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RESUMEN

La insercién de catéteres vasculares representa una alternativa para el tratamiento de
la insuficiencia renal cronica (IRC), sin embargo, constituye un factor de riesgo para
contraer bacteremias. Staphylococcus aureus. poseé una familia de genes que
codifican adhesinas llamadas MSCRAMMs (microbial surface components recognising
adhesive matrix molecules), las cuales sirven de unién a diferentes superficies del
hospedero y a biomateriales como los catéteres. Esta adherencia puede causar
posteriormente la internalizacion de la bacteria, provocando enfermedades como la
osteomielitis, endocarditis y pneumonia.

Para la realizacion del trabajo se tomaron muestras del catéter y de las narinas de
112 pacientes con IRC provenientes de distintos hospitales, de los cuales 48 fueron
mujeres y 64 hombres, con edades entre los 17-77 afios. La identificacion de S.
aureus se realizé por PCR, mediante la deteccion de los marcadores femA, femB y
nuc. La identificacion de las adhesinas: bbp, clIfB, ebpS, map/eap, sdrC, sdrD y sdrE;
y otros genes: chp, efb, V8 y arcA también se realiz6 por PCR convencional.

De las 112 muestras de catéteres, 55 (49.1%) presentaron S. aureus, y de estas, 38
(69 %) presentaron la misma especie en narinas. La frecuencia de adhesinas en
catéteres fueron: sdrD (94.5%,n=52), sdrE (92.7%,n=51), sdrC (89.0%, n=49), ebpS
(85.4%, n=47), clfB (81.8%, n=45), bbp (78.1%, n=43) y map/eap (63%, n=35); y la
frecuencia de otros genes fue: efb (92.7%, n=51), V8 (92.7%, n=51), arcA (90.9%,
n=50) y chp (89.0%, n=49). En el caso de narinas las frecuencias para adhesinas
fueron: ebpS (100%, n=37), sdrD (97.2%, n=36), clfB (97.2%, n=36), sdrC (83.7%,
n=31), sdrE (81.0, n=30), bbp (75.6%, n=28) y map/eap (67.5%, n=25); mientras la
frecuencia de otros genes fue: efb (100%, n=37), chp (94.5%, n=35), V8 (94.5%, n=35)
y arcA (64.8%, n=24). No se encontraron diferencias significativas entre las
frecuencias encontradas en catéter con las frecuencias encontradas en narinas. Se
encontraron 31 patrones genotipicos distintos, de los cuales, el mas comun fue el
patrén conformado por todos los genes estudiados, y se encontré en el 45% (n=25) de
las cepas aisladas de catéter y en el 42.1% (n=16) de las cepas aisladas de narinas,
ademas de que este patrdn coincidié en las cepas aisladas de catéter y narinas en 10
pacientes distintos. La elevada frecuencia de estos marcadores en las cepas de S.
aureus, demostro el alto riesgo de diseminacion a otros 6rganos, por lo que se
administré el tratamiento médico correspondiente a los pacientes infectados y
portadores de S. aureus.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, MSCRAMMSs, IRC, catéter, narinas.



INTRODUCCION

Caracteristicas de Staphylococcus aureus

Staphylococcusaureuses un microorganismo que pertenece a la familia
Micrococcaceae y al género Staphylococcus, que contiene mas de 30 especies
diferentes, y muchas de éstas son habitantes naturales de la piel y las membranas
mucosas; no tienen otros habitats importantes, excepto cuando estan involucradas en
infecciones (Kloss, 1997). Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo que mide
1um de diametro, no tiene movilidad y no forma esporas. Puede encontrarse solo, en
pares, en cadenas cortas o0 en racimos. Es un anaerobio facultativo, pero crece mejor
en condiciones aerobias. ElI microorganismo produce catalasa, coagulasa y crece
rapidamente en agar sangre. Los estafilococos crecen bien en rangos de pH de 4.8 a
9.4 y a temperaturas de 25 a 43 °C. Sus colonias miden de 1 a 3 mm, producen un
tipico pigmento amarillo debido a la presencia de carotenoides y muchas cepas
producen hemodlisis a las 24-36 horas (Velazquez-Meza, 2005).
Staphylococcus aureus posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una
amplia gama de enfermedades. Produce lesiones superficiales de la piel y abscesos
localizados en otros sitios. Causa infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis. Es causante de infecciones
respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es la principal causa de
infecciones nosocomiales. Provoca intoxicacion alimentaria al liberar sus enterotoxinas
en los alimentos y produce el sindrome del shock téxico al liberar superantigenos en el
torrente sanguineo. Ademas, causa septicemia, impétigo y fiebre (Kanafani&Fowler,
2006).

El éxito de la colonizacién y la produccion de enfermedades por S. aureus se
debe a la expresion de factores de virulencia que participan en adhesién, adquisicion
de nutrientes y evasion de la respuesta inmune del huésped. Los factores de virulencia

se clasifican en tres categorias:(a) factores involucrados en la adherencia de la célula



huésped o matriz extracelular, proteinas de union a fibrinogeno, fibronectina, colageno
y coagulasa; (b) factores involucrados en la evasion de las defensas del huésped,
como las enterotoxinas estafilocécicas (SEs), SEA-SEE, SEG-J, la toxina 1 del
sindrome de choque toxico (TSST), proteina A, lipasas y polisacaridos capsulares,
tipos 1, 5 y 8; (c) factores involucrados en la invasion de la célula huésped y

penetracién de los tejidos, a toxina, B, vy, y 8 hemolisinas (Projan, 1997).

Contaminacion bacteriana de los catéteres de hemodialisis

La Insuficiencia Renal Croénica (IRC) se caracteriza por una pérdida lenta, progresiva e
irreversible del filtrado glomerular. Generalmente cursa asintomatica, hasta que el
filtrado glomerular desciende por debajo de 10 mil/min. Entonces, aparecen las
complicaciones propias del sindrome urémico, y se manifiesta mediante alteraciones:
digestivas, hematoldgicas, cardiovasculares, neurolégicas y metabdlicas. Si la funcion
renal no se estabiliza, desencadena en enfermedad renal terminal (Martin de

Francisco et al, 1997)

En México la IRC constituye un problema de salud frecuente en la poblacién, que
genera un alto costo social y econémico. Se estima que cada afio ocurren alrededor
35 mil casos en todo el sistema de salud (Trujillo-Gutiérrez, 1999). Las causas de IRC
se pueden agrupar en enfermedades vasculares, enfermedades glomerulares, tabulo
intersticiales y uropatias obstructivas. Actualmente en nuestro pais la etiologia mas
frecuente es la diabetes mellitus, siendo responsable del 50% de los casos de

enfermedad renal (USRDS), seguida por la hipertension arterial y las glomerulonefritis.

México es uno de los paises con mayor ocurrencia de diabetes mellitus en el mundo.

En 1995 ocupaba el noveno lugar con mayor nimero de casos de diabetes y se



espera que para el afio 2030 ocupe el séptimo con casi 12 millones de pacientes con

diabetes tipo 2 (international Diabetes Federation).

El trasplante renal constituye la mejor alternativa de tratamiento para el paciente
urémico crénico, sin embargo, no a todos los pacientes se les puede realizar por lo
que la insercion de catéteres vasculares representa otra alternativa para el tratamiento
de la IRC (Stolic et al, 2008); sin embargo, constituye un factor de riesgo para contraer
infecciones. (Marschall, 2008). Se han reportado casos de bacteremias relacionadas
con catéteres en donde se han aislado bacterias como Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA), Staphylococcus epidermidis meticilina resistente
(MRSE), Enterococcus spp, Escherchia coli, Enterobacter spp, Klebsiella spp y

Pseudomonass sp, entre otras (Poole et al., 2004).

En México las estadisticas sobre las bacteremias asociadas a los catéteres en
pacientes de hemodidlisis a nivel nacional son muy escasas, tan sélo se encuentran
los reportes locales realizados por algunas instituciones de salud (Salazar et al, 2002);
sin embargo, en los EUA anualmente se reportan de 7,000 a 15,000 episodios de
bacteremias relacionadas con los catéteres (Donland, 2001). La fuente principal de las
bacteremias en los pacientes de hemodidlisis es el desarrollo de una pelicula
bacteriana en el interior de los tineles de los catéteres (Allon, 2004). Las bacterias
presentes en las biopeliculas son resistentes a la respuesta inmune del hospedero y a
los antibidticos (Croes et al, 2009) lo que representa un problema importante para el

tratamiento de los enfermos.

Resistencia de S. aureus a la meticilina.

Actualmente las cepas de S. aureus presentan un alto rango de resistencia a los

antibidticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multiresistentes. La adquisicion



de esta resistencia se debe principalmente al intercambio de manera horizontal de
genes que son transportados por elementos genéticos moviles como plasmidos,

transposones y secuencias de insercion (Bustos-Martinez et al, 2006).

La introduccién de la penicilina a principios de los afios 40 como tratamiento en las
infecciones causadas por S. aureus combatié de manera importante las enfermedades
ocasionadas por este microorganismo. Sin embargo, un afio después de su empleo ya
se tenian cepas de S. aureus resistentes a la penicilina. En 1959 aparecio la meticilina,
una penicilina semisintética, que sirvi6 como antimicrobiano de eleccién para estas
cepas, Yy en 1961 Jevons, en Londres, hizo el primer reporte de S. aureus meticilina
resistente  (MRSA), constituyéndose como una importante causa de infeccion
nosocomial en Europa (Barret et al, 1968). El Sistema Nacional de Vigilancia de
Infecciones Nosocomiales de EUA determin6é que en pacientes hospitalizados la
prevalencia de cepas MRSA se incremento del 4% en 1980 a 31.9% en 1996. En 2001
se tenia un 55% de prevalencia y para el 2004, llegé al 60.7%. En algunos hospitales
se han reportado incidencias hasta del 80% (National Nosocomial Infectious
Surveillance System, NNIS, 2004). La prevalencia actual de cepas MRSA esta sujeta a
variaciones geograficas. Por ejemplo, en Europa se tienen porcentajes elevados, como
un 58% en ltalia y 54% en Portugal, mientras que en Japén se tiene un 70%. En
México existe un numero limitado de estudios sobre la prevalencia de cepas MRSA.
De acuerdo a algunos estudios realizados, se ha visto que la prevalencia de cepas
MRSA se ha incrementado rapidamente en los hospitales durante los ultimos afios. Se
estima que ha cambiado del 7% al 30% (Veldzquez- Meza, 2004).

Se han descrito tres mecanismos que explican la resistencia de S. aureus a f3-
lactamicos: Hiperproduccion de B-lactamasa, modificacion de las proteinas de unién a
la penicilina (PBPs) y resistencia intrinseca a meticilina. No se conoce muy bien la
significancia clinica de los dos primeros mecanismos, en cambio el Ultimo es el mas
importante y ampliamente estudiado (Gil, 2000). Este mecanismo se refiere a la
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presencia del gen mecA, que codifica la proteina PBP2a de 78 kDa. Los antibiéticos (-
lactdmicos se unen a las PBPs en la pared celular, lo que interrumpe la sintesis de la
capa de péptidoglucano y causa la muerte de la bacteria. Debido a que los B-
lactamicos no se pueden unir a PBP2a, la sintesis de peptidoglucano y la pared celular
puede continuar, y asi, la bacteria no muere. El gen mecA esta regulado por el
represor Mecl, y por el transductor de sefial transmembranal que censa B-lactamico
MecRI. En ausencia de un atibiético B-lactamico, Mecl reprime la transcripcion de
mecA y de mecRI-mecl. En presencia de un [-lactamico, MecRI se rompe
autocataliticamente y esto activa a un dominio de metaloproteasa localizado en la
parte citopldsmica de MecRIl. La metaloproteasa degrada al represor Mecl, que se
encuentra unido al operador mecA, lo que permite la transcripcion de mecA,
sintetizandose la PBP2a (Deurenberg et al, 2007). EI gen mecA (2.1 kb) esta
localizado en un elemento genético movil llamado Staphylococcal Cassette
Chromosome mec (SCCmec) (Ito et al, 2003). Actualmente se han clasificado 11 tipos
diferentes de SCCmec (International Working Group on the Classification of
Staphylococcal Cassette Chromosome Elements, 2011), dentro de los cuales los
SCCmec tipo | (34.3 kb), IV (20.9-24.3 kb) y V (28 kb) codifican exclusivamente para
resistencia a B-lactdmicos. Los SCCmec tipo Il (53 kb) y Il (66.9 kb) confieren
resistencia a mas antibiéticos (kanamicina, tobramicina, bleomicina, tetraciclina),
debido a que poseen genes de resistencia adicionales en plasmidos
integrados(pUB110, pl258 y pT181), ademas de que contienen el transposén
Tn554que posee el gen ermA, el cual confiere resistencia inducible a macroélidos,
lincosamida y estreptogramina (Deurenberg et al., 2007).El plasmido pUB110 tiene el
gen ant(4’), responsable de la resistencia a kanamicina, tobramicina y bleomicina, y
pl258 codifica la resistencia a penicilinas y metales pesados. El plasmido pT181

codifica la resistencia a tetraciclina (Deurenberg et al., 2007).



Factores de virulencia de Staphylococcusaureus

Las MSCRAMMs (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) son proteinas ancladas en la pared celular y estan involucradas en la
fijacion de S. aureus a las células del hospedero o a la matriz extracelular, este es el
primer paso en el desarrollo de la infeccion. Las MSCRAMMSs fueron identificadas por
su habilidad para unirse a proteinas de la matriz extracelular como el fibrinégeno (CIfA,
CIfB), fibronectina (FnbpA, FnbpB), colageno (cna) y elastina (ebpS) (Foster et al,
1998). Muchas proteinas del hospedero tienen la habilidad de unir mas de una
MSCRAMM vy ciertas MSCRAMMSs pueden unirse a multiples proteinas del hospedero,
este es el caso de map/eap que se puede unir a fibronectina, fibrinégeno, protrombina,
trombospondina, entre otras (McGavin et al, 1993). Multiples MSCRAMMSs contribuyen
a la colonizacioén nasal, incluyendo CIfB (O’Brien et al, 2002), SasG, PIs (Roche et al,

2003), IsdA, SdrC, y SdrD (Corrigan et al, 2009).

La adhesion de S. aureus a materiales extrafios, como dispositivos médicos, depende
de CIfA y CIfB, asi mismo de FnBPA y FnBPB (Vaudaux et al, 1995). FnBPA y FnBPB
asumen un rol en la patogénesis de la endocarditis (Kuypers et al, 1989), aunque este
descubrimiento ha sido discutido (Flock et al, 1996). Se ha encontrado que el
fibrindgeno y la fibrina estan depositados en los dispositivos médicos, asi como en el
trombo del coagulo sanguineo. CIfA y CIfB median la unién de células estafilocécicas a
estos substratos (Vaudaux, et al, 1995), aunque la relevancia patofisiol6gica de estos
mecanismos de adhesidbn no esta totalmente claro. El gen bbp se encuentra
relacionado con la osteomielitis y artritis séptica (Rydén et al, 1989), mientras que el
gen cna es un factor de virulencia en la artritis séptica, aunque una cepa mutante cna
negativa isogénica fue capaz de inducir artritis séptica en un 30% en ratones

infectados, comparado con el 70% para la cepa silvestre estafilocdcica (Patti et al,
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1994). Estos datos indican que varios mecanismos de adhesion estan involucrados en
el proceso de infeccién de S. aureus.

Recientemente se han encontrado tres genes que codifican proteinas con repeticiones
de serina-aspartato (SD), sdrC, sdrD, sdrE (Josefsson et al, 1998), La funcién de
estas proteinas Sdr es desconocida, pero se ha descubierto que juega un importante

rol en la adhesion al fibrinbgeno en plaguetas (Nirajet al, 2006).

Ademas de adhesinas S. aureus cuenta con otras exoproteinas que le sirven para
inhibir la respuesta inmune del hospedero. La proteina que inhibe la quimiotaxis de S.
aureus (CHIPS), la cual es codificada por el gen chp, es capaz de inhibir la migracion
de los neutréfilos y monocitos al sitio de infeccién (Veldkampet al., 2000). El gen efb es
codifica una molécula secretada por S. aureus para evadir la respuesta inmune del
hospedero, ya que bloquea el reclutamiento de neutrdfilos al sitio de infeccién e inhibe
la activacion del sistema inmune (Ya-Ping et al, 2011). El gen arcA es un cluster que
forma parte del elemento ACME (Arginine Catabolic Mobil Element), al cual se le
atribuye, en parte, la resistencia a la meticilina (Diep et al, 2006.). El gen arcA codifica
una arginina deiminasa que convierte L-arginina a dioxido de carbono, ATP vy
amoniaco, importantes para sobrevivir a bajo pH y para la inhibicion de la respuesta

inmune contra infecciones bacterianas (Degnan et al, 2000).

Staphylococcus aureus cuenta con un sistema de quérum-sensing codificado por el
gen agr (accesory gen regulator). Este gen regula la expresion de V8, el cual codifica
una serina proteasa que inhibe la unién de la superficie celular al fibrinbgeno
permitiendo que las bacterias lleguen a tejidos profundos e inicien la fase de

colonizacién (McGavin et al, 1997).

Debido a que en México los estudios sobre las bacteremias, y sobre todo de la
caracterizacion de marcadores de virulencia en cepas de S. aureus asociadas a los

catéteres son muy escasos, el proposito de este estudio fue determinar las
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combinaciones de genes de S. aureus que codifican adhesinas y otros genes, asi
como el gen mecA que codifica la resistencia a la meticilina, en cepas de S. aureus

aisladas de narinas y catéteres de pacientes con Insuficiencia Renal Crénica.

12



ANTECEDENTES

Darouiche y colaboradores en 1997 compararon la virulencia de una cepa
mutante de S. aureus poseedora de tres MSCRAMMSs, (de union de
fibrinbgeno, colageno y fibronectina) contra una cepa que carece de los tres
tipos de MSCRAMMSs. Se realizé en un modelo de infeccion en conejo
relacionada a un dispositivo ortopédico. Dos semanas después se realizaron
evaluaciones bacteriol6gicas e histopatologicas del tejido de hueso vy los
implantes ortopédicos, pero no se encontraron diferencias significativas.
Gillapsy y colaboradores en 1998 investigaron los factores que afectan la
capacidad de union de S. aureus al colageno. Encontraron que el gen cna
codifica la principal adhesina que se une al colageno; el gen sarA es el
principal elemento regulador que controla la expresion de cna; y los efectos
reguladores de sarA y agr en la transcripcion de cna son independientes de la
interaccion entre sarAy agr.

Poole y sus colaboradores en el 2004 compararon durante 150 dias el
tratamiento de didlisis estandar, antibioticos y cambio de catéter, contra un
tratamiento con mas concentraciéon de antibidtico en el lumen del catéter
después de la dialisis. Encontraron que el tratamiento con mayor concentracion
de antibidtico fue exitoso en el 70% de los pacientes. Fue efectivo contra el
87% de las infecciones de Gram-negativos, 75% de infecciones por
Staphylococcus epidermidis, y el 40% para infecciones por Staphylococcus
aureus. El tratamiento con mas concentracion de antibiotico mantuvo al catéter
libre de infecciones durante mas dias que la rutina de cambio de catéter (154
contra 71 dias).

Weiy colaboradores en el 2006 demostraron que la unién del fibrinbgeno es
dependiente de las adhesinas de S. aureus CIfA y SdrC, D y E, mientras que

Spa es el receptor dominante para VWF (factor de Von Willebrand).
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Campbell y colaboradores en el 2008 detectaron los factores de virulencia de
una coleccion de S. aureus aisladas de pacientes de EUA y Sudafrica.
Encontraron que las cepas resistentes a la meticilina sélo se encontraban en
EUA. También describieron que las cepas resistentes a la meticilina tenian mas
probabilidad de tener genes que codifican adhesinas que los que no son
resistentes a la meticilina. Las cepas de S. aureus de diferentes regiones,
tienen distintas frecuencias de genes de virulencia, debido a que las cepas
susceptibles a la meticilina de Sudéfrica presentaron mas genes con respecto
a las cepas susceptibles a la meticilina de EUA.

En el 2009 Acosta-Pérez y colaboradores analizaron 140 cepas
de Staphylococcus aureus aisladas de muestras clinicas de diferentes
departamentos del hospital regional No. 1 del IMSS. Compararon diferentes
métodos para la identificacibn de MRSA (produccion de B-lactamasa,
sensibilidad a oxacilina con MIC-Vitek 2-XL, ChromID MRSA, difusion en agar
para discos de 30 ug de cefoxitina, deteccion de PBP2a y PCR para el
gen mecA), y encontraron una prevalencia del 90.7%. Todos los métodos para
la identificacion de MRSA utilizados son buenos, la eleccién de cada uno

dependera de la infraestructura de cada laboratorio.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar los marcadores de virulencia involucrados en la adhesiéon celular
en cepas de S. aureus aisladas de narinas y catéteres de pacientes con

Insuficiencia Renal Cronica.

OBJETIVOS PARTICULARES

Detectar el gen mecA que codifica la resistencia a la meticilina en cepas de S.
aureus aisladas de los catéteres, asi como de las narinas.

Identificar otros genes de virulencia (chp, efb, V8 y arcA) en las cepas de S.
aureus aisladas de catéteres y narinas.

Comparar las frecuencias de los genes que codifican adhesinas y otros genes
de virulencia en las cepas de S. aureus aisladas de narinas y catéteres de
pacientes con Insuficiencia Renal Crénica.

Encontrar los diferentes patrones de asociacion de los genes de virulencia en
las cepas de S. aureus aisladas de narinas y catéteres de pacientes con

Insuficiencia Renal Crénica
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MATERIAL Y METODOS

Seleccion de pacientes y toma de muestras

Para el desarrollo de este estudio se seleccionaron pacientes con insuficiencia renal
cronica que presentaron infecciéon en el sitio de insercion del catéter tipo Mahurkar
durante su asistencia al servicio de Hemodidlisis del Hospital Regional No. 72 del
IMSS (segundo nivel de atencién ubicado en el municipio de Tlalnepantla, Edo. de
México).La recoleccion de las muestras de los pacientes se realizd6 en condiciones
asépticas. La toma del in6culo del catéter tipo Mahurkar se realizé de la parte exterior
terminal por medio de hisopos estériles, y también se muestrearon las fosas nasales.
Las muestras se depositaron en el medio de transporte Stuart y se trasladaron al
Laboratorio de Andlisis Clinicos de la Clinica Universitaria de la Salud Integral (CUSI),
ubicada en la Facultad de Estudios Superiores lIztacala, (FESI), UNAM.
Posteriormente las muestras fueron sembradas en el medio liquido de Infusion-
Cerebro-Corazon (BHI) y se incubaron por 24 h a 37 “C. Al término las muestras se
sembraron en Agar S110 y se incubaron por 24 h a 37°C. Finalmente las cepas de
Staphylococcus spp fueron identificadas por la prueba de la coagulasa y por la

fermentacién del manitol.

Extraccion de ADN de S. aureus

Las cepas de S. aureus fueron crecidas en placas de agar S-110 a 37°C durante 24
horas. Al término de este tiempo se tomd una colonia por medio un asa estéril y se
depositd en un tubo de 13 x100 con 2ml de agua desionizada estéril. Se agité en un
vortex durante 30 segundos y se colocé a bafio maria durante 20 minutos.
Posteriormente el tubo con la muestra fue colocado en hielo por 10 minutos.
Finalmente la muestra se centrifugd a 14 000 rpm durante 10 minutos, y el
sobrenadante (contenia el ADN) se transfirié a otro tubo estéril y se guardé a -20°C

hasta su utilizacion.
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Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR.

Las cepas de S. aureus se identificaron por PCR de punto final mediante la deteccion
de los marcadores cromosomicos femA, femB (Kobayashi et al, 1994) y nuc (Nashev
et al, 2004). Los oligonucleétidos utilizados fueron: FemAl
(AGACAAATAGGAGTAATGAT), FemA2 (AATCTAACACTGAGTGATA), FemB1
(TTACAGAGTTAACTGTTACC), FemB2 (ATACAAATCCAGCACGCTCT), nucl
(GCGATTGATGGTGATACGGTT) y nuc2 (ACGCAAGCCTTGACGAACTAAAGC)
(Integrated DNA Technologies). Para la amplificacion por PCR de cada gen por
separado se utilizaron las perlas PuRetagq™ Ready-To-Go™ PCR (GE Healthcare),
que contenian 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de
dNTPs, para un volumen final de 25 pul por mezcla de reaccion; 1 ul de cada
oligonucleétido (Sigma-Genosys) a las concentraciones de 180 pmol para femA y
femB, y de 10 pmol para nuc, 20 ul de agua estéril libre de nucleasasy 3 ul (100 ng)
de ADN molde. La amplificacién del ADN se realiz6 en un Termociclador modelo CGI-
96, bajo las siguientes condiciones para femA y femB: desnaturalizacién inicial a 94°C
por 5 minutos, 25 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacion a 57°C por
1 minuto y extensién a 72°C por 1 minuto). Finalmente la extensién se prolong6 por
10 minutos a 72°C. Para nuc las condiciones fueron las siguientes: desnaturalizacién
inicial a 94°C por 5 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto,
alineacién a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos). Finalmente
la extensioén final fue de 10 minutos a 72°C. EIl tamafio de los amplicones fue para

femAde 509 pb, femBde 651 pb y nuc de 279 pb.

Deteccion del gen mecA en las cepas de S. aureus por PCR.

Para detectar mecA por PCR se utilizaron las perlas PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR
(GE Healthcare) (1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100 mmol de
dNTPs), en un volumen final de 25 ul por mezcla de reaccién; 1 ul de cada uno de

los oligonucleétidos (Integrated DNA Technologies; MecAF5’-
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GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3 y MecAR 5-
CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3 a la concentracion de 5 pmol (Geha et al,
1994), 18 ul de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN. Las
condiciones de amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por
5 minutos, seguida de 10 ciclos (deshaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion
a 66°C por 45 segundos y extension a 72°C por 60 segundos). Posteriormente 5 ciclos
(desnaturalizacién a 94°C por 45 segundos, alineacion a 64°C por 45 segundos y
extension a 72°C por 60 segundos) y 25 ciclos (desnaturalizacion a 94°C, 45
segundos, alineacibn a 50°C, 45 segundos y extension a 72°C, 60 segundos).

Finalmente la extension se prolong6 por 10 minutos a 72°C.

Deteccion de los genes gue codifican adhesinas vy otros genes por PCR
convencional de las cepas de S. aureus.

Los oligonucledtidos (cuadro 1) y las condiciones de PCR utilizadas fueron las
descritas por Campbell et al en el 2008. El volumen final de la mezcla de reaccién fue
de 25 ul; 3 pl de ADN molde, 20 ul de agua libre de nucleasa estéril, 1 pl de cada
oligonucleétido a la concentracion de 20 pmol, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de
AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaq ™Ready-To-Go™ PCR beads).
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
95°C durante 7 minutos, seguida de 32 ciclos a 95 °C por 60 segundos, 60 °C por 1.3
minutos y 72 °C por 60 segundos. Finalmente se realizé una extension final a 72°C

por 10 minutos.
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Gen Oligonucleodtido | Secuenciadel primer (5-3") Tamafio(pb)

Adhesinas

bbp Forward TCAAAAGAAAAGCCAATGGCAAACG 500
Reverse AACGTTGGCGTGTAACCTGCTG

clfB Forward TGGCGGCAAATTTTACAGTGACAGA 404
Reverse AGAAATGTTCGCGCCATTTGGTTT

ebpS Forward GCAAGTAATAGTGCTTCTGCCGCTTCA 550
Reverse CATTTTCCGGTGAACCTGAACCGTAGT

map/eap Forward GCATGATAGAGGTATCGGGGAACGTG 655
Reverse TCCCTTGATCATTTGCCATTGCTG

sdrC Forward CGCATGGCAGTGAATACTGTTGCAGC 731
Reverse GAAGTATCAGGGGTGAAACTATCCACAAATTG

sdrD Forward CCACTGGAAATAAAGTTGAAGTTTCAACTGCC 467
Reverse CCTGATTTAACTTTGTCATCAACTGTAATTTGTG

sdrE Forward GCAGCAGCGCATGACGGTAAAG 894
Reverse GTCGCCACCGCCAGTGTCATTA

Otros genes

chp Forward AACGGCAGGAATCAGTACACACCATC 479
Reverse GGCAAGTTATGAAATGTCTGCCAAACC

efb Forward CGGTCCAAGAGAAAAGAAACCAGTGAG ‘303
Reverse TGTGCTTTTCTGTGTGCACTGACAGTATG

V8 Forward CAACGAATGGTCATTATGCACCCGTA 529
Reverse TTTGGTACACCGCCCCAATGAA

arcA Forward CACGTAACTTGCTAGAACGAG 724
Reverse GAGCCAGAAGTACGCGAG

Cuadro 1. Oligonucléotidos utilizados para la amplificacién de genes.
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Analisis de las muestras amplificadas por electroforesis en Geles de Agarosa.

Después de la amplificacion del ADN, 4 ul de cada muestra fue analizada por
electroforesis en geles de agarosa al 1 y 2% bajo las siguientes condiciones: 120 volts,
94 miliampers por 120 minutos. Los geles fueron tefiidos con BrEt y fotografiados
bajo luz UV utilizando el sistema de foto documentacion modelo GEL LOGIC 100

(KODAK).

Analisis de resultados

La frecuencia de aparicion de los genotipos detectados entre las cepas de S. aureus
aisladas de narinas y de los catéteres se analizo utilizando la prueba independiente

de la X2, con P < 0.005.
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RESULTADOS

Pacientes estudiados.

Se estudiaron 112 pacientes con infeccién en el sitio de insercion del catéter tipo
Mahurkar, de los cuales el 57% (n=64) fueron hombres y el 43% (n=48) mujeres
(Grafica 1). La edad de los pacientes se encontré situada en el intervalo de 17 a 77
afios (Grafica 2). La frecuencia mas alta se encontrd en el intervalo de 50 a 59 afios
con un 24% (n=27), seguida por el intervalo de 20 a 29 afios con un 23% (n=26). La

frecuencia mas baja se detecto en el intervalo de 15 a 19 afios con un 2.6% (n=3).

B Hombres M Mujeres

Gréfica 1. Distribucién de los pacientes por sexo.
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Gréfica 2. Distribucién de pacientes por edad.

Origen de las muestras

El 39% (n=44) de las muestras provinieron del Hospital General Regional 72 del IMSS,
el 26% (n=29) del Hospital General Regional No. 196 Aragon, el 21% (n=23) del

ISSEMyM (satélite) y el 14%(n=16) de la UMAA no0.199 (Gréfica 3).

Gréfica 3. Origen de las muestras de los pacientes por hospital.
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Causas de la IRC de los pacientes estudiados

El origen de la IRC del 32.1% (n=36) de los pacientes fue la diabetes mellitus, seguida
por la glomerulonefritis (17.0 %, n =19) y la hipertension (9.8%, n=11) (Cuadro 2). En
el 35.7% (n= 40) de los pacientes estudiados no se logré establecer por los médicos
de los hospitales el origen de la enfermedad renal. En menor porcentaje se identificé a
la poliquistosis renal (1.79%), ala IRC secundaria a vejiga neurogeénica (0.90%), a
la Malformacion congénita (0.90%), a la Nefritis lapica (0.90%) y a la preclampsia

(0.90%) como responsables de la IRC (Cuadro 2).

ETIOLOGIA No %
Diabetes mellitus 36 32.1
Glomerulonefritis 19 17
Hipertensién 11 9.8
Ploliquistosis renal 2 1.8
IRC secundaria a vejiga neurogénica 1 0.9
Malformacién congénita 1 0.9
Nefritis lGpica 1 0.9
Preclampsia 1 0.9
No determinada 40 35.7

Cuadro 2. Origen de la insuficiencia renal crénica de los pacientes.

Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR

La identificacion de Staphylococcus aureus por PCR se realiz6 mediante la deteccion
de los marcadores cromosémicos femA, femB, y nuc (Fotografias 1-3). Del total de las
muestras analizadas (n=112), el 49.1 % (n=55) present6 S. aureus, y de estas el 69%

(n=38) present6 la misma especie en narinas (Gréafica 4).
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M Pacientes con S. aureus en
catéter y narinas.

M Pacientes con S. aureus en
catéter.

Gréfica 4. Prevalencia de S. aureus en catéter y narinas.

651pb —

100 pb —

Fotografia 1. Deteccion por PCR convencional de femA en S. aureus. Carril 1, Control negativo (S.
epidermidis ATCC 35984); Carril 2, MPM 100 pb-ladder; Carril 3, control positivo (S. aureus ATCC
33592); Carriles 4-8, femA (amplicon de 651 pb) en cepas de S. aureus aisladas de catéteres.
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509 pb —

100 pb —

Fotografia 2. Deteccion por PCR convencional de femB en S. aureus. Carril 2, control positivo (S. aureus
ATCC 33592); Carril 3, Control negativo (S. epidermidis ATCC 35984); Carril 5, MPM 100 bp-ladder;
Carriles 1,4, 6-8, femB (amplicon de 509 pb) en cepas de S. aureus aisladas de catéteres.

1 2 3 4 5 6 [ 8

2719pb —»

100pb —

Fotografia 3. Deteccion por PCR convencional de nuc en S. aureus. Carril 1, Control negativo (S.
epidermidis ATCC 35984); Carril 2, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 4, MPM 100 pb-ladder;
Carriles 3,5-8, nuc (amplicén de 279 pb) en cepas de S. aureus aisladas de catéteres.



Deteccion del gen mecA en las cepas de S. aureus por PCR convencional.

El genotipo mecA se detecté en el 81.8% (n=45) de las cepas aisladas de catéter,
mientras que en las cepas aisladas de narinas se detectdé un 100% (n=38)

(Fotografia 4).

30pb — W

100pb —»

Fotografia 4. Deteccion por PCR convencional de meca en S. aureus Carriles 1-3, mecA (amplicon de
310 pb) en las cepas de S. aureus aisladas de catéter; Carril 5, 6, cepas de S. aureus aisladas de
narinas; Carril 4, MPM 100 bp-ladder; Carril 7, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 8, control
negativo (H.0, sin ADN molde).

Deteccion de los genes gue codifican adhesinas por PCR convencional de las
cepas de S. aureus.

La frecuencia de adhesinas y otros genes en catéter y narinas se aprecian en el
cuadro 2. En catéteres los genes con mayor frecuencia, fueron: sdrD (94.5%, n=52)
(Fotografia 5), sdrE (92.7%, n=51) (Fotografia 6), efb (92.7%, n=51) (Fotografia 7), y
V8 (92.7%, n=51) (Fotografia 8); mientras que map/eap (63%, n=35) y bbp (78.1%,
n=43) presentaron la menor frecuencia (Fotografia 9 y 10, respectivamente). En el
caso de narinas los genes con mayor frecuencia fueron: ebpS (100%, n=38)
(Fotografia 11), efb (100%, n=38), sdrD (97.3%, n=37) y clfB (97.3%, n=37)
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(Fotografia 12); a su vez map/eap (68.4%, n=26) y arcA (68.4%, n=26) (Fotografia 13)

presentaron la menor frecuencia.

Tipo | Gen Catéter Narinas
N=55 N=38

No. % No. %

bbp 43 78.1 29 76.3

clfB 45 81.8 37 97.3

" ebps 47 85.4 38 100
<

J< mapleap 35 63.6 26 68.4
B

sdrC 49 89 32 84.2

sdrD 52 94.5 37 97.3

sdrE 51 92.7 31 81.5

chp 49 89 36 94.7
[72]
]

S |efb 51 92.7 38 100
(@]
8

5 |8 51 92.7 36 94.7

arcA 50 90.9 26 68.4

Cuadro 2. Porcentaje de genes de S. aureus en narinas y catéteres.
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Fotografia 5. Deteccion de sdrD en S. aureus. Carril 1, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 2-
4,sdrD (Amplicon de 467 pb) en cepas de S.aureus aisladas de catéteres; Carril 6-7 cepas de S. aureus
aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-ladder; Carril 8, control negativo ( sin DNA molde).

100pb

Fotografia 6. Deteccion de sdrE en S. aureus. Carril 1, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 2-
4, sdrE (Amplicén de 894 pb) en cepas de S.aureus aisladas de catéteres; Carril 6-7, cepas de S. aureus
aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-ladder; Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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303 pb

100pb -+

Fotografia 7. Deteccion de efb en S. aureus. Carril 1, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 2-4,
efb (amplicén de 303 pb) en cepas de S. aureus aisladas de catéteres; Carril 6-7, cepas de S. aureus
aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-ladder; Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

529ph —

100 pb —

Fotografia 8. Deteccion de V8 en S. aureus. Carril 1, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 2-4,
V8 (amplicon de 529 pb) en cepas de S.aureus aisladas de catéteres; Carril 6-7, cepas de S. aureus
aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-ladder; Carril 8, control negativo (sin DNA molde).



100 pb —»

Fotografia 9. Deteccion de map/eap en S. aureus. Carril 1-3, ebpS (amplicon de 655 pb) en cepas de S
.aureus aisladas de catéteres; Carril 4, 6, cepas de S. aureus aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-
ladder; Carril 7, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

100 ph—

Fotografia 10. Deteccidon de bbp en S. aureus. Carriles 1-3, bbp (amplicon de 500 pb) en cepas de
S.aureus aisladas de catéteres; Carril 4, 6, cepas de S. aureus aisladas de narinas; Carril 5, MpM 100 pb-
ladder; Carril 7, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 8, Control negativo (sin DNA molde).
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Fotografia 11. Deteccion de ebpS en S. aureus. Carril 1-3, bbp (Amplicon de 550 pb) en cepas de
S.aureusaisladas de catéteres; Carril 4, 6, cepas de S. aureus aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-
ladder; Carril 7, control positivo (S. aureus ATCC 33592);Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

404 pb —

100 pb =

Fotografia 12. Deteccién de clfB en S. aureus. Carril 1, control positivo (S. aureus ATCC 33592) Carril 2-4,
clfB (Amplicon de 404 pb) en cepas de S.aureus aisladas de catéteres; Carril 6, 7, cepas de S. aureus
aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-ladder; Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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200 pb -

Fotografia 13. Deteccién de arcA en S. aureus. Carril 1, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 2-
4, arcA (Amplicén de 724 pb) en cepas de S.aureus aisladas de catéteres; Carril 6, 7, cepas de S. aureus
aisladas de narinas; Carril 5, MPM 200pb-ladder; Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

100 pb —

Fotografia 14. Deteccién de sdrC en S. aureus. Carril 1-3, sdrC (Amplicon de 731 pb) en cepas de
S.aureus aisladas de catéteres; Carril 4, 6, cepas de S. aureus aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-
ladder; Carril 7, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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100 pb -

Fotografia 15. Deteccién de chp en S. aureus. Carril 1, control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 2-
4, chp (Amplicén de 479 pb) en cepas de S.aureus aisladas de catéteres; Carril 6, 7, cepas de S. aureus
aisladas de narinas; Carril 5, MPM 100 pb-ladder; Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

Diferentes combinaciones de genes encontradas en catéter y narinas.

Se encontraron 31 patrones genotipicos diferentes en las 55 cepas de S. aureus
analizadas (Cuadro 4).El patrén 1(bbp, clfB, ebpS, map/eap, sdrC, sdrD, sdrE, chp,
efb, V8, arcA) conformado por todas los genes estudiados, se identificé en 25 (45%)
de las cepas aisladas de catéteres y en 16 (42.1%) de las cepas aisladas de narinas y
el patron 2(bbp, clfB, ebpS, sdrC, sdrD, sdrE, chp, efb, V8, arcA) se identificé en 9
(16.3%) de las cepas aisladas de catéteres y en 2 (5.2%) de las cepas aisladas de
narinas. También se encontraron 24 patrones diferentes entre si (8-31), representados

por una sola cepa en cada caso.
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No. de | Combinaciones de genes que codifican adhesinas y | Catéter Narinas
patrén | otros productos (N=55) (N=38)
No % No %
1 bbp, clfB, ebpS, map/eap, sdrC, sdrD, sdrE, chp, efb, | 25 45 16 42.1
V8, arcA.
bbp, clfB, ebpS, sdrC, sdrD, sdrE, chp, efb, V8, arcA. 9 16.3 5.2
3 bbp, clfB, ebpS, map/eap, sdrC, sdrD, sdrE, chp, efb, | 2 3.6 6 15.7
V8
bbp, map/eap, sdrC, sdrD, sdrE, chp, efb, V8, arcA. 2 3.6 00
4 clfB, ebpS, map/eap, sdrC, sdrD, sdrE, chp, efb, V8, | 1 1.8 2 5.2
arcA.
6 clfB, ebpS, sdrC, sdrD, sdrE, chp, efb, V8, arcA. 0 0 2 5.2
7 bbp, cIfB, ebpS, sdrD, chp, efb, V8, 2 5.2
8-31 | Otras combinaciones 16 29 8 21

Cuadro 3. Diferentes combinaciones de genes presentes en narinas y catéteres
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DISCUSION

Analisis de pacientes

En este estudio se analizaron 112 pacientes con Insuficiencia Renal Crénica (IRC) que
presentaron infeccion en el sitio de insercion del catéter durante su asistencia al
servicio de hemodialisis de hospitales publicos, dentro de los cuales el 57% (n=64)
fueron hombres y el 43% (n=48) mujeres (Grafica 1), y el rango de edad mas frecuente
fue entre los 50 y 59 afios con un 24% (n=27), seguida por los pacientes entre 20 y 29
afios con un 23% (n=26) (Grafica 2). En nuestro pais la IRC es una de las principales
causas de atencion hospitalaria, con 128,000 pacientes, de los cuales sélo el 40%
tiene la oportunidad de ser atendido en el Sector Salud. La tasa de crecimiento de la
IRC ha sido aproximadamente del 11% anual en los dltimos 10 afios (Fundacién
Mexicana del Rifidén, 2009). En los EUA en el 2010, la CDC (Centers for Desease
Control and Prevention) de Atlanta estimé que mas de 20 millones, sobre los 20 afios
de edad tienen IRC. Siendo mas comun entre mujeres que hombres, mientras que en
Japon dos tercios del total de pacientes en didlisis estan por encima de los 60 afios y
la mitad son mayores de 65 afios (Kurokawa et al, 2002).

La causa mas frecuente de la IRC en los 112 pacientes analizados fue la Diabetes
Mellitus con un 32.1% (n=36), seguida de una causa no determinada con 35.7%
(n=40), glomerulonefritis con 17% (n=19) y la hipertension arterial con 9.8% (n=11).
Anteriormente la glomerulonefritis era considerada la causa mas frecuente de
insuficiencia renal, sin embargo la nefropatia diabética ha llegado a ocupar el primer
lugar, sobre todo en los paises desarrollados seguido por la hipertensién arterial y en

tercer lugar se coloca la glomerulonefritis (Korokawa et al, 2002).

En un estudio realizado recientemente en México, en el cual se incluyé a 31.712
pacientes de 127 hospitales generales, 20,702 de Dialisis Peritoneal y 11,010 de
Hemodialisis, cuyo promedio de edad fue 60 (rango: 10-84) afios, se encontr6 que las
causas de la IRC fueron diabetes mellitus con el 48,5%, hipertensién arterial con el
19%, glomerulopatias crénicas con el 12,7% y otras con el 19,8% (Mendez et al,
2010).

La Asociacion Americana de Diabetes en 2008, hace mencion que la diabetes es la
principal causa de IRC, ocasionando el 44% de los nuevos casos a nivel mundial. Tan
s6lo en EUA se registraron 48,374 casos de IRC. En EUA viven un total de 202, 290
pacientes con enfermedad renal crénica secundaria ocasionada por diabetes tratados

con dialisis o con un rifién trasplantado.
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En México no existe un registro real de la tasa de pacientes con diabetes, pero se
estima que la incidencia de pacientes con IRC es de 377 casos por millén, con una
prevalencia de 1,142 pacientes. De los 52,000 pacientes en terapias sustitutivas, 80%
son atendidos en instituciones publicas (IMSS) (Mendez et al, 2010).

El gasto médico total derivado de la atencion de la IRC, considerando los supuestos
del escenario base, se estimé en 4,013 millones de pesos para el 2007, equivalentes
al 2,5% del gasto del SEM (Seguro de Enfermedades y Maternidad) de ese afio
(Mendez et al, 2010).

Se ha estimado para la atencién en programas de dialisis segun el escenario base
(2007), que la enfermedad alcanzara un incremento méaximo en el nimero de casos
para el 2043, lo cual representard una inversion de 20,000 mil millones de pesos,
mientras que lo estimado en un escenario catastréfico tendria un ascenso continuo y
para el afio 2050 los costos de inversion estaran alcanzando los 50,000 mil millones
de pesos, cifras que no podra costear el instituto Mexicano del Seguro Social o algun
otro tipo de Institucion publica dirigida a la salud (Garcia, 2012).

Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR

La frecuencia de S. aureus en los sitios de insercion infectados de los catéteres fue
del 49.1 % (n=55) y de estos pacientes, el 69% (n=38) presentaron la misma especie
en narinas (Gréafica 4). Staphylococcus aureus es la bacteria mas comuin aislada de
infecciones asociadas a catéteres de hemodidlisis (Stolic et al, 2008). Marshall, en el
2002 analiz6 muestras de infecciones asociadas a catéter y encontré que el 57% de
las infecciones fue por bacterias Grampositivas y el 17% por bacterias Gramnegativas.
Poole y colaboradores en el 2004 analizaron bacteremias asociadas a los catéteres,
encontrando que el 72% de estas, fueron ocasionadas por cepas de S. aureus y por
cepas deS. aureus resistentes a la meticilina (MRSA), mientras que el 28% restante

fue ocasionado por bacterias Gramnegativas.

En este estudio para la identificacion de Staphylococcus aureus se realiz6 una PCR
convencional utilizando los marcadores cromosémicos femA, femB, y nuc (Fotografia
1-3).Se ha descrito que los genes femA y femB codifican proteinas que estan
involucradas en la biosintesis del peptidoglucano, ademas de que estan relacionadas
con la resistencia a la meticilina. Genes con alta similitud a fem de S. aureus han sido

descritos en diferentes especies del género Staphylococcus, como son S. epidermidis
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y S. haemolyticus (Ehlert et al, 1997). Otro de los genes para la deteccion de S. aureus
fue el gen nuc que codifica una termonucleasa, la cual se ha descrito como uno de los

marcadores mas importantes en la identificacion de S. aureus (Nashev et al, 2004).

El tratamiento de las bacteremias asociadas a los catéteres se ha complicado en los
ultimos afios, debido a que las cepas de han seleccionado como resistentes a la
meticilina (Allon, 2004). Las cepas MRSA en los pacientes infectados representan un
grave problema de salud que puede ocasionar endocarditis, bacteremia, septicemia o
shock séptico, pudiendo llegar a comprometer la vida de los pacientes (Campbell et
al, 2008; Deurenberg et al, 2007); sin embargo, estas infecciones se pueden prevenir
utilizando diferentes protocolos de antibiéticos durante las sesiones de hemodialisis.
(Poole et al, 2004; Vardhan et al., 2002).

Identificacién del gen mecA en las cepas de S. aureus aisladas de los catéteres y

narinas de los pacientes con IRC.

En este trabajo fue detectado el genotipo mecA en el 81.8% (n=45) de las cepas
aisladas de catéter y en el 100% (n=38) de las cepas aisladas de narinas (Cuadro 3)
(Fotografia 4). Campbell y colaboradores en el 2008 encontraron una prevalencia del
78.5% de cepas MRSA aisladas de infecciones de piel en EUA, mientras que en
muestras aisladas de infecciones en piel provenientes de Africa no se identificaron
cepas MRSA. Por otro lado Shore y colaboradores en el mismo afio (2008)
identificaron que el 84% de cepas de S. aureus aisladas de un hospital en Irlanda
fueron multiresistentes, ademas de que todas contenian el gen mecA. El gen mecA se
localiza en un elemento genético mévil llamado Staphylococcal cassette chromosome
mec (SCCmec) y confiere a la bacteria resistencia contra la mayoria de los antibiéticos
B-lactamicos, debido a que codifica una proteina con poca afinidad a estos antibiéticos
(Deurenberg et al, 2007). Existe una alta diversidad de elementos SCCmec, tanto en
Su organizacion estructural y su contenido genético, por lo que se han clasificado en
tipos y subtipos. El grupo encargado de estudiar y clasificar los elementos SCCmec es
el International Working Group on the Classification of Staphylococcal Cassette
Chromosome Elements (IWG-SCC), actualmente ha clasificado 11 diferentes tipos de
SCCmec 1, Il, I, \VA Vv, VI, VII, VI, IX, X, X1)
(http://www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN.html). El elemento moévil SCCmec se
ha encontrado en otras especies de Staphylococcus, incluyendo S. epidermidis, S.

haemolyticus, S. hominis, y S. warneri. (Hanssen et al, 2004). Diferentes estudios han
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demostrado la inestabilidad genética de este elemento, una delecion o insercion en la
region mec puede darse por un proceso de seleccién natural en cepas clinicas (Inglis
et al, 1993), asi como también el estrés inducido con vancomicina puede dar la
delecion del gen mecA (Adhikari et al, 2004).

El elemento movil SCCmec codifica recombinasas que pueden catalizarlo e integrarlo
en el cromosoma de la bacteria, haciendo que no tenga un locus especifico (Archer et
al, 1994). Existe evidencia de que la transferencia horizontal del gen mecA puede
ocurrir in vivo de S. epidermidis a S. aureus (Wielders et al, 2001), o bien, de S.
haemolitycus a S. aureus (Berglund y Sdderquist, 2008). A pesar de existir evidencia
de una posible transferencia horizontal del gen mecA entre especies de
Staphylococcus o entre diferentes especies Gram-positivas, estos mecanismos siguen

siendo desconocidos (Ibrahem et al, 2009).

Las cepas MRSA antes eran sélo identificadas en hospitales o en otros ambientes
dedicados a la salud, sin embargo, desde mediados de la década de los 90’s se han
identificado cepas MRSA asociadas a la comunidad (CA-MRSA) (Deurenberg et al,
2007). Estas cepas CA-MRSA se caracterizan por poseer principalmente elementos
SCCmec pequefios (IV o V), el cual lo hace mas movil (Berglund y Sdderquist, 2008).
En el 2008 se realizo el primer reporte de cepas CA-MRSA en hospitales de México
(Velazquez-Meza et al, 2011).

La alta capacidad para transmitir genes de resistencia, la facilidad de contraer
infecciones entre pacientes en los hospitales y el incremento de cepas CA-MRSA ha
incrementado la mortalidad en pacientes, asi como los costos en el sector salud
(Huang et al, 2006). Para combatir las infecciones por MRSA se utilizan antibi6ticos
glicopeptidicos tales como la vancomicina y el teicoplan, sin embargo ya se han
reportado casos de cepas clinicas resistentes a estos antibiéticos (Howden, 2010) por
lo que es necesario crear nuevas estrategias para contrarrestar las infecciones por
MRSA.
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Deteccion de los genes que codifican adhesinas y otros genes por PCR
convencional de las cepas de S. aureus.

Para este trabajo se identificaron mediante PCR convencional los genes bbp, clfB,
ebpS, map/eap, sdrC, sdrD y sdrE (Cuadro 3), los cuales codifican proteinas
pertenecientes a la familia de las MSCRAMMs (Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules). Estas proteinas se encuentran ancladas en
la pared celular y estan involucradas en la fijacion de S. aureus a las células del
hospedero o a la matriz extracelular (Foster y Hook, 1998). La fase de unién en el
proceso de infeccion se encuentra mediada por estas proteinas (Patti et al, 1994), y se
han identificado un total de 21 MSCRAMMSs, pero adn se desconocen muchas
proteinas del hospedero a las cuales estas MSCRAMMSs se adhieren (Roche et al,
2003). También se identificaron otros genes de virulencia: efb, chp, arcA y V8. Los
primeros tres genes se encuentran involucrados en la inhibicion de la respuesta
inmune (Degnan et al, 2000; Koet al, 2011; Veldkampet al, 2000), mientras que el
altimo esta mas relacionado con el proceso de colonizacion del hospedero (McGavin
et al, 1997).

En este estudio se encontraron frecuencias similares del gen bbp (Fotografia 10) en
catéter y narinas (78.1% y 76.3%, respectivamente) (Cuadro 3). Campbell y
colaboradores encontraron una frecuencia del 100% en cepas de S. aureus de EUA y
un 91% en cepas de Africa, ambas aisladas de infecciones de piel, mientras que
Peacock y colaboradores en el 2002 en un estudio realizado en Reino Unido
encontraron un 43% en cepas aisladas de pacientes sanos y un 38% en cepas
aisladas de pacientes con infecciones invasivas, o que nos indica que la distribucion
de genes difiere en diferentes partes del mundo. El gen bbp codifica una proteina de
1117 amino&cidos que posee la capacidad de unirse al nacleo de la sialoproteina de
hueso (BSP). Se ha reportado que cada célula bacteriana tiene hasta 1000 sitios de
unién a BSP (Rydén et al, 1989). La BSP se encuentra solo en los huesos y la dentina.
Altas concentraciones de BSP son encontradas en el osteoide, nuevo tejido formado
del crecimiento del hueso, el cual es el sitio mas comun donde se puede dar una
osteomielitis (Hultenby et al, 1994). Se ha reportado que la unién a la BSP se
encuentra potencialmente en cepas aisladas de casos con osteomielitis, ya que en
otro tipo de infecciones por S. aureus, como la endocarditis, las cepas no se unen a la
BSP (Rydén et al, 1987). La proteina bbp contiene repeticiones de serina-aspartato
(SD) por lo que se puede clasificar en la familia de las proteinas Sdr (SD-repeat) (Tung

et al, 2000). Algunas de estas proteinas se han identificado por su capacidad para
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unirse a componentes especificos del plasma cémo el fibrin6geno (CIfA y CIfB)
(Josefsson et al, 1998) o al calcio como la proteina SdrD (Josefsson et al, 1998). Se
ha demostrado que la capacidad de uniébn de S. aureus a la BSP aumenta en
presencia de Ca** (Yacoub et al, 1994).

El gen clIfB (fotografia 12) tuvo una frecuencia de 81.8% en las cepas aisladas de los
catéteres y en el 97.3% de las cepas aisladas de las narinas (Cuadro 3). Campbell et
al en el 2008 encontraron una frecuencia del 100% de este gen en cepas de S. aureus
aisladas de infecciones de piel en pacientes de Africa y de EUA, al igual que Peacock
y colaboradores en el 2002 en cepas de S. aureus aisladas de pacientes sanos y con
infecciones invasivas en el Reino Unido. Staphylococcus aureus expresa dos
proteinas asociadas a la union al fibrindégeno, la proteina CIfA y CIfB (clumping factor A
y B) (McDevitt, et al 1994). Estas proteinas se encuentran en la pared celular y median
la adherencia de la bacteria al fibrinbgeno, a coagulos de sangre, a biomateriales, y al
trombo en véalvulas de corazén dafiadas en ratas modelos de endocarditis (McDeuvitt et
al, 1994) (Moreillon et al, 1995). A diferencia de CIfA, que esta presente en todas las
fases de crecimiento de S. aureus, CIfB so6lo presenta un nivel funcional y detectable
en la fase del crecimiento exponencial (Ni Eidhin et al, 1998). Esto sugiere que la
transcripcién del gen clfB se reprime durante la fase exponencial y la superficie
proteica puede ser degradada por proteasas (McAleese et al, 2001). La transcripcion
de los genes spa, fnb y cna, que codifican la proteina A, proteinas de unién a
fibronectina y proteinas de unién al colageno, respectivamente, s6lo ocurre de igual
manera en la fase exponencial, pero en la mayoria de los casos las proteinas
permanecen en la superficie de las células en la fase estacionaria para promover la
union al ligando (Gillaspy et al, 1998). La proteina CIfB es una MSCRAMM
bifuncional, ya que puede unirse a citoqueratina 10, encontrada en la superficie de las
células descamadas epiteliales, y al fibrinbgeno. Esta habilidad de S. aureus para
unirse a las células descamadas es la mayor determinante para que pueda colonizar

las narinas anteriores (O’ Brien et al, 2002).

El gen ebpS (fotografia 11) se identific6é en el 85.4% de las cepas aisladas de
catéteres, mientras que en las cepas aisladas de narinas se encontré en el 100%
(Cuadro 3). Peacock y colaboradores en el 2002 encontraron un 62% del gen ebpS en
cepas de S. aureus aisladas de pacientes sanos y un 68% en cepas aisladas de
pacientes con infecciones invasivas. Campbell y colaboradores en el 2008 encontraron
un 100% de prevalencia de este gen en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con
infecciones en piel provenientes de Africa y EUA. El gen ebpS codifica una proteina de

59 aminoacidos, que se encuentra integrada a la membrana bacteriana, que tiene la
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capacidad de unirse a la elastina y a la tropoelastina soluble, que es la precursora de
la elastina (Downer et al, 2002). La elastina, junto con los componentes microfibrilares,
son los mayores componentes de la matriz extracelular y estan presentes en tejidos
que requieren elasticidad como el pulmén, la piel y los vasos sanguineos (Mecham y
Davis, 1994). La elastina es quimiotaxica para los neutréfilos como sefial de dafio en el
tejido, por lo que es posible que la proteina EbpS sea parte de un sistema de
transduccién de sefiales para impedir el flujo de neutréfilos (Downer et al, 2002).
También se sugiere que la expresion de la proteina EbpS esta relacionada con la

regulacién del crecimiento celular (Downer et al, 2002).

El gen map/eapse (fotografia 9) se detect6 en el 63% de las cepas de S. aureus
aisladas de los catéteres y en el 68.4% de las cepas aisladas de narinas (Cuadro 3).
Este gen fue el que menos se presentd tanto en narinas como en catéter. Campbell y
colaboradores en el 2008 encontraron una frecuencia de 80% de este gen en cepas de
S. aureus aisladas de pacientes con infecciones en la piel provenientes de EUA y un
38% en cepas provenientes de Africa, mientras que Peacock y colaboradores en el
2002 en reino unido encontraron un 93% de este gen en cepas de S. aureus aisladas
de pacientes sanos y un 96% en cepas de aisladas de pacientes con una infeccion
invasiva. El gen eap codifica una proteina multifuncional que puede unirse al
fibrinbgeno, fibronectina, protrombina, vitronectina, sialoproteina de hueso vy
trombospodina (McGavin et al, 1993). La proteina Eap contiene subdominios repetidos
gue tienen una homologia con un segmento del péptido que se une a la cadena B de
las proteinas del complejo mayor de histocompatibilidad clase Il en mamiferos, por lo
que se considera que es igual a la proteina Map (Mayor histocompatibility complex
class Il complex analog protein) (McGavin et al, 1993), sin embargo Map y Eap
presentan diferencias en su estructura por lo que no son completamente iguales
(Palma et al, 1999). Eap puede formar oligomeros y posee la capacidad para unirse a
la superficie de las células bacterianas, por lo que se sugiere que Eap puede facilitar la
aglutinacion de S. aureus, ademas de que puede servir como una molecula “puente”
entre los componentes del hospedero y la bacteria (Palma et al, 1999). También es
capaz de unirse a células epiteliales, a fibroblastos (Hussain et al, 2002), a
dispositivos plasticos (Kreikemeyer et al, 2002), ademas de que afecta la respuesta
inmune del hospedero, ya que altera la funcidn y proliferacion de las células T (Lee et
al, 2002).

Los genes sdrC, sdrD y sdrE (fotografias 14, 5 y 6, respectivamente) fueron
identificados en el 89%, 94.5% y 92% de las cepas aisladas de catéteres,

respectivamente (Cuadro 3); mientras que en las cepas de narinas las frecuencias
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fueron del 84.2%, 97.3% y 81.5%, respectivamente (Cuadro 3). Campbell y
colaboradores en el 2008 encontraron una frecuencia del 88% para sdrC, 95% para
sdrD y 88% para sdrE en cepas aisladas de infecciones de piel por S. aureus
provenientes de EUA, mientras que en cepas provenientes de Africa encontraron el
68% para sdrC, 100% para sdrD y 68% para sdrE. Peacock y colaboradores en el
2002 en reino unido encontraron una frecuencia de 100% para sdrC, 41% para sdrD y
40% para sdrE en cepas de S. aureus aisladas de pacientes sanos, mientras que en
cepas aisladas de pacientes con infecciones invasivas encontraron un 100% de sdrC,
48% de sdrD y 56% de sdrE. En otro estudio realizado por Sabat y colaboradores en el
2006 con cepas de S. aureus de diferentes paises de Europa, encontraron una
frecuencia del 100% para el gen sdrC, 59% para sdrD y 89% para sdrE. Las proteinas
SdrC, SdrD y SdrE, junto con las MSCRAMMSs CIfA y CIfB, forman parte de una familia
de proteinas que presentan en la regién R mdltiples repeticiones de serina-aspartato y
se encuentran ancladas a la pared celular (Josefsson et al, 1998; Foster y Hook, 1998;
Ni Eidhin et al, 1998). Se ha reportado que el gen sdrC se encuentra siempre en el
locus sdr, mientras que sdrD y sdrE se encuentran heterogéneamente (Sabat et al,
2006). Existe una correlacion entre las cepas invasivas y de pacientes sanos con la
presencia o ausencia del gen sdrE (Peacock et al, 2002). Las cepas que sélo tienen el
gen sdrC poseen un bajo potencial para causar infecciones de hueso, a comparacion
de las que tienen sdrD y/o sdrE, ya que se ha encontrado una relacién entre el gen
sdrD y la osteomielitis (Sabat et al, 2006), ademas de que se han identificado
variaciones alélilas de SdrE que funcionan como proteinas de unién a la sialoproteina
de hueso (Tung et al, 2000). Las proteinas Sdr también han sido asociadas a la
adherencia a células epiteliales (Corrigan et al, 2009), ademas de que sdrD es crucial
en la formacion de los abscesos en la piel (Cheng et al, 2009). El gen sdrD reacciona
de diferente manera que SdrC y SdrE, y se cree que también puede tener un rol en las
interacciones entre el patégeno y el sistema inmune del hospedero, ya que su

expresion aumenta con la sangre humana (Sitkiewicz, 2011).

El gen efb (fotografia 7) se identific en el 92.7% de las cepas de S. aureus aisladas
de los catéteres y en el 100% de las cepas aisladas de las narinas, Campbell y
colaboradores en el 2008 encontraron una frecuencia de 100% de este gen en las
cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infecciones en piel provenientes de
Africa y de EUA, mientras que Peacock y colaboradores en el 2002 s6lo encontraron
60% en cepas de S. aureus aisladas de pacientes sanos y un 68% en cepas aisladas
de pacientes con infecciones invasivas. El gen efb tiene la capacidad de unirse al

fibrinbgeno que estd en la superficie de las plaquetas activadas, y también al
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componente localizado en la superficie de las plaquetas, por lo que puede inhibir la
agregacion de plaquetas, independientemente del fibrinbgeno. Este efecto explica el
retraso de la cicatrizacién en la presencia de Efb (Shannon y Flock, 2004). La
capacidad de union de la proteina Efb al fibrin6geno presenta una mayor afinidad que
la de las proteinas MSCRAMMSs, ademas de que esta interaccién impide la adhesién
de los neutrdfilos (Ko et al, 2011). Esto se debe a que la proteina Efb tiene dos sitios
de unién al fibrinbgeno uno en la regiébn C-terminal y otra en la regién N-terminal.
También se ha demostrado que los humanos producen anticuerpos para Efb, incluso

sin una infeccién previa por S. aureus (Olander, 2008).

El gen chp (fotografia 15) fue identificado en el 89% de las cepas aisladas de catéter y
en el 94.7% en las cepas provenientes de narinas. Campbell y colaboradores en el
2008 encontraron una frecuencia de 98% de este gen en cepas de S. aureus aisladas
de pacientes con infecciones en piel provenientes de EUA y un 100% en cepas
provenientes de Africa, mientras que de Haas y colaboradores en el 2004 encontraron
un 62% de frecuencia para este gen en cepas clinicas de S. aureus aisladas de
narinas e infecciones en sangre. El gen chp produce una proteina llamada CHIPS
(Chimiotaxis, inhibitor protein Staphylococcus aureus), la cual es mas especifica para
humanos y puede inhibir la quimiotaxis de los neutréfilos, in vivo e in vitro (de Haas et
al, 2004). El gen chp, junto con otros genes, han sido identificados como parte de un
cluster para evadir la respuesta inmune, ademas de que se han encontrado en el ADN
del bacteriofago BC-¢S, lo que indica que S. aureus puede transferir este cluster

mediante bacteriéfagos (van Wamel et al, 2006).

El gen V8 (fotografia 8) fue encontrado en el 92.7% de las cepas aisladas de catéter y
en el 94.7% de cepas aisladas de narinas. Campbell y colaboradores en el 2008
encontraron un 91% de este gen en cepas aisladas de infecciones en piel de EUAy un
85% en cepas de S. aureus aisladas de Africa, mientras que Peacock y colaboradores
en el 2002 en Reino Unido encontraron un 94% en cepas de S. aureus aisladas de
pacientes sanos y un 96% en cepas aisladas de pacientes con infecciones invasivas.
El gen V8 codifica una exoenzima serina proteasa que modifica la unién de S. aureus
a la fibronectina durante el curso de la infeccion. La funcion de la V8 es limitar la union
al tejido, su expresion requiere de agr, el cual es el mayor mecanismo inducido por alta
densidad celular por un sistema del quorum sensing (Bjkorklind y Arvidson, 1980).
Estudios han sugerido que las bacterias adheridas al sitio de infeccidon requieren de
una actividad proteolitica para promover la infeccion a otros lugares. Esto se he
descrito para Pseudomonas aeruginosa que produce una proteasa elastina inducida a

una alta densidad celular mediante un mecanismo del quérum sensing (Passador e
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Iglewski, 1995) y Vibrio Cholerae que expresa una hemaglutinina proteasa que
degrada receptores epiteliales de la célula a los cuales la bacteria se adhiere
(Finkelstein et al, 1992).

El gen arcA (fotografia 13) fue encontrado en el 90.9% de las cepas aisladas de
catéter y un 68.4% en las cepas aisladas de narinas. Campbell y colaboradores en el
2008 encontraron este gen en todas las cepas de S. aureus provenientes de EUA. El
gen arcA es un cluster, junto con opp-3, que se encuentra en un elemento movil
llamado ACME (Arginine catabolic mobile element). El cluster arc, codifica una arginina
deaminasa que convierte la L-arginina a dioxido de carbono, ATP y amonio,
importantes para sobrevivir a bajo pH y para la inhibicion de la respuesta inmune
contra las infecciones bacterianas (Degnan et al, 2000). Staphylococcus aureus tiene
un cluster arc nativo que codifica la arginina deaminasa, el cual difiere al cluster
ACME-arc. El cluster ACME-arc contribuye a la patogenicidad de las cepas
USA300de S. aureus, ya que su delecién disminuye su capacidad y patogenicidad
(Diep et al, 2008).

Se realizé una prueba de X* comparando las frecuencias de los genes de adhesion y
otros genes presentes en catéter y en narinas y no se encontraron diferencias
significativas (P > 0.05). Esto concuerda con Sabat y colaboradores en 2006, en
dénde no encuentran diferencias significativas entre las frecuencias de los genes
sdrCDE presentes en narinas y en otras infecciones. Este estudio sélo evalué la
presencia o ausencia de los genes basada en la PCR, por lo que no se puede
diferenciar entre la presencia o ausencia del gen completo y la presencia o ausencia

de una variante alélica en un locus polimorfico.

Diferentes combinaciones de genes encontradas en catéter y narinas.

En este trabajo se agruparon los genes que codifican adhesinas y otros genes para
encontrar posibles combinaciones y poder compararlas. En total se encontraron 31
combinaciones diferentes, de las cuales la combinacién detectada con mayor
frecuencia en las cepas aisladas de catéter fue el patron 1 (45%; n=25) conformado
por los 11 genes estudiados (cuadro 4), mientras que en las cepas aisladas de
narinas este mismo patrén (1) se encontré en el 42.1% (n =16). Todas las demas
combinaciones encontradas tuvieron frecuencias menores al 20%, y algunas de estas

se presentaron tanto en catéter como en narinas. Esto nos puede indicar que no existe
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alguna combinacion de genes especifica para colonizar los catéteres de los pacientes
con IRC.

Es importante mencionar que las cepas de S. aureus aisladas de los catéteres y de las
narinas en 10 pacientes presentaron la misma combinacion de genes (patron 1,
Cuadro 4). EI mismo genotipo en catéter y narinas nos hace suponer que
probablemente se trata de la misma cepa, y que fue probablemente el mismo paciente
quién infecto el catéter con su propia flora nasal. Al menos el 10% de las personas
sanas portan un Staphylococcus en sus narinas anteriores, y del 70% al 90% son
portadores pasajeros. Estos portadores tienen un riesgo mucho mas alto de contraer
una infeccién oportunista que los que no son portadores (Williams, 1963).

Para asegurarse que se trata de la misma cepa de S. aureus se pueden realizarse
pruebas fenotipicas y genotipicas. Las fenotipicas incluyen actividad hemolitica,
antibiogramas, presencia de enterotoxinas y la fagotipificacion. Las genotipicas
pueden ser la presencia de genes, el nimero de repeticiones de alguna regién de un
gen o la determinacién de polimorfismos en algin gen. También se pueden comparar
los ADN de las cepas utilizando la electroforesis en gel por campos pulsados (PFEG)
(Toshkova et al, 2001). Weinstein en 1959 fagotipifico cepas de S. aureus y encontrd
que el 94% de los S. aureus aislados de infecciones en heridas y el 92% de los
aislados de narinas mostraban fagotipos idénticos. Otro estudio de 5 afios hecho en
pacientes con hemodialisis demostré que el 93% de las infecciones por S. aureus
fueron causadas por el mismo fagotipo contenido en sus narinas (Yu et al, 1986). En
otro estudio realizado por Ena y colaboradores en 1994, se encontraron pacientes
tratados con hemodialisis infectados por cepas de S. aureus con fagotipos idénticos a
los que llevaban en sus narinas. Una asociacion entre las cepas de S. aureus
contenidas en las narinas y una infeccién ha sido también descrita en pacientes con
didlisis peritonial continua ambulatoria (Sesso et al, 1989) y en infecciones de piel
(Gould y Cruickshank, 1957) (Kay, 1962) (Tullochl, 1954) (Toshkova et al, 2001). En
otro estudio hecho en México por Hamdan-Partida y colaboradores en el 2010 se
analizaron cepas de S. aureus aisladas de narinas y garganta con PFEG, encontrando
que el 81% de cepas MSSA y el 64% de las cepas MRSA eran iguales o similares en

las narinas y la garganta del mismo paciente.

45



CONCLUSIONES

e Staphylococcus aureus fue responsable del 49.1 % de las infecciones
asociadas a los catéteres de los pacientes con IRC, dentro de los cuales el

69% presentd la misma especie en las narinas.

e La mayoria de las cepas de S. aureus aisladas de los catéteres y de las
narinas de los pacientes de hemodialisis fueron MRSA.

e Se identificaron 31 combinaciones de los genes diferentes, dentro de las cuales
el patron conformado por los 11 genes estudiados fue el mas frecuente entre

las cepas de S. aureus aisladas de catéteres y de narinas.

e Los resultados encontrados reflejaron que no existi6 ninguna combinacion de

genes especifica para colonizar los catéteres.

e La alta incidencia de marcadores de virulencia y la elevada frecuencia de
cepas MRSA representa un riesgo para los pacientes que en algin momento
puede comprometer la vida de estos, por lo que se administré el tratamiento
médico adecuado.
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