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A3. INTRODUCCION
RESUMEN:

Staphylococcus aureus y los estafilococos coagulasa negativos

sSon microorganismos que se encuentran colonizando varios tractos y 6rganos
formando parte de la flora habitual de los mismos. Estas bacterias presentan
diversos factores de virulencia, como superantigenos, toxinas, enzimas con
actividad mucolitica y resistencia a antimicrobianos, entre otros. Se sabe que
este género microbiano adquiere y transfiere informacion genética de forma
horizontal (a otros géneros bacterianos) y vertical (a su progenie), por tal
motivo, este estudio pretende identificar y asociar los genes de virulencia

como factor de riesgo en la evolucién clinica del paciente.

Objetivos: Identificar la presencia de genes de virulencia y de resistencia en
cepas de S. aureus y coagulasa negativos aisladas de muestras obtenidas en
neonatos. Determinar la fuerza de asociacion entre la presencia de genes de
virulencia y resistencia en cepas de S. aureus y coagulasa negativos con la
gravedad de la infeccion en neonatos. Inducir la heterorresistencia a

vancomicina en cepas de S. aureus y sensibles.

Material y Meétodos: Se revisaran 118 expedientes de pacientes
hospitalizados en unidad de cuidados intensivos y cuidados intermedios
neonatales del Instituto Nacional de Perinatologia, en los cuales fueron
aislados cepas de Staphylococcus aureus y epidermidis, valorando la
evolucion clinica del paciente comparandola con la presencia de genes de

virulencia y resistencia de dichas cepas.



A4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los microorganismos han desarrollado mecanismos de patogenicidad que les
permiten subsistir en ambientes adversos, dentro de los que destacan la
adquisicion de elementos genéticos moviles, como los transposones, plasmidos,
0 secuencias conservadas dentro del genoma bacteriano como las islas de
patogenicidad, los cuales se adquieren de manera horizontal y vertical,
codificando para factores de virulencia como toxinas, genes de resistencia
antimicrobiana, superantigenos, etc. La importancia de estudiar estos genes
radica en su asociacion con la evolucion clinica del paciente que se encuentra
infectado con éstos microorganismos, siendo de mayor relevancia en el neonato,
por su condicion inmunologica. Asi mismo, es de suma importancia, conocer el
perfil de susceptibilidad antimicrobiana de la cepa, ya que el uso indiscriminado
de éstos, puede seleccionar cepas resistentes que se asocien a la gravedad del

paciente.



A5. ANTECEDENTES

Caracteristicas del género Staphylococcus

En el género Staphylococcus se incluyen bacterias Gram-positivas que tienen una
gran importancia en la medicina, tanto humana como veterinaria, por cuanto tienen
la capacidad de causar una gran diversidad de infecciones en el ser humano y en
los animales. S. aureus es el prototipo del género y es reconocido desde hace
décadas como un patégeno importante. Sin embargo, recientemente se ha
involucrado el grupo de Staphylococcus coagulasa-negativa en numerosas
infecciones en seres humanos, tanto intra como extrahospitalarias, asi como
también en animales domésticos y silvestres. ¢

El diametro de una célula individual de Staphylococcus es de 0.7 a 1.2 um.
Tipicamente, los Staphylococcus muestran una reaccion positiva a la tincion de
Gram. La clasica morfologia de racimos de uva es mas evidente en cultivos sobre
medios solidos. En medios liquidos es posible observar cadenas cortas, a
diferencia de los Streptococcus, los Staphylococcus raramente forman cadenas
conteniendo mas de cuatro células. Los Staphylococcus, son no moviles, carecen
de flagelos y no forman esporas. 2629

La mayoria de las especies del género Staphylococcus son bacterias no
fastidiosas que crecen bien en medios de cultivo sencillos como agar sangre, agar
nutritivo, agar soya tripticasa y otros. Las colonias individuales de Staphylococcus
crecidas sobre agar nutritivo son opacas, con bordes definidos, circulares,
convexas y de 1 a 4 mm en diametro. El clasico color amarillo oro de las colonias
de S. aureus es debido a la presencia de carotenoides (aureus en latin significa

oro). La pigmentaciéon es usualmente aparente luego de 18-24 horas de

incubacion a 370C, pero es mas pronunciada cuando los cultivos son mantenidos
a temperatura ambiente por 24-48 horas adicionales. ?”

Las especies de Staphylococcus son metabdlicamente activas, por lo que
generalmente no requieren la adicion de nutrientes especificos. Su temperatura
Optima de crecimiento es de aproximadamente 35-37°C aunque crecen también a
temperatura ambiente. Los Staphylococcus son anaerobios facultativos vy

usualmente son productores de catalasa.



En el género Staphylococcus se incluyen actualmente 32 especies, cuyos
nombres se muestran en el cuadro 1.

Algunas especies estan constituidas por dos 0 mas subespecies (ver cuadro 2.).
(26)

Cuadro 1. Especies que constituyen el género Staphylococcus.

5. aureus 5. haemolyticus 5. cohnii 5. camosus

5. epidermidis 5. hominis 5. xylosus 5. piscifermentans
5. capitis 5. lugdunensis S. kloosii 5. felis

5. caprae 5. schieiferi 5. equorum 5. intermedius

S. saccharolyticus 5. muscae 5. arlettae S. delphini

5. warmeri 5. auricularis 5. gallinarum 5. hyicus

5. pasteuri 5. saprophyticus 5. simulans 5. chromogenes
5. caseolyticus 5. sciuri 5. lentus S vitulus

Cuadro 2. Especies de Staphylococcus que estan constituidas por subespecies.

S. aureus 5. aureus subsp. aureus, 5. aureus subsp. anaerobius

5. capitis 5. capitis subsp. capitis, S. capitis subsp. ureolyficus

S. cohnii 5. cohnii subsp. cohnii, 5. cohnii subsp. urealyticum

5. schleifen 5. schleiferi subsp. coagulans, S. schieiferi subsp. schleiferi

El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae junto con los
géneros Micrococcus, Stomacoccus Yy Planococcus. De los cuatro géneros
indicados, Unicamente Staphylococcus puede causar infecciones en el ser
humano y en animales regularmente. Sin embargo, miembros de los otros tres
géneros podrian ser eventualmente encontrados contaminando muestras clinicas
mal tomadas o procesadas, o bien, en otro tipos de muestras no clinicas

(alimentos, plantas). ?"

Habitat



Los estafilococos son microorganismos colonizadores ubicuos de la piel y
mucosas de casi todos los animales, incluyendo mamiferos y aves. Algunas
especies poseen nichos ecoldgicos preferentes, como indican su hombre.

S. aureus se encuentra colonizando principalmente a los primates, pero no se
limita a ellos. Es un importante agente causal de enfermedad (mastitis) en el
ganado bovino y ovino. En el ser humano, S. aureus muestra preferencia por la
region anterior de las fosas nasales, en especial en adultos. Puede existir como
residente o como miembro transitorio de la flora normal. La tasa de porcentaje de
portadores nasales varia entre el 10 y el 40%, tanto en la poblacion general como
en el ambiente hospitalario. El hecho de ser portador nasal eleva el riesgo de
infeccién en ciertas poblaciones, como es el caso de enfermos de forunculosis
recurrente y pacientes sometidos a procedimientos médicos, como hemodialisis o
dialisis peritoneal o cirugias pronlogadas. *

El estado de portador de S. aureus en las fosas nasales constituye también un
medio de persistencia y diseminacion de cepas multirresistentes, en especial S.
aureus resistente a meticilina (MRSA; por sus siglas en Inglés). Debido a que las
cepas MRSA pueden ser resistentes a practicamente la totalidad de antibioticos
disponibles, ha elevado el nivel de riesgo sanitario publico, confinado durante
muchos afios al contexto de las infecciones nosocomiales y, mas recientemente,
en enfermedades adquiridas fuera del medio hospitalario (infecciones adquiridas
en la comunidad). ?®

Staphylococcus epidermidis se encuentra en la piel y las mucosas, es por ello la
facil colonizacion en recién nacidos, formando parte de la microbiota durante toda
la vida. S. epidermidis es el agente etiol6gico que se aisla con mayor frecuencia
en las infecciones nosocomiales. Los pacientes criticamente enfermos que estan
inmunocomprometidos y los recién nacidos prematuros ingresados a Unidad de
Cuidados Intensivos Neonatales (UCIN), son los mas vulnerables a las infecciones
por los estafilococos coagulasa negativos (SCN) con S. epidermidis. Esta bacteria
rara vez se asocia a infecciones en el tejido sano, pero tiene la capacidad para

proliferar en las superficies de los dispositivos médicos, después de la insercion



quirdrgica, persistiendo en forma de capas conocidas como biopeliculas, siendo

estas intrinsecamente resistentes a los antibiéticos. @8

ASPECTOS CLINICOS Y EPIDEMIOLOGICOS

Staphylococcus aureus es la primera causa de infeccion adquirida en la
comunidad y la primera causa de bacteriemia nosocomial, junto con los
estafilococos coagulasa-negativos. Ademas de las enfermedades relacionadas
con toxinas, S. aureus es responsable de una serie de infecciones, originando
inflamacién y destruccion tisular. Comprenden desde infecciones relativamente
benignas de la piel y tejidos blandos a enfermedades graves y con riesgo vital,
como los abscesos de tejidos profundos, infecciones de articulaciones y huesos,
neumonfa bacteriemia e infecciones endovasculares. *

S. aureus es una de las primeras causas de infecciones nosocomiales como
infeccion de heridas quirdrgicas (28%), asi como de neumonia (28%). En la
poblacién general, S. aureus constituye la primera causa de osteomielitis (en el 50
-70% de los casos) y una de las principales causa de bacteriemia (15-23.5%) y
endocarditis, en la que es responsable de hasta el 38% de las endocarditis de
valvulas nativas. "

Ciertas poblaciones de pacientes presentan un riesgo de infeccion estafilococica
invasiva significativamente mayor que la poblacion normal. Estan representadas
por los enfermos de hemodialisis, seguidos por los pacientes de dialisis
peritoneal, enfermos con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana,
usuarios de drogas intravenosa, pacientes con Diabetes Mellitus y alcohdlicos.
Otros factores predisponentes menos frecuentes son las anomalias en la
guimiotaxis y en la fagocitosis. Sin embargo, uno de los factores mas importantes
gue se suma de forma independiente a estos trastornos predisponentes es el
estado de portador crénico de S. aureus.

Se distinguen tres patrones de portador: 1) portadores persistentes, 2) portadores
intermitentes y 3) no portadores. Aproximadamente el 20% de las personas sanas
son portadores persistentes, el 60% son portadores intermitentes y el 20% no son

portadores. La mayoria de los nifios son colonizados poco tiempo después del



nacimiento, pero el estado de portador decrece con la edad. Los principales
reservorios de S. aureus son las regiones anteriores de las fosas nasales, aunque
el microorganismo puede aislarse en mdltiples sitios. %

En lo que respecta a estafilococos coagulasa negativos, con la excepcién de la
endocarditis de valvulas naturales y algunas infecciones de catéteres de didlisis
peritoneal, practicamente todas las infecciones por S. epidermidis se adquieren en
el hospital. Por el contrario, las infecciones por S. saprophyticus (infecciones de
las vias urinarias) se adquieren fuera del hospital. Las cepas hospitalarias de S.
epidermidis presentan resistencia a multiples antibiéticos, lo que probablemente
refleja la presion selectiva por el uso generalizado de antibiéticos en el hospital. La
colonizacion de pacientes y del personal sanitario por S. epidermidis resistentes a
antibidticos precede a la infeccidn por estos microorganismos. Por consiguiente,
los enfermos y el personal constituyen el reservorio hospitalario de S. epidermidis.
Probablemente los microorganismos acceden a los cuerpos extrafios por
inoculacion directa durante la insercion y la subsiguiente manipulacion del
dispositivo, asi como por la contaminacion de las conexiones y vias de acceso de

los catéteres. ?®

Sindromes Clinicos

En general, la infeccién por Staphylococcus comienza con la colonizacion de los
tejidos diana. S. aureus coloniza principalmente la region anterior de las fosas
nasales. La infeccion subsiguiente se debe a procesos invasivos mas especificos,
durante los que las bacterias interaccionan directa o indirectamente con el
huésped. Una vez rota la barrera natural de la piel, las bacterias pueden
diseminarse hacia sitios mas profundos, estériles en condiciones normales. De
este modo, cualquier infeccion localizada puede constituir el origen de una
infeccion mas grave, extendiéndose por contiglidad, o por diseminacion a través

del torrente sanguineo. ®®

Infecciones por Staphylococcus aureus: Los sindromes clinicos mas frecuentes

relacionados con S. aureus se pueden resumir en los siguientes:



a)

b)

Enfermedades relacionadas con toxinas de Staphylococcus aureus. Las
enfermedades relacionadas con toxinas incluyen tipicamente el sindrome
de piel escaldada estafilocécica (SPEE), sindrome de shock téxico
estafilocécico (SST), y la intoxicacién alimentaria estafilocécica:

El sindrome de piel escaldada estafilocécica: El sindrome de piel escaldada

estafiloc6cica es un trastorno cutdneo superficial que varia entre una
flictena local y una impresionante escaldadura generalizada. Este sindrome
se observa principalmente en neonatos y nifios menores de un afio, y
raramente en e adulto. Se debe generalmente a la colonizacién de piel o
mucosas (p. ej. del cordén umbilical). ?”

Sindrome de shock toxico: El sindrome del shock téxico puede estar

causado por las enterotoxinas estafilococicas tipo B (SEB) y enterotoxinas
estafilococicas tipo C (SEC), reguladas por el sistema agr. Los
microorganismos responsables pueden colonizar practicamente cualquier
parte del cuerpo, incluyendo heridas quirargicas, pulmon, mucosas o piel,
asi como diafragmas anticonceptivos y catéteres de dialisis. ®

Infecciones de la piel y tejidos blandos.

La lesion patoldgica basica inducida por S. aureus es un exudado purulento
0 un absceso. Las infecciones cutaneas y de tejidos blandos por S. aureus
engloban a varias entidades clinicas que se clasifican de acuerdo con la
estructura anatdmica involucrada: 1) infeccion en la epidermis, la cual esta
representada por el impétigo; 2) infeccion en la dermis superficial, por la
foliculitis; 3) infeccion en la dermis profunda, por forunculos, antrax e
hidrosadenitis supurativa, 4) infeccion del tejido celular subcutaneo, por la
erisipela, la celulitis y la fascitis. ?®

Bacteriemia por Staphylococcus aureus.

La incidencia de infeccion del torrente sanguineo por S. aureus ha
aumentado sustancialmente a lo largo de las Ultimas décadas. En general
se dividen en dos categorias: la bacteriemia adquirida en el hospital, en la
gue se observan hemocultivos positivos a partir de los dos primeros dias de

hospitalizacion, y la bacteriemia adquirida en la comunidad, que se produce



d)

f)

cuando el enfermo esta en su domicilio o dentro de los dos primeros dias
de su hospitalizacion.

Osteomielitis

La osteomielitis se clasifica en aguda o cronica. La osteomielitis aguda se
define como un primer episodio que responde al tratamiento médico en las
primeras 6 semanas. En general, es hematdgena y predomina en nifios y
ancianos. Los sintomas son los de un sindrome séptico agudo. Los
hemocultivos son positivos en cerca del 50% de los casos y la combinacion
de cultivos de sangre y de tejidos ofrece un resultado positivo en el 65% de
los casos.

La infeccién crénica corresponderia al resto de situaciones, como la
recidiva de una osteomielitis tratada o no con anterioridad y la infeccion por
contiguidad. El proceso puede evolucionar durante meses o incluso afos y
se caracteriza por inflamacion de bajo grado, necrosis, secuestros, pus,
fistulas y recidivas. 9

Infecciones pulmonares

S. aureus es responsable de menos de 10% de los casos de neumonia
adquirida en la comunidad confirmados microbiologicamente, pero es
responsable de 20-30% de los casos confirmados con neumonia
nosocomial. En el hospital. S. aureus, se ha convertido en el patdgeno que
con mayor frecuencia causa neumonia nosocomial. Las manifestaciones
son indistinguibles de la neumonia causada por otros patégenos, aunque la
neumonia causada por esta bacteria es tipicamente una infeccion
necrosante que avanza rapidamente hacia la destruccion tisular y la
cavitacion. S. aureus, sigue siendo una de las causas mas frecuentes de

empiema pleural.

Artritis séptica.



Artritis séptica: S. aureus sigue siendo la causa mas frecuente de artritis

séptica en el nifio y de artritis no gonocécica en el adulto. La artritis séptica
puede ir precedida de una siembra hematdgena o de traumatismos
localizados, o ser iatrogénica en el caso de puncién articular o artroscopia.

Los principales sintomas son dolor agudo y tumefaccion articular. "

Infecciones por estafilococos coagulasa negativos: S. epidermidis.
Se ha producido un fuerte incremento de la bacteriemia por estafilococos
coagulasa negativos en las unidades de cuidados intensivos neonatales. La
incidencia de bacteriemia sélo en esa area ha sido una de las principales razones
de que hayan aumentados las bacteriemias nosocomiales por estafilococos
coagulasa negativos: "
La bacteriemia en neonatos se asocia a un bajo peso en el momento del
nacimiento, a la presencia y duracion de catéteres permanentes periféricos o
umbilicales, ventilacion mecéanica y administracion de emulsiones de lipidos
intravenosos. La presentacion clinica consiste en una sepsis de inicio tardio a
diferencia de la sepsis de inicio precoz observada a menudo por E. coli, Las
cepas de estafilococos coagulasa negativos aisladas en estos nifios son
principalmente S. epidermidis y presentan resistencia a multiples antibioticos,
aunque también se han encontrado infecciones producidas por S. haemolyticus, S.
warneri, y S. capitis. A pesar de la prevalencia de bacteriemia por estafilococos
coagulasa negativos en las unidades de cuidados intensivos neonatales, la
mortalidad de estas infecciones es baja. ?®
a) Bacteriemia nosocomial

Los estafilococos coagulasa negativos son la causa mas frecuente de

bacteriemia nosocomial, especialmente en areas del hospital donde es

frecuente el empleo de catéteres vasculares. Sin embargo, aunque la tasa

global de contaminacion de hemocultivos es tipicamente dl 1-3%,

aproximadamente e 25-74% de todas las bacteriemias por estafilococos

coagulasa negativos representan, en realidad una contaminacién. Es

importante obtener varios hemocultivos de diferentes sitios de venopuncién



0 de acceso, asi como usar criterios rigurosos que definan una verdadera
bacteriemia. ?®

b) Infecciones de catéteres intravenosos.
S. epidermidis ha sido identificado como el microorganismo que con mayor
frecuencia infecta catéteres intravenosos. El 12-37% de todos los catéteres
implantados se infectan; el 50-75% de los microorganismos aislados son S.
epidermidis.
El aumento de las bacteriemias por S. epidermidis debidas al uso de
catéteres intravenosos permanentes de larga duracion, plantea nuevos
problemas para el clinico que se enfrenta a hemocultivos positivos, en
pacientes que no parecen clinicamente enfermos. La infeccién de los
catéteres puede manifestarse sin pruebas evidentes de supuracién o
eritema y la bacteriemia puede presentarse con pocos sintomas. Es
prudente considerar como significativo cualquier hemocultivo obtenido por
venopuncion en el que crezca S. epidermidis si ha sido obtenido de un
paciente con catéteres permanentes. (%)

¢) Infecciones de liquido cefalorraquideo
S. epidermidis es el microorganismo que con mayor frecuencia causa
infeccion del del liquido cefalorraquideo, es también una causa frecuente
de infecciones de los tubos de ventriculostomia insertados para drenar el
liquido cefalorraquideo en pacientes con traumatismo craneoencefélico y de
catéteres permanentes de liquido cefalorraquideo en enfermos sometidos a
guimioterapia oncologica por meningitis neoplasica. Generalmente las
infecciones suelen presentarse dentro de las dos primeras semanas
posterior al implante, la revisibn o la manipulacién de la derivacién. En
muchos casos, pueden no existir signos fisicos de meningitis, con fiebre,
mala funcion de la derivacion o infeccion de la herida, como Uunicos

hallazgos. ©

Patogenia

Antigenos de superficie y determinantes de la patogenicidad.



Pared celular.

La pared celular del estafilococo esta formada en un 50% de su peso seco por la
mureina. La mureina es un peptidoglucano compuesto de subunidades alternas de
N-acetilglucosamina y &acido N-acetilmuramico, éstos polisacaridos presentan
enlaces cruzados formados por cadenas de tetrapéptidos, unidos entre si por
puentes de pentaglicina especiicos para Staphylococcus. El peptidoglucano es un
constituyente altamente conservado tanto en las cubiertas grampositivas como
gramnegativas, puede tener actividad endotOxica y estimular la liberacion de
citocinas por los macrofagos. El peptidoglucano contiene una gruesa estructura en
las bacterias grampositivas (10 capas), y fina (1-2 capas) en sus homélogas
gramnegativas. "9

Polisacarido capsular

Mas del 90% de los aislados de S. aureus elaboran capsulas polisacéaridas, de las
gue se conocen 11 serotipos. Las cepas de S. aureus con capsulas de los tipos 1
y 2 producen grandes cantidades de polisacaridos y tienen un aspecto mucoso en
las placas de cultivo. Sin embargo es raro encontrarlos en muestras clinicas
humanas. Por el contrario, los tipos capsulados 5 y 8 de S. aureus estan
compuestas por varios azucares, como la manosa y la glucosa. Son a la vez
antifagocitarios y pueden incrementar su virulencia en varios modelos animales.

(12-16)

Proteinas de superficie

El prototipo de éstas proteinas es la proteina Spa (proteina A). Esta proteina es
guimiotactica, anticomplementaria y antifagocitica, propiedad que esta basa en su
capacidad de unién a la porcion Fc de las IgG, lo que sirve de camuflaje
permitiéndole evadir la respuesta inmune lo que podria favorecer la diseminacion
impidiendo la opsonizacion. (2

Biopelicula

La biopelicula consiste en una red polisacarida extracelular que congrega a
comunidades bacterianas en una plataforma de cohesién mecanica. Es muy
frecuente la formacién de éste por las cepas bacterianas. Los estafilococos

productores de biopelicula fueron descritos principalmente en especies coagulasa-



negativas, como las implicadas en la colonizacion y persistencia en catéteres y
biomateriales. Se sabe que la colonizacion se realiza en varias etapas las cuales
se conforman en: adherencia, acumulacién, maduracién y desprendimiento. %2

Receptores protéicos

S. aureus puede manifestar varias adhesinas de superficie que le confieren
adherencia a diferentes proteinas del huésped: "

Enzimas extracelulares

Los estafilococos producen varias enzimas que destruyen tejidos. Estos productos
bacterianos pueden facilitar la diseminacion de la infeccion a los tejidos
adyacentes al sitio de primoinfeccién; su papel en la patogenicidad no esta bien
definido.

Coaqgulasas

La coagulasa es un activador de la protrombina que convierte el fibrinbgeno en
fibrina. Para la actividad enzimatica completa la coagulasa se requiere un
componente plasmatico, que puede ser protrombina o un derivado de ésta,
conocido como factor reactivo de la coagulasa (CFR). El producto trombina
coagulasa no sélo provoca la coagulacion del fibrinbgeno sino que ademas posee

una activad proteolitica y estereolitica similar a la de la trombina. ¥

Lipasas

Los estafilococos producen varias enzimas lipidicas hidrolizantes que de manera
colectiva se denominan lipasas. Hay dos clases de lipasas: trigliceridasas, que dan
la reaccion de aclaramiento y las fosfolipasas, de las que existen tres: fosfatidil
colinesterasa, que da la opacidad; esfingomielasa, que es la beta hemolisina, e
inositolfosfolipasa o delta hemolisina, por lo que son activas sobre varios
sustratos, entre ellos el plasma, grasas y aceites que se acumulan en la superficie
del organismo. La produccion de lipasa es esencial para la invasion de los tejidos
cutdneos y subcutaneos sanos, ya que se ha observado una estrecha relacion
entre la produccién de lipasa y la capacidad del estafilococo de producir
furanculos. (1°)

Proteasas



Las proteasas del género estafilococo son un importante factor de virulencia, ya
que pueden degradar un numero de proteinas importantes para el hospedero
incluyendo diferentes clases de inmunoglobulinas, proteinas plasméticas y
elastina. Hasta la fecha se sabe que el estafilococo produce cuatro tipos de
proteasas extracelulares: serinproteasas (SspA), cisteinproteasas (SspB) que se
encuentran codificadas en el mismo operdn; metaloproteasas (aureolisina: Aur) y
una segunda cisteinproteasa (Scp; también llamada estapopaina). La sintesis de
éstas proteasas extracelulares se activa por el producto del gen agr y se reprime
por el gen sarA. @7

Nucleasa

Se encuentra localizada en la superficie celular del estafilococo, es una proteina
globular compacta, codificada en el gen nuc, compuesta por una uUnica cadena
polipeptidica. La nucleasa es una fosfodiesterasa con propiedades
endonucleoliticas y exonucleoliticas capaz de cortar DNA y RNA.

Catalasa

La catalasa, es una enzima que descompone el peréxido de hidrégeno en oxigeno
y agua. Es una hemoproteina cuya estructura quimica es muy similar a la de
hemoglobina, excepto que los cuatro atomos de hierro en la molécula estan en la
forma oxidada en lugar de reducida. La enzima catalasa se encuentra codificada
en el gen kat A, que a su vez se encuentra regulado por la proteina PerR. ("
Toxinas

Staphylococcus aureus produce una gran variedad de proteinas extraceulares
denominadas toxinas, que contribuyen a su potencial patogénico; en estas toxinas
se incluyen: citotoxinas, enterotoxinas (SE), toxina del sindrome de choque toxico
1 (TSST-1) y toxinas exfoliativas (ET). ©®

Citotoxinas

Son toxinas que causan la disolucion fisica de las células de mamiferos o de otras
células in vitro. Las citotoxinas o, 3, vy 6 hemolisinas que son producidas por
Staphylococcus, existe una considerable diversidad en la forma de interaccién de
éstas diferentes toxinas citoliticas con la superficie celular; las hemolisinas y

leucocidinas se encuentran entre las mejor definidas:



Enterotoxinas

Las enterotoxinas mas conocidas de S. aureus son : SEA, SEB, SEC1, SEC2,
SEC3, SED, y SEE. Actualmente se han descrito cuatro nuevas enterotoxinas
SEG, SEH, SElI y SEH pero aun no estan bien estudiadas. La familia de
enterotoxinas de Staphylococcus (SE) se han expandido con a deteccion de los
genes sek, sel, sem y seo que codifican para enterotoxinas homélogas.

Toxina del Sindrome de Choque Toxico (TSST-1)

La toxina 1 del sindrome de shock téxico (TSS-1) y las enterotoxinas

estafilocécicas (SE), son las mas representativas de una gran familia de
exotoxinas pirégenas llamadas superantigenos (SAg). Estas son proteinas que no
activan al sistema inmunolégico a través del contacto normal entre las células
presentadoras de antigeno y los linfocitos T. © Los SAg se unen a una porcion
externa de dominios variables de las cadenas p de grandes cantidades de
linfocitos, enclavandolos directamente en los receptores de clase Il del Complejo
Principal de Histocompatibilidad de las células presentadoras de antigeno. Este
contacto inespecifico activa hasta el 20% del conjunto de linfocitos T, en
comparacion con los aproximadamente 1 de cada 10.000 que se activan durante
la presentacion “normal” de antigeno. "2 Como consecuencia hay una liberacion
masiva de citocinas, que da lugar a una intensa respuesta inflamatoria y produce
un shock parecido al de las endotoxinas, incluyendo filtracion endotelial, shock

hemodinamico, insuficiencia multiorganica y a veces la muerte: ©

Regulacién de los determinantes de virulencia de Staphylococcus aureus.

La expresion de los factores de virulencia aparentemente es controlada por la
concentracion de péptidos autoinducibles, la densidad bacteriana, pH, y CO2;
cada una de estas sefales, controlan diferentes sistemas reguladores. La
respuesta de algunos genes de virulencia o expresiéon de toxinas in vivo difieren de
las previamente observadas in vitro.

La expresion de los genes de virulencia de S. aureus es regulada por vias
complejas, donde arg y sarA parecen ser dos sistemas globales; sin embargo, el

desarrollo de la biologia molecular ha permitido la identificacion de nuevos genes,



como rot, sigB, ar/RS, svrA saeRS, Sra, IytRS y zares que estan involucrados en
la regulacién, incrementando la complejidad de la cadena reguladora y la

interacciéon entre estos factores.®?

Cada uno de estos reguladores esté
involucrado en el control de la expresién de los factores de virulencia como
hemolisinas, proteina A, lipasas, proteinas con afinidad a la fibronectina o
polisacérido capsular, entre otros. El mecanismo de interaccion de los productos
de estos genes, que regulan la expresion de los diferentes factores de virulencia
aun, cuando es abundante todavia es incompleto. ¥

Resistencia a los antimicrobianos.

Los genes involucrados en resistencia y virulencia de varias cepas de S. aureus,
ha revelado que estos genes se encuentran dentro de profagos y transposones,
asi como en las islas gendémicas que tienen las caracteristicas de las islas de
patogenicidad. (1%

Actualmente estan disponibles tres secuencias de cepas de S. aureus resistentes
a la meticilina (MRSA), lo que ha permitido estudiar y comparar la estructura de las
PAI en este patdégeno. Una diferencia de las PAI de S. aureus y PAI de patégenos
gram negativos es la presencia de regiones grandes de genes con variaciones
alélicas de toxinas especificas, proteasas y enzimas involucradas en la
patogénesis. Las formas alélicas pueden ayudar al patdgeno a adaptarse a varios

microambientes dentro y fuera del hospedero. "V

Factores de virulencia de Estafilococos coagulasa-negativos

El DNA plasmidico es frecuente en todas las especies de estafilococos coagulasa-
negativos, aunque solo se han identificado unos pocos genes de plasmidos. La
resistencia a antibioticos como la penicilina, macrélidos, lincosamidas,
estreptograminas, tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprima y aminoglucésidos se
ha asociado a plasmidos especificos. Se ha confirmado la resistencia mediada por
pldsmidos de transferencia de éstos receptores libres de plasmidos. La
demostraciéon de que ciertos plasmidos de resistencia a aminoglucosidos hallados
en S. epidermidis pueden transferirse por conjugacién a otros S. epidermidisy a S.

aureus es de gran importancia epidemioldgica. Estos plasmidos de conjugacion



también codifican la resistencia a la penicilina, a trimetoprima, a mupirocina y a
desinfectantes y pueden movilizar la transferencia de otros plasmidos que
codifican resistencia a macrolidos, lincosamidas y cloranfenicol. La transferencia
de resistencia por conjugacién puede ayudar a comprender el rdpido incremento
de resistencias observado en las cepas hospitalarias de S. epidermidis. "9

Con respecto a la asociacion de S. epidermidis con las superficies plasticas, los
estudios de microscopia electrénica sugieren un proceso en dos fases. Las células
se adhieren a la superficie y forman multiples capas que se engastan en una
matriz exopolisacéarida, creando una biopelicula. La primera fase, de adherencia,
puede involucrar tanto a factores polisacaridos como el PS/A, como proteinas de
superficie. En la segunda fase, de adhesién intracelular, interviene un polisacarido,
llamado PIA, también puede estar implicada una proteina extracelular. La
biosintesis de PIA estd codificada por un grupo de genes llamado ica. La
produccion de PIA también capacita a S. epidermidis para aglutinar eritrocitos. El
papel del PS/A, de las proteinas de superficie y del PIA en la asociacion de S.
epidermidis con cuerpos extrafios se confirma por la incapacidad de los mutantes
para crear biopeliculas en superficies plasticas y por la abrogacion mediante
anticuerpos especificos de infecciones relacionadas de catéteres intravasculares y
otros cuerpos extrafios protege a los microorganismos de las células fagociticas
del huésped y reduce la capacidad de algunos antimicrobianos para erradicar a las

microcolonias estafilococicas adheridas® ?”

Resistencia a agentes antimicrobianos.

Cuando se introdujo la penicilina en la terapéutica del publico en general después
de la Segunda Guerra Mundial, casi todas las cepas de S. aureus eran altamente
susceptibles. Desde esa época, la seleccion de cepas preexistentes capaces de
producir penicilinasa ha cambiado estas proporciones hasta el punto en que 80-
90% de los aislamientos actuales son resistentes a la penicilina. La penicilinasa es
codificada por genes plasmidos y actia al abrir el anillo lactamico beta y las

transpeptidasa del peptidoglicano. ?®



Las alteraciones del blanco lactamico beta y las transpeptidasas del
peptidoglicano (Proteinas fijadoras de penicilina PBP) son la explicacién de la
resistencia a la meticilina. Estas cepas S. aureus resistentes a la meticilina
(SARM) lo son mas frecuente en la adquisicion de un gen para una nueva
transpeptidasa, que tiene afinidad reducida por los antibiéticos lactamicos beta
pero que aun es capaz de efectuar su funcion enzimatica de peptidoglicano de
enlace cruzado. ®

La frecuencia de SARM varia mucho segun la zona geografica. La mayor parte de
los hospitales estadounidenses informan tasas de SARM de 5 a 25%, pero los
brotes se estan incrementando y en otros paises se han informado tasas que
pasan de 50%. Existen algunos problemas para identificar SARM; las células
resistentes pueden representar solo una parte pequefia de la poblacion total
(heterorresistencia).®® Por lo general se efectGan estudios con meticilina u
oxacilina bajo condiciones técnicas que facilitan la identificacion de la
subpoblacion resistente, y se procede a la extrapolacion de los resultados a otros
agentes importantes. Por ejemplo, la resistencia a la oxacilina se considera
comprobacién de resistencia a meticilina, nafcilina, dicloxacilina y todas las
cefalosporinas. A menudo se emplea vancomicina para tratar infecciones graves
por SARM. La aparicion reciente de S. aureus con susceptibilidad disminuida a
vancomicina es motivo de gran preocupacion, aunque estas cepas aun son muy

raras. ®®

DIAGNOSTICO

Los procedimientos de laboratorio que ayudan a establecer el diagnostico de las
infecciones estafilocdcicas son muy simples. Las lesiones mas agudas no tratadas
contienen numeroso leucocitos polimorfonucleares y grandes cantidades de cocos
grampositivos agrupados en racimos. Los estafilococos crecen durante la noche
en medio de agar-sangre bajo incubacion aerobia. Las pruebas de catalasa y
coagulasa efectuadas directamente con las colonias bastan para la identificacion.

Debido a la resistencia creciente de S. aureus a mdltiples agentes



antimicrobianos, en particular meticilina y vancomicina, estan indicadas las
pruebas de susceptibilidad a los antibioticos.

Las infecciones estafilococicas profundas, como la osteomielitis y los abscesos,
plantean problemas diagndsticos especiales cuando no es posible aspirar
directamente las lesiones u obtener muestras quirargicas de ellas. Los
hemocultivos suelen ser positivos en patologia como artritis estafilococica aguda,
osteomielitis y endocarditis, pero lo son con menos frecuencia en infecciones
localizadas, como los abscesos profundos.

Se han descrito técnicas para el cultivo e identificacion de estafilococos. Las
muestras deben ser inoculadas en placas de agar sangre o agar sal y manitol,
ademas de que se pueden emplear medios liquidos enriquecidos como el caldo
tioglicolato. Las cepas de este genero, requieren de un periodo de incubacion de
18-24 horas para su desarrollo. Después de este tiempo se puede observar la
morfologia colonial de las cepas, ademas de que se debe realizar la tincion de
Gram para observar morfologia microscépica caracteristica de este genero.
También se realiza la prueba de catalasa y coagulasa. Por dltimo se emplean
sistemas para la identificacion bioquimica de las cepas. %8

En lo que respecta a los estafilococos coagulasa negativos, estos se diferencian
inicialmente por su capacidad de producir 0 no una enzima (coagulasa) que
coagula plasma de conejo. Los estaflococos coagulasa positivos también
fermentan el manitol, contienen una proteina de union (proteina A) a la
inmunoglobulina G (IgG) en su pared celular, y producen una proteina asociada a
la pared (factor de afinidad por el fibrinbgeno) que se une al fibrinbgeno,
caracteristicas no compartidas por la mayoria de los estafilococos coagulasa
negativos. A nivel de género, se ha confirmado el parentesco entre todos los
estafilococos gracias al similar contenido de guanina y citosina en el &cido
desoxirribonucleico (DNA); su diferenciacion en especies separadas ha sido

corroborada por el examen de homologia de secuencias de DNA especificas. ?®



Diagndstico molecular.

El diagndstico molecular es una técnica que ha tomado importancia en los Ultimos
afos ya que permite la deteccion rapida de patdgenos microbianos. Se pueden
obtener resultados en pocas horas, en comparacién con las mas de 24 horas
necesarias en las técnicas de fenotipia convencional. Dichos métodos estan
orientados a detectar moléculas especificas como la proteina 2A de unién a la
penicilina (PBP2A) en los estafilococos resistentes a meticilina, o a identificar
genes especificos mediante busqueda directa de ciertas molécula por
amplificacion de la reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR
diagnostica se fundamenta en la amplificacion de los genes que codifican los RNA
ribosémicos 16S y 23S (rRNA) . Puesto que estos genes son polialéicos (de cinco
a seis copias por célula), aumentan la probabilidad de la union del cebador y de
amplificacion de la PCR cuando las bacterias se encuentran en escaso numero en
la muestra. Los cebadores van dirigidos hacia las secuencias génicas del ARNr
altamente conservado que flanquean a la region intermedia especifica de la
especie. Tras la amplificacion, se determina la secuencia intermedia y se compara
con bases de datos existentes o se hibrida con una serie de sondas especificas de
bacterias conocidas. @

El diagnostico molecular desempefia un papel importante en el caso de
infecciones con cultivo negativo, lo que es frecuente cuando el tratamiento
antibidtico ha comenzado antes de que se recojan las muestras clinicas. En tales
circunstancias, deben emplearse técnicas de cultivo especiales para eliminar o

inactivar el farmaco contaminante, alargando el periodo de incubacién. ©

TRATAMIENTO

La mayor parte de los furinculos y los abscesos estafilococicos superficiales se
resuelven de manera espontanea sin tratamiento antimicrobiano. Las infecciones
gue son mas extensas, mas profundas o situadas en 6rganos vitales requieren
una combinacion de drenaje quirdrgico y antimicrobianos para lograr resultados
optimos. Las penicilinas y las cefalosporinas son activas contra el peptidoglicano

de la pared celular de S. aureus y varian en su susceptibilidad a la inactivacién por



las lactamasas beta estafilocécicas. ®® Aunque la penicilina G es el agente
terapéutico preferido para as cepas susceptibles, se emplean con mas frecuencia
las penicilinas resistentes a la penicilinasa (meticilina, nafcilina, oxacilina) y as
cefalosporinas de primera generacion debido a la resistencia desarrollada por este
microorganismo. Para las cepas resistentes a estos agentes, asi como para
pacientes con hipersensibilidad a los antibioticos beta-lactamicos, las alternativas
son vancomicina, clindamicina y eritromicina. Existe sinergia entre los antibidticos
activos sobre la pared celular y los aminoglucésidos cuando el estafilococo es
sensible a las dos clases de agentes. Estas combinaciones se emplean a menudo
para tratar las infecciones generales graves que requieren una accién bactericida
rapida. 2



A6. JUSTIFICACION

En la actualidad los microorganismos han desarrollado mecanismos de
patogenicidad que les permiten subsistir en ambientes adversos, dentro de los que
destacan la adquisicién de elementos genéticos méviles, como los transposones,
plasmidos, o secuencias conservadas dentro del genoma bacteriano como las
islas de patogenicidad, los cuales codifican para factores de virulencia y genes de
resistencia antimicrobiana. La importancia de estudiar estos genes radica en su
asociacion con la evolucion clinica del paciente que se encuentra infectado con
éstos microorganismos, siendo de mayor relevancia en el neonato, por su
condicién inmunolégica. Asi mismo, es de suma importancia, conocer el perfil de
susceptibilidad antimicrobiana de la cepa, ya que el uso indiscriminado de éstos,
puede seleccionar cepas resistentes que se asocien a la gravedad del paciente.
Es por ello que surge la necesidad de desarrollar estudios que nos permitan
asociar la relevancia de estos genes en la evolucion clinica de los pacientes, asi
como proponer el uso de alternativas farmacologicas para eliminar a los agentes
etiolégicos, evitando la seleccidn de cepas resistentes, contribuyendo con ello a
reducir la propagacion de las mismas, las cuales son asociadas a infecciones

nosocomiales.

OBJETIVOS

e Identificar la presencia de genes de virulencia y de resistencia, en cepas de
S. aureus y S. epidermidis aisladas de muestras obtenidas en neonatos.

e Determinar la fuerza de asociacion entre la presencia de genes de
virulencia y resistencia en cepas de S. aureus y S. epidermidis con la
gravedad de la infeccion en neonatos.

e Inducir la heterorresistencia a vancomicina en cepas de S. aureus.



HIPOTESIS
La presencia de genes de virulencia y resistencia en las cepas clinicas aisladas de
neonatos se asociaran con la mala evolucion clinica del neonato, en comparacion

con las cepas que no tienen esta informacion genética.



A7. METODOLOGIA
TIPO DE ESTUDIO:

Este estudio es una investigacion de tipo observacional, transversal,
analitico y retrospectivo.
LUGAR Y DURACION

Este trabajo se realizara en el Departamento de Infectologia e
Inmunologia Perinatal en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del
Instituto Nacional de Perinatologia.

UNIVERSO, UNIDADES DE OBSERVACION, METODOS DE MUESTREO, Y
TAMANO DE LA MUESTRA.

Se trabajaran con 118 cepas de S. aureus y Staphylococcus coagulasa
negativos aisladas de muestras biologicas de origen estéril de neonatos de los
diferentes servicios de hospitalizacion del Instituto.

METODOLOGIA:
Crecimiento Microbiano:

Las cepas de S. aureus y coagulasa negativos aisladas del mismo
origen, seran recuperadas del cepario del Laboratorio de Microbiologia,
haciéndolas crecer en placas de agar sangre de carnero y agar sal manitol
para S. aureus incubandose en condiciones de aerobiosis a 37°C durante 24
horas.

Extraccion de acidos nucléicos:

e Una vez obtenido el crecimiento microbiano de las cepas a emplear, se
hard una suspension microbiana ajustada al tubo No. 0.5 del nefelémetro
de McFarland (1.5x10® UFC/mL) en fase logaritmica.

e Se centrifugara a 3000 rpm para obtener un paquete celular.

e El paquete celular se resuspendera en 200 uL de solucién de lisis.

e Se realizara un choque térmico para la ruptura de las bacterias y liberacion
de acidos nucléicos.

e Se procedera a realizar la extraccion del material genético con la técnica de

fenol-cloroformo.



e EI DNA se resuspendera en 20uL de solucion de trabajo TE (Tris-

EDTA).

e El material genético se guardara en congelacion a -20°C hasta su uso.

Iniciadores a emplear v disefo:

Los primers que seran utilizados para la amplificacion de los genes de
virulencia se buscaran en articulos de divulgacion cientifica y se realizara el
alineamiento de los mismos en el GenBank para ver su grado de especificidad
para reconocer a la secuencia blanco. Los primers que no sean especificos

para los genes de virulencia respectivos seran disefiados empleando el

programa Primer3 (online free version 0.4.0).

Gen

Funcién

mecA

Gen que codifica para la proteina de
union a penicilina, confiriendo
resistencia a meticilina.

Tst

Gen que codifica para la proteina de
choque toxico

Hla

Gen que codifica para la hemolisina
alfa estafilococcica

HIb

Gen que codifica para la hemolisina
beta estafilococcica

Agr

Operon que codifica para el sistema
de regulacién de “quorum sensing”

entA

Gen que codifica para la
enterotoxina A

sarA

Locus regulador accesorio de
Staphylococcus aureus que codifica
para una proteina que se une a DNA
para regular mas de 100 genes

Cna

Gen que codifica para una proteina
de union a colagena




Se emplearan las condiciones de descritas en la literatura para la
amplificacion de los genes antes mencionados. Ademas se estandarizaran las
condiciones de temperatura y concentraciones de sales para la PCR en su
fase de desnaturalizacion del DNA, alineamiento de los primers y alargamiento
del fragmento de interés de los genes para los que se realizara el disefio de
los primers.

Deteccioén de los genes:

Para ello se emplearan geles de agarosa al 1.2 %, en los cuales se
lograran observar los fragmentos amplificados y con un marcador de tamafio
molecular de 100pb y 50pb se podra estimar el tamafio del fragmento de
interés.

Prueba de sensibilidad a antimicrobianos:

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI):

Para esta prueba se emplearan tres técnicas:

Método automatizado para sensibilidad: Se utilizaran paneles especificos
(PC20) para cocos Gram positivos (MicroScan, Dade Bahring) y se procedera
conforme a las instrucciones del fabricante.

Dilucion seriada en placas de agar (microdilucion): Para esta metodologia se
seguiran los parametros establecidos por la CLSI (antes NCCLYS).

Induccion y Seleccién de cepas heterorresistentes:

Para inducir la heterorresistencia en las cepas de Staphylococcus, se
inocularan 100 uL de una suspension bacteriana ajustada al tubo No. 2 del
nefeldmetro de McFarland en medio enriquecido (agar sangre de carnero al
5%) al cual previamente se le adicioné vancomicina a una concentracion de 4
ug/mL, se coloca un disco de aztreonam al centro de la placa (30ug)
realizandose por duplicado cada ensayo. Se incubaran a 37°C revisando el
crecimiento a las 24 y 48 horas. Las cepas que presenten satelitismo
(crecimiento alrededor del disco) seran consideradas como heterorresistentes.
Las cepas heterorresistentes, seran sometidas a 5 pases seriales en placas
de agar sangre de carnero al 5%. Se preparara un inoculo del Ultimo pase a

una concentracion equivalente al tubo No. 1 del Nefelémetro de McFarland y



se inoculardn 40 [JL de suspension a placas de agar Mueller-Hinton que

contienen vancomicina a diferentes concentraciones (0.01500g/mL-512ug/mL).

Se incubaran a 37°C por 48 horas, se revisara el desarrollo microbiano y se

reportaran los resultados.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION.

. Se incluiran todas las cepas de Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis aisladas de pacientes neonatos hospitalizados
de todos los servicios del Instituto.



A8. RESULTADOS

Diseino de iniciadores:

Staphylococcus aureus cepa V521 locus del gen regulador
accesorio (agr)

CTATACGAAGATAACAAATTTACAATGAAAGTAATTAATTATTCATCTTATTTTTTAGTGAATTTG
TTCACTGTGTCGATAATCCATTTTACTAAGTCACCGATTGTTGAAATGATATCTTGTGCCATTGAA
ATCACTCCTTCCTTAATTAAGATAAAAATTCTTAAAATTAAACAACTCATCAACTATTTTCCATCA
CATCTCTGTGATCTAGTTATATTAAAACATGCTAAAAGCATTTATTTTCCAATTTTTCTTAACTAG
TCGTTTTTTATTCTTAACTGTAAATTTTTTTATGTTAAAATATTAAATACAAATTACATTTAACAG
TTAAGTATTTATTTCCTACAGTTAGGCAATATAATGATAAAAGATTGTACTAAATCGTATAATGAC
AGTGAGGAGAGTGGTGTAAAATTGAATTATTTTGATAATAAAATTGACCAGTTTGCCACGTATCTT
CAAAAGAGAAATAACTTAGATCATATTCAATTTTTGCAAGTACGATTAGGGATGCAGGTCTTAGCT
AAAAATATAGGTAAATTAATTGTTATGTATACTATTGCCTATATTTTAAACATTTTTCTGTTTACG
TTAATTACGAATTTAACATTTTATTTAATAAGAAGACATGCACATGGTGCACATGCACCTTCTTCT
TTTTGGTGTTATGTAGAAAGTATTATACTATTTATACTTTTACCTTTAGTAATAGTAAATTTTCAT
ATTAACTTTTTAATTATGATTATTTTAACAGTTATTTCTTTAGGTGTAATCTCAGTATATGCTCCT
GCAGCAACTAAAAAGAAGCCCATTCCTGTGCGACTTATTAAACGAAAAAAATATTATGCGATTATT
GTTAGTTTAACCCTTTTCATTATCACACTTATCATCAAAGAGCCATTTGCCCAATTCATTCAATTA
GGCATCATAATAGAAGCTATTACATTATTACCTATTTTCTTTATTAAGGAGGACTTAAAATGAATA
CATTATTTAACTTATTTTTTGATTTTATTACTGGGATTTTAAAAAACATTGGTAACATCGCAGCTT
ATAGTACTTGTGACTTCATAATGGATGAAGTTGAAGTACCAAAAGAATTAACACAATTACACGAAT
AATTTAAATAGAGAGTGTGATAGTAGGTGGAATTATTAAATCGTTATAATTTTGTTTTATTCGTAT
TAACTCAAATGATATTAATGTTTACAATACCAGCTATAATTAGTGGTATTAAGTACAGTAAACTTG
ATTATTTTTTCATCATAGTAATTTCGACATTATCGTTATTTCTATTTAAAATGTTTGATAGCGCGT
CCTTAATCATATTAACTTCATTTATTATTATAATGTATTTTGTCAAAATCAAATGGTATTCTATTT
TGTTGATTATGACTTCGCAGATTATTCTATACTGTGCTAACTACATGTATATAGTTATATATGCAT
ATATCACCAAAATTTCTGATAGTATATTTGTAATATTCCCTAGCTTTTTTGTAGTTTATGTGACTA
TTAGTATACTATTCTCATATATAATAAATAGAGTTCTCAAAAAAATTAGCACACCATATCTAATAC
TAAACAAAGGATTTTTAATAGTTATTTCGACTATCTTACTGCTTACTTTTTCATTATTTTTCTTTT
ATTCACAATAAACTCGGATGAAGCTAAAGTAATAAGGCAGTATTCTTTTATTTTTATTGGTATCAC
TATATTTTTAAGTATATTAACATTTGTTATTTCTCAATTTCTCCTTAAAGAGATGAAATATAAACG
TAATCAAGAAGAAATTGAAACCTATTATGAATATACATTGAAGATTGAAGCTATCAACAACGAAAT
GCGCAAGTTCCGTCATGATTATGTCAATATCTTAACGACACTTTCAGAATACATTCGAGAAGATGA
CATGCCTGGCCTACGTGATTATTTCAATAAAAATATTGTACCTATGAAAGACAATTTACAAATGAA
TGCTATAAAATTAAATGGTATCGAGAATCTTAAAGTACGTGAAATTAAAGGCTTAATTACTGCGAA
AATTTTACGTGCACAAGAAATGAATATTCCGATTAGTATCGAAATACCCGATGAAGTAAGTAGCAT
TAACTTGAATATGATCGATTTAAGTCGCAGTATTGGTATTATTCTTGATAATGCAATTGAGGCATC
AACTGAAATTGATGACCCTATCATTCGCGTTGCATTTATTGAAAGTGAAAATTCAGTAACGTTTAT
TGTTATGAATAAATGCGCTGATGATATACCACGCATTCATGAATTGTTCCAAGAAAGTTTTTCTAC
TAAAGGTGAAGGTCGTGGTTTAGGTCTATCAACTTTAAAAGAAATTGCTGATAATGCAGACAATGT
CTTATTAGATACAATTATCGAAAATGGTTTCTTTATTCAAAAAGTTGAAATTATTAACAACTAGCC
ATAAGGATGTGAATGTATGAAAATTTTCATTTGCGAAGACGATCCAAAACAAAGAGAAAACATGGT



TACCATTATTAAAAATTATATAATGATAGAAGAAAAGCCTATGGAAATTGCCCTCGCAACTGATAA
TCCTTATGAGGTGCTTGAGCAAGCTAAAAATATGAATGACATAGGCTGTTACTTTTTAGATATTCA
ACTTTCAACTGATATTAATGGTATCAAATTAGGCAGTGAAATTCGTAAGCATGACCCAGTTGGTAA
CATTATTTTCGTTACGAGTCACAGTGAACTTACCTATTTAACATTTGTCTACAAAGTTGCAGCGAT

TTTAGATAACCGTCAAATTGAATTTTATGGTAATTTAAAAGAACTGAGTCAATTAGA
TGATCGTTTCTTTAGATGTCATAATAGCTTTGTCGTCAATCGCCATAATATTGAATCTATAGATTC
GAAAGAGCGAATTGTCTATTTTAAAAATAAAGAACACTGCTATGCATCGGTGAGAAACGTTAAAAA
AATATAATAAGATAATAAAGTCAGTTAACGGCGTATTCAATTGTAAATCTTGTTGGATTTTAACAA
GATAACTAGCAAATGCACT

Primers disefiados:

FW 5’ AAAGTTGCAGCGATGGATTT 3’

Gen de la toxina de choque téxico (tst)

ATGAATAAAAAATTACTAATGAATTTTTTTATCGTAAGCCCTTTGTTGCTTGC

CCTTATAATTTTTCCG
AGTCCTTATTATAGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAAAGTTGACTTAAACACAAAAAGAACTAAA
AAAAGCCAACATACTAGCGAAGGAACTTATATCCATTTCCAAATAAGTGGCGTTACAAATACTGAA
AAATTACCTACTCCAATAGAACTACCTTTAAAAGTTAAGGTTCATGGTAAAGATAGCCCCTTAAAG
TATTGGCCAAAGTTCGATAAAAAACAATTAGCTATATCAACTTTAGACTTTGAAATTCGTCATCAG
CTAACTCAAATACATGGATTATATCGTTCAAGCGATAAAACGGGTGGTTATTGGAAAATAACAATG
AATGACGGATCCACATATCAAAGTGATTTATCTAAAAAGTTTGAATACAATACTGAAAAACCACCT
ATAAATATTGATGAAATAAAAACTATAGAAGCAGAAATTAATTAA

Primers disefiados:

FW 5’ GTAAGCCCTTTGTTGCTTGC 3’

Gene hlb que codifica para la beta hemolisina

ATCGATAACTTTCTTTGTTCCATTTTTAAAGTAAACAGTATATTTCGCTTGCTTCGATAGTCTTAA
ATCTATATCACTAATACCTCTGTCTGATTTTAAAACTGATTTAACTCTATCCTCTAAATCTTTATA
ACTAATATTTTGATTCTTATTAAATGTTAAGCTTGATAAAATATTTTGGCTTGTACCGTTCACAGT
GATTGCATATGGAACATGGACTTTAGAATATCCATGGTGTAACGAACTTGATGATTTATCTAATGG
CTTAGCTGCGGCAGACGCTTCATTATTATTAAAGTTTGCACCTGTTGATGCTAAAACACCTAATGC



TAAAGTTGTTGTAATCAATGACTTAAATTTCATAAATTATCTCTCCTTTTTTGTGTAATTCGTATT
TGCAACTTAATTATAGCCAGACTTTCTCTATTTTTTGAATTAACTGAATATTAATAATAAATTATC
TTTAACAATAATTTTTTAACACTGTTAAAAGTTCTTTTAATTTTGATTAACTAATTAATTTACAAT
ACCTAAAATGTTGTTTGGTTTTGTTTATACCAAGCTTCAAACTTAAATGTCATAACAACATTCATT
TCTTAATTCCGATTAGATTTGTCGATTATATTTACAGCATCTTTATACTCAAAAAACATTTACTTA
AAAATATAAATTCTATTTAATAATTAATTTAAATTTAGTTAATCAATTTTGCATCTATTTTGTTGT
AAGCTATATAAAAGGAGTGATAATGATGGTGAAAAAAACAAAATCCAATTCACTAAAAAAAGTTGC
AACACTTGCATTAGCAAATTTATTATTAGTTGGTGCACTTACTGACAATAGTGCCAAAGCCGAATC
TAAGAAAGATGATACTGATTTGAAGTTAGTTAGTCATAACGTTTATATGTTATCGACCGTTTTGTA
TCCAAACTGGGGGCAATATAAACGCGCTGATTTAATCGGACAATCTTCTTATATTAAAAATAATGA
TGTCGTAATATTCAATGAAGCATTTGATAATGGTGCATCAGACAAATTATTAAGTAATGTGAAAAA
AGAATATCCTTATCAAACACCTGTACTCGGCCGTTCTCAATCAGGGTGGGACAAAACTGAAGGTAG
CTACTCATCAACTGTTGCAGAAGATGGTGGCGTAGCGATTGTAAGTAAATATCCTATTARAAGAAAA
AATCCAGCATGTTTTCAAAAGCGGTTGTGGATTCGATAATGATAGCAACAAAGGCTTTGTTTATAC
AAAAATAGAGAAAAATGGTAAGAACGTTCACGTTATCGGTACACATACACAATCTGAAGATTCACG
TTGTGGTGCTGGACATGATCGAAAAATTAGAGCTGAACAAATGAAAGAAATCAGTGACTTTGT TAA
AAAGAAAAATATCCCTAAAGATGAAACGGTATATATAGGTGGCGACCTTAATGTCAATAAAGGCAC
TCCAGAGTTCAAAGATATGCTTAAAAACTTGAATGTAAATGATGTTCTATATGCAGGTCATAATAG
CACATGGGACCCTCAATCAAATTCAATTGCGAAATATAATTACCCTAATGGTAAACCAGAACATTT
AGACTATATATTTACAGATAAAGATCATAAACAACCAAAACAATTAGTCAATGAAGTTGTGACTGA
AAAACCTAAGCCATGGGATGTATATGCGTTCCCATATTACTACGTTTACAATGATTTTTCAGATCA
TTACCCAATCAAAGCCTATAGTAAATAGTGCTCAACTAACTAATAACTTTGCTTCGTTCTARAAGG
ACGAAGCGAGTTATATTGTTAAAATTTGAATTGACT TACATTTTAATAAAATCATCTTAACAACTT
TAATTTTTCATTAATACAAGTCTTTACTCTACACTCAAACAAGATTCATACACTGCACGTCATAAT
AAATCTATCTATTCAAATATAAATAAAAGTTACCTACTACATTCTATGTAGCAGGCAACTTTTATT
ACTTATTTCTTTTCATTATCATTAAGTACTTTTACAAACTTCACATTATGTGTCTTCCAATCAACT
TCATATAATGCTGATAATTTTTCTTCTTTTTTATCTACATGGTTTTCACCAGACCAATAGCCCCAG
AAACCATGGCGATTCCAATCTATTTTAAACTCATCCATTGATCGTTTAACTCTAACGTGTCGCATG
GAAATCGAT

Primers disefiados:

FW 5" TATCCAAACTGGGGGCAATA 3’

Cassette cromosémico para el gen mecA (SCCmec)

TTATTCATCTATATCGTATTTTTTATTACCGTTCTCATATAGCTCATCATACACTTTACCTGAGAT
TTTGGCATTGTAGCTAGCCATTCCTTTATCTTGTACATCTTTAACATTAATAGCCATCATCATGTT
TGGATTATCTTTATCATATGATATAAACCACCCAATTTGTCTGCCAGTTTCTCCTTGTTTCATTTT
GAGTTCTGCAGTACCGGATTTGCCAATTAAGTTTGCATAAGATCTATAAATATCTTCTTTATGTGT
TTTATTTACGACTTGTTGCATACCATCAGTTAATAGATTGATATTTTCTTTGGAAATAATATTTTT
CTTCCAAACTTTGTTTTTCGTGTCTTTTAATAAGTGAGGTGCGTTAATATTGCCATTATTTTCTAA



TGCGCTATAGATTGAAAGGATCTGTACTGGGTTAATCAGTATTTCACCTTGTCCGTAACCTGAATC
AGCTAATAATATTTCATTATCTAAATTTTTGTTTGAAATTTGAGCATTATAAAATGGATAATCACT
TGGTATATCTTCACCAACACCTAGTTTTTTCATGCCTTTTTCAAATTTCTTACTGCCTAATTCGAG
TGCTACTCTAGCAAAGAAAATGTTATCTGATGATTCTATTGCTTGTTTTAAGTCGATATTACCATT
TACCACTTCATATCTTGTAACGTTGTAACCACCCCAAGATTTATCTTTTTGCCAACCTTTACCATC
GATTTTATAACTTGTTTTATCGTCTAATGTTTTGTTATTTAACCCAATCATTGCTGTTAATATTTT
TTGAGTTGAACCTGGTGAAGTTGTAATCTGGAACTTGTTGAGCAGAGGTTCTTTTTTATCTTCGGT
TAATTTATTATATTCTTCGTTACTCATGCCATACATAAATGGATAGACGTCATATGAAGGTGTGCT
TACAAGTGCTAATAATTCACCTGTTTGAGGGTGGATAGCAGTACCTGAGCCATAATCATTTTTCAT
GTTGTTATAAATACTCTTTTGAACTTTAGCATCAATAGTTAGTTGAATATCTTTGCCATCTTTTTT
CTTTTTCTCTATTAATGTATGTGCGATTGTATTGCTATTATCGTCAACGATTGTGACACGATAGCC
ATCTTCATGTTGGAGCTTTTTATCGTAAAGTTTTTCGAGTCCCTTTTTACCAATAACTGCATCATC
TTTATAGCCTTTATATTCTTTTTGTTTTAATTCTTCAGAGTTAATGGGACCAACATAACCTAATAG
ATGTGAAGTCGCTTTTCCTAGAGGATAGTTACGACTTTCTGTTTCATTAGTTGTAAGATGAAATTT
TTTTGCGAAATCACTTAAATATTCATCCATTTTTTTAACGGTTTTAAGTGGAACGAAGGTATCATC
TTGTACCCAATTTTGATCCATTTGTTGTTTGATATAGTCTTCAGAAATACTTAGTTCTTTAGCGAT
TGCTTTATAATCTTTTTTAGATACATTCTTTGGAACGATGCCTATCTCATATGCTGTTCCTGTATT
GGCCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAAAATTTTACCACGTTCTGATTTTAAATTTTCAATATGTAT
GCTTTGGTCTTTCTGCATTCCTGGAATAATGACGCTATGATCCCAATCTAACTTCCACATACCATC
TTCTTTAACAAAATTAAATTGAACGTTGCGATCAATGTTACCGTAGTTTGTTTTAATTTTATATTG
AGCATCTACTCGTTTTTTATTTTTAGATACTTTTTTTATTTTACGATCCTGAATGTTTATATCTTT
AACGCCTAAACTATTATATATTTTTATCGGACGTTCAGTCATTTCTACTTCACCATTATCGCTTTT
AGAAATATAACTGCTATCTTTATAAACTTGTTTGAAATTTTTATCTTCAATTGCATCAATAGTATT
ATTAATTTCTTTATCTTTTGAAGCATAAAAATATATACCAAACCCGACAACTACAACTATTAAAAT
AAGTGGAACAATTTTTATCTTTTTCAT

Primers disefiados:
FW 5’ GGCCAATTCCACATTGTTTC

RV 5’ TTGATCGCAACGTTCAATTT

Cassette cromosémico para el gen mecR (SCCmec)

ATGTCACATAAGATTTGGTTATTAGTGCTCGTCTCCACGTTAATTCCATTAATACCATTTTACAAA
ATATCGAATTTTACATTTTCAAAAGATATGATGAATCGAAATGTATCTGACACGACTTCTTCGGTT
AGTCATATGTTAGATGGTCAACAATCATCTGTTACGAAAGACTTAGCAATTAATGTTAATCAGTTT
GAGACCTCAAATATAACGTATATGATTCTTTTGATATGGGTATTTGGTAGTTTGTTGTGCTTATTT
TATATGATTAAGGCATTCCGACAAATTGATGTTATTAAAAGTTCGTCATTGGAATCGTCATATCTT
AATGAACGACTTAAAGTATGTCAAAGTAAGATGCAGTTCTACAAAAAGCATATAACAATTAGTTAT
AGTTCAAACATTGATAATCCGATGGTATTTGGTTTAGTGAAATCCCAAATTGTACTACCAACTGTC
GTAGTCGAAACCATGAATGACAAAGAAATTGAATATATTATTCTACATGAACTATCACATGTGAAA
AGTCATGACTTAATATTCAACCAGCTTTATGTTGTTTTTAAAATGATATTCTGGTTTAATCCTGCA
CTATATATAAGTAAAACAATGATGGACAATGACTGTGAAAAAGTATGTGATAGAAACGTTTTAAAA
ATTTTGAATCGCCATGAACATATACGTTATGGTGAATCGATATTAAAATGCTCTATTTTAAAATCT



CAGCACATAAATAATGTGGCAGCACAATATTTACTAGGTTTTAATTCAAATATTAAAGAACGTGTT
AAGTATATTGCACTTTATGATTCAATGCCTAAACCTAAT CGAAACAAGCGTATTGTTGCGTATATT
GTATGTAGTATATCGCTTTTAATACAAGCACCGTTACTATCTGCACATGTTCAACAAGACAAATAT
GAAACAAATGTATCATATAAAAAATTAAATCAACTAGCTCCGTATTTCAAAGGATTTGATGGAAGT
TTTGTGCTTTATAATGAACGGGAGCAAGCTTATTCTATTTATAATGAACCAGAAAGTAAACAACGA
TATTCACCTAATTCTACTTACAAAATTTATTTAGCGTTAATGGCATTCGACCAAAATTTACTCTCA
TTAAATCATACTGAACAACAATGGGATAAACATCAATATCCATTTAAAGAATGGAACCAAGATCAA
AATTTAAATTCTTCAATGAAATATTCAGTAAATTGGTATTACGAAAATTTAAACAAACATTTAAGA
CAAGATGAGGTTAAATCTTATTTAGATCTAATTGAATATGGTAATGAAGAAATATCAGGGAATGAA
AATTATTGGAATGAATCTTCATTAAAAATTTCTGCAATAGAACAGGTTAATTTGTTGAAAAATATG
AAACAACATAACATGCATTTTGATAATAAGGCTATTGAAAAAGTTGAAAATAGTATGACTTTGAAR
CAAAAAGATACTTATAAATATGTAGGTAAAACTGGAACAGGAATCGTGAATCACAAAGAAGCAAAT
GGATGGTTCGTAGGTTATGTTGAAACGAAAGATAATACGCATTATTTTGCTACACATTTAAAAGGC
GAAGACAATGCGAATGGCGAAAAAGCACAACAAATTTCTGAGCGTATTTTAAAAGAAATGGAGTTA
ATATAA

Primers disefiados:

FW 5" ATTTTGAATCGCCATGAACA

Staphylococcus aureus cepa S6 precursor para la enterotoxina A
(entd)

ATGAAAAAAACAGCATTTACATTACTTTTATTCATTGCCCTAACGTGGACAACAAGTCCACTTGTA
AATGGTAGCGAGAAAAGCGAAGAAATAAATGAAAAAGATTTGCGAAAAAAGTCTGAATTGCAGGGA
GCAGCTTTAGGCAATCTTAAACAAATCTATTATTACAATGAAAAAGCTAAAACTGAAAATAAAGAG
AGTCACGATCAATTTTTACAGCATACTATATTGTTTAAAGGCTTTTTTACAAATCATTCATGGTAT
AACGATTTATTAGTAGATTTTGATTCAAAGGATATTGTTGATAAATATAAAGGGAAAAAAGTAGAC
TTATATGGTGCTTATTATGGTTATCAATGTGCGGGTGGTACACCAAACAAAACAGCTTGCATGTAT
GGTGGTGTAACGTTACATGATAATAATCGATTGACCGAAGAGAAAAAAGTGCCAATCAATTTATGG
CTAGACGGTAAACAAAATACAGTACCTTTGGAAACGGT TAAAACGAATAAGAAAAATGTAACTGTT
CAGGAGTTGGATCTTCAAGCAAGACGTTATTTACAGGAAAAATATAATTTATATAACTCTGATGTT
T TCATCECAAGETTC A GAGGGGATTAATCGTGTTTCATACTTCTACAGAACCTTCGGTTAATTAC
GATTTATTTGGTGCTCAAGGACAGAATTCAAATACACTATTAAGAATATATAGAGATAATAAAACG
ATTAACTCTGAAAACATGCATATTGATATATATTTATATACAAGTTAA

Primers disefiados:

FW 5’ TTGGAAACGGTTAAAACGAA



Staphylococcus aureus gen sarA

AAAGCGTTGATTTGGGTAGTATGCTTTGACACAACAAATTTTAATTTAGCAAATTCGATAGTCAAC
TCATTCTTAAGACCTAAATTAATGTTATTTTTTAATAATTTACACCAAATTAATAGCAAAAATTAT
GTTATTCGTGCTAATATTTCATAGTTGGTTATTCAATTAATTAAAAATAAGTCAAAATGCACAACT
TTTTATAATTCATTGAGTCGAGTTTGAAAAATAAAAGTGCTTTAATGCATGATCAATTATCGTACT
TTCTATTATTTGTTACCCGTTATCAATCGGAATAACGTATAGACACTTTAACGTGCTATAGATTGG
TTTTAATCACTAAATTAATGTGTTTTTCTTATCATTAAAACTGCACTGAGAATTACTARAATTAARA
AAATTATAAAAATTTTTCATTTTTAGTGATAAAATTCTGAAAAATGGGTATAAATAGTAGAAGAAG
TTAACTTGGAAGAGTTAAGCTATAACAAAGAATCTCTTTAGACACACATTGAATATCGAAACATTT
AATTGCGCTAAATCGTTTCATTAAATAAATTACCTTGTATTGTCGATTAAATTAAGGTAAATTATA
AARAAATGCTGATATTTTTGACTAAACCAAATGCTAACCCAGAAATACAATCACTGTGTCTAATGAA
TAATTTGTTTTATAAACACTTTTTTGTTTACTTCTCATTTTTAATTAGTTATAATTAACTARATAA
TAGAGCATTAAATATATTTAATAAAACTTATTTAATGCAAAATTATGACTAACATATCTATAATAA
ATAAAGATTAGATATCAATATATTATCGGGCAAATGTATCGAGCAAGATGCATCAAATAGGGAGGT
TTTAAACATGGCAATTACAAAAATCAATGATTGCTTTGAGT TGTTATCAATGGTCACTTATGCTGA
CAAATTAAAAAGTTTAATTAAAAAGGAATTTTCAATTAGCT TTGAAGAATTCGCTGTATTGACATA
CATCAGCGAAAACAAAGAGAAAGAATACTATTTTAAAGATATTATTAATCATT TAAACTACAAACA
ACCACAAGTTGTTAAAGCAGTTAAAATTTTATCTCAAGAAGATTACTTCGATAAAAAACGTAATGA
GCATGATGAAAGAACTGTATTAATTCTTGTTAATGCACAACAACGTAAAAAAATCGAATCATTATT
GAGTCGAGTAAATAAATGAATCACTGAAGCAAACAACGAAATTGAACTATAATTTTGTTTAGCGCA
ATTTGGTGAAGTTTGATAGATGATACATTCTATTAAACTTCCTTTTTTTATGCTCTTTTTACCTAA
TTGTTAAGAGGTTTTGCACTAATGGCACT

Primers disefiados:

FW 5" GGGCAAATGTATCGAGCAAG

Staphylococcus aureus gen cna para adhesion a colagena

ATGAACAAGAATGTGTTGAAGTTTATGGTCTTTATAATGTTATTAAATATCATCACGCCTTTATTT
AATAAAAATGACGCATTTGCAGCACGAGATATTTCATCAACGAATGTTACAGATTTAACTGTATCA
CCGTCTAAGATAGAAGATGGTGGTAAAACGACAGTAAAAATGACATTCGACGATAAAAATGGAARAA
ATACAAAATGGTGACACGATTAAAGTGGCATGGCCGACAAGCGGTACAGTAAAGATAGAGGGTTAT
AGTAAAACAGTACCATTAACTGTTAAAGGTGAACAGGTGGGTCAAGCAGTTATTACACCAGACGGA
GCAACAATTACATTCAATGATAAAGTAGAAAAATTAAGTGATGTTTCGGGATTTGCAGAATTTGAA
GTACAAGGAAGAAATTTAACGCAAACAAATACTTCAGATGACAAAGTAGCTACGATAACATCTGGG
AATAAATCAACGAATGTTACGGTTCATAAAAGTGAAGCGGGAACAAGTAGTGTTTTCTATTATAAA
ACGGGAGATATGCTGCCAGAAGATACGACACATGTACGATGGTTTTTAAATATTAATAATGAAAAA
AGATATGTATCGAAAGATATTACTATAAAGGATCAGATTCAAGGTGGACAGCAGTTAGATTTAAGC
ACATTAAACATTAATGTGACAGGTACACATAGCAATTATTATAGTGGATCAAATGCAATTACTGAT
TTTGAAAAAGCTTTTCCAGGTTCTAAGATAACTGTTGATAATACGAAGAACACAATTGATGTAACA
ATTCCACAAGGCTATGGGTCACTTAATAGTTTTTCAATTAACTACAAAACCAAAATTACGAATGAA



CAGCAAAAAGAGTTTGTTAATAATTCACAAGCTTGGTATCAAGAGCATGGTAAGGAAGAAGTGAAT
GGGAAATCATTTAATCATACTGTGCACAATATTAATGCTAATGCCGGTATTGAAGGTACTGTAAAA
GGTGAATTAAAAGTTTTAAAACAGGATAAAGATACCAAGGCTCCTATAGCTAATGTAAAATTTAAA
CTTTCTAAAAAAGATGGATCAGTTGTAAAGGACAATCAARAAGAAAT TGAGATTATAACAGATGCA
AACGGTATTGCTAATATTAAAGCGTTGCCTAGTGGAGACTATATT ITAAAAGAAATAGAGGCGCCA
GCACCGTATACATTTGATAAGGATAAAGAATATCCGTTTACTATGAAAGATACAGATAATCAGGGA
TATTTTACGACTATTGAAAATGCAAAAGAGATAGAAAAAACAAAAGATGTATCTGCTCAAAAGGTT
GEGAAGGCACTCARAAATTGAAACCAACGAT TTATTTCAAGTTGTACAAACAAGATGACAATCAR
AACACAACACCAGTAGACAAAGCAGAGATAAAAAAATTAGAAGATGGAACGACAAAAGTGACATGG
TCTAATCTTCCAGAAAATGACAAAAATGGCAAGACTATTAAATAT TTAGTTAAAGAAGTAAATGCT
CAAGGTGAAGATACAACACCAGAAGGATATACTARAAAAGAAAATGGTTTAGTGGTTACTAATACT
GAARAACCAATCGAAACAACATCAATTAGCGGTGAAAAAGTATGGGACGACAAAGATAATCAAGAT
GGTAAGAGACCAGAAAAAGTCAGTGTAAATTTATTGGCTAACGGAGAGAAAGTAGAAACGGTAGAT
GTAACATCTGAAACAAACTGGAAGTACGAATTTAAAAACTTACCGAAGTATGATGAAGGAAAGAAA
ATAGAATATACAGTGACCGAAGATCACGTAAAAGACTACACAACAGACATCAACGGTACGACAATA
ACGAACAAGTATACACCAGGAGAGACATCGGCAACAGTAACAAAAAATTGGGATGACAATAATAAC
CAAGACGGAARACGACCAACTGAAATTAAAGTTGAGTTATATCAAGATGGAAAAGCAACAGGARAA
ACGGCAACATTARATGAATCTAATAACTGGACCCATACGTGGGCAGGATTAGATGAAAAAGCAARR
GGTCAACAAGTAAAATACACAGTCGAGGAATTAACAAAAGTTAAAGGTTATACAACACATGTGGAT
AACAATGATATGGGTAACTTGATTGTGACGAATAAATATACGCCAGAAAAACCGAATAAACCAATC
TATCCTGAAAAACCAAAAGACAAAACACCACCAACTAAACCTGATCACTCTAATAAAGTTAAACCA
ACTCCCCCAGATAAGCCATCAAAAGTGGATAAGGTTGATCAACCTAAAGATAATAAAGCCAAACCT
GAAAATCCTCTAAAAGAATTACCAAAAACTGGTATGAAGAT TATAACTTCATGGATTACATGGGTA
TTTATAGGTATATTGGGATTGTATTTAATTTTAAGAAAAAGATTTAATTCATAA

Primers disefiados:

FW 5" AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA

Staphylococcus aureus gen para la alfa toxina

ATCGATTACATTTTTAAATCAAACAAATCATTAGTTTTAAAGAAATTAATCAATAGAATTAGCTAT
GTCTTTTCCTTGTTTCATAAAGAATTTATTCAACTTTGACTAACCCTCGAAATTGAAATGCTTCCT
TTCAAATTTTAAATAAAAGTTAAAAACATATTCTTAAAATAATCACTCATCATCACTCAGTAATTT
ATCAGTTGCTATATTAAATATACTAATATAAACGATTATAAATATTTGATATGTCTCAACTGCAAA
TATTCTAAATTGACATATTGATTATTGTTTCCTCAAATCGTTCAAAAAAATAGAAGGATGATGAAA
ATGAAAACACGTATAGTCAGCTCAGTAACAACAACACTATTGCTAGGTTCCATATTGATGAATCCT
GTCGCTGGTGCCGCAGATTCTGATATTAATATTAAAACCGGTACTACAGATATTGGAAGCAATACT
ACAGTAAAAACAGGTGATTTAGTCACTTATGATAAAGAAAATGGCATGCACAAAAAAGTATTTTAT
AGTTTTATCGATGATAAAAATCACAATAAAAAACTGCTAGTTATTAGAACGAAAGGTACCATTGCT
GGTCAATATAGAGTTTATAGCGAAGAAGGTGCTAACAAAAGTGGTTTAGCCTGGCCTTCAGCCTTT
AAGGTACAGTTGCAACTACCTGATAATGAAGTAGCTCAAATATCTGATTACTATCCAAGAAATTCG



ATTGATACAAAAGAGTATATGAGTACTTTAACTTATGGATTCAACGGTAATGTTACTGGTGATGAT
ACAGGAAAAATTGGCGGCCTTATTGGTGCAAATGT

CTTTTCATGAAAACTAGAAATGGTTCTATGAAAGCAGCAGATAACTTCCTTGATCCTAACAAAGCA
AGTTCTCTATTATCTTCAGGGTTTTCACCAGACTTCGCTACAGTTATTACTATGGATAGAAAAGCA
TCCAAACAACAAACAAATATAGATGTAATATACGAACGAGTTCGTGATGATTACCAATTGCATTGG
ACTTCAACAAATTGGAAAGGTACCAATACTAAAGATAAATGGACAGATCGTTCTTCAGAAAGATAT
AAAATCGATTGGGAAAAAGAAGAAATGACAAATTAATGTAAATTATTTGTACATGTACAAATAAAT
ATAATTTATAACTTTAGCCGATAACTTCAGAAATGATGTTTTTCGGCTAATTTTTATACTTAATTT
AGTTTAATTAACTTATGATATTTTTAATTTAAACTATGTACTTGATTTGCTTTCCTGACTTAAAAA
TTAGAGCTAAACATGACACTATAGAGGTGTTTT

FW 5’ GGCCTTATTGGTGCAAATGT

Staphylococcus aureus cepa R93 region complete del locus agr AgrB

(agrB) , AgrD (agrD), AgrC (agrC), and AgrA (agrh)

TTGAATTATTTTGATAATAAAATTGACCAGTTTGCCACGTATCTTCAAAAGAGAAATAACTTAGAT
CATATTCAATTTTTGCAAGTACGATTAGGGATGCAGGTCTTAGCTAAAAATATAGGTAAATTAATT
GTTATGTATACTATTGCCTATATTTTAAACATTTTTCTGTTTACGTTAATTACGAATTTAACATTT
TATTTAATAAGAAGACATGCACATGGTGCACATGCACCTTCTTCTTTTTGGTGTTATGTAGAAAGT
ATTATACTATTTATACTTTTACCTTTAGTAATAGTAAATTTTCATATTAACTTTTTAATTATGATT
ATTTTAACAGTTATTTCTTTAGGTGTAATCTCAGTATATGCTCCTGCAGCAACTAAAAAGAAGCCC
ATTCCTGTGCGACTTATTAAACGAAAAAAATATTATGCGATTATTGTTAGTTTAACCCTTTTCATT
ATCACACTTATCATCAAAGAGCCATTTGCCCAATTCATTCAATTAGGCATCATAATAGAAGCTATT
ACATTATTACCTATTTTCTTTATTAAGGAGGACTTAAALNKEIA

TTTAAATAGAGAGTGTGAT




CCATAAGGATGTGAATGTRUKER

AAATTTTCATTTGCGAAGACGATCCAAAACAAAGAGAAAACATGGTTACCATTATTAAAAATTATA
TAATGATAGAAGAAAAGCCTATGGAAATTGCCCTCGCAACTGATAATCCTTATGAGGTGCTTGAGC

AAGCTAAAAATATGAATGACATAGGCTGTTACTTTTTAGATATTCAACTTTCAACTGATATTAATG
GTATCAAATTAGGCAGTGAAATTCGTAAGCATGACCCAGTTGGTAACATTATTTTCGTTACGAGTC
ACAGTGAACTTACCTATTTAACATTTGTCTACAAAGTTGCAGCGATGGATTTTATTTTTAAAGATG
ATCCAGCTGAATTAAGAACTCGAATTATAGACTGTTTAGAAACTGCACATACACGCTTACAATTGT
TGTCTAAAGATAATAGCGTTGAAACGATTGAATTAAAACGTGGCAGTAATTCAGTGTATGTTCAAT
ATGATGATATTATGTTTTTTGAATCATCAACAAAATCTCACAGACTCATTGCCCATTTAGATAACC
GTCAAATTGAATTTTATGGTAATTTAAAAGAACTGAGTCAATTAGATGATCGTTTCTTTAGATGTC
ATAATAGCTTTGTCGTCAATCGCCATAATATTGAATCTATAGATTCGAAAGAGCGAATTGTCTATT
TTAAAAATAAAGAACACTGCTATGCATCGGTGAGAAACGTTAAAAAAATATAAINVNCTNY:VN

Color Gen que Longitud Tamafio
codifica
Amarillo Gen agrB 1-570pb 570pb
- Gen agrD 567-707pb 141
| Turquesa Gen agrC 732-2024 1293
Gen agrA 2043-2759 717
GEN agrB

TTGAATTATTTTGATAATAAAATTGACCAGTTTGCCACGTATCTTCAAAAGAGAAATAACTTAGAT
CATATTCAATTTTTGCAAGTACGATTAGGGATGCAGGTCTTAGCTAAAAATATAGGTAAATTAATT
GTTATGTATACTATTGCCTATATTTTAAACATTTTTCTGTTTACGTTAATTACGAATTTAACATTT
TATTTAATAAGAAGACATGCACATGGTGCACATGC

TATTAAACGAAAAAAATATTATGCGATTATTGTTAGTTTAACCCTTTTCATT
ATCACACTTATCATCAAAGAGCCATTTGCCCAATTCATTCAATTAGGCATCATAATAGAAGCTATT



ACATTATTACCTATTTTCTTTATTAAGGAGGACTTAAAATGA

Primers disefiados:

FW 5’ AGACATGCACATGGTGCACATGC

By 5° AGTCGCACAGGRATGGGCTTCTT

GEN agrD

GCAACTAAAAAGAAGCCCATTCCTGTGCGACTTATTAAACGAAAAAAATATTATGCGATTATTGTT
AGTTTAACCCTTTTCATTATCACACTTATCATCAAAGAGCOVNNNCECOrVUNESNRNSVAT TAGGC
ATCATAATAGAAGCTATTACATTATTACCTATTTTCTTTATTAAGGAGGACTTAAAR

TTAAATAGAGAGTGTGATAGTAGGTGGAATTATTAAATAGTTATAATTTTGTTTTATTCGTATTAA
CTCAAATGATATTAATGTTTACAATACCAGCTATAATTAGTGGTATTAAGTACAGTAAACTT

Primers disefiados:

Fw 5/

By 5‘ GCTGCGATGTTACCAATGITT

GEN agrC

GTGGAATTATTAAATAGTTATAATTTTGTTTTATTCGTATTAACTCAAATGATATTAATGTTTACA
ATACCAGCTATAATTAGTGGTATTAAGTACAGTAAACTTGATTATTTTTTCATCATAGTAATTTCG
ACATTATCGTTATTTCTATTTAAAATGTTTGATAGCGCGTCCTTAATCATATTAACTTCATTTATT
ATTATAATGTATTTTGTCAAAATCAAATGGTATTCTATTTTGTTGATTATGACTTCGCAGATTATT
CTATACTGTGCTAACTACATGTATATAGTTATATATGCATATATCACCAAAATTTCTGATAGTATA
TTTGTAATATTCCCTAGCTTTTTTGTAGTTTATGTGACTATTAGTATACTATTCTCATATATAATA
AATAGAGTTCTCAAAAAAATTAGCACACCATATCTAATACTAAACAAAGGATTTTTAATAGTTATT
TCGACTATCTTACTGCTTACTTTTTCATTATTTTTCTTTTATTCACAAATAAACTCGGATGAAGCT
AAAGTAATAAGGCAGTATTCTTTTATTTTTATTGGTATCACTATATTTTTAAGTATATTAACATTT
GTTATTTCTCAATTTCTCCTTAAAGAGATGAAATATAAACGTAATCAAGAAGAAATTGAAACCTAT
TATGAATATACATTGAAGATTGAAGCTATCAACAACGAAATGCGCAAGTTCCGTCATGATTATGTC
AATATCTTAACGACACTTTCAGAATACATTCGAGAAGATGACATGCCTGGCCTACGTGATTATTTC
AATAAAAATATTGTACCTATGAAAGACAATTTACAAATGAATGCTATAAAATTAAATGGTATCGAG
AATCTTAAAGTACGTGAAATTAAAGGCTTAATTACTGCGAAAATTTTACGTGCACAAGAAATGAAT



TGCATTTATTGAAAGTGAAAATTCAGTAACGTTTATTGTTATGAATAAATGCGCTGATGAT
ATACCACGCATTCATGAATTGTTCCAAGAAAGTTTTTCTACTAAAGGTGAAGGTCGTGGTTTAGGT
CTATCAACTTTAAAAGAAATTGCTGATAATGCAGACAATGTCTTATTAGATACAATTATCGAAAAT
GGTTTCTTTATTCAAAAAGTTGAAATTATTAACAACTAG

Primers disefiados:

FW 5" GCGAAAATTTTACGTGCACAA

RV 5' ACGCGAATGATAGGGTCATC

GEN agrA

ATGAAAATTTTCATTTGCGAAGACGATCCAAAACAAAGAGAAAACATGGTTACCATTATTAAAAAT
TATATAATGATAGAAGAAAAGCCTATGGAAATTGCCCTCGCAACTGATAATCCTTATGAGGTGCTT
GAGCAAGCTAAAAATATGAATGACATAGGCTGTTACTTTTTAGATATTCAACTTTCAACTGATATT
AATGGTATCAAATTAGGCAGTGAAATTCGTAAGCATGACCCAGTTGGTAACATTATTTTCGTTACG
AGTCACAGTGAACTTACCTATTTAACATTTGTCTACAAAGTTGCAGCGATGGATTT

AACCGTCAAATTGAATTTTATGGTAATTTAAAAGAACTGAGTCAATTAGATGATCGTTTCTTTAGA
TGTCATAATAGCTTTGTCGTCAATCGCCATAATATTGAATCTATAGATTCGAAAGAGCGAATTGTC
TATTTTAAAAATAAAGAACACTGCTATGCATCGGTGAGAAACGTTAAAAAAATATAA

Primers disefiados:

FW 5’ AAAGTTGCAGCGATGGATTT

RV 5‘ TGGGCAATGAGICTGTGAGA

Gen
Primer 5'> 3’ Producto
amplificado

Fw GGCCAATTCCACATTGTTTC
mecA 167 pb
Rv TTGATCGCAACGTTCAATTT

mecR E'W ATTTTGAATCGCCATGAACA 191pb




RV | GCAACAATACGCTTGTTTCG
Fw | GTAAGCCCTTTGTTGCTTGC

tst 215pb
Rv CTGATGCTGCCATCTGTGTT
Fw | CTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTG

hla 176pb
Rv | CTTTCCAGCCTACTTTTTTATCAGT
Fw | TATCCAAACTGGGGGCAATA

hib 193pb
Rv | CAGTTTTGTCCCACCCTGAT
Fw AAAGTTGCAGCGATGGATTT

agr 221pb
RV | TGGGCAATGAGTCTGTGAGA
FWw | TTGGAAACGGTTAAAACGAA

enthA 121pb
Rv GAACCTTCCCATCAAAAACA
Fw | GGGCAAATGTATCGAGCAAG

sarA 193pb
Rv | TTTCTCTTTGTTTTCGCTGATG
Fw | AAAGCGTTGCCTAGTGGAGA

cna 192pb
Rv | AGTGCCTTCCCAAACCTTTT
FW | AGACATGCACATGGTGCACATGC

agrB 200pb
RV | AGTCGCACAGGAATGGGCTTCTT
FW | CATTTGCCCAATTCATTCAA

agrD 153pb
RV | GCTGCGATGTTACCAATGTTT
FW | GCGAAAATTTTACGTGCACAA

agrC 167pb
RV | ACGCGAATGATAGGGTCATC

agrh FW | AAAGTTGCAGCGATGGATTT 221pb




RV

TGGGCAATGAGTCTGTGAGA




A9. CONCLUSIONES

En este estudio se revisaron 118 expedientes de recién nacidos
hospitalizados en la Unidad de Cuidados Intensivos Neonatales, en los cuales
se aislaron cepas de Staphylococcus aureus y los estafilococos coagulasa
negativos. Estas cepas presentaron diversos factores de virulencia, como
superantigenos, toxinas, enzimas con actividad mucolitica y resistencia a
antimicrobianos, entre otros. Se sabe que este género microbiano adquiere y
transfiere informacion genética de forma horizontal (a otros géneros
bacterianos) y vertical (a su progenie). Se logro identificar y asociar los genes
de virulencia y de resistencia a la evolucion clinica del paciente, asi también
se determind la fuerza de asociacion entre la presencia de genes de virulencia
y resistencia en cepas de S. aureus y coagulasa negativos con la gravedad de

de la evolucion la infeccidon en neonatos.
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