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RESUMEN

La contaminacion de los catéteres en los pacientes de hemodialisis por cepas de
Staphylococcus aureus representa un factor de riesgo de adquirir bacteremias. En la
formacién de la pelicula bacteriana en el interior de los tlneles de los catéteres se requiere
de un polisacarido adhesivo intercelular (P1A), sintetizado por enzimas codificadas por el
operon de adhesion intercelular (ica). El objetivo de este estudio fue detectar los genotipos
icaAB, femB, mecA, fnbA y fnbB  en un grupo de cepas de Staphylococcus aureus
previamente obtenidas de los catéteres de pacientes de hemodialisis (n = 42) y de las fosas
nasales de portadores asintomaticos (n = 66). En las cepas SARM (S. aureus resistente a
meticilina) (n = 8) obtenidas de los catéteres, el operon icaAB fue detectado en 7 cepas
(85.7%), mecA y femB en 8 (100 %) en cada caso, mientras que en las cepas SASM (S.
aureus sensible a meticilina) icaAB fue detectado en el 23.8% (n = 10) y femB en el
100% (n = 42). Para las cepas SARM obtenidas de las fosas nasales de los portadores
asintomaticos, icaAB fue detectado en el 80 % (n =8), mecAy femB en el 100% (n =
10), en cada caso, mientras que en las cepas SASM icaAB fue detectado enel 76.7% (n
= 43) y femB en el 100% (n = 56). En las cepas SARM (n = 8) obtenidas de los catéteres,
el gen fnbA fue detectado enel 100% (n =8) y fnbB en el 25% (n = 2), mientras que en
las cepas SASM (n = 34) fnbA fue detectado en el 11.7% (n = 4) y fnbB no se identifico.
Para las cepas SARM (n =10) recuperadas de las fosas nasales de los portadores
asintométicos, fnbA fue detectado enel 40 % (n =4)y fnbB en el 20% (n = 2), mientras
que en las cepas SASM (n =56) fnbA fue detectado enel 5.3% (n =3)y fnbB en el 3.5%
(n = 2). La elevada frecuencia de los genotipos identificados, principalmente en las cepas
de S. aureus provenientes de los catéteres,  demostré la necesidad de establecer
programas de prevenciéon que ayuden a disminuir los principales factores de riesgo de

contaminacion bacteriana en los catéteres de los pacientes.



INTRODUCCION

Enfermedades Renales

La Insuficiencia Renal Cronica (IRC) ocurre como consecuencia de la
perdida progresiva del filtrado glomerular y de mecanismos renales y
sistémicos, que en la actualidad la padecen 750 personas por cada millén de
habitantes (Bernardo, D. J. 2001). En condiciones normales el rifion filtra
diariamente 180 litros de plasma, de los cuales el 99% son reabsorbidos y
regresados a la circulacion, el resto son desechos que el organismo no necesita
y se eliminan en forma de orina (Bernardo, D. J. 2001). En la IRC el rifidon es
incapaz de manejar estos volumenes, debido a la pérdida de funcionalidad de
las nefronas, por lo que hay retencion de liquidos y solutos (sodio, potasio,
calcio, urea) con grandes repercusiones organicas, siendo necesario el
tratamiento sustitutivo, como dialisis o trasplante (Bernardo, D. J. 2001). Cada
afio comienzan tratamiento con dialisis entre 80-120 personas por millén de
habitantes convirtiéndose la Insuficiencia Renal Cronica en un problema
sanitario, social y econémico de primera magnitud (Bernardo, D. J.2001).

Son multiples las causas capaces de producir el deterioro renal, dentro
de las cuales, la diabetes mellitus ocupa el primer lugar a nivel mundial, la
hipertension arterial en segundo lugar, y luego se encuentran enfermedades

como la glomerulonefritis (proceso inflamatorio de la unidad funcional del



riidn), la pielonefritis (infeccion de la via wurinaria superior) y las
enfermedades quisticas del rifion (Schrier, W.R. 1989).

La prevalencia de la diabetes mellitus en el mundo occidental oscila
entre el 5 a 7%, estimandose que en el afio 2025 existiran un total de 300
millones de diabéticos (American Diabetes Asociation, 1989).
Existen 3 alternativas terapéuticas para el tratamiento de los pacientes con
IRC, que son; la dialisis peritoneal en sus diferentes modalidades, la
hemodialisis y la mejor opcion en pacientes aptos, el trasplante renal.
Actualmente una de las alternativas mas usadas en todo el mundo es la
hemodialisis (Withwort, J. 1990). El propésito de la hemodialisis es sustituir
la funcion filtradora y limpiadora del rifion, extrae del cuerpo la sal, exceso
de liquidos y desechos toxicos. Ayudando a mantener en el paciente un
control de la presion arterial y el equilibrio de electrolitos séricos como
sodio, potasio, calcio y cloruro (Withwort, J.1990). EIl procedimiento de la
dialisis se realiza mediante un acceso vascular, que puede ser un catéter
insertado en una vena o bien a través de una fistula arteriovenosa, ya sea con
tejidos naturales o con injertos, a traves de los cuales se extrae la sangre con
una bomba y se hace circular con un filtro o dializador para que sea depurada

de sustancias toxicas. Al término, la sangre ya depurada, libre de toxinas se



regresa al organismo, este procedimiento se hace dos o tres veces por semana
con una duracion de 4 horas (Withwort, J. 1990).

Los catéteres intravasculares son dispositivos plasticos que permiten
acceder al compartimiento intravascular a nivel central. Varian en su disefio y
estructura segun se utilicen (dias) en forma temporal o permanente (semanas
0 meses), asi como también con el material con el que son fabricados, en el
numero de Iumenes y en el motivo por el cual se instalan. El uso de estos
dispositivos ha sido de gran utilidad clinica, ya que permiten un acceso rapido
y seguro al torrente sanguineo para la administracion de medicamentos,
fluidos y nutricion parenteral. Ademas permiten en pacientes criticos una

monitorizacion venosa central o pulmonar (Allon, M. 2004).

Infecciones en los pacientes de hemodialisis

La insercion de catéteres vasculares en los pacientes con IRC representa
la principal alternativa de tratamiento por ejemplo en los Estados Unidos de
Norte Ameérica aproximadamente 75 000 de los 300 000 pacientes de
hemodialisis utilizan catéteres vasculares (Tokards, J.L. 2000; Reddan, D.
2002).

La presencia de catéteres en los pacientes de hemodidlisis constituye un

factor de riesgo de contraer bacteremia (Krishnasami, et al., 2002 ; Allon, M.



2004), pudiendo ocasionar complicaciones como shock séptico, endocarditis,
ostiomelitis, o abscesos epidurales que en determinado momento pueden
resultar fatales para los pacientes (Tanriover, B. et al.,2000; Braun, M. 2000).
En los EUA anualmente se reportan de 7,000 a 15,000 episodios de
bacteremias relacionadas con los catéteres (Allon, M. 2004). La fuente
principal de las bacteremias en los pacientes de hemodialisis se debe al
desarrollo de una pelicula bacteriana en al interior de los tuneles de los
catéteres (Donlan, R.M. 2001). Se ha reportado que en las bacteremias
relacionadas con los catéteres se han aislado bacterias como; Staphylococcus
aureus meticilina resistente (MRSA), Staphylococcus epidermidis meticilina
resistente (MRSE). Enterococcus spp, Escherichia coli, Enterobacter spp.,
Klebsiella spp., Pseudomonas spp, entre otras (Jefferys, A., et al., 2003;

Poole, C.V., et al., 2004).

Participacion del operén de adhesion intercelular (icaA) de

Staphylococcus en la formacién de la biopelicula en el interior de los

catéteres

En la formacion de la pelicula bacteriana por S. aureus y S. epidermidis
se necesita de un polisacarido adhesivo intercelular (PIA), sintetizado por
enzimas codificadas por el operon de adhesion intercelular (ica) (Von Eiff,

C.1999; Ziebuhr, W. et al., 1997).



En S. epidermidis, las enzimas responsables de la produccion de PIA son
codificadas por el operdn ica, que comprende los genes icaA, icaD, icaB,
icaC y el gen regulador icaR (Heilmann, C. et al., 1996; Gerke, C. et al.,
1998). El gen icaA codifica la enzima N-acetilglucosaminiltransferasa que
sintetiza el polimero de N-acetilglucosamina, y el gen icaD aumenta
notablemente la actividad de la enzima N-acetilglucosaminiltransferasa.

La interaccion funcional entre icaA e icaD podria ser necesaria para la
unién entre los residuos de N-acetilglucosamina en la posicion -1,6. Aln no
se conoce el papel especifico de icaB, aunque se sugiere que podria codificar
para un deacetilasa que remueve algunos grupos acetilos, originando residuos
de glucosamina cargados positivamente. La coexpresion de icaA, icaD, e icaC
causa la sintesis de cadenas mas largas de poli-N-acetilglucosamina, que la
coexpresion de de los genes icaA e icaD. (Gerke, C. et al., 1998).

Las peliculas bacterianas de los catéteres pueden ser erradicadas
farmacoldgicamente mediante la administracion de una solucidn de antibidtico
con anticoagulante, sin necesidad de reemplazar el catéter (Haimi-Cohen, Y.
et al., 2001; Boorgu, R. et al., 2000). Se ha descrito que del 40 al 60% de los
pacientes de hemodialisis son portadores de S. aureus en las fosas nasales, por
lo que la mayoria de las infecciones por esta bacteria son ocasionadas por la

misma flora de los convalecientes (Martin, L.J.V. et al., 2004).



Participacion de los genotipos fnbA y fnbB en la adhesion epitelial

La adhesion de S. aureus a las células epiteliales humanas es
considerada el primer paso en el proceso de colonizacion e infeccion
(Kluytmans, J. et al., 1997; Mongodin, E. et al., 2002).

En Stapylococcus aureus existe una familia de adhesinas  llamadas
MSCRAMMs ("componentes microbianos de superficie reconocidas como
moléculas adhesivas de matriz"), que son las responsables de la adhesion a
los componentes extracelulares de la matriz del hospedero, como fibrindgeno,
fibronectina y el colageno (Kluytmans, J. et al., 1997; Navarre, W. and
Schneewind, O. 1999). La union a la fibronectina es mediada por dos
proteinas estrechamente relacionadas, FNBPA y FnBPB, codificadas por los
genes fnbA y fnbB, respectivamente (Flock, J. 1987; Jonsson, K. et al., 1991).

Las proteinas FnBPA y FnBPB median la adherencia de S. aureus a
células epiteliales humanas incluyendo el epitelio de via aérea, células
endoteliales y fibroblastos, que puede causar posteriormente la internalizacién
de la bacteria (Dziewanowska, K. 1999).

Se ha descrito que los genotipos fnbA 'y fnbB de S.aureus se encuentran
asociados con enfermedades invasivas, incluyendo endocarditis, la artritis

primaria séptica y/o osteomielitis (Peacock, S. 2000).



La presencia de S. aureus en los carriles nasales de los humanos,
parece jugar un papel importante en la epidemiologia y patogénesis de
enfermedades (Toshkova, K. et al., 2001). Se ha descrito que la prevalencia
de S. aureus en los carriles nasales de poblaciones adultas se encuentra entre
el 30 % y el 50 %. Entre estos individuos el 20-35 % lleva a la bacteria como
portadores persistentes o estables, y el 30-70 % son designados como

portadores intermitentes (Kluytmans, J. et al., 1997).

Morfologia y caracteristicas generales de Staphylococcus aureus

El genero Staphylococcus pertenece a la familia Micrococaceae, son
cocos Gram positivos que miden de 0,5 a 1um, son inmoviles, no forman
esporas, pili ni flagelos, aerobios o anaerobios facultativos, catalasa positivos,
y capaces de crecer en un medio con cloruro sodico al 10%, apH 4.5-9y a
una temperatura que va desde 18° hasta 40°C. EI nombre Staphylococcus se
deriva del griego Staphyle, que significa “en racimo de uvas” debido al patrén
de crecimiento que estos presentan. ElI género comprende en la actualidad a
32 especies y 15 subespecies, muchas de las cuales se encuentran como flora
normal en los humanos (boca, orofaringe, nasofaringe y piel). En los medios

de cultivo forma colonias opacas, redondas, regulares, convexas y de color



amarillo dorado debido a la produccion de carotenoides, sin embargo se ha
demostrado que este pigmento no se produce en presencia de glucosa.

Bajo condiciones anaerdbicas fermenta manitol, xilosa, lactosa, sucrosa,
glicerol y maltosa con produccion de acido, coagulan el plasma, ademas de
que suelen producir hemolisis en el medio de gelosa sangre (Novick, R. 1993).
Staphylococcus aureus produce enzimas y toxinas que son consideradas como
potenciales factores de patogenicidad. Entre las enzimas que produce se
encuentran: catalasa, cuagulasa, hialuronidasa, p-lactamasa, lipasa y nucleasa.
Las toxinas producidas por los estafilococos patdgenos son: exotoxinas,
leucidina, toxina exfoliativa, toxina 1 del sindrome de shock toxico (TSST-1)
y enterotoxinas (tabla 1) (Novick, R.1993). Estos microorganismos estan
presentes en la piel y en las mucosas de los humanos, otros mamiferos y aves.
Pero si la flora normal se altera, por ejemplo tras la administracion de
antibioticos de amplio espectro, o si se introduce gérmenes patdgenos en un

medio normalmente estéril, pueden producirse infecciones.



Factores de virulencia

Efectos bioldgicos

Componentes de la estructura
Cépsula

Peptidoglicano

Acido teicoicos

Proteina A

Membrana citoplasmica

Inhibe la quimiotaxis y la fagocitosis; inhibe la proliferacion de las células
mononucleares; facilita la adherencia a cuerpos extrafios.

Proporciona estabilidad osmética; estimula la produccién de pirégenos
endégenos (actividad de tipo endotoxina); quimioatrayente leucocitario
(formacion de abscesos); inhibe la fagocitosis.

Regula la concentracién catiénica de la membrana celular; se une a la
fibronectina

Inhibe la organizacién al unirse a los receptores Fc de 1gG;, 19G,, e 1gG,:
guimioatrayente leucocitario; anticomplemento

Barrera osmética; regula el transporte hacia el interior y el exterior de la
célula; lugar de enzimas biosintéticas y respiratorias.

Toxinas

Citotoxinas (a,B,0,y y
leucocidina de P-V)

Toxinas exfoliativas (ETA,
ETB)

Enterotoxinas (A-E,G-I)

Sindrome del shock téxico
Toxina-1

Toéxicas para muchas células, incluyendo a los leucocitos, eritrocitos,
macréfagos, plaquetas y fibroblastos.

Proteasas séricas que rompen los puentes intercelulares en el estrato
granuloso de la epidermis.

Superantigeno (estimula la proliferacion de las células T y la liberacién de
citocinas); estimula la liberacién de mediadores inflamatorios en los
mastocitos, aumentando el peristaltismo intestinal y la pérdida de liquidos,
asi como la aparicion de nauseas y vomitos.

Superantigeno (estimula la proliferacion de las células T y la liberacién de
citocinas); produce la extravasacion o la destruccion celular de las células
endoteliales.

Enzimas
Coagulasa
Catalasa

Hialuronidasa

Fibrinolisina
Lipasas
Nucleasas
Penicilasa

Convierte el fibrinogeno en fibrina.
Cataliza la conversion del perdxido de hidrégeno .

Hidroliza los &cidos hialuronicos en el tejido conectivo, facilitando la
diseminacion de los estafilococos en los tejidos

Disuelve los codgulos de fibrina
Hidroliza los lipidos

Hidroliza el ADN

Hidroliza las penicilinas

Tabla 1. Factores de patogenicidad de Staphylococcus spp.




Patogenia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un patégeno capaz de provocar infecciones
como; faringoamigdalitis, de vias urinarias, otitis, impetigo, foliculitis,
celulitis, bacteremia, endocarditis, neumonia, osteomielitis, pielonefritis,
sindrome de la piel escaldada, sindrome del shock téxico (Conterno, L. 1988),
e inclusive infecciones por dispositivos médicos o cuerpos extrafios como;
catéteres intravenosos y de dialisis peritoneal, fistulas para hemodialisis,

articulaciones prosteéticas e implantes de mama (Acher, G. 2000).

Resistencia bacteriana a la meticilina

En la actualidad el tratamiento de las infecciones de Staphylococcus
aureus asociadas a los catéteres constituye un serio problema de salud, debido
principalmente a la seleccion de cepas resistentes a los antibioticos
(Paniagua-Contreras, G.L. 2006). ElI mecanismo mas importante de
resistencia bacteriana a los antibioticos p-lactamicos es debido a la
produccion de B-lactamasas (BL). Estas enzimas hidrolizan el enlace amida
del anillo B-lactamico, originando un compuesto sin actividad antibacteriana
(&cido peniciloico) (Sykes & Mathew, 1996). Las B-lactdmasas pueden ser
codificadas por plasmidos, o como en el caso de de algunas bacterias

Gramnegativas por el cromosoma bacteriano. En las bacterias Grampositivas



las B-lactamasas se excretan extracelularmente y destruyen el antibiotico antes
de que entren en contacto con la superficie de la célula (Sykes & Mathew,
1996)

Otro de los mecanismos de resistencia que presentan las bacterias a los
antibidticos pB-lactamicos es debido a mutaciones cromosomicas que alteran
la cantidad o afinidad de proteinas de membrana externa llamadas PBPs (por
Penicillin Binding Proteins). La introduccion en 1960 de la meticilina un
compuesto derivado de la penicilina y resistente a la B-lactamasa, fue seguida
rapidamente por la aparicion de cepas resistentes (Harfman & Tomasz, 1984;
Fasola, E.L. et al.,, 1995). EI mecanismo de resistencia a meticilina en
Staphylococcus aureus (SARM) se debe a la produccion de una PBP2a
(Penicilin Binding Protein) de 78kDa codificada por el gen cromosémico mec,
con baja afinidad por la meticilina y a la mayoria de los antibidticos -
lactamicos (De Lancaster, H. et al., 1994).

La meticilina fue introducida en 1959 como la primera generacion de
penicilinas semisintéticas para el tratamiento de infecciones causadas por S.
aureus resistente a penicilina. A solo dos afios de su introduccién fue descrita
la primera cepa de S. aureus meticilina resistente (SARM) y en 1963 la
primera cepa de  SARM nosocomial epidémica (Guerra, J. 1997; Siguas, A.

1997). Desde entonces, numerosas epidemias por SARM han ocurrido tanto



en paises desarrollados como subdesarrollados (Vasquez, H. 1997; Lewy,
1.1998).

La frecuencia de resistencia a las penicilinas (PRP) en este género se
ha incrementado significativamente en los EE.UU., Japon, Espafia, Bélgica,
etc. S6lo unos pocos agentes antimicrobianos estan disponibles para el
tratamiento de estas infecciones (vancomicina), por ser microorganismos
resistentes a antibidticos de otras familias como los aminoglucocidos, los
macrolidos y las quinolonas (Echeverria, J. 1997). Aunque el término
resistencia a meticilina incluye resistencia a derivados p-lactdmicos, las cepas
SARM presentan en general, resistencia mdaltiple a varios grupos de
antibioticos. Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(SARM) deben considerarse resistentes a todos los p-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapenems y combinaciones de B-lactamicos con inhibidores
de betalactamasa). En EE.UU. la proporcion de SARM comunicados al NNIS
(National Nosocomial Infections Surveillance) aumento del 2% en 1975 a
35% en 1996. En Japdn encontraron que el 60% de 7000 cepas de
Staphylococcus aureus aisladas en 1992-1993 eran SARM (Echevarria, J.
1997). Se estima que, actualmente, en EE.UU. el 25% de lo S. aureus
nosocomiales son SARM. En Europa la prevalencia varia mucho de un pais a

otro, siendo superior en los paises del sur y en Irlanda. En un estudio



multicentrico sobre cepas aisladas de hemocultivos en 1999, la prevalencia de
SARM oscilaba entre el 0% (Dinamarca, Islandia) y el 53% (Grecia). En
Espafa, desde 1986 a 1996, la prevalencia de SARM en cepas hospitalarias,
aumento desde el 1,5% al 17,9% y también era diferente entre unas regiones y

otras (Echevarria, J. 1997).



ANTECEDENTES

e En un estudio realizado en 1997 en el Instituto de Infectologia de
Bulgaria realizado por Ziebuhr y cols. detectaron que el 85% de 52
cepas de S. epidermidis aisladas de las fosas nasales y 11% de 36
cepas saprofitas adheridas al material plastico de los catéteres, eran
portadoras del cluster de adhesion intercelular ica

e Arciola y cols. del Instituto Ortopedico de Italia en el 2005,
reconocieron la importancia del polisacarido de adhesion bacteriano a
biomateriales, como catéteres, y el papel crucial que juegan en las
infecciones hospitalarias. Estos autores encontraron que el 57% de 400
cepas de S.aureus y S. epidermidis analizadas aisladas de protesis
ortopédicas asociadas a infecciones, fueron portadoras del factor ica,
que codifica para un polisacarido de adhesion intercelular.

e Mongodin y cols. en el 2002 demostraron que el primer paso en el
proceso de colonizacion e infeccion bacteriana es la adherencia a las
células epiteliales humanas. Detectaron que la adhesion microbiana a la
fibronectina es mediada por dos proteinas, FNBPA y FnBPB,
codificadas por los genes fnbA y fnbB, respectivamente. Estos autores

reportaron que el 97% de 32 cepas clinicas, aisladas de secreciones de



las vias respiratorias de pacientes con fibrosis quistica y neumonia,
poseian los genes fnbA y fnbB.

En un estudio realizado, en el Hospital Universitario de Nuestra Sefiora
de Candelaria, Tenerife Espafia en el 2000, por Martinez-Lépez y cols.
reportaron que la incidencia de resistencia de las cepas de
Staphylococcus spp. a la muporocina se habia incrementado de 7.7% en
1998 a 19% en el afio 2000.

Martinez-Lopez y cols. en el 2002, utilizando un método de PCR
Multiplex, se detectaron el gen icaAB en el 89% de 58 cepas de
Staphylococcus spp. seleccionadas al azar y el 42% de 7 cepas aisladas
de catéteres provenientes del Servicio Medico Oncoldgico (Hospital
Universitario de Nuestra Sefiora de Candelaria, Tenerife Espafia), en
cuanto a los genes de resistencia a meticilina mecA se detectaron en
96% (n=56) de las cepas de Staphylococcus spp. seleccionadas al azar y
en el 28% (n=2) provenientes de catéteres.

Nashev y cols. en el 2004 comprobaron la presencia de el gen fnbA en
el 100% de 44 cepas de S. aureus provenientes de portadores
asintomaticos nasales e infecciones de la piel y el gen fnbB en el

36.7%.



e En otro estudio utilizando el Método de PCR Multiplex para localizar
los genes icaAB y mecA realizado por el Grupo de Investigadores sobre
Antimicrobianos y Microorganismos del Hospital Charles Nicole en
Francia, compararon cepas de Staphylococcus spp. provenientes de
diferentes sitios (sepsis, dispositivos intravasculares y manos de
voluntarios sanos), por ejemplo ellos encontraron que el 77% de 39 de
cultivos de cepas provenientes de sepsis portaban el gen icaAB vy el
77% el gen mecA. El 68% de 44 cepas provenientes de dispositivos
intravasculares portaban el gen icaAB y el 84% el gen mecA. Con
respecto a las 16 cepas provenientes de las manos de voluntarios sanos

y se encontro el gen icaAB en un 37% y el gen mecA en el 25%.



OBJETIVO GENERAL

Detectar el cluster de adhesion intercelular icaAB en cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (SARM) y en cepas de
Staphylococcus aureus susceptibles a la meticilina (SASM) previamente
obtenidas de los catéteres de pacientes de hemodilisis y de las fosas

nasales de portadores asintomaticos.

Objetivos Particulares

e Identificar el gen mecA en las cepas SARM provenientes de los
catéteres de pacientes de hemodialisis y de las fosas nasales de los
portadores asintomaticos.

e Detectar los genotipos fnbA y fnbB que codifican el fenotipo de
adhesion a células epiteliales humanas en las cepas SARM y SASM

de los catéteres y de las fosas nasales.

Determinar la resistencia a los antibioticos en las cepas SARM y SASM
pacientes de hemodialisis y de las fosas nasales de los portadores

asintomaticos por le método de Kirby-Bauer



MATERIAL Y METODOS

Cepas bacterianas

Para el desarrollo de este estudio se utilizaron 42 cepas de
Staphylococcus aureus previamente aisladas de catéteres de pacientes que
acudieron al servicio de hemodialisis del Centro Medico La Raza y 66 cepas
de Staphylococcus aureus aisladas de los carriles nasales de pacientes

asintomaticos.

Determinacion de la resistencia a la meticilina por las cepas de S. aureus

analizadas

Para probar la resistencia a la meticilina se utilizaron discos
impregnados con 1 ug de oxacilina. Las cepas de S. aureus fueron sembradas
formando un tapiz en el medio de Mueller Hinton y posteriormente se coloco
el disco impregnado con el antibiotico y se incubd a 37°C por 24 horas. Al

término se procedio a realizar la lectura del halo de inhibicion observada.

Siembra de las muestras vy extraccion de DNA para la reaccion de PCR

Las cepas bacterianas fueron sembradas en el medio de agar S-110 por
el método de estria cruzada y se incubaron s a 37° C por 24 horas. Obtenido el

crecimiento bacteriano Optimo, por medio de un asa estéril se tomo una



muestra considerable y se deposité en un tubo de rosca de 16 x 150 que
contenia 2ml de agua desionizada estéril. Posteriormente los tubos con las
cepas se mezclaron en un vortex por 20 segundos y se hirvieron por 20
minutos (bafio maria). Los tubos se sacaron del bafio maria y se depositaron
en contenedores con hielo por 10 minutos. Posteriormente se deposito 1 ml de
la muestra en un tubo eppendorff estéril y se centrifugé a 12,000 rpm por 10
minutos. Al término se separ0 el sobrenadante con una pipeta de 1000 ul y se
deposité en otro tubo eppendorff nuevo y estéril, el DNA se encontrd en el
sobrenadante. Finalmente el tubo el DNA templado se etiquet6 y se guardd o

a -20°C para su posterior utilizacion.

Deteccion de icaAB, mecA vy femB en las cepas de S. aureus por PCR

multiplex
El método de PCR multiplex y los oligonucleétidos (Tabla 2) que

nosotros utilizamos para la deteccion de los genes de Staphylococcus aureus
han sido previamente descritos (Martin-Lopez, J.V. 2004). El volumen final
de la mezcla de reaccion para PCR fue de 25 ul, la cual contenia 3 pl de
DNA templado, 4 ul de agua libre de nucleasa estéril, 1 pl de cada uno de los
6 oligonucledtidos a una concentracion de 10 pmol (icaAB), 60 pmol (femB) y
5 pmol (mecA) (todos los primers fueron de Sigma-Genosys), 1.5 mmol de

MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaq™



Ready-To-Go™ PCR beads). La amplificacion del DNA fue realizado en un
Termociclador modelo CGI-96, bajo las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 10 ciclos
(desnaturalizacion a 94°C por 30segundos, alineacion a 66°C por 45 segundos
y extension a 72°C por 60 segundos). posteriormente 5 ciclos
(desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineaciébn  a 64°C por 45
segundos y extension a 72°C por 60 segundos) y 25 ciclos (desnaturalizacion
a 94°C, 45 segundos, alineacion a 50°C y 45 segundos y extension a 72°C por

60 segundos). Finalmente la extension se prolongd por 10 minutos a 72°C.

Primer Gen Secuencia de DNA Concentracion

icaA-S icaAB 5-AAACTTGGTGCGGTTACAGG-3' 40 pmol

icaA-E 5-TCT GGGCTTGACCATGTTG-3'

femB1 femB 5-TTACAGAGTTAACTGTTACC -3’ 60 pmol

femB2 5-ATACAAATCCAGCACGCTCT -3’

MecAl mecA 5'-GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA -3 5 mel
5-CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA -3’

MecA?2

Tabla 2. Primers utilizados para la amplificacién de los genes por PCR

multiplex.



Deteccion de fnbA v fnbB en las cepas de S. aureus por PCR multiplex

El método de PCR multiplex y los oligonucledtidos (Tabla 3) que
nosotros utilizamos para la detecciébn de los genes de las cepas de
Staphylococcus han sido previamente descritos (Nashev, D. et al., 2004). El
volumen final de la mezcla de reaccion para PCR fue de 25 ul, la cual
contenia 2 pl de DNA templado, 19 ul de agua libre de nucleasa estéril,

1 pl de cada uno de los 4 oligonucle6tidos a una concentracion de 25 pmol
(todos los primers fueron de Sigma-Genosys), 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de
AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetag™ Ready-To-Go™
PCR beads). La amplificacion del DNA fue realizado en un Termociclador
modelo CGI-96, bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a
94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, alineacion a 50°C por 30 segundos y extension a 72°C por 60

segundos). Finalmente la extension se prolongé por 10 minutos a 72°C.



Primer | Gene Secuencia de ADN Concentracion

fnbA fnbA 5"-GCGGAGATCAAAGACAA-3’ 25 pmol
5’-CCATCTATAGCTGTGTGG-3’
fnbB fnbB 5'-GGAGAAGGAATTAAGGCG-3’ 25 pmol

5’-GCCGTCGCCTTGAGCGT-3’

Tabla 3. Primers utilizados para la amplificacion de los genes fnbA y fnbB

por PCR multiplex.

Electroforesis

Después de la amplificacion, 10 ul de cada muestra fue analizada por
electroforesis en geles de agarosa al 2% bajo las siguientes condiciones: 120
volts, 94 miniampers por 120 minutos. Los geles fueron tefiidos con bromuro
de etidio (BrEt) y fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de
fotodocumentacion modelo GEL LOGIC 100 (KODAK). La PCR fue
considerada como positiva cuando una banda o bandas de tamafo igual al de
nuestras cepas controles de referencia fueron observadas y no extra bandas.

La cepa de referencia utilizada fue S. aureus ATCC 29213 .



Susceptibilidad a los antibidticos de las cepas de S. aureus analizadas

Se determind la susceptibilidad a 12  antibidticos (cefalotina,
carbenicilina, ampicilina, trimetoprim con sulfametoxazol, cefotaxima,
cloranfenicol, pefloxacina, gentamicina, netilmicina, nitrofurantoina,

amikacina y ceftriaxona) por el método de Kirby-Bauer.



RESULTADOS

Pacientes de hemodialisis

Se analizaron 42 cepas de Staphylococcus aureus aisladas previamente
de los catéteres tipo Mahurkar de pacientes con insuficiencia renal cronica
(IRC) que habian acudido al servicio de hemodidlisis de un hospital de tercer
nivel de atencion. Todos los pacientes presentaron infeccion en el sitio de
insercion de los catéteres que se caracterizO por enrojecimiento, dolor y
supuracion de un olor desagradable. La edad de los pacientes se encontrd
comprendida entre los 40-60 afios. ElI 52.2% de ellos correspondi6 al sexo

masculino (N = 22) y el 47.8% al femenino (N = 20) (figura 1).

Portadores asintomaticos

Se estudiaron sesenta y seis cepas de Staphylococcus aureus aisladas de las
fosas nasales de portadores asintomaticos. La edad de los individuos se
encontrd entre los 18 a 24 afios. El 42.4% (N = 28) correspondié al sexo

masculino y el 57.6% (N = 38) al sexo femenino (figura 2).
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(N =20)
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(N=22)

Figura 1. Distribucion de los pacientes de hemodialisis por sexo.

Hombres
42.4%
(N =28)
Mujeres
57.6%
(N =38)

Figura 2. Distribucidon de los individuos asintomaticos por sexo.



Determinacion de la resistencia a la meticilina por las cepas de S. aureus

analizadas

La resistencia a la meticilina por medio de discos impregnados con 1 ug
de oxacilina fue detectada en el 19% (N = 8) de las cepas de S. aureus
(SARM) provenientes de los catéteres de los pacientes con IRC (figura 3) y
en el 15.1% (N = 10) de las cepas de S. aureus (SARM) recuperadas de las

fosas nasales de los portadores asintomaticos (figura 4).

SARM
19%
(N =8)
SASM
81%
(N =34)

Figura 3. Resistencia a meticilina por cepas de Staphylococcus aureus

provenientes de los catéteres.



SARM

SASM 15.1%
84.9% (N =10)
(N =56)

Figura 4. Resistencia a meticilina por cepas de Staphylococcus aureus

provenientes de las fosas nasales de portadores asintomaticos.
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Figura 5. Resistencia a antibidticos de las cepas de Staphylococcus aureus
(SARM y SASM) recuperadas de los catéteres.
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Figura 6. Resistencia a antibidticos de las cepas de Staphylococcus aureus
(SARM y SASM) recuperadas de las fosas nasales de portadores
asintomaticos.



Deteccion de los genotipos icaAB, mecA v femB en las cepas SARM vy

SASM provenientes de los catéteres de pacientes de hemodialisis y en las

fosas nasales de portadores asintomaticos por PCR multiplex

En las cepas SARM (N = 8) obtenidas de los catéteres, el operon
icaAB fue detectado en 7 cepas (85.7%) (tabla 4, fotografia 1), mecA en
y femB en 8 (100 %) en cada caso, mientras que en las cepas SASM icaAB
fue detectado en el 23.8% (N = 10) (tabla 4, fotografia 1) y femB en el 100%

(N = 42).

Para las cepas SARM obtenidas de las fosas nasales de los portadores
asintomaticos, el cluster de adhesion intercelular icaAB fue detectado en el
80 % (N = 8) (tabla 4, fotografia 1), mecAyfemBen el 100% (N = 10), en
cada caso, mientras que en las cepas SASM icaAB fue detectado en el

76.7% (N = 43) (tabla 4, fotografia 1) y femB en el 100% (N = 56).



Staphylococcus aureus provenientes de los Staphylococcus aureus provenientes de las fosas

catéteres de pacientes de hemodialisis (N = 42) nasales de portadores asintomaticos (N = 66)

Meticilina resistentes Meticilina susceptibles | Meticilina resistentes Meticilina susceptibles
(N=8) (N=34) (N =10) (N =56)
Genotipo % ( N) Genotipo % (N) Genotipo % ( N) Genotipo % (N)
icaAB 87.5(7) icaAB 29.4(10) icaAB 80 (8) icaAB 76.7 (43)
mecA 100 (8) mecA 0(0) mecA 100 (10) mecA 0(0)
femB 100 (8) femB 100 (34) femB 100 (10) femB 100 (56)

Tabla 4. Deteccion de los genotipos icaAB, mecA y femB por PCR multiplex en las cepas SARM y SASM
recuperadas de los catéteres de pacientes de hemodidlisis y de las fosas nasales de los portadores

asintomaticos.

1 2 3 4 5 6 ¥ g8 9 10 11 12

13 14 15

ica AB 750 pb .

femE 651 pb —s

mecA 310 pb —

100 pb —o

Fotografia 1. Deteccion de icaAB, femB y mecA en S. aureus por PCR multiplex. Linea 1; control
negativo (sin DNA). Linea 2: icaAB y femB de S. aureus ATCC 29213 (Control positivo,
meticilina susceptible). Linea 3, 4,y 7: icaABy femB de S. aureus aisladas de catéteres. Linea 5y
8: icaAB, femBy mecA de S. aureus aisladas de catéteres. Linea 6: MWM 50-bp ladder. Linea 9,
10, 13-15icaAB y femB de S. aureus aisladas de portadores asintomaticos. Lineas 11y 12: icaAB,

femB y mecA de S. aureus aisladas de portadores asintomaticos.



Deteccion de los genotipos fnbA v fnbB en las cepas SARM y SASM

provenientes de los catéteres de pacientes de hemodialisis y en las fosas

nasales de portadores asintomaticos por PCR

En las cepas SARM (N = 8) obtenidas de los catéteres, el gen fnbA fue
detectado en el 100% (N = 8) (tabla 5, fotografia 2) y fnbB en el 25% (N = 2),
mientras que en las cepas SASM (N = 34) fnbA fue detectado enel 11.7% (N =

4) y fnbB no se identifico.

Para las cepas SARM (N = 10) recuperadas de las fosas nasales de los
portadores asintomaticos, fnbA fue detectado en el 40 % (N = 4) (tabla 5,
fotografia 2) y fnbB en el 20% (N = 2), mientras que en las cepas SASM (N = 56)

fnbA fue detectado enel 5.3% (N =3)y fnbB en el 3.5% (N = 2).

Staphylococcus aureus provenientes de los Staphylococcus aureus provenientes de las fosas
catéteres de pacientes de hemodidlisis ( N = 42) nasales de portadores asintométicos (N = 66)
Meticilina resistentes | Meticilina susceptibles | Meticilina resistentes | Meticilina susceptibles

N=8 N = 34 N = 10 N =56
Genotipo % (N) Genotipo % (N) Genotipo % ( N) Genotipo % ( N)
fnbA 100 (8) fnbA 11.7 (4) fnbA 40 (4) fnbA 5.3 (3)
fnbB 25 (2) fnbB 0(0) fnbB 20 (2) fnbB 3.5(2)

Tabla 5. Deteccién de los genotipos fnbA y fnbB por PCR en las cepas SARM y SASM
recuperadas de los catéteres de pacientes de hemodialisis y de las fosas nasales de los portadores

asintomaticos.
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Fotografia 2. Deteccién de fnbA y fnbB en S. aureus por PCR. Linea 1; MWM 50-bp ladder; Linea 2: icaAB
y femB de S. aureus ATCC 29213 (Control positivo, meticilina susceptible). Linea 3, 4,y 7: icaAB 'y femB
de S. aureus aisladas de catéteres. Linea 5y 8: icaAB, femB y mecA de S. aureus aisladas de catéteres..
Linea 9, 10, 13-15 icaAB y femB de S. aureus aisladas de portadores asintomaticos. Lineas 11 y 12: icaAB,
femB y mecA de S. aureus aisladas de portadores asintomaticos.

Resistencia a antibioticos en las cepas SARM y SASM provenientes de los

catéteres de pacientes de hemodialisis y en las fosas nasales de portadores

asintomaticos

En la figura 5 se aprecia que el 100% de las cepas SARM y SASM
recuperadas de los catéteres fue resistente a la penicilina y ampicilina (en cada

caso), el 95% a la dicloxacilina, 90% a ceftazidima, 86% a tetraciclina, 70% a



eritromicina, 56% a gentamicina, 47% a trimetoprim con sulfametoxazol, 36%
a cefotaxima, 31% a cefuroxima, 23% a pefloxacina y 18% a cefalotina.

En la figura 6 se aprecia que el 95% de las cepas SARM y SASM
recuperadas de las fosas nasales de portadores asintomaticos fue resistente a la
penicilina, el 93% a ampicilina, el 84% a la dicloxacilina, 80% a ceftazidima,
75% a tetraciclina, 65% a eritromicina, 35% a gentamicina, 30% a
trimetoprim con sulfametoxazol, 26% a cefotaxima, 24% a cefuroxima, 15% a

pefloxacina 'y 10% a cefalotina.



DISCUSION

Pacientes estudiados

Para el desarrollo de este trabajo analizamos 42 cepas de S. aureus
aisladas previamente de los catéteres de pacientes con Insuficiencia Renal
Cronica (IRC) (figura 1) y 66 cepas recuperadas de las fosas nasales de
portadores asintomaticos (figura 2). La contaminacion de los catéteres de los
pacientes de hemodialisis por cepas de Staphylococcus aureus representa un
grave problema de salud, (Hoen, B. et al., 1995, Taylor GD. et al.,1998) que
pueden originar complicaciones como shock séptico, endocarditis,
osteomielitis, artritis séptica, o abscesos epidurales que comprometen la vida
de los pacientes (Nassar, G. & Ayus J.C. 2001). En los Estados Unidos de
Norte América anualmente se registran entre 87,500 y 350,000 episodios de
bacteremias relacionadas con los catéteres (Braun, B.l. et al.,, 2003)
constituyendo la mayor causa de morbilidad y mortalidad entre los pacientes
de hemodialisis (Pastan, S.D., et al., 2002).

Se ha descrito que del 40 al 60% de los pacientes de hemodialisis son
portadores de S. aureus en las fosas nasales, por lo que la mayoria de las
infecciones por esta bacteria son ocasionadas por la misma flora de los

convalescientes (Boelaert, J.R. & Van Landuyt, H.W. 1993).



Determinacién de la resistencia a la meticilina por las cepas de S. aureus

analizadas

En este trabajo describimos que el 19% (N = 8) de las cepas de S.
aureus provenientes de los catéteres de los pacientes con IRC (figura 3) y el
15.1% (N = 10) de las cepas de S. aureus recuperadas de las fosas nasales de
los portadores asintomaticos fueron resistentes a la meticilina (SARM)
(figura 4). Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(SARM), contienen en el cromosoma el gen mec, el cual codifica para una
proteina de membrana llamada PBP2a (Penicillin Binding Protein) que le
confiere resistencia frente a la mayoria de los antibidticos B-lactamicos,
debido a la baja afinidad que posee para estos agentes (Chambers, H.F. 1997).
En los ultimos afios ha ocurrido un incremento de las cepas de
Staphylococcus resistentes a la meticilina (SARM), por ejemplo en los
hospitales de EUA en el afio de 1975 al afio de 1991 ocurri6 un incremento en
el porcentaje de las cepas de SARM del 2.4% al 29% (Archer, GL. 1998). La
presencia de cepas SARM en los catéteres de los pacientes de hemodialisis
constituyen un riesgo de salud, que en determinado momento puede ocasionar
bacteremia, por ejemplo en un estudio realizado en 94 pacientes de
hemodialisis, en el cual se determiné los factores de riesgo de las bacteremias

asociadas con los diferentes tipos de accesos permanentes como; fistulas



arteriovenosas (AV) y grafts de politetrafluoroetileno (PTFE), se aislo en el
54% a SASM, en el 22% a SARM y en el 3% a Staphylococcus epidermidis
(no se detectd la resistencia a la meticilina) (Bonomo, R.A. et al.,1997).
Nuestros datos contrastan con los reportados por Poole y cols., quienes
detectaron cepas de SERM en 29 catéteres, SARM en 5 catéteres y a SASM
en 10 catéteres (Poole, C.V. et al., 2004). En otro estudio realizado en 50
pacientes de hemodialisis en el cual se determinaron los factores de riesgo de
las bacteremias asociadas a catéteres, se aislo en 15 catéteresa SARM y en 13

a SASM (Lee, S.C. et al., 2004).

Deteccion de los genotipos icaAB, mecA vy femB en las cepas SARM vy

SASM provenientes de los catéteres de pacientes de hemodialisis y en las

fosas nasales de portadores asintomaticos por PCR multiplex

En este trabajo describimos que de las 8 cepas SARM obtenidas de los
catéteres, el operon icaAB fue detectado en 85.7% (N = 7) (tabla 4,
fotografia 1), mecA y femB en el 100 % (N = 8, en cada caso), y en las en
cepas SASM icaAB fue detectado enel 23.8% (N =10) y femB en el 100%
(N = 42), mientras que de las 10 cepas SARM obtenidas de las fosas nasales
de los portadores asintomaticos, el cluster de adhesion intercelular icaAB fue
detectado en el 80 % (N = 8) (tabla 4, fotografia 1), mecAy femB en el

100% (N = 10, en cada caso), Yy para las cepas SASM icaAB fue



detectadoenel 76.7% (N = 43) y femB en el 100% (N = 56). Nuestros datos
contrastan con los encontrados en un estudio realizado en 65 cepas de S.
aureus (7 de catéteres) recuperadas de diferentes procesos infecciosos de
pacientes del Hospital Nuestra Sefiora de Candelaria, Tenerife, Espafia. Estos
autores encontraron que 52 cepas (89.7%) de las 58 aisladas de procesos
infecciosos portaron el cluster icaAB, el 96.5% (N = 56) mostr6 mecA, 89.7%
icaAB (N =52) y 61.5% (N = 40) presentd ambos genes (icaAB y mecA). De
las 7 cepas de S. aureus aisladas de los catéteres, solamente en 2 se detecto a
al cluster icaAB, pero no se identifico a mecA (Martin-Lopez JV. 2002).
Frebourg y cols. han reportado una elevada frecuencia de los aislamientos
clinicos que acarrean el locus ica y también el gen mecA (Frebourg, N.B. et

al.,2000).

La presencia del opéron de adhesion intercelular (ica) que participaen la
formacion de la pelicula bacteriana en los catéteres de los pacientes de
hemodialisis ha sido identificado, no solamente en cepas de S. aureus, sino
también en S. epidermidis (Martin-Lopez, et al., 2004.), como lo demuestra
el trabajo realizado por Arciola y cols. en el Instituto Ortopédico Rizzoli, Italia
(2001) en 91 cepas de Staphylococcus (68 S. epidermidis y 23 S. aureus)

aisladas de catéteres intravenosos de pacientes con infecciones y en 10 cepas



de S. epidermidis recuperadas de rifion y mucosas de voluntarios sin
enfermedad. Estos autores detectaron que el 49% de las cepas de S.
epidermidis y el 61% de las cepas de S. aureus aisladas de los catéteres fueron
positivos por PCR para icaA e icaD, mientras que en las cepas de S.
epidermidis recuperadas de las mucosas de individuos sanos, no se identificd

el operon ica (Arciola, C.R. et al., 2001)

Deteccion de los genotipos fnbA y fnbB en las cepas SARM y SASM

provenientes de los catéteres de pacientes de hemodialisis v en las fosas

nasales de portadores asintomaticos por PCR

En este trabajo describimos que en nuestras cepas SARM (N = 8)
obtenidas de los catéteres, el gen fnbA fue detectado en el 100% (N = 8)
(tabla 5, fotografia 2) y fnbB en el 25% (N = 2) y para las cepas SASM (N =
34) fnbA fue detectado en el 11.7% (N = 4) y fnbB no se identifico,
mientras que para las cepas SARM (N = 10) recuperadas de las fosas nasales
de los portadores asintomaticos, fnbA fue detectado en el 40 % (N = 4)
(tabla 5, fotografia 2) y fnbB en el 20% (N = 2) y para las cepas SASM (N =
56) fnbA fue identificado enel 5.3% (N = 3) y fnbB en el 3.5% (N = 2).
Nuestros datos son similares con los reportados en un estudio realizado en 44
cepas de Staphylococcus aureus recuperadas de las fosas nasales de pacientes

sanos, en donde los genes fnbA y fnbB fueron identificaron por PCR



multiplex. Estos autores detectaron que el 100% (N = 44) de las cepas fue
positivo para fnbA y el 40% para fnbB (Nashev, D. et al., 2004) Mongodin y
cols. reportaron que el 97% (N = 32) de las cepas de S. aureus aisladas de
secreciones respiratorias de pacientes con fibrosis quistica y neumonia
nosocomial fueron portadoras de los genes fnbA y fnbB, demostrando que las
proteinas FnBPs participan de manera importante en la adherencia a células
epiteliales de vias respiratorias, y que la proteina A y el factor clumping no
juega un rol importante en este proceso (Mongodin, E. et al., 2002). Peacock
et al. en 2000, ha descrito que la presencia de ambos genes parece ser un
importante factor en la patogénesis por S. aureus.

Resistencia a antibioticos en las cepas SARM v SASM provenientes de los

catéteres de pacientes de hemodialisis y en las fosas nasales de portadores

asintomaticos

Nosotros en este trabajo reportamos que la mayoria de las cepas
SARM y SASM recuperadas de los catéteres de los pacientes de hemodialisis
y de los carriles nasales de los portadores sanos fue resistente a la penicilina,
ampicilina, dicloxacilina, ceftazidima, tetraciclinay eritromicina (figura 5y 6).
La marcada resistencia a los antibioticos, principalmente a los p-lactdmicos
detectada en nuestras cepas (SARM de los catéteres y de los portadores sanos)
puede deberse a la combinacion de dos factores primordiales, la produccion

de B-lactamasas, en donde los Staphylococcus aureus pueden producir



diferentes tipos de p-lactamasas que tienen diferentes afinidad sobre las
penicilinas y cefalosporinas (Livermore, D.M. 2001) y la mutacion de las
PBPs (Penicillium Binding Protein), debido a que las cepas SARM contienen
en el cromosoma el gen mec, el cual codifica para una proteina de membrana
Ilamada PBP2a (Penicillin Binding Protein) que le confiere resistencia frente
a la mayoria de los antibidticos pB-lactdmicos, debido a la baja afinidad que
posee para estos agentes (Chambers, H.F. 1997). En los ultimos afios ha
ocurrido un incremento de las cepas de Staphylococcus resistentes a la
meticilina (SARM y SERM), por ejemplo en los hospitales de EUA en el afio
de 1975 al afio de 1991 ocurrio un incremento en el porcentaje de las cepas de
SARM del 2.4% al 29% (Archer, G.L. 1998) . En la ciudad de México en un
estudio realizado en 296 cepas de S. aureus y 212 de Staphylococcus
coagulasa negativa colectadas en pacientes del Instituto Nacional de Pediatria
durante 1998-1999 y 127 cepas de S. aureus y 786 cepas de Staphylococcus
coagulasa negativa colectadas en pacientes del Hospital Infantil de México,
Federico Gémez durante 1998-2000, se encontrd que el 100% de las cepas de
SARM y SERM coagulasa negativa fueron resistentes a la oxaciling,
amoxicilina-clavulanato, ticarcilina-clavulanato, cefepime, ceftriaxona e
imipinem (Jaimes, E.C. et al., 2002). En este estudio los antibioticos mas

eficaces contra las cepas fueron la vancomicina, teicoplanin y linezolid.



CONCLUSIONES

. El' 19% de las cepas de S. aureus (SARM) provenientes de los
catéteres de los pacientes con IRC y el 15.1% de las cepas de S.
recuperadas de las fosas nasales de los portadores asintomaticos
fueron resistentes a la meticilina.
. En las cepas SARM obtenidas de los catéteres el operén icaAB
fue detectado en 87.5% y mecA yfemBenel 100 % .
. El operdn icaAB fue identificado en el 23.8% de las cepas
SASM obtenidas de los catéteres y el gen femB en el 100%.
. Para las cepas SARM obtenidas de las fosas nasales de los
portadores asintomaticos, el cluster de adhesion intercelular icaAB
fue detectado enel 80% y mecAyfemBen el 100%, en cada
caso.

icaAB fue detectado enel 76.7% y femB en el 100% de las cepas
SASM recuperadas de los carriles nasales.
. Enlas cepas SARM obtenidas de los catéteres, el gen fnbA fue
detectado en el 100% y fnbB en el 25%.
. Para las cepas SASM obtenidas de los catéteres fnbA fue detectado

enel 11.7%.



8. El gen fnbA fue detectado en el 40 % de las cepas SARM
recuperadas de las fosas nasales de los portadores asintomaticos, y
fnbB en el 20%.

9. En las cepas SASM recuperadas de los carriles nasales fnbA fue
detectado en el 5.3% y fnbB en el 3.5%.

10. La mayoria de las cepas SARM y SASM aisladas de los catéteres
y de los carriles nasales fueron resistentes a la penicilina,

ampicilina, dicloxacilina, ceftazidima tetraciclina y eritromicina.
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