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RESUMEN

Las infecciones por cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (MRSA)
asociadas a los catéteres de pacientes sometidos a hemodialisis representan un serio
problema de salud, debido a la gran cantidad de factores de virulencia presentes en estas
cepas, capaces de ocasionar la muerte. El objetivo de este estudio fue caracterizar los
genes que codifican toxinas en cepas de S. aureus aisladas de catéteres y narinas en
pacientes de hemodidlisis. Las cepas de S. aureus fueron identificadas por las pruebas
del manitol y la coagulasa, y mediante la deteccion por PCR de los marcadores
cromosdmicos femA, femB y nuc. El gen mecA y los genes que codifican toxinas fueron
identificados por PCR convencional y multiplex, respectivamente. Se analizaron los
catéteres y narinas de 112 pacientes de hemodialisis, a partir de los cuales se
identificaron 55 cepas de S. aureus de los catéteres y 38 cepas de S. aureus de las
narinas. El gen mecA se detectd en todas las cepas aisladas de narinas (n=38) y en el
81.8% (n=45) de las cepas aisladas de los catéteres. La frecuencia de los genes en las
cepas de S. aureus aisladas de los catéteres fueron; hlg con el 96.3% (n=53), seguido
por sei con el 94.5% (n=52), seg con el 89.0% (n= 49), seh con el 78.1% (n=43), sea con
el 47.2% (n=26), eta con el 40% (n=22), see con el 27.2% (n=15), seb, etb y tst con el
23.6% (n=13),en cada caso, sed con el 10.9% (n=6) y sec con el 5.4% (n=3). Los genes
pvl y sej no fueron detectados en ninguna de las cepas. Los frecuencia de los genes en
las cepas aisladas de las narinas fueron; hlg con el 100% (n=38), seg con el 97.3%
(n=37), sei con el 89.4% (n=34). sec, eta, y seh con el 10.5% (n=4), en cada caso, sea,
seb, y pvl con el 7.8% (n= 3), see y etb con el 5.2% (n=2), sed con el 2.6% (n=1) y
finalmente tst y sej no se identificaron en ninguna de las cepas. Se obtuvieron 23
combinaciones diferentes de los genes que codifican toxinas en las 55 cepas de S. aureus
provenientes de los catéteres y 10 combinaciones diferentes en las 38 cepas de S. aureus
provenientes de narinas. Los resultados demostraron la virulencia de las cepas de S.
aureus, debido a la elevada frecuencia de los genes que codifican toxinas en las cepas

bacterianas asociadas a las infecciones de los pacientes de hemodialisis.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, toxinas, insuficiencia renal cronica, catéter,

narinas, mecA.
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1. INTRODUCCION

1.1. Caracteristicas de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria de gran importancia médica, pertenece a
la familia Microccocacea, al género Staphylococcus y contiene mas de 30
especies diferentes. Es un coco Grampositivo que mide de 0.5 a 1um, no es movil
y no forma esporas, puede encontrarse en pares, en cadenas cortas 0 en racimos,
gue llegan a medir de 1 a 3 mm. Es un microorganismo anaerobio facultativo, pero
tiende a desarrollarse mejor en condiciones con presencia de oxigeno diatdbmico
(Kanafani & Fowler, 2006). Los estafilococos producen catalasa, coagulasa y
crecen en medio quimicamente selectivos tales como el medio S-110, Bair Parker,
Manitol Salado, con glucosa, cloruro de sodio (NaCl), aminoacidos y acido nitrico
(HNO3), a un pH que oscila entre los 4.8 a los 9.4, y a temperaturas que van
desde los 25 a los 43°C (Veldzquez, 2005). S. aureus se puede identificar en el
laboratorio mediante la fermentacion del manitol, por ser positivos a la catalasa y
coagulasa y por la técnica de la PCR (Reaccion en la Cadena de la Polimerasa)
mediante la deteccion del marcador cromosomico femb, que participa en la

sintesis de peptidoglucano (Kobayashi et al., 1994).

1.2. Factores de virulencia y patogenicidad de S. aureus

La infeccidn por Staphylococcus aureus es una de las principales causas de las
enfermedades nosocomiales en muchos paises. EI hombre es el principal
reservorio para S. aureus, ya que habita de forma natural en la mucosa nasal, de
ahi coloniza otras areas corporales como la cavidad orofaringea, las vias
respiratorias altas, la piel, glandulas mamarias, el aparato genitourinario e
intestinal (Fueyo, 2005). La tasa de portadores sanos se estima en el intervalo del
30-40%, dependiendo de los factores estacionales y epidemiolégicos locales
(Fernandez et al., 2001). En los animales puede producir cuadros clinicos
similares a los humanos, pero en los rumiantes productores de leche origina la

mastitis. Si las cepas infectivas son enterotoxigénicas y pasan a la leche, tanto
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ésta como los alimentos de origen lacteo se pueden convertir en un problema de
salud publica (Digne et al., 2000)

La patogenicidad de S. aureus se debe principalmente a su pared celular, que esti
formada por un 50% de mureina, que es un péptidoglucano compuesto de
subunidades alternas de polisacaridos, dicha pared celular puede tener actividad
endotdxica y estimular la liberacion de las citoquinas (Hurtado et al., 2002). Otros
componentes importantes de la pared celular son los acidos teicoicos que
contribuyen alrededor del 40% de su peso, estos son de gran importancia en la
patogenia ya que estan involucrados en la adherencia a los érganos y a las
mucosas del hospedero (Kessler et al., 1991). Algunas cepas producen una
microcdpsula responsable del 75% de las infecciones humanas. Por otro lado las
estafiloxantinas producidas por S. aureus son capaces de destruir a los neutrofilos
del sistema inmune y son las responsables de la pigmentaciéon oro-amarillenta,
caracteristica de esta especie (Song et al., 2009).

Estudios recientes han reportado que las exoproteinas estafilococicas como la
citolisina y los superantigenos provocan un mayor dafio que los factores de
virulencia de superficie celular, como la capsula bacteriana (Lin & Peterson, 2010).
La mayoria de las cepas producen un grupo de enzimas, exotoxinas y citotoxinas
(Cuadro 1), dentro de las citotoxinas se encuentran cinco hemolisinas, la
nucleasa, proteasa, lipasa, hialuronidasa y colagenasa que tienen como funcién
principal la degradacion de los tejidos del huésped para convertirlos en nutrientes
(Madigan et al., 2004).

La pared celular, la capsula, las proteinas, las toxinas y enzimas, ademas de otros
componentes, forman parte de los factores de virulencia de S. aureus. Los
factores de virulencia son los responsables de las lesiones severas a mujeres en
periodo de lactancia, neonatos, nifios, pacientes portadores de VIH, diabéticos e
hipertensos, especialmente aquellos con afeccion pulmonar e insuficiencia renal
cronica (Lee et al., 1997), asi como la causa de infecciones cutaneas,
pulmonares, de huesos, endocarditis, bacteriemia, neumonia necrotizante y del

shock séptico (Campbell et al., 2008).
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Algunas cepas de S. aureus producen exotoxinas pirogénicas como las
enterotoxinas estafilocécicas y la toxina 1 del sindrome del shock téxico (TSST-1),
que es codificada por el gen tst. En 1978 esta toxina fue reconocida por el uso de
tampones vaginales colonizados por cepas de S. aureus, siendo las responsables
del 90% de las enfermedades menstruales y generalmente ocurren dentro de dos
dias antes o después de la menstruacion (Lin et al., 2011). Sin embargo existe el
shock tdxico no menstrual, que ocurre con una complicada infeccion por S.
aureus, después de que el paciente se ha sometido a una intervencion quirdrgica,
quemadura o neumonia post-influenza y su prevalencia es de un 25% en todos los
aislados clinicos (Foster, 2005). Las caracteristicas clinicas de TSST-1 es fiebre (=
38.9 ° C), erupciones cutaneas, descamacion tardia de palmas, manos y pies
(después de una o dos semanas del inicio de la enfermedad), hipotension y
disfuncion multiorganica, lo cual es grave y potencialmente mortal (Bernal et al.,
1999).

En el siglo XXI, las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) siguen siendo
hoy en dia uno de los principales problemas para la salud publica. Staphylococcus
aureus es el agente etiolégico mas frecuente entre las intoxicaciones de origen
alimentario (Le Loir et al., 2003). Estas exotoxinas son causadas por la
contaminacion introducida por los mismos manipuladores o bien por la utilizacion
de materia prima contaminada. Las enterotoxinas estafilocécicas (SE) son
proteinas simples termoestables y de bajo peso molecular y los principales genes
que codifican para estas toxinas son sea, seb, sec, sed y see (Manfredi et al.,
2010), sin embargo hoy en dia se sabe que existen quince genes que codifican
las enterotoxinas estafilococicas (Letertre et al., 2003).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos contaminados por SE, son de
gran importancia clinica, es una de las principales causas de hospitalizacion a
nivel mundial, ya que el 10% de los pacientes contaminados han ingresado al
hospital, se ha reportado que la cantidad minima para causar una intoxicacion
severa por S. aureus es de 10° UFC/g de alimento de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana y el periodo de incubacion es de 2 a 6 horas, después de la

ingestion de las toxinas preformadas (Bergdoll, 1967). La colonizacién en los
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alimentos se ha asociado en gran parte con la formacién de gastroenteritis y
enterocolitis, que se manifiesta clinicamente con nauseas, vomito, dolor abdominal
y diarrea (Balaban & Rasooly, 2000) siendo los ancianos los mas susceptibles a
la morbilidad (Klots et al. 2003).

La gama Hemolisina (hlg) y Panton Valentine Leucocidina (pvl), pertenecen a la
familia de las toxinas sinergohimenotropicas (Mesrati et al., 2010), que ejercen
accion exclusiva sobré células humanas y de conejo (Duman et al., 2013). El gen
pvl codifica para una citotoxina codificada solo por S. aureus, esta se encarga de
destruir las células polimorfonucleares e induce algunas veces a la apoptosis de
estas mismas, ocasionando en el ser humano, dafio en los tejidos blandos,
abscesos mamarios, infeccion en la piel, neumonia necrotizante e incluso puede
conducir a complicaciones graves en los pacientes hospitalizados (Xiao et al.,
2008). Se ha estudiado que solo el 5% de las cepas de S. aureus contienen el gen
pvl, sin embargo durante la Ultima década, la morbilidad del gen ha incre mentando
en todo el mundo, los paises mas afectados son Inglaterra y Gales que al afio
tienen 2,000 casos, principalmente con pacientes menores de 40 afos, pero
cualquier individuo puede estar susceptible, lo cual es un problema de salud
publica de gran interés.

Finalmente, de las toxinas exfoliativas (ETS) codificadas por los genes eta, etb,
etc, y etd, solo tres estan asociados con el ser humano eta, etb y etd, mientras
gue el gen etc he detectado solo en cepas de S. aureus aisladas de equinos (Sato
et al., 1994). Sin embargo los genes con mayor relacion al impétigo por S. aureus
son eta y etb, mientras que etd se detecta principalmente en las cepas aisladas de
pacientes con infeccion en tejido blando y en abscesos cutaneos (Nakaminami et
al., 2008). Las toxinas exfoliativas A y B son proteinas extracelulares que
desarrollan la enfermedad de Ritter o bien el sindrome de la escaldadura
estafilocécida (SSSS), que fue descrita en 1878 (Mockenhaupt et al., 2005)
provocando en recién nacidos y nifios menores de seis afios, ampollas o vesiculas
en la piel, descamacion intraepidérmica por diseminacion hematdgenea de las
toxinas, siendo la cara, la boca, la nariz, los oidos, los brazos y las piernas, las

zonas mas afectadas (Fuminori et al, 2011). En los paises occidentales se han

11



Nalleli Padilla Navarrete

presentado un 90% con la toxina eta y un 85% de los casos con la toxina etb, sin
embargo en Japon se obtiene un indice mayor con respecto a la toxina etb en
hospitales pediatricos (Guerrer, 2002).

Los factores de virulencia que presenta Staphylococcus aureus son de gran
importancia médica ya que sus toxinas pueden ocasionar la muerte principalme nte
a paciente wulnerables, por lo que hoy en dia las investigaciones para
contrarrestar dichas enfermedades y para el entendimiento de la evolucion de esta

bacteria durante los ultimos afios siguen en proceso de estudio.
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Cuadro 1. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

(Tébmado de Quisberth. 2007)

Factores

Efectos bioldgicos

Componentes de la estruc

tura

Capsula

Adhesina que impide la quimiotaxis y fagocitosis, impide la

proliferacion de las células mononucleares.

Peptidoglicano

Proporciona estabilidad osmotica, y estimula la produccion de

pirbgenos, endégenos y es un quimioatrayente leucocitario.

Acido teicoico

Regula la concentracion cationica de la membrana celular,

uniéndose a la fibronectina

Toxinas

Citotoxinas a, B, 8, Y

y
Leucocidina de PV

Tiene un mecanismo de poro-perforadora, sobre las membranas

de leucocitos, eritrocitos, macréfagos, plaquetas y fibroblastos.

Toxina exfoliativa
(ETAy ETB)

Son proteasas, que rompen los puentes intracelulares en el

estrato granuloso de la epidermis

Enterotoxinas

Super antigenos que estimulan la proliferacién de células Ty la
liberacion de citotocinas. Estimula la proliferacién de mediadores
inflamatorios en aumentando el

quimicos los mastocitos,

peristaltismo.

Toxina del Sindrome de

shock téxico (TSST-1)

Super antigenos que estimulan la proliferacion de células Ty la
liberacion de citotocinas. Produce la destruccion celular de las

células endoteliales.

Enzimas
Coagulasa Convierte el fibrindgeno en fibrina.
Catalasa Cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno.

Hialuronidasa

Hidroliza los acidos hialurénicos en el tejido conectivo, facilitando

la diseminacion de los estafilococos en los tejidos.

Fibrinolisina Disuelve los coagulos de fibrina.
Lipasas Hidroliza los lipidos.

Nucleasas Hidroliza el ADN.

Penicilasa Hidroliza las penicilinas.

13
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1.3. Contaminacién bacteriana en catéteres de hemodialisis.

En el afio 2002 en las guias de la National Kidney Foundation de Estados Unidos
se defini6 a la Insuficiencia Renal Crénica (IRC) como la presencia de dafio renal,
caracterizado por anormalidades estructurales o funcionales con o sin descenso
de la tasa de filtracion glomerular (TFG) a menos de 60ml/min/1.73m2. Esto
implica una incapacidad renal para realizar las funciones de depuracion y
excrecion de residuos téxicos y nitrogenados. La regulacién del equilibrio &cido-
basico e hidroeléctrico, ocasionaron complicaciones propias del sindrome urémico,
manifestandose mediante alteraciones digestivas, hematoldgicas,
cardiovasculares, neurolégicas y metabdlicas. La IRC causa diversas
enfermedades cronico degenerativas, fendbmeno que ocurre de manera similar en
todo el mundo, si no se trata conduce lamentablemente a la muerte (Kidney,
2002).

En México se ha demostrado un incremento importante en la prevalencia de la
IRC, los ultimos datos establecidos por el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), estiman una incidencia de 52,000 pacientes en terapias sustitutivas, de los
que el 80% se atienden en esta institucion. Se registré un incremento de 92
pacientes por millon de habitantes (ppmh) en el afio 1999 a 400 ppmh en el afio
2008 (Martinez, 2011). Las causas de la IRC se pueden agrupar en enfermedades
vasculares, glomerulares, tubulo intersticiales y uropatias obstructivas.
Actualmente en nuestro pais la etiologia mas frecuente es la diabetes mellitus,
siendo la responsable del 50% de los casos de enfermedad renal, seguida por la
hipertension arterial y las glomerulonefritis. México es uno de los paises con
mayor ocurrencia de diabetes mellitus en el mundo. La demanda de atencion
hospitalaria por diabetes mellitus en el IMSS, medida segun los egresos
hospitalarios para el periodo 2004 a 2010 ha permanecido constante,
representando el 74.7%. Es comun después de los 40 afios de edad, alcanzando
su frecuencia maxima a los 60 afios y se estima que para el afio 2030 incremente
dicho porcentaje entre un 86 a un 93% (Castro et al., 2012).

El trasplante renal constituye la mejor alternativa de tratamiento para el paciente

urémico crénico, sin embargo, no a todos los pacientes se les puede realizar el
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trasplante renal, por lo que la insercion de catéteres vasculares representa otra
alternativa para el tratamiento de la IRC, lamentablemente constituye un factor de
riesgo para contraer infecciones (Marschall, 2008). A pesar de su gran utilidad en
los hospitales, su uso no esta exento de posibles infecciones bacterianas, la
colonizacion en catéteres puede estar presente desde las primeras 24 h, la
contaminacion puede ser a partir de la flora y/o piel del paciente, su inoculacién
puede predominar en menos de 10 dias de su insercion, ocupando un 80% de los
casos (Barbara et al., 2004). Debido a lo anterior se han realizado cultivos en
catéteres y/o en piel con el propésito de determinar la presencia bacteriana, y se
ha descrito que estafilococos coagulasa negativa presenta la mayor frecuencia
(30-40%), siendo Staphylococcus aureus la mas cuantiosa (5-10%), seguida de
Enterococcus ssp, (4-6%) y finalmente Pseudomonas aeruginosas con un 3 a un
6% (Widmer, 1997).

La bacteriemia causada por S. aureus en catéter (CRSAB) es una de las
infecciones mas graves en todo el mundo que puede ocasionar complicaciones en
los pacientes hospitalizados durante la terapia, como es la endocarditis,
tromboflebitis séptica, infeccibn metastasica y la muerte (Park et al., 2012),
estudios recientes demuestran que del 12 al 24% de los pacientes son infectados
por bacteriemia causada por S. aureus (Eck et al., 2012).

Una vez colonizada la superficie interna o externa del catéter S. aureus produce
un biofilm o biopelicula que se adhieren a la superficie celular acumulandose para
la formacion de grupos celulares de capa multiple, las bacterias proliferan
produciendo exopolimeros dentro de la biopelicula proporcionando una alta
resistencia a los agentes antimicrobianos (Go6tz, 2002). El desarrollo de estas
biopelicula en la superficie de los catéteres durante las primeras dos semanas
después de la colocacion, procede a la migracion de las bacterias en el torrente
sanguineo. Existen varias estrategias y evaluaciones clinicas para la prevencion

de las infecciones en catéter ocasionadas por S. aureus (Alvarez et al; 2010).
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1.4. Resistencia antimicrobiana.

Hoy en dias las cepas de S. aureus presentan un amplio rango de resistencia a
diversos antibioticos y se pueden encontrar cepas multirresistentes (Cuadro 2). La
adquisicion de dicha resistencia se debe al intercambio de manera horizontal de
genes que son transportados por elementos genéticos moéviles como son los
plasmidos, transposones y secuencias de insercién (Deurenberg et al., 2007).

A principios de los afios 40 la introduccion de la penicilina para el tratamiento de
las infecciones causadas por S. aureus disminuyé la frecuencia, sin embargo diez
afios después de su utilizacion se reportaron elevados porcentajes de resistencia
bacteriana a este antimicrobiano (Speller et al., 1997). En 1959 se sintetizaron en
Europa otros antibioticos para contrarrestar las infecciones ocasionadas por S.
aureus, uno de estos fue un derivado semisintético de la penicilina denominado
meticilina, y después de un afio se detectd la primera cepa resistente (methicillin
resistant S. aureus; MRSA). Cuatro afios después se reportd el primer brote
nosocomial causado por cepas MRSA, desde entonces se han notificado cepas de
S. aureus meticilinorresistentes en todo el mundo (Hiramatsu et al., 1998). Dicha
resistencia a meticilina se debe a la adquisicion del gen mecA, el cual no es
endoégeno de esta bacteria y se encuentra integrado en el cromosoma ma. El gen
mecA codifica para una proteina de unidn a la penicilina (PBP2A) la cual presenta
baja afinidad para los antibiéticos B-lactdmicos (Sauer et al., 2008).

El sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales (National
Nosocomial Infectious Surveillance System, NNIS) de EUA determiné que en
pacientes hospitalizados la prevalencia de las cepas MRSA en el 2001 fue de un
80%. Esta prevalencia se debe a las variaciones geograficas y periddicas
(Edmond et al., 2001). Estudios en México sobre la prevalencia de cepas de
MRSA en el hospital de pediatria del Centro Médico Nacional, siglo XXI-IMSS,
reportan que la frecuencia de cepas MRSA se ha incrementado del 7% al 30% en
el periodo de 1997 a 2001 (Velazquez et al., 2004).

Debido a la resistencia a la meticilina por las cepas de S. aureus, se introdujo la
vancomicina a principios de los afios 90 como unico antibidtico efectivo contra S.

aureus, pero en el 2002 se detectaron las primeras cepas resistentes a este
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antibiotico (vancomycin resistant S. aureus VRSA). Actualmente se analizan
nuevas alternativas para combatir a este microorganismo, tales como la
telavancina, dalbavancina, tigeciclina, daptomicina, linezélido y la quinupristina-
dalfopristina. Se espera que algunos de estos antibiéticos en estudio sirvan para

controlar las infecciones ocasionadas por S. aureus (Wilcox, 2003).
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Cuadro 2. Principales antibioticos de resistencia en cepas de S. aureus
(Tomado de Bustos et al., 2006).

Antibiético Genesde Producto del Mecanismo de resistencia Localizacién
resistencia gen
Penicilina blaz B-lactamasa Hidrolisis enzimatica del Plasmidos: Tn552
nucleo B-lactamico
B-lactamicos mecA PBP2a Afinidad reducida al Cromosoma SSC-
antibiotico mec: Th4291
Aminoglicosidos | aacA-aphD | Acetiltransferasa, [ Modificacion por acetilacién Cromosoma:
fosfotransferasa o fosforilacion plasmidos: Tn4001,
Tn5404, Tn5405
Macrdlidos, ermA, Acarreadores Bomba de expulsion.
lincosamidas ermB, ermC ABC, Modificacién por acetilacién Plasmidos
Acetiltransferasa
Tetraciclinas tetK, tetL, Sistemas clase Bombas de expulsion
tetM K,LyM proteccién ribosomal Plasmidos, Tn916
Rifampicina rif RNA polimerasa | Mutacién en la subunidad Cromosoma
del RNA polimerasa
Acido fusidico fusA, fusB Factor de Alteracién del factor de
elongacion G elongacion G Plasmidos
Quinolonas par Componente
ParC de la Mutacioén en la subunidad A
topoisomerasa de la girasa y topoisomerasa Cromosoma
gyrA o gyrB | IV componentes \Y)
GyrA o GyrB de
la girasa
Mupirocina mMupA Isoleucil tRNA Produccién de una isoleucil
sintetasa tRNA sintetasa modificada Plasmidos
Trimetoprim- dfrA Dehidrofolato Afinidad reducida de la Cromosoma
sulfametoxazol reductasa DHFR
sula (DHFR) Sobreproduccion de acido p- | Cromosoma: Tn4003
dehidropteroato aminobenzoico
sintasa
Glicopéptidos van Peptidoglicano Se atrapa la vancomicina en
alterado D-Ala- la pared celular. Sintesis de Cromosoma:
D-Lac un dipéptido que reduce la Plasmidos: Tn1546.
afinidad de la vancomicina
Oazolidinonas rm rRNA 23S Mutacién en el dominio V del
rRNA 23S, interfiere con la Cromosoma
unién ribosomal
Quinupristina Q: ermA, Metilasa Reduce la afinidad a la
dalfopristina (Q- ermB, emC ribosomal subunidad ribosomal 23S
D) Cromosoma:
Acetiltransferasa | Modificacion enzimatica de la Plasmidos
D: vat, vatB dalfopristina
Cloramfenicol cat rRNA 50S Modificacion por
acetiltransferasa Plasmidos
Fosfomicina fosB Glutation S Modificacion en la sintesis de
Transferasa N-ac etil muramico Plasmidos
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2.

ANTECEDENTES

1. Mehrotra y colaboradores en el 2000, describieron la técnica de PCR

multiplex como una técnica confiable en la biologia molecular. Ellos
analizaron 107 cepas de Staphylococcus aureus aisladas de narinas, todas
estas presentaron el gen mecA. También detectaron los genes que codifican
para toxinas extracelulares, encontrando que la frecuencia del gen tst fue del
24.3%, seguido por sea con el 19.6%, seb conel 5.6%, seb conel 7.5% vy

el porcentaje mas bajo fue para el gen sed con el 1%.

. Peacock y colaboradores en el 2002, analizaron 178 cepas de S. aureus

aisladas de narinas de pacientes donantes de sangre, recolectados durante
un afo en los hospitales de Oxford, Reino Unido. En este estudio se
analizaron 14 toxinas y se reportd una alta frecuencia para los genes hlg
(89%), seg (64%) y sei (60%), los genes que presentaron menor frecuencia
en este estudio fueron sed (9%), etb (6%) y pvl (2%), para el caso del gen
see la frecuencia fue nula. Ademas se reportaron 46 diferentes

combinaciones de los genes que codifican toxinas.

. Campbell y colaboradores en el 2008 aislaron y compararon

microbiolégicamente 90 cepas de Staphylococcus aureus, en pacientes con
skin structure infections (cSSSI) de once sitios de los Estados Unidos (56
aislamientos) y siete de Sudafrica (34 aislamientos), en éstas cepas se
identific6 el SCCmec (Staphylococcus cassette chromosome mec) y la

presencia de 31 genes de virulencia.

. Hamdan y colaboradores en el 2010 analizaron 1,243 cepas de la comunidad

mexicana, de las cuales 743 (59.8%) fueron de pacientes asintomaticos,
encontrando que el 39.8% de estas cepas fueron de origen nasal y de
garganta, 165 (22.2%) de portadores nasales exclusivos y 282 (38%) de
portadores exclusivos de garganta. Se reportd una alta resistencia de las
cepas de S. aureus a la penicilina (91.1%), eritromicina (23.1%), tetraciclina
(15.5%), cefalotina (7.1%) vy clindamicina (6.2%), otros agentes

antimicrobianos analizados fueron ciprofloxacina, fosfomicina, trimetoprim-
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sulfametoxazol y gentamicina, que presentaron una resistencia menor del
2%. Para vancomicina no se encontro resistencia alguna.

5. Deboye y colaboradores en el 2013 analizaron 61 cepas de S. aureus en
pacientes quirurgicos hospitalizados de la universidad de Obafemi Awolowo,
todas las cepas fueron positivas para el gen mecA. De las 61 cepas de S.
aureus, 48 se aislaron de narinas y el resto se aisldé de la piel de dichos
pacientes. Se identificaron 15 genes que codifican toxinas, el gen hlg se
identificd en casi todas las cepas analizadas (99%), seguido de las
enterotoxinas seg-sei con el 42.6% vy la leucocidina pvl con el 41%. Las
toxinas identificadas con menor frecuencia entre las cepas de S. aureus
fueron etd y sej con el 1.6% vy finalmente la toxina etb no se presentd en
ninguna de las cepas de S. aureus.

20



Nalleli Padilla Navarrete

3. JUSTIFICACION

Debido a que actualmente en nuestro pais no se han caracterizado genéticamente
las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de catéteres y de narinas en
pacientes sometidos a hemodidlisis, el propdsito de este estudio fue identificar los
genes que codifican toxinas, asi como establecer las diferentes combinaciones de
asociacion de estos genotipos en cepas de S. aureus aisladas de las narinas y de

los catéteres de pacientes con insuficiencia renal crénica.
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4. OBJETIVOS

41. General.

» Caracterizar los genes que codifican toxinas en cepas de S. aureus aisladas e

catéteres y narinas de pacientes con insuficiencia renal cronica.

4.2. Particulares.

» Detectar el gen mecA que codifica la resistencia a la meticilina en el grupo de
cepas de S. aureus aisladas de los catéteres y de las narinas.

» Determinar la frecuencia de los genes que codifican toxinas en las cepas de S.
aureus.

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

insuficiencia renal crénica.
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5. METODOLOGIA

5.1. Pacientes estudiados

Se seleccionaron 112 pacientes con infeccion en el sitio de insercion del catéter
tipo Mahurkar durante su asistencia al servicio de hemodialisis de las siguientes
intituciones: Hospital General Regional 72 del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), Unidad Médica Ambulatoria (UMAA) n° 199, Hospital Regional n° 196
Aragén (HRA) y del Instituto de Seguridad Social del Estado de México y
municipios (ISSEMyM) Satélite, ubicados en el Edo. de México. El tamafio de la
muestra se eligio de acuerdo a lo establecido por el teorema central del limite
(Scheaffer at al., 1987) Los signos de infeccion se caracterizaron con la presencia
de eritemas, inflamaciones, dolores y en algunos casos supuraciones de color

amarillo-verdoso en los pacientes.

5.2. Toma de muestra

Después de obtener el consentimiento informado de cada paciente, la toma del
inoculo se realizé de la parte terminal del catéter mediante hisopos estériles. Las
muestras se depositaron en el medio de transporte Stuart, y se trasladaron al
Laboratorio de Andlisis Clinicos de la Clinica Universitaria de la Salud Integral
(CUSIl) de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala (FESI), UNAM.
Posteriormente las muestras se inocularon en el medio liquido de Infusion-
Cerebro-Corazén (BHI) (Bioxon, México) y se incubaron a 37°C por 24 h. Al
término, el crecimiento bacteriano se cultivd en placas de agra nutritivo (Bioxon,
México), suplementadas con 5% de sangre de carnero y agar S110 (Bioxon,

México) las cuales se incubarona 37°C por 24 h.

5.3. Identificacion bioquimica
A partir de los cultivos puros y de acuerdo con los protocolos microbiolégicos
estandar, se tomaron 5 colonias, a estas se les realizd la tincion Gram, la prueba

de la coagulasa y la prueba del manitol en tubo (Bioxon, México). Las cepas S.
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aureus ATCC 33592 fue utilizada como control positivo y la cepa Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 como control negativo.

5.4. Extraccion de ADN bacteriano para los ensayos de PCR

Para la extraccion del ADN bacteriano las cepas de S. aureus fueron crecidas en
placas de agar S-110 a 37°Cdurante 24 horas. Al término de este tiempo se
tomaron varias colonias por medio un asa estéril y se depositaron en un tubo de
13 x100 con 2 ml de agua desionizada estéril. Se agité en un vortex durante 30
segundos y se coloc6é a bafio maria durante 20 minutos. Posteriormente el tubo
con la muestra fue colocado en hielo por 10 minutos. Finalmente la muestra se
centrifug6 a 14 000 rpm durante 10 minutos, y el sobrenadante (contenia el ADN)

se transfiri6 a otro tubo estéril y se guarddé a -20°C hasta su utilizacion.

5.5. Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR

Las cepas de S.aureus se identificaron por PCR punto final mediante la deteccion
de los marcadores cromosomicos femA, femB (Kobayashi et al., 1994) y nuc
(Nashev et al., 2004) (Cuadro 3). Para la amplificacién por PCR de cada gen por
separado se utilizaron las perlas PuRetaq™ Ready-To-Go™ PCR (GE
Healthcare), que contenian 1.5 mmol de MgCl, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y
100 mmol de dNTPs, para un volumen final de 25 ul por mezcla de reaccion; 1 pl
de cada oligonucledtido (Integrated DNA Technologies) a las concentraciones de
180 pmol para femA y femB; y de 10 pmol para nuc, 20 pl de agua estéril libre de
nucleasas y 3 pl (100 ng) de ADN molde. La amplificacién del ADN se realiz6 en
un Termociclador modelo CGI-96, bajo las siguientes condiciones para femA y
femB: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 25 ciclos (desnaturalizacion a
94°C por 1 minuto, alineacion a 57°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 1
minuto). Finalmente la extension final fue de 10 minutos a 72°C. Se utilizd6 como
control positivo la cepa de S. aureus ATCC 33592 y como control negativo la cepa
de S. epidermidis ATCC 35984.
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Cuadro 3. Oligonucledétidos utilizados para la identificacion de S. aureus
(Tomado de Kobayashi et al., 1994 y Nashev et al., 2004)

Nombre del Tamafio del
primer amplicon (pb)
Secuencia 5-3 Referencia

FemAF AGACAAATAGGAGTAATGAT.
FemAR AAATCTAACACTGAGTGATA. 509

FemBF TTACAGAGTTAACTGTTACC. Kobayashi et al., 1994
FemBR ATACAAATCCAGCACGCTCT. 651

NucF GCGATTGATGGTGATACGGTT.

NucR ACGCAAGCCTTGACGAAC 279 Nashev et al., 2004

TAAAGC.

5.6. Deteccion del gen que confiere resistencia a meticilina (mecA)

Para detectar a mecA por PCR se utilizaron las peras PuRetag™ Ready-To-Go ™
PCR (GE Healthcare) (1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100
mmol de dNTPs), en un volumen final de 25 pl por mezcla de reaccion; 1 ul de
cada oligonucledtido (Integrated ADN Technologies; Cuadro 4) a la concentracion
de 5 pmol (Geha et al., 1994), 18 ul de agua estéril libre de nucleasas y 3 pl (100
ng) de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 10 ciclos
(desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineacion a 66°C por 45 segundos y
extension a 72°C por 60 segundos). Posteriormente 5 ciclos (desnaturalizacién a
94°C por 45 segundos, alineacién a 64°C por 45 segundos y extension a 72°C por
60 segundos) y 25 ciclos (desnaturalizacién a 94°C, 45 segundos, alineacion a
50°C, 45 segundos y extension a 72°C, 60 segundos). Finalmente la extension se

prolongé por 10 minutos a 72°C.
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Cuadro 4. Oligonucledétidos utilizados para amplificar el marcador mecA.
(Tomado de Geha et al., 1994)

Tamafio del
amplicén
Nombre del Secuencia 5-3 (pb) Referencia
oligonucleétido
MecAF 5 GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 310 Gehaetal.,
1994,
MecAR 5 CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA

5.7. Deteccion de los genes que codifican toxinas en cepas de S. aureus

por PCR convencional y multiplex .
Los oligonucledtidos (Cuadro 5) y las condiciones de PCR multiplex y
convencional utilizadas fueron las descritas por Campbell y colaboradores en el
2008. El volumen de las mezclas de reaccion para la PCR multiplex de los genes
sea, seb, sec, sed, see, etb y tst fue de 25 pl; 3 pl de ADN molde, 8 pl de agua
libre de nucleasa estéril, 1 ul de cada oligonucleétido a la concentracion de 20
pmol, 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTag polimerase y 100 mmol de dNTPs
(PuRetaq"™Ready-To-Go ™ PCR beads). Las condiciones de amplificacién fueron
las siguientes: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 15 minutos, seguida de 32
ciclos a 95 °C por 60 segundos, 60 °C por 1.3 minutos y 72 °C por 60 segundos.
Finalmente se realiz6 una extension final a 72°C por 10 minutos y un
mantenimiento final a 4°C. Para la PCR convencional el volumen final de reaccion
fue de 25 plI; 3 pl de ADN molde, 20 pl de agua libre de nucleasa estéril, 1 pl de
cada oligonucleétido a la concentracion de 20 pmol. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: 95 ° durante 5 minutos, seguida de 35 ciclos a
95°C por 60 segundo, 60°C durante 60 segundos y 72°C por 60 segundos.
Finalmente se realizd una extensién final a 72°C por 10 minutos y se mantuvo a
4°C.
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5.8. Analisis de los amplicones por electroforesis en geles de agarosa
Después de la amplificacion del ADN, 10 microlitros de cada muestra fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2%, bajo las siguientes
condiciones: 120 volts, 94 miliamperes por 120 minutos. Los geles fueron tefiidos
con bromuro de estudio (C21H20BrN3) y fotografiados baja luz UV utilizando el
sistema de fotodocumentaciéon GEL LOGIC 100 (KODAK).
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Cuadro 5. Oligonucleétidos utilizados en la deteccion de los genes que codifican
toxinas por PCR y en las cepas de S. aureus

Gen

eta

etb

hlg

pvl

sea

seb

sec

sed

see

seg

seh

sei

s€j

tst

Descripcion
del
oligonucleétid
0

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Forward
Reverse

Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse

Forward

Reverse

(Tomado de Campbell et al., 2008).
Secuencia del primer (5-3")

CGCTGCGGACATTCCTACATGG
TACATGCCCGCCACTTGCTTGT
GAAGCAGCCAAAAACCCATCGAA
TGTTGTCCGCCTTTACCACTGTGAA
TTGGCTGGGGAGTTGAAGCACA
CGCCTGCCCAGTAGAAGCCATT
TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT
TCTGCCATATGGTCCCCAACCA
TTGCAGGGAACAGCTTTAGGCAATC

TGGTGTACCACCCGCACATTGA

GACATGATGCCTGCACCAGGAGA
AACAAATCGTTAAAAACGGCGACACAG
CCCTACGCCAGATGAGTTGCACA
CGCCTGGTGCAGGCATCATATC
GAAAGTGAGCAAGTTGGATAGATTGCGGCTAG
CCGCGCTGTATTTTTCCTCCGAGAG
TGCCCTAACGTTGACAACAAGTCCA
TCCGTGTAAATAATGCCTTGCCTGAA
TGCTCAACCCGATCCTAAATTAGACGA
CCTCTTCCTTCAACAGGTGGAGACG
CATTCACATCATATGCGAAAGCAGAAG
GCACCAATCACCCTTTCCTGTGC
TGGAGGGGCCACTTTATCAGGA
TCCATATTCTTTGCCTTTACCAGTG
CTCCCTGACGTTAACACTACTAATAACCC
TATGGTGGAGTAACACTGCATCAAAA
AGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAA

CCAATAACCACCCGTTTTATCGCTTG

Tamarfio del

amplicon (pb)

676
676
419
419
306
306
894
894
252

252

355
355
602
602
830
830
532
532
117
117
358
358
220
220
432
432
306

306

28



Nalleli Padilla Navarrete

6. RESULTADOS

6.1. Pacientes estudiados

A partir de los 112 pacientes del servicio de hemodialisis con infeccion en el sitio
del catéter tipo Mahurkar estudiados, Unicamente fueron positivos para S. aureus,
dentro de los cuales el 54.55% (n=30) fueron del sexo masculino y el 45.45% (n=

25) fueron del sexo femenino (Figura 1).

@ Mujeres B Hombres

54.55%
(n=30)

Figura 1. Distribucion de los pacientes por sexo.

La distribucion de los pacientes por edad se aprecia en la figura 2. El grupo de
edad con mayor frecuencia fue el de 51 a 60 afios (29.09%, n=16), seguidos por el
grupo de 31 a 40 afios (20.02%, n=11), 21 a 30 afios (16.36%, n=9), 41 a 50 afios
(14.54%, n=/8). Finalmente los grupos de edades con frecuencia menor fueron de
71 a 80 afios (9.09%, n=5), los grupos de 15 a 20 afios y de 61 a 70 afios (5.45%,
n=3).
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Figura 2. Distribucién de los pacientes por edad.

En la grafica 3 se aprecia la procedencia de los pacientes estudiados. El Hospital
General Regional niumero 72 del IMSS presentd un 43.63% (n=24), seguido del
Hospital General Regional nimero 196 Aragén con el 23.63% (n=13), ISSEMYM
18.20% (n=10) y 14.54% (n=8) la Unidad Médica de Atencion Ambulatoria (UMAA)

numero 199.

14.54% (n=8)

18.20% (n=10)

@ Clinica72
EClinicade
Aragon
OISSEMyN
EUMAA

43.63% (n=24)

23.63% (n=13)

Figura 3: Procedencia de los pacientes por hospital

Figura 3. Procedencia de los pacientes por hospital.
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6.2. Causas dela IRC de los pacientes estudiados

En el cuadro 6 se aprecian las diferentes causas de la Insuficiencia Renal Cronica

(IRC) de los pacientes estudiados. En la mayoria de los pacientes (52.74%, n=29)

no se logro establecer la causa original de la IRC,

la Diabetes Mellitus fue la

etiologia principal que origind la IRC (23.63%, n =13) de los pacientes, seguido

por la glomerulonefritis (12.72%, n=7) y

la hipertension arterial (3.63%, n=2).

Finalmente las etiologias con menor frecuencia fueron la poliquistosis renal, la

IRC secundaria a vejiga neurogénica y la preclampsia (1.81%, n=1).

Cuadro 6. Origen de la insuficiencia renal cronica de los pacientes.

ETIOLOGIA No %
No determinada 29 52.74%
Diabetes mellitus 13 23.63%
Glomerulonefritis 7 12.72%
Hipertension 2 3.63%
Ploliquistosis renal 1 1.81%
IRC secundaria a vejiga neurogénica 1 1.81%
Nefritis lUpica 1 1.81%
Preclampsia 1 1.81%
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6.3. Identificacion de S. aureus

Staphylococcus aureus fue identificado por ser positivo para las pruebas del
manitol y la coagulasa, y por PCR convencional mediante la deteccién de los
marcadores cromosémicos femA, femB y nuc (Fotografial-3). De los 112
pacientes con infeccion en los catéteres, la especie de S. aureus se identificé en
el 49.1% (n = 55) y el 50.9% (n=57) restante correspondié a S. epidermidis. A
partir los 55 pacientes con S. aureus en los catéteres, 38 de ellos también

presentaron S. aureus en las narinas (69%).

651pb —

100 pb —»

Fotografia 1. Deteccion por PCR convencional de femA en S. aureus. Carril 1, Control
negativo (S. epidermidis ATCC 35984); Carril 2, MW M 100 pb-ladder; Carril 3, control
positivo (S. aureus ATCC 33592); Carriles 4-8, femA (amplicon de 651 pb) en cepas de
S. aureus.
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27Spb —»

100 pb —»

Fotografia 2. Deteccion por PCR convencional de femB en S. aureus. Linea 1, control
negativo (S. epidermidis ATCC 35984). Linea 2; control positivo (S. aureus ATCC 33592). Linea 4;
MWM 100 pb-ladder. Linea 3,5-8, femB (amplicon de 509 pb) en cepas de S. aureus

S09 pb —»

100 pb —»

Fotografia 3. Deteccién por PCR convencional de nuc en S. aureus. Linea 2, control
positivo (S. aureus ATCC 33592). Linea 3 control negativo (S. epidermidis ATCC 35984).
Linea 5, MWM 100 pb-ladder. Linea 1, 2,4, 6-8, nuc (amplicén de 279 pb) en cepas de S.

aureus.
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6.4. Deteccion del gen mecA

El gen mecA (Figura 4) se detectd en 81.8% (n=45) de las cepas de S. aureus
aisladas de catéteres de los 55 pacientes estudiados. De estos 55 pacientes solo
fue posible estudiar las cepas aisladas de narinas de 38 de ellos detectando al gen

mecA en el 100% (n=38) de las cepas (Fotografia 4).

n=38

2

80

60

40

N -0 3IMDMCCOM®= TN

20

o
o~
S—

Catetéres Narinas
Cepas

Figura 4. Deteccion del gen mecA en las cepas de S. aureus estudiadas.
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Fotografia 4. Deteccion por PCR convencional de mecA en S. aureus. Carril 1, control
positivo (S. aureus ATCC 33592), Carriles 2,3, 5-7 mecA (amplicon de 310 pb) en las cepas de
S. aureus, Carril 4, MWM 100 pb-ladder, Carril 8, control negativo (sin ADN molde).

6.5. Deteccién de los genes que codifican toxinas por PCR convencional

y multiplex en las cepas de S. aureus aisladas de catéteres y narinas.
En este estudio se determind la frecuencia de 14 genes que codifican toxinas en
las cepas de S. aureus (Cuadro 7 y Fotografias 5-10). La frecuencia de los genes
detectados en las cepas aisladas de catéteres fueron; hlg con el 96.3% (n=53),
seguido por sei con el 94.5% (n=52), seg con el 89.0% (n=49), seh con el 78.1%
(n=43), sea con el 47.2% (n=26), eta con el 40% (n=22), see con el 27.2%
(n=15), seb, etb y tst con el 23.6% (n=13),en cada caso, sed con el 10.9% (n=6) y
sec con el 5.4% (n=3). Los genes pvl y sej no fueron detectados en ninguna de
las cepas. Las frecuencia de los genes detectados en las cepas aisladas de las
narinas fueron; hlg con el 100% (n=38), seg con el 97.3% (n=37), sei con el 89.4%
(n=34). sec, eta, y seh con el 10.5% (n=4), en cada caso, sea, seb, y pvl con el
7.8% (n= 3), see y etb con el 5.2% (n=2), sed con el 2.6% (n=1) y finalmente tsty

sej no se identificaron en ninguna de las cepas de narinas (Figura 5).
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Figura 5. Comparacioén de los genes que codifican toxinas en las cepas de S. aureus

aisladas de catéteres y narinas

Cuadro 7: Porcentaje de los genes que codifican toxinas en las cepas de S. aureus
aisladas de los catéteres y narinas de los pacientes con insuficiencia renal cronica.

Catéter Narinas
Toxinas (n=55) Toxinas (n=38)
No. % No. %
hig 53 96.3% hig 38 100%
sei 52 94.5% seg 37 97.3%
seg 49 89.0% sei 34 89.4%
seh 43 78.1% seh 4 10.5%
sea 26 47.2% sec 4 10.5%
eta 22 40.0% eta 4 10.5%
see 15 27.2% sea 3 7.8%
seb 13 23.6% seb 3 7.8%
etb 13 23.6% pvl 3 7.8%
tst 13 23.6% see 2 5.2%
sed 6 10.9% etb 2 5.2%
sec 3 5.4% sed 1 2.6%
pvl 0 0% tst 0 0%
sej 0 0% sej 0 0%
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sed 830 pb.
eta 676 pb.

sec 602 pb.
see 532 pb.
etb 419 pb.
seb 355 pb.

tst 306 Bg

——

sea 252

:
t

100 pb.

Fotografia 5. Deteccién por PCR Multiplex de los genes que codifican toxinas en las cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de catéteres de pacientes con Insuficiencia Renal Cronica.
Linea 1: Deteccion del gen seb (355 pb el amplicon). Linea 2: sea (252 pb el amplicon) y tst (306 pb el
amplicon). Linea 3: sea (252 pb el amplicdn), etb (419 pb el amplicén), sec (602 pb el amplicén) y sed
(830 pb el amplicon). Linea 4: sea (252 pb el amplicén), etb (419 pb el amplicén) y sec (602 pb el
amplicon). Linea 5: MW M 100 pb-ladder. Linea 6: Control positivo (S. aureus ATCC 25923) sea (252 pb
el amplicén), tst (306 pb el amplicdn), seb (355 pb el amplicén), etb (419 pb el amplicén) y see (532 pb
el amplicon). Linea 7: Control positivo (S. aureus ATCC 33592), sea (252 pb el amplicon), tst (306 pb el
amplicén), seb (355 pb el amplicon), etb (419 pb el amplicén), see (532pb) y sed (830pb). Linea 8:
Control negativo (sin ADN).

hig 306 pb.

100 pb.

Fotografia 6. Deteccion del gen hlg (306 pb el amplicon) en las cepas de Staphylococcus aureus
de pacientes con Insuficiencia Renal Crénica. Linea 1-4: cepas de S. aureus aisladas de catéteres.
Linea 5: MWM 100 pb-ladder. Linea 6: Control positivo (S. aureus ATCC 25923). Linea 7: Control

positivo (S. aureus ATCC 33592) y Linea 8: Control negativo (sin ADN).
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pvi894 pb. ——

100 pb. ——

Fotografia 7. Deteccion del gen pvl (894 pb el amplicén) en las cepas de Staphylococcus
aures de pacientes con Insuficiencia Renal Croénica. Linea 4: cepas de S. aureus aisladas de
narinas. Linea 5: MW M 100 pb-ladder. Linea 6: Control positivo (S. aureus ATCC 25923). Linea 7:
Control positivo (S. aureus ATCC 33592) y Linea 8: Control negativo (sin ADN).

seg 117 pb.
100 pb. —

Fotografia 8. Deteccion del gen seg (117 pb el amplicdén) en las cepas de Staphylococcus
aureus de pacientes con Insuficiencia Renal Crénica. Linea 1-3 y 5: Cepas de S. aureus aisladas
de catéteres. Linea 4: MPM 100 pb. Linea 6: Control positivo (S. aureus ATCC25923). Linea 7:
Control positivo (S. aureus ATCC33592) y Linea 8: Control negativo (sin ADN).



Nalleli Padilla Navarrete

seh 358 pb. ——

100 pb. —

Fotografia 9. Deteccion del gen seh (358 pb el amplicon) de las cepas de Staphylococcus
aures de pacientes con Insuficiencia Renal Croénica. Linea 1- 4: cepas de S. aureus aisladas de
narinas. Linea 5: MWM 100 pb-ladder. Linea 6: Control positivo (S. aureus ATCC 25923). Linea 7:
Control positivo (S. aureus ATCC 33592) y Linea 8: Control negativo (sin ADN).

5€1220 pb. ——
100 pb. ——

Fotografia 10. Deteccion del gen sei (220 pb el amplicon) en las cepas de Staphylococcus
aureus de pacientes con Insuficiencia Renal Cronica. Linea 1- 4: cepas de S. aureus aisladas
de narinas. Linea 5: MWM 100 pb-ladder. Linea 6: Control positivo (S. aureus ATCC 25923). Linea
7: Control positivo (S. aureus ATCC 33592) y Linea 8: Control negativo (sin ADN).
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6.6. Diferentes combinaciones de genes encontradas en cepas de S.
aureus aisladas de catéteres y de narinas.
Se obtuvieron 23 combinaciones diferentes de los genes que codifican toxinas en
las 55 cepas de S. aureus provenientes de los catéteres y 10 combinaciones
diferentes en las 38 cepas de S. aureus provenientes de narinas (Cuadro 8). Para
las cepas de catéteres, el patron No. 3 conformado por los genes hlg, seg, seh y
sei se identifico en el 25.4% (n = 14), seguido por el patréon No.l1 (sea, seb, eta,
hilg, seg, seh, sei) con el 7.2%identificado (n=4).También se observa que se
encontraron 10 patrones diferentes (14-23) representados por una sola cepa en
cada caso. En las cepas de S. aureus aisladas de narinas, el patron 1 (hlg, pvl,
seg, seh, sei) se identific en el 68.4% (n = 26), seguido por el patrén 4 (hlg, seg,
seh, sei) con el 7.8% (n = 3). Finalmente se encontraron 5 patrones diferentes (6-

10) con una cepa en cada caso.
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Cuadro 8. Diferentes combinaciones de genes que codifican toxinas en cepas de S.

aureus aisladas de catéteres y narinas de pacientes de hemodidlisis

No. de | Combinacion de genes| Catéter No. de | Combinacién de genes| Narinas
patrén | que codifican toxinas (n=55) patrén | que codifican toxinas (n=38)
en cepas de S. aureus| No. % en cepas de S. aureus| No. %
1 sea, seb, eta, hlg, seg,| 4| 7.2% 1 hlg, pvi, seg, seh, sei 26| 68.4%
seh, sei
2 sea, eta, tst, hlg, seg,| 2| 3.6% 2 sea, seb, sec sed, see| 1| 2.6%
seh, sei eta, eta hlg, seg, sei
3 hlg, seg, seh, sei 14| 25.4% 3 eta, hlg, seg, sei 2| 5.2%
4 sea, see, eta, eth, tst|] 3| 5.4% 4 hlg, seg, seh, sei 3| 7.8%
hlg, seq, seh, sei
5 eta, hlg, seg, sei 3| 5.4% 5 sea, seb, sec, see, etbh| 1| 2.6%
hig, seg
6 sea, seb, sed, see, eta] 2| 3.6% 6-10 | Otras combinaciones 51 13.1%
etb, hlg, seg, sei
7 sea, see, tst, hlg, seg| 2| 3.6%
seh, sei
8 sea, seb, see, hlg, seg,| 3| 5.4%
seh, sei
9 sed, seb, hlg, seg, seh| 2| 3.6%
sei
10 sea, tst, hlg, seg, seh| 3| 5.4%
sei
11 sea, sec, see, eta, etb] 2| 3.6%
tst, hlg, seg, seh, sei
12 eta, hlg, seg, seh, sei 3| 5.4%
13 sea, seb, sed, see, etb| 2| 3.6%
hlg, seg, sei
14-23 | Otras combinaciones 10| 18.1%
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Discusién
7.1. Pacientes analizados

En este trabajo se estudiaron las cepas de S. aureus aisladas de 55 pacientes
con Insuficiencia Renal Cronica (IRC) infectados, de los cuales 30 fueron hombres
y 25 fueron mujeres (Figura 1). El grupo de edad mas frecuente fue el de 51 a 60
afios (Figura 2) y la principal causa de la IRC de estos pacientes fue la diabetes
mellitus (23.63%, n=13) y la glomerulonefritis (12.72%, n= 7) (Cuadro 6). La IRC
se encuentra entre las primeras 10 causas de mortalidad general en el IMSS,
estos datos concuerdan con lo reportado por Méndez y colaboradores en el 2010
quienes analizaron los aspectos epidemiolégicos de 10,921 pacientes de 127
hospitales generales de 21 estados de la Republica Mexicana con IRC vy
observaron que el sexo masculino es quien presenta mayor frecuencia (55%,
n=5,600) que las mujeres (49%, n=5,545) y el rango de edad prevalente fue de 40
a 69 afos, siendo la diabetes y la glomerulonefritis las principales causas de la
IRC en estos pacientes, ademas la infeccion por S. aureus se encuentra entre las
principales complicaciones de esta enfermedad (Méndez et al., 2010).
Recientemente en nuestro pais se ha incrementado la diabetes, debido a
complicaciones metabdlicas, vasculares y neuroldgicas del paciente (Escobedo &
Rico, 1996). Se ha estimado que para el afio 2030 existiran 366 millones de
diabéticos (Wild, 2004).

7.2. Identificacion de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus fue identificado por ser positivos para las pruebas del
manitol y la coagulasa, y por PCR convencional mediante la deteccién de los
marcadores cromosémicos femA, femB y nuc (Fotografial-3). De los 112
pacientes con infeccion en los catéteres, la especie de S. aureus se identifico en
el 49.1% (n = 55) y el 50.9% (n=57) restante correspondié a S. epidermidis. A
partir los 55 pacientes con S. aureus en los catéteres, 38 de ellos también
presentaron S. aureus en las narinas (69%).

Se ha descrito que los genes femA y femB son marcadores especificos para S.

aureus, ademas codifican proteinas que estan involucradas en la biosintesis del
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peptidoglucano, relacionado con la resistencia a la meticilina. Genes con alta
similitud a fem de S. aureus han sido descritos en diferentes especies del género
Staphylococcus, como S. epidemidis S. capitis y S. haemolyticus (Berger et al.,
1989). Kobayashi y colaboradores en 1994 realizaron un estudio con 237
pacientes de hospital, de los cuales 198 se encontraron infectados por S. aureus,
27 por S. epidermidis y 12 por estafilococos no identificados. Estos autores
detectaron por PCR los genes femA y femB en las cepas de S. aureus en el
89.4% (n=177), en las 27 cepas de S. epidermidis y en las 12 cepas de
estafilococos no identificados, no se presentaron estos genes, lo que demuestra
que los genes femA y femB exclusivamente lo presentan las cepas de
Staphylococcus aureus (Kobayashi et al., 1994).

Otro de los genes utilizados para la deteccién de S. aureus fue el gen nuc que
codifica una termonucleasa (TNasa), la cual se ha utlizado en muchos
laboratorios para la identificacion de S. aureus, sin embargo la actividad de la
proteina TNasa no es especifica para su identificacion (Tucker et al, 1978). Los
datos de este estudio son semejantes a los reportados por Brakstad y
colaboradores en 1992, en donde identificaron en 83 cepas de S. aureus por PCR
el gen nuc, el cual se utiliza para el diagnéstico rapido de infecciones por S.
aureus de muestras clinicas, incluyendo las muestras de pacientes con terapia

antimicrobiana en curso (Brakstad et al, 1992).

7.3. Deteccidon del gen mecA

Durante las Ultimas décadas, se ha incrementado la aparicion de cepas de S.
aureus resistentes a meticilina (MRSA), principalmente en las enfermedades
nosocomiales (Hee Jin et al., 2012). Nuestros resultados muestran que el 100%
de las cepas de S. aureus aisladas de las narinas presentd el gen mecA,
mientras que en las cepas aisladas de los catéteres el gen se detectdé en el
81.8%. (n=45) (Fotografia y Figura 4 ). EI gen mecA codifica para la proteina de
union a la penicilina (PBP) de 78kDa, llamada PBP2A, la cual presenta una alta
afinidad para meticilina y todos los antibidticos B-lactamicos, tales como la

dicloxacilina, ampicilina, penicilina, incluyendo Ila oxacilina, gentamicina,
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pefloxacilina entre otros (Mehrotra et al., 2000). Por lo que las cepas de S. aureus
analizadas en este estudio probablemente son resistentes a la mayoria de los
antibioticos B-lactamicos suministrados por el sector salud (Fish & Ohlinger, 2006).
La resistencia de S. aureus a la meticilina se debe a la adquisicion de un
elemento genético movil llamado SCCmec (Staphylococcal Cassette
Chromosome mec). Este casete es un fragmento de 21-67 kb de ADN que esta
integrado en el cromosoma de cepas de MRSA (Hamdan et al., 2013). SCCmec
contiene transposones integrados, copias de plasmidos que llevan resistencia
contra antibiéticos no B-lactamicos (Ito et al., 2001). Este casete esté situado cerca
del sitio de replicacion de S. aureus, dicha ubicacién tiene una importancia
estratégica, pues le permite a la bacteria aprovechar rapidamente los genes de
resistencia a antibiéticos Utiles, traidos de otras especies bacterianas, teniendo
como finalidad la evolucion y supervivencia de dicha especie (Hiramatsu et al.,
2011).

Debido a la resistencia a meticilina por cepas de S. aureus surgié la vancomicina
en 1991 y después de 11 afios de su uso se presentaron las primeras cepas
resistentes a este antibiotico (Hiramatsu et al., 1998). Esta resistencia se debe a
la adquisicion del gen van, el cual se transfiere por un plasmido (Srinivasan et al.,
2002). Para que la vancomicina ejerza su accion, debe de llegar a la membrana
citoplasmética y unirse a las moléculas de la pared celular, sin embargo las cepas
de Staphylococcus aureus Resistentes a Vancomicina (VRSA) han realizado
cambios en la biosintesis del peptidoglucano, por lo que las cepas producen
cantidades elevadas, dando como resultado la formacién de una pared celular
gruesa, de forma irregular, con la finalidad de atrapar y bloquear la accién del
antibiotico (Lee et al., 2005). Las infecciones ocasionadas por esta bacteria tienen
un grave impacto econdémico y de mortalidad en los hospitales por lo que resulta
necesario disponer de alternativas terapéuticas eficaces, tales como la produccién
del antimicrobiano tigeciclina, el cual posee un amplio espectro contra patégenos
Grampositivos, Gramnegativos y anaerobios, incluyendo cepas multirresistentes,

entre los que se encuentra S. aureus (Barriaga et al., 2009). .
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7.4. Identificacion de los genes que codifican toxinas por PCR
convencional y multiplex en cepas de S. aureus.

La patogenicidad de S. aureus se debe a la gran cantidad de toxinas que produce
(Letertre et al., 2013). En este estudio se encontr0 que los genes con mayor
frecuencia entre las cepas aisladas de catéteres y narinas fueron hlg, sei y seg
(Cuadro 7 y Fotografias 5-10). La gama hemolisina hlg se presenté en todas las
cepas de narinasy en un 96.3% de las cepas de catéteres (Figura 5 y Fotografia
6). Estos resultados coinciden con los descritos por Li y colaboradores en el 2011,
quienes analizaron 38 cepas de S. aureus resistentes a la meticilina de pacientes
inmunocomprometidos de 33 hospitales en China, en donde detectaron la
presencia del gen hlg por PCR en 37 (97.37%) de las cepas analizadas. La gama
hemolisina es producida por casi todas las cepas (99%) de S. aureus (Prevost et
al., 1995), esta toxina afecta los neutréfilos, macrofagos y es capaz de lisar
muchas variedades de eritrocitos en mamiferos. El factor de virulencia que
desarrolla en el humano es la invasion de células huésped y penetracion en los
tejidos, con la finalidad de convertir los tejidos circundantes en nutrientes que le
permitan la reproduccion y el crecimiento bacteriano (Dignes et al., 2000).
Estudios recientes en cepas de S. aureus de pacientes hospitalizados han
reportado que los genes hlg, sei-seg se presentan en mayor frecuencia en cepas
aisladas de narinas con un 100% (48/48) y con un 41.6% (20/48),
respectivamente. Por otro lado los genes hlg, sei-seg se hanidentificado en cepas
aisladas de piel de pacientes con el 99.0% (12/13) y el 42.6% (6/13),
respectivamente (Kalawole etal., 2013).
En este estudio los genes sei y seg fueron identificados en el 94.5% y 89.0% en
cepas aisladas de catéteres, respectivamente; mientras que en las cepas de
narinas las frecuencias fueron 89.4% vy 97.3%, respectivamente (Figura 5.
Fotografia 8 y 9). El gen sei codifica la enterotoxina | y el gen seg codifica la
enterotoxina G (Balaban & Rasooly., 2002). Varios estudios demuestran una
similitud con los resultados obtenidos en este trabajo, tal es el analisis de Nashev
y colaboradores en el 2007, estos autores analizaron las enterotoxinas de S.

aureus de 87 cepas nasales por PCR multiplex, reportando que los genes sei y sej
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se detectaron en el 63.1% (n=55), en contraste con los bajos porcentajes de las
otras 8 enterotoxinas analizadas.

Se han identificado los factores de virulencia por PCR multiplex en 38 cepas
nasales de S. aureus en pacientes hospitalizados (Kalawole et al., 2013). Estos
autores identificaron el gen seh en 5 cepas (10.4%). Este trabajo muestra una
similitud con los datos obtenidos para este estudio en la deteccion del gen seh
(codifica la enterotoxina H), en cepas nasales, con el 10.5% (4/38), sin embargo
las cepas de catéter mostraron uno de los mas altos porcentajes de frecuencia con
el 78.1% (n=43) (Figura 5 y Fotografia 9).

Existe una gran asociacion entre los genes sei, sej y seh, estudios anteriores han
reportado que estas tres enterotoxinas tienen una caracteristica en comun, ya que
se encuentran frecuentemente en alimentos de origen lacteo contaminados (El-
Huneidi et al., 2006). En Japdn se analizaron estos genes por la técnica de ELISA
para detectar la presencia de sus proteinas en 88 cepas de S. aureus de
pacientes que presentaron intoxicacion alimentaria. Se reportd que el gen seg
presentd el mayor niumero (n=35), seguido del gen sei (n=32) y el gen seh (n=21)
(Omoe et al., 2002). Estos tres genes han demostrado inducir el sindrome
gastrointestinal (Klotz et al., 2003).

El gen sea codifica para la enterotoxina A y estd comunmente implicada en el
envenenamiento alimentario por S. aureus (Balaban & Rasooly., 2002). Los
resultados obtenidos en este estudio para la deteccién del gen sea en cepas
asiladas de catéter y narinas fue del 47.2% y 7.8%, respectivamente (Figura 5y
Fotografia 5). Varios de los estudios analizados reportan que el gen sea posee un
porcentaje intermedio, a pesar de ser el mads comun en las infecciones
alimentarias, por ejemplo, el estudio realizado por Nashev y colaboradores en el
2007, describieron que el gen sea presentd un porcentaje del 20.23% (n=20) en
87 cepas de S. aureus. Sin embargo otros autores han descrito indices bajos
como los de Manfredi y colaboradores en el 2010, estos reportaron Unicamente 9
(14.8%) cepas positivas de un total 61 cepas de S. aureus asociadas a

intoxicaciones alimentarias provenientes de diferentes provincias de Argentina.
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El gen sea es llevado por una familia polimorfica de bacteriéfagos lisogénicos el
cual se inserta en el cromosoma bacteriano como un profago y se comporta como
parte del genoma bacteriano. Sin embargo bajo condiciones de estrés ambiental el
profago puede ser inducido para replicarse y liberar nuevos bacteriofagos (Schelin
etal., 2011).

La enterotoxina D y E son codificadas por el gen sed y see respectivamente, estas
comparten un 90 % de aminoacidos con la enterotoxina A (Ortega et al., 2010). En
este estudio se encontrd6 una baja frecuencia para el gen sed en las cepas de S.
aureus aisladas de catéteres con el 10.9% y de narinas con el 2.6% (Figura 5y
Fotografia 5). Para el gen see, se reportd una mayor frecuencia en cepas aisladas
de catéter (27.2%), en contraste con la frecuencia encontrada en narinas (5.2%).
Estos resultados son de gran importancia desde el punto de vista clinico ya que la
enterotoxina E posee un dominio de cisteinas, el cual es potencialmente toxico
para el plasma sanguineo y el estomago (Ortega et al., 2010), sin embargo,
estudios previos no han reportado presencia de este gen en cepas aisladas de
narinas y de piel de pacientes africanos y europeos hospitalizados; para el caso
del gen sed se reportd un 4.1% solo en cepas aisladas de narinas (Nashev et al.,
2007 y Kolawole etal., 2013).

La enterotoxina B es codificada por el gen seb y tiene la capacidad de activar los
linfocitos T (DeGrasse, 2012). El gen seb fue encontrado en este estudio en el
23.6% de las cepas aisladas de catéter y en el 7.8% de las cepas aisladas de
narinas (Figura 5 y Fotografia 5). Kamarehei y colaboradores (2013), reportaron la
prevalencia de los genes sea y seb en 95 cepas MRSA aisladas de pacientes de
la ciudad de Gorgan Iran, en donde la frecuencia de los genes sea y seb fueron
del 61.3% y 58.8%, respectivamente.

En este estudio el gen sej (codifica la enterotoxina J) no se identificé en ninguna
cepa de catéter y de narinas (Figura 5). Estos datos son similares a los diversos
estudios que se han analizado para el gen sej, por ejemplo ElHunedi y
colaboradores (2006), no detectaron este gen por PCR en 100 cepas clinicas de

Staphylococcus aureus y Kolawole y colaboradores (2013) reportaron solo una
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cepa positiva de las 48 muestras de origen nasal y de las 13 cepas aisladas de
narina ninguna fue positiva para dicho gen.

En este estudio las frecuencias de los genes sec en las cepas de S. aureus de
catéteres y narinas fueron del 5.4% y 10.5%, respectivamente (Figura 5 y
Fotografia 5). Resultados semejantes han sido descritos por Yan y colaboradores
en el 2012. Estos autores analizaron 52 cepas de S. aureus de pacientes que
sufrian dolor abdominal, diarrea, nauseas, vomitos, mareos y dolor de cabeza en
China, por medio de la técnica de PCR detectaron las enterotoxinas
estafilocécicas, de las cuales solo 4 (7.7%) presentaron el gen sec, lo cual
concuerda con el numero de cepas aisladas de narinas de este estudio. El gen sec
codifica la enterotoxina C, y considera como el principal superantigeno que
promueve las células o linfocitos T, siendo uno de los precursores del shock toxico
(Salgado etal., 2013).

Las enterotoxinas actlan como superantigenos, que tienen como funcién la
activacion de los linfocitos T sin tener en cuenta la especificad antigénica de estas
células. La funcion de los linfocitos T es coordinar la respuesta inmune celular,
ademas de construir el 70% del total de los linfocitos, la proliferacion de los
linfocitos T se debe a la liberacion de un potente factor de crecimiento celular
llamado interleucina 2 (Branda et al., 2008). Para la proteccion de sustancias
posiblemente nocivas se liberan las citoquina, si no existe una liberacion
controlada estas pueden provocar un fallo multiorganico e inflamacién sistémica
(Aguirre etal., 2002).

El sindrome de shock téxico 1 (TSST-1) es codificado por el gen tst, esta toxina
actla como superantigeno, al igual que las enterotoxinas antes descritas (Durand
et al., 2006). El gen tst codifica para la toxina TSST-1, que es una proteina
altamente patégena para el ser humano. En este estudio el gen tst solo se
identificd en las cepas de catéter con el 23.6% (Figura 5 y Fotografia 5). Sin
embargo Campbell y colaboradores (2008), describieron una frecuencia del 73%
(n=32), de una coleccion de S. aureus aisladas de pacientes con cSSSI. Otros
estudios han reportado la presencia de tst en 26 (24.3%) cepas de las 107 cepas

nasales analizadas (Mehrotra et al., 2000). Finalmente Deboye y colaboradores
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(2013) reportaron frecuencias bajas para este gen, en cepas aisladas de narinas
se obtuvo un 4.1% (2/48) y un 7.7% (1/13) en cepas aisladas de piel. Una de las
funciones de TSST-1 es la union a las células epiteliales y se internaliza
rapidamente, cruzando la barrera epitelial a través de transcitosis intracelular,
ademas esta altera la integridad del epitelio de la mucosa, lo que puede facilitar
la migracién intercelular de la toxina, ocasionando inflamacion de las células
debido a la liberacion de citocinas y quimiocinas (Breshears et al., 2012).

Las toxinas exfoliativas A y B son codificadas por los genes eta (se encuentra en
el cromosoma bacteriano) y etb (esté situado en un plasmido) respectivamente y
ambas tienen la capacidad de activar los linfocitos T y causar severos problemas a
su hospedero. (Sahin et al., 2012). En este estudio se encontr6 una mayor
frecuencia del gen eta en las cepas aisladas de catéter con el 40%, mientras que
en las cepas de las narinas la frecuencia fue del 10.5%. Para el caso del gen etb
la frecuencia fue del 23.6% en las cepas aisladas de catéter y del 5.2% en las
cepas aisladas de las narinas (Figura 5 y Fotografia 5). Peacock y colaboradores
(2002), han descrito que la frecuencia de los genes eta y etb en cepas de S.
aureus de pacientes sanos provenientes de Oxford, fue del 7% (n=12) y para del
etb del 3% (n=6). Campbell y colaboradores (2008) reportaron la presencia de
estos genes en una coleccidén de S. aureus aisladas de pacientes con cSSSI, en
donde la frecuencia para eta fue del 63% (35/56) y para etb del 39% (22/56).

La leucocidina PV es codificada por dos genes lukS-PV y lukF-PV (Sharma et al.,
2012). PVL es una exotoxina citotoxica para los neutrofilos induciendo la necrosis
y la apotosis celular mediante la produccién de poros en la membrana celular de
los neutréfilos (Abimanyu et al., 2013) y es producida por un 2 a 3% de las cepas
de S. aureus (Prevost et al., 1995). En este estudio el gen PVL no fue identificado
en las cepas de S. aureus aisladas de catéteres, mientras que en las cepas de las
narinas la frecuencia fue del 7.8% (n=3) (Figura 5 y Fotografia 7). Se ha descrito
que S. aureus es la principal bacteria causante de la neumonia necrotizante
severa. En EUA Sharma y colaboradores en el 2012 identificaron la presencia de
pvl en 287 cepas, de las cuales la frecuencia fue del 8% (n=23). En otro estudio

realizado por Renwick y colaboradores en el 2008 describieron la presencia del
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gen PVL en cepas nasales de 402 pacientes, de los cuales solo el 12.4% (n=50)

presento la leucocidina.
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7.5. Combinaciones de los genes en las cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de catéteres y narinas.

Se obtuvieron 23 combinaciones diferentes de los genes que codifican toxinas en
las 55 cepas de S. aureus provenientes de los catéteres y 10 combinaciones
diferentes en las 38 cepas de S. aureus provenientes de narinas (Cuadro 9). Para
las cepas de catéteres, el patron No. 3 conformado por los genes hlg, seg, seh y
sei se identificé en el 25.4% (n = 14), mientras que en las cepas de S. aureus
aisladas de narinas, el patron 1 (hlg, pvl, seg, seh, sei) se identificé en el 68.4% (n
= 26). Sauer y colaboradores (2008) analizaron los factores de virulencia (tst, pvl,
eta, etb, sea, seb, sec, sed, see,seg, seh, sei y sej) de 100 cepas de MRSA
obtenidos de pacientes hospitalizados en el hospital universitario de Olomouc de
la Republica Checa. Estos autores detectaron un niamero elevado de patrones de
combinaciones de genes, dentro de los cuales, la combinacién de los genes seg-
sei se presentaron en 51 cepas MRSA, seguido de la combinacién sej-seg- sei-
sed en 15 cepas, mientras que en un patron se detectaron 5 genes toxicos eta-
seg-sei-sej-sed. Los genes seg Y sei se presentaron en 9 y 8 respectivamente de

las 14 combinaciones analizadas.
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8. Conclusiones

» El gen mecA que codifica la resistencia de S. aureus a la meticilina fue
detectado en 81.8% de las cepas aisladas de catéteres, asi como en el
100% de las cepas aisladas de narinas.

» Los genes hlg, sei, seg y seh fueron los mas frecuentes en las cepas de S.
aureus aisladas de catéteres, mientras que los genes hlg, seg, Yy sei
fueron los mas frecuentes en las cepas de S. aureus aisladas de narinas.

» Los genes sea, eta, see, seh, etb, tst, sed, sec, pvl y sej se presentaron con
menor frecuencia en cepas de S. aureus aisladas tanto de catéteres como
de narinas.

» El patrén conformado por los genes hlg-seg-seh-sei fue identificado con
mayor frecuencia en las cepas de S. aureus aisladas de catéteres,
mientras que el patrén conformado por los genotipos hlg-pvl-seg-seh-sei
fue el mas frecuente en las cepas de S. aureus aisladas de narinas.

» La elevada frecuencia de los genes que codifican toxinas entre las cepas de
S. aureus aisladas de los catéteres y narinas de los pacientes de
hemodidlisis demostro la virulencia de las cepas de S. aureus y el riesgo de
desarrollar complicaciones de salud mas agudas para este grupo de

pacientes.
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