalmente a los nifios

pequefios y ocurre fundamentalmente en la cara y en las extremidades. La
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foliculitis es una infeccion pidgena de los foliculos pilosos. Cuando ocurre en la
base de los parpados se conoce como orzuelo. Los foranculos (diviesos), son una
extension de la foliculitis. Son nodulos elevados, dolorosos y grandes con una
coleccion de tejido necrotico debajo. El carbunco aparece cuando los foranculos

coalescen y se extienden hasta el tejido subcutaneo mas profundo.*

Las infecciones estafilocécicas de las heridas pueden ocurrir en los pacientes
después de una intervencion quirdrgica o de un traumatismo, al introducirse en la
herida los microorganismos que colonizan la piel. Los estafilococos no son
capaces generalmente de producir una infeccion en un individuo
inmunocompetente a no ser que haya un cuerpo extrafio en la herida (p. €j.,
grapas, astillas, suciedad).** Las heridas quirdrgicas infectadas, pueden funcionar

como focos para el desarrollo de infecciones sistémicas.>!
(i) Infecciones profundas y sistémicas

S. aureus es una causa frecuente de bacteriemia. No se conocen los focos
iniciales de la infeccion en aproximadamente un tercio de los pacientes con
bacteriemias por S. aureus. Lo mas probable es que la infeccidn se extienda al
torrente sanguineo a partir de una infeccion cutanea de aspecto inocuo. Mas del
50% de las bacteriemias por S. aureus se adquieren en el hospital después de una
intervencion quirdrgica, o como resultado del uso continuo de un catéter
intravascular que estd contaminado. Las bacteriemias por S. aureus,
fundamentalmente los episodios prolongados, se asocian con la diseminacion a
otras partes del organismo y dar origen a una endocarditis, una osteomielitis, una
pioartritis y la formacion de abscesos metastaticos, particularmente en la piel, los
tejidos subcutaneos, los pulmones, el higado, los rifiones y el cerebro.®*

La endocarditis aguda producida por S. aureus es una enfermedad grave, con una
tasa de mortalidad de aproximadamente el 50%. A no ser que se instituya un
tratamiento médico y quirdrgico adecuado de forma inmediata, el pronéstico del

paciente es malo. La curacion clinica de la endocarditis es la regla, aunque es
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frecuente que existan complicaciones como consecuencia de la diseminacion

secundaria de la infeccion a otros 6rganos.**

La enfermedad respiratoria por S. aureus se puede producir después de la
aspiracion de secreciones orales o de la diseminacibn hematogena del
microorganismo desde un foco alejado. La neumonia por aspiracion se observa
fundamentalmente en los jovenes, ancianos, pacientes con fibrosis quistica, gripe,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica con intubacion y aspiracion y
bronquiectasias.?**! La neumonia de diseminacién hematégena es frecuente en
pacientes con bacteriemia o endocarditis.** Las enfermedades malignas
subyacentes se conocen como factores de riesgo para el desarrollo de una
bacteriemia por S. aureus. La bronconeumonia estafilocécica adquirida en la
comunidad se observa habitualmente en ancianos y se asocia con una neumonia

viral como factor predisponerte.®

La osteomielitis por S. aureus puede resultar de la diseminaciéon hematdgena en el
hueso tanto en niflos como en adultos, o puede ser una infeccion secundaria como
consecuencia de un traumatismo, una infeccion quirdrgica o de la extension de
una infeccién desde una zona adyacente. S. aureus es la principal causa de artritis
séptica en los nifios pequefios y en los adultos que reciben inyecciones
intraarticulares o que tienen articulaciones con anomalias mecanicas. La
afectacion secundaria de multiples articulaciones indica la diseminacion
hematdgena desde un foco localizado. La infeccion se demuestra generalmente
en las grandes articulaciones (p. ej., hombro, rodilla, cadera y codo). El prondstico
en los niflos es excelente, pero los adultos depende de la naturaleza de la
enfermedad subyacente, asi como la aparicion de complicaciones infecciosas

secundarias.*

La meningitis estafilocdcica aparece en pacientes con anormalidades del sistema
nervioso central relacionados con traumatismos, cirugia, tumores malignos e
hidrocefalia y S. aureus es una de las causas mas frecuentes de meningitis

asociada con derivaciones ventriculoperitoneales. S. aureus, también es uno de
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los muchos microorganismos asociados con peritonitis en pacientes sometidos a
didlisis peritoneal ambulatoria continua,® ademas es causante de infecciones del

tracto urinario.”
(i) Sindromes toxémicos

El sindrome de choque téxico (“toxic shock sindrome”, TSS) y fiebre escarlata
estafilocécica se deben ambos a la toxina 1 de sindrome de choque téxico (“toxic
shock sindrome toxin 1”7, TSST-1) y enterotoxinas estafilocdcicas (“staphylococcal

enterotoxins”, SEs).*?*

La TSST-1 fue la primer toxina identificada como un marcador para el TSS.' El
sindrome de choque téxico fue descrito por primera vez en 1978.3' El sindrome de
choque toxico puede ser menstrual (por coincidir con el periodo menstrual) y esta
asociado con el uso de tampones, o0 bien ser no menstrual en cuyo caso como la
celulitis, bursitis, infecciones posparto, infecciones vaginales o como una
complicacién de los abscesos estafilocécicos, la osteomielitis, las infecciones de
las heridas quirtrgicas y la neumonia posinfluenzae.*>!

El sindrome de choque toxico es una enfermedad multisistémica que se inicia con
el crecimiento localizado de las cepas de S. aureus productoras de la toxina en la
vagina o en la herida, seguido de la liberacion de la toxina al torrente circulatorio.
Las manifestaciones clinicas comienzan de forma brusca y consisten en fiebre
alta, hipotensién, un exantema eritematoso difuso, descamacion de la piel
después de 1 a 2 semanas del ataque (si no es fatal antes de este tiempo), e
implicacion de tres o mas sistemas (gastrointestinal, muscular, renal, hepatico,
hematoldgico y nervioso central).***34* En adultos puede producir sindrome de
dificultad respiratoria, coagulacién intravascular y falla renal.**! La muerte en los
pacientes con TSS se produce por un choque hipovolémico que lleva a un fallo
multiorganico.** La alta tasa inicial de fallecimientos ha disminuido
aproximadamente el 5% al conocerse mejor la epidemiologia y la etiologia de esta
enfermedad.’*! Sin embargo, a no ser que el paciente se trate especificamente

con un antibidtico eficaz, el indice de recidiva es tan alto como del 65%.%
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El sindrome de piel escaldada estafilocécica (“staphylococcal scalded-skin
sindrome”, SSSS) es debido a exfoliatinas producidas por S. aureus. La
enfermedad se caracteriza por el inicio brusco de un eritema perioral localizado
(enrojecimiento e inflamacién alrededor de la boca) que se extiende por todo el
cuerpo en los dos dias siguientes y poco después se forman grandes ampollas y
vesiculas cutaneas que se siguen de la descamacion del epitelio. El epitelio vuelve
a estar intacto en 7 a 10 dias, cuando aparecen los anticuerpos protectores.
Aunque es una enfermedad fundamental de neonatos y de nifios, la tasa de
mortalidad es baja. Cuando ocurre la muerte, es el resultado de una infecciéon
bacteriana secundaria de las zonas de piel afectadas.** El impétigo ampolloso es
una forma localizada de SSSS. Las cepas especificas de S. aureus productoras
de toxina se asocian con la formacion de ampollas cutaneas superficiales. El
eritema no se extiende méas alla de los limites de la ampolla. La enfermedad
sucede fundamentalmente en lactantes y en niflos pequefios y es facilmente

transmisible.*

La colonizacién de S. aureus de alimentos ha sido a lo largo asociado con una
forma de gastroenteritis que es manifestado clinicamente como emesis con 0 sin
diarrea. Esta condicion es llamada intoxicacion estafilocécica por alimentos
(“staphylococcal food poisoning”, SFP) y resulta de la ingestion de una o0 mas SEs
preformadas en alimentos que han sido contaminados con S. aureus. La ingestion
de SEs no resulta en medida enterotoxémico al menos que altas dosis sean
consumidas extremadamente.* Los estafilococos ingeridos después del tiempo de
incubacién, no producen mas toxina, por lo que la enfermedad tipicamente se
resuelve dentro de las 25 a 48 h del ataque y sélo requieren tratamiento de
sostén.'>*! Ciertas cepas de S. aureus pueden producir también enterocolitis y
ocurre fundamentalmente en los pacientes que han recibido antibioticos de amplio
espectro, que suprimen la flora normal del colon y permiten el crecimiento de S.

aureus.*
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1.9. Factores de virulencia

El éxito de la colonizacién y la producciéon de enfermedades por S. aureus se debe
a la expresion de factores de virulencia que participan en adhesién, adquisicion de
nutrientes y evasion de la respuesta inmune del hospedero. En base a esto, los
factores de virulencia se clasifican en tres categorias: (a) factores involucrados en
la adherencia de la célula hospedera o matriz extracelular, como las proteinas de
union a fibrindgeno y fibronectina, colageno y coagulasa; (b) factores involucrados
en la evasion de las defensas del hospedero, como las enterotoxinas
estafilocdcicas, la TSST-1, la leucocidina de Panton-Valentine (PVL), proteina A,
lipasas y polisacaridos capsulares; (c) factores involucrados en la invasion de la
célula hospedera y penetracion de los tejidos, como la toxina a y hemolisinas B, y
y 8. En el cuadro Il se muestra una clasificacion de los factores de virulencia de S.
aureus teniendo en cuenta si forman parte estructural de la bacteria 0 sin son

enzimas o toxinas.*®?

Cuadro Il. Principales factores de virulencia de S. aureus.

Estructurales Enzimas Toxinas
Pared celular (Peptidoglicano) | Catalasa a (Hemolisina a)
Proteina A Hialuronidasa Hemolisina
Factores de adhesion Lipasas Hemolisina y
Acidos teicoicos Coagulasa Hemolisina &
Polisacéaridos capsulares Nucleasas Leucocidina Panton-Valentine
Proteasas (PVL)
Estafilocinasa Enterotoxinas estafilocédcicas
Colagenasa TSST-1
Toxinas exfoliativas (ET-A y
ET-B)

Factores de virulencia de S. aureus:
1.9.1. Estructura de la pared celular

La estructura de la pared celular estafilococica se ilustra en la fig. 9:
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De acuerdo con la inmunotipificacion del polisacarido capsular en los aislamientos
clinicos de S. aureus, se han identificado once serotipos capsulares, con la mayor
parte de las infecciones asociadas a los serotipos 1, 5y 8.32*1%1 E| tipo 8, también
esta asociado con otros factores de virulencia de S. aureus, como por ejemplo, la
produccion de la toxina del sindrome de choque tdxico. Ademas, una gran
cantidad de cepas de S. aureus que son resistentes a la oxacilina, expresan el

serotipo 5 de polisacarido capsular.®

La capsula lo protege al inhibir la quimiotaxis y la fagocitosis por los leucocitos
polimorfonucleares, a la vez que inhibe la proliferacion de las células
mononucleares después de la exposicion al mitdgeno. También facilita que se
unan a los catéteres y a otros materiales sintéticos (p. €j., injertos, anastomosis o

shunts, valvulas y articulaciones protésicas).**

El peptidoglicano suministra el exoesqueleto rigido de la pared celular.® El
peptidoglicano esta formado por capas de cadenas de glicanos construidas con 10
0 12 subunidades alternantes de acido N-acetiimuramico y N-acetilglucosamina.
Las cadenas de tetrapéptidos laterales de S. aureus estan unidas a las

subunidades de &cido N-acetilmuramico y tienen enlaces cruzados con puentes de
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pentaglicina que estan unidos a la L-lisina en una cadena tetrapeptidica y a la D-

alanina en la cadena adyacente.**

El peptidoglicano tiene una actividad de tipo endotoxina, estimulando la
produccion de pirogenos enddgenos, la activacion del complemento y la formacién
de interleucina-1 por parte de los monocitos, y la agregacion de los leucocitos
polimorfonucleares (un proceso responsable de la formacion de abscesos).>*

Los acidos teicoicos son polimeros de glicerol o fosfato ribitol unidos de manera
covalente a la capa de peptidoglicanos o a través de una union lipofilica a la
membrana citoplasmatica (acidos lipoteicoicos). El acido teicoico de ribitol, con
residuos de N-acetilglucosamina (polisacéarido A) se encuentra presente en S.
aureus.>*

Los acidos teicoicos median la adhesion del S. aureus a la superficie mucosa a
través de sus uniones especificas a la fibronectina. Aunque los acidos teicoicos
son pocos inmunogeénicos, estimulan una respuesta de anticuerpos especificos
cuando se encuentran unidos a los peptidoglicanos. La medicion de esta respuesta
de anticuerpos se ha utilizado para detectar la enfermedad estafilocécica

sistémica, aunque es menos sensible que otras pruebas diagnésticas.**

La superficie de la mayoria de las cepas de S. aureus esta cubierta de forma
uniforme con la proteina A. Esta proteina se une de forma covalente a la capa de
peptidoglicanos y tiene una afinidad especial para unirse al receptor Fc de las
inmunoglobulinas 1gG;, 1gG, e IgGs por lo que previenen eficazmente la
eliminacion inmune mediada por anticuerpos del microorganismo. La proteina A
extracelular se puede unir también a los anticuerpos, formando inmunocomplejos
con el consiguiente consumo de complemento.** Por lo tanto la proteina A
funciona como un factor de virulencia al interferir en la opsonizacion y la ingestion
de los microorganismos por parte de los leucocitos polimorfonucleares, activar al
complemento y estimular reacciones de hipersensibilidad de tipo inmediato y
retardado. La proteina A es inmunogénica y en los individuos con infecciones

graves producidas por S. aureus se encuentran anticuerpos dirigidos contra ella.®!
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La presencia de la proteina A en S. aureus constituye la base de las pruebas de
coaglutinacion que se utilizan en muchos laboratorios clinicos para la identificacion
de microorganismos (p. €j., gonococos, determinacién de grupo de estreptococos)

y para la deteccién de antigenos bacterianos en liquidos corporales.

La membrana citoplasméatica esté formada por un complejo de proteinas, lipidos y
una pequeia cantidad de hidratos de carbono. Sirve de barrera osmotica para la
célula y proporciona una sujecién para la biosintesis celular y las enzimas

respiratorias.*!
1.9.2. Enzimas estafilocécicas

La coagulasa producida por S. aureus existe en dos formas, una unida (llamada
también factor de agregacion) y una libre. La coagulasa unida a la pared celular
del estafilococo se une a la protrombina, este complejo transforma el fibrindbgeno
en fibrina insoluble y esto provoca la agregacion de los estafilococos. La
coagulasa libre reacciona con el factor reactivo de la coagulasa (CFR, una
globulina), presente en el plasma, dando lugar a un complejo analogo a la
trombina (estafilotrombina) que reacciona con el fibrindgeno formando el coagulo
de fibrina. La coagulasa se utiliza como marcador de virulencia y permite
diferenciar a S. aureus (coagulasa positivo) de otras especies estafilocécicas
(coagulasa negativas).***

La importancia de la coagulasa en la patogenia de la enfermedad radica en que
esta enzima causa la formacion de una capa de fibrina alrededor del absceso
estafilococico, de modo que la infeccion quede localizada y se proteja a las
bacterias de la fagocitosis.***

El factor de agrupamiento o factor clumping es un compuesto superficial de S.
aureus al cual se debe la adherencia de los organismos al fibrindgeno vy fibrina.
Cuando se mezcla con el plasma, S. aureus forma grupos. El factor de

agrupamiento es distinto de la coagulasa.®
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La catalasa no es considerada un factor de virulencia, pero la prueba de la
catalasa es usada para distinguir estafilococos de estreptococos, los cuales no
produce la catalasa.® La catalasa cataliza la conversién del peréxido de hidrégeno
toxico en agua y oxigeno (2H,O,------- 2H,0 + 0, [burbujas de gas]). El peroxido de
hidrogeno se puede acumular durante el metabolismo bacteriano o después de la

fagocitosis.*! Si se permite que se acumule, resulta letal para las bacterias.

La fibrinolisina, conocida también como estafilocinasa, es producida practicamente
por todas las cepas de S. aureus, y puede disolver coagulos de fibrina,
permitiendo la diseminaciéon de la infeccién a los tejidos contiguos.®** La
estafilocinasa es diferente de las enzimas fibrinoliticas producidas por los
estreptococos, actuando de manera mucho mas lenta en comparacion con la
estreptocinasa.>*

La hialuronidasa hidroliza los acidos hialuronicos y los mucopolisacaridos acidos
gue se encuentran en la matriz intercelular del tejido conectivo y, por lo tanto, la
enzima favorece la diseminacion de S. aureus a zonas adyacentes. Mas del 90%
de las cepas de S. aureus producen esta enzima.3**

Todas las cepas de S. aureus producen diferentes lipasas. Estas enzimas
hidrolizan los lipidos, una funcion esencial para asegurar la supervivencia de los
estafilococos en las zonas sebaceas del organismo. Se cree que estas enzimas
deben estar presentes para que los estafilococos puedan invadir los tejidos
cutdneos y subcutadneos, y para que se puedan desarrollar las infecciones
cutaneas superficiales (p. ej., fornculos).** Se ha descrito una fosfolipasa C
especifica para el fosfatidilinositol asociada con cepas recuperadas de pacientes
con sindrome de distrés respiratorio del adulto y coagulacion intravascular
diseminada. Los tejidos afectados por esta enzima se vuelven mas susceptibles al
dafio y la destruccion por componentes bioactivos y productos de la activacion del

complemento.*

La nucleasa termoestable es otro marcador de S. aureus. El papel de esta enzima

en la patogénesis de la infeccién es desconocida.**
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La produccién de las penicilinasas puede ser inducible (es decir, se producen sélo
en presencia de antibidticos B-lactamicos) o constitutiva (es decir, se producen
continuamente) y hacen que estos microorganismos sean resistentes a la

penicilina y la ampicilina.®
1.9.3. Toxinas estafilococicas

La TSST-1 forma parte del grupo de toxinas conocidas como superantigenos
toxina pirogénicos (PTSAgs), ya que tienen actividad bioldgica de pirogenicidad y
superantigenicidad.* Estas toxinas se unen en los macréfagos a las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il, que interaccionan con la
subunidad B de los receptores especificos de las células T, dando lugar a la
proliferacion inespecifica de las células T y a la liberacion de citocinas,
prostaglandinas y leucotrienos (los cuales producen los signos y sintomas del
sindrome).**! La TSST-1 suprime la quimiotaxis de neutrdfilos, induce la funcién

supresora de los linfocitos T y bloquea el sistema reticuloendotelial.*

La TSST-1 es capaz de inducir también una hipersensibilidad aumentada a la
endotoxina. A bajas concentraciones, TSST-1 produce también una extravasacion
de las células endoteliales, mientras que a altas concentraciones causa en las

células un efecto citotdxico.**

La TSST-1, anteriormente conocida como exotoxina pirogénica C y enterotoxina F
es una exotoxina de 22.000d termoestable y resistente a la protedlisis, que se

encuentra mediada por un cromosoma.**

La TSST-1 tiene la capacidad de atravesar las barreras mucosas por lo que es la
responsable de los efectos sistémicos del TSS, incluso cuando la infeccidon esta

localizada en la vagina o en la herida.***

La enterotoxinas estafilocécicas también forman parte del grupo de las PTSAgs.

Se conoce una gran variedad de estas toxinas: en secuencia alfabética de SEA a
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SEE, de SEG a SEJ, SEK, SEL, SEP, SEM y SEO.* Estas toxinas son producidas
del 30 al 50% por las cepas de S. aureus.*

Las SEs son una causa importante de intoxicacion por alimentos debido a que
estas se producen cuando S. aureus se desarrolla en alimentos que contienen
carbohidratos y proteinas. Cuando se consumen alimentos contaminados con S.
aureus, las SEs al igual que la TSST-1 son capaces de inducir la activacion
inespecifica de las células T localizadas a lo largo del intestino, resultando en una
respuesta masiva de células T y liberacion de citocinas; actian sobre los
receptores nerviosos del intestino produciendo gastroenteritis; estimulan el
peristaltismo intestinal y ejercen un efecto sobre el sistema nervioso central, que
se manifiesta clinicamente por vomitos con o sin diarrea, los cuales acompafan a

la enfermedad gastrointestinal.®#3¢4*

Las enterotoxinas A a E son responsables de las caracteristicas clinicas de la
intoxicacién alimentaria estafilocécica.®! La enterotoxina A es la que se asocia con
mas frecuencia a la enfermedad.®***! Las enterotoxinas son estables a 100 °C
durante 30 minutos, y son resistentes a las enzimas gastricas y yeyunales. Por
eso, una vez que el alimento se ha contaminado por estafilococos productores de
enterotoxinas, y que se han producido las toxinas, el hecho de volver a calentar la

comida o el proceso de digestién, no inactivan a la toxina.**

Otras enterotoxinas estafilocécicas (SEG, SEH, y SEI) o genes (sej y sek) pueden
ser también PTSAgs o codificar PTSAgs porque ellos exhiben actividad

superantigénica o homologia en la secuencia para ser PTSAgs.*

Se han identificado dos formas distintas de toxina exfoliativa (ETA y ETB), y
ambas puede producir la enfermedad de el sindrome de la piel escaldada
estafilocécica. ETA es termoestable y el gen es cromosémico, mientras que ETB

es termolabil y mediada por un plasmido.**

Estudios ultraestructrurales han puesto de manifiesto que la exposicion a las
toxinas, que son serin proteasas, estd seguida por la rotura de los puentes
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intracelulares (desmosomas) en el estrato granuloso de la epidermis. Las toxinas
no se asocian con citélisis ni inflamacion, por lo que ni los estafilococos ni los
leucocitos estan presentes en la capa de la epidermis afectada. Después de la
exposicion de la epidermis a la toxina, se desarrollan anticuerpos neutralizantes

protectores, lo que lleva a la resolucién del proceso téxico.**

El sindrome de la piel escaldada estafilococica se ve fundamentalmente en nifios,
y s6lo rara vez en nifios mayores o en adultos, posiblemente a que ETAy ETB se
unen a los glucolipidos del tipo GM4, que se encuentran en la epidermis de los

neonatos susceptibles, pero no en la de los nifios mayores o en la de lo adultos.*
S. aureus produce cuatro clases de hemolisinas (alfa, beta, delta y gamma).**

La a-hemolisina es por mucho la citotoxina mas examinada cuidadosamente de S.
aureus. La a-hemolisina es un polipéptido de 33,000d que producen la mayoria de
las cepas de S, aureus y es toxica para un amplio rango de células de
mamiferos.’*! La a-hemolisina es particularmente activa contra eritrocitos, y es
también dermonecroética por inoculacion subcutanea y es letal para los animales
cuando se le inyecta por via intravenosa. También es una potente
neurotoxina.***3!

La toxina-a, es considerada como el prototipo de las citotoxinas formadoras de
poros y es citolitica para un gran niumero de células, entre las que se encuentran
los monocitos, linfocitos, eritrocitos, plaquetas, células endoteliales y las células de
cultivo (p. ej., los fibroblastos diploides humanos, las células Hela). La o-
hemolisina es secretada por S. aureus y se integra en las regiones hidrofébicas de
la membrana de la célula del hospedero, estableciendo héptameros cilindricos con
la formaciéon de poros de 1 a 2 nm, capaces de lisar también las células
eucariontes.***! E| poro resultante permite el rapido flujo de K* y otras pequefias
moléculas y la afluencia de Na’, Ca’ y pequefias moléculas de bajo peso
molecular. La hinchazén osmética de los eritrocitos finalmente resulta en lisis.***
La sensibilidad varia segun la especie animal (los eritrocitos del conejo son 1.000

veces mas sensibles que las células humanas) y el tipo de célula (p. €j., los
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fibroblastos pueden reparar el dafio en la membrana de una forma mas eficaz que

los eritrocitos).**

La toxina tiene un numero de efectos en el hospedero, debido en gran parte a la
formacion de poros no regulados por la transmision de iones a través de las
membrana de las células. Estos efectos incluyen la activacion de endonucleasas,
exocitosis de plaquetas y liberacion de citocinas y mediadores inflamatorios. La
produccion de tromboxano y prostaciclinas activan los mecanismos de
vasoconstriccion. En adicion, la hinchazon osmética causa un dafio en la
integridad celular aumentando la permeabilidad vascular. El efecto final en el
hospedero es un edema pulmonar o sindrome de dificultad respiratoria.*** Se cree
gue la alfa-toxina es un mediador importante del dafio tisular en la enfermedad
estafilocécica.** Finalmente, el flujo de calcio puede liberar nucleasas celulares,

conduciendo a la apoptosis o muerte celular.**

La B-hemolisina, conocida también como esfingomielinasa C, es una proteina
termolabil de 35.000d producida por la mayoria de las cepas de S. aureus. Esta
enzima tiene actividad de fosfolipasa C, la cual tiene especificidad para la
esfingomielina y para la lisofosfatidilcolina, y es toxica para una variedad de
células, entre las que se encuentran los eritrocitos, los leucocitos, los macréfagos
y los fibroblastos. Cataliza la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana en las
células susceptibles, con una lisis proporcional a la concentraciéon de
esfingomielina expuesta en la superficie de la célula. Se cree que esto es

responsable de las diferencias en la sensibilidad de las especies a la toxina.*****

g ]

La B-hemolisina, es una hemolisina “caliente-fria” (es decir, sus propiedades
hemoliticas se incrementan con la incubacion abajo de 10 °C después del

tratamiento a 37 °C).**

Su funcion durante la enfermedad no estd determinada claramente. Sin embargo,
el alto nivel de expresion en células de animales indica que la B-hemolisina le

produce una ventaja selectiva a la bacteria.**!* Se cree que en los humanos es
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responsable junto con la a-hemolisina, de la destruccion tisular y de la formacién

de los abscesos caracteristicos de las enfermedades estafilocécicas.*

La B-hemolisina, junto con el factor CAMP producido por los estreptococos del
grupo B, es responsable de la hemdlisis sinérgica observada en las pruebas de

CAMP-positivas para la identificacion presuntiva de los estreptococos del grupo
B.11'31

La &-hemolisina tiene un amplio espectro de actividad citolitica, es capaz de lisar
eritrocitos y otras células de mamiferos, asi como estructuras subcelulares
rodeadas de una membrana tales como organelos, esferoplastos y protoplastos.
Esta toxicidad de membrana relativamente inespecifica concuerda con lo que se
ha propuesto, que la &-hemolisina actia como un surfactante para romper la

membrana celular.*14!

La &-hemolisina tiene un peso molecular de aproximadamente 3,000d y es
4,11,41

producida por 97% de las cepas de S. aureus.
Aunque la d-hemolisina causa una amplia variedad de efectos citotoxicos, su
importancia en la enfermedad no es clara y no se sabe si induce la liberacion de
mediadores de la inflamacién.***

La d-hemolisina también tiene actividad dermonecroética y puede ser letal en
animales de laboratorio a concentraciones elevadas como resultado de la
contaminacién con muy pequefias cantidades de la a-hemolisina.***

La y-hemolisina es producida virtualmente en cada cepa de S. aureus y afecta a
neutréfilos y macréfagos, es capaz de lisar muchas variedades de eritrocitos de
mamiferos. Sin embargo, no estd claro si la y-hemolisina puede inducir la
desgranulacion de leucocitos polimorfonucleares y la liberacion de mediadores
inflamatorios.*** La y-hemolisina no es identificable sobre placas de agar sangre

debido al efecto inhibitorio del agar sobre la actividad de la toxina.**
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Los genes que codifican factores de virulencia como las enterotoxinas A a |I,
TSST-1, las toxinas exfoliativas A y B, y las proteinas asociadas a la superficie,
como la proteina de unidn al colageno, se encuentran localizados en elementos
genéticos moviles llamados islas de patogenicidad (SaPls), los cuales se
transfieren horizontalmente entre las cepas.® Los genes de algunos factores
asociados con la supresion de la inmunidad innata como las proteinas inhibidoras
de la quimiotaxis, hemolisinas a y B, y la estafilocinasa se encuentran integrados

en el cromosoma bacteriano.**

1.9.4. Leucocidina de Panton-Valentine (PVL)

La leucocidina de Panton-Valentine (PVL) es una citotoxina que causa necrosis
tisular.®**® La leucocidina es citotdxica para los monocitos, macréfagos y
leucocitos polimorfonucleares del humano. Es una proteina que tiene la habilidad
de inducir secrecion de granulos en leucocitos polimorfonucleares y formar poros
en la membrana plasméatica de los leucocitos, lo cual provoca un aumento en la
permeabilidad y eventualmente produce la lisis de la célula. La lisis de los
leucocitos produce la liberacibon de mediadores inflamatorios, con una
consecuente respuesta inflamatoria grave.**

La presencia de PVL en S. aureus parece estar asociado con el incremento en la
severidad de las enfermedades, extendiéndose desde una infeccién cutanea que
requiere drenaje quirirgico a una osteomielitis y neumonia necrotizante mortal.*®
Las cepas PVL-MRSA estadn asociadas con infeccion profunda en piel y tejido
blando, neumonia necrotizante, y fascitis necrotizante.***’

PVL, junto con la y-hemolisina pertenecen a la familia de toxinas
sinergiohimenotrdpicas. Estas toxinas dafian la membrana de las células de
defensa del hospedero y eritrocitos respectivamente, por la accion sinérgica de
dos clases no asociadas de proteinas secretadas referidas como S y F (proteinas
de elucion lenta "slow” y rapida “fast” en una columna de intercambio i6nico).
Estudios han mostrado que los componentes de estas proteinas se presentan de

dos loci distintos dentro del genoma de S. aureus. En cepas conteniendo ambas
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citotoxinas, seis clases S (HIgA, HIgC, LukS-PV, LukE, LukM, y LukS1) y cinco
leucotoxinas clase F (HIgB, LukF-PV, LukD, LukF' PV, y LukF1) son conocidas.
Los dos pares HIgA + HigB y HIigC + HIgB componen la y-hemolisina; mientras
gue todos los aislamientos productores de PVL producen las proteinas especificas
de clase Sy clase F para PVL (LukS-PV y LuUkF-PV, respectivamente), codificadas
por dos genes IukS-PV y lukF-PV. *113367 E| gen PVL puede ser movilizado por el
profago @SLT.* El fragmento EcoRV de 6.5 kb del cromosoma de S. aureus
contiene el locus entero luk-PV, que consiste de dos marcos de lectura separados.
La proteina LukS-PV es un polipéptido de 312-aminoacidos que incluye una
secuencia sefial de 28 residuos que es hendida para producir la proteina madura
con un peso molecular de 32,000 y un pl de 9.0. La proteina LUkF-PV es una
proteina de 325-aminoacidos que similarmente contiene un péptido sefal de 24

residuos. La proteina madura tiene un pl de 9 y un peso molecular de 34,000.*

El mecanismo de accion de la toxina y su papel en la progresion de enfermedades
estafilocdcicas no es muy claro, sin embargo, en base a estudios in vitro e in vivo,
se ha visto que la subunidad S es mas importante que la subunidad F con
respecto a inducir una respuesta de los leucocitos polimorfonucleares, indicando
gue la respuesta inflamatoria severa puede ser lograda por esta toxina
bicompuesta regulada primeramente por la potencia de la subunidad S. Una
hipotesis de trabajo es que el componente S es responsable para iniciar la unién a
la membrana, haciendo esto més critico en determinar la actividad de las dos

subunidades.!

Aunque los genes que codifican para PVL han sido encontrados en menos del 5%

de los aislamientos de S. aureus a nivel mundial,*°3338

estos estan presentes en
mas cepas MSSA responsables de furunculosis y neumonia necrotizante.® Sin
embargo, se han encontrado en una alto grado en cepas CA-MRSA con
proporciones de 77% a 100%.% Pocas cepas HA-MRSA producen PVL, sin

embargo, ahora son reconocidos cada vez mas en hospitales.®*’




Estudios indican que PVL esta circulando en mdltiples linajes clonales, muchos
asociados con MRSA SCCmec tipo IV.'° PVL junto con los elementos SCCmec
tipo IV 0 V son comunmente considerados como marcadores moleculares de CA-
MRSA.® Su presencia se piensa que las cepas CA-MRSA son consecuencia de
uno de estos raros eventos de transferencia horizontal el gen mec, indicando que
existe la posibilidad de que una cepa pandémica de S. aureus de los afios 60°s
evoluciono inicialmente adquiriendo el gen PVL y posteriormente el SCCmec IV,
dando origen a las actuales clonas CA-MRSA.* También se cree que su presencia

les confiere una ventaja a estas cepas permitiéndoles sobrevivir y diseminarse.’
1.10. Sistema quérum-sensing agr

Para mejorar la habilidad de causar una variedad de enfermedades y ocupar
numeroso nichos dentro del hospedero, S. aureus ha desarrollado un sistema
guérum-sensing o autoinduccion que establece una comunicacion entre células y
regular numerosos factores de colonizacién y virulencia.®® El quérum-sensing es
un fendmeno por el cual las bacterias determinan su propia densidad poblacional a
través de una serie de moléculas sensoras a veces denominadas autoinductoras,
ya que pueden incluso estimular a la propia célula que las liberd. La concentracion
de estas moléculas sefiales se incrementa conforme aumenta la poblacion hasta
que alcanza un determinado nivel, indicando a las bacterias que la poblacion ha
alcanzado un nivel critico o quérum. Entonces, las bacterias comienzan a expresar

una serie de genes dependientes del quérum.*®

El sistema quérum-sensing accesorio gen regulador (“accesory gene regulator”,
agr), se le ha asignado un papel central en la patogénesis de los estafilococos,
particularmente S. aureus. El sistema quorum-sensing agr disminuye la expresion
de varias proteinas de superficie celular y aumenta la expresién de muchos
factores de virulencia secretados (toxinas y enzimas) en la transicion de la fase

18,65

exponencial tardia a la fase estacionaria de crecimiento in vitro, lo cudl

significa que las proteinas de superficie celular son producidas durante la fase
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exponencial tardia, mientras que las toxinas secretadas y enzimas son producidas

principalmente durante la fase postexponencial de crecimiento.®

Dos transcritos primarios, RNA 11 y RNA lll, son generados por el locus agr y
originarios de los promotores P2 y P3, respectivamente. El operén P2 codifica
cuatro proteinas que generan el mecanismo agr-sensing. Agr B es una proteina
integral de la membrana que parece estar implicada en (a) el procesamiento del
producto de agrD en un octapéptido; (b) secrecion del sensor, péptido autoinductor
(“autoinducing peptide”, AIP); (c) modificacion del AIP por la formacién de una
tiolactona ciclica enlazada entre una cisteina interna y el carboxilo terminal. El
resultado, es un AIP maduro que se acumula en el ambiente extracelular durante
el crecimiento bacteriano, alcanza una concentracion umbral (quérum-sensig) y
activa por fosforilacion un sistema regulador de dos componentes AgrA y AgrC, en
el cual el componente transmembranal, AgrC (receptor-histidina cinasa), se une al
AIP extracelular y en turno modula la actividad de AgrA, el regulador
citoplasmatico de la respuesta.’®® A través de un mecanismo todavia indefinido,
el sensor AgrA fosforilado en arreglo con otros elemento reguladores, tal como
SarA, conduce entonces a incrementar considerablemente la transcripcion del
promotor P2, amplificando la respuesta, e inicia la transcripcion del promotor P3
en la fase de crecimiento logaritmica-tardia, cuando la concentracion del sensor

en el medio es alto (Ver fig. 10).18%>%°
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- Environmental
signals

Figura 10. El sistema accesorio
gen regulador (agr) en
estafilococos.

La transcripcibn acrecentada del operén P3 resulta dramaticamente en un
aumento de los niveles de RNA Il intracelular, la molécula efectora principal del

locus agr.®® RNA 11, es un regulador pleiotropico central,*®

que codifica la toxina &-
hemolisina (via hld) pero, mucho mas importante, incrementa la transcripcion (y en
algunos casos, translacién) de varios factores de virulencia secretados, incluyendo
TSST-1, la enterotoxina B y otras hemolisinas como la a-toxina.**®® Sin embargo,
algunas toxinas, tales como las enterotoxinas A y K, tipicamente se producen en
bajas concentraciones y durante la fase exponencial, no son regulados por RNA
lll. Otras toxinas secretadas, tales como las enterotoxinas B, C, y D, son solo
parcialmente reguladas positivamente por RNA Il y pueden ser producidas en
altas concentraciones independientemente de agr.®® Al mismo tiempo, disminuye
la expresion de varios factores de virulencia de superficie celular como las
adhesinas, incluyendo la proteina A y la proteina fijadora de fibronectina.>®%>°®

Originalmente, Ji et al.,?® describié que la AIP producida por una cepa dada de S.
aureus activa su propio locus agr pero puede inhibir la expresion de agr en otras
cepas. Este fendmeno —debido al polimorfismo en una regién variable del locus agr
conteniendo secuencias de nucleotidos que codifican AgrD, dos tercios de la
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terminal-C de AgrB, y una porcion de la mitad de la terminal-N de AgrC- a
permitido la clasificacion de los aislamientos de S. aureus en al menos cuatro
diferentes grupos de interferencia agr (grupos | a 1V).!® Asi, aislamientos de un
grupo agr son capaz de activar la respuesta agr en aislamientos del mismo grupo,
pero ellos usualmente inhiben esto en miembros de los otros grupos.? Este tipo
de interferencia bacteriana sugiere que puede influir ecolégicamente en el
hospedero realzando o inhibiendo la habilidad de un aislamiento de S. aureus para
colonizar (o competir) en la presencia de cepas residentes, incluyendo otros

estafilococos.!®>?

Los efectos adoptados dentro del hospedero de los
polimorfismos de agr son probables también a afectar la transmisién hospedero a

hospedero y la epidemiologia de clonas de S. aureus.>?

1.11. Amplificacion in vitro del DNA: Reaccion en cadena de la polimerasa o
PCR

1.11.1. Definicion y fundamento

En algunos casos, la resistencia de S. aureus a la meticilina y oxacilina no puede
detectarse en el antibiograma convencional (por técnica de difusion ni de dilucion),
porgue la expresion fenotipica de la resistencia, en ocasiones, no tiene lugar bajo
las condiciones estandar de cultivo utilizadas para realizar el antibiograma. Una de
las mejores maneras de estudiar esta resistencia, es mediante la amplificacion por
PCR, es decir, reaccién en cadena de la polimerasa (“polymerase chain reaction”,
PCR) de el gen que codifica la PBP2a (mecA).* La PCR es el camino mas solido
y confiable de deteccidn de estafilococos resistentes a oxacilina, y los resultados
de este ensayo de PCR son usados como un “estandar de oro” para comparar

métodos de “screening” para identificar MRSA.*®

La técnica PCR, fue descrita en 1985 por K. Mullis y cols., y permite la
amplificacién (aumento del nimero de copias) in vitro de regiones especificas del
acido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés) del que se dispone

inicialmente y facilita la manipulacion posterior de los fragmentos
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amplificados.****>% La enorme utilidad y versatilidad de la PCR hace que sea muy

utilizada en forma artesanal (PCR caseras) en los laboratorios de diagnéstico.*

El principio de la PCR se basa en el uso de dos oligonucleétidos (fragmentos
cortos de DNA monocatenarios de unos 20 a 30 nucleodtidos, sintetizados
artificialmente, llamados cebadores o iniciadores del inglés “primers”) que son
complementarios, respectivamente, a secuencias que flanquean una region
especifica del DNA molde, es decir, a los dos extremos 3" de la regién diana; asi
como también en ciclos de amplificacién repetidos de tres simples reacciones
utilizando cambios de temperatura.***"?*4> E| primer paso de este procedimiento
consiste en la desnaturalizacién de la doble cadena de DNA original a temperatura
elevada, en el segundo paso se lleva a cabo el alineamiento de los
oligonucledtidos con las secuencias complementarias, y el tercer paso consiste en
la sintesis del fragmento de interés de DNA, por extension de los oligonucleotidos

por una enzima polimerasa de DNA .32

1.11.2. Etapas del proceso
El proceso de la PCR consta de dos etapas:

La primera etapa esta constituida por los componentes para realizar la
amplificacion, como son: el DNA (templado), el magnesio Mg™; las
concentraciones iguales de desoxinucledtidos trifosfato (deoxiguanina trifosfato
[dGTP], deoxicitosina trifosfato [dCTP], deoxitimidina trifosfato [dTTP] vy
deoxiadenina trifosfato [dATP]), la polimerasa de DNA termoestable como la Taq
polimerasa (obtenida de una bacteria termofila, Thermus aquaticus), la solucion
reguladora a pH 8.0-8.5, y los dos oligonucleétidos.***"?%°> En realidad estos
reactivos se incorporan simultdneamente en un tubo para formar la master mix,

que es la mezcla de estos componentes que se sometera a amplificacion.*

La segunda etapa esta constituida por estados alternos de temperatura también

conocido como sistema de calentamiento y enfriamiento, y permite la amplificacion
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del fragmento delimitado entre los dos cebadores mediante el siguiente
13,15,17,26,45

proceso:

e Desnaturalizacion: las dos cadenas de la molécula original de DNA unidas por
enlaces de hidrogeno se separan por el calor a 94-95 °C durante 15 segundos
a 1 minuto.

e Hibridacién o alineamiento (annealing): la mezcla se enfria a una temperatura
entre 37 y 65 °C durante unos 30 segundos (renaturalizacién), temperatura que
permite la hibridacion, por lo que los cebadores se unen especificamente a sus
secuencias complementarias, uno en cada hebra, delimitando un fragmento
entre ellos, ya que la renaturalizacion del DNA original entre si es minima
porque los cebadores estan en exceso.

e Polimerizacidbn o extension: se lleva a cabo durante 30 segundos a cinco
minutos a 72 °C, que es la temperatura Optima para la actividad de la Tag-
polimerasa. El templado de los cebadores a las secuencias blanco (fragmentos
bicatenarios DNA-cebador) proporciona el formato o la plantilla necesaria que
permite que la DNA polimerasa agregue los desoxinucleétidos (dNTP) a los
extremos 3" de cada cebador y se produzca por extensidn una secuencia
complementaria a la plantilla blanco, produciéndose de tal forma las copias de

ambas cadenas.

El nimero de segmentos de DNA amplificados se duplica después de cada ciclo,
el cudl consiste de los tres pasos anteriores. Este proceso tiene lugar en un
instrumento automético, denominado termociclador, que va variando la
temperatura segun el programa sefialado, se repite automaticamente a lo largo de
20 a 40 ciclos durante unas dos o tres horas segun las necesidades de
amplificacién hasta llegar a conseguir millones de copias del blanco (10" a 10%) en

la mezcla de reaccion.'*?%*

Ademas de las tres etapas de cada ciclo, cominmente se aflade una etapa previa
y una final al conjunto de todos los ciclos. La previa, a elevada temperatura

(incluso superior a la de las etapas de desnaturalizacion), sirve basicamente para
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inactivar proteasas y nucleasas de la muestra, asi como para asegurar la
desnaturalizacion completa del DNA de partida, especialmente si este es de gran
tamafio 0 posee regiones muy compactadas (caso de un DNA gendmico
completo). La etapa final, por su parte, consiste en una prolongacion de la ultima

elongacion, para permitir que se completen todos los fragmentos.

Las secuencias amplificadas o amplicones pueden ser detectados si hay suficiente
DNA amplificado a través de un corrimiento electroforético en gel de agarosa
tefido con bromuro de etidio y posteriormente analizado con luz ultravioleta al
mismo tiempo con testigos de DNA original o marcadores de peso molecular que
permitan identificar el segmento amplificado (es decir, el tamafio de la secuencia
blanco amplificada depende de los cebadores elegidos para la PCR).}*'" Es
recomendable que al hacer un ensayo se incluyan controles positivos y

negativos.*®

La importancia de este procedimiento es su especificidad, sensibilidad y su
habilidad para amplificar DNA impuro, incluso a partir de una mezcla de otros DNA
y otras sustancias. Se ha comprobado que la amplificacién puede empezar en una
muestra conteniendo Unicamente una molécula de DNA especifico, lo que ha
hecho de estos ensayos la mas sensible deteccion para secuencias especificas de
DNA. La especificidad de la PCR deriva de la precision de la igualdad de los

oligonucledtidos con la alineacién de las cadenas de DNA-DNA original.*®

1.11.3. Factores importantes para la optimizacion de las reacciones de PCR

Para la optimizacion de las reacciones de PCR ha de tenerse en cuenta
numerosos factores, entre los que destacan el disefio de los cebadores, la
seleccion de una temperatura de renaturalizacion Optima para conseguir una
buena especificidad de hibridacion de los cebadores con su diana, la
concentracion optima de determinados elementos quimicos de la solucién y el pH
adecuado, ya que pueden presentarse varios errores, algunos de ellos detectables

por incorporaciones erréneas, algo que se considera correcto e incorrecto.?®*

55




a)

b)

dNTP. Concentraciones de 20 a 200 yM de cada uno resultan en un balance
Optimo entre el campo, la especificidad y la fidelidad. Los cuatro dNTP deben
ser utilizados en concentraciones equivalentes para minimizar errores de mala
incorporacion. La inespecificidad y fidelidad de la PCR se incrementan al
reducir las concentraciones de dNTP a las originalmente recomendadas.?
MgCl,. Muchos templados requieren la optimizacion de la concentracion del ion
magnesio para la eficiente y correcta amplificaciéon.®® La concentracion de
magnesio en la mezcla de reaccién debe ser de 0.5 a 2.5 uM.?® El i6n
magnesio es requerido como co-factor para todas las DNA-polimerasas. Por
otra parte, la concentracion del ibn magnesio puede afectar en lo siguiente: 1)
alineamiento del oligo; 2) temperatura de disociacion de la cadena para el
templado y el producto; 3) especificidad del producto; 4) formacion de
artefactos dimero-oligo y fidelidad de la enzima.*®

Cebadores. La temperatura y el tiempo influyen igualmente en el
reconocimiento de los cebadores y el DNA (una de las cadenas). La
temperatura O6ptima depende de la composicion de bases, longitud y
concentracion (de los cebadores) y de la composiciéon del medio, entre otros
factores. Si esa temperatura es demasiado baja, hay uniones inespecificas, v,
si es muy alta, pueden no unirse a su diana. Generalmente la temperatura de
alineamiento es de 5 °C por debajo de la temperatura calculada para el
alineamiento de los cebadores, y como la polimerasa Taq esta activa en este
rango de temperaturas, el alineamiento debe llevarse a cabo a temperaturas
menores. La temperatura de fusion de los iniciadores (Tm) se calcula se la
siguiente manera: Tm = 2[A+T] + 4[G+C] = -5 °C.?** La Tm es la temperatura

a la cual el 50% de los oligonucleétidos pares se disocian.*?

La concentracion ideal del “cebador” se encuentra entre 0.1 y 0.5 yuM, por lo
gue las concentraciones altas pueden provocar incorporaciones erroneas, es
decir, acumulacion de producto no especifico. Debe evitarse la
complementariedad en el extremo 3" de los “cebadores”, ya que promueve la

formacion de “cebador dimero”.?®
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d) El tiempo de amplificacion en la reaccion de incorporacion de los dNTP para
formar la nueva cadena depende de la longitud y concentracién del DNA inicial
(templado). El rango de incorporacion de nucleotidos es de 35 a 100 por
segundo, lo cual depende de la concentracion salina en el amortiguador y la
naturaleza del DNA templado. Una duracion de 1 minuto a 72 °C se considera

suficiente para los productos de hasta 2 kb de longitud.?®
1.11.4. Limitaciones de la PCR

Entre los problemas que plantea la técnica de la PCR, esta la presencia de
inhibidores en las muestras. Por ejemplo, diversos productos organicos que se
hallan naturalmente en las muestras clinicas (sangre [heme], &cidos biliares,
polisacéaridos del esputo) e incluso sustancias como la heparina, el duodecil sulfato
sodico o el cloruro de guanidina, que se utilizan en diferentes procesos de
manipulacién de los acidos nucleicos; sin embargo, muchos inhibidores no han

sido identificados.*

También hay que tener en cuenta que sélo se pueden amplificar fragmentos de
DNA de una determinada longitud mas alla de la cual la polimerasa deja de actuar
El tipo de polimerasa, entre otros parametros, condiciona la longitud del fragmento

que puede sintetizarse eficazmente.*

Otro problema importante son las contaminaciones, que pueden ser de dos tipos
diferentes: la contaminacion puntual de una muestra negativa por otra positiva
durante el proceso inicial de extraccion del DNA y la contaminacion general del

laboratorio con los amplicones de una PCR previa.*
1.11.5. Variantes del método: PCR multiple (Multiplex PCR)

La gran capacidad de amplificacion de la PCR estimulé el desarrollo de varias
modificaciones que aumentan la eficacia de esta metodologia, en particular para
los métodos diagnosticos. Algunos ejemplos especificos son la PCR mdltiple
(Multiplex PCR), la PCR anidada (Nested PCR), la PCR con cebado aleatorio
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(PCR [Huella Digital]): RAPD y AP-PCR; la PCR cuantitativa, la PCR con
transcripcion inversa (RT-PCR) y la PCR en “tiempo real”.'’

La PCR multiple es un método en el que se incluye mas de un par de cebadores
diferentes para distintos fragmentos de DNA en la mezcla de PCR, amplificandose
simultdneamente diferentes dianas del DNA de un microorganismo.*”#°

Este método ofrece algunas ventajas notables. Primero, pueden desarrollarse
estrategias que incluyan controles internos para la PCR, por ejemplo: en una
bacteria puede detectarse simultdneamente un fragmento genomico especifico de
especie y un fragmento del gen de resistencia a un antibiético con dos juegos de
cebadores (un par cebadores controles o universales, y otro par de cebadores de
la prueba, respectivamente) determinando en una sola PCR la especie y la
resistencia al antibiético del microorganismo.*”** El amplicén control siempre debe
ser detectable después de la PCR y su ausencia indicaria que las condiciones de
la PCR no eran optimas y la prueba debe repetirse. Cuando se detecta el amplicon
control, la ausencia del amplicon de la prueba puede interpretarse de manera mas
confiable como indicadora de la ausencia de acido nucleico blanco en la muestra,

en lugar de un defecto del sistema de PCR."’

Otra ventaja de la PCR multiple como ya se dijo anteriormente, es la capacidad
para buscar blancos diferentes con una sola reaccion. Pueden reunirse pares de
cebadores dirigidos a secuencias especificas de diferentes microorganismos o

genes, con lo que se reduce el uso de muiltiples recipientes de reaccién.’

Una limitacién de la PCR multiple es que la mezcla de diferentes cebadores puede
causar interferencia en el proceso de amplificacion, de forma que puede ser dificil
optimizar las condiciones de la reaccién, sobre todo a medida que aumenta el
ndmero de pares de cebadores diferentes usados.!’ Por lo tanto, para realizar este
tipo de PCR, debe asegurarse la compatibilidad de la temperatura de hibridacion
de los diferentes cebadores, asi como la ausencia de hibridacion entre ellos. De
todas maneras, ha de tenerse en cuenta que las reacciones inespecificas suelen

ser més frecuentes que en la PCR simple.*
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1.12. Electroforesis

La electroforesis es una técnica de separacién enormemente importante en el
42,64

procedimiento rutinario del analisis de los acidos nucleicos y proteinas.
La electroforesis se basa en el movimiento o migracion de las macromoléculas
disueltas en un determinado medio (solucion amortiguador de electroforesis), a
través de un gel u otro tipo de matriz de naturaleza porosa, en el cual, por accion
de un campo eléctrico, seran separadas de acuerdo a su movilidad electroforética,
que depende de la carga, el tamafio o peso molecular y la forma de la misma.**®*
Para controlar el avance de la separacion de las moléculas en la matriz y
establecer un patron de fragmentos, las moléculas deberdn ser tefiidas con
diferentes colorantes. Estos pasos facilitan la visualizaciéon de las moléculas a
manera de simples bandas las cuales serdn posteriormente analizadas e

interpretadas.®

Esta técnica tiene aplicacion en la deteccion, identificacion, control de pureza,
caracterizacion, cuantificacion (por comparacion con controles) e incluso
preparacion y purificacion (por extraccion de banda desde el gel) de moléculas y
fragmentos de DNA y RNA. Por lo que se trata, sin duda, una de las técnicas
béasicas en el trabajo con acidos nucleicos.*” También, es importante sefialar que
la electroforesis en asociacion con otras técnicas tales como PCR, e hibridacion,
brinda una gran ayuda en el campo de la salud. Gracias a esta técnica es posible
visualizar las bandas de RNA o DNA de patdgenos, detectar cambios o

mutaciones a nivel genético, visualizar una nueva proteina, entre otros.**
1.12.1. Electroforesis de DNA en gel de agarosa

El objetivo de la electroforesis de DNA es separar las moléculas de DNA de
acuerdo a su peso molecular a través de geles de agarosa.®* Los &cidos nucleicos
tienen carga negativa determinada por el grupo fosfato de su esqueleto molecular,

por lo que migran hacia el polo positivo (rojo) cuando se aplica la corriente.?®

59




La agarosa es un polisacéarido de estructura lineal, componente principal del agar,
gue se obtiene a su vez de algas marinas. Es insoluble en medios acuosos a
temperatura ambiente, pero se disuelve en ello a 100 °C. Cuando la disolucién se
enfria, la agarosa gelifica, formando una matriz microscépica por cuyos poros
pueden desplazarse moléculas de &cidos nucleicos de dimensiones medias (hasta
40-50 kb) cuando se les coloca en un campo eléctrico. Se trata de uno de los
soportes electroforéticos mas usados en el trabajo habitual con fragmentos de
DNA.*

La electroforesis en gel de agarosa consiste de tres etapas: 1) Preparacion del gel
de agarosa; 2) Desarrollo de la electroforesis; y 3) Visualizacién de bandas de
DNA por coloracion con bromuro de etidio, que se basa en la propiedad del
bromuro de etidio para intercalarse entre las bases del DNA y posteriormente

fluorescer frente a la exposicién con rayos ultravioleta (Ver anexo I1).4%%*

1.12.1.1. Factores que influyen en el resultado de la electroforesis

La eficacia en la separacion de los acidos nucleicos en geles de agarosa es
funcion de diversos factores que suelen confundir los resultados finales, por lo que
se recomienda al investigador estandarizar algunos parametros importantes que

en la practica suelen pasar desapercibidos.**®* Estos factores pueden ser:

Concentracion de la agarosa. Una molécula de DNA migrard y se distribuira de
modo diferente a medida que varie la concentracion de la matriz de agarosa. Asi,
por ejemplo, con un gel de agarosa al 0.7% se puede conseguir una buena
separacion de fragmentos de DNA cuyo tamafo vaya desde 0.5-0.7 kb hasta 10-
12 kb. Cuanto mayor es la concentracién de la agarosa (dureza) del gel, por
ejemplo del 1.2%, los fragmentos de DNA de tamafio grande no se separan bien,
pero los pequefios se resuelven mejor. Las agarosas normales se preparan en
disoluciones cuyas concentraciones van desde menos del 0.5% (geles muy
blandos) hasta por encima del 2% (p/v) (geles muy duros) y permiten separar
fragmentos de DNA de tamarfios entre 100 pb y 30 kb.*4%
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El amortiguador de electroforesis, es el encargado de mantener el pH y de aportar
una concentracion salina adecuada. La migraciéon del DNA es afectada por la
composicion y la fuerza iénica del amortiguador de electroforesis. Si la
concentracion i6nica es muy baja, la conductividad eléctrica disminuira
drasticamente, y en consecuencia, la migracion del DNA seria casi nula. Si la
concentracion de iones fuera excesivamente alta, la conductividad eléctrica seria
muy eficiente y se generaria un sobrecalentamiento del amortiguador. El calor
excesivo podria causar la licuacion de la agarosa o la desnaturalizacion del DNA.
Actualmente se dispone de distintos amortiguadores para electroforesis de DNA
de doble hebra. Los méas usados son el amortiguador Tris acido acético EDTA
(TAE) y el Tris Borato EDTA (TBE).*#%

Voltaje o campo eléctrico aplicado. Este parametro es muy importante en la
electroforesis ya que es responsable de la movilidad electroforética de las
moléculas de DNA de un polo a otro. Para valores no muy altos, la velocidad de
migracion de una molécula lineal es proporcional al voltaje aplicado. A bajos
valores del campo eléctrico se consiguen mejores separaciones de moléculas
grandes, mientras que los fragmentos pequefios se resuelven mejor cuando se
utilizan voltajes mayores. Es de resaltar que el aumento de la fuerza del campo
eléctrico (aumento de voltaje) incrementa la movilidad de las moléculas de DNA de
alto peso molecular de manera indistinta. Ello genera que las moléculas no se
separen completamente unas de otras pese a aumentar la velocidad de la
electroforesis. En consecuencia, se recomienda no aplicar mas de 5 V/cm para
moléculas de DNA mayores de 2 Kb. La electroforesis en geles de agarosa se
suelen desarrollar a un voltaje comprendido entre 1 y 10 V/cm (de distancia entre
electrodos).**%*

Temperatura En geles de agarosa la temperatura también no es un factor que
influya sobre la migracion del DNA. En ese sentido no existen diferencias de
movilidad de las moléculas de DNA desde 4 °C a 30 °C. Sin embargo, cuando se
eleva mucho (cambio que puede ocurrir al aumentar el voltaje de electroforesis o
por la alta fuerza iénica del amortiguador), afecta la calidad de la separacion,
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provocando distorsiébn en las bandas. En concentraciones de agarosa de por
debajo del 0,8%, un eventual aumento de temperatura por encima de 50 °C
puede generar la licuacion del gel y en consecuencia la pérdida de la muestra del
DNA. La resistencia planteada al paso de corriente por la matriz de agarosa es
muy pequeiia, por lo que la produccién de calor por este motivo también lo es. El
desarrollo de geles sumergidos en la disolucion tampdn (geles submarinos) facilita

la eliminacién del calor y el mantenimiento de una temperatura constante.**%*

Composicién de las bases. En geles de agarosa la composicién de las bases del
DNA (% de pares GC) o la secuencia de bases no afecta la movilidad de las

moléculas de DNA.*2%*

Tamafo del DNA. Generalmente la tasa de migracion del DNA es inversamente
proporcional al logaritmo 10 (log10) del nimero de pares de bases que conforman
la molécula. Esto significa que las moléculas de DNA méas grandes generalmente

migran mas lentamente que las mas pequefias.®*

Conformacion del DNA. La conformacion de las moléculas de DNA que atraviesan
el gel también afecta, y mucho, a su movilidad eléctrica. Un ejemplo de ello son los
plasmidos que son moléculas de DNA que a pesar de presentar el mismo peso
molecular adoptan conformaciones estructurales diferentes que en la mayoria de
los casos generan estructuras superenrrolladas, formas lineales o formas

circulares menos enrolladas o relajadas.****

La gran potencia separativa de la electroforesis en gel de agarosa la ha convertido
en la técnica analitica méas aplicada al trabajo con acidos nucleicos. Ademas de
permitir la caracterizacion de fragmentos de DNA (determinaciéon de tamafio y
peso molecular), lo que serd la base para la construccion de mapas fisicos,
contribuye a definir la pureza de una preparacion, la complejidad de una mezcla e
incluso la cantidad aproximada de material presente en una banda mediante su

comparacion con otras previamente calibradas.*
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Ademas del tipo de electroforesis en agarosa que se acaba de describir, hay otras
modalidades de la técnica con aplicacibn a casos no tan generales pero
igualmente importantes como: electroforesis en campo pulsado, electroforesis en

geles desnaturalizantes de agarosa y electroforesis preparativa.*
1.12.2. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)
1.12.2.1. Definicién, fundamento y proceso

Durante las ultimas décadas, diversos métodos de tipificacion, primero fenotipicos,
después genotipicos, han sido usados para seguir y monitorear brotes de MRSA.
Entre estos, la electroforesis en campo pulsado (“Pulse Field Gel Electrophoresis”,
PFGE) de fragmentos gendmicos de macrorestriccibn ha emergido como el
método estdndar de oro de tipificacion molecular para la epidemiologia de
MRSA.?°

La PFGE es una variacion de la electroforesis clasica que permite separar y
analizar fragmentos de DNA muy grandes, de tamafio superior a los 2 x 10° pb (2
Mb).*

El principio de la PFGE es el uso de un dispositivo de electroforesis especializado
para separar fragmentos cromosémicos producidos por la digestion enzimatica del

DNA del cromosoma bacteriano intacto.’

El método que se sigue normalmente pasa por sedimentar y lavar bien las células
del material de partida (cultivo en caldo Infusion cerebro corazén [“Brain Heart
Infusion”, BHI])*® e incluirlas en bloques de agarosa. Para ello se usan agarosas
de bajo punto de gelificacion, lo que permite que, después de fundirla, la
temperatura de la disolucion puede rebajarse a valores donde las moléculas de
DNA no sufren demasiado; las células se afiaden a ese medio, todavia liquido, y

entonces se deja que gelifique en moldes adecuados.*?

Luego, en el interior del bloque de agarosa, se procede a la lisis de las células (in

situ) y a su tratamiento con proteasas para liberar al DNA de la proteinas que lo
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acompafian.}’#*®® A continuaciéon el DNA se digiere mediante enzimas
endonucleasas de restriccion. Se seleccionan enzimas que tengan pocos sitios de
restriccion en el DNA gendmico, de forma que se produzcan 10 a 20 fragmentos
de un tamafio de 10 a 1.000 kb.'"*®

El bloqgue de agarosa que contiene los fragmentos de DNA cromosomal, es
introducido en el pozo de un gel de agarosa y directamente se procede al
desarrollo de la electroforesis.***® Debido al gran tamafio de los fragmentos de
DNA producidos, existe una mayor probabilidad de que se formen estructuras en
horquillas y “se enganchen” en la reticula del soporte, por lo que para salir de esta
situacion necesitan reorientarse. La PFGE incorpora un cambio periddico de la
direccion del campo eléctrico entre dos 0 mas angulos preestablecidos a través
del gel de agarosa, lo que se denomina pulso. Esto facilita mucho la reorientacion
de los fragmentos de DNA y permite su separacién en geles de agarosa.'’* Se
suelen utilizar geles de concentraciones semejantes a las usadas en la
electroforesis normal, aunque se emplean agarosas especialmente puras. Se
requiere mantener muy constante la temperatura, para lo que se usan distintos

sistemas de control y refrigeracion.*?

Los patrones de restriccion de DNA de los aislamientos son entonces comparados

con otro para determinar su relacién.”®
1.12.2.2. Variables que afectan la resolucion del PFGE

Los resultados de las técnicas de la PFGE son muy sensibles a variaciones en
practicamente todos los parametros electroforéticos. Las condiciones para obtener
la mejor resolucién por PFGE estan, por supuesto, en funcién del rango de tamafio
de las moléculas a separar y de la enzima de restriccidbn seleccionado, pero

también intervienen variables técnicas como:?

Duracion y alternancia de los pulsos. La duracion de los campos eléctricos que se
alternan determinan el tamafio del DNA que puede separarse. Los pulsos pueden
durar facciones de segundos, para separar moléculas de pocas kb, o pueden
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durar algo mas de una hora para separar moléculas mayores de 5 Mb. En general,
cuanto mayor es la molécula de DNA, mayor tiempo de reorientacion se requiere;
las moléculas pequefias, que pueden reorientarse con rapidez invierten gran parte
del tiempo del intervalo de pulso en avanzar a lo largo del gel.? Existen diversos
sistemas de PFGE que se diferencian en cuanto a la forma de modificacion de la
direccion del campo. En la mayoria de ellos, el programa de pulsos viene
controlado. Existe, incluso, la posibilidad de programacion por parte del usuario,

ampliando al maximo las posibilidades del sistema.*?

Voltaje. El uso de distintos voltajes afecta no solo la distancia de migracion sino
también el rango de tamafios que pueden separase. Asi, para obtener una
resolucion comparable en geles procesados a diferentes voltajes, debe
modificarse no solo el tiempo de electroforesis, sino los intervalos de pulso para
compensar las diferencias en la migracion de DNA. Utilizar un voltaje inferior
requiere intervalos de pulso mas largos para obtener resultados similares. A
voltajes bajos, las moléculas de DNA requieren mas tiempo para reorientarse y

avanzar tras la alternancia del pulso eléctrico.?

Temperatura de electroforesis. La recirculacién del tampdn de electroforesis y el
mantenimiento de una temperatura constante son condiciones indispensables para
obtener resultados reproducibles. Temperaturas entre 12 y 14 °C son las mas
habituales. A medida que la temperatura aumenta, el DNA avanza mas rapido

pero disminuye la resolucién de las bandas en el gel.?

Tiempo de electroforesis. Debe intentarse mantener el tiempo minimo de
electroforesis necesario para obtener una resolucién adecuada. En electroforesis
largas la presencia de nucleasas residuales puede contribuir a la degradacion del

DNA, ademas, las bandas pierden definicion en la zona mas distal del gel.?

Amortiguador de electroforesis. De la composicién de este depende la intensidad

de la corriente eléctrica (Ver en electroforesis en gel de agarosa).?
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Angulo de reorientacion. Se entiende por angulo de reorientacion al angulo que
forman los vectores correspondientes a los dos campos eléctricos que se alternan.
Para obtener una resolucion adecuada por PFGE se requieren angulos de

reorientacion de méas de 90°.
1.12.2.3. Ventajas y desventajas de la aplicacion de la PFGE en MRSA

La PFGE es un método que ha comprobado ser muy acertado para la
investigacion de brotes nosocomiales y también ha sido usado para identificar
clonas de MRSA que tienen una particular habilidad para causar brotes mayores y
extenderse nacionalmente e internacionalmente (clonas epidémicas, MRSA).*
Este método cumple con la mayoria de los criterios de Maslow para un buen
sistema de tipificacion: capacidad de tipificacion (produce resultados interpretables
con claridad con la mayoria de las cepas bacterianas a probar), reproducibilidad
(capacidad del método para obtener reiteradas veces el mismo resultado del perfil
de tipificacion con la misma cepa bacteriana) y altamente discriminatorio (produce
resultados que permiten la diferenciacién clara de dos cepas no relacionadas de la
misma especie bacteriana), de manera que esto ha sido comprobado en
examenes microepidemioldgicos (local o a corto término) y macroepidemioldgicos
(nacional, continental, o a largo término).*"-2°%°

La PFGE es también sensible, ya que detecta pequefias variaciones que se
acumulan rapidamente en el genoma bacteriano. Asi, es muy poco probable, por
ejemplo, que dos pacientes sean infectados al azar por dos cepas que muestran el
mismo tipo molecular, por lo que este método marca, con escaso margen de error,
la existencia de una conexién epidemiolégica entre ambos casos.”® La PFGE
también puede usarse para determinar si una infeccion recidivante en el mismo
paciente se debe a que el tratamiento original fue insuficiente, quizad como el
resultado del desarrollo de resistencia a antimicrobianos durante el tratamiento, o
se debe a la adquisicion de una segunda cepa, mas resistente, de la misma
especie. En cualquier caso, esta aplicacion de la PFGE muestra que el método no

so6lo es util para investigar brotes o diseminacién de cepas que involucran a varios
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pacientes, sino que también ofrece la oportunidad de investigar caracteristicas de
las reinfecciones, fallas de tratamientos y de las infecciones mixtas que involucran
mas de una cepa de la misma especie. Por estas razones, la PFGE tiene amplia
aceptacion entre los microbidlogos, el personal de control de infecciones y los
especialistas en enfermedades infecciosas, como herramienta de laboratorio

fundamental para la epidemiologia.’

Sin embargo, esa misma capacidad de detectar facilmente una rapida
acumulacion de pequefias variaciones puede ser una gran desventaja para trazar
la dispersion de lineas clonales, ya que se puede perder la capacidad de analizar

el origen comun de esas variantes.®

La PFGE es un método técnicamente demandante y de intensiva labor. Una mayor
desventaja de la PFGE, es que es un método que requiere de interpretacion
subjetiva, pues esta basado en la generacién de patrones de bandas de DNA en
geles de agarosa y su comparacion es en formato de imagen. Asi pues, la
comparacion de resultados entre laboratorios permanece dificil y depende de una
estricta adherencia a protocolos estandarizados y criterios de interpretacién, por lo
que suele existir un alto grado de confusion respecto a los llamados clones
epidémicos de S. aureus resistentes a la meticilina.******® En un esfuerzo para
hacer de la PFGE un método de tipificacion accesible y mas facilmente de
entender, el uso de métodos estadisticos y la habilidad para digitalizar y guardar
imagenes y comparar patrones usando programas software correspondientes ha
realzado este meétodo. Tales métodos pueden ser apropiados para largas
colecciones de aislamientos estudiados en laboratorios de referencia, pero
factiblemente ninguno de ellos no es necesario para los laboratorios que seran
confrontados primeramente con brotes a corto término. Sin embargo, aun asi
sigue siendo un problema entre los laboratorios, y la informacion basada en
imagenes resulta en un trabajo arduo para organizar la rapida busqueda y

recuperacion por computadora.>!%%°
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Algunos autores han discutido que la estabilidad de marcadores puede ser
insuficiente para la confiable aplicacion de la PFGE a largo término o en estudios
macroepidemiolégicos. Sin embargo, en un estudio realizado por Hallin et al.,*
mostraron una excelente concordancia entre PFGE y MLST (“Multilocus sequence
typing”), y entre el tipo de PFGE mas el tipo de SCCmec y el tipo de clona, que no
solo validan el uso de la PFGE en estudios de vigilancia epidemiolégica a nivel
nacional o a largo término, sino que también proporciona unas buenas bases para
un cambio de nomenclatura entre MLST (con o sin tipo de SCCmec) y tipo de
PFGE (con o sin tipo de SCCmec). En este estudio también demostraron que la
tipificacion de la proteina estafilocécica A (“staphylococcal protein A gene”, spa)
puede ser usado para el mismo propdsito pero con alguna precaucion, sugiriendo
marcadores adicionales, tales como tipo de SCCmec y genes de virulencia o
resistencia, y MLST. McDougal et al.,*® mencionan que un sistema de tipificacién
nacional basado en PFGE debe ser validado con datos de MLST Yy tipificacion de
spa para mantener continuamente con la nomenclatura ya establecida en la

literatura.
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1.13. JUSTIFICACION

El incremento en los patrones de resistencia antimicrobiana, como resultado de la
presion selectiva por el creciente uso de antibiéticos, ha convertido y establecido a
S. aureus como un importante patdgeno nosocomial a nivel mundial; y
recientemente ha evolucionado y emergido como una mayor causa de infecciones
adquiridas en la comunidad, por lo que son una amenaza significante para la salud
publica. En México estudios han reportado que la frecuencia de MRSA es del 7 al
30% en nosocomios; sin embargo, son muy pocos los reportes que describen las
caracteristicas genotipicas que guardan dichos aislamientos. Por lo tanto, en este
protocolo se pretende conocer ademas de los patrones de susceptibilidad, las
caracteristicas genotipicas de los aislamientos reportados en el HIMFG que es un
hospital de tercer nivel y los resultados pueden servir de referencia a nivel
nacional e internacional en la determinacion de brotes en forma oportuna y tomar

medidas necesarias para su control y prevencion.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

¢ Identificacion de los genes agr, mecA y PVL en S. aureus aislados de
procesos infecciosos nosocomiales y de portadores asintomaticos, por
medio de la técnica reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), para

conocer las caracteristicas genotipicas que guardan dichos aislamientos.
2.2. Objetivos particulares

e Determinar la susceptibilidad a aislamientos de S. aureus a oxacilina.

e Determinar el fenotipo de resistencia a macrdélidos, lincosamidas y
estreptogramina B (MLSg), a todos los aislamientos de S. aureus.

e Identificar el gen mecA y caracterizar el tipo de SCCmec en aislamientos
MRSA.

¢ Identificar los genes agr y PVL en las cepas MRSA y MSSA.

e Determinar la huella genémica de los aislamientos MRSA.
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3. METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1. Validacién de cepas S. aureus aislados de infecciones nosocomiales
pertenecientes al cepario del laboratorio de Bacteriologia Intestinal del
Hospital Infantil de México “Federico Gomez” (HIMFG) y de portadores

asintomaticos

Durante el 2006, en el laboratorio de Bacteriologia Intestinal del HIMFG se
desarrollé un estudio en el cuél se obtuvieron a partir del cepario un total de 29
aislamientos de S. aureus provenientes de infecciones nosocomiales (Cuadro Ill) y

41 de portadores asintomaticos nasofaringeos.

Cuadro lll. Namero de aislamientos de infecciones nosocomiales originadas por S. aureus en el

Hospital Infantil de México “Federico Gomez”.

INFECCION # DE AISLAMIENTOS
Bacteriemia primaria 1
Bacteriemia relacionada a lineas y terapia 14
intravascular
Bacteriemia secundaria (Infecciéon del sitio de 1

insercién de catéter)

Bacteriemia secundaria (infeccion de herida 1

quirdrgica superficial)

Bacteriemia secundaria (heumonia) 1

=

Infeccion del sitio de insercién de catéter, tunel

o0 puerto subcutaneo

Infeccion de sitio de insercion del catéter

Infeccién de herida quirGrgica superficial

Infeccién de herida quirdrgica profunda

Infeccién de vias urinarias

Ventriculitis

Peritonitis no quirdrgica (dialisis)

R W Rk R RN R

Mediastinitis

Total 29
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Se recuperaron los aislamientos en placas de agar sangre con 5% de sangre de
carnero por dilucion o estria cruzada y se incubaron a 37 °C durante 18-24 horas.
Después del tiempo de incubacién, se inicié la validacion de los aislamientos

aplicando las pruebas de identificacion bacteriana para S. aureus.

3.2. Pruebas de identificacion bacteriana: macroscopica, microscopica y

bioguimica

3.2.1. Identificacion macroscoépica. En agar sangre, las colonias de S. aureus
presentaron las siguientes caracteristicas morfoldgicas: colonias circulares,
medianas a grandes, borde entero, superficie lisa, elevacion convexa, brillantes, la

mayoria de las colonias con pigmentacion amarilla y B-hemoliticas.

3.2.2. Identificacién microscoépica. La tincion de Gram (ver apéndice 1) se realizo
a todos los aislamientos recuperados en agar sangre, observando cocos Gram (+)

en forma de racimos de uva (Ver fig. 1).

3.2.3. Identificacion bioquimica. La identificacion bioquimica de S. aureus se
realizo en base a las siguientes determinaciones: catalasa, oxidasa, crecimiento

en caldo BHI con NaCl al 15% y coagulasa (ver apéndice I).
3.3. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a oxacilina

El perfil de susceptibilidad a oxacilina de los aislamientos, se determind por él
método de difusion en disco (Kirby-Bauer) recomendado por el “Clinical and

Laboratory Standards Institute” (CLSI),** que se describe a continuacion:
» Preparacion del inéculo

A partir de un cultivo puro de 18-24 horas de S. aureus en agar base sangre
suplementado con 5% de sangre de carnero, se realizd una suspension de cada
uno de los aislamientos en 2 mL de solucion salina fisiolégica al 0.85% (SSF) a

una turbidez equivalente a la constante No. 0.5 de McFarland (1.5 x 10® UFC/mL).
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> Inoculacion de las placas

La suspension bacteriana estandarizada de cada uno de los aislamientos, se uso
para humedecer un hisopo estéril de algoddn, y enseguida se sembr6 en forma
masiva sobre la superficie de una placa de agar Mueller-Hinton (MH). Después de
haber inoculado la placa con la suspension bacteriana, en el centro de la placa, se
coloco el disco de oxacilina (1 pg). La placa fue incubada en posicion invertida
durante 24 horas de 33 a 35 °C (no excediendo los 35 °C). Transcurrido el tiempo
de incubacion, se realizaron las lecturas correspondientes de los halos y fueron
comparados con los puntos de corte establecidos por la CLSI para evaluar la
susceptibilidad (Cuadro V).

En todas las determinaciones se realizé alternadamente un control para la validez
de la prueba. La cepa control que se utilizo para el método de Kirby Bauer fue el
Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Cuadro IV. Valores de corte establecidos por la CLSI
para la susceptibilidad a oxacilina por el método de

difusién en disco.

Disco (contenido) Diametro halo en milimetros

R | S
Oxacilina (1ug) <10 11-12 >13
ATCC 25923 18-24

3.4. Prueba de doble disco eritromicina-clindamicina

La prueba de doble disco eritromicina-clindamicina se realizé a todos los
aislamientos de S. aureus, de acuerdo a los lineamientos recomendados en la
bibliografia.'®* Los discos de eritromicina (15 pg) y clindamicina (2 pg) se
colocaron a una distancia de 15 a 20 mm sobre una placa de agar Mueller-Hinton
suplementada al 5% de sangre de carnero, la cual fue sembrada en forma masiva

con una suspension bacteriana de S. aureus ajustada a una turbidez equivalente
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al 0.5 del Nefelometro de McFarland. Las placas se incubaron invertidamente a 37
°C y después de las 18 horas, la ausencia de una zona significativa de inhibicién
alrededor de los dos discos fue tomada para indicar resistencia constitutiva
(fenotipo cMLS). La presencia de una zona de inhibicion en forma de D alrededor
del disco de clindamicina, indica la induccion de la produccién de la metilasa por la
eritromicina (fenotipo iIMLS). La presencia de una zona de inhibicién alrededor del
disco de clindamicina que no da una forma de D se tomo para indicar el fenotipo
M, cuyo mecanismo de resistencia se debe a el eflujo del macrélido via msrA (Ver
fig. 11).19,39,43

Figura 11. La figura muestra los cuatro fenotipos que se observan al realizar la
prueba de induccién a clindamicina de S. aureus por la prueba de difusiéon de doble
disco en agar sangre. E, disco de eritromicina (15 pg); CC 2, disco de clindamicina (2
Mg). (A) Sensible a ambos antibiéticos, (B) fenotipo iMLS o fenotipo D, (C) fenotipo
cMLS, (D) fenotipo M.

3.5. Técnicas de biologia molecular
3.5.1. Extraccion de DNA

Para la extraccion de DNA, a partir de un cultivo puro de 18-24 horas de S. aureus
en agar base sangre suplementado con 5% de sangre de carnero, se
seleccionaron de 3 a 5 colonias de cada uno de los aislamientos y se inocularon
en 2 mL de caldo BHI y se dejaron crecer toda la noche a 37 °C.?* Un mililitro de la
suspension bacteriana fue transferida a un tubo eppendorf (tubo para
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microcentrifuga) y se centrifugo a 13.000 rpm por 2 minutos, y a continuaciéon se
decanto el sobrenadante. El sedimento fue lavado dos veces con 500 pL de una
solucion amortiguadora Tris-EDTA (TE) (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA)
centrifugando en cada uno de los lavados a las mismas condiciones. Después el
sedimento se sometid a un proceso enzimatico al que se le adiciono 50 pL de
lisostafina [0.5 mg/mL], 25 pL de proteinasa K [100 pg/mL] y 25 L de lisozima [2
mg/mL], incubando a 37 °C por 1 hora. EI DNA gendémico se extrajo usando el

método de extraccion de DNA Wizard® Genomic, Promega (Ver apéndice II).

La concentracion de DNA se estimo espectrofotométricamente a una longitud de

onda de 260nm.*? El DNA se conservo a -70 °C.
3.5.2. Identificacién del operdn agr por PCR

La amplificacion por PCR de un fragmento de 1234 pb correspondiente al operén
agr, se realizo con los iniciadores Pan-1 (5-ATG CAC ATG GTG CAC ATG CA-3")
y Pan-2 (5-CAT AAT CAT GAC GGA ACT TGC GCA-3),** en una mezcla de
reaccion de 25 yl que se estandarizé y que contiene: 5 uL de DNA templado (100
ng), un amortiguador de reaccion al 1X, 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada
desoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1.0 U de Tag DNA

polimerasa (Promega), 5 pmoles de cada iniciador y agua libre de nucleasas.

La amplificacion se realizo en un termociclador bajo las siguientes condiciones: un
ciclo inicial de desnaturalizacion de 4 minutos a 94 °C, 40 ciclos de 1 minuto de
desnaturalizacion a 94 °C, 2 minutos de alineamiento a 65 °C, 3 minutos de
extension a 74 °C y finalmente una extension final de 3 minutos a 74 °C.'® Se
utilizo un control de amplificacion, al cual no se le adicion6 DNA pero si la mezcla

de reaccion.
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3.5.3. Identificacién del gen mecA y tipificacion del SCCmec por PCR-
Multiple

El ensayo por PCR muiltiple se realizo de acuerdo a Zhang, et al.,*®

con algunas
modificaciones, el cual contiene 9 pares de iniciadores, incluyendo los iniciadores
unicos y especificos para los tipos y subtipos del SCCmec I, II, 1, IVa, Vb, IVc,
IVd, y V, y los iniciadores para el gen mecA (Cuadro V). Una alicuota de 2 yL (100
ng) de DNA puro se adiciono a una mezcla de reaccion de 23 pL conteniendo un
amortiguador de reaccion al 1X, 25 mM de MgCl,, 0.2 mM de cada
desoxinucleosido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1.0 U de Tag DNA
polimerasa (Promega), varias concentraciones de los respectivos iniciadores
(Cuadro V) y agua libre de nucleasas. La amplificacion se realizo bajo las
siguientes condiciones: un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 minutos,
seguidos por 10 ciclos de 45 segundos de desnaturalizacion a 94 °C, 45 segundos
de alineamiento a 65 °C, y 1.5 minutos de extension a 72 °C y otros 25 ciclos de
45 segundos a 94 °C, 45 segundos a 55 °C, y 1.5 minutos a 72 °C, terminando

con una extension final de 10 minutos a 72 °C.

Como controles, se utilizo un control de amplificacibn y los controles
correspondientes al elemento SCCmec: tipo | (NCTC10442), tipo 1l (N315), tipo llI
(8572082) y tipo IVa (CAO05).
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Cuadro V. Iniciadores utilizados en la PCR multiple para la identificacién del gen mecA y el tipo de

SCCmec.

Iniciador Secuencia del iniciador Concen Tamafio Especificidad

tracion del
(pmoles) amplicén
(pb)

Tipo I-F GCT TTA AAG AGT GTC GTT ACA GG 4.416 613 SCCmec |
Tipo I-R GTT CTC TCATAG TAT GAC GTC C
Tipo II-F CGT TGAAGATGATGA AGC G 1.472 398 SCCmec
Tipo II-R CGA AAT CAATGG TTAATG GAC C
Tipo llI-F CCATAT TGT GTACGATGC G 3.68 280 SCCmec llI
Tipo llI-R CCTTAG TTG TCG TAACAG ATC G
Tipo IVa-F GCC TTATTC GAA GAAACCG 2.392 776 SCCmec IVa
Tipo IVa-R CTACTC TTC TGA AAAGCG TCG
Tipo IVb-F TCT GGA ATT ACT TCAGCT GC 2.116 493 SCCmec IVb
Tipo IVb-R AAA CAATATTGC TCT CCC TC
Tipo IVc-F ACAATATTT GTATTATCG GAG AGC 1.794 200 SCCmec IVc
Tipo IVc-R TTG GTATGA GGT ATT GCT GG
Tipo IVd-F5 | CTC AAA ATA CGG ACC CCA ATACA 5.29 881 SCCmec Ivd
Tipo IVd-R6 | TGC TCC AGT AAT TGC TAA AG
Tipo V-F GAA CAT TGT TAC TTA AAT GAG CG 1.38 325 SCCmec V
Tipo V-R TGA AAG TTG TACCCTTGACACC
MecAl147-F | GTG AAG ATATAC CAAGTG ATT 2.116 147 mecA
MecAl147-R | ATG CGC TAT AGATTG AAAGGAT

3.5.4. Identificacién de los genes PVL por PCR

La secuencias de los iniciadores para los genes PVL de 433 pb son los siguientes:
para pvl 1 5-ATC ATT AGG TAA AAT GTC TGG ACA TGA TCC-3’; para pvl 2, 5°-
GCA TCA AAT GTA TTG GAT AGC AAA AGC-3".%%" La amplificacién por PCR

se realizo en una mezcla de reacciéon de 25 pl que se estandarizé y que contiene:

5 uL de DNA templado (100 ng), un amortiguador de reaccién al 1X, 0.2 mM de
cada desoxinucleosido trifosfato (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 1.5 mM de MgCly,

1.0 U de Taq DNA polimerasa (Promega), 1.25 pmoles de cada iniciador y agua

libre de nucleasas.
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La amplificacién se realizo bajo las siguientes condiciones: un ciclo inicial de
desnaturalizacion de 5 minutos a 94 °C, 35 ciclos de 30 segundos de
desnaturalizacion a 94 °C, 30 segundos de alineamiento a 55 °C, 1 minuto de
extension a 72 °C y una extensién final de 5 minutos a 72 °C.****" Como controles,

se utilizo un control de amplificacion y un control (+) de S. aureus ATCC 25923.
3.5.5. Electroforesis de DNA en gel de agarosa.

Los productos obtenidos por PCR en cada una de las amplificaciones fueron
analizados por electroforesis en un gel de agarosa al 1.2% conteniendo bromuro
de etidio a una concentracién de 1 pg/mL,** y visualizados por transiluminacion

bajo luz ultravioleta. La electroforesis se realizé a 90V, durante 50 min (Ver anexo

.
3.5.6. Electroforesis en gel por campos pulsados

La electroforesis por campo pulsado se realizé de acuerdo a McDougal et al,* con

algunas modificaciones.
» Preparacion de los blogues de agarosa, lisis celular y desproteinizacion

A partir de un cultivo puro de S aureus, una sola colonia fue inoculada en 5 mL de
caldo BHI e incubada con agitacion vigorosa de 35 a 37 °C por 24 horas. Un
mililitro de la suspension bacteriana se transfirio a un tubo eppendorf estéril y se
centrifugo a 13.000 rpm por 2 minutos, decantando el sobrenadante. El sedimento
fue lavado dos veces con 500 pL de una solucién de lavado PIV (Tris-HCI 10mM,
NaCl 1M y agua estéril) centrifugando 2 minutos a 13.000 rpm en cada lavado (ver
anexo ). El sedimento fue resuspendido en 500 pL de la solucién de lavado y
150 uL de la suspension bacteriana se transfirieron a un nuevo tubo de 0.6 mL, la

cual se centrifugo nuevamente retirando el sobrenadante.

145 pL de la solucion de lavado + 5 L de lisostafina [1 mg/mL] fueron adicionados
a cada uno de los tubos con el sedimento y se mezclaron suavemente con 150 uL

de agarosa (Promega) de bajo punto de fusiéon (“Low-melting-point”, LMP) al 1.8%
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en amortiguador TE 1.0X. La mezcla fue depositada en los moldes para formar los
bloques de agarosa, los cudles se dejaron solidificar a 4 °C por 5 minutos y
después fueron removidos del molde y colocados nuevamente en un tubo
eppendorf conteniendo al menos 1.2 mL de una solucién de lisis EC (Tris-HCI pH
7.6 6 mM, NaCl 1M, EDTA pH 7.6 0.1M, brij 58 0.5%, desoxicolato de sodio 0.2%,
sarcosil 0.5%, RNAasa [20 pg/mL], lisozima [0.1 mg/mL] y H,O) (Ver anexo llI).
Los bloques se incubaron toda la noche.

La solucion de lisis EC se retiro del tubo eppendorf teniendo cuidado de no dafar
los bloques; posteriormente se adicion6 1.2 mL de una solucion de
desproteinizacion ESP (EDTA 0.5M pH 9.0, proteinasa K [50 ug/mL], sarcosil 1%)
y se incubd a 50 °C por 24 horas (ver anexo lll), y la cual se desecho después del
tiempo de incubacién, adicionando enseguida 1 mL de amortiguador TE. Los
lavados con TE se realizaron al menos 3 veces mas incubando cada uno a 30
minutos a 37 °C. Los bloques se resuspendieron nuevamente en TE al menos por

una hora.

» Restriccion enzimatica de DNA con Smal y electroforesis de los fragmentos de

restriccion.

Después de haber cortado cada uno de los bloques a la mitad y colocado uno de
ellos en un nuevo tubo eppendorf conteniendo 3 pL de la enzima de restriccion
Smal (30 U) con su respectivo amortiguador de restriccion 1X (ver anexo lll), estos
fueron incubados a 30 °C por al menos 18 horas. El amortiguador de restriccion
1X fue retirado y cada bloque se resuspendié por una hora en 1 mL de TE. Los
bloques se cortaron nuevamente a la mitad y cada uno de ellos se cargo
directamente en los pozos de un gel de agarosa Il grado PFGE (ambresco) al 1%

preparado con TBE al 0.5X a partir de un amortiguador TBE 10X.

El corrimiento electroforético se realiz6 bajo los siguientes parametros: 200V (6
v/icm); temperatura, 14 °C; cambio inicial, 5s; cambio final, 40s; y un tiempo de
21.5 horas. Después de haberse completado el corrimiento electroforético, el gel

fue revelado en una solucidon de bromuro de etidio a una concentracion de 1.0
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Mg/mL por 20 minutos y después fue colocado en agua destilada por 45 minutos
para eliminar el exceso de bromuro de etidio. ElI gel fue visualizado por

transiluminacion bajo luz ultravioleta.

Los patrones de restriccion de DNA producidos por PFGE seran interpretados en
base a los lineamientos de Tenover, et al.,>® mostrados en el cuadro VI y descritos
a continuacion, asi como también se realizara un dendograma derivado de el
“‘unweighted pair group method using arithmetic averages” (UPGMA) para analizar
agrupaciones y basado en el coeficiente de Dice, para identificar los porcentajes

de similitud entre los aislamientos, usando un paquete de software.**°

Cuadro VI. Criterios para la interpretacién de los patrones PFGE.

Categoria de No. de diferencias No. tipicos de Interpretacién
relacion genética | genéticas comparadas con | fragmentos diferentes epidemiolégica
y epidemioldgica la cepa brote comparadas con el
patrén brote
Indistinguible 0 0 El aislamiento es parte
del brote
Cercanamente 1 2-3 El aislamiento es
relacionado probablemente parte
del brote
Posiblemente 2 4-6 El aislamiento es
relacionado posiblemente parte del
brote
Diferente >3 >7 El aislamiento no es
parte del brote

Indistinguible. Los aislamientos son designados genéticamente indistinguibles si
sus patrones de restriccion tienen el mismo numero de bandas y las bandas
correspondientes tienen el mismo tamafio aparente. La interpretacion
epidemioldgica de estos resultados es que todos los aislamientos son
considerados a representar la misma cepa; los aislamientos que demuestran el
patrén comun del brote representa la cepa brote. Para muchas especies, los

estudios comparativos indican que los aislamientos que son indistinguibles por
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PFGE no son probables a demostrar diferencias substanciales por otras técnicas

de tipificacion.

Cercanamente relacionado. Un aislamiento es considerado a ser cercanamente
relacionado a la cepa brote si sus patrones PFGE difieren de el patréon brote por
cambios consistentes con un solo evento genético, una mutacion puntual o una
insercion o delecibn de DNA. Tales cambios tipicamente resultan en dos a tres
bandas de diferencia. Por ejemplo, una mutacién espontanea que crea un nuevo
sitio de restriccibn cromosomal (un solo evento genético) partira un fragmento de
restriccion en dos fragmentos mas pequefios. (La suma de los tamafos de los dos
fragmentos mas pequefios deben ser aproximadamente del tamafo de el
fragmento mas largo). La pérdida de el fragmento largo original es una banda de
diferencia, y la apariencia de dos nuevos fragmentos mas pequefos representan
dos bandas adicionales diferentes; asi, son unas tres bandas de diferencia entre el
patron brote y esos de el aislamiento prueba. Tal un aislamiento es considerado a
ser cercanamente relacionado a la cepa brote porque por analisis por PFGE, ellos
difieren por sélo un singular evento genético. Las variaciones de dos a tres bandas
han sido observadas en cepas de algunas especies cuando ellos son cultivados

repetidamente sobre tiempo o aisladas multiples veces de el mismo paciente.

Posiblemente relacionado. Un aislamiento es considerado a ser posiblemente
relacionado a la cepa brote si su patron PFGE difiere de el patron brote por
cambios consistentes con dos eventos genéticos independientes (cuatro a seis
bandas de diferencia que pueden ser explicadas por simples inserciones o
deleciones de DNA o la pérdida o ganancia de sitios de restriccion). Mientras estos
aislamientos pueden tener el mismo linaje genético como esa de la cepa brote,
ellos no son cercanamente relacionados genéticamente y, consecuentemente, son
menos probables a ser relacionados epidemiolégicamente. Tal variacion ha sido
observada entre aislamientos colectados sobre un largo periodo (>6 meses) o
tomados de un largo niumero de pacientes envueltos en brotes extensos. Los

aislamientos que son posiblemente relacionados genéticamente pero que no
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tienen unién epidemioldgica a las cepas brotes, probablemente difieran por otras

técnicas de tipificacion.

No relacionado. Un aislamiento es considerado no relacionado a la cepa brote si
su patron PFGE difiere del patron brote por cambios consistentes con tres 0 mas
eventos genéticos (generalmente siete 0 mas bandas de diferencia). Tipicamente,
esto implica que <50% de los fragmentos bien resueltos presentes en el patron de

un aislamiento tal, estara presente en el brote patron.

El método para reportar los patrones PFGE, primero es el de examinar los
patrones para identificar el patrén comun o brote, el cual es supuesto para
representar el patrén para la cepa brote. Los patrones de restriccion de DNA que
son designados al brote patron son usualmente reportados como tipo A: los
aislamientos cuyos patrones de restriccion son indistinguibles de ese patrén son
reportados a modo que representan la cepa brote. Si aqui no hay un patrén
comun, entonces los aislamientos son mucho mas probable a ser no relacionados.
(Entre los aislamientos epidemiol6gicamente relacionados, la ausencia de un
patrén comun es un raro evento). Después de identificar el brote patron, el tamafio
y el nimero de los fragmentos en el brote patrén son comparados con los
fragmentos que crean los patrones de los otros aislamientos y son entonces
clasificados al menos por su relacion con el brote patron. Asi, los patrones que son
cercanamente o posiblemente relacionados al brote patron son considerados
subtipos de A y son designados tipo Al, tipo A2, etc. Los aislamientos con
patrones de restriccidn cercanamente o posiblemente relacionados son reportados
como probablemente o posiblemente relacionados epidemiol6gicamente,
respectivamente. Los patrones que difieren substancialmente de el brote patréon y
esos son clasificados como no relacionados son designados tipo B, tipo C, etc.
Los aislamientos con patrones no relacionados son considerados no relacionados

epidemioldgicamente.
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4. RESULTADOS
4.1. Validacién de S. aureus.

Los aislamientos de S. aureus recuperados del cepario del laboratorio de
Bacteriologia Intestinal del HIMFG, cumplieron con las caracteristicas morfolégicas
y bioquimicas correspondientes para la identificacion de S. aureus (Cuadro VII),
por lo que se procedid a determinar la sensibilidad a oxacilina para clasificarlas en
MSSA y MRSA.

Cuadro VII. Pruebas realizadas para la validacién de las cepas de S. aureus.

Determinaciones Resultados

Morfologia colonial en agar sangre Colonias circulares, medianas a grandes, borde entero,
superficie lisa, elevacién convexa, brillantes, la mayoria

con pigmentacion amarilla y betahemoliticas.

Morfologia microscépica Cocos Gram (+) en forma de racimos de uva.
Catalasa +
Oxidasa -
Coagulasa +
Crecimiento en caldo BHI al 15% +

4.2. Determinacion de la sensibilidad a oxacilina en S. aureus por €l método

de susceptibilidad a antibioticos Kirby Bauer (método de difusion en disco).

En base al método de difusiéon en disco (Kirby Bauer) se determino la sensibilidad
a oxacilina a un total de 70 aislamientos de S. aureus recuperados del cepario del
laboratorio de Bacteriologia Intestinal provenientes de infecciones nosocomiales y

de portadores asintomaticos.

Quince aislamientos de infecciones nosocomiales fueron resistentes a oxacilina y
14 aislamientos fueron sensibles a dicho antibidtico; en cambio, 11 aislamientos

de portadores asintomaticos fueron resistentes y 30 fueron sensibles (Cuadro VIII).
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Cuadro VIII. Nimero de aislamientos MRSA y MSSA de infecciones nosocomiales
y de portadores asintomaticos recuperados del HIMFG.
Origen Infecciones nosocomiales Portadores asintoméaticos
Cepa MRSA MSSA MRSA MSSA
Numero de 15 14 11 30
aislamientos
Subtotal 29 41
Total 70

En base a la infeccién, las cepas MSSA y MRSA se distribuyeron conforme a el siguiente cuadro:

Cuadro IX. Distribucion de las infecciones nosocomiales originadas por S. aureus en el HIMFG de

acuerdo a su sensibilidad a oxacilina.

MSSA MRSA
INFECCION # DE # DE AISLAMIENTOS N©
AISLAMIENTOS asignado*
Bacteriemia primaria - 1 4
Bacteriemia relacionada a lineas y terapia 8 6 5,6,7,8,
intravascular 9,10
Bacteriemia secundaria (Infeccién del sitio - 1 14
de insercion de catéter)
Bacteriemia secundaria (infeccion de - 1 2
herida quirdrgica superficial)
Bacteriemia secundaria (neumonia) - 1 3
Infeccion del sitio de insercion de catéter, - 1 11
tdnel o puerto subcutaneo
Infeccién de sitio de insercion del catéter - 1 13
Infeccion de herida quirdrgica superficial 1 1 12
Infeccion de herida quirdrgica profunda 1 - -
Infeccién de vias urinarias 1 - -
Ventriculitis - 1 1
Peritonitis no quirdrgica (diélisis) 3 - -
Mediastinitis - 1 -
Subtotal 14 15
Total 29

*Los numeros asignados corresponden a cada patron PFGE mostrados en las figuras 15y 16.




4.3. Determinacién de los fenotipos por la prueba de doble disco
clindamicina-eritromicina de las cepas MSSA y MRSA recuperadas del
HIMFG.

En base a la prueba de doble disco eritromicina-clindamicina, se identifico que el
fenotipo de resistencia constitutiva (cMLS) estuvo presente en casi todos los
aislamientos MRSA de infecciones nosocomiales a excepcion de dos de ellos, uno
de bacteriemia secundaria (infeccién del sitio de inserciéon de catéter) y el otro de
una infeccion del sitio de insercién de catéter, tunel o puerto subcutaneo. Cabe
mencionar que el primer aislamiento es consecuente del otro; sin embargo, ambos
aislamientos fueron considerados como episodios diferentes. Estos dos

aislamientos presentaron el fenotipo M.

La mayoria de los aislamientos MSSA de infecciones nosocomiales no
presentaron ninguno de los tres fenotipos a excepcién de dos aislamientos, de los
cudles, uno aislado de una bacteriemia relacionada a lineas y terapia intravascular
presento el fenotipo inducible, y el otro aislado de una peritonitis no quirdrgica

(didlisis), present6 el fenotipo constitutivo (Cuadro X).

Cuadro X. Tipos de fenotipos MLSg presentes en cepas MRSA y MSSA de procesos hosocomiales

recuperados de pacientes del HIMFG.

Cepa MRSA MSSA
Fenotipo Constitutivo | Inducible M S/F | Constitutivo | Inducible M SIF
Numero de 13 - 2 - 1 1 - 12
aislamientos

S/F. Sensible a ambos antibiéticos.

En cuanto a las cepas MSSA y MRSA de portadores asintométicos, se puede
observar el mismo patron de susceptibilidad. En todos los aislamientos MRSA a
excepcion de uno el cual no presento ninguno de los tres fenotipos, fueron
constitutivos (cMLS); mientras que ocho aislamientos MSSA presentaron el

fenotipo inducible y otros cuatro de ellos el fenotipo constitutivo (Cuadro XI).
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Cuadro Xl. Tipos de fenotipos MLSg presentes en cepas MRSA y MSSA de portadores

asintomaticos.

Cepa MRSA MSSA
Fenotipo Constitutivo | Inducible M S/F | Constitutivo | Inducible M SIF
Numero de 10 - - 1 4 8 - 18
aislamientos

S/F. Sensible a ambos antibibticos.

4.4. ldentificacion del operdén agr por PCR

El amplicén del operon agr que se puede observar en la fig. 12, con un peso
molecular aproximado de 1234pb, se identific6 como era de esperarse en todos
los aislamientos MSSA y MRSA tanto de portadores como de infecciones
nosocomiales. Este fragmento de 1234 pb abarca el extremo 3" de agrB, todo de

agrD, y el extremo 5° de agrC.?*

pb

1500

1000

500

Figura 12. Ensayo de PCR para la identificacién del gen agr en
S. aureus. Linea 1, Control de amplificacion; Linea 2 a 9, S.
aureus agr (+); Linea M contiene marcador de peso molecular de
100 pb.
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4.5. ldentificacién del gen mecA y caracterizacion del SCCmec por PCR-
multiple

El gen mecA que codifica para la resistencia a penicilina fue detectado por PCR-
multiple en 14 de los 15 aislamientos MRSA recuperados de infecciones
nosocomiales y en todos los aislamientos MRSA de portadores asintométicos,
como se puede observar en la fig. 13, al haber obtenido un amplificado de un peso
molecular aproximado de 147pb.
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Figura 13. Identificacion del gen mecA y de tipos y subtipos de SCCmec por
PCR mudltiple en S. aureus. Linea 1, Control de amplificacion; Linea 2, Control
(-) S. aureus ATCC 29213; Linea 3, tipo |; Linea 4, tipo II; Linea 5, tipo IlI; Linea
6y 7, tipo IVa. Lineas 3 a 7, mecA (+). Linea M contiene marcador de peso
molecular de 100 pb.

El tipo de SCCmec se determind también por la misma PCR-multiple en cada uno
de los aislamientos en los que se identifico el gen mecA, en donde, el SCCmec
tipo Il, mismo que tuvo un tamafo aproximado de 398 pb (fig. 13), fue el

predominante, detectdndose en 12 aislamientos de infecciones nosocomiales y 10
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aislamientos de portadores asintomaticos, los cuales presentaron el fenotipo
constitutivo (cMLS). El elemento SCCmec tipo y subtipo IVa que tuvo un tamafio
aproximado de 881pb (fig. 13), fue identificado en los dos mismos aislamientos
recuperados de infecciones nosocomiales que presentaron el fenotipo M. El
elemento SCCmec tipo y subtipo IVa también fue identificado en 1 aislamiento
recuperado de un portador sano, precisamente aquel que no presento ninguno de

los tres fenotipos (Cuadro XII).

Cuadro Xll. Numero de aislamientos MRSA de infecciones nosocomiales y de portadores

asintomaticos que mostraron el gen mecA y tipo de SCCmec que presento cada uno de ellos.

mecA Tipo de SCCmec
Origen (+) [ Il I IVa IVb Ve IvVd Y]
Infecciones 147 - 12 - 2 - - - -
nosocomiales
Portadores 11 - 10 - 1 - - - -
asintomaticos

*Sélo un aislamiento de origen nosocomial no amplificé el gen mecA.

4.6. Deteccion de los genes PVL por PCR

Los amplicones de PVL (lukS-PV y IukF-PV), los cudles se pueden observar en la
fig. 14, con un peso molecular aproximado de 433 pb, fueron detectados por PCR
en dos de los aislamientos MRSA recuperados de infecciones nosocomiales, y en
un aislamiento de portador asintomatico, mismos que presentaron el elemento

SCCmec tipo y subtipo IVa.

Los genes PVL se identificaron también en un aislamiento de MSSA proveniente
de un portador asintomaético, el cual no presento ninguno de los tres fenotipos de

resistencia.
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Figura 14. Ensayo de PCR para la identificacion de los
genes PVL en S. aureus. Linea 1, Control de amplificacion;
Linea 2, Control (+) S. aureus ATCC 25923; Linea 3, S.
aureus PVL (+); Linea 4-5, S. aureus PVL (-). Linea M
contiene marcador de peso molecular de 100 pb.

4.7. Identificacion de la huella gendémica de MRSA de procesos

nosocomiales y de portadores asintomaticos

Los 14 aislamientos MRSA de infecciones nosocomiales y los 11 aislamientos
MRSA de portadores asintomaticos mecA (+), fueron distribuidas de acuerdo a los
lineamientos de Tenover, et al.,”® en varios tipos y subtipos tomando en cuenta los
patrones PFGE. También se realizo un dendograma en base al coeficiente de Dice
para ver el porcentaje de similitud de los datos obtenidos por PFGE de estas

cepas (Ver fig. 15y 16).

En base a las figs. 15 y 16, se observa que hay un patron de restriccion comun en
la mayoria de los aislamientos MRSA de infecciones nosocomiales y de

portadores asintomaticos. Este patron en comun fue nombrado como tipo A; 7
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aislamientos nosocomiales y 7 aislamientos de portadores asintomaticos fueron
indistinguibles por PFGE de este patrdn, representando la misma cepa o cepa

brote. Estos aislamientos tuvieron un porcentaje de similitud del 100%.

Hay cinco subtipos de A designados como A;, Az Az, Az y As, Yy que se

distribuyeron de la siguiente manera:

El subtipo A;, estuvo representado por tres aislamientos, de los cuales dos son de
infecciones nosocomiales y una de un portador asintoméatico. Los subtipos A, y As,
estuvieron representados por uno Yy dos aislamientos respectivamente,
correspondientes a la infecciones nosocomiales; mientras que los subtipos A y As,
estuvieron representados cada uno por un aislamiento de un portador
asintomatico. Todos estos aislamientos incluyendo la cepa brote tipo A,
presentaron en comun el fenotipo cMLS y el elemento SCCmec tipo Il. Los
subtipos A;, A, As, y A4 son aislamientos en base a Tenover, et al.,’®
probablemente relacionadas epidemiolégicamente a la cepa brote tipo A, mientras
gue subtipo As, es un aislamiento posiblemente relacionado epidemiol6gicamente

a la cepa brote.
En base al dendograma, los resultados fueron muy similares:

En infecciones nosocomiales, el subtipo A; tuvo un porcentaje de similitud del 95%
con respecto a la cepa brote; el subtipo A, tuvo un porcentaje de similitud del 85%
con respecto a la cepa brote y al subtipo A;; y el subtipo As, tuvo un porcentaje de

similitud casi del 85% con respecto a la cepa brote y a los subtipos A; y As.

Asimismo, en portadores asintomaticos, el subtipo A; tuvo un porcentaje de
similitud del 95% con respecto a la cepa brote; el subtipo A4, tuvo un porcentaje de
similitud del 85% con respecto a la cepa brote y el subtipo A;; y, el subtipo As, tuvo
un porcentaje de similitud del 70% con relacion a la cepa brote y a los subtipos A;

Yy As.
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También se identificaron otros dos tipos que difieren substancialmente de la cepa

.. son aislamientos no

brote, y que por lo tanto en base a Tenover, et a
relacionados. A estos dos aislamientos se les designo por separado como tipo By

tipo C.

El tipo B, consto de dos aislamientos nosocomiales y son aquellos mismos que
presentaron el fenotipo M, el SCCmec tipo y subtipo IVa, y los genes PVL. Este
tipo tuvo un porcentaje bajo de similitud del 65% con respecto a la cepa brote y

subtipos A;, A2 y Az, provenientes de infecciones nosocomiales.

El tipo C, solamente estuvo representado por un aislamiento de un portador
asintomatico y que interesantemente pertenece a aquel aislamiento que no mostro
ninguno de los tres fenotipos, pero que si presento el elemento SCCmec tipo y
subtipo IVa y los genes PVL. El tipo C, tuvo un porcentaje de similitud del 80%,
con respecto al subtipo As y un 70% de similitud con relacién a la cepa brote y

subtipos A; y As.
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r=0.99 p=0.004

Figura 15. (lzquierda). Patrones PFGE de DNA gendémico digerido con Sma | de aislamientos MRSA de infecciones
nosocomiales mostrando los tipos (A, B) y subtipos (A;, Az, A3) asignados a cada aislamiento. Linea M contiene marcador de
peso molecular en kilobases (kb). (Derecha). Dendograma de los patrones PFGE de los tipos y subtipos obtenidos en este
estudio. Numeros del 1 a 14, representan los nimeros asignados a los aislamientos MRSA de infecciones nosocomiales.
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r =0.92 p=0.004

8
_

Figura 16. (Izquierda). Patrones PFGE de DNA genémico digerido con Sma | de aislamientos MRSA de portadores asintométicos
mostrando los tipos (A, C) y subtipos (A;, A4, As) asignados a cada aislamiento. Linea M contiene marcador de peso molecular
en kilobases (kb). (Derecha). Dendograma de los patrones PFGE de los tipos y subtipos obtenidos en este estudio. Nimeros del
1 a 11, representan los nimeros asignados a los aislamientos MRSA de infecciones nosocomiales.
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5. DISCUSION

La importancia de S. aureus como una de las causas mas comunes de infecciones
adquiridas en la comunidad y de origen nosocomial, es que resultan en unas
elevadas tasas de morbilidad y mortalidad substanciales, por lo que son un
problema de salud publica alrededor del mundo.®*

S. aureus se encuentra como comensal y patdogeno extremadamente versatil en
humanos con una compleja patogenicidad que lo hace causante de tres sindromes
conocidos: infecciones cutaneas, infecciones profundas y sistémicas, y sindromes
toxémicos.?* S. aureus es la principal causa de infecciones adquiridas después de
una operacion y la segunda causa mas frecuente de neumonia nosocomial y
bacteriemia.* Dentro del Hospital infantil de México “Federico Gémez”, de acuerdo
al cuadro IX, se observa una similitud en la presentacion de enfermedades por
MSSA y MRSA,; sin embargo, cabe destacar que del total de los aislamientos de S.
aureus, cerca del 50% de las bacteriemias, estan relacionadas a lineas y terapias
intravasculares. Un hospital pediatrico de tercer nivel en México, registré un amplio
predominio de S. aureus relacionado con bacteriemias nosocomiales.*®* El
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de la Nutricion “Salvador Zubiran”,
encontré que S. aureus es el segundo microorganismo aislado en infecciones de
heridas quirGrgicas y también es responsable de bacteriemias primarias.* En un
hospital oncoldgico de México de tercer nivel (1998-2003), S. aureus se aisld en
8.9% del total de los cultivos de sangre -cuarto microorganismo mas

frecuentemente identificado.®

El éxito en la colonizacion y produccion de enfermedades por esta bacteria es en
gran parte a la expresion de los factores de virulencia, los cuales promueven la
adhesion, adquisicién de nutrientes, y evasion de la respuesta inmunoldgica de el
hospedero y que en su mayoria son regulados por el sistema quérum-sensing
agr.%? El operén agr, el cuél histéricamente se le ha asignado un papel central
como modelo en la patogénesis de S. aureus, se encontré como era de esperarse,

en todas las cepas MSSA y MRSA nosocomiales y de portadores asintomaticos.
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La literatura sugiere que el papel del quérum-sensing en infecciones
estafilocOcicas puede no ser siempre obvia inmediatamente, puesto que esto varia
con el tipo de infeccion, ambiente del hospedero, e incluso con el tiempo. De esta
manera, se ha encontrado que la expresion de agr contribuye a la patogénesis
estafilocécica en varios modelos infecciosos, incluyendo abscesos subcutaneos de
murina y artritis, asi como también en endocarditis en conejos. Sin embargo, el
papel potencial del quérum-sensing mediado por agr no es tan claro en otros
hospederos. Investigadores han manifestado a través de estudios in vivo en
humanos y animales, que agr en ciertas infecciones, aparece ser innecesario en la
expresion de factores de virulencia secretados. En otros modelos en el cuél agr no
aparece influenciar fuertemente la virulencia, su expresion (o carencia de eso)
puede contribuir a la formacion de un biofilm. Inversamente, en modelos en el cual
la expresion de agr no aparece a afectar la formacion del biofilm, este puede aun
regular la produccion de los factores de virulencia, lo cual hace que el desarrollo
de modelos relevantes in vitro e in vivo sean un asunto desafiante.
Conjuntamente, estos estudios sugieren que se hallan mecanismos reguladores
adicionales que son integrales en la regulacion de la respuesta quérum vy la total

virulencia del estafilococo.®®

Estudio realizado para la identificacion del grupo agr dentro de una poblacion de
aislamientos de S. aureus colonizadores de nifios y del personal que los atiende,
todos los aislamientos pudieron ser asignados a uno de los tres grupos mayores
obteniendo una similar prevalencia, indiferente de si los aislamientos estuvieron
implicados en la transmision de S. aureus dentro de las familias. En este estudio,
se encontrd que entre los portadores saludables, los grupos agr I, Il y Il aparecen
ajustarse igualmente, lo cuél puede reflejar la seleccién para la coexistencia de
cepas de S. aureus en una poblacion; sin embargo, sus conclusiones pueden no
aplicar cuando consideran hacer frente poblaciones con diferentes contrastes
ecologicas (tales como el transporte de cepas adquiridas en el hospital o cepas
meticilino resistentes), o aislamientos del grupo agr 1V.>* Recientemente, cepas
con genotipo agr grupo Il fueron representadas por cepas CA-MRSA provenientes

de infecciones, mientras que cepas MRSA aisladas del nosocomio en los EUA
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fueron predominantemente del grupo agr II.>" En este trabajo no se agruparon los

aislamientos; sin embargo, debera considerarse en estudios posteriores.

Dado el niamero y severidad de las infecciones estafilocécicas, es importante
entender la naturaleza y la patogénesis de las infecciones; sin embargo, existen
otros factores que contribuyen a la patogenicidad de S. aureus, como es la

resistencia a los antibioticos.

El fenotipo que se ha visto asociado mas frecuente con la persistencia de cepas
de S. aureus en el hospital es el de resistencia a meticilina.®* La mayoria de
nuestros aislamientos oxacilina resistentes nosocomiales y de portadores
asintomaticos, a excepcion de uno, la resistencia fue mediada por el gen mecA, el
cual fue identificado por PCR, sugiriendo efectivamente el mecanismo clasico
idéntico para la resistencia a meticilina entre los aislamientos. Una posible
explicacién al aislamiento que fue resistente a oxacilina y no presento el gen

mecA, es porque haya presentado un fendmeno de tolerancia a este antibidtico.

A excepcion de dos aislamientos MRSA nosocomiales y uno de un portador
asintomatico, todos los demas fueron resistentes a eritromicina y clindamicina,
presentando el fenotipo cMLS, lo cudl significa, que la metilacién del ribosoma se

produce continuamente, impidiendo la union del antibiético y, por tanto, su accion.

En cuanto corresponde a los otros dos aislamientos MRSA nosocomiales, estos
fueron resistente a eritromicina; sin embargo, no se evidencié el fenotipo inducible
de resistencia para clindamicina, por lo que es posible que el mecanismo de

accion de resistencia a eritromicina sea mediado por msrA.

La gran mayoria de los MRSA no solo son resistentes a todos los B-lactamicos,
como se pudo observar en nuestros aislamientos, sino que también son

resistentes a multiples antibiéticos de familia o clase distinta.®*
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La multirresistencia es un factor que influye en la persistencia de MRSA dentro del
ambito hospitalario,®* y complica también el tratamiento de las infecciones
intravasculares y otras infecciones causadas por este microorganismo, las cuéales,
ambas infecciones, nosocomiales y adquiridas en la comunidad, han ido
aumentando proporcionalmente.®® La multirresistencia esta definida de acuerdo a
McDougal et al.,** como la resistencia a tres o méas clases de agentes
antimicrobianos. Asi, nuestros aislamientos MRSA asociados a infecciones
nosocomiales y portadores asintomaticos resistentes a eritromicina y clindamicina
(fenotipo constitutivo), son multirresistentes, ya que son resistentes a tres clases
de antibiéticos (B-lactamicos, macrolidos y lincosamidas) y ademas presentan el
elemento SCCmec tipo Il, el cual contiene multiples determinantes de resistencia a
antibioticos no B-lactamicos y son responsables de el fenotipo de multirresistencia
comunmente encontrado en aislamientos MRSA nosocomiales. La mayoria de
estos aislamientos presentaron en comun un perfil electroforético, permitiéndonos
establecer entre ellos una cepa brote designada como tipo A. El patron PFGE de
la cepa MRSA tipo A, es muy similar al tipo de campo pulsado (“pulsed field types”
PFTs) USA 100, reportado por McDougal et al.,*® (Ver fig. 17), el cual entre los
cinco PFTs asociados predominantemente con infecciones relacionadas a los
centros de salud (USA 100, -200, -500, -600, y -800), fue por hecho el mas comun,
representando el 44% de todos los aislamientos MRSA de EUA examinados. Los
aislamientos USA 100, cuyo PFT fue previamente designado como la clona New

York/Japan, fueron usualmente

. PFT MLST
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—— ! I .| usatoo 72
I' , I” IIIII [T (consistente con el SCCmec Il) y
| — 'l Ilflll “l H :l UsA400 1 multirresistentes a  agentes
!—I — MR usasse s cominmente usados
) { 0o
| .
T hl ‘H ||| || usatoo s terapéuticamente. Todos estos
R THRE. o :
| ll tlllll 1“|I " USABDO 45 aislamientos fueron resistentes a
! ' usazoo 36 . .
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Figura 17. Dendograma de PFTs con tipo de cepa (patron clindamicina y 28% mostraron
mas frecuente) y una cepa variante. También se muestra el !

MLST correspondiente para cada PFT.
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resistencia inducible a clindamicina,® fenotipo del cual ninguno de nuestros

aislamientos MRSA presento.

En México, son muy escasos los reportes que documentan la clonalidad de los
aislamientos MRSA; sin embargo, en un estudio llevado a cabo durante un periodo
de siete afios (1997 a 2003) en el Hospital de Pediatria del Centro Médico
Nacional Siglo XXI-IMSS, determinaron que la clona internacional multirresistente
Nueva York/Japon fue introducida en el hospital en 2001, reemplazando
completamente la clona M por el 2002 (MRSA no multirresistente, SCCmec tipo
IV, PVL negativo), la cudl estuvo presente en un hospital pediatrico en la Ciudad
de México, entre 1997 y 2000.%? En base a estos resultados y los obtenidos por
nosotros, podemos reconocer que la clona USA 100, sin duda, aun predomina en
los aislamientos MRSA al menos en estos dos hospitales pediatricos de tercer
nivel de la Ciudad de México y puede ser posible que esta clona pudo haber sido

transferida de los EUA a México, por la cercania entre ambos paises.

Entre los aislamientos nosocomiales MRSA obtenidos en el HIMFG, podemos
observar que dos de ellos no estan relacionados epidemiolégicamente a nuestra
cepa brote. Estos aislamientos designados como tipo B, aparte de mostrar un
perfil PFGE distinto a la cepa brote y sus subtipos, también presentaron
caracteristicas diferentes en cuanto al fenotipo y el tipo de SCCmec, siendo
fenotipo M y SCCmec tipo IVa, ademas de llevar los genes PVL. En base a estas
caracteristicas y al perfil PFGE, la cepa tipo B es muy similar a algunas de la

clonas USA 300 adquiridas en la comunidad, reportadas por McDougal et al.,*

(ver fig. 17), y recientemente, por Tenover et al.,>’

(Ver fig. 18). Los aislamientos
USA 300 reportados por McDougal, llevaron el SCCmec IV (no reporta el subtipo),
fueron resistentes a antibidticos [-lactamicos y a eritromicina, y fueron
predominantemente de infecciones de la piel de inicio en la comunidad. Cabe
mencionar que el 85% de los aislamientos eritromicina resistente fueron
susceptibles a clindamicina y no fueron inducidos con eritromicina (probablemente
debido a msrA),* tal y como nuestros dos aislamientos. De manera similar, la

cepa USA 300 que ha sido aislada de pacientes residiendo en diversas regiones
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Figura 18. Perfiles PFGE de patrones de macrorestriccion con Smal de aislamientos de
S. aureus de varios tipos USA. PFTs, tipos de SCCmec, resultados de la PCR para los
genes PVL (pos, positivo; neg, negativo), y tipos de secuencia determinados por MLST
son mostrados.

geogréaficas de los EUA y designada como USA 300-0114 y descritos por Tenover
et al.,>” y que también son una mayor causa de infecciones en piel y tejidos
blandos entre las personas que habitan en diferentes sitios en la comunidad
(incluyendo centros de cuidado e instalaciones correccionales, y entre equipos
deportivos, americanos nativos, homosexuales, reclutas militares), son tipicamente
resistentes a penicilina, oxacilina, y eritromicina (el dltimo también mediado por
msrA); sin embargo, reporta que marcadores de resistencia intervenidos por
plasmidos, tales como la resistencia a tetraciclina y clindamicina, mediadas por
tet(K) y ermC, respectivamente, estan comenzando a aparecer y varios
aislamientos han disminuido la susceptibilidad a fluoroguinolonas. Estas clonas
portan el SCCmec tipo IVa, ademas de abordar los genes que codifican para la

leucocidina Panton-Valentine.

Existen muy pocos reportes acerca de la presencia de la clona USA 300 dentro de

los hospitales. Huang et al.,?®

aislamientos HA-MRSA tipificados por PFGE fueron USA 300, explicando dos

mostro en un estudio, que el 33% de los

posibles razones para estos resultados. Primero, el organismo pudo haber sido
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actualmente transmitido nosocomialmente. Esta hipétesis es respaldada al
encontrar aislamientos USA 300 en el grupo HA exhibiendo un patrén de
susceptibilidad antimicrobiana intermedia entre esos de tipos CA USA 300 y los
HA no USA 300. Estas conclusiones aumentan la preocupacion que las cepas CA
y HA pueden intercambiar material genético, resultando en un organismo
adaptado unicamente para producir cepas agresivas CA-MRSA en infecciones en
piel y tejido blando, las cuales llevan el gen PVL y que poseen resistencia a
multiples agentes antimicrobianos, como las cepas HA actuales. Alternativamente,
el organismo estuvo colonizando al paciente en admisién, pero fue identificado en
mas de 48 horas después de la admision. Asimismo existe la posibilidad de que

dos de nuestros aislamientos también hayan sido identificados erroneamente.

El encontrar aislamientos nosocomiales con caracteristicas similares a las cepas
CA-MRSA, hace pensar que en un futuro no solamente aumenten las cepas CA-
MRSA en la comunidad, sino que estas cepas migren y se acrecienten en el
hospital, puesto que poseen mayor rapidez de duplicacién celular y una alta
capacidad de diseminacién,” y en relacién, nuestros resultados y los de otros

10,23

estudios, proporcionan evidencia de que esto ya esta pasando.

Del mismo modo que los aislamientos MRSA hallados dentro del HIMFG,
podemos observar que los aislamientos MRSA correspondientes a los portadores
asintomaticos, la mayoria presenta en comdn un patron PFGE indistinguible con
respecto a los aislamientos nosocomiales, por lo que también estan representados
por la misma cepa denominada tipo A, ademas de mostrar el mismo fenotipo de
resistencia a eritromicina y clindamicina (fenotipo cMLS) y el SCCmec tipo Il. Del
total de estos aislamientos, solamente uno no mostro las mismas caracteristicas
fenotipicas y genotipicas, puesto que fue sensible a ambos antibiéticos y presento
el SCCmec tipo IVa, los genes PVL y diferente perfil electroforético. Sin embargo,
es posible que este aislamiento designado como cepa tipo C y que no esta
relacionado epidemiolégicamente a la cepa brote (tipo A), pertenezca a algunas de
las dos clonas comunitarias USA 300 y USA 400.
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Un estudio preeliminar nacional realizado recientemente en EUA por la CDC, para
determinar la prevalencia y colonizacion de S. aureus y cepas MRSA en la
poblacion, encontraron al igual que nosotros, que de las cepas MRSA analizadas,
todas presentaron el gen SCCmec tipo Il o IV (50.7 y 49.3%, respectivamente).
Todas las cepas que presentaron el gen PVL tenian el gen SCCmec IV. La clona
encontrada mas comunmente fue la USA 100 y s6lo se encontraron 6 cepas de la
clona USA 300,* lo cudl nos muestra nuevamente que por nuestra cercania con

EUA, estas clonas estén circulando también aqui en México.

Estos resultados también manifiestan que es posible que la distincion entre cepas
HA-MRSA y CA-MRSA se convierta en un problema mas dificil, debido a que por
lo visto, las cepas HA-MRSA ya se mueven en la comunidad y las cepas CA-
MRSA en el hospital.” Por lo tanto se deben establecer las estrategias més
efectivas y las medidas adecuadas para entender y controlar la cambiante
epidemiologia y sintomatologia clinica y asi prevenir que emerjan y se dispersen
en ambos ambitos, ya que puede convertirse en un importante problema de salud

en un futuro cercano.”

El encontrar una cepa en comun con el mismo perfil de susceptibilidad
antimicrobiana y el mismo patron electroforético provenientes de infecciones
nosocomiales y portadores asintomaticos, sin duda hace pensar que el estado de
portador juega un papel muy importante en la transmision de S. aureus, siendo un
factor de riesgo importante en la infeccién por este microorganismo, tanto en la
comunidad como en los hospitales. Esto ha sido estudiado ampliamente en
pacientes quirdrgicos, en pacientes bajo hemodidlisis y en pacientes en dialisis
peritoneal ambulatoria continda (“Continuous ambulatory peritoneal dialisis”,
CAPD).**® También reportes sobre dispositivos intravasculares relacionados a
bacteriemia, bacteriemias por S. aureus en pacientes HIV-positivos y pacientes
con granulomatosis de Wegener's con un alto grado de recaida, han sido

publicados.*
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Aunqgue los pacientes hospitalizados constituyen el reservorio fundamental con

altas tasas de prevalencia,**®

el personal asistencial colonizado por cepas MRSA
se puede convertir en fuente importante de infeccion para los pacientes mas
susceptibles y, en especial, para los que permanecen en la unidad de terapia
intensiva. Un estudio realizado en la unidad de terapia intensiva de la Clinica
Universitaria Bolivariana de Medellin, determiné la prevalencia de aislamientos
MRSA en los trabajadores (asistenciales y no asistenciales) y la prevalencia de S.
aureus en fosas nasales y faringe en la misma poblacion. La region anatomica en
la que se obtuvo el mayor nimero de aislamientos correspondid a las fosas
nasales, tal y como se reporta en la literatura. La prevalencia de MRSA se
encontré entre lo reportado (0.8% a 20%), y aunque fue baja, sugieren que los
trabajadores asistenciales son una importante fuente de transmision de S. aureus,
ya sea de origen propio, actuando la persona como reservorio, 0 adquirido por
contacto con un paciente infectado o material contaminado, pudiendo

desencadenar brotes epidémicos.?

Es probable que algunos de nuestros aislamientos obtenidos en el nosocomio, por
el hecho de presentar las mismas caracteristicas fenotipicas y genotipicas y de
acuerdo a los lineamientos de Tenover et al.,”® parecen ser parte de un mismo
brote, y posiblemente pudieran haber sido transmitidos por trabajadores de la
salud (asistencial y no asistencial), ya que como se dijo precedentemente, estos
suelen adquirir al S. aureus por contacto con un paciente infectado o material

contaminado, manteniendo asi esta cepa dentro del hospital.

También es posible que puedan haber sido de origen enddgeno, principalmente la
cepa tipo B, que incluye a dos aislamientos, uno de una infeccion del sitio de
insercion de catéter, tunel o puerto subcutaneo y el otro de una bacteriemia
secundaria (infeccion del sitio de insercion de catéter) que es consecuencia del

primero. Un estudio realizado por Von Eiff C et al.,*®

investigaron la correlacion
entre aislamientos de S. aureus de las fosas nasales y aislamientos de S. aureus
de sangre con la ayuda de la electroforesis por campo pulsado, y encontraron que

una proporcion substancial de casos de bacteriemia por S. aureus parece ser de
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origen enddgeno desde que ellos se produjeron de colonias en la mucosa nasal.
También cabe mencionar que el transporte de S. aureus fue un factor de riesgo
para el desarrollo de bacteriemia nosocomial durante un brote de MRSA en una
unidad de cuidado intensivo, con una proporcion de bacteriemia del 38% para
portadores de cepas MRSA, 9.5% para portadores de cepas susceptibles, y 1.7%
para no portadores. Otro estudio también reportd que el 45% de los pacientes que
se estudiaron, fueron portadores nasales antes de que los catéteres fueran
insertados.®® La relacién entre nuestros aislamientos de origen nosocomial y el
transporte de S. aureus, no nos fue permisible determinarlo, ya que comiunmente
S. aureus no se aisla a partir de exudados nasofaringeos en pacientes dentro del

hospital y por lo tanto no se cuentan con estos aislamientos.

Varios estudios han mostrado que la eliminacion del transporte nasal de S. aureus,
reduce la incidencia de infecciones por este microorganismo y en muchos casos el
organismo también desaparece de otras areas del cuerpo.*®®® Estos resultados
sugieren que la adquisicion y transmision de S. aureus resistente a antibioticos
principalmente en el hospital, es de preocupacion entre portadores intermitentes y
persistentes tratados con antibiéticos.* Londofio et al.,** recomienda por medio de
cultivos de los portadores entre los trabajadores de la salud, siempre y cuando, las
investigaciones epidemiologicas lo sugieran, vigilar e identificar de entre los tres
portadores de MRSA, quién lo es de forma permanente, para asi implementar
medidas de control (eliminacion de portacidbn con mupirocina y tratamiento
antihistaminico a portadores con rinitis alérgica, junto con el uso de bata y
mascarilla, ademas de una higiene rigurosa de manos y superficies, control de
contactos, descubrimiento de portadores, control de la difusion aérea y por
fomites, y busqueda de la fuente de infeccion) con el fin de evitar la diseminacion
de MRSA en la unidad de terapia intensiva y, asi, en la clinica. El control de
infecciones en los hospitales debe jugar un papel importante. Las estrategias en la
comunidad pueden también enfatizar la deteccion oportuna, el tratamiento
adecuado de las infecciones y la optimizacion de las medidas basicas de higiene.

La aparicion de cepas CA-MRSA aumenta esta necesidad.”
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Complementario a esto, un estudio realizado en una casa de enfermeras en
Alemania para determinar la prevalencia y factores de riesgo para el transporte de
PVL-MRSA en residentes y personal, explican que a pesar de la relativamente alta
proporcion de colonizacion entre los residentes y que ninguno de ellos desarrollo
infecciones relacionadas a PVL-MRSA durante el periodo de estudio, e incluso en
la ausencia de manifestaciones clinicas, no obstante, el transporte nasal de PVL-
MRSA puede ser asumido a ser un mayor factor de riesgo para la subsiguiente
infeccidn invasiva y transmisién de cepas MRSA. En este estudio, ellos sugieren
gue el estado de portador de PVL-MRSA entre los residentes fue asociado con
factores de riesgo (desorden cerebral circulatorio, bajo indice de masa corporal,
estado de movilidad postrado en cama, locaciébn de comodidad) reflejando su
dependencia con el cuidado de las enfermeras ya que la transmision cruzada
entre residentes puede ocurrir via manos contaminadas o la ropa del personal de

enfermeria.*’

La importancia de PVL como un factor potencial de virulencia y el hecho de que
ahora son reconocidos cada vez mas en hospitales, ademas de que se encuentran
en una alta proporcion en cepas CA-MRSA, permiti6 a nosotros investigar la
presencia de PVL en aislamientos MSSA y MRSA de portadores asintomaticos y

de infecciones nosocomiales.

En un estudio realizado por Lina et al.,*® detectaron los genes PVL en 93% de las
cepas asociadas con furunculosis y en 85% de esos asociados con neumonia
hemorragica necrética severa (todos adquiridos en la comunidad). Ellos también
fueron detectados en 55% de cepas de celulitis, 50% de cepas de abscesos
cutaneos, 23% de cepas de osteomielitis, y 13% de cepas de infecciones de
finger-pulp. Los genes PVL no fueron detectados en cepas responsables para
otras infecciones, tales como endocarditis infectiva, mediastinitis, neumonia
adquirida en el hospital, infeccidon en el tracto urinario, y enterocolitis, 0 en esos
asociados con sindrome de choque téxico. Asi, al parecer PVL esta principalmente

asociado con lesiones necréticas envolviendo la piel o mucosa. Diep et al.,’® en
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otro estudio, también asocio a la mayoria de las cepas MRSA PVL positivos, con

infecciones en piel y tejido blando.

Entre nuestros aislamientos de infecciones nosocomiales, PVL no se detecto en
ningun aislamiento MSSA; sin embargo, si fue detectado en dos aislamientos
MRSA. Era de esperarse la baja presencia de PVL entre estos aislamientos ya
gue son muy pocas las cepas HA-MRSA que la producen. Sin embargo, para
nuestra sorpresa, lo que no se esperaba es que estos aislamientos presentaran
caracteristicas semejantes a los CA-MRSA, y mas aun, que uno de ellos fuera
proveniente de una bacteriemia secundaria consecuente del otro aislamiento.
Existen muy pocos reportes de la presencia de PVL en bacteriemias de origen

.,%3 en su estudio, no encontré una asociacién con

nosocomial e incluso Lina et a
cualquier cepa de S. aureus PVL positivo con casos secundarios a diseminacion
hematogena de otros focos tales como un dispositivo intravenoso intravascular. En
otro estudio, Couppié et al.,” detecté PVL en s6lo un aislamiento de 86 cepas de

S. aureus aisladas de sangre, aunque no dio mas detalle de este aislamiento.

En contraste con los aislamientos nosocomiales, se esperaba que PVL tuviera
mas presencia entre los portadores, ya que PVL se ha encontrado en una alta
proporcion en cepas asociadas a la comunidad; no obstante, PVL se encontro en
un aislamiento MSSA y en un aislamiento MRSA, el cual este ultimo como ya se
dijo anteriormente, parece tener las caracteristicas de las cepas CA-MRSA, ya que
todos los demas aislamientos MRSA presentaron caracteristicas fenotipicas y

genotipicas similares a las del nosocomio.

Dada la alta morbilidad y mortalidad asociadas con cepas estafilococicas que
llevan los genes PVL,% en este aspecto es un punto mas a favor para tomar
medidas de control dentro de los hospitales con respecto a la deteccion de
portadores dentro del hospital, una vez que los residentes colonizados sean

detectados.

Por dltimo, a diferencia de las cepas MRSA resistentes a eritromicina y

clindamicina (fenotipo cMLS), los aislamientos MSSA nosocomiales y de
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portadores asintomaticos, en su mayoria fueron sensibles a ambos antibiéticos;
sin embargo, en algunos casos también se presento el fenotipo de resistencia
IMLS ademas del cMLS, por lo que se sugiere también que en estos aislamientos

se determine la prueba de doble disco.

Para cepas eritromicina resistentes, las pruebas de induccién pueden ayudar a los
laboratorios a determinar si los resultados para clindamicina deben ser reportados
como susceptibles (cuando la induccion de la prueba es negativa) o como
resistente (cuando la prueba de induccién es positiva).>* Ademas de que una
prueba positiva D sefiala que el fracaso del tratamiento puede resultar si la

clindamicina (importante en el manejo de infecciones estafilocécicas) es usada.’

Kaplan,?® propone que para evitar demora en seleccionar el agente méas apropiado
para el manejo de las infecciones estafilocécicas, los aislamientos deberian ser
probados rutinariamente para el fenotipo inducible MLSg usando los métodos
aprobados por la CLSI, aunque esto requiera un paso adicional y mas costo para
esos laboratorios que usan métodos de susceptibilidad antimicrobiana
automatizados. Esto es porque las fallas en el tratamiento con clindamicina han
sido reportadas para infecciones causadas por aislamientos MRSA con el fenotipo
inducible MLSg (D-test positivo), y aunque muy pocos aislamientos MSSA lo

presentan, reiteramos el uso de esta prueba también en ellos.
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. CONCLUSIONES

El fenotipo de resistencia que mas se observo en S. aureus dentro del hospital,
fue la resistencia a meticilina, es asi que cerca del 50% de los aislamientos de
S. aureus de origen nosocomial aislados durante un afio dentro del HIMFG
fueron oxacilina resistentes.

Los aislamientos MRSA de portadores asintométicos y de infecciones
nosocomiales, a excepcion de uno, presentaron el gen mecA, sugiriendo que
tienen el mismo mecanismo clasico e idéntico para la resistencia a meticilina.
Se observo una similitud en la presentaciéon de enfermedades por MSSA y
MRSA dentro del HIMFG, destacando que cerca del 50% del total de los
aislamientos de S. aureus, son bacteriemias que estan relacionadas a lineas y
terapias intravasculares.

El fenotipo de resistencia a eritromicina y clindamicina en los aislamientos
MRSA que mas predominé en el HIMFG durante el 2006 fue el cMLS, asi
como también en los aislamientos MRSA de portadores asintomaticos.

Se debe de tener en cuenta que una prueba positiva D sefiala que el fracaso
del tratamiento puede resultar si la clindamicina es usada, por lo que se
recomienda utilizar la prueba de doble disco, principalmente en aislamientos
MSSA.

El tipo de SCCmec que prevalecio entre los aislamientos MRSA del HIMFG y
los aislamientos MRSA de portadores asintomaticos fue el SCCmec tipo II.

Se encontré por PFGE el predominio de una cepa MRSA dentro del HIMFG,
pues siete aislamientos MRSA mostraron un perfil electroforético indistinguible
y un coeficiente de Dice del 100% de similitud, aparte del fenotipo cMLS vy el
SCCmec tipo Il

La cepa predominante designada como tipo A, fue similar a la clona USA 100,
sugiriendo que la migracion ha sido un factor importante para que estas clonas
se encuentren circulando también aqui en México.

Se observd también por PFGE el predominio de una cepa MRSA entre los

portadores asintomaticos, las cuales presentaron interesantemente las mismas
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caracteristicas fenotipicas y genotipicas a la cepa MRSA nosocomial
predominante.

La prevalencia de una misma cepa MRSA en infecciones nosocomiales y en
portadores asintomaticos, obliga a conocer el estado de portacion de los
pacientes y especialmente en los trabajadores de la salud, ya que estos han
sido identificados frecuentemente como la fuente de brotes.

El conocer el estado de portacion de un paciente o un trabajador de la salud,
puede ayudar también en la toma de medidas de control para evitar la
diseminacion y permanencia de los microorganismos dentro del hospital.

Se observo una asociacion en este estudio entre el fenotipo de resistencia a
eritromicina-clindamicina y el SCCmec, en donde el fenotipo cMLS
correspondié al SCCmec tipo Il y el fenotipo M al SCCmec tipo IV, sugiriendo
qgue la prueba de doble disco nos puede orientar al tipo de SCCmec, aunque
no en absoluto.

Aunque el fenotipo que méas predomina entre los aislamientos MRSA dentro del
hospital es el cMLS, se recomienda de todas maneras la realizacion de la
prueba de doble disco en aislamientos MRSA, ya que como se dijo
anteriormente, el fenotipo M o el fenotipo sensible a ambos antibidticos
eritromicina y clindamicina, orienta al SCCmec tipo IV el cual predomina entre
las cepas de tipo comunitario.

Se recomienda la deteccién de los genes PVL en cepas MRSA con fenotipo M
y SCCmec tipo IV, ya que en conjunto éstos son caracteristicos de las cepas
CA-MRSA USA 300 y USA 400 que actualmente estdn en aumento dentro de
la comunidad y que se han reportado también dentro del ambiente hospitalario.
Los genes PVL se encontraron en muy pocos aislamientos de origen
nosocomial, tal y como se reporta en la literatura; sin embargo, estos genes no
prevalecieron entre los aislamientos de portadores asintométicos como se
esperaba en un principio.

Por udltimo, se detecto el operén agr como era de esperarse en todas las cepas

MSSA y MRSA analizadas en este estudio; sin embargo, se sugiere realizar
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mas estudios in vivo e in vitro de este gen, para un mejor entendimiento en su

participacion en la patogénesis de este microorganismo.
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8. APENDICES

APENDICE 1. FUNDAMENTOS Y PROCEDIMIENTOS DE LAS PRUEBAS
BASICAS PARA LA IDENTIFICACION DE S. aureus.™*3!

TINCION DE GRAM (Hans Cristian Gram [1884]).

Este proceso se denomind asi en honor a su inventor, y es utilizado para la
clasificacion de las bacterias con base en su forma, tamafio, morfologia celular,

agrupacion y caracteristicas tintoriales.

En un laboratorio de microbiologia clinica ésta es una prueba que permite al

microbiélogo hacer un prondéstico del agente causal del padecimiento.

La tincion de Gram es una tincion diferencial que nos permite visualizar diferentes
tipos bacterianos (Gram +, Gram -) en funcion de la distinta composicion de su

pared bacteriana; asi como también, el visualizar su morfologia y disposicion.

Fundamento. Las bacterias Gram (+) adquieren una coloracion azul/violeta debido
al gran porcentaje (60-80) de peptidoglicano que poseen en su pared celular, por
lo que retienen el cristal violeta, (que en el interior de la célula ha formado un
complejo con el lugol), aun después de la coloracion moderada de alcohol-
acetona. Ciertas bacterias, pierden la tincion primaria con cristal violeta, al ser
decoloradas; esto es debido a que contienen alto contenido de lipidos en su pared
celular, ademéas de un bajo porcentaje de peptidoglicano (20-40); por lo tanto
adquieren el color de la safranina. Cuando se observan al microscopio se ven de

color rojo y se denominan Gram (-).
Procedimiento

¢ Fijar el frotis al calor.
e Aplicar sobre el portaobjetos el primer colorante que correspondera a cristal
violeta durante 1 minuto.

e Lavar con agua para eliminar el exceso del colorante.
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¢ Afadir un mordiente, el lugol, que actuara fijando el colorante anterior a las
bacterias, aplicandose durante 1 minuto.

e Se vuelve a eliminar el exceso mediante un lavado con agua.

e Decolorar con alcohol-acetona hasta arrastrar todos los restos.

e Lavar con agua.

e Cubrir el portaobjetos con el segundo colorante o colorante de contraste
(safranina) durante un minuto.

e Dejar secar al aire y observar al microscopio con objetivo de inmersion.

Interpretacion. Se observan por campo bacterias de color azul violaceo que
corresponden a bacterias Gram + y/o bacterias de color rojo rosado que

corresponden a Gram -.

CATALASA

Fundamento. Se basa en comprobar las presencia de la enzima catalasa que se
encuentra en la mayoria de las bacterias aerdbicas y anaerobias facultativas que
contienen citocromo. Esta enzima participa en la descomposicion del peréxido de

hidrogeno en oxigeno y agua segun la siguiente reaccion:

2 H,O— 2 H,0 + 0, (burbujas de gas)

El perdéxido de hidrégeno se forma como uno de los productos finales de oxidacion
del metabolismo aerobio de los hidratos del carbono. Si se permite que se

acumule, resulta letal para las bacterias.

Excepto los estreptococos, la mayor parte de las bacterias aerobias y anaerobias

facultativas poseen actividad catalasa.

Procedimiento

e Con una asa de inoculacién o con un palillo de madera, transferir parte del

centro de una colonia pura a la superficie de un portaobjetos.
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e Agregar una gota de peroxido de hidrégeno con un gotero y observar la

formacion de burbujas (liberacion de gas).

Interpretacién. La aparicion rapida y sostenida de burbujas o efervescencia

constituye una reaccién positiva.

Nota: Debido a que algunas bacterias poseen enzimas distintas de la catalasa que
pueden descomponer el peroxido de hidrégeno, la observacion de unas pocas
burbujas pequefias después de 20 a 30 segundo no se considera un resultado
positivo. Ademas, es importante tener precaucion de no realizar la prueba a partir
de agar sangre, debido a que se podrian obtener falsos positivo puesto que los

eritrocitos poseen catalasa.
Controles

e Control positivo: Staphylococcus aureus.

e Control negativo: especies de Streptococcus.
OXIDASA

El objetivo de esta prueba es identificar la presencia de la enzima oxidasa o
citocromo oxidasa producida por ciertas bacterias. Dicha reaccion se debe a la
presencia de un sistema citocromo-oxidasa que activa la oxidacion del citocromo
reducido por el oxigeno molecular, el que actia a su vez como aceptor de
electrones en la etapa terminal del sistema de transferencia de electrones
produciendo a partir del hidrogeno agua o peréxido de hidrégeno, segun la

especie bacteriana y su sistema enzimatico.

El sistema de citocromo soOlo se encuentra por lo general en microorganismos
aerobios, lo que los hace capaces de utilizar el oxigeno como un aceptor de
hidrogeno final para reducir el oxigeno molecular en perdoxido de hidrégeno, el

ultimo enlace de la cadena respiratoria aerobica.
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Algunos autores aseguran que la reaccién oxidasa positiva esta limitada a
organismos capaces de desarrollarse en presencia de oxigeno atmosférico y
producir al mismo tiempo la enzima catalasa que degrada el peroxido de

hidrégeno, ya que su acumulacién es toxica.

Fundamento. En la prueba de citocromooxidasa se utilizan ciertos colorantes
reactivos, como clorhidrato de p-fenilendiamina, que sustituyen al oxigeno como
aceptores de electrones. En estado reducido el colorante es incoloro; sin embargo,
en presencia de citocromooxidasa y oxigeno atmosférico, la p-fenilendiamina es

oxidada, y forma azul de indofenol.

Procedimiento

e Con un aplicador de madera, tomar una colonia y colocarla sobre un pedazo de
papel filtro impregnado con reactivo de Kovac’'s (diclorhidrato de tetrametil-p-
fenilendiamina al 1%). Actualmente es mas comun el uso de tiras o discos
comerciales impregnados con el reactivo. No deben usarse asas o alambres
de inoculacion de acero inoxidable para esta prueba porque productos de
oxidacion superficial formados al esterilizar el asa o alambre con la llama de

un mechero Bunsen pueden dar como resultado reacciones falso-positivas.

Interpretacion

e Prueba positiva. Las colonias bacterianas que tienen actividad de
citocromooxidasa desarrollan un color azul oscuro en el sitio de inoculacion en
un lapso no mayor de 10 segundos.

e Prueba negativa. No hay cambio de color sobre la tira o disco, o bien éste

ocurre después de 10 segundos.

Controles

e Control positivo: Pseudomonas aeruginosa.

e Control negativo: Escherichia coli.
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CRECIMIENTO EN CALDO BHI AL 15% DE NacCl

Con el desarrollo de microorganismo en caldo BHI suplementado 15% de cloruro
de sodio (NaCl), se puede diferenciar a los estafilococos de los micrococos, ya

gue éstos ultimos no crecen en concentracion de NaCl del 15%.
Procedimiento

e En un tubo de vidrio (13x100) con 3 mL de caldo BHI con 15% de NacCl,
colocar en la pared del tubo una colonia aislada, de tal forma que quede
cubierta con el caldo.

e Incubar a 37 °C durante 24 horas.

e Leer a las 24 horas el tubo (la turbidez en el medio indica crecimiento de la

cepa).
Interpretacion

e Crecimiento en caldo BHI al 15% de NaCl: Staphylococcus spp.

¢ No crecimiento en caldo BHI al 15% de NaCl: Micrococcus spp.
PRUEBA DE LA COAGULASA

Los estafilococos se pueden dividir en dos grupos en base a su capacidad de
coagular el plasma: estafilococos coagulasa positivos (S. aureus) Yy estafilococos

coagulasa negativo (S. epidermidis y S. saprophyticus).

Fundamento. La prueba de la coagulasa, se basa en la capacidad de un
microorganismo de coagular el plasma al convertir el fibrinbgeno en fibrina, por
accion de la enzima coagulasa (proteina de composicién quimica, que tiene

actividad similar a la protombina).
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Coagulasa
bacteriana

Plasma Coagulo de fibrina

La coagulasa se presenta en dos formas, ligada y libre; y cada una posee
diferentes propiedades que requieren el uso de distintos procedimientos de
ensayo; sin embargo, se abordara solamente la prueba en tubo para coagulasa

libre.

Coagulasa libre (prueba en tubo): la coagulasa libre es una sustancia similar a la
trombina presente en filtrados de cultivos. Cuando en un tubo de ensayo se
prepara una suspension en plasma de microorganismos productores de
coagulasa, se forma un coagulo visible como resultado de la reaccion de la
coagulasa con una sustancia del plasma (factor de reaccion con la coagulasa),
para formar un complejo que a su vez reacciona con el fibrinégeno para producir el

coagulo de fibrina.
Procedimiento

e En un tubo de vidrio colocar asépticamente 0.5 mL de plasma diluido 1:3 en
caldo BHI.

e Con una asa bacteriolégica tomar una a dos colonias bien aisladas y
disolverlas en el plasma.

e Incubar a 37 °C durante 4 horas observando el tubo a intervalos frecuentes
(primero en 1 hora y posteriormente cada hora hasta completar las 4 horas)
para ver si se forma un coagulo inclinando ligeramente el tubo. Si en ese
momento no se observan codgulos, reincubar el tubo a 37 °C y leer

nuevamente hasta las 18 o 24 horas después.
Interpretacion

e Se considera positiva si se detecta cualquier grado de formacion de coagulos.

El tubo se inclina con suavidad y no se agita, debido a que la agitacién puede
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deshacer los coagulos parcialmente formados. Algunas cepas de S. aureus
producen fibrinolisinas que disuelven el codgulo recién formado; por esto
pueden pasar pruebas positivas desapercibidas si no se observa el tubo a
intervalos frecuentes.

Los tubos que son negativos después de 4 horas se incuban a 37 °C durante la

noche y se leen después de 18 horas.

Controles

La coagulabilidad del plasma se controla agregando una gota de cloruro de
calcio al 5% a 0.5 mL del plasma reconstituido. Debe formarse un coagulo en

el término de 10 a 15 segundos.

Una cepa conocida de Staphylococcus aureus y una de S. epidermidis pueden

servir de control positivo y negativo, respectivamente.
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APENDICE Il. PROCEDIMIENTO DE LAS TECNICAS DE BIOLOGIA
MOLECULAR.

METODO DE EXTRACCION DE DNA WIZARD® GENOMIC, PROMEGA

Procedimiento

Después de la digestion enzimética con lisostafina, lisozima y proteinasa K, se

continba con la extraccion utilizando el kitt de extraccion de DNA Wizard® para

cocos gram positivos con algunas modificaciones en los tiempos de centrifugacion:

>

Lisis celular.

Adicionar 600 pL de la solucién de lisis de nucleo (Mezclar con la micropipeta)
a 200 uL de la solucién de lisis en un nuevo tubo.

Incubar 5 minutos a 80 °C y dejar a temperatura ambiente.

Adicionar 3 pL de solucion RNAasa e incubar a 37 °C por 30 minutos. Después

dejar a temperatura ambiente.

Precipitacién de proteinas.

Adicionar 200 pL de la solucion de precipitacion de proteinas. Agitar en vortex.
Incubar sobre un bafio de hielo por 5 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm por 3 minutos.

Precipitacion de DNA vy rehidratacion.

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contenga 600 pL de
isopropanol que esté a temperatura ambiente (Mezclar). *Refrigerar toda la
noche a -20 °C.

Después de la refrigeracion, centrifugar por 3 minutos a 13,000-16,000 rpm y

decantar el sobrenadante.
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Realizar tres lavados con 300 pyL de etanol al 70% que este a temperatura
ambiente, centrifugando por 3 minutos a 13,000-16,000 rpm en cada uno de
los lavados.

Aspirar el etanol con una micropipeta y secar al aire por 10-15 minutos.
Rehidratar el DNA en100 pL en solucion de rehidratacion (TE) por 1 hora.

Esta solucion se puede conservar a 4 °C para uso inmediato y a -70 °C para

periodos prolongados.

ELECTROFORESIS DE DNA EN GEL DE AGAROSAZ:64

Procedimiento

1) Preparacion del gel de agarosa

El gel de agarosa se preparo al 1.2% p/v en TBE 0.5X. Asi, 1.2 g de agarosa
se disuelve en 100 mL de TBE 0.5X con la ayuda de un horno de microondas o
en bafio Maria, hasta que se observe una solucién de consistencia homogénea
y transparente.

Posteriormente la agarosa se deja enfriar hasta que alcance una temperatura
entre 50 °C y 60 °C.

Enseguida, la agarosa se aflade en un volumen dependiente de la base o
contenedor del gel asegurando tener los peines debidamente insertados (fig.
19).

los pocillos

Figura 19. Preparacion del gel de agarosa para DNA.
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e Luego, la agarosa se deja enfriar hasta que solidifique, y después de que
solidifigue completamente, el peine se retira y la base o contenedor del gel con
la agarosa, se coloca dentro de la camara de electroforesis y se afade el
amortiguador de electroforesis TBE O.5X hasta la marca correspondiente de la

camara de electroforesis (fig. 20).

Camara de ekeciroforesis

Buffer da
i
- electroforesis Marca
imquﬂ L |—— Gel de agarosa Tangue 2
i ;
I Base o conlenaedor del gel -_—

Electrodos

Figura 20. Corte sagital de un sistema de electroforesis de
DNA en geles de agarosa.

2) Desarrollo de la electroforesis

e Mediante el uso de una micropipeta, se mezcla 5 yL de soluciéon conteniendo
DNA con 2 L del amortiguador de carga o amortiguador de la muestra (azul
de bromofenol), y se procede a cargar cuidadosamente la muestra en los
pocillos, evitando la contaminacion del pocillo contiguo. Considerar el uso de
un marcador estandar de DNA para la medicion del peso molecular de la
muestra. Dicho marcador también debe ser mezclado con el amortiguador de
carga excepto cuando ya se encuentra previamente mezclado con el
amortiguador.

e Una vez finalizada la colocacion del DNA en los pozos, cubrir la cAmara con la
tapa y conectar los cables correspondientes de los electrodos en la fuente de
poder.

e Encender la fuente de poder y proceder a seleccionar el voltaje adecuado.
Aplicar un voltaje de acuerdo al peso molecular de las moléculas de DNA que

se va a separar. Para el caso de productos de PCR (entre 100 pb a 1,5 kb), se

127




recomienda usar voltajes comprendidos entre 75 a 100 voltios. Para muestras
de DNA genomico y plasmidico (> 2 kb) se recomienda aplicar valores entre 25
y 75 voltios. En este estudio se utilizaron las siguientes condiciones: 90V,
45mA/50 minutos.

e Luego de seleccionar las condiciones de voltaje iniciar la electroforesis.
Durante el corrimiento el amortiguador de carga permite tener una idea de la
ubicacién aproximada de la muestra de DNA en el gel.

e Finalizada la electroforesis se procede al desmontaje del equipo empezando
con desconectar los electrodos de la fuente de poder ya apagada y removiendo
el sistema que contiene el gel de agarosa.

e El amortiguador de electroforesis puede ser devuelto a su frasco original para
Su posterior uso en un siguiente procedimiento. Limpiar la camara de
electroforesis con chorro suave de agua destilada. Secar a temperatura

ambiente.

3) Visualizacién de bandas de DNA por coloracién con bromuro de etidio.

e Con el uso de guantes, se sumerge el gel de agarosa en un envase
conteniendo bromuro de etidio a una concentracion de 1 pg/mL diluido en agua
desionizada y se deja incubando por 15 minutos en reposo.

e Transcurrido el tiempo, se devuelve la solucion de bromuro de etidio en su
frasco original.

e El gel se traslada hacia un cuarto oscuro donde se encuentre un
transiluminador de luz UV y se deposita cuidadosamente sobre la pantalla del
transiluminador.

e Se cierra la cubierta del transiluminador y se visualizan las bandas de DNA

contra la luz UV, y posteriormente se toma una foto.
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APENDICE Ill. PREPARACION DE SOLUCIONES PARA PFGE.

SOLUCION DE LAVADO PIV

Reactivo Concentracién Volumen para 30 mL Concentracién final
inicial
Tris-HCI 2M 150uL 10mM
NacCl 5M 6mL M
H,O destilada estéril - 24mL -

SOLUCION DE LISIS EC

Reactivo Concentracién Volumen para 20 mL Concentracion final
inicial

Tris-HCI 2M pH 7.6 60uL 6mM
NacCl 5M 4mL M
EDTA 0.5MpH 7.6 4mL 0.1M
Brij 58 10% 1mL 0.5%

Desoxicolato 10 % 400uL 0.2%

Sarcosil 20 % 500uL 0.5%

RNAasa 10 mg/mL 40uL 20 pg/mL

Lisozima 10 mg/mL 200uL 0.1 mg/mL
H,O - 9.8mL -

SOLUCION DE DESPROTEINIZACION ESP

Reactivo Concentracion Volumen para 20 mL Concentracion final
inicial
EDTA 0.5M pH 9.0 19mL Aprox. 0.5M
Sarcosil 20 % 1mL 1%
Proteinasa K 10 mg/mL 100uL 50 pg/mL
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MEZCLA DE RESTRICCION

Reactivo Concentracion Volumen para 200uL Concentracion final
inicial
Amortiguador de 10X 20ul 1X
restriccion
Smal 10 U/uL 3.0ul 30U
H,0 - 177.0pL -
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