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RESUMEN

Staphylococcus aureus es una bacteria que frecuentemente contamina los
catéteres de los pacientes con insuficiencia renal cronica, debido a la formacion de
una biopelicula, en donde la comunidad bacteriana se encuentra unida por un
polisacarido de adhesion intercelular, codificado por el operon ica. Debido al
incremento de la resistencia de las cepas de S. aureus a los antibiéticos como la
meticilina, ha dificultado el tratamiento médico en estos pacientes. El objetivo de
este trabajo fue la identificacion de los marcadores de virulencia involucrados en
la sintesis del polisacarido de adhesion intercelular (PIA), y de los que le confieren
resistencia a la meticilina y mupirocina en cepas de S. aureus aisladas de los
catéteres de pacientes con insuficiencia renal cronica. La identificacion de los
genotipos de S. aureus se realizdO por PCR convencional. Se analizaron
microbiolégicamente los catéteres de 112 pacientes infectados, dentro de los
cuales 48 fueron mujeres y 64 hombres, cuyas edades estuvieron comprendidas
en el intervalo de 17-77 afios. S. aureus fue identificado mediante los marcadores
cromosémicos femA, femB, y nuc en el 49% (n = 55) de los casos. El operon ica
fue detectado en el 96% (n = 53), el gen rbf en el 40% (n = 22), el gen sarA en el

75% (n = 41) y el gen agr en el 100% (n = 55). Las cepas con el genotipo agr



fueron distribuidas en cuatro grupos; el Grupo | se encontré en 13 cepas, el Il en
14, el lll en 10 y el IV en 6 cepas. También encontramos 5 cepas portadoras de
los grupos Il y lll, 3 cepas con los grupos Il y IV, 2 cepas con los grupos Iy lly 1
cepa con los grupos |y lll y otra con los grupos |, Il y 1ll. Finalmente el gen mecA
que confiere resistencia a la meticilina se identifico en el 82% (n = 45) de las
cepas bacterianas. La elevada frecuencia de los marcadores de virulencia
involucrados en la formacion de la biopelicula y en la dispersion bacteriana,
ademas de la alta resistencia a la meticilina detectadas en las cepas de S. aureus
aisladas de los catéteres de los pacientes, demostré la elevada patogenicidad de
las cepas, por lo que fue necesario la prescripcion del tratamiento médico

oportuno, para evitar complicaciones medicas mas severas.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, marcadores de virulencia, biopelicula,

resistencia



INTRODUCCION

Caracteristicas de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus pertenece al género Staphylococcus de la familia
Microccocaceae, el cual contiene mas de 30 especies diferentes, muchas de las
cuales son habitantes naturales de la piel y las membranas mucosas del hombre.
Es un coco Gram positivo de 0.5 a 1 micrometro de diametro, no movil, que no
forma esporas y se agrupa en forma de racimos. Es un anaerobio facultativo, pero
crece mejor en condiciones aerobias. Este microorganismo produce catalasa,
coagulasa y crece rapidamente en agar sangre. Sus colonias miden de 1 a 3 mm,
producen un tipico pigmento amarillo debido a la presencia de carotenoides y
muchas cepas producen hemdlisis a las 24-36 horas (Howe et. al.,, 1996). S.
aureus posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una amplia
gama de enfermedades. Produce lesiones superficiales de la piel y abscesos
localizados en otros sitios. Causa infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis. Es causante de
infecciones respiratorias como neumonia, infecciones del tracto urinario y es la
principal causa de infecciones nosocomiales. Provoca intoxicacion alimentaria al
liberar sus enterotoxinas en los alimentos y produce el sindrome del shock téxico
al liberar superantigenos en el torrente sanguineo. Ademas, causa septicemia,
impétigo y fiebres (Kanafani & Fowler, 2006). S. aureus posee diferentes factores
de virulencia que contribuyen a su capacidad para colonizar y causar
enfermedades en el humano: a) estructurales (adhesinas denominadas
MSCRAMMSs que median la union al fibrindgeno, la fibronectina y el colageno de la

matriz extracelular del hospedero; péptidoglucano, polisacaridos, capsulares, b)



enzimas (coagulasa, nucleasas, proteasas), c¢) toxinas (hemolisinas,
enterotoxinas).

S. aureus puede identificarse mediante las tradicionales pruebas bioquimicas
(manitol, coagulasa, catalasa, etc) o por PCR mediante la deteccién de los
marcadores cromosémicos femA, femB y nuc. (Kobayashi et. al., 1994; Nashev et.

al., 2004)

Contaminacion bacteriana de los catéteres de hemodialisis

La diabetes mellitus afecta a 240 millones de personas en el mundo y tiene una
alta incidencia en paises subdesarrollados como Meéxico, que cuenta con
aproximadamente 8 millones de diabéticos. Una de las complicaciones mas
severas de la diabetes es la insuficiencia renal cronica (IRC), cuyo mejor
tratamiento es el trasplante renal. Ante la incapacidad de realizar trasplantes al
gran numero de pacientes con insuficiencia renal cronica, la opcidn terapéutica
mas adecuada es la hemodidlisis, procedimiento que requiere insertar un catéter
tipo Mahurcar en una vena del paciente, generalmente la subclavia (Stoli¢ et. al.,
2008). Sin embargo, la insercién del catéter constituye un factor de riesgo para
contraer infecciones (Marschall, 2008) que pueden ocasionar complicaciones
como shock séptico, endocarditis, osteomielitis, 0 abscesos epidurales, que en
determinado momento resultan fatales para los pacientes (Kanafani & Fowler,
2006). En México las estadisticas sobre las bacteremias asociadas a los catéteres
en pacientes de hemodialisis a nivel nacional son muy escasas, tan sélo se
encuentran los reportes locales realizados por algunas instituciones de salud

(Salazar et. al.,, 2002). En los EUA anualmente se reportan de 7,000 a 15,000
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episodios de bacteremias relacionadas con los catéteres (Donland, 2001). La
fuente principal de las bacteremias en los pacientes de hemodidlisis es el
desarrollo de una pelicula bacteriana en el interior de los tuneles de los catéteres
(Allon, 2004). Se ha reportado que en casos de bacteremias relacionadas con los
catéteres se han aislado bacterias como Staphylococcus aureus meticilina
resistente (MRSA, por sus siglas en inglés), Staphylococcus epidermidis meticilina
resistente (MRSE), Enterococcus sp, Escherichia coli, Enterobacter sp, Klebsiella
sp y Pseudomonas sp, entre otras. (Poole et. al., 2004)

Formacion de la biopelicula bacteriana en los catéteres de pacientes de

hemodialisis

Una biopelicula o biofilm, es una comunidad de bacterias adheridas a una
superficie y unidas entre si por una matriz extracelular (Davey & O’Toole, 2000). S.
aureus puede formar biofilms sobre varios tejidos del hospedero y sobre implantes
médicos y, como consecuencia de ello, producir infecciones cronicas (Harris &
Richards, 2006; Furukawa, et. al., 2006). Las bacterias presentes en las
biopeliculas son resistentes a la respuesta immune del hospedero y a los
antibidticos (Leid et. al., 2002; Davies, 2003; Patel, 2005), lo que representa un
problema importante para el tratamiento de los enfermos. Se ha demostrado que
Pseudomonas aeruginosa, uno de los primeros organismos modelo en los que se
estudio la formacion de biopeliculas, requiere comunicacion célula-célula (quérum-
sensing) para la formacion de biofilms (Davies et. al., 1998). Se han descrito dos
etapas en la formacion del biofilm por S. aureus. En la primera, las bacterias se
adhieren a una superficie por medio de adhesinas asociadas a su pared celular.

En la segunda etapa del desarrollo del biofilm ocurre multiplicacion bacteriana y se
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forma una comunidad estructurada por varias capas (Go6tz, 2002). El sistema de
guorum-sensing de S. aureus estd codificado por el locus del gen accesorio

regulador agr (accesory gen regulator) (figura 1).
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Figura 1. iviecanisimo ae aiseminacion ae S.aureus. LOCUS agr: accesory gene reguiator

La molécula que produce y censa (detecta) el locus agr es el péptido autoinductor
AIP (autoinducing peptide), el cual es un péptido de 7-9 aminoéacidos, con los
tltimos 5 formando un anillo ciclico de tiolactona (Ji et. al., 1997). Durante el
crecimiento de la poblacién bacteriana, S. aureus produce el AIP y lo secreta; una
vez que éste alcanza una concentracion critica se une a receptores celulares e
inicia una cascada regulatoria que controla la expresién de una gran cantidad de
factores de virulencia: proteasas, hemolisinas, toxinas (Novick, 2003). El locus agr

se expresa a partir de dos promotores divergentes: P2 y P3. P2 forma parte de un
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operdn que contiene 4 genes: agrB, agrD, agrC y agrA; mientras que a partir del
promotor P3 se transcribe el RNAIIl. AgrA y AgrC constituyen un clésico sistema
de sefalizacién de dos componentes, y AgrB y AgrD se combinan para generar el
activador AIP (Novick & Geisinger, 2008). La union de AIP activa a AgrC, el cual
activa a su vez a AgrAy éste, la transcripcién a partir de P2 y de P3 (Novick et. al.,
1995). El efector intracelular del sistema agr es el RNAIII (Novick et. al., 1993), un
RNA de 514 nucleétidos que posee una estructura secundaria compleja. EI RNAIII
funciona como un RNA antisentido, regula la traduccion de los mRNAs blanco al
aparearse con ellos. Asi, el RNAIII incrementa la produccion de a-hemolisina al
aparearse con el extremo 5’ del RNAm del gen hla (que codifica a a-hemolisina), lo
gue contrarresta la estructura secundaria que impide la traduccion (Morfeldt et. al.,
1995). ElI RNAIII disminuye la traduccion del RNAm de la proteina A al aparearse
con la region de inicio de la traduccion, lo que bloquea la unién de los ribosomas
(Novick et. al.,, 1993). A diferencia del papel que juega el quérum sensing
promoviendo la formacién del biofilm por P. aeruginosa, en S. aureus el sistema
agr ejerce el efecto contrario. En un estudio de 105 cepas de S. aureus, el 78% de
las agr-negativas y s6lo 6% de las agr-positivas formaron biofilms sobre
poliestireno (Vuong et. al., 2000). Se ha reportado también que mutantes agr-,
deficientes en quérum sensing, forman biofilm sobre vidrio recubierto de
fibronectina, cubriendo una superficie igual o mayor que la cubierta por la cepa
silvestre agr+ (Pratten et. al., 2001). Recientemente se demostrd que en S. aureus
se requiere la represion del sistema de quoérum-sensing para que las células
formen la biopelicula, y que la activacién de agr provoca que las células del biofilm

se desprendan de él. Se ha propuesto que esta desagregacion de las células del
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biofilm funciona como un mecanismo de dispersién que facilita la colonizacion de
nuevos sitios.

La clasificacion de las cepas de Staphylococcus aureus en cuatro diversos grupos
de interferencia (I, 11, lll y IV) se debe al polimorfismo en una regién hipervariable
del locus agr que comprende secuencia de nucleétidos que codifica para AgrD, la
secuencia para las dos terceras partes de la porcion C-terminal de AgrB y la
secuencia que codifica para la porcién N-terminal de AgrC. (Gilot et. al., 2002;
Jarraud et. al., 2000; Nagao et. al. 2009; Jarraud et. al., 2002)

Aparentemente la formacion del biofilm por represion del sistema agr es
independiente del operon ica, que codifica las enzimas responsables de la
formacion del polisacéarido adhesivo intercelular (PIA) (Boles & Horswill, 2008). S.
aureus y S. epidermidis forman biopeliculas dependientes de ica (Cramton et. al.,
1999; Gotz, 2002). El operon ica esta formado por los genes icaA, icaD, icaB, icaC
y el gen regulador icaR (Gerke et. al., 1998). La expresion de este operon conduce
a la formacion de PIA, el cual es un polimero de N-acetilglucosamina, y por esta
razon ha sido también referido como PNAG (Gerke et. al., 1998). La interaccion
funcional entre icaA e icaD podria ser necesaria para la unién entre los residuos
de N-acetilglucosamina en la posicion beta-1,6. Alun no se conoce el papel
especifico de icaB, aunque se sugiere que podria codificar para una deacetilasa
gue remueve algunos grupos acetilo, originando residuos de glucosamina
cargados positivamente (Go6tz, 2002). La coexpresion de icaA, icaD, e icaC causa
la sintesis de cadenas mas largas de PNAG, gue la coexpresion de los genes icaA
e icaD (Gerke et. al., 1998). La mayoria de las cepas de S. aureus contienen el

operon ica. (Arciola et. al., 2001, Cramton et. al., 2001, Martin-Lopez et. al., 2002)
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La expresién de ica y la formacion de PIA son altamente variables en el género
Staphylococcus (Valle et. al., 2003). Existen reportes que indican que la expresion
de ica en S. epidermidis y S. aureus se encuentra sujeta a regulacion ambiental
(Cramton et. al., 2001). Factores como la elevada osmolaridad, la alta temperatura
y la concentracion subinhibitoria de ciertos antibitticos favorecen la expresion del
operén y la sintesis de PIA (Rachid et. al., 2000). Se ha demostrado que el
crecimiento anaerobico también induce la expresion del operoén ica y la produccion
de PIA en S. epidemidis y S. aureus (Cramton et. al., 2001). Existen otros
mecanismos independientes de ica para la formacion de PIA en S. aureus
(Fitzpatrick et. al., 2005, Kogan et. al., 2006), dentro de los cuales se encuentran
involucrados los genes rbf (regulator of biofilm formation) y sarA (staphylococcal
accessory regulator). El gen rbf en S. aureus codifica para una proteina reguladora
transcripcional de 190 kDa que es necesaria para el desarrollo de la biopelicula en
medio de cultivo con glucosa o NaCl, pero no regula la expresion del operdn ica
(Lim et. al., 2004). El gen sarA codifica para una proteina de 14.5 kDa (SarA) que
se une a los promotores de agr para promover la transcripcion de RNAIIl y
consecuentemente inhibir la produccion de PNAG (Heinrichs et. al., 1996). Se ha
reportado que la mutacién de sarA inhibe la produccion de RNAIII (Beenken et. al.,
2004). Valle et. al., (2003) demostraron que la mutacién de sarA disminuye la

produccion de PNAG e impide completamente la formacién de biofilm.
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Resistencia bacteriana de S. aureus a la meticilina (Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus: MRSA)

La aparicion y propagacion de cepas de S. aureus resistentes a la meticilina se ha
convertido en un grave problema de salud a nivel mundial (Enright et. al., 2002; Ko
et. al., 2005). La resistencia de S. aureus a la meticilina se debe la presencia del
gen mecA, que codifica la penicillin-binding protein PBP2a de 78 kDa. Los
antibidticos beta-lactamicos se unen a las PBPs en la pared celular, lo que
interrumpe la sintesis de la capa de péptidoglicano y causa la muerte de la
bacteria. Como los antibioticos beta-lactamicos no pueden unirse a la PBP2a, la
sintesis de la capa de péptidoglicano y de la pared celular continla, y la bacteria
no es muerta. EI gen mecA estéa regulado por el represor Mecl, y por el transductor
de sefal transmembranal que censa beta-lactamicos MecRI. En ausencia de un
antibidtico beta-lactamico, Mecl reprime la transcripcion de mecA y de mecRI-
mecl. En presencia de un beta-lactamico, MecRI se rompe autocataliticamente y
esto activa a un dominio de metaloproteasa localizado en la parte citoplasmica de
MecRI. La metaloproteasa degrada al represor Mecl, que se encuentra unido al
operador de mecA, lo que permite la transcripcion de mecA y la produccion
subsecuente de PBP2a (Deurenberg et. al., 2007). EI gen mecA (2.1 kb) esta
localizado en un elemento genético mévil llamado el Staphylococcal Cassette
Chromosome mec (SCCmec; Ito et. al., 2003). Se conocen 5 tipos principales de
SCCmec cuyos tamafios oscilan entre 20.9 y 66.9 kb. Los SCCmec tipo | (34.3
kb), IV (20.9-24.3 kb) y V (28 kb) codifican exclusivamente para resistencia a beta-
lactamicos. Los SCCmec tipo Il (53 kb) y 11l (66.9 kb) confieren resistencia a mas

antibidticos (kanamicina, tobramicina, bleomicina, tetraciclina), debido a que
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poseen genes de resistencia adicionales en plasmidos integrados, ademas de que
contienen el transposén Tn554, que posee el gen ermA, el cual confiere
resistencia inducible a macrdlidos, lincosamida y estreptogramina. (Deurenberg et.
al., 2007)

Desde la introduccion de la meticilina para uso clinico en 1959, la ocurrencia de
cepas clinicas de MRSA se ha incrementado de manera constante y las
infecciones nosocomiales se han convertido en un serio problema de salud
mundial (Barber, 1961; Panlilio et. al., 1992; Voss et. al., 1994). El Sistema
Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales de EUA determindé que en
pacientes hospitalizados la prevalencia de cepas MRSA se incrementd del 4% en
1980 a 31.9% en 1996. En 2001 se tenia un 55% de prevalencia y para el 2004,
llego al 60.7%. En algunos hospitales se han reportado incidencias hasta del 80%
(National Nosocomial Infectious Surveillance System (NNIS) 2004). La prevalencia
actual de cepas MRSA esta sujeta a variaciones geograficas. Por ejemplo, en
Europa los porcentajes son elevados, del 58% en Italia y del 54% en Portugal,
mientras que en Japdn este porcentaje es del 70%. En México existe un numero
limitado de estudios sobre la prevalencia de cepas MRSA. De acuerdo a algunos
estudios realizados, se ha visto que la prevalencia de cepas MRSA se ha
incrementado rapidamente en los hospitales durante los ultimos afios. Se estima
gue ha cambiado del 7% al 30%. (Velazquez-Meza et. al., 2004)

Para evitar la formacién de la biopelicula en el interior de los catéteres y de otros
dispositivos médicos se ha utilizado de manera tépica la mupirocina, un antibiético
gue no se administra para el tratamiento de las bacteremias, sin embargo, su uso

ha ocasionado la seleccién de cepas MRSA resistentes a mupirocina (Berns,
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2003). El gen responsable de la resistencia a la mupirocina es ileS-2. En Espafia
la resistencia de MRSA a la mupirocina se ha incrementado del 7.7% en 1998 al
19% en 2000. (Pérez-Roth et. al., 2002)

Debido a que en nuestro pais las estadisticas sobre las bacteremias asociadas a
los catéteres son escasas y también al incremento de las cepas MRSA, el
proposito de éste estudio ser4 contribuir al conocimiento de los factores de
virulencia de las cepas de S. aureus que causan infecciones a pacientes con

insuficiencia renal crénica, sometidos a hemodialisis.

ANTECEDENTES

Debido al gran niumero de infecciones relacionadas a la formacion de biofilm en
cepas de S. aureus resistentes a la meticilina, en los ultimos afios se han
estudiado los mecanismos involucrados en la sintesis de la biopelicula en cepas
de S. aureus de distinto origen. En el 2007 se estudio la capacidad de 11 cepas
de S. aureus (5 aisladas de alimentos y 5 clinicas) y 1 de S. epidermidis para
producir la biopelicula bajo diferentes condiciones de estrés (temperatura, cloruro
de sodio, glucosa y etanol). Los resultados mostraron que las temperaturas
suboptimas para el crecimiento aumentaron la produccion de la biopelicula. La
presencia combinada de cloruro de sodio y glucosa mejoré la formacion de la
biopelicula. Tanto la temperatura como la osmolaridad afectaron la expresion de
varios genes asociados a la biopelicula (icaA y rbf). Las variaciones en la
expresion génica (icaA, agrA) entre las cepas también fueron observadas. Estos
autores concluyeron la existencia tanto de los mecanismos ica-dependientes como

ica-independientes en la produccion de la biopelicula por S. aureus (Rode et. al.,
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2007). En el mismo afio Francois et. al., (2007) compararon tres ensayos (uno
desarrollado por estos autores y dos equipos comerciales) para la identificacién
rapida de 93 cepas clinicas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(MRSA) aisladas entre 1993 a 2005. La deteccion del gen mecA resulté ser la
mejor opcidn en la deteccidn de cepas resistentes a la meticilina.

El uso de PCR multiplex y PCR en Tiempo Real (RT) han mejorado los métodos
de diagnoéstico molecular, de tal manera que Zmantar et. al., (2008) detectaron por
PCR la presencia de los genes icaA, icaD, cna, fnbA y clfA en 46 cepas clinicas
de Staphylococcus aureus. La mayoria de las cepas presentaron estos
marcadores de virulencia. En el mismo afio Shore et. al., (2008) detectaron por
PCR en Tiempo Real el Cassette Chromosome mecA en cepas MRSA
recuperadas entre 2002 y 2006 en hospitales de Irlanda.

El incremento de cepas de S. aureus resistentes a la meticilina en los ultimos afios
en todo el mundo ha originado el estudio molecular del gen que confiere la
resistencia a la meticilina, asi Ibrahem et. al., (2009) compararon la estructura de
SCCmec en cepas de S. epidermidis (MRSE) y en cepas de S. aureus (MRSA)
aisladas de las fosas nasales de la misma persona, bajo la sospecha de la
transferencia horizontal de SCCmec in vivo. En el mismo afio en Dinamarca
Larsen et. al., (2009) describieron la aparicion y caracterizacion de infecciones por
cepas de S. aureus resistentes a la meticilina asociadas a la comunidad (MRSA-
CA) durante el periodo de 1999 a 2006 y Liu et. al., (2009) realizaron estudios
moleculares sobre la distribucién geografica de cepas de MRSA aisladas en 18

hospitales de ensefianza en 14 ciudades de China entre 2005 y 2006.
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OBJETIVO GENERAL

e |dentificacion de los marcadores de virulencia involucrados en la sintesis
del polisacarido de adhesion intercelular (PI1A), en cepas MRSA aisladas de

los catéteres de pacientes con insuficiencia renal crénica (IRC).

OBJETIVOS PARTICULARES

e Deteccion cualitativa de la formacion de la biopelicula de S. aureus

mediante el uso del Agar Rojo Congo.

e Cuantificacion de la formacion de la biopelicula de S. aureus mediante la

adhesion a placas de microtitulo de poliestireno.

e Deteccion por PCR del gen mecA que confiere resistencia a la meticilina y
del gen ileS-2 que confiere resistencia a la mupirocina en las cepas de S.

aureus.

e Identificacion por PCR de los genes icaA, rbf y sarA involucrados en la

formacion de la biopelicula y del gen agr responsable de la dispersion

bacteriana en cepas MRSA.
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METODOLOGIA

Seleccion de pacientes y toma de muestras

Para el desarrollo de este estudio se selecciondé un grupo de pacientes con
insuficiencia renal cronica que presentaron infeccién (eritema, dolor, supuracion,
etc.) en el sitio de insercidn del catéter tipo Mahurkar, que acudieron al servicio de
Hemodidlisis del Hospital Regional No. 72 del IMSS, de la UMAA 199 (Unidad
Médica de Atencion Ambulatoria) del IMSS, del Hospital Regional No. 196 del
IMSS, Aragén y del ISSEMyM Satélite, todos ubicados en el Estado de México.
Las muestras fueron tomadas del sitio de insercidon de los catéteres por medio de
hisopos estériles, los cuales se depositaron en el medio de transporte Stuart. Las
muestras se trasladaron al Laboratorio de Analisis Clinicos de la Clinica
Universitaria de la Salud Integral de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala de
la UNAM. Las muestras se sembraron en el medio Infusion-Cerebro-Corazén
(BHI) y se incubaron 24 h a 37°C. Los cultivos se sembraron en Agar S-110 y se
incubaron 24 h a 37°C. Las cepas pertenecientes al género Staphylococcus se
identificaron por morfologia colonial y microscopica utilizando la tincion de Gram, y
por pruebas bioquimicas. Se determino la susceptibilidad de las cepas a la
meticilina con discos impregnados con 1 microgramo de oxacilina (National

Committee for Clinical Laboratory Standards, 2003).

Extraccion de ADN de las bacterias paralaidentificacién de S. aureus

El ADN de las cepas de Staphylococcus se extrajo mediante el método de

ebullicién, que se realiz6 de la siguiente manera; se tomo6 una asada del cultivo de
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Staphylococcus en S-110 sembrado el dia anterior. El inéculo se deposito en un
tubo de ensayo de 16 x 150 mm, estéril, con tapon de rosca, que contenia 2 mL de
agua desionizada estéril libre de nucleasas. Se suspendieron las bacterias en el
agua por agitacién en un Vértex durante 20 s y los tubos se calentaron a bafio
Maria (100 °C) durante 20 min, una vez pasado este tiempo se enfriaron en hielo

(0 °C) por 10 min.

Utilizando puntas de micropipeta nuevas se tomé 1 mL de cada muestra y se
deposito en un tubo eppendorf nuevo y estéril. Las muestras se centrifugaron a 12,
000 rpm durante 10 min. El sobrenadante, que contenia el DNA bacteriano, se
separé con una micropipeta de 1000 puL y se deposito en otro tubo eppendorf
nuevo y estéril y se almacend a -20 °C hasta su utilizacion para la reaccion de

PCR.

Identificacion de S. aureus por PCR

Las cepas de S. aureus se identificaron mediante la deteccidén de los marcadores
cromosémicos femA, femB y nuc por PCR, con los oligonucleétidos femAl 5°-
AGACAAATAGGAGTAATGAT-3" y femA2 5-AAATCTAACACTGAGTGATA-3’,
con los que se obtuvo un amplicon de 509 pb, femBl 5'-
TTACAGAGTTAACTGTTACC-3" y femB2 5-ATACAA ATCCAGCACGCTCT-3",
con los que se obtuvo un amplicon de 651 pb (Kobayashi et. al., 1994), nucl 5'-
GCGATTGATGGTGATACGGTT-3" y nuc2 5-
ACGCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3’, con los que se obtuvo un amplicon de

279 pb (Nashev et. al., 2004). El volumen final por mezcla de reaccién para femA'y
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femB fue de 25 pl; 5 pl de ADN molde, 18 pl de agua libre de nucleasas estéril, 1
pL de cada oligonucleétido (Sigma-Genosys) a las concentraciones de 100 pmol,
1.5 mmol de MgCl;, 0.5 U de AmpliTag polimerase y 100 mmol de dNTPs
(PuRetagTM Ready-To-GoTM PCR beads), y para nuc el volumen final por
mezcla de reaccion fue de 25 pl; 5 yl de ADN molde, 18 pl de agua libre de
nucleasas estéril, 1 puL de cada oligonucledtido (Sigma-Genosys) a las
concentraciones de 10 pmol, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaqg polimerase y
100 mmol de dNTPs (PuRetagTM Ready-To-GoTM PCR beads). La amplificacién
del ADN se realiz6 en un Termociclador modelo CGI-96, bajo las siguientes
condiciones: para femA y femB fueron desnaturalizacion inicial a 95°C por 5
minutos, seguido de 25 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacion a
57°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 2 minutos) con una extension final a
72°C por 10 minutos. Para nuc fue desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos,
seguido de 37 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacion a 55°C por
30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos) con una extension final a 72°C

por 10 minutos.

Deteccidon cualitativa de la formacion de la biopelicula de S. aureus mediante
el uso del Agar Rojo Congo (CRA)

La deteccion cualitativa de la formacion de la biopelicula se realizd por cultivo en
el Agar Rojo Congo (Freeman et. al., 1989). Las cepas se sembraron en placas de
Agar Rojo Congo [36 g de sacarosa, (SIGMA); 0.8 g de Rojo Congo en un litro de
agar de infusion cerebro corazéon (BHI; Biorad)] y se incubaron 24 h a 37 °C. Al

término los resultados fueron interpretados de la siguiente manera: Colonias muy
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negras, negras y casi negras o rojizas negras con una consistencia aspera, secay
cristalina sobre CRA, fueron clasificadas como cepas productoras de biopelicula,
mientras que colonias muy rojas o rojas, fueron clasificadas como no productoras

de biopelicula.

Cuantificacion de la formacion de la biopelicula de S. aureus mediante la
adhesion a placas de microtitulo de poliestireno

Cada una de las cepas se sembr6 en caldo de soya y tripticasa (TSB) por 24
horas a 37°C (Moretro et. al., 2003). Al término el cultivo se diluy6 1:100 en TSB
con 2 % de glucosa y 2 % de cloruro de sodio. Posteriormente 200 UL de esta
suspension celular se transfirieron a cada uno de los 6 pozos paralelos de la placa
de microtitulo de poliestireno (96 pozos), la placa se incub6 24 horas a 37°C y se
midio la absorbancia a 600 nandmetros en un Lector de ELISA (Multiscan,
Labsystems, Helsinki, Finlandia) como una medida del crecimiento total.
Posteriormente los cultivos fueron removidos y las placas se lavaron 3 veces con
200 pL de agua peptonada (salina con 0.1 % de peptona), para remover las
células no adheridas, y se secaron en posicion invertida a temperatura ambiente
por 30 minutos. La biopelicula se tifid con 100 pL de safranina al 0.1 % por 3
minutos. Se elimino el exceso de safranina y la placa se seco a temperatura
ambiente por 2 horas. La cuantificacién de la biopelicula se realiz6 por medicion

de la absorbancia a 492 nanémetros.

Deteccion de los genes gque confieren resistencia a meticilina (mecA) vy
mupirocina (ileS-2) por PCR

Para detectar mecA (Geha DJ, Uhl JR, Gustaferro CA y Persing DH. 1994.

Multiplex PCR for identification of methicillin-resistant staphylococci in the clinical
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laboratory. J Clin Microbiol. 32:1768-1772.) e ileS-2 (Anthony RM, Connor AM,
Power EGM y French GL. 1999. Use of the polymerase chain reaction for rapid
detection of high-level mupirocin resistance in staphylococci. Eur J Clin Microbiol
Infect Dis. 18:30-34) por PCR, el volumen final por mezcla de reaccion fue de 25
pL; 5 uL de ADN molde, 18 pL de agua libre de nucleasa estéril, 1 uL de cada uno
de los 4 oligonucledtidos (Sigma-Genosys); mecAl 5-
GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3 (10 pmol ), mecA2 5-
CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA-3’ (10 pmol), iles2-F 5'-
TATATTATGCGATGGAAGGTTGG-3 (10 pmol) e iles2-R 5 -
AATAAAATCAGCTGGAAAGTGTTG-3 (10 pmol), 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de
AmpliTaq polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetaqgTM Ready-To-GoTM PCR
beads). EI ADN se amplifico en un Termociclador modelo CGI-96, bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de
10 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 66°C por 45
segundos y extension a 72°C por 60 segundos). Posteriormente 5 ciclos de
amplificacion (desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineacion a 64°C por 45
segundos y extension a 72°C por 60 segundos) y 25 ciclos de amplificacion
(desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineacion a 50°C por 45 segundos y
extension a 72°C por 60 segundos). Finalmente la extension se prolongé a 72°C
por 10 minutos. El tamafio del amplicén esperado para mecA fue de 310 pb y para

ileS-2 fue de 456 pb.
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Deteccion de icaA por PCR convencional en las cepas de S. aureus

Los oligonucledtidos que se emplearon para la PCR fueron: icaA-F 5'-
AAACTTGGTGCGGTTACAGG-3" e icaA-R 5 -TCTGGGCTTGACCATGTTG-3
(Campbell et. al., 2008). El volumen final por mezcla de reaccion fue de 25 pL; 5
puL de ADN molde, 18 pL de agua libre de nucleasa estéril, 1 pL de oligonucledtido
a las concentraciones de 10 pmol, 1.5 mmol de MgCl,;, 0.5 U de AmpliTaq
polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetagTM Ready-To-GoTM PCR beads). La
amplificacion del ADN se hizo en un Termociclador modelo CGI-96, bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de
35 ciclos (desnaturalizacion a 95°C por 1 minuto, alineacién a 60°C por 1 minuto y
extension a 72°C por 1 minuto), finalmente la extension se prolongo a 72°C por 10
minutos. El tamafio del amplicon esperado para icaA fue de 936 pb.

Deteccion de los genes rbf, sarA vy agr por PCR convencional en las cepas de
MRSA

Los oligonucleotidos que se utilizaron para el PCR se aprecian en la tabla 2. El
volumen final por mezcla de reaccion fue de 25 uL; 5 uL de ADN molde, 18 uL de
agua libre de nucleasa estéril, 1 pL de cada oligonucledtido a la concentracion de
10 pmol (todos los primers fueron de Sigma-Genosys), 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U
de AmpliTag polimerase y 100 mmol de dNTPs (PuRetagTM Ready-To-GoTM
PCR beads). La amplificacion del ADN se hizo en un Termociclador modelo CGI-
96, bajo las siguientes condiciones: para rbf la desnaturalizacion inicial fue a 95°C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 95°C por 40 segundos,
alineacion a 62°C por 50 segundos y extensién a 72°C por 40 segundos), la

extension se prolong6 a 72°C por 10 minutos, para sarA la desnaturalizacién inicial
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fue a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos (desnaturalizacion a 95°C por 1
minuto, alineacion a 66°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto), la
extension se prolongé a 72°C por 10 minutos y para agr la desnaturalizacion
inicial fue a 95°C por 45 segundos, seguido de 35 ciclos (desnaturalizacién a 95°C
por 45 segundos, alineacion a 52°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 1 minuto),

finalmente la extension se prolongd a 72°C por 10 minutos.

Primer Secuencia (5" —3") Tamafio del | Referencia
amplicon

rbfl GAATTCTAGAAAGAGGTAAAGTTATGGC 1200 pb Lim et. al., 2004
rfb2 CACTCATAAAAGCTTCTTC
sarl CAATCACTGTGTCTAATGAA 700 pb Blevins et. al,
sar2 GTGCCATTAGTGCAAACCTC 1999
Pan ATG CACATGGTG CACATGC 441 pb Gilot et. al., 2002
agr | GTC ACA AGT ACT ATA AGC TGC GAT
Pan ATGCACATGGTGCACATGC 575 pb Giltot et. al., 2002
agr 11 TATTACTAATTGAAAAGTGGCCATAGC
Pan ATGCACATGGTGCACATGC 323 pb Gilto et. al., 2002
agr I GTAATGTAATAGCTTGTATAATAATACCCAG
Pan ATGCACATGGTGCACATGC 659 pb Giltot et. al., 2002
agr v CGATAATGCCGTAATACCCG

Tabla 1. Primers utilizados en la deteccion de los genotipos rbf, sarA y los grupos de agr

Analisis de las muestras amplificadas por electroforesis en Geles de

Agarosa

Después de la amplificacion del ADN, 8 yuL de cada muestra fue analizada por
electroforesis en geles de agarosa al 1 6 2% segun el genotipo, bajo las siguientes
condiciones: 120 volts, 94 miliampers por 120 minutos. Los geles fueron tefidos
con BrEt y fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de fotodocumentacion

modelo GEL LOGIC 100 (KODAK).
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RESULTADOS

Pacientes analizados

Se analizaron microbiolégicamente los catéteres de 112 pacientes, dentro de los
cuales el 43% (n = 48) fueron mujeres y el 57% (n = 64) hombres (grafica 1). La
edad de los pacientes se encontré en el rango de 17 a 77 afos (gréfica 2). El
rango de edad méas abundante fue el de 50-59 afios con 24% (n = 27), seguido por
el de 20-29 afos con 23% (n = 26), 30-39 afios con 20% (n = 22), de 40-49 afos
con 13% (n = 15), de 60-69 afios con 12% (n=13), de 70-79 afos con 5% (n =6) y

finalmente el rango menos frecuente fue el de 15-19 afios con 2.67% (n = 3).

m Hombres Mujeres

43% (n=48)

Grafica 1. Distribucion de los pacientes analizados por sexo



Edad de los pacientes

H Porcentaje

23% 24%

15-19 | 20-28 | 30-39 | 40-49 | 50-59 | 60-69 | 70-79

3 26 22 15 27 13 6

Gréfica 2. Distribucion de los pacientes por rango de edad.

Origen de las muestras de los pacientes por hospital

Las 112 muestras de catéteres que se utilizaron en este estudio, provinieron de
diferentes hospitales. El 39% (n = 44) provino del Hospital General Regional 72 del
IMSS, seguido de un 26% (n = 29) que procedieron del Hospital General Regional
No. 196 Aragon, el ISSEMyM (Satélite) con un 21% (n = 23) y finalmente la UMAA
(Unidad Médica de Atencion Ambulatoria) No. 199 con el 14% (n = 16).

Causas de la Insuficiencia Renal Cronica de los pacientes

En la tabla 2 se muestran las causas de la IRC de los pacientes analizados,
siendo la mas frecuente la Diabetes Mellitus con el 30.76%, seguida de una
enfermedad no determinada con el 27.5%, la Glomerulonefritis con el 18.68%, la
Hipertension Arterial con el 9.89%, la IRC secundaria con un 2.19% y el rechazo
de transplante renal con el 2.19%. Las que menos se presentaron fueron el
Hipertiroidismo, la ERCT, Hiperuricemia, Malformacion congénita, Nefritis lUpica,
Poliquistosis renal, Preclampsia y Rifiones poliquisticos con un 1.09% en cada

una.
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ETIOLOGIA No %
Diabetes Mellitus 28 30.76
No determinada 25 27.47
Glomerulonefritis 17 18.68
Hipertension Arterial 9 9.89
IRC Secundaria Vejiga Neurogénica 2 2.19
Rechazo transplante renal 2 2.19
Hipertiroidismo 1 1.09
ERCT 1 1.09
Hiperuricemia 1 1.09
Malformacién Congénita 1 1.09
Nefritis lGpica 1 1.09
Poliquistosis renal 1 1.09
Preclampsia 1 1.09
Rifilones poliquisticos 1 1.09

Tabla 2. Porcentaje de las causas de la IRC

Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR convencional

La identificacion de S. aureus por el método de PCR se realiz0 mediante la
deteccion de los marcadores cromosomicos femA, femB y nuc. A partir del total de
los catéteres analizados (n = 112), S. aureus se identificd en el 49% (n = 55) de
los catéteres (fotografias 1, 2 y 3) y Staphylococcus epidermidis en el 51% (n = 57)

(grafica 3).
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+——509pb

+— 100pb

Fotografia 1. Gel de agarosa al 2%. Deteccion por PCR de femA
en S. aureus. Carril 1; Control positivo (S. aureus ATCC 33592).
Carril 3; Control negativo (S. epidermidis ATCC 35984). Carril 5;
MWM (100 pb ladder). Carriles; 2,4,6,7 y 8 femA en cepas de S.
aureus

100pb

Fotografia 2. Gel de agarosa al 2%. Deteccion de femB por PCR
en S. aureus. Carril 1; MWM (100 pb ladder). Carril 2 Control
positivo (S. aureus ATCC 33592). Carril 5; Control negativo (S.
epidermidis ATCC 35984). Carriles; 3,4,6,7 y 8 femB en cepas de
S. aureus
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Fotografia 3. Gel de agarosa al 2%. Deteccidon de nuc por
PCR en S. aureus. Carril 1; Control negativo (S. epidermidis
ATCC 35984). Carril 2; Control positivo (S. aureus ATCC
33592). Carril 3; cepa negativa de S. aureus. Carril 4; MWM
(100 pb ladder). Carriles; 5,6,7 y 8 nuc en cepas de S.
aureus

51% (n=57)

® S.aureus S.epidermidis

Grafica 3. Prevalencia de S. aureus y S. epidermidis en los catéteres de los pacientes de
hemodialisis

Deteccion del polisacarido de adhesion intercelular en Agar Rojo Congo
CRA

En la figura 2 se aprecia que el 71% (n = 39) de las cepas de S. aureus analizadas

fue productora del polisacarido y el 29% (n = 16) fue negativa. Como control
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positivo se utilizd la cepa de referencia S. aureus ATCC 33592 y como control

negativo la cepa S. epidermidis ATCC 12228.

§. aureus productora de polisacarido

§. aureus no productora de polisacérido

Control Negativo Control Positivo
(S. epidermidis ATCC12228)  (C+S. aureus ATCC33592)

Figura 2. Deteccion del polisacarido de adhesion intercelular en el medio Rojo Congo

Cuantificaciéon de la formacién de la biopelicula de S. aureus mediante la

adhesion a placas de microtitulo de poliestireno

En la figura 3 se observa la cuantificacion de la biopelicula en las cepas de S.
aureus mediante la adhesién a placas de poliestireno. El 73% (n = 40) de las
cepas produjo biopelicula y el 27% (n =15) no formo biopelicula. Como controles
positivos se utilizaron las cepas de referencia S. aureus ATCC 33592 y S.
epidermidis ATCC 35984 y como control negativo la cepa S. epidermidis ATCC

12228.
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Figura 3. Cuantificacion de la biopelicula por S. aureus mediante la adhesién a placas de
poliestireno.

Deteccion de los genes de virulencia y de resistencia a antibiéticos en S.
aureus por PCR convencional

En la tabla 3 y fotografias 4-8 se presentan las frecuencias de los genes de
virulencia y de resistencia a los antibioticos identificados en las cepas de S. aureus
estudiadas. El genotipo mecA se detectd en el 82% (n = 45) de las cepas y el gen
ileS-2 no se identificé en ninguna. El genotipo icaA se detectd en el 96% (n = 53),

rbf en el 40% (n = 22), sarA en el 75% (n =41) y agr en el 100% (n = 55).

Genotipo | No. de %
cepas

mecA 45 82

mup 0 0

icaA 53 96

rbf 22 40

sarA 41 75
agr 55 100

Tabla 3. Porcentaje de genes identificados en las cepas de S. aureus
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Fotografia 4. Gel de agarosa al 2%. Deteccién por PCR de mecA
en S. aureus. Carril 1; Control positivo de mecA (S. aureus ATCC
33592). Carril 8; Control negativo de mecA (S. aureus ATCC
25923). Carril 4;, MWM (100 pb ladder). Carriles; 2, 3, 5, 6 y 7
mecA en cepas de S. aureus

Fotografia 5. Gel de agarosa al 1%. Deteccion por PCR de icaA en
S. aureus. Carril 1; Control positivo de icaA (S. aureus ATCC
33592). Carril 5; Control negativo de icaA (S. aureus ATCC 12228).
Carril 6; MWM (200 pb ladder). Carriles; 2, 3, 4, 7 y 8 icaA en
cepas de S. aureus
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Fotografia 6. Gel de agarosa al 1%. Deteccién por PCR de rbf en
S. aureus. Carril 1; Control positivo (S. aureus ATCC 33592). Carril
3; Control negativo (sin ADN templado). Carril 4;, MWM (200 pb
ladder). Carriles; 2, 5, 6, 7 y 8 rbf en cepas de S. aureus

En la tabla 4 y fotografia 8 se aprecian los distintos grupos de agr. El grupo agr |
se detectd en el 24% (n = 13), el grupo agr Il se detectd en el 25% (n = 14), el
grupo agr lll en el 18% (n = 10) y agr IV se identifico en el 11% (n = 6), en cada
caso. También se encontré que el 9% (n = 5) de las cepas presentaron los grupos
Iy 1, el 5% (n = 3) los grupos lll y 1V, el 4% (n = 2) los grupos | y Il y finalmente el

2% (n = 1) los grupos 1y lII; I, 11y 1II.
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Grupo No. de cepas %
agr | 13 24
agr Il 14 25
agr lll 10 18
agr vV 6 11
agr 1l -1 5 9
agr lll - IV 3 5
agr -1l 2 4
agr | -1ll 1 2
agr |- 11-1ll 1 2
Total 55 100
Tabla 4. Distribucion de los diferentes grupos de agr detectados en las cepas de S.
aureus

Fotografia 8. Gel de agarosa al 2%. Deteccion por PCR multiplex
de agr en S. aureus. Carril 1; Control positivo de agr tipo | (Salll).
Carril 2; Control positivo de agr tipo |l (Sal10). Carril 3; Control
positivo de agr tipo Ill (Sal00). Carril 4; MWM (100 pb ladder).
Carril 5; Control negativo (sin ADN templado). Carriles; 6, 7 y 8 agr
tipo I, I, Ill en cepas de S. aureus.

37



Asociacioén de los marcadores de virulencia y de resistencia a la meticilina

en las cepas de S. aureus

Se encontraron 14 patrones diferentes en las 55 cepas de S. aureus analizadas
(Tabla 5). El patron 1 (mecAlicaAlsarA) se identificé en 12 cepas (21.81%), el
patrén 2 (mecAlicaAlsarAlrbf/agr) se identific6 en 9 cepas (16.36%), el patron 3
(mecAlicaAlsarAlrbf) se identific6 en 7 cepas (12.72%), el patrén 4
(mecAlicaAlagr) se identific6 en 5 cepas (9.09%), el patron 5 (icaA/sarA) se
identific6 en 5 cepas (9.09%), el patron 6 (mecAlicaA) se identificd en 4 cepas
(7.27%), el patron 7 (mecAlicaAlsarAlagr) se identificd en 4 cepas (7.27%), el
patron 8 (icaA/sarAl/agr) se identificO en 2 cepas (3.63%), el patron 9
(mecAlicaAlrbf/agr) se identifico en 2 cepas (3.63%), el patrén 10 (mecA/icaAlrbf)
se identifico en 1 cepa (1.81%), el patrén 11 (mecA/rbf/agr) se identifico en 1 cepa
(1.81%), el patron 12 (sin genotipos) se identificé en 1 cepa (1.81%), el patron 13
(icaA/sarAlrbf/agr) se identifico en 1 cepa (1.81%) y el patron 14 (icaAl/sarAlrbf) se

identifico en 1 cepa (1.81%).
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No. de No. de

patrén Genotipos cepas |Porcentaje
1 mecA/icaA/sarA 12 21.81
2 mecA/icaA/sarAlrbf/agr 9 16.36
3 mecA/icaA/sarAlrbf 7 12.72
4 mecA/icaAlagr 5 9.09
5 icaA/sarA 5 9.09
6 mecA/icaA 4 7.27
7 mecA/icaA/sarAlagr 4 7.27
8 icaA/sarAlagr 2 3.63
9 mecA/icaAlrbf/agr 2 3.63
10 mecA/icaA/rbf 1 1.81
11 mecA/rbf/agr 1 1.81
12 sin genotipos 1 1.81
13 icaA/sarAlrbf/lagr 1 1.81
14 icaA/sarAlrbf 1 1.81

Tabla 5. Patrones de los marcadores de virulencia y mecA en las cepas de S. aureus

DISCUSION

Pacientes analizados

Para la realizacion de este estudio se analizaron los catéteres de 112 pacientes
con Insuficiencia Renal Cronica (IRC) que presentaron infeccion en el sitio de
insercion del catéter tipo Mahurkar durante su asistencia al servicio de
hemodialisis, dentro de los cuales el 43% (n = 48) fueron mujeres y el 57% (n =
64) hombres (Figura 1). La Insuficiencia Renal Crénica (IRC) es una enfermedad
progresiva que se caracteriza por el deterioro de la funcion renal (una disminucion
del filtrado glomerular), ésta afecta a un porcentaje significativo de la poblacién y
las causas principales son la diabetes mellitus, la hipertensién arterial, y la
enfermedad vascular. (Hernando et. al., 2009).

En este estudio describimos que las etiologias de la IRC de los pacientes

analizados, fueron la diabetes mellitus con un 31% (n = 28), seguido de alguna
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etiologia no determinada con un 27% (n = 25), Glomerulonefritis con 19% (n = 17)
y la Hipertension Arterial con 10% (n = 9) (tabla 2). Estos datos coinciden con lo
reportado por Hernando et. al., (2009), quienes mencionan que hoy en dia las
causas mas frecuentes de la IRC son el incremento de la diabetes mellitus tipo II,
las Enfermedades Vasculares Renales, la Glomerulonefritis, la Hipertension
Arterial y envejecimiento de la poblacion, al menos en los paises desarrollados y
subdesarrollados.

En un estudio realizado por la American Diabetes Association (Rosas et. al., 2010)
describio que la diabetes y otras enfermedades cronicas degenerativas son hoy en
dia, los problemas de salud principales en América Latina. El predominio de la
diabetes en varios de estos paises latinoamericanos esta entre el mas alto del
mundo, uno de ellos es México. Tan solo en el afio 2000 el costo anual para el
cuidado de la diabetes en América Latina fue de 65 mil millones de dolares, de los
cuales 15 mil millones se obtuvieron de México.

La Organizaciéon Panamericana de la Salud (OPS) en el afio 2000 reportdé que en
el continente americano se estima que hay 35 millones de personas que padecen
diabetes mellitus tipo Il, de los cuales 19 millones viven en América Latina, por ello
si se sigue con esta tendencia la cifra ascendera en ésta regién a 40 millones de
personas con DM2 para el afio 2025. Siendo asi que la prevalencia de esta
enfermedad en menores de 30 afios es menor al 5% y después de los 60 afios se
incrementa a mas del 20%. (Gonzalez et. al., 2004)

Con esta expectativa de la enfermedad y la creciente prevalencia de DM2 en

México se estima que los gastos, hoy y en un futuro, para los tratamientos de ésta
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y otras enfermedades causadas por ella como la IRC pueden ser muy elevados,
representando asi un costo enorme para las instituciones publicas de nuestro pais.

Prevalencia de Staphylococcus aureus en los catéteres de los pacientes
analizados

En este estudio utilizamos un método de PCR convencional que nos permitio
identificar a Staphylococcus aureus mediante la deteccion de los marcadores
cromosomicos femA, femB y nuc (fotografias 1, 2 y 3). La frecuencia de
Staphylococcus aureus en los sitios de infeccion de los catéteres fue del 49% (n =
55). Se ha descrito que entre las complicaciones mas frecuentes en los pacientes
de hemodialisis, son las infecciones en el sitio de insercion del catéter (Stoli¢ et.
al., 2008), principalmente por Staphylococcus aureus Yy Staphylococcus
epidermidis (Martin-Lopez et. al., 2002). El tratamiento de las bacteremias
asociadas a los catéteres se ha complicado en los ultimos afos, debido a la
seleccion de bacterias resistentes a los antibioticos. (Lopez-Aguilar et. al., 2007).
El uso indiscriminado e inapropiado de los antibidticos ha conducido al surgimiento
de cepas resistentes a la meticilina en S. aureus (MRSA) (Francois et. al., 2003), y
a otros antibidticos betalactamicos. De esta manera, la contaminacion de los
catéteres por cepas de S. aureus representa un grave problema de salud, que
puede desencadenar en endocarditis, bacteremia, septicemia o shock séptico, que
pueden llegar a comprometer la vida del paciente. (Deurenberg et. al., 2007),
(Campbell et. al., 2008), (Grisold et. al., 2002)

Para este estudio identificamos a S. aureus mediante la deteccion por PCR de los
marcadores cromosomicos femA y femB descritos por Kobayashi et. al., 1994.

Este ensayo de PCR nos permiti6é identificar con precision las infecciones de los
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sitios de insercion ocasionadas por S. aureus de las ocasionadas por S.
epidermidis. Se ha descrito que los genes femA y femB codifican para proteinas
gue considerablemente afectan los niveles de resistencia a la meticilina. (Berger
et. al., 1989). Otro de los genes que se utilizo para la deteccion de S. aureus fue el
gen de la termonucleasa (nuc), el cual se ha descrito como uno de los marcadores

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

Deteccion del polisacarido de adhesiéon intercelular (PIA) en S. aureus

utilizando el Agar Rojo Congo v la formacién de biofilm en placas de

microtitulo de poliestireno

En este estudio se utiliz6 un método cualitativo para la deteccion del PIA en Agar
Rojo Congo (CRA) descrito por Freeman et. al., 1989 y el método cuantitativo para
la formacion del biofilm fue mediante la adhesidn a placas de microtitulo de
poliestireno (Rode et. al., 2007). En el 71% de las cepas de S. aureus (n = 39)
estudiadas se detect6 el PIA mediante el método de Agar Rojo Congo, y el 73% (n
= 40) de las cepas fue productora del biofiim en placas de microtitulo de
poliestireno. Tres cepas de S. aureus fueron productoras fuertes de biofilm,
mientras que las demas fueron productoras moderadas de biofilm.

Este resultado es parecido al publicado por Ziebuhr et. al., (1997) que
determinaron la morfologia colonial y el cambio fenotipico en CRA, asi como la
adherencia inicial en superficies de polimero en placas de poliestireno a 52 cepas
de S. epidermidis aisladas de los dispositivos médicos de pacientes con infeccion,
encontrando que 87% (45 de 52) fueron formadoras de biofilm en las placas,

mientras que en el CRA la misma cantidad de cepas crecieron como colonias

42



negras, resultando ser positivas. Lo que claramente comparandolo con nuestro
trabajo solo hubo una cepa que discrepo entre ambas técnicas.

En otro estudio, Arciola et. al. (2001) analizaron 91 cepas aisladas de infecciones
en catéteres intravenosos, de las cuales 68 fueron S. epidermidis y 23 S. aureus,
determinando la produccion de biofilm en CRA, encontrando que 33 de 68 (48.5%)
cepas de S. epidermidis y 14 de 23 (60.8%) cepas de S. aureus fueron positivas.
Estos mismos autores en 2005 analizaron 400 cepas clinicas de S. epidermidis
aisladas de infecciones asociadas a protesis, determinando la produccion de
biofilm por CRA, publicando que 228 de 400 cepas (57%) formaron colonias
negras o casi negras.

Ellos mencionan que entre las 172 cepas que formaron colonias rojas (no
formaron biofilm) 8 cepas demostraron presentar un sistema completo de genes
ica, sugiriendo la posibilidad de que cierta condicion ambiental o la presencia de
genes accesorios pueden influenciar el comportamiento fenotipico en la placa de
CRA, dando colonias que no expresaron completamente los genes ica.
Considerando esto, esta puede ser la explicacion por la que en este estudio
también se hayan encontrado tales diferencias.

Ademas, Zmantar et. al. (2008) examinaron 46 cepas de S. aureus aisladas de
pacientes con infeccion auricular, evaluando la deteccion cualitativa de la
formacion de biofilm mediante el cultivo en CRA, obteniendo que 26 cepas
(56.5%) fueron productoras desarrollando colonias casi negras 0 muy negras.
Reportan que las cepas productoras de biofilm en S. aureus son mas virulentas y
son responsables de severas infecciones postquirdrgicas. Asimismo, mencionan

gue en cepas clinicas la PCR permite el diagnostico rapido de cepas virulentas
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productoras de biofilm con respecto al método tradicional de cultivo en CRA, el
cual requiere mucho mas tiempo.

Un trabajo diferente fue el de Rode et. al. (2007) que trabajaron con 11 cepas de
S. aureus aisladas de diferentes brotes alimenticios, aplicando la prueba de
adhesion a placas de poliestireno y probando una gran diversidad de patrones
complejos de la formacién de biofilm en estas cepas, exponiéndolas a una
variedad de combinaciones de temperaturas de crecimiento y concentraciones de
etanol, glucosa y NaCl.

Estos autores reportaron que la presencia de una fuente apropiada de azucar es
esencial para la produccion de PIA/PNAG, y que la concentracion baja de azucar
constituye a menudo un factor limitador. Indicando asi que la glucosa promueve la
formacion de biofilm en S. aureus, mientras que la Glucosa y NaCl por separado
y/o junto, pueden incrementar la formacion de biofilm, mediante la expresion del
operon icaADBC en S. epidermidis y en S. aureus, por lo que pudiera ser el motivo
de que la mayoria de las cepas analizadas hayan resultado formadoras de biofilm.
Asi parece ser que, la formacion de biofilm pudiera ser una estrategia de
supervivencia para S. aureus.

Por otro lado, Freeman et. al., (1989) reporta que el método CRA es rapido,
sensible, reproductivo y tiene la ventaja de que las colonias sigan siendo viables
en el medio. Sin embargo, el mecanismo exacto del método Agar Rojo Congo es
hasta ahora desconocido, aunque estad claro que el cambio de color en las
colonias ocurre solamente en las ultimas etapas de la incubacién sugiriendo que

un producto secundario puede estar implicado.
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Aunque las comunidades formadas por los staphylococci en placas de CRA se
detectaron por los cambios en el aspecto colonial, este método se ha descrito
como no recomendable para determinar la produccion de biofilm en S. aureus.
(Rode et. al., 2007) (Freeman et. al., 1989)

Deteccion del gen mecA en las cepas de S. aureus aisladas de los catéteres
de los pacientes con IRC

En este estudio describimos previamente que el gen mecA fue identificado en el
82% (n = 45) de las cepas de S. aureus aisladas de los catéteres de los pacientes
infectados (tabla 3, fotografia 4). Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes
a la meticilina (MRSA) contienen en el cromosoma el gen mecA, el cual se
encuentra localizado en un elemento genético movil llamado Staphylococcal
cassette chromosome mec (SCCmec) que le confiere resistencia frente a la
mayoria de los antibioticos B-lactamicos, debido a la baja afinidad que posee para
estos agentes (Chambers, 1997). Actualmente el International Working Group on
the Classification of Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC)
ha clasificado 11 diferentes tipos de SCCmec (I, II, Ill, IV, V, VI, VII, VIII, IX, X'y XI)
(www.sccmec.org/Pages/SCC_TypesEN. html). EI SCCmec no es exclusivo de S.
aureus ya que también se ha encontrado en otras especies de Staphylococcus,
incluyendo S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, y S. warneri (Hanssen et.
al., 2004, Hanssen y Sollid, 2007, Takeuchi et. al., 2005, Wisplinghoff et. al., 2003)
Se ha descrito que en algunas cepas de MRSA o en algunas circunstancias
especificas (durante la ausencia de la presion selectiva antibiotica), SCCmec
puede ser inestable y puede ser suprimido (Daskalaki et. al., 2007; Desjardins et.

al., 2006). También, una fuerte exposicion de las cepas MRSA a la vancomicina
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puede conducir a la supresién de mecA (Donnio et. al., 2007) y S. aureus puede
desarrollar susceptibilidad al antibiético suprimiendo todo o una porcion de
SCCmec. Cuando SCCmec es suprimido de las cepas MRSA, las cepas MSSA
resultantes pueden portar un amplio nimero de determinantes de resistencia de
los que usualmente son encontrados en cepas MSSA. (Donnio et. al., 2007)

Se ha reportado que la transferencia de mecA de S. epidermidis a S. aureus
puede ocurrir probablemente in vivo (Wielders et. al., 2001). Sin embargo, los
mecanismos responsables de la posible transferencia horizontal de mecA entre
especies de Staphylococus o entre diferentes especies Gram-positivas son
desconocidos. (Ibrahem et. al., 2009)

La epidemiologia de infecciones por cepas MRSA ha cambiado por todo el mundo,
de ser estrictamente nosocomial, ahora con frecuencia se encuentran cepas
MRSA asociadas a la comunidad (CA). (Larsen et. al., 2009)

La facilidad de transmision de estas cepas resistentes entre pacientes de los
hospitales, y la capacidad de las bacterias para transmitir genes de la resistencia
conlleva a una amenaza para el control y tratamiento de MRSA en hospitales,
puesto que los portadores son desconocidos y pueden llegar a causar una
transmision intra-hospital. (Larsen et. al., 2009)

Por otro lado, Geha et. al. (1994) publica que el gen mecA no se expresa
constantemente, y hay evidencia que sugiere que ciertos genes auxiliares tales
como femA, mecR1, entre otros, pueden participar en el control de su expresion.
Desde la introduccién de las penicilinas semisintéticas, tales como la meticilina y la
oxacilina, para el tratamiento de las infecciones causadas por S. aureus, la

presencia de cepas resistentes ha aumentado constantemente, el uso de los
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antibidticos actualmente disponibles se ha reducido draméticamente, por lo que,
las infecciones con cepas MRSA requieren tratamiento de antibioticos
glicopeptidicos tales como la vancomicina (Grisold et. al., 2002).

Por otra parte el hecho de que ninguna de las cepas de S. aureus analizadas en
este estudio fuera portadora del gen ileS-2 que confiere la resistencia a la
mupirocina, puede deberse a que este agente no se administra de manera topica
en ninguno de los pacientes que acuden a los diferentes servicios médicos de los
hospitales del IMSS o ISSEMyM, en cuyo caso, las bacterias ain no se han
seleccionado como resistentes a este antimicrobiano, sin embargo en Espafia, en
donde si se utiliza de manera topica este agente, se ha incrementado la
resistencia bacteriana de 7.7% en 1998 a 19% en 2000. (Pérez-Roth et. al., 2002)

Deteccion de los genes icaA, sar, rbf v agr involucrados en la formacién de
biofilm

El gen icaA fue identificado en el 96% (n = 53) de las cepas de S. aureus aisladas
de los catéteres (tabla 3, fotografia 5). Staphylococcus aureus tiene la capacidad
de adherirse a los catéteres y otros dispositivos médicos y formar una biopelicula
(Mack et. al., 2006) que protege a la bacteria frente a las defensas del hospedero
e impide la penetracion de ciertos antibidticos (Stewart, 2002). Se han descrito 4
fases en la formacion de la biopelicula, union (attachment), acumulacion,
maduracion y dispersion (Christensen et. al., 1994). La fase de unién parece ser
mediada por diferentes tipos de adhesinas, principalmente por las MSCRAMMSs
(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules) (Patti et.
al., 1994) que son las responsables de la union inicial tanto a los tejidos naturales

del hospedero como a los biomateriales, mientras que la fase de acumulacién que
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promueve la interaccion de adhesion entre las células bacterianas (Gotz, 2002) es
debida a la sintesis del PIA (Polysaccharidic intercellular adhesin) codificado por
4 genes contenidos en el operdn ica (icaA, icaB, icaC e icaD) (Heilmann et. al.,
1996). PIA consiste en un polimero de N-acetilglucosamina, por lo que también ha
sido llamado PNAG (Maira-Litran et. al., 2002). Se ha reportado que el gen icaR
gue se encuentra inmediatamente localizado rio debajo del operdn ica codifica
para un represor importante para la regulacion ambiental de la expresion de ica
(Valle et. al., 2003).

El elevado porcentaje del gen icaA detectado en nuestras cepas de S. aureus
aisladas de los catéteres (tabla 3, fotografia 5) es semejante al estudio reportado
por Campbell et. al. (2008) que encontraron que el 89.6% (n = 56) de las cepas de
S. aureus aisladas de infecciones complicadas de piel (7 aisladas de catéteres) en
pacientes de Estados Unidos, fueron positivas para este gen.

Existen otros trabajos como el de Zmantar et. al., (2008) que publicaron que 36
cepas (78.26%) de 46 en total fueron positivas para ica en S. aureus. Ziebuhr et.
al., (1997) analizaron 52 cepas S. epidermidis aisladas de los dispositivos médicos
de pacientes con infeccion, y mencionan que el gen ica estuvo presente en el 85%
(44 de 52), presentandose asi en la mayoria de las cepas. Demostraron que hay
una fuerte correlacién entre la produccion del biofilm, las colonias negras en CRA
y la presencia de los genes de adhesion intercelular. Martin-Lopez et. al., (2002)
identificaron el operdn ica en 55 (89.7%) de las 65 cepas de S. aureus analizadas,
concluyendo que el operon ica es muy comudn entre cepas de S. aureus. Arciola et.
al., (2001) que determinaron la presencia de los genes icaA e icaD en 23 cepas S.

aureus aisladas de catéteres con posible infeccidén, encontrando que en todas las
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muestras analizadas estuvieron presentes ambos genes. Esto se debe,
principalmente como lo reportan ellos en un trabajo realizado en el 2005, a que el
operon ica surge como un operon unido en el cual, sus genes estan siempre del
todo presentes o del todo ausentes.

Ademas, Cramton et. al., (2001) publicaron que la pérdida del operon ica da lugar
a una incapacidad para producir PIA y desarrollar biofilms, lo que demuestra la
importancia de este operon en cepas de S. aureus.

Por otra parte, la diferencia encontrada en este trabajo entre la presencia de ica
(96%, n = 53) (tabla 3, fotografia 5) y la produccién de la biopelicula en Agar Rojo
Congo (71%, n = 39) (figura 2) puede deberse al hecho de que la expresion del
operon ica se encuentra sujeto a varios factores ambientales como niveles de
glucosa, elevada osmolaridad (3% NaCl), anaerobiosis, temperatura, niveles de
hierro y la concentracion subinhibitoria de ciertos antibiéticos (Cramton et. al.,
2001; Lim et. al., 2004; Rachid et. al., 2000). Estos datos corroboran lo propuesto
por otros autores, quienes han descrito que la mayoria de las cepas de S. aureus
son portadoras de ica, pero solo algunas de ellas expresan el operon ica y
producen biopelicula en Agar Rojo Congo (Cramton et. al., 1999; Arciola et. al.,
2001; Martin-Lopez et. al., 2002). Un estudio reciente realizado en cepas de S.
epidermidis demostrd que no existié asociacion entre la deteccion cualitativa de la

biopelicula y la presencia de ica (Chaieb et. al., 2005).

Es importante destacar que, en este estudio no se evaluaron las diferentes

condiciones ambientales para la formacién de la biopelicula en las cepas de S.
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aureus estudiadas en las placas de CRA, por lo que se sugiere que en posteriores
estudios se analicen estos factores involucrados en la formacion de PIA.

Por otro lado, se ha descrito (Francois et. al., 1996) que la adherencia bacteriana
se ha considerado como un factor de virulencia que contribuye a las infecciones
asociadas a los catéteres y otros dispositivos médicos. Estos autores han sugerido
que la interaccion bacteriana con los biomateriales tiene un papel crucial en el
condicionamiento del progreso de estas infecciones severas. En esta interaccion,
las células bacterianas exhiben varios mecanismos, de acuerdo a las condiciones
ambientales y caracteristicas superficiales del material y de la bacteria.

En este trabajo describimos que el gen rbf fue detectado en el 40% (n = 22) de las
cepas de S. aureus (tabla 3, fotografia 6). Se ha descrito que rbf codifica para una
proteina reguladora transcripcional de 190 kDa que es necesaria para el
desarrollo de la biopelicula en medios de cultivo con glucosa o NaCl, pero no
regula la expresion del operdn ica (Lim et. al., 2004). Se ha propuesto que la
proteina Rbf puede promover la expresion de un factor desconocido que se une a
la regidn reguladora de icaR, reprimiendo de esta manera la sintesis del represor
icaR. La represion de icaR permitiria el desbloqueo del promotor de icaADBC, y
por consiguiente la activacion del operon y la produccion de PNAG (Cue et. al.,
2009).

El genotipo sarA se identificd en el 75% (n = 41) de las cepas de S. aureus (tabla
3, fotografia 7). Se ha reportado que mutaciones de sarA (staphylococcal
accessory regulator) disminuyen la transcripcion del operén ica y reducen la
capacidad de producir PNAG (Valle et. al., 2003). La proteina SarA puede

promover la formacion de la biopelicula de una manera indirecta suprimiendo la
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transcripcion del represor de PNAG o mediante una proteina envuelta en
activar/desactivar (turnover) la sintesis de PNAG (Valle et. al., 2003). SarA
también regula la sintesis de proteinas de union a fibronectina y fibrindgeno,
hemolisinas, enterotoxinas, la toxina TSST-1, la sintesis de cépsula, proteasas,
proteina A y proteinas de union a la colagena. Ademas SarA se une a los
promotores de agr y regula la transcripcion de RNAIII (Blevins et. al., 1999;
Cheung et. al., 1992; Cheung et. al., 2001; Cheung et. al., 2008; Manna y Cheung,
2006; Manna y Ray, 2007; Rechtin et. al., 1999; Schmidt et. al., 2001).

Entre los trabajos que investigaron con mutaciones de sarA se encuentra el
publicado por Trotonda et. al. (2005) que trabajaron con cuatro cepas S. aureus,
reportando que dieron como resultado una baja regulacion en la transcripcion del
operon ica, por lo que, disminuyeron la produccién de PNAG y deterioraron
totalmente el desarrollo del biofilm, ademas sugieren que sarA es un regulador
importante que controla la formacion de biofiim en S. aureus por varios
mecanismos. Beenken et. al., (2004) generaron mutaciones de sarA en cepas
aisladas clinicamente de S. aureus y examinaron su relativa capacidad de formar
biofilm in vitro, encontrando que esta mutacioén da como resultado una capacidad
reducida para formar biofilm, y que también se reduce la transcripcion del operon
ica y por lo tanto la produccién de PNAG.

Por otra parte, reportamos en este estudio que el grupo agr | se identifico en el
24% (n = 13), el grupo agr Il en el 25% (n = 14), el grupo agr lll en el 18% (n = 10)
y el grupo agr IV en el 11% (n = 6) de las cepas de S. aureus. (tabla 4, fotografia

8)
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Se ha postulado la posible relacién entre un grupo de agr y la capacidad de inducir
una enfermedad especifica de S. aureus, tal es el caso de cepas agr | o Il
implicadas en enfermedades de enterotoxinas Staphylococcus (SE), cepas agr Il
relacionadas a enfermedades mediadas por la TSST-1 (sindrome del shock téxico
toxina 1) y cepas agr IV envueltas en el sindrome exfoliativo generalizado y al
impétigo bulloso (Jarraud et. al., 2002), la asociacion de agr IV en cepas
productoras de ET (Jarraud et. al., 2000), y cepas aisladas de narinas y de sangre

portadoras de agr Il con genes lukD-IuKE (Von Eiff et. al., 2004).

En este estudio también describimos que el 9% (n = 5) de las cepas present6 dos
grupos de agr (Il'y 1), el 5% (n = 3) los grupos Il 'y IV, el 4% (n = 2) los grupos | y
I, el 2% (n = 1) los grupos | y Il y también el 2% (n = 1) los grupos I, Il y Ill. Las
cepas de S. aureus portadoras de los grupos agr | y Il y agr | y lll han sido
descritas previamente y se ha postulado que probablemente estas cepas se

encuentran en un proceso de evolucion de un grupo a otro (Gilot et. al., 2002).

Se ha descrito que en el locus agr existe una region hipervariable entre las cepas
de Staphylococcus aureus que comprende: la secuencia de nucleotidos que
codifica para AgrD, la secuencia para las dos terceras partes de la porcion C-
terminal de AgrB y la secuencia que codifica para la porcién N-terminal de AgrC.
Esta variacion en la secuencia de nucleétidos entre las cepas, ha permitido la
clasificacion del operdén agr en 4 grupos distintos (1, Il, 1l y IV). (Gilot et. al., 2002;
Jarraud et. al., 2000; Nagao et. al. 2009; Jarraud et. al., 2002)

La distribucién de los distintos grupos de agr detectado en las cepas de S. aureus

aisladas de los catéteres, evidencio la virulencia de las bacterias, sobre todo
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considerando que el locus agr es capaz de regular la produccion de la mayoria de
las exoproteinas, incluyendo exoenzimas, toxinas, proteinas de superficie y otros

factores de virulencia (Ji et. al., 1995).

La presencia de los distintos grupos de agr en cepas de S. aureus ha sido descrita
por otros autores, por ejemplo Jarraud et. al. (2000) realizaron un estudio en 15
cepas de S. aureus, reportando que 8 cepas presentaron el grupo 1V, 2 el grupo | 'y
5 el grupo Il. Estos autores también reportaron que existe una relacioén entre las
cepas poseedoras del grupo IV de agr y la produccion de la toxina exfoliativa
(ET). Jarraud et. al. (2002) analizaron 198 cepas de S. aureus, encontrando que
61 cepas presentaron el grupo |, 49 el grupo II, 43 el grupo Il y 45 el grupo IV.
Croes et. al. (2009) analizaron once cepas de S. aureus, reportando que 5 cepas
presentaron el grupo I, 3 el grupo I, 2 el grupo Il y 1 el grupo IV. Finalmente,
Francois et. al. (2006) analizaron 80 cepas de S. aureus, obteniendo que 18
pertenecieron al grupo I, 20 al grupo Il, 20 al grupo 11l 'y 22 al grupo IV, reportando
gue el grupo Il de agr predomino entre las cepas que contienen el gen de la toxina

lukD-lukE.
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CONCLUSIONES

1. Staphylococcus aureus fue responsable del 49% de las infecciones
provocadas en los catéteres de los pacientes analizados con IRC que

asistieron al servicio de hemodiélisis.

2. Se demostré la produccion del polisacarido adhesivo intercelular en la
mayoria de las cepas bacterianas aisladas de los catéteres mediante el Agar

Rojo Congo y la adhesién a placas de microtitulo de poliestireno.

3. Las cepas de S. aureus aisladas de los catéteres fueron elevadamente
patdogenas debido a la presencia de los genotipos icaA, sarA, rbf y los

diversos grupos de agr que han sido asociados a algunas enfermedades.

4. La elevada frecuencia del genotipo mecA evidencio6 el notable incremento de
las cepas MRSA en las infecciones asociadas a los catéteres en nuestro
pais, por lo que se prescribié el tratamiento adecuado para erradicar la

bacteria de los pacientes con IRC analizados en este estudio.

5. Se recomienda la desinfeccion y la esterilizacion de los materiales e
instrumentos antes de conectar a los pacientes a las maquinas de
hemodialisis, para evitar la contaminacién y posteriormente las infecciones
provocadas por cepas multiresistentes de Staphylococcus aureus, que

ademas pueden provocar el deceso de los pacientes con IRC.
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