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RESUMEN

Staphylococcus aureus es un microorganismo asociado frecuentemente a
infecciones hospitalarias y comunitarias, causante de una gran variedad de
enfermedades. La resistencia a meticilina se asocia con la adquisicion de un
casete cromosomal SCCmec, existen ocho tipos de SCCmec sobre la base de la
estructura de su ccrA-B y complejos mecA. Existen otros factores de virulencia
como el biofilm el cual es un exopolisacéarido referido como adhesina intracelular
de polisacéarido (PIA), la cual esta codificado y regulado en el operdn ica ABCD la
cual se relaciona a resistencia asociado a infecciones recurrentes o falla
terapéutica (resistencia a aminoglucésidos, glucopapetidos)

Resultados: Se analizaron 156 muestras 42% (66/156) de las cepas fueron MRSA,
de las cuales el 100% (66/66) presentaron el gen mecA, por lo que, el 100%
(66/66) mostraron resistencia de cefoxitina por el método de Kirby-Bauer. La
produccion de biofilm en las cepas MRSA fueron altas productoras en un 98.48%
(65/66), y moderas en un 1.52% (1/66), y 0% en cepas nula y baja productora de
biofilm. Los resultados que se obtuvieron para la expresion de genes fueron para
icaA 45.45% (30/66), icaD 98.48% (65/66), icaB 34.84%(23/66) e icaC
50%(33/66)

Conclusiones: Es importante establecer los factores que definen la patogenicidad
en nuestra comunidad ya que permitird establecer una estrategia terapéutica

oportuna y eficaz y protocolizar medidas preventivas

Palabras clave: S. aureus, MRSA, ica ADBC, Biofilm



I. Antecedentes cientificos

Staphylococcus aureus es un microorganismo asociado frecuentemente a
infecciones hospitalarias y comunitarias, causante de una gran variedad de
enfermedades.! La resistencia a los antibiéticos, se incrementa por la presién de
seleccion de los antibidticos por abuso y uso inadecuado, lo que favorece la
aparicion de microorganismos multidrogoresistentes (MDR), con importantes
repercusiones en los sistemas de salud, asi como la aparicion de brotes
epidémicos, elevacion en la morbimortalidad y costos. En pacientes diabéticos
S.aureus resistente a meticilina (MRSA) se aisla frecuentemente (20%).2

Desde su aparicion en Inglaterra en 1961, la incidencia de MRSA ha ido en
constante aumento y es asi como se ha constituido en uno de los patégenos
prevalentes en infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS). Sin
embargo, la epidemiologia de MRSA fue modificAndose con el tiempo y
actualmente se observa un incremento de infecciones adquiridas en la comunidad
en pacientes sin factor de riesgo conocido.® El “Centro para la Prevencion y
Control de Enfermedades” (CDC) reporté un aumento de 300% en la resistencia

de MRSA en las UCI neonatales de 1995 a 2004. *

Velazquez y colaboradores investigaron la presencia de portadores de MRSA en 2
345 nifios de guarderias del norte y sur de México. En 10% encontraron
colonizacion de S.aureus y en 0.93% de MRSA. La resistencia a eritromicina,
clindamicina, trimetoprim/sulfametoxazol, gentamicina y ciprofloxacina fue de 72,

32, 22.7, 18.1 y 4.5%, respectivamente.® Las 22 cepas de MRSA fueron



separadas en seis clonas mediante electroforesis en gel por campos pulsados
(PFGE); uno de los perfiles presentd similitud con la clona USA100, clona
resistente de origen hospitalario en EU. Esto refleja la capacidad de diseminacion,
por la migracion de poblaciones. Aparentemente en México hay una mayor

frecuencia de la clona Nueva York/Japén. °

La resistencia a meticilina en S. aureus es asociada a un elemento genético movil
el casete cromosémico SCCmec que confiere resistencia a meticilina, dentro del
cual se inserta el gen mecA. Este codifica una proteina de unién a penicilina,
PBP2a/ PBP20 con actividad transpeptidasa responsable de la resistencia
intrinseca a todos los B-lactamicos. El “estandar de oro” para la confirmacion de
MRSA es la deteccién molecular de mecA, tipicamente por PCR, o de PBP2a /
PBP20, generalmente por anticuerpos con ensayos de aglutinacion en
portaobjetos comercialmente disponibles.’

El principal mecanismo de transmision de MRSA dentro del hospital es a través
de las manos de profesionales de la salud, que son portadores. En un estudio
realizado en Brasil se encontré que, en el momento de la admision, 46% de los
pacientes fueron colonizados con MRSA. Los factores predisponentes para la
colonizacion podrian ser: Edad, hospitalizacidn previa, cirugia previa, aunque no
fue confirmado. De los 54 pacientes negativos para MRSA al ingreso, 28 (52%) se
colonizaron en la UCI. Dieciséis (22%) de los 74 pacientes colonizados durante el
ingreso o0 la estancia en UCI presentaron infecciones respiratorias o de vias

urinarias (IVU) por MRSA, y 9 (56%) fallecieron. &



En un estudio realizado por Mahavanakul en el Departamento de Medicina,
“Hospital Sappasithiprasong, Ubon Ratchathani, Tailandia” se identificd un total de
106 pacientes con bacteriemia por S. aureus, de los cuales 98 fueron MRSA .49
adultos tuvieron sepsis grave, y 48 pacientes presentaron shock séptico. °

En la poblacién pediatrica, los aislados fueron de 56 nifias (45,5%) y 67 nifios
(54,5%) con una mediana de edad de 60 meses (rango 1 dia a 18 afos). Los
grupos etarios que presentaron los mayores porcentajes de infeccion por S.

aureus fueron: de 1 a 4 afios y de 5 a 14 afios con 36,6 y 38,2%, respectivamente.
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Las infecciones asociadas con S. aureus en los EE. UU, tiene una tasa bruta de
mortalidad del 25% junto con hospitalizaciones que resultan en aproximadamente
el doble de la estadia, las muertes y los costos médicos de las hospitalizaciones
tipicas. Las infecciones por dispositivo médico permanentes se ha observado que
el principal causante es S. aureus, ya que forma biopelicula (biofilm). Los
implantes ortopédicos, incluidas las articulaciones protésicas, alambres, alfileres,
fijadores externos, placas, tornillos, clavos y fragmentos de implantes, son los mas
comunmente colonizados. En la Periodontitis la formacion de biopeliculas de S.
aureus en la cavidad oral puede actuar como un reservorio de infecciones orales,
y la prevalencia de S. aureus en el bolsillo periodontal es 13.4% y 15.8% en la

cavidad bucal. S. aureus tiene una gran afinidad por las superficies de titanio.*



S. aureus, factores de virulencia y patogenia

S.aureus, es un coco Gram positivo en racimo, catalasa y coagulasa positivo, no

movil, anaerobio facultativo que forma parte de la biota normal (narinas anteriores,

nasofaringe, region perineal y piel). Crece en agar sangre (GS 5%), las colonias a

partir de este medio miden entre 1 a 3 mm, producen pigmento amarillo debido a

la presencia de carotenoides y f—hemodlisis de 24-36

12,13
h.

Los factores de virulencia contribuyen a su patogenicidad (tabla 1).

Tabla 1. Factores de virulencia de S.aureus

Factores de
virulencia

Efectos bioldgicos

Cépsula

Inhibe la quimiotaxis y la fagocitosis; la proliferacion de leucocitos
mononucleares; facilita la adherencia a los cuerpos extrafios.

Peptidoglucano

Estimula la produccién de pir6genos endégenos; quimioatrayente
leucocitario; inhibe la fagocitosis.

Proteina A

Inhibe la respuesta inmune mediada por la union a la porcién Fc de IgG y
complemento; quimioatrayente leucocitario.

Toxinas alfa, beta,
gamma y delta

Lisis celular

Leucocidina Destruccion de los fagocitos
Invasinas: Aumentan la invasion y supervivencia en los tejidos. ***™
coagulasa

hialuronidasa

Enterotoxinas

Superantigenos (estimulan la proliferacion de los linfocitos T y la liberacion
de citocinas); estimulan la liberacion de mediadores inflamatorios en los
mastocitos, aumentando el peristaltismo intestinal y la pérdida de liquidos,
asi como la aparicion de nauseas y vomitos.

Biofilm

Facilita la colonizacion, especialmente de los dispositivos quirirgicos como
las valvulas artificiales o los catéteres permanentes.

Resistencia a meticilina y biofilm

La resistencia a meticilina se asocia con la adquisicién de un casete cromosomal

SCCmec, existen ocho tipos de SCCmec sobre la base de la estructura de su

ccrA-B y complejos mecA. Los tipos SCCmec |, Il, lll y VIII pertenecen a clonas de




origen hospitalario; mientras que los tipos IV, V, VI, VIl y son adquiridos en la

comunidad (CA-MRSA).'% 17 1849

El biofilm es una comunidad bacteriana, que incluye bacterias placténicas (libres,
activas metabolicamente) y sésiles (inactivas metabdlicamente), adheridas a un
sustrato, interfase o unidas unas con otras, embebidas en exopolisacarido.
referido como adhesina intracelular de polisacérido (PIA), codificado y regulado en
el operén ica ABCD.?° Otras proteinas relacionadas la formacién de biofilm son
BAP (proteinas asociadas a biofilm) que se encuentran ancladas en la pared
celular.?’ La estructura de biofilm incluye el exopolisacarido, proteinas, DNA
extracelular, este Ultimo se incorpora por lisis celular, debido a autolisinas. La
biopelicula es considerada un mecanismo de resistencia asociado a infecciones
recurrentes o falla terapéutica (resistencia a aminoglucosidos, glucopapetidos).
22,23

Las bajas dosis de antibiético que se consiguen con el tratamiento sistémico
pueden aliviar los sintomas causados por las bacterias plancténicas que se liberan

24,25,26

desde la biopelicula , pero las células sésiles de la comunidad no se ven

afectadas y pueden seguir causando dafio en los tejidos cuando el tratamiento se

retire27'28'29.



Il. Epidemiologia

S. aureus ocupa el segundo lugar después de los Staphylococcus coagulasa
negativos (SCN) como causa de bacteriemia adquirida en el hospital y es una
causa letal y potencial en las infecciones en los Estados Unidos. *

En Europa en el 2014, se encontrd variaciones en los aislamientos de S. aureus
dependiendo el pais los porcentajes van del 0.9% al 56.0%, con porcentajes bajos
de MRSA en el norte de Europa y mas altos en el sur y sureste.®* En Asia, se
realizd un estudio prospectivo el cual abarco de septiembre del 2004 a agosto del
2006 donde la prevalencia de MRSA en los hospitales fue muy elevada, con cifras
gue superan el 60 % de los aislados en paises como: Corea del Sur, Vietham o
Taiwan. *

Las infecciones por MRSA en paises de América como Chile, Argentina y México
son variables, aunque se ha visto en altos porcentajes que oscilan entre un 50 y
80% en hospitales de tercer nivel.>* La Red Hospitalaria de Vigilancia
Epidemiol6gica (RHOVE) en México reportd que la mortalidad con S. aureus varia
entre 5 y 70%, existe un numero limitado de estudios sobre la susceptibilidad
antimicrobiana en MRSA. En el Hospital General de Leén, Guanajuato, en el afio
1993 de se encontrd una resistencia a meticilina de 24.1 %, mientras que, en el
Hospital Civil de Guadalajara, se obtuvieron resultados que indicaron un
incremento en la resistencia a oxacilina en S. aureus de 7%, en 1989, a 20%, en
1998. Un estudio en un hospital de tercer nivel encontr6 una frecuencia de

resistencia de S. aureus de 14.2%, 3%



Pradeep y colaboradores, describieron un estudio realizado en el 2016 en un
hospital de la India, la asociacion de S. aureus meticilino sensibles (MSSA) y una
fuerte produccion del biofilm del 27.5% y los genes icaAD.%®

En el 2015 en Venezuela el 51,8% de cepas aisladas de S. aureus fueron
sensibles y 48,2% resistentes, de las cuales el 22,6% fueron MRSA. * En Oaxaca
en el aflo 2016 se realizd un estudio para estudiar la distribucién de genes de
adhesion y regulacion de biofilm en S. aureus en el Hospital de Alta Especialidad,
donde se aislaron 106 cepas, donde se encontré que el 28,3% fueron resistentes a
meticilina 'y 71,7% sensibles. El 50% fueron formadores de biofilm. Entre las cepas
MSSA, el 28% formaron biofilm. *

[ll. Planteamiento del problema

Uno de los patdgenos humanos mas importantes a nivel mundial es S. aureus, al
cual se le atribuye una gran cantidad de infecciones en la comunidad y asociadas
a la atencion de la salud (IAAS). Debido a sus factores de virulencia, coloniza,
invade y puede diseminarse; la prevalencia del microorganismo en el medio
hospitalario, y la resistencia a meticilina y otros antibiéticos, hace imprescindible
su caracterizacion y relacion a diversas enfermedades. La frecuencia de este
microorganismo en el hospital, no se habia determinado, al igual que la
prevalencia de MRSA, tampoco la produccién de biofilm (fenotipica y genotipica)
menos auln si existe una relacién entre ambos (MRSA vy biofilm). Gracias a que
conocemos estos datos podemos implementar mejores estrategias de tratamiento

y caracterizar los aislamientos clinicos.



IV. Pregunta de investigacion

¢, Cual es el fenotipo y genotipo de biofilm en cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina, provenientes de hemocultivos de marzo 2014 a noviembre

2018 y en el periodo de junio a noviembre 20197

V. Justificacion

La formacion de biofilm, favorece la prevalencia de los microorganismos en
superficies bidticas y abidticas, ademas es un mecanismo de resistencia a
diversos farmacos, se establecio la relacion entre la formacién de biofilm y la
resistencia a meticilina en aislados de S. aureus provenientes de hemocultivos,
para poder dirigir la terapia de antibiéticos y otorgar un tratamiento correcto,
reducir complicaciones por la estancia hospitalaria y mejorar el prondstico del
paciente con infecciones del torrente sanguineo (bacteriemia o sepsis) por el uso

de dispositivos médicos como el catéter.

VI. Objetivos

Objetivo Principal

Se detectd fenotipica y genotipicamente el biofilm en cepas de S. aureus

resistentes a meticilina aislados de hemocultivos.



Objetivos Especificos

e Se confirmé la resistencia a meticilina, con el método de KIRBY BAWER
(CLSI, 2019).

e Se determin6 de forma cualitativa y cuantitativa de la formacion de biofilm
de MRSA.

e Se detectd los genes icaADBC en cepas MRSA biofilm(+).

e Se relaciono la resistencia a meticilina con la produccién de biofilm.

VII. Hipotesis

La deteccion fenotipica y genotipica de biofilm en cepas de Stapylococcus aureus

resistentes a meticilina aislados de hemocultivo serd mayor al 50%

VIII. Material y métodos

Tipo de Estudio

Por incluir un grupo de estudio: Descriptivo
Por la manipulacion de la maniobra: Abierto
Por las mediciones realizadas: Transversal

Por recuperacion de la informacién: Ambidireccional

Poblacion

Poblaciéon De Estudio:

10



150 cepas de S. aureus aislados de hemocultivos del 2014 al 2018.

Aislados clinicos de S.aureus del periodo de junio a diciembre 2019.

Célculo de la Muestra para proporciones:

N*ij*g
n= a 2
dP*(N -1+ 22 % p*y

donde:

N = Total de la poblacion = 150 cepas
Z.2 = 1.962 (si la seguridad es del 95%)
p = proporcién esperada (5% = 0.05)
g=1-p(1-0.05=0.95)

d = precision (3%).

. 150 +1 962 *0.05*0.95

0.03* [ 150 -1)+1.96° *0.05%0.95 2t

Criterios de selecciéon de muestras

Criterios de Inclusioén:

e Cocos Gram positivos, catalasa, manitol y coagulasa positivos, del género y

especie S. aureus resistentes a meticilina (MRSA).

Criterios de exclusion:

e Cocos Gram positivos, catalasa positivos, manitol y coagulasa negativos,
del grupo “Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)”.
e Cocos Gram positivos, catalasa, manitol y coagulasa positivos, del género y

especie S. aureus sensibles meticilina (MSSA).
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e Cocos Gram positivos, catalasa, manitol y coagulasa positivos, del género y
especie S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) aislados de otra muestra

diferente a hemocultivo.

Criterios de eliminacion:

e Pérdida de la viabilidad bacteriana al momento de su conservacion.

e Pérdida de la informacién (datos de la cepa, resultados de las pruebas).

Ubicacion Espacio-Temporal

El estudio se realiz6 en el laboratorio clinico del Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional La Raza, en cepas obtenidas de hemocultivos positivos,
colectados durante el periodo comprendido del 2014 al 2018 y durante junio a

diciembre 2019.

Definicién de las variables
Variable independiente:
S. aureus meticilino resistente

e Definicion conceptual: grupo de S. aureus el cual no responde al tratamiento
antibiotico B - lactamico debido a la presencia de una proteina alterada de
unién a la penicilina (PBP2a, por la sigla en inglés de “Penicillin binding protein
22), codificada por mecA.

e Definicion operacional: Crecimiento de la cepa S. aureus en la parte de

interseccion entre el halo de inhibicidn generado por la difusion del antibiético

12



del disco de CEFOXITINA 30 pg y con un crecimiento <£21mm de diametro y

con presencia de mecA.

e Tipo de variable: Cualitativa.

¢ Indicador: Resistente (<21mm ) o sensible (221 mm).

e Escala de medicion: nominal.

Operdn icaADBC

Definicidn conceptual: “Cluster” de genes que codifican y regulan la
expresion de biofilm.

Definicion operacional: Deteccion de los genes icaADBC.

Tipo de variable: Cualitativa.

Indicador: Presente, ausente.

Escala de mediciéon: Nominal.

Variables dependientes

S. aureus productoras de biofilm deteccién fenotipica

e Definicion conceptual: comunidad microbiana embebida en una matriz
de exopolisacéarido que se adhiere a superficies inertes o vivas.

e Definicion operacional: Deteccion de formacion de biofilm mediante el
método de cristal violeta (CV), cuantificacibn de biofilm por
espectrofotometro.

e Tipo de variable: Cualitativa

¢ Indicador: Nula, baja, moderada y alta.

e Escala de medicion: Ordinal.

13



S. aureus productoras de biofilm con presencia de operon icaADBC
(genotipica)

e Definicion conceptual: La produccion del exopolisacarido esta mediada por el
operén ica, compuesto por el gen regulador icaR y los genes biosintéticos
icaADB.

¢ Definicion operacional: Presencia del operén icaADBC

e Tipo de variable: Cualitativa

e Indicador: Presente, ausente.

e Escala de mediciéon: Nominal.

Descripcién del estudio

El estudio se realiz6 en el Hospital de Especialidades del CMNR por el IMSS, en la
Ciudad de México D.F. por la tesista médico residente de patologia clinica bajo la
colaboracién, supervision y apoyo de los asesores D. en C. Rosa Gonzalez
Vazquez la cual es Quimica Clinica adscrito al Laboratorio Central del Hospital de
Especialidades y la Dra. Laura Lépez Pelcastre la cual es Jefa del Laboratorio
Central del Hospital de Especialidades, también se cuenta con la asesoria de la
QJS Edith Reyes Serrato, jefa de seccién de Bacteriologia y la Q.C. Patricia
Escorza Meneses, de esta misma seccion de laboratorio.

Después de la autorizacién del proyecto de investigacion por el Comité Local de
Investigacion, CLIEIS, se procedio a la realizacion del proyecto de investigacion.

El cepario de S. aureus se obtuvo de muestras positivas de hemocultivo durante el

periodo de marzo 2014 a noviembre 2018, la identificacion microbiologica y el
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perfil de resistencia de la bacteria, se hizo de forma automatizada con el
instrumento Vitek 2 (Biomerieux). Los aislados que se obtuvieron durante junio a
diciembre 2019, se identificaron microbiolégicamente y se obtuvo el perfil de
resistencia también a través del equipo automatizado Vitek 2 (Biomerieux). La
resistencia a meticilina se verificO en todas las cepas MRSA siguiendo las
recomendaciones de la CLSI 2019, por lo que se utilizé la técnica de difusién en
agar con el uso de sensidisco de cefoxitina (30ug) y la amplificacion de mecA por
PCR. La evaluacion de la produccion de biofilm se realiz6 fenotipica vy
genotipicamente. El fenotipo se determindé con el método de Cristal Violeta;
mientras que el genotipo se obtuvo por PCR (operdn ica).

CONTROL DE CALIDAD
Validacion de medios de cultivo por el Método Ecométrico Modificado
Este método implica el desarrollo de unidades formadoras de colonias por

superficie de area (UFC/mm?®), sembrado en espiral. Evalia la capacidad del
medio a promover el crecimiento microbiano (UFC) y debera inhibir organismos
sensibles a los agentes selectivos del medio (ejemplo: MSA2, microorganismos
sensibles a NaCl 7.5%). Se recomienda para el monitoreo de rutina de medios
comerciales, deshidratados y listos para usar dentro de su fecha de caducidad y
aguellos que se preparan en el laboratorio, para verificar funcionalidad.
Técnicade PCR

Se evaluo la calidad de la técnica al agregar en la visualizacion del gel de agar un
control de reactivos con agua inyectable, control positivo con cepa ATCC de

S.aureus y control negativo Rhodococcus spp.
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Medidas de bioseguridad y eliminacién de desechos

Nivel de bioseguridad 2, en el cual las practicas, equipos, disefio y construccion de
instalaciones son aplicables a laboratorios educativos, de diagndstico, clinicos u
otros laboratorios donde se trabaja con un amplio espectro de agentes de riesgo
moderado que se encuentran presentes en la comunidad y que estan asociados
con enfermedad humana de variedad variable. Se colocé sefiales de advertencia
del peligro bioldgico en puertas, las puertas deben abrirse hacia adentro y cerrarse
solas, la calefaccion, ventilacion e iluminacion deben ser adecuadas, el acceso se

limitar4 a personal autorizado.

En practicas microbiologicas, estos agentes se pueden utilizar en forma segura en
actividades realizadas en una mesa de trabajo. Se deben utilizar barreras
primarias de proteccion facial, cabello recogido, batas de manga larga; y guantes
de nitrilo, contar con barreras secundarias como el lavado de manos e
instalaciones de descontaminacién de desechos de cultivo microbiolégico por
autoclave. Se utiliz6 campana de flujo laminar para la manipulacion de las cepas
para los procesos de extraccion de DNA y PCR. Al finalizar la manipulacién, el

lugar de trabajo se debe limpiar con alcohol 70%.

El pipeteo de liquidos se realizd0 con instrumentos automatizados y puntas de
pipeta nuevas. Durante el centrifugado de liquidos, nunca se abrira la tapa de la
centrifuga mientras esté funcionando. Si durante la centrifugacion se rompe un

tubo o se derrama del contenido, desconectarla, mantenerla cerrada durante 10
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minutos desde la detencion completa, rociar la parte inferior de la centrifuga con

cloro al 10% durante 30 min.

Ante la rotura de frascos con muestra, se recogeran los restos con pinzas, colocar

en un recipiente adecuado y esterilizar en autoclave.

Métodos microbioldgicos

1. Recepcion de hemocultivos positivos
Se recibieron hemocultivo periférico positivo que cuente con datos de los

pacientes y la muestra en laboratorio de bacteriologia.

2.- Aislamiento de cocos Gram positivos

e A partir del hemocultivo positivo se sembraron en caldo Brain Heart Infusion
BHI), dejar incubar de 35 a 37°C de 24 a 48 h en ambiente aerobico.

e A partir del BHI turbio tomar con un hisopo estéril, quitando el excedente en
las paredes del tubo e improntar en GS 5% y en medio cromogénico CPS y
sembrar con asa bacteriolégica por estria cruzada, incubar de 24 a 48 h de
35 a 37°C en ambiente aerdbico.

e Revisar la pureza de la cepa

e Realizar tincion Gram, prueba de catalasa y coagulasa, el género S. aureus

el cual es un coco Gram y coagulasa positiva.
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3.- Identificacion y susceptibilidad de S. aureus por el sistema automatizado
Vitek 2.

e En cultivos puros de 24 h de cepas ya identificadas como cocos Gram,
catalasa y coagulasa positivos realizar una suspension en solucion SS al
0.45% a una concentracion de 0.5 McFarland para realizar pruebas de
identificacion y de susceptibilidad con equipo Vitek 2 ® Biomerieux
utilizando tarjetas de identificacion GP y de sensibilidad AST-GP67. Las
cepas identificadas como S. aureus se conservaran.

4.- Conservacion de aislados clinicos
Conservacion a -20°C

e A partir de cultivos puros de 24 h de S. aureus y resembrar en cuatro tubos
Eppendorf , 2 con 1mL de caldo soya tripticaseina con glicerol al 5% y 2
con 1mL de caldo BHI con glicerol al 5% para conservacion en congelacion
a — 20°, tomar una asa cargada de cultivo para cada tubo.

5.- Activacién de cepas

e A las cepas congeladas a -20°C tomar con hisopo estéril y resembrar en
caldo BHI de 24 a 48 h de 35 a 37°C

e Revisar turbidez y resembrar en GS 5% de eritrocitos de carnero y agar
cromogénico CPS incubar 24 a 48 h de 35 a 37°C en ambiente aerobio.

6.- Purificacion de cepas
e En caso de contaminarse la cepa durante el proceso de conservacion, una

vez activada la cepa, escoger colonias puras de S. aureus y resembrar en
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GS 5% y agar cromogénico CPS y agar sal y Manitol (MSA2) incubar 24 de
35ha37°C.
7.- Clasificacion de cepas resistentes a meticilina
7.1 Prueba de susceptibilidad a cefoxitina
Para la determinacion de resistencia a meticilina se detectara mediante la prueba
de susceptibilidad a cefoxitina mediante método de difusion en agar (* ver anexo),
siguiendo las recomendaciones de la CLSI, 2019 (tabla 2).

Tabla 2. Puntos de corte. Interpretacion de Guias CLSI 2019

S. aureus

Disco de cefoxitina 30 ug

mm de diametro

*Método de difusion en agar:
1. Tomar de 1 a 2 colonias, inocular en tubos con 3 mL de caldo MH hasta ajustar

al 0.5 del Nefeldbmetro de McFarland.

2. Sembrar masivamente con hisopos estériles en placas de MH.

3. Dejar absorber el in6culo por 60 seg aproximadamente.

4. Colocar los sensidiscos de cefoxitina (30 pg).

5. Incubar las placas a 35°C +/- 2°C por 16 a 18 h en aerobiosis.
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6. El diametro de los halos de inhibicion (mm) de cada aislamiento se comparara
con los criterios establecidos (CLSI, 2018) determinar la resistencia (R) o
susceptibilidad (S) a los antibiéticos.

8.- Evaluar la produccion de biofilm, deteccidén genotipica

8.1icaADBC

Los iniciadores para la amplificacion del operdn ica se muestran en la tabla 4

(Herrera-Cuevas; 2016).

Tabla 4. Iniciadores disefiados del gen icaADBC

Primer Secuencia Tm Tamano(bp)
icaA-F 5"-CGTTGATCAAGATGCACC-3’ 59.2 319pb
icaA-R 5-CCGCTTGCCATGTGTTG-3 60.9

icaB-F 5 -TGGATTAACTTTGATGATATGG-3’ 54.3 409pb
icaB-R 5-AGGAAAAAGCTGTCACACC-3’ 55.3

icaC-F 5 -GGTCAATGGTATGGCTATTT-3’ 54.1 148pb
icaC-R 5-CGAACAACACAGCGTTTC-3 56.2

icaD-F 5-GGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 56.7 150pb
icaD-R 5"-GAAATTCATGACGAAAGTATC-3’ 54.3

El programa de amplificacion para cada uno de los genes (icaADBC) se
estandarizara; la temperatura de alineamiento que se empleara incialmente sera
de 50°C. La visualizacion de los amplicones se realizara por electroforesis en

geles de agarosa.
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8.2. Deteccion fenotipica de biofilm.

Los ensayos cualitativo y cuantitativo, para la formacion de biofilm, se realizaran a
partir del método de cristal violeta (CV) en placa de poliestireno, utilizando la cepa
de referencia de S. aureus ATCC 27543 como control positivo, caldo MH estéril
como control negativo y los aislados MRSA de origen intrahospitalario. La
cuantificacion de biofilm se realizara en el espectrofotometro a una absorbancia de
570 nm; el ensayo se realiza por triplicado y se obtiene la media (X) y desviacion
estandar (DS). La cantidad de CV absorbido es directamente proporcional a la

formacioén de biofilm.

9.- Clasificacion de S.aureus

RESISTENCIA
A METICILINA | PRODUCCION DE BIOFILM
MSSA
CLASIFICACION
MRSA DETECCION DETECCION
FENOTIPICA GENOTIPICA
PRODUCCION MRSA No expresa el
DE BIOFILM (-) BIOFILM(-) | operdnica
icaADBC(+)
icaADBC(-) MRSA
BIOFILM(-)
icaADBC(-)
PRODUCCION MRSA Expresa el
DE BIOFILM (+) BIOFILM(+) | operdn ica
icaADBC(+)
MRSA Biofilm
BIOFILM(+) mediado por
otras
icaADBC(-) | proteinas
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IX. Aspecto éticos

Conforme a la ley general de salud en el capitulo de investigacion en el articulo
17, el grado de riesgo para el paciente en el estudio es Sin Riesgo, por lo que no
se requiere consentimiento informado por escrito, debido a que se trabajara cepas
aisladas de hemocultivos positivos. Por lo cual no existen implicaciones éticas
para este estudio, ya que no se requiere interaccion directa con el paciente.
Tampoco se contrapone a los lineamientos establecidos por la Ley General de

Salud Mexicana en el capitulo de investigacién, ni a la declaracién de Helsinki.

Consentimiento informado

No se requiere consentimiento informado por el tipo de estudio.

X. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico incluye:
e El célculo de frecuencias simples con intervalos de confianza al 95%.
e Los datos estadisticos se analizaran con el programa SPSS version 21.

XI. Recursos humanos y financieros

Personal
e La tesista, médico residente del 3° afio de Patologia Clinica del Hospital
de General del Centro Médico Nacional La Raza, realizard todos los
procedimientos bacteriologicos en el laboratorio.
Financieros
Recursos para la realizacién del proyecto:
o Soluciones y reactivos
e Solucion Salina 0.45%

e Solucion Salina 0.9%

22



e Tincion de Gram

e Reactivo de Catalasa

¢ Reactivo de Coagulasa

e 150 tarjetas de Identificacion Gram positivos y sensibilidad AST-GP67
del Instrumento Vytek 2, Biomerieux

e Sensidisco de Cefoxitina 30pl

o Medios de cultivo
e Agar Muller-Hinton
e Caldo Muller-Hinton
e Agar Gelosa Sangre
e Caldo BHI

e Caldo Soya Tripticasa con Glicerol 0.5%

o Procedimientos Biologia Molecular

Extraccion de DNA

e TE (EDTAY Tris-HCL)

e Sarcocinato

e Acetato de Amonio

e Cloroformo-lsoamilico

e |sopropanol

e Etanol

e Agua Inyectable

e Tubos Eppendorf

e Pipetas automatizadas10 ul, 100 ul, 1000 ul

e Puntas para pipetas automatizadas10 pl, 100 pl, 2000 pl

Determinacion de genes mecA

e Primer: mecA-F, mecA-R
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e Mezcla de amplificadores: Regulador PCR, Iniciador-F, Iniciador-R,
MgCI2, DNTPs, H20, Taq polimerasa.
Determinacion operdn icaABCD
e Primer: icaA-F, icaA-R, icaB-F, icaB-R, icaC-F, icaC-R, icaD-F, icaD-R.
e Mezcla de amplificadores: Regulador PCR, Iniciador-F, Iniciador-R,
MgCI2, DNTPs, H20, Taq polimerasa.

XIl.- Resultados

1. Identificacién de cepas
Se analizaron 156 muestras correspondientes a microorganismos Gram positivos,
catalasa y coagulasa positivos, identificados como Staphylococcus aureus
provenientes de hemocultivos.
2. Determinacion de resistencia meticilina por medio de sistema automatizado
Vitek 2.0®.
Mediante tarjetas de identificacion GP y de sensibilidad AST-GP67, el sitema

automatizado report6 que 42% (66/156) fueron MRSA (Grafica 1).

Grafica 1. Clasificacion de cepas S. aureus en aislados clinicos
provenientes de hemocultivos

MRSA
42%

MSSA
58%
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3. Determinacién de resistencia a meticilina (CLSI 2019) mediante la prueba de
Kirby Bauer

Se realiza prueba de susceptibilidad a cefoxitina mediante el método de Kirby
Bauer, siguiendo las indicaciones de las guias del CLSI 2019, se tom6 de 1 a 2
colonias, e inoculé en tubos con 3 mL de caldo MH hasta ajustar al 0.5 del
Nefelémetro de McFarland. Se sembré masivamente con hisopos estériles en
placas de MH. Se dejar absorber el in6culo por 60 seg aproximadamente y se
colocar los sensidiscos de cefoxitina (30 pg), se dejé incubar las placas a 35°C +/-
2°C por 16 a 18 h en aerobiosis. El diametro de los halos de inhibicibn (mm) de
cada aislamiento se comparard con los criterios establecidos (CLSI, 2019)
determinar la resistencia (R) <21 o susceptibilidad (S) >22 a los antibiéticos. De lo

cual se obtuvo una resistencia a este medicamente en el 100%, corroborando los

datos obtenidos mediante el equipo automatizado Vitek 2.0®.

Figura 1. Método de difusién en agar con disco de cefoxitina (30ug)
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4. Formacion de Biofilm deteccion fenotipica
Los ensayos para la formacion de biofilm, se realizaran a partir del método de
cristal violeta (CV). La cuantificacion de biofilm se realiz6 en el espectrofotbmetro
a una absorbancia de 570 nm (figura 2); el ensayo se realiz6 por triplicado y se
obtiene la media (X) y desviacion estandar (DS). La cantidad de CV absorbido es

directamente proporcional a la formacion de biofilm.

Figura 2. Prueba de biofilm cuantitativo, con controles; positivos,negativos y de medios.

Para facilitar el resultado de esta prueba y su mas facil agrupacion se realizaron 4
categorias: no productoras, bajas productoras, moderadas productoras y altas
productoras de biofilm. La clasificacion se realizé a partir de las lecturas obtenidas
y se compararon con la absorbancia del colorante CV (tabla 5).

Tabla 5. Clasificacién produccién de biofilm

Produccién de biofilm Absorbancia
No productor <0.001
Bajo productor 0.001-0.500
0.501- 0.900
Alto productor >0.901
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Encontramos que la produccién de biofilm en las cepas MRSA fueron altas
productoras en un 98.48% (65/66), y moderas en un 1.52% (1/66), no se observé

ninguna cepa nula ni baja productora de biofilm (grafica 2).

Grafica 2. Porcentaje de produccion de
biofilm

® Alto productor
B Mediano productor
Bajo productor
0% JO p
W Nulo productor

5. Formacion de Biofilm deteccidn genotipica
Los genes icaADBC se amplificaron por PCR y se observaron mediante un gel de
agarosa con un corrimiento de 80mv, la talla molecular correspondiente a cada
uno de los amplicones detectados fueron: para icaA (319pb); icaB (409pb); icaC
(148pb) e icaD (150pb), el control positivo fue la cepa de referencia ATCC 12228,
S. epidermidis icaADBC+. Los resultados que se obtuvieron fueron para icaA
45.45% (30/66), icaD 98.48% (65/66) , icaB 34.84%(23/66) e icaC 50%(33/66)
(gréfica 3; figura3 ); el porcentaje de deteccién de los genes que se encontro es
variado, probablemente por la disposicién del operén, ademas que en algunas
cepas puede haber la formacion de orquillas, e incluso mutaciones a lo largo del

operon.
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GRAFICA 3. EXPRESION DEL GEN /CA ADBC
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Figura 3. Electroferograma en gel de agarosa al 1,5% de los genes icaADBC por PCR en
cepas MRSA

*TM: talla molecular; CN: control negativo; CP: control positivo; #sa: nUumero de cepa correspondiente.
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XIlIl.- Discusién

Debido a que Staphylococcus aureus resistente a meticilina tiene la capacidad de
producir un amplio rango de infecciones y sindromes clinicos, mundialmente se ha
convertido en uno de patdgeno intrahospitalario mas significativo; ademas de
contar con multiples factores de virulencia que lo hace necesario implementar
programas efectivos de vigilancia para la identificacion y control de cepas
epidémicas, en nuestra poblacion encontramos que el 42% (66/156) fueron MRSA,
como ya se habia comentado anteriormente en paises de Ameérica latina
encontramos altos porcentajes que oscilan entre un 50 y 80% en hospitales de
tercer nivel**y en México se reporta entre 5y 70% ¢,

La CDC en Estados Unidos reporté que gracias a medidas que se han tomado
durante los ultimos afios las infecciones del torrente sanguineo debido a MRSA
han disminuido, sin embargo, han aumentado ligeramente las infecciones debido a
S. aureus susceptible a la meticilina.**

En un estudio que se llevd acabo en cepas aisladas de terapia intensiva, en el
2014 se encontrd que la produccion de biofilm con alta produccion era de 36.1%,
moderada produccién en un 41.6% y poca produccion en un 22.3%, reportando la
presencia de icaA en un 58.3%, icaB 47.2%, icaC 63.8% e icaD 69.5%*; otro
estudio que se realizé en Theran en el 2015 mostré que el 36.1% de los MRSA
tenia una alta produccion de biofilm y el resto se encontraba entre un moderado a
leve produccion junto con una expresion de icaA, icaD, icaB, icaC de 76%, 69%,

64%, y 74%, respectivamente 43

; asi mismo otro estudio que se realiz6 en esta
misma ciudad en el 2014 se encontré una produccién alta de biofilm en un 55%,

40% fue moderada y solamente el 5% fue baja produccion de biofilm, y se reportd
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icaA 60.3%, icaB 34.2%, icaC 100% e icaD en un 100%.** En un estudio que se
realiz6 en solamente cepas obtenidas de hemocultivos se observa que el 38.7%
tiene una alta produccién de biofilm, pero todas las cepas tienen la capacidad de
producirlo, ademas de una expresion de icaD del 80.6% e icaA, icaB e icaC
estaban en 51.6%, 45.1% y 77.4% respectivamente®. En un estudio realizado en
iran en el 2019 se encontré una produccion alta de 87.5%, 4.2% and 4.2%
moderada y baja produccion de biofilm respectivamente junto con icaA e icaD en
un 75.0% los demas genes no se detectaron*®. Otro estudio realizado en el 2016
donde se buscaban otros genes de resistencia se encontrd que icaA se expresaba
en un 38.8% Yy la coexistencia de icaA e icaD junto con otros genes como fib y
eno era del 20.3%.%" En un estudio que pretendia también estudiar mas genes de
adhesion y regulacion de biofilm en Oaxaca en el 2016 se encontrd que los genes
icaA, icaD, eno, ebps, clfA, clfB se expresaban en el 100% mientras que genes
fnbA, fnbB, fib, y bbp tuvieron una distribucién variable*®. En México un estudio
realizado en hospitales de la Ciudad de México en el 2019 se reporta que todas
las cepas fueron productoras de biofilm, mayormente en una mediana produccion
60%, y presentaron genotipo icaADCB™°.

Los resultados obtenidos que las cepas MRSA presentan una alta capacidad de
producciéon de biofilm a pesar de que existen ciertas discrepancias con datos
publicados por otros grupos, estas puedan deberse a diferencias en la distribucion
geografica de las cepas analizadas y los sitios de donde fueron aisladas las

muestras.
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XIV.- Conclusion
Se analizaron 156 muestras 42% (66/156) de las cepas fueron MRSA, de las
cuales el 100% (66/66) presentaron el gen mecA, por lo que, el 100% (66/66)
mostraron resistencia de cefoxitina por el método de Kirby-Bauer. La produccién
de biofilm en las cepas MRSA fueron altas productoras en un 98.48% (65/66), y
moderas en un 1.52% (1/66), ninguna se registré6 como cepas nula y baja
productora de biofilm. Los resultados que se obtuvieron para la expresion de
genes fueron para icaA 45.45% (30/66), icaD 98.48% (65/66) , icaB 34.84%(23/66)

e icaC 50%(33/66).

Es importante establecer los factores que definen la patogenicidad en nuestra
comunidad ya que permitird establecer una estrategia terapéutica oportuna y
eficaz y protocolizar medidas preventivas. El estudio de MRSA seguiran siendo un
area importante de investigacion y desarrollo mediante la aplicaciéon de técnicas de
biologia y que permitan establecer alternativas de diagndstico, tratamiento y
prevencion en el @&mbito hospitalario ya que continGia siendo un patégeno comun

mente asociado a enfermedades intra y extra hospitalarias.
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XIV. Anexos
1. Conservacion

1. De cepas puras de 24 h se conservaran en congelacién a -20°C por duplicado
en tubos Eppendorf que contengan caldo con soya tripticaseina con glicerol al
5% (CST-G) y con caldo BHI con glicerol al 5% (BHI-G).

2. Se tomaran de una a dos asadas del cultivo puro para realizar una suspension
densa en los medios de cultivo previamente mencionados, los cuales se
incubaran por 24 h. a una temperatura de 35-37°C en ambiente aerébico. Se
sacaran de la estufa los medios de cultivo y pasaran posteriormente a

congelacion a una temperatura de -20°C.

2. Activacioén y purificacion de cepas

1. Tomar un tubo de las cepas congeladas y frente a mechero tomar con un
hisopo estéril parte del medio de cultivo y colocarlo en un tubo con 5 ml de
caldo BHI, estéril, atemperado. Realizar este procedimiento para cada una de
las cepas a procesar.

2. Agitar los tubos de BHI con vortex de 30 a 60” y posteriormente incubar en
estufa de 35-37°C, 24 hr en ambiente aerobico.

3. Revisar la formacion de turbidez (crecimiento bacteriano) en los tubos de BHI y
frente a mechero los que presenten turbidez positiva sembrar en placas de
gelosa sangre con 5% de eritrocito de ternero.

4. Sembrar por estria cruzada e incubar de 35-37°C, 24 hr en ambiente aerobio.
Posterior a la incubacién, revisar la pureza del cultivo, y en caso de ser
necesario realizar un nuevo aislamiento en otra placa de gelosa sangre, bajo

las mismas condiciones mencionadas en el punto cuatro.
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3. Preparacion de agar Hinton Mueller (AHM)

Pesar 38 g de polvo de AHM vy diluir en 1 It de agua estéril.

Mezclar perfectamente y calentar con agitacion frecuente hasta ebullicion.
Checar pH con un potenciometro hasta ajustaraun pHde 7.2a 7.4

Esterilizar a 121°C 15 minutos 121 Lb

Una vez estéril el medio, enfriar de 40 a 45°C para realizar el vaciado en placa
frente a mechero

Colocar una placa petri, estéril sobre una balanza granataria que se encuentre
en una superficie plana para poder pesar la cantidad de AHM, con la finalidad
de estandarizar el peso del medio con un grosor final de entre 3 a 4 mm (22 g
ajustado a placas de 88 mm de diametro)

Una vez vaciado el agar en las placas, dejar gelificar a temperatura ambiente,

etiquetar y almacenar el medio en refrigeracion de 4 a 8°C hasta su uso.
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