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Resumen

La insercidén de catéteres vasculares representa una alternativa para el tratamiento
de la insuficiencia renal crénica (IRC), sin embargo esto puede representar un
factor de riesgo para contraer bacteremias. Staphylococcus aureus posee una
familia de genes que codifican adhesinas llamadas MSCRAMMSs (Microbial surface
components recognizing adhesive matriz molecules), las cuales permiten la 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 neumonia.

Para el desarrollo de este estudio se analizaron 21 cepas de S. aureus aisladas de
pacientes con infecciones en el sitio de infeccién del catéter, de los cuales e | 62%
(n=13) fueron hombres y el 38% (n=8) fueron mujeres con edades entre 17-77
afnos. La identificacion de Staphylococcus aureus se realizd por PCR convencional
mediante la deteccion de los genes spa (region X) y rRNA, ademas de ser
positivas para la prueba de la coagula y del manitol. La expresién de los genes
spa, ebps, map/eap, bbp, fnbA, fnbB, clfA, clfB, cna, sdrC, sdrD y sdrE se realizd
por PCR en Tiempo Real.

El 100% (n=21) de las cepas estudiadas correspondi6 a la especie de S. aureus.
Los porcentajes de expresion de los genes en las cepas de S. aureus fueron: bbp
(100%, n=21), clfB (100%, n=21), cna (100%, n=21), sdrC (100%, n=21), sdrD
(95%, n=20), map/eap (90%, n=19), ebps (85%, n=18), sdrE(76%, n=16), fnbA
(47%, n=10), "nbB(47%, n=10), spa (47%, n=10) y clfA (28%, n=6). Se encontraron
5 patrones diferentes de expresion de genes en las 21 cepas de S. aureus
analizadas. El elevado porcentaje de expresion de los genes en las cepas de
Staphylococcus aureus estudiadas evidencié que durante la infeccion del epitelio
reconstituido humano podrian encontrarse asociados diferentes perfiles de
expresion de los marcadores de adhesién celular, ademas de que los genes sdrC,
sdrD y sdrE, de los cuales no se conoce alguna funcién especifica fueron capaces

de expresarse utilizando un modelo in vitro de infeccién de epitelio oral humano.



INTRODUCCION

Caracteristicas generales de Staphylococcus aureus

Los cocos se asociaron por primera vez a enfermedades humanas cuando fueron
observados en materiales purulentos provenientes de abscesos humanos. En el
afio 1882, Ogston llamo a estos cocos “Staphylococcus”, del griego staphylé
(racimo de uvas) y kokkus (frutilla), debido a la morfologia que adoptan las células
de Staphylococcus en tinciones que se realizaron a partir de cultivos en medios de
agar. Staphylococcus es 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
gue mide de 0.5 a 1 um de diametro, no movil, no forma esporas y generalmente
no esta capsulado. Es un anaerobio facultativo. Puede encontrarse solo, en pares,
en cadenas cortas o racimos. Staphylococcus aureus crece favorablemente con
altas concentraciones de NaCl, produce coagulasa, DNAasa, catalasa positiva y
fermenta el manitol, lo que permite diferenciarlo del resto de especies del genero
Staphylococcus (Bannerman, 2003). Crece entre rangos de pH de 4.8 a9.4 y a
temperaturas de 25 a 43°C. Sus colonias miden entre 1 a 3 mm, producen un color
amarillento debido a la presencia de carotenoides y muchas cepas producen

hemolisis entre 24 a 36 horas (Veldzquez-Meza, 2005).

Staphylococcus aureus posee mulltiples factores de virulencia 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 nocosomiales. Provoca intoxicacion alimentaria al
liberar sus enterotoxinas en los alimento, produce el sindrome del shock toxico al

liberar super antigenos en el torrente sanguineo, causa septicemia, impétigo,



fiebre e infecciones asociadas a los catéteres de pacientes de hemodialisis
(Kanafani y Fowler, 2006).

Staphylococcus aureus puede identificarse por pruebas bioquimicas (manitol,
coagulasa, catalasa), o mediante el empleo de pruebas de biologia molecular
como la deteccion por PCR usando marcadores cromosémicos femA, femB
(participa en la sintesis del peptidoglucano) (Kbayashi et al., 1994) y nuc (Nashev
etal., 2004).

Factores de virulencia

El éxito de la colonizacion y la producciéon de enfermedades por S. aureus se debe
a la expresion de factores de virulencia que participan en adhesién, adquisicion de
nutrientes y evasion de la respuesta inmune del huésped (Monday y Bohach,
1999). Los mecanismos patogénicos moleculares de diferentes infecciones
estafilocécicas se conocen por completo, pero los estudios sugirieron que un
factor critico para el éxito patégeno de este organismo depende de su capacidad
de adherirse eficazmente a los tejidos del huésped (Clarke y Foster, 2006; Patti et
al., 1994; Patti, 1994). En S. aureus la adherencia es mediada por una serie de
adhesinas pertenecientes a la familia de las proteinas MSCRAMMSs (Microbial
surface components recognizing adhesive matriz molecules) (Foster y Hook, 1998)
(Tabla 1). Estas proteinas estan en la mayoria de los casos unidos
covalentemente al peptidoglicano de la pared celular. Entre ellas se encuentran la
proteina A (Spa), que se une a fibronectina (Greene et al., 1995); estas proteinas
poseen una regiéon LPXTG (Leu-Pro-any-Thr-Gly) (Figura 1) que es digerida por un
enzima (sortasa) que corta el péptido entre los aminoacidos treonina (T) y glicina
(G), a continuacion el grupo carboxilo de la treonina se une covalentemente al
grupo carboxilo del peptidoglicano, que en el caso de S. aureus es la secuencia de

pentaglicinas.

Las proteinas tienen diferentes sitios de adherencia como la proteina A (Spa) y la
proteina Cumpling factor (CIfA y CIfB), las cuales se unen a fibronectina (McDevitt

et al., 1994; Ni Eidhin et al., 1998). La proteina Cna se une a colageno (Patti et al,.



1992), la proteina EbpS esta integrada a la membrana citoplasmatica de S. aureus
y podria también estar implicada en la adherencia a biomateriales recubiertos de
elastina (Downer et al., 2002; Park et al., 1996). La proteina Bbp se une a la
sialoproteina (Tung et al., 2000), ademas se encuentran también las proteinas
que son excretadas al medio como la proteina de adherencia extracelular (EAP)
que pueden actuar como puente entre un ligando de la superficie y la bacteria
favoreciendo la autoagregacion de S. aureus y facilitando la formacién de la
biopelicula (Jonsson et al., 1995; McGavin et al., 1993; Palma et al., 1999) y
finalmente las proteinas SdrC, SdrD, y SdrE de las cuales se desconoce su

funcion (Josefsson et a.l, 1998).

Nombre de la proteina Simbolo de la proteina Simbolo del gen
Staphylococcus aureus Spa Spa
protein A
Elastin-binding protein of EbpS Ebps
Staphylococcus aureus
Extracellular adhesion Map/Eap map/eap
protein
Sialoprotein-binding protein Bbp Bbp
Fibronectin-binding protein FnbA fnbA
A
Fibronectin binding protein FnbA fnbB
B
Clumping factor A CIfA Clfa
Clumping factor B CIfB Clfb
Collagen adhesin Cna Cna
Serine aspartate repeat SdrC sdrC
protein C
Serine aspartate repeat SdrD sdrD
protein D
Serine aspartate repeat SdrE sdrE
protein E

Tabla 1. Genes que codifican adhesinas de S. aureus.
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Figura 1. Esquema de la estructura de las proteinas MSCRAMMSs.

Los factores de virulencia (Tabla 2) se clasifican en tres categorias: (a) factores
involucrados en la adherencia de la célula huésped o matriz extracelular, proteinas
de union a fibrindgeno, fibronectina, colageno y coagulasa; (b) factores
involucrados en la evasion de las defensas del huésped (enterotoxinas
estafilocécicas); factores involucrados en la invasiéon de la célula huésped y (c)

penetracion de los tejidos, a toxina, B y & hemolisina (Projan, 1997).

Toxinas Enzimas Proteinas de superficie

Alfa hemolisina (hla) Betalactamasas (blaz) Proteina de union al hueso

de sialoproteina

Beta hemolisina (hlb) Coagulasa (coa) clumping factor A (clf A)
Delta hemolisina (hid) Fostatasa alcalina clumping factor B (clf B)
Enterotoxina A (sea) Lipasa (lip) Proteina de unibn a

colageno (cna)

Enterotoxina B (seb) Fosfolipasa C (plc) Fibrinégeno extracelular
Enterotoxina C (sec) Proteasa serina V8 (sspA) | Proteina de unién a
fibronectina A (fnbA)
Enterotoxina E-I (entE-I) Enzima modificadora de Proteina de unibn a

acidos grasos (FAME) fibronectina B (fnbB)

Toxina exfoliativa A (etaA) Metaloproteasa Lectina
Toxina exfoliativa B (etaB) Termonucleasa (nuc) Proteina A (spa)
Gamma hemolisina (higA-C) Estafilocinasa (sak) Sdr A-D (sdrAB,C,D)
Toxina del sindrome del Hialuronato liasa (hysA) Proteina de wuniébn de
shock toxico-1 (tst) vitronectina.

Tabla 2. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus.
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Contaminacion por Staphylococcus aureus en catéteres de hemodialisis

La Insuficiencia Renal Crénica (IRC) se caracteriza por la pérdida lenta, progresiva
e irreversible del filtrado glomerular. Generalmente es asintomatica, hasta que el
filtrado glomerular desciende por debajo de 10 ml/min. Entonces, suceden las
complicaciones propias del sindrome urémico manifestindose mediante
alteraciones como digestivas, hematoldgicas, cardiovasculares, neuroldgicas vy
metabdlicas. Si la funcion renal no se estabiliza, desencadena en enfermedad

renal terminal (Martin de Francisco et al., 1997).

En México la IRC es un problema de salud frecuente en la poblacidén, que genera
un alto costo social y econdémico. Se estima que cada afio ocurren alrededor de 35
mil casos en todo el sistema de salud (Trujillo-Gutiérrez, 1999). Las causas de IRC
se pueden agrupar en Nefropatia diabética, Glomerulopatias, Hipertension arterial,
Nefropatia gotosa, Enfermedad renal poliquistica, enfermedades sistematicas e
Infeccidn crénica de vias urinarias, siendo la diabetes Mellitus y la hipertensién
arterial las dos causas mas frecuentes que condicionan la insuficiencia renal
cronica y considerando que actualmente el 30.8 % de la poblacién mayor de 20
afos tiene hipertensién y alrededor del 10% tiene diabetes Mellitus, hace de la
IRC un gran problema de salud en México (Fundacion Mexicana del Rifion, 2012).

México es uno de los paises con mayor ocurrencia de diabetes Mellitus en el
mundo, en 1995 ocupaba el noveno puesto 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, 2013).

Existen tres alternativas terapéuticas para el tratamiento de la insuficiencia renal
que son: la dialisis peritoneal, la hemodialisis y el trasplante renal, siendo la Ultima
la mejor opcion terapéutica (Trevifio, 2004). El trasplante renal es la mejor
alternativa para el tratamiento de la IRC, sin embargo, no a todos los pacientes se
les puede trasplantar, por lo que la insercion de catéteres vasculares es la opcion
mas viable (Stolic et al., 2008). Si bien la insercion de los catéteres vasculares

representa una alternativa, también constituye un factor de riesgo para contraer
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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), Enteroccocus spp, Escherichia coli, Enterobacter
spp, Klebsiella spp y Pseudomonas spp (Poole et al., 2004). La hemodialisis es un
procedimiento de sustitucion renal extracorpdreo que consiste en extraer la sangre
del organismo y pasarla a un dializador de doble compartimiento, uno por el cual
pasa la sangre y otro el liquido de didlisis, separados por una membrana
semipermeable para eliminar residuos en exceso (Daugirdas, 2003). En este
procedimiento se utiliza un catéter tipo Mahurkar en la vena subclavia del
paciente, el cual es frecuentemente contaminado por bacterias u hongos
causando infeccion en el sitio de insercién (Aguilar et al., 2004). La infeccién
relacionada a catéteres constituye una de las principales complicaciones y la
principal causa de bacteremia nosocomial, siendo Staphylococcus aureus la
bacteria con mayor frecuencia contamina los catéteres de pacientes sometidos a
hemodialisis (Fica, 2003).

En México las estadisticas sobre bacteremias relacionadas a catéteres de
pacientes con hemodidlisis a nivel nacional son escasas, sin embargo existen
algunos reportes locales realizados por instituciones de salud (Salazar et al.,
2002). A diferencia de los que se reporta en nuestro pais, en los Estados Unidos
de Norte América anualmente se reportan entre 7,000 y 15,000 episodios de
bacteremias relacionadas con los catéteres (Donland, 2001). La fuente principal de
las bacteremias en los pacientes de hemodialisis es el desarrollo de una
biopelicula en el interior de los tlneles de los catéteres (Allon, 2004), Esta
biopelicula evade la respuesta inmune del hospedero y a los antibidticos (Croes et
al., 2009), representando un gran problema para el tratamiento de los pacientes de

hemodialisis infectados.

Los pacientes con hemodidlisis tienen un mayor riesgo de ser portadores
intermitentes o persistentes de S. aureus desde el inicio de la dialisis (Wertheim et

al., 2005). Siendo los portadores de S. aureus en tratamiento de hemodialisis
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quienes tienen un aumento de 4 a 8 veces mas riesgo de contraer infecciones
vasculares asi como también sufrir de bacteriemia en comparacién con los no
portadores (Yu et al., 1986). Las cepas de S. aureus frecuentemente son las
mismas que se recuperan de infecciones posteriores de los pacientes (Ena et al.,
1994). La mayoria de las infecciones por S. aureus en pacientes en hemodidlisis

son consideradas por autoinfeccién (Boelaert et al., 1995).

La incidencia de bacteremia, el indice de bacteremia (0.25 por paciente por afio) y
la prevalencia de portadores nasales de S. aureus pueden disminuir recibiendo
adecuadamente el tratamiento de los portadores nasales de S. aureus o tratando
profilacticamente a todos los pacientes dializados (portadores o no), pues el 80%

de la poblacién es potencialmente un portador nasal (Di Bernardo et al., 2003).

La expresion de los factores de virulencia de S. aureus ha sido estudiada in vivo
en modelos de infeccion en animales (Burian et al.,, 2010; Montgomery et al.,
2008), sin embargo los factores celulares inmunes y las condiciones nutritivas han
afectado la expresion de los determinantes de virulencia, por lo que en este
estudio nosotros proponemos un nuevo modelo de infeccion in vitro en
reconstituted human epithelium (RHE) para analizar los patrones de expresion de
los genotipos de virulencia en cepas MRSA aisladas de infecciones asociadas a

los catéteres de pacientes de hemodialisis.
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ANTECEDENTES

Pattel y colaboradores en 1987 realizaron estudios de cepas mutantes del
gen spa de S. aureus en roedores (Murinae) con artritis séptica,
demostrando que la proteina A es un importante factor de virulencia que

tiene un efecto modesto en infecciones subcutaneas.

Randall y colaboradores en el 2006 estudiaron el papel de las proteinas de
superficie CIfB, SdrC y SdrD en la adhesion a células escamosas.
Realizaron la expresion de estas proteinas mediante pruebas de mutantes
individuales y combinados de cepas de S. aureus Newman. Encontraron
que las proteinas SdrC y SdrD promueven la adhesién a células

escamosas.

Trad y colaboradores en el 2004 estudiaron las proteinas que codifican los
genes sdr en cepas de S. aureus recolectadas de hisopos nasales de 259
pacientes asintomaticos de diferentes nosocomios y de 89 pacientes de
pacientes con infecciones masivas como osteomielitis. Encontraron que por
lo menos dos genes sdrestan presentes en todas las cepas de S.
aureus, ademas reportaron una mayor prevalencia del gensdrD enlas

cepas de S. aureus responsables de las infecciones de hueso.
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OBJETIVO GENERAL

e Determinar la expresion de los genes que codifican adhesinas en cepas
de Staphylococcus aureus aisladas de infecciones asociadas a los
catéteres de pacientes de hemodialisis utilizando un modelo in vitro de

epitelio reconstituido humano (RHE)

OBJETIVOS PARTICULARES

e Estudiar la expresion de spa, ebps, map/eap, bbp, fnbA, fnbB, clfA, clfB,
cna, sdrC, sdrD y sdrE en las cepas de S. aureus aisladas de
infecciones asociadas a los catéteres de pacientes de hemodidlisis

mediante PCR en Tiempo Real.
e Identificar los patrones de expresion de los genes que codifican

adhesinas en las cepas de S. aureus.

e Comparar los patrones de restriccion del ADN cromosémico de las
cepas de S. aureus mediante electroforesis en campos pulsados
(PFGE).

15



MATERIAL Y METODOS

Cepas de Staphylococcus aureus

Este trabajo se llevd a cabo en el laboratorio de Analisis Clinicos de la Clinica
Universitaria de la Salud Integral (CUSI), ubicada en la Facultad de Estudios
Superiores lztacala, (FESI), UNAM. Para el desarrollo de este estudio se
seleccion6 un grupo de 21 cepas de S. aureus previamente aisladas de pacientes
con Insuficiencia Renal Crénica que presentaron infeccion en el sitio de insercion
del catéter tipo Mahurkar del servicio de Hemodialisis del Hospital General
Regional 72, IMSS.

Extraccion de ADN de S. aureus

Las cepas bacterianas fueron crecidas en placas de agar S-110 por el método de
estria cruzada y se incubaron a 37°C por 24 hrs. Posteriormente se tom6 una
colonia con un asa estéril y se deposité en un tubo de 13 x 100 con 2 ml de agua
desionizada estéril. El inoculo se agito por medio de un vortex por 30 segundos y
se colocé a bafio maria durante 20 minutos. Al término la muestra se colocé en
hielo por 10 minutos y fue centrifugada a 14 000 rpm durante 10 minutos, se
colecto el sobrenadante (ADN) y fue transferido a un tubo estéril, este se mantuvo

a una temperatura de -20° hasta su uso.

Identificacion de S. aureus por pruebas bioquimicas

A partir de los cultivos puros, y de acuerdo con los protocolos microbiolégicos
estandar, se tomaron 5 colonias y se les realizaron la tincion de Gram, la prueba
de la catalasa, la prueba de la coagulasa en tubo y la prueba del Manitol (Bioxon,
México). La cepa S. aureus ATCC 33592 fue utilizada como control positivo y la
cepa S. epidermidis ATCC 35984 como control negativo.

Extraccion de DNA bacteriano

Las cepas bacterianas fueron crecidas en placas de agar S-110 por el método de

estria cruzada y se incubaron a 37°C por 24 hrs. Posteriormente se tomaron varias
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colonias por medio de un asa estéril y se depositaron en un tubo de 13 x 100 con
2 ml de agua desionizada estéril. El inoculo se agitd por medio de un vortex por
30 segundos y se colocd en bafio maria durante 20 minutos. Al término, la
muestra se colocé en hielo por 10 minutos y se centrifugé a 14 000 rpm durante 10
minutos. El sobrenadante que contenia el ADN fue transferido a otro tubo estéril,

y se guardd -20° hasta su utilizacion.

Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR

Las cepas bacterianas de la especie S. aureus fueron identificadas por PCR
mediante la deteccibn de los marcadores cromosomicos spa y rRNA. Los
oligonucleétidos utilizados fueron: spal (CAAGCACCAAAAGAGGAA), spa2
(CACCAGGTTTTAACGACAT), rRNA1 (ACGGAGTTACAAAGGACGAC) y rRNA2
(AGCTCAGCCTTAACGAGTAC) (Integrated DNA Technologies). Para Ila
amplificacion por PCR de cada gen por separado se utlizaron las perlas
PuRetaq™ Ready-To-Go'™ PCR (GE Healthcare), que contenian 1.5 mmol de
MgCl,, 0.5 U de AmpliTag polimerase y 100 mmol de dNTPs, para un volumen
final de 25pl por mezcla de reaccion: 1ul de cada oligonucleétido (Sigma-
Genosys), 20 pl de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN molde.
La amplificacién del DNA se realizd en un Termociclador modelo CGI-96 bajo las
siguientes condiciones para spa: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 30
ciclos (desnaturalizaciéon a 94°C por 1 minuto, alineacion a 60°C por 1 minuto y
extension a 72°C por 1 minuto). Finalmente la extension se prolong6é por 10
minutos a 72°C. Para el gen rRNA las condiciones fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacion a 94°C
por 40 segundos, alineacion a 64°C por 1 minuto y extensiéon a 72°C por 75
segundos). Finalmente la extension se prolongé por 10 minutos a 72°C. El
tamafio de los amplicones para rRNA fue de 1250 pb y para spa el tamafio fue

distinto, debido al polimorfismo del gen.
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Infeccién in vitro del epitelio oral

Con un asa de siembra estéril se tomo6 una colonia de S. aureus crecida en S110
y se depositd en un tubo con 2 ml del medio de cultivo de caldo de soya
Tripticaseina, se agité en vortex por 30 segundos y se incub6 a 37°C por 24 hrs.
Las células del cultivo fueron colectadas por centrifugacion a 2,000 rpm por 3
minutos, se decant6 el sobrenadante y se lavo la pastilla con 2 mL de PBS 0.1 M.
Nuevamente se centrifugd a 2,000 rpm por 3 minutos y se decantd el
sobrenadante, posteriormente a la pastilla se le agregaron 200 uL de PBS 0.1M, a
partir de de los cuales se tomaron 100 pL de la suspensién con PBS (2x10’
células) y se depositaron en la superficie del epitelio. Posteriormente se incub6 a
37°C x 48 horas, en 5% de CO, y humedad saturada. El medio de mantenimiento
se cambid cada 24 horas de acuerdo a lo descrito por Schaller (Schaller, 2008). El
epitelio oral humano (TR146) fue adquirido comercialmente en el laboratorio
SkinEthic, Francia.

Extraccion y purificacion de ARN para la PCR en tiempo real.

La recoleccion bacteriana se realiz6 agregando 500 pl de PBS (0.1 mol) a la
superficie del epitelio oral humano reconstituido (TR146), se rasp6 el epitelio con
un asa de siembra y se recupero la carga bacteriana con una micro pipeta de 100

ul. El volumen bacteriano fue depositado en tubos eppendorf de 2 mL.

El ARN total de S. aureus se extrajo mediante el empleo del Kit RNeasy (Qiagen,
N° de catalogo 76506) con base a las instrucciones del fabricante para lo cual se
empleo el equipo QIlAcube®, que incrementé la eficacia y el tiempo para la
extraccion de ARN. Para lo cual las bacterias colectadas se suspendieron en
tubos eppendorf con una dilucién de PBS (5 x 102 células). El tubo se centrifugé a
1300 rpm a 4°C por 5 minutos. El sobrenadante se decantd y se resuspendieron
las células de S. aureus en 2 mL de buffer TE (10mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0
+ 20 mg / ml de lisozima) y se incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos.

Posteriormente el tubo se centrifugé a 5000 rpm durante 10 minutos para la
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formacion del pellet y se decant6 el sobrenadante. El tubo se incorpord al equipo
QlAcube®, el cual realizé lo siguiente: Primero se adicionaron 350 pL de buffer
RLT (3000 yL de RLT + 30 uL de B-mercaptoetanol), se agitd vigorosamente en
vortex y se centrifugd por 2 minutos a 10,000 rpm. Al término se adicionaron 350
pL de etanol al 70% para homogeneizar el lisado, posteriormente se transfirieron
700 pL a una columna con una membrana contenida en un tubo eppendorf de 2
mL, ésta se centrifugo a 10 000 rpm por 15 segundos para lavar la membrana, el
liquido de flujo se decantd. A continuacion se adicionaron 700 uL de buffer RW1 a
la columna y se centrifugaron a 10,000 rpm por 15 segundos para lavar la
membrana y el liquido de flujo fue decantado, se adicionaron posteriormente 500
uL de buffer RPE y se centrifugd a 10,000 rpm por 15 segundos para lavar la
membrana y el liquido de flujo fue decantado. Nuevamente se adicionaron 500 pL
de buffer RPE y se centrifugd a 10,000 rpm por 2 minutos para lavar la membrana
y el liquido de flujo fue decantado. Al termind se colocaron la columna en un tubo
colector nuevo de 2 mL, se centrifugaron a 10,000 rpm por 1 minuto.
Reiteradamente se colocaron la columna en un tubo colector nuevo de 1.5 mL se
adicionaron 50 pL de agua libre de RNasas directamente sobre la membrana de la
columna y se centrifugaron a 10,000 rpm por 1 minuto para obtener el ARN, el

ARN obtenido se mantuvo a una temperatura de -20°C hasta su utilizacion.

Reversotranscripcion con eliminacion de ADN gendmico

Para realizar el proceso de la reversotranscripcion de ARN a cDNA se utilizo el kit
Quantitec Reverse Transcription (Qiagen; No. De catalogo 205311) siguiendo las

instrucciones del fabricante como se indica:

Se descongelaron los componentes del equipo comercial a temperatura ambiente
(15-25°C). Para un volumen final por reaccion de 14 microlitros se deposité en un

tubo eppendorfde 0.2 ml cada uno de los siguientes componentes (Tabla 3).
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Componente Volumen/reaccion Concentracion final
gADN Wipeout buffer, 7x 2 microlitros 1x
ARN templado 1 microgramo -
Agua libre de RNasa 11 microlitros -
Volumen total 14 microlitros -

Tabla 3. Componentes de reaccién que se utlizaron para eliminar el ADN

gendmico.

Posteriormente se incubd el tubo a 42°C por 2 minutos e inmediatamente se

coloco en hielo.

Preparacion de la master mix para la reversotranscripcion

La master mix contenia todos los componentes necesarios para la sintesis de la
primera cadena de cDNA. Para un volumen final por reaccion de 20 microlitros se
depositd en un tubo eppendorf de 0.2 ml cada uno de los siguientes componentes
(Tabla 4).

Componente Volumen/reaccion Concentracion final

Quantiscript Reverse 1 microlitro
Transcriptasa (contiene
inhibidor de RNasas)

Quantiscript RT buffer, 5x 4 microlitros 1x
(incluye MG *"y dNTPS)

RT Primer Mix 1 microlitro -
ARN Templado (obtenido 14 microlitros -

en la reaccion anterior)

Volumen total 20 microlitros -

Tabla 4. Componentes de reaccién utilizados para la reversotranscripcion.

Altérmino se mezcld el tubo, se incub6 en hielo y posteriormente se incub6 a 42°C
por 15 minutos. Al término se incub6d a 95°C por 3 minutos para inactivar la
trascriptasa reversa. Finalmente se guardo la reaccién (cDNA) a -20°C hasta su

utilizacion por PCR en Tiempo Real.
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PCR en Tiempo Real

Para la expresion de los genes que codifican adhesinas en S. aureus por PCR
tiempo real se utilizaron los oligonucleétidos descritos por Campbell et al., (2008;
Cuadro 1), Para la preparacion de la mezcla de PCR en tiempo Real se utilizo el
kit PCR Rotor-Gene ™ SYBER® Green |, de Qiagen® siguiendo las instrucciones
del fabricante. Para un volumen final de reaccion de 25 pl se depositaron en un
tubo de 0.1 mL, las cantidades de la reaccion que se muestran en la Tabla 5.
Durante el desarrollo de la PCR en tiempo real los tubos con las mezclas de

reaccion se mantuvieron a 0°C al colocarlos en una gradilla metalica previamente

enfriada.
Adhesina Descripcion Secuencia
del oligonucle6tido
bbp Forward 5-TCAAAAGAAAAAGCCAATGGCAAACG-3
Reverse 5-ACCGTTGGCGTGTAACCTGCTG-3
clfA Forward 5-ATTGGCGTGGCTTCAGTGCTTG-3
Reverse 5 -GCTTGATTGAGTTGTTGCCGGTGT-3’
clfB Forward 5 -TGGCGGCAAATTTTACAGTGACAGA-3
Reverse 5 - AGAAATGTTCGCGCCATTTGGTTT-3
cna Forward 5 -TTCACAAGCTTGGTATCAAGAGCATGG-3
Reverse 5 -GAGTGCCTTCCCAAACCTTTTGAGC-3
ebps Forward 5 -GCAAGTAATAGTGCTTCTGCCGCTTCA-3
Reverse 5 -CATTTTCCGGTGAACCTGAACCGTAGT-3"
fnbA Forward 5-GCGGCCAAAATGAAGGTCAACA-3
Reverse 5 -TCTGGTGTTGGCGGTGTTGGAG-3
fnbB Forward 5 -CAGAAGTACCAAGCGAGCCGGAAA-3

Reverse 5-CGAACAACATGCCGTTGTTTGTTGA-3
map/eap  Forward 5 -GCATGATAGAGGTATCGGGGAACGTG-3
Reverse 5-TCCCTTGATCATTTGCCATTGCTG-3

sdrC Forward 5 -CGCATGGCAGTGAATACTGTTGCAGC-3
Reverse 5 -GAAGTATCAGGGGTGAAACTATCCACAAATTG-3
sdrD Forward 5 -CCACTGGAAATAAAGTTGAAGTTTCAACTGCC-3
Reverse 5 -CCTGATTTAACTTTGTCATCAACTGTAATTTGTG-3’
sdrE Forward 5-GCAGCAGCGCATGACGGTAAAG-3
Reverse 5-GTCGCCACCGCCAGTGTCATTA-3
spa Forward 5- CAAGCACCAAAAGAGGAA-3

Reverse 5- CACCAGGTTTTAACGACAT -3

Cuadro 1.0ligonucledtidos utilizados para la PCR tiempo real.
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Componente Volumen/reaccion Concentracion final
Master Mix SYBER Green | 12.5 L 1x
(Dntp,TagADN polimerasa,

MgCl, y el SYBR Green I)
Primero reverse 1pL 1uM
Primero forward luL 1uM
DNAc luL <100 ng
Agua libre de RNasa 9.5uL
Volumen final de reaccion 25uL

Tabla 5. Preparacion de la mezcla de reaccion para la PCR en tiempo real.

Para la realizacién de la PCR en Tiempo Real se utilizd el equipo de Rotor-
Gene™. Las condiciones de amplificacién fueron: 95°C durante 5 minutos
(activacién de la HotStart), 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C durante 5
segundos y la combinacion de alineacién/extension de 60°C por 10 segundos. Los

resultados se analizaron con el software del equipo Gene "™ 6000 (Corbett®).

Pasos Tiempo Temperatura No. ciclos
Activacion inicial 5 minutos 95°C 1
PCR
Desnaturalizacion 5 segundos 95°C 40
Alineacién/extension 10 segundos 60°C 40
Melting - 60°c 95

Tabla 6. Condiciones de PCR en Tiempo Real para la expresion de genes de S.

aureus.

Electroforesis de campos pulsados PFGE

Las cepas bacterianas fueron sembradas en medio S-110 por el método de estria
cruzada y se incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente se tom6 una colonia
aislada y se inoculé por duplicado en un tubo con 5 ml de medio BHI, se incubaron
toda la noche a 37°C. La concentracion de bacterias se ajusté a una concentracion
de 3 en la escala de Mc Farland 6 de 1.3 a 1.4 a 610 nm, 1 x 10° bacterias /mL.

Una vez crecidas las bacterias se tomé una muestra de 500 pL y se coloc6 en un
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tubo eppendorff, se centrifugd a 13000 rpm durante 4 minutos, el sobrenadante
fue retirado y se le adicionaron 500 uL de buffer PIV (10mM Tris base, 1 M NacCl,
pH 7.6). La muestra se centrifugd durante 4 minutos a 13000 rpm (se verificd que
el paquete celular tuviera un densidad aproximada de 2 mm de diametro),
nuevamente se le agregaron 150 pL de buffer PIV y se incubd a 50°C por 5
minutos. Posteriormente se adicionaron 150 pL de agarosa de bajo punto de
fusion, mezclando el paquete celular perfectamente mediante un vortex. Los
moldes para plug se llenaron con la mezcla anterior dejando un menisco, estos se
refrigeraron por 15 minutos a 4°C y a continuacion se depositaron en un tubo para
micro centrifuga agregando 500 uL del buffer de Lisis celular [6BmM Tris pH7.6, 100
mM EDTA, 51M NacCl, 5.0g. polyoxyethylene 20 cetyl ehter] y se incubaron toda la
noche Posteriormente se lavaron con buffer TE1X [ TE 10X: 50mM Tris pH 7.6m
50 mM EDTA pH 7.5, dilucién 1:10) y se adicionaron 500 pL de buffer ESP (398
mM EDTA, 34mM Sodium Lauroyl Sarcosine, 500 mg Proteinasa K). Finalmente
se incubaron a 50°C toda la noche. Al término se lavaron con TE1X y se incubaron
a 35°C por 30 minutos, este paso se repitié 5 veces (todos los plugs de reserva se
mantuvieron con buffer TE1X), se estabilizé el plug con 300 yL de buffer J 10X
[100 mM Tris-HCL, 70 mM MgCl,, 500 mM KCL, 10 mM DTT (1-4 Dithiothreitol) pH
7.5, (dilucién 1:10)] para cada muestra; la digestion se llevo a cabo con la enzima

de restriccién (Smal) por 30 minutos a 37°C .

El gel se prepar6 con 1.1 g de agarosa para PFGE (Pulse Field Certidied Agarose,
Ultra Pure DNA Grade Agasosa, Bio-Rad) y 110mL de buffer TBE 5X. Se
incorporaron los plugs a los pozos y se aplico una capa de agarosa al 2% como
sellador. El equipo se programé con un tiempo inicial de 2.2 segundos, un voltaje
de 6V/cm a una temperatura de 14 °C y un tiempo final de 45 segundos, el tiempo
de corrida fue de 21 horas, cuando las condiciones se ajustaron se colocé el gel

en la camara de PEGE para la corrida.

Al finalizar el gel se tifi6 con Bromuro de Etidio por un tiempo de 20 a 30 minutos y
posteriormente se observo en el sistema de fotodocumentacién (Kodak) con luz

ultra violeta. El andlisis de se realizd mediante los criterios de Tenover et al.(1995).
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RESULTADOS

Pacientes estudiados

Se analizaron 21 cepas de S. aureus aisladas de infecciones asociadas a
catéteres de pacientes de hemodialisis. El 62% (n=13) fueron hombres y el 38%
(n=8) fueron mujeres (Grafica 1). La edad de los pacientes de hemodialisis se
encontrd situada entre un intervalo de 17 a 77 afos (Grafica 2). La frecuencia mas
alta se encontrd en el intervalo de 17 a 28 afios con un 33% (n=7), seguida por los
siguientes intervalos de edad de 29 a 39 afios con un 28% (n=6), de 40 a 59 afios
con un 28% (n=6). La frecuencia mas baja se detecto en el intervalo de 60 a 79

afos con un 9% (n=2).

B hombres M mujeres

Grafica 1. Distribucion de los pacientes estudiados por sexo.
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Gréfica 2. Edad de los pacientes estudiados.
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Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR convencional

La identificacion de Staphylococcus aureus mediante PCR convencional se realizé
mediante la deteccion de los marcadores cromosémicos spa y rRNA (Fotografias

1-2). EI 100% (n=21) de las cepas correspondi6 a la especie de S. aureus.

200pb ——» [N

100pb —»

Fotografia 1. Deteccion por PCR convencional del gen spa en S. aureus. Carril 1-
2, spa (amplicon de 200 pb) en cepas de S. aureus aisladas de catéteres de
pacientes de hemodialisis; Carril 3, MPM 100pb-ladder; Carril 4, Control positivo
(S. aureus ATCC 25923); Carril 5, Control negativo (S. epidermidis ATCC 35984).

1250 pb —

200pb ———

Fotografia 2. Deteccion por PCR convencional del gen rRNA en S. aureus. Carril
1, Control negativo (S. epidermidis ATCC 35894); Carril 2 Control positivo (S.
aureus ATCC 25923); Carril 5, MPM 200pb-ladder; Carril 3, 4,6-8, rRNA (amplicon
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de 1250 pb) en cepas de S. aureus aisladas de catéteres de pacientes de
hemodidlisis.

Determinacién de la expresion de los genes de adhesion por PCR en Tiempo
Real en las cepas de S. aureus

El 100% (n= 21) de las cepas de S. aureus aisladas de los pacientes de
hemodialisis expresaron los genes bbp (n=21) (Tabla 7; Figura 2), clfB (n=21)
(Tabla 7; Figura 3), cna (n=21) (Tabla 7; Figura 4) y sdrC (n=21) (Tabla 7; Figura
5). El gen sdrD se expreso en el 95% de las cepas (n=20) (Tabla 7; Figura 6),
map/eap enel 90% (n=19) (Tabla 7; Figura 7), ebps en el 85% (n=18) (Tabla 7;
Figura 8), sdrE en el 76% (n=16) (Tabla 7; Figura 9), los genes fnbA, fnbB y spa se
expresaron en el 47% (n=10) de las cepas (Tabla 7; Figura 10, 11, 12) y clfA en
el 28% de las cepas (n=6) (Tabla 7; Figura 13). Las curvas de fusién (Melting
point) obtenidas durante las corridas de PCR en Tiempo Real utilizando
SYBERGreen para spa, ebps, map/eap, bbp, fnbA, fnbB, clfa, clfb, cna, sdrC, sdrD

y sdrE en las cepas de S. aureus se aprecian en las Figuras 14-25.

Gen Expresion (%)
No. (%)
cha 21 (100)
bbp 21 (100)
sdrC 21 (100)
clfB 21 (100)
sdrD 20 (95)
map/eap 19 (90)
ebps 18 (85)
sdrE 16 (76)
fnbA 10 (47)
fnbB 10 (47)
spa 10 (47)
clfA 6 (28)

Tabla 7. Expresiéon de los genes que codifican adhesinas en cepas de S. aureus

aisladas de catéteres de pacientes con hemodialisis.
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Figura 2. Deteccién de la expresion de bbp en las cepas de S. aureus por PCR en
Tiempo Real, utilizando SYBR®Green. La lectura se realizd en el canal verde.
NTC= No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control negativo=
S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 3. Deteccién de la expresion de clfB en las cepas de S. aureus por PCR en
Tiempo Real. Utilizando SYBR® Green |. La lectura se realizo en el canal verde.

NTC= No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923.
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Figura 4. Deteccién de la expresion de cna en las cepas de S. aureus por PCR en
Tiempo Real. Utilizando SYBR® Green |. La lectura se realizo en el canal verde.
NTC= No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control negativo=
S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 5. Deteccion de la expresion de sdrC en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real. Utilizando SYBR® Green I. La lectura se realiz6 en el canal

verde. Control positivo= S. aureus 25923.
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Figura 6. Deteccion de la expresion de sdrD en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real. Utilizando SYBR® Green |I. La lectura se realizd en el canal
verde. NTC= No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923.

Nem. Fnara.

a5 Control positivo

Theshold

04

Control negativo i
Y

00 =

3 10 15 20 ] e 5 40 45 =0
o
LS i

Figura 7. Deteccion de la expresion de map/eap en las cepas de S. aureus por
PCR en Tiempo Real. Utilizando SYBR® Green I. La lectura se realizé en el canal
verde. NTC= No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control
negativo= S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 8. Deteccion de la expresion de ebps en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBR® Green I. La lectura se realizé en el canal

verde. NTC= No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923.
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Figura 9. Deteccién de la expresion de sdrE en las cepas de S. aureus por PCR en
Tiempo Real, utilizando SYBR® Green . La lectura se realizé en el canal verde.

NTC=No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control negativo=
S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 10. Deteccion de la expresion de fnbA en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizado SYBR® Green . La lectura se realizé en el canal verde.
NTC=No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control negativo=
S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 11. Deteccion de la expresion de fnbB en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBR® Green I. La lectura se realizé6 en el canal
verde. NTC=No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control
negativo=S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 12. Deteccion de la expresion de spa en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBR® Green I. La lectura se realiz6 en el canal
verde. NTC= No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control
negativo=S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 13. Deteccién de la expresion de clfA en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBR® Green I. La lectura se realizé en el canal

verde. NTC=No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control
negativo=S. epidermidis ATCC 35984.

33



754
T
6.5
Lo B

PRODUCTOS ESPECIFICOS

5.5

dFiT

Figura 14. Curva de fusién (Melting point) de la expresion de bbp. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecificos
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Figura 15. Curva de fusion (Melting point) de la expresién de clfA. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecfificos
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Figura 16. Curva de fusion (Melting point) de la expresién de cna. Los productos

especificos muestran una temperatura de fusibn mas alta que
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Figura 17. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de sdrC. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 18. Curva de fusion (Melting point) de la expresiéon de sdrD. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos

inespecificos.
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Figura 19. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de map/eap. Los
productos especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los

productos inespecificos.
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Figura 20. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de ebps. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecificos.
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Figura 21. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de sdrE. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecfficos.
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mbA

Figura 22. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de fnbA. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecfficos.
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Figura 23. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de fnbB. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecfficos.
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Figura 24. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de spa. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecfficos.
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Figura 25. Curva de fusién (Melting point) de la expresion de clfB. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecificos.
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Gen gyrB usado como referencia en la expresion de adhesinas en S. aureus
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Figura 26. Deteccion de la expresion de gyrB en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBR® Green I. La lectura se realizé6 en el canal
verde. NTC=No Control Templado; Control positivo= S. aureus 25923; Control
negativo=S. epidermidis ATCC 35984.

2

Figura 27. Curva de fusion (Melting point) de la expresion de gyrB. Los productos
especificos muestran una temperatura de fusion mas alta que los productos
inespecfficos.
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Patrones de expresion de los genes de adhesion después de la infeccién del
epitelio oral reconstituido

Se encontraron 5 patrones genotipicos diferentes en las 21 cepas de S. aureus
analizadas (Tabla 8). El patron 1 (ebps, bbp, map/eap, clfb, cna, sdrC, sdrD, sdrE)
se identifico en 3 (14%) de las 21 cepas aisladas de catéter de pacientes de
hemodialisis, el patrén 2 (ebps, bbp, map/eap, fnbB, clfb, cna, sdrC, sdrD) en 3
(14%), el patrén 3 (ebps, bbp, map/eap, fnbB, clfa, clfb, cna, sdrC, sdrD, sdrE) en
2 (9%) cepas, el patron 4 (ebps, bbp, map/eap, fnbA, spa, clfa, clfb, cna, sdrC,
sdrD, sdrE) en 2 (9%) cepas y el patron 5 (ebps, bbp, map/eap, fnbA, spa, cna,
sdrC, sdrD, sdrE) en 2 (9%) cepas.

No. de | Combinaciones de genes que codifican adhesinas Catéter (n=22)

patrén NUmero %
1 ebps, bbp, map/eap, clfb, cna, sdrC, sdrD, sdrE 3 14
2 ebps, bbp, map/eap, fnbB, clfb, cna, sdrC, sdrD 3 14
3 ebps, bbp, map/eap, f”nbB, clfa, clfb, cna, sdrC, sdrD, sdrE 2 9
4 ebps, bbp, map/eap, fnbA, spa, clfa, clfb, cna, sdrC, sdrD, sdrE 2 9
5 ebps, bbp, map/eap, fnbA, spa, cna, sdrC, sdrD, sdrE 2 9

Tabla 8. Diferentes combinaciones de genes presentes en las cepas de S. aureus.
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Patrones de restriccion del ADN cromosdmico de las cepas de S. aureus por
Electroforesis en Gel de campos pulsados (PFGE)

Como resultado de la digestion enzimatica del ADN cromosémico con sma |
(Fotografia 3), se obtuvieron los diferentes perfiles del ADN constituidos por 12 a
15 fragmentos de restriccion. El andlisis del ADN de las 21 cepas aisladas de
catéteres de pacientes de hemodidlisis se aprecia en la fotografia 3.

1 2 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 2021 22 23
S e S R OEEE B e e D
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e
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1 12 16 19 22 32 52 mpm58 59 66 73 75 76 77 79 82 93 103109111 112CP

Fotografia 3. Patrones de PFGE-Smal en cepas aisladas de catéteres de
pacientes de hemodidlisis infectados por Staphylococcus aureus. Patrones
similares en Carriles 5-6 y 10-16, Carril 8: Marcador de Peso Molecular.
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Expresion de los genes que codifican adhesinas en las cepas de S. aureus y

su asociacion con los patrones de restriccion del ADN cromosémico por

PEGE.

El andlisis de los patrones de restriccion del ADN cromosOmico de las cepas de

S. aureus por PFGE demostré la existencia de dos pares de cepas idénticas entre

si (cepa 22 y32 y cepa 59 y 66; Cuadro 9), ademas de otras tres cepas también

iguales entre si (cepas 77, 79 y 82; Cuadro 9). También se identificO que las

cepas 11 y 112 se encuentran cercanamente relacionadas entre si, al igual que

las cepas 16 y 19 que posiblemente se encuentran relacionadas entre si (Cuadro

9)

# Cepa

map/eap

fnbd | fnbB

spa

clfA

sdrC

sdrl)

sarE

PFGE

22

+

32

+

Idénticas

&6

59

Idénticas

77

79

B2

Idénticas

11

112

Cercanamente
Relacionadas

16

15

Posiblemente
Relacionadas

12

52

58

73

75

76

93

103

109

111

Cuadro 9. Perfiles

Mo Relacionadas

de expresion de los genes que codifican adhesinas en S.

aureus y su asociacion mediante PFGE.
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DISCUSION

Anédlisis de Pacientes con Insuficiencia Renal Crénica

En este estudio se analizaron 21 pacientes con insuficiencia Renal Crénica (IRC),
los cuales presentaron infeccidn por Staphylococcus aureus en el sitio de insercion
del catéter durante su estancia en el servicio de hemodialisis de un hospital
publico, dentro de los cuales el 65% (n=13) fueron hombres y el 35% (n=8) fueron
mujeres (Grafica 1), con edades comprendidas en un intervalo de 17 a 77 afios
(Grafica 2). Los datos obtenidos de los pacientes son semejantes a los reportados
por la Fundacion Mexicana del Rifibn (2010), en donde se describiéo que el
género masculino es el mas frecuente en los pacientes de hemodialisis estudiados
con un porcentaje de 55%, situacion similar a la observada en E.E.U.U. (53%)
siendo afectado mas las personas entre 45 y 65 afios de edad. La IRC constituye
un gran problema de salud publica a nivel mundial, siendo actualmente riesgo de
muerte para pacientes en hemodidlisis (HD) y esto se ve relacionado por edad,
sexo y etnia, aunque el riesgo de muerte se asocia principalmente a edad
avanzada, mayor prevalencia de cardiopatia isquémica, insuficiencia cardiaca,
insuficiencia venosa periférica, hematocrito elevado y al hecho de cambiar de
modalidad terapéutica (Ganesh et al., 2003). En México la IRC genera un alto
costo social y econdmico pues en la actualidad existen mas de 100 mil casos de
pacientes, siendo una de las principales causas de atencidén hospitalaria en donde
se emplea la alternativa terapéutica mas recurrida que es la implementacién de
hemodialisis, el cual es un procedimiento que utiliza un catéter tipo Mahuark en
una vena del paciente generalmente la subclavia, la cual es frecuentemente
contaminada, causando infeccion en el sitio de insercién. (Aguilar et al., 2004). La
IRC constituye un gran problema de salud publica a nivel mundial, cada afio
comienzan un tratamiento con dialisis entre 80-120 pacientes por cada millon de
habitantes, convirtiéndose en un problema sanitario, social y econémico de

primera magnitud (Bernardo, 2001).

Wild en el 2004 destac6 un estudio realizado por la OMS en el cual se declaro que

en el mundo hay aproximadamente 150 millones de personas con diabetes, las
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cuales si no reciben un cuidado estricto de su padecimiento estardn ocupando por
completo las Unidades Nefrolégicas, que en el momento actual ya estan
resultando insuficientes para la atencion de los pacientes diabéticos con
enfermedad renal. Los datos compilados por la OMS muestran la existencia
aproximada de 150 millones de personas a nivel mundial con diabetes, predicen

gue este dato puede ser doblado a mas de 300 millones para el 2025.

Identificacion de Staphylococcus aureus por biologia molecular

Las infecciones relacionadas a catéteres es conocida como ser la segunda causa
de muerte en pacientes de hemodialisis, siendo Staphylococcus aureus la bacteria
que con mayor frecuencia se aisla de los catéteres causando la infeccién del
acceso vascular provocando bacteremia (Di Bernardo, 2004). En nuestro estudio
se describié que el 100% de las cepas (n=21) aisladas de los catéteres de los
pacientes de hemodidlisis se encontraron contaminados por Staphylococcus
aureus, siendo identificadas mediante la deteccion de los marcadores
cromosoémicos spa Yy rRNA. Esto datos coincide con los resultados reportados por
Stolic et al., (2008) y Parameswaran et al., (2010), quienes propusieron que
Staphylococcus aureus es la bacteria aislada con mayor frecuencia en infecciones
asociadas a los catéteres, esto se puede explicar debido a que la bacteria se
encuentra en el 80% de las fosas nasales del ser humano, pudiendo ser asi que la
contaminacion de lo catéteres puede haber venido de la misma flora de los
convalecientes. Raad et al., (1995) realizé un estudio en el que demostré en un
andlisis microbiologico y ultraestructural que la piel y los dispositivos del equipo de
hemodidlisis son las principales fuentes de colonizacion de S. aureus. La
adherencia y colonizacién de la bacteria al catéter con formacion de una matriz
biolégica representa uno de los eventos iniciales que conducen posteriormente a
la septicemia en el paciente. La contaminacion del catéter por S. aureus es un
gran problema de salud ya que puede originar complicaciones como shock
séptico, endocarditis, osteomielitis y bacteremias. poniendo en riesgo la vida de

los pacientes (Nassar et al., 2001).
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Determinacion de la expresion de los genes que codifican adhesinas por

PCR en Tiempo Real de las cepas de Staphylococcus aureus.

En este estudio se utilizd un nuevo modelo de infeccion in vitro en epitelio
reconstituido humano (RHE) para analizar los patrones de expresion de los
genotipos de virulencia en cepas de Staphylococcus aureus aisladas de
infecciones asociadas a los catéteres de pacientes de hemodialisis. La
determinacion de la expresion de los genes spa, ebps, map/eap, bbp, fnbA, fnbB,
clfA, clfB, cna, sdrC, sdrD sdrE que codifican para proteinas pertenecientes a la
familia de las MSCRAMMSs (Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules) se realiz6 por PCR en Tiempo Real (Figuras 2-25). Los genes
cna (Tabla 7, Figura 4), sdrC (Tabla 7, Figura 5), bbp (Tabla 7, Figura 2) y clfB
(Tabla 7, Figura 3) se expresaron en un 100% (n=21). Se ha descrito que el gen
cna de S. aureus codifica para una adhesina que especificamente enlaza al
colageno (Patti et al., 2002). A diferencia de otras adhesinas se ha comprobado
que la proteina CNA es producida en menor frecuencia por las cepas de S. aureus
(Ryding et al., 1997). Estos datos contrastan con los resultados encontrados en
este estudio, en donde todas las cepas analizadas (n=21) expresaron el gen cna.
También se ha reportado que la proteina CNA es necesaria para la adhesion de S.
aureus al cartilago (Switalski et al., 1993).

El gen bbp que codifica para una de las proteinas consideradas mas importantes
para la localizacién de Staphylococcus aureus en el tejido éseo y por lo tanto de
relevancia en la patogenicidad de la osteomielitis (Hui-shan et al., 2000) se
expreso en este estudio en el 100% (n=21) de las cepas (Tabla 7, Figura 2). El
gen bbp codifica para una proteina de 1117 aminoacidos que posee la capacidad
de unirse al nucleo de la sialoproteina de hueso (BSP) y se ha reportado que cada
célula bacteriana tiene hasta 1000 sitios de unién a BPS (Rydén et al, 1989). La
proteina bbp contiene repeticiones de serina-aspartato (SD), por lo que se le
considera dentro de la familia de las proteinas Sdr (SD-repeat) (Tung et al, 2000).
Siendo algunas de estas proteinas identificadas por su capacidad para unirse a
componentes especificos del plasma, como el fibrinbgeno (CIfA y CIfB), o al calcio

como la proteina SdrD (Josefsson et al, 1998).
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Cheun et al. (1991) demostré que genes como cha, fnbA y fnbB contribuyen
significativamente a la colonizacién de tejidos, provocando diferentes patologias
como queratitis ocular, osteomielitis y artritis séptica. Carla et al. (2009) realizaron
un estudio en donde S. aureus se aislé de infecciones nosocomiales y reportaron
que los genes fnbA y fnbB son imprescindibles para que S. aureus colonize al
humano. En este estudio los genes fnbA (Tabla 7, Figura 10) y fnbB (Tabla 7,
Figura 11) se expresaron en el 47% (n=10) de las cepas de S. aureus. De
acuerdo con Greene et al. (1995) la ausencia del gen fnbB no afecta la capacidad
de adherencia de S. aureus, sin embargo la ausencia de este gen puede afectar la
capacidad de invadir células portadoras (Salmenlinna et al., 2002). La presencia
combinada de fnbA y fnbB es importante para la adhesidn especifica de S. aureus
en pacientes nocosomiales (Ami et al., 2006). Menzles (2003) mencioné que los
genes fnbA y fnbB, los cuales codifican para las proteinas FNnBPA y FnBPB,
median la union de la bacteria a la fibronectina y contribuyen en la adherencia de
S. aureus a los coagulos sanguineos y a los biomateriales, con los que se
encuentran implicadas en la colonizacion e inicio de la infeccién de biomateriales
como protesis y catéteres intravasculares (Greene et al., 1995), ademas estudios
hechos por Dziewanowska et al. (1999) demostraron que también intervienen en el
proceso de invasion intracelular de los fagocitos, en la colonizacion del epitelio
respiratorio (Mongodin et al., 2002) y también estadn implicados en la infeccién

endovascular (Greene et al., 1995).

El gen cIfB se expres6 en el 100% en las cepas (n=21). Staphylococcus aureus
expresa diversas proteinas que se pueden unir especificamente a fibrinbgeno
incluyendo los factores de aglutamineto A y B (CIfA y CIfB) y la fibronectina (Wann
et al., 2000), CIfB solamente se expresa en las células de superficie durante la
fase exponencial de crecimiento de S. aureus (McAleese et al., 2001), esto podria
explicar el hecho de que se haya expresado en el 100% de las cepas estudiadas
(Tabla 7, Figura 3). La habilidad de S. aureus para que la proteina CIfA se pueda
adherir al fibrinbgeno se debe a la expresién de la proteina CIfB (Wann et al.,
2000). El gen clfA en este estudio se expreso en el 28% (n=6) de las cepas de S.

aureus (Tabla 7, Figura 13). Se ha descrito que clfA es capaz de expresarse en la
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fase postexponencial de crecimiento (Wolz et al., 1996), lo que coincide con la

baja frecuencia de expresion detectada en las cepas aqui estudiadas (n=6).

Los genes sdrC (Tabla 7, Figura 5), sdrD (Tabla 7, Figura 6) y sdrE (Tabla 7,
Figura 9) se expresaron en el 100% (n=21), 95% (n=20) y 76% (n=16) de las
cepas analizadas respectivamente. Estos genes codifican para las proteinas
SdrC, SdrD y SdrE, que junto con las MSCRAMMSs, CIfA y CIfB son parte de una
familia de proteinas que presentan multiples repeticiones de serina-aspartato y
que se encuentran ancladas a la pared celular (Josefsson et al, 1998). Se ha
reportado que el gen sdrC se encuentra en el locus sdr, mientras que sdrD y sdrE
se encuentran heterogéneamente (Sabat et al, 2006). Las cepas que solo tienen el
gen sdrC poseen un bajo potencial para causar infecciones de hueso a diferencia
de las que tienen los genes sdrD y sdrE, ya que se ha encontrado una relacion
entre el gen sdrD y la osteomielitis (Sabat et al, 2006), ademas de que se han
reportado variaciones alelicas de SdrE funcionando como una proteina de union a
la sialoproteina de hueso (Tung et al, 2000). El gen sdrD actla de manera
diferente de sdrC y sdrE, ya que permite la interaccion entre el patégeno y el
sistema inmune del hospedero, en donde su expresion aumenta con la sangre
humana (Sitkiewicz, 2011).

El gen map/eap se expreso en el 90% (n=19) de las cepas estudiadas (Tabla 7,
Figura 7). Se ha descrito que map/eap es importante en las interacciones de S.
aureus con células epiteliales facilitando su adherencia al hospedero (Hussain et
al,. 2002), por lo que es importante en infecciones nosocomiales, como por
ejemplo la adhesion de S. aureus a dispositivos quirlirgicos y catéteres, debido a
que la proteina EAP es capaz de unirse al fibrinGgeno, fibronectina, protrombina,
vitronectina, sialoproteina de hueso y trombospodina (McGavin et al.,, 1993)
uniéndose al plasma (Palma et al., 1999). También EAP facilita que S. aureus se
adhiera a los fibroblastos (Hussain et al., 2002) que son responsables de sintetizar
colageno. EAP puede formar oligomeros y posee la capacidad de unirse a la
superficie bacteriana, por lo que se sugiere que puede facilitar la aglutinacion de

S. aureus, ademas de servir como un puente entre componentes del hospedero y
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la bacteria (Palma et al, 1999) y también se conoce que afecta la respuesta
inmune del hospedero, ya que altera la funcidn y proliferacion de células T (Lee et
al., 2002).

En este estudio el gen ebps se expresé en el 85% (n=18) de las cepas estudiadas
(Tabla 7, Figura 8). Se ha descrito que ebps codifica para la proteina que se
enlaza a la elastina (EbpS) y a las fibras elasticas, esta presente en abundancia
en el tejido de mamiferos en los que la elasticidad es muy importante para
mantener la integridad estructural y la funcion de tejidos, en donde la deformacién
o la extensibilidad reversible es necesaria (Sandberg et al., 1981). Staphylococcus
aureus enlaza la tropoelastina soluble, via la proteina EbpS, esta interaccion
promueve la colonizacién y adhesion bacteriana de S. aureus (Downer et al.,
2002).

En este trabajo se describié que los genes fnbA (Tabla 7, Figura 10) y fnbB (Tabla
7, Figura 11) se expresaron en el 47% de las cepas analizadas (n=10). Higgins et
al. (2006) mencionaron que los genes fnbA y fnbB codifican para proteinas que
estan involucradas en la evasion de la respuesta inmune del hospedero, debido a
gue estas proteinas tienen la capacidad de unirse al fibrinbgeno Cheung et al.
(2006) reportaron que la proteina SarA regula la expresion de los genes clfB, fnbA

y fnbB durante la fase de crecimiento exponencial de S. aureus.

La expresion del gen spa de S. aureus después de la infeccion del epitelio
reconstituido humano fue del 47% (n=10) (Tabla 7, Figura 12). Estudios recientes
sobre la actividad del gen spa han mostrado que es capaz de regular la actividad
de la proteina SarA, la cual permite responder a cambios microambientales para
S. aureus, asi como también para la unién y funcion del DNA (Ambrosio et al.,
2009). Datos recientes sobre la proteina A (Spa), mencionan que es un factor de
virulencia de la pared celular de S. aureus, causa una marcada disminucion en la
capacidad endocitica de las células endoteliales (Aguirre et al., 2009), esto puede
ser una de las razones por la cual S. aureus es capaz de producir endocarditis, sin

embargo también se sabe que el gen spa esta altamente relacionado con la
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evitacion de la fagocitosis, esto se debe a que el gen spa tiene la capacidad de

unirse a la fraccion Fc de la inmunoglobulina a G (Gonzalez, 2013).

En este estudio se logro establecer que todos los genes de adhesion de la familia
MSCRAMMs de S. aureus se expresaron después de la infeccion del epitelio
reconstituido humano (Tabla 7, Figuras 2-25). Se ha descrito que la familia de
proteinas (MSCRAMNMS) esté involucrada 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 medida por estas proteinas (Patti et al,
1994), se han identificado un total de 21 MSCRAMMSs, pero aun se desconocen
muchas proteinas del hospedero a las cuales estas MSCRAMMs se adhieren
(Roche et a.l, 2003). Las proteinas de la familia MSCRAMMs son capaces de
adherirse a trombos de fibrina y plaquetas que se forman en las superficies
valvulares dafadas, aumentando el riego de endocarditis por S. aureus (Moren,
1999), sin embargo Jaime et al., (2006) detallaron que la capacidad para invadir
un tejido vascular también favorece la diseminacion a otros tejidos por lo que las
proteinas de los componentes de la superficie bacteriana que reconocen las
moléculas de adhesién de la matriz extracelular son capaces de infectar tanto
huesos y articulaciones facilmente. La expresion de adhesinas puede ser
temporalmente modulada por el ciclo celular y la fase de infecciéon de S. aureus
(Gillaspy et al., 1998).

Diferentes combinaciones de genes de Staphylococcus aureus

En nuestro estudio se agruparon los genes que codifican adhesinas para
encontrar posibles combinaciones encontrando un total de cinco combinaciones
diferentes, de las cuales la combinacién detectada con mayor frecuencia en las
cepas aisladas de catéter fueron los patrones 1 y 2 con un 14% (n=3) pues esta
conformado en la mayoria de los genes estudiados, las demas combinaciones
encontradas tuvieron una frecuencia menor del 9% esto nos puede indicar que no
existe alguna combinacién de genes especifica para colonizar los catéteres de
pacientes de hemodidlisis. Estos resultados nos reflejan que durante el modelo de

infeccion in vitro del epitelio reconstituido humano las cepas de S. aureus aisladas
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de los catéteres de pacientes de hemodialisis presentaron diferentes perfiles de
expresion de los genes que codifican adhesinas, por lo que creemos que durante
la patogénesis de la enfermedad las bacterias requieren la presencia de varias

adhesinas.

Patrones de PFGE-Smal en cepas aisladas de catéteres de pacientes de

hemodialisis

La electroforesis en gel de campos pulsados se basa en el andlisis del genoma
bacteriano por la digestion con endonucleasas de restriccibn que reconocen
secuencias de nucledtidos especificos en el DNA y producen clivajes en la doble
cadena que rompe el DNA en fragmentos mas pequefios (Shimizu et al, 2000).

En muchas digestiones, la electroforesis produce la separacion de varios tamafios
de fragmentos diferentes, estos fragmentos de diferentes tamafios migran a través
de la agarosa a diferentes velocidades de acuerdo a su peso molecular y pueden
separarse mientras estan expuestos al campo eléctrico. La electroforesis en gel de
campos pulsados ha demostrado ser un método Util para las investigaciones,
relacionadas con la diseminacion y transmision de infecciones nosocomiales
(Forbes et al, 2004). Esta técnica permite la tipificacion molecular de patégenos,
permitiendo diferenciar cepas de bacterias causantes de infecciones nosocomiales
y de brotes infecciosos, en centros hospitalarios y en la comunidad (Malathum et
al, 1998).

La seleccion de la enzima de restriccion depende del contenido G + C del
organismo que es evaluado sobre la secuencia de reconocimiento de la enzima.
Puesto que el contenido de G + C de S. aureus es de 32 a 36 % (Kloss y Schleifer,
1986), la enzima de restriccion que reconoce s6lo G y C es Sma | (CCCGGG) que
corta para generar largos fragmentos de DNA. Sma | corta el DNA de
estafilococos en aproximadamente 15 a 20 fragmentos y dicha distribucion es

apropiada para la separacion en la EGCP (McDougal et al, 2003).
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En este trabajo se utiliz6 la electroforesis en gel de campo pulsado (EGCP)
digiriendo el genoma completo del microorganismo con Sma | de 21 cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de catéteres de pacientes de hemodidlisis. Al
realizar el analisis correspondiente se demostré la existencia de dos pares de
cepas idénticas entre si(cepa 22y 32 y cepa 59y 79; Tabla 9), ademas de otras
tres cepas también iguales entre si (cepas 77, 79 y 82; Tabla 9). Estos resultados
nos demuestran que probablemente la contaminacion de los catéteres de estos
pacientes por estas cepas pudo ser debida por el personal médico que manipula
las maquinas de hemodialisis durante su asistencia a este servicio, por lo que se
recomienda incrementar las medidas higiénicas y de desinfeccion, tanto del

personal, como de las maquinas.
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CONCLUSIONES

En este estudio se demostré por PCR tiempo real que los genes spa, ebps,
map/eap, bbp, fnbA, fnbB, clfA, clfB, cna, sdrC, sdrD y sdrE fueron capaces

de expresarse en un epitelio humano reconstituido in vitro.

Las cepas de S. aureus presentaron 5 distintos patrones de expresién de
genes de adhesinas durante el modelo de infeccion, dentro de los cuales
los genes bbp, clfb, cna y sdrC se expresaron al mismo tiempo en todas las

cepas estudiadas.

Mediante la técnica de electroforesis en campos pulsados (PFGE) se
hallaron solamente 2 patrones de bandas diferentes por lo que la
contaminacion de los catéteres pudo ser por el personal médico que

manipula las maquinas de hemodialisis durante su asistencia al servicio.
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