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RESUMEN

El propdsito de este trabajo fue establecer los niveles de expresion de los genes
gue codifican toxinas en cepas S. aureus utilizando un modelo in vitro de epitelio
reconstituido humano (RHE). Se estudiaron 21 cepas de S. aureus de origen clinico.
Las cepas bacterianas fueron identificadas por PCR convencional mediante la
deteccion de los genes spa (region X) y rRNA ademds de ser positivas para las
pruebas de la coagulasa y del manitol. Las cepas de S. aureus fueron inoculadas
sobre la superficie de los epitelios e incubadas a 37°C por 48 horas. La extraccion
del RNA bacteriano, la reversotranscripcion y la expresion por PCR en Tiempo Real
de los genes: seb, sec, sed, see, seg y seh (codifican enterotoxinas), tst (toxina 1
del sindrome del shock téxico), eta y etb (toxina exfoliativa A y B), hlg (Alpha-toxin),
asi como de los genes genes v8 (Serine protease), efb (Extracellular fibrinogen-
binding protein), chp (Chemotaxis inhibitory protein of Staphylococcus aureus) y
arcA (Arginine deiminase pathway) en las cepas de S. aureus se realiz0 mediante
los equipos comerciales de Qiagen. El ADN bacteriano de las cepas de S. aureus
fue analizado por PFGE (electroforesis en campos pulsados) utilizando el equipo
CHEF MAPPER (BIORAD). Los genotipos seg, seh, sei, efb y hlg se expresaron
en el 100% (n=21) de las cepas de S. aureus, etb en el 95% (n=20), sea en el 52%
(n=11), arcAy v8 en el 5% (n=1), en cada caso. Los genes seb, sec, sed, see, sej,
etay tst no se expresaron en ninguna cepa. Los resultados encontrados en este
estudio evidenciaron que durante la infeccion del epitelio reconstituido humano se
expresaron varios de los marcadores de virulencia de las cepas de S. aureus, lo
gue sugiere la existencia de distintos niveles y perfiles de expresion de estos

genotipos.
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INTRODUCCION

Caracteristicas Generales de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es un organismo que pertenece a la familia Microccocaceae
y al género Staphylococcus, el nombre proviene del griego “staphylé” o “racimo de
uvas”, El género fue descrito por Alex Ogston en 1883 (Ogston, 1883) y comprende
cocos Gram positivos con un diametro entre 0.5y 1 um, son anaerobios facultativos,
no forman esporas, no posee movilidad y crecen a temperaturas entre 18 a
40°C.En el medio de cultivo S-110 las colonias de la especie Staphylococcus
aureus toman una coloracion dorada o naranja debido a la produccion de
carotenoides (Winslow, 1919). S. aureus se diferencia de las demas especies dentro
de su género debido a que fermenta el manitol bajo condiciones anaerdbicas
(Bannerman, 2003). También fermenta la xilosa, lactosa, sucrosa y maltosa. Las
colonias de S. aureus pueden producir hemdlisis en el medio Agar sangre en un
periodo de 24 a 36 horas (Velazquez-Meza, 2005 Zeina- Fowler, 2006).

Staphylococcus aureus es una bacteria que forma parte de la flora nasal del hombre
(Vanden 1999), su comensalismo dentro de la poblacion cada vez es mas comun
(Vincenot et al.,, 2008), es una de las principales causas de infecciones adquiridas
a nivel hospitalario y en la comunidad (Diekema et al., 2001). Puede ocasionar una
gran gama de enfermedades debido a su alto grado de patogenicidad, es el
responsable de serias infecciones de la piel y sistema nervioso central, como la
osteomielitis y endocarditis (Schito 2006; Aguinaga & del Pozo 2011), infecciones
respiratorias como neumonia y septicemia; ademas de que puede ocasionar
diversas enfermedades mediadas a partir de toxinas, como el sindrome de choque
téxico al liberar super antigenos en el torrente sanguineo, sindrome de la piel
escaldada y enfermedades transmitidas por alimentos tras liberar sus enterotoxinas
(Plata et al., 2009; Kanafani & Fowler, 2006)
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Contaminacion bacteriana de los catéteres de hemodialisis

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha declarado que en el mundo existen
aproximadamente 150 millones de personas que padecen diabetes mellitus, dentro
de los cuales México es uno de los paises con mayor incidencia, estimando que
para el 2030 ocupe el séptimo lugar con casi 12 millones de pacientes (Interntational
Diabetes Federation 2013). La diabetes mellitus puede ocasionar en el 50% de los
casos enfermedades renales terminales, como la Insuficiencia Renal Crénica (IRC).
La diabetes mellitus es la responsable del 50% de los casos de enfermedades
renales como la IRC, asi como otras patologias como; las uropatias obstructivas,

hipertension arterial y glomérulo nefritis. (Fundacién Mexicana del Rifion 2013)

La Insuficiencia Renal Crénica (IRC) es una alteracion renal asintoméatica en donde
hay una pérdida progresiva del filtrado glomerular, en una variante aguda, se
caracteriza por uremia, oliguria o anuria, con hiperpotasemia y edema pulmonar,
finalizando en una enfermedad renal terminal. La principal alternativa para los
pacientes con IRC es el trasplante renal, en cuyo caso el Centro Nacional de
Trasplantes reporté que en el afio 2005 se realizaron un total de 2001 trasplantes,
2800 trasplantes en el 2006 y 2361 para el 2011 de donaciones cadavéricas y vivas
(Centro Nacional de Trasplantes 2013); debido a que no se puede cubrir la alta
demanda de trasplantes renales para pacientes con IRC se recurre a otras
alternativas terapéuticas como la insercion de catéteres vasculares transitorios para
efectuar la didlisis peritoneal y hemodidlisis, actualmente este ultimo es una de las
alternativas mas usadas en todo el mundo (Withwort, 1990; Fundacién Mexicana
del Rifibn 2013).

El propdsito de la hemodialisis es sustituir la funcion filtradora del rifidn, extrayendo
del cuerpo la sal, el sobre exceso de liquido y los desechos toxicos del organismo,
ayudando al paciente a mantener un control de la presion arterial y el equilibrio de
electrolitos séricos como sodio, potasio, calcio y cloruro. (Withwort, 1990), el
empleo de estos dispositivos transitorios tienen una gran utilidad clinica facilitando
un rapido acceso al torrente sanguineo para la administracion de medicamentos y

nutricion parenteral; asi también permiten llevar a cabo una monitorizacion venosa
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central o pulmonar (Allon, 2004), en Estados Unidos de Norte América
aproximadamente de 75 000 de 300 000 pacientes utilizan catéteres vasculares
(Tokards et al., 2004) La insercion de catéteres de hemodialisis para tratar la IRC
constituye un factor de riesgo para contraer bacteremias e infecciones graves
(Marschall, 2008), las cuales pueden comprometer la vida de los pacientes
(Tanriover et al., 2000).

Las infecciones asociadas a los catéteres de hemodialisis son ocasionadas
principalmente por bacterias Gram positivas (Katneni - Hedayati, 2007), como
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Streptococcus spp;
Enterococcus spp. Y Corynebacterium spp. (Constituyentes de la microbiologia

epitelial) (Aguinaga — del Pozo 2011- Kaplowitz et al., 1988).

En México las sesiones de hemodidlisis se han elevado en los ultimos afos, las
estadisticas medicas del IMSS muestran que en el Estado de México y D.F. se
realizaron 283,849 sesiones de Hemodidlisis de los cuales 14,626 fueron
hospitalizados (IMMS, 2011), sin embargo las estadisticas sobre bacteriemias
asociadas a catéteres de hemodialisis son escasas, encontrando solo reportes
locales de algunas instituciones publicas (Salazar et al., 2002) En los Estados
Unidos se reportd un incremento de infecciones relacionadas con catéter de
hemodialisis entre noviembre de 1997 y octubre de 1998 causadas por
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).Las infecciones asociadas a
los catéteres ocurren debido a que S. aureus es capaz de formar una biopelicula
bacteriana en el interior de los tuneles de los catéteres (Donland, 2001), mediada
por la accién de un polisacarido adhesivo intercelular (PIA), el cual es sintetizado
por enzimas codificadas por el operdon de adhesion intercelular (ica) (Von Eiff et al.,
1999; Ziebuhr et al., 1997).Se ha demostrado que la biopelicula protege a las cepas
de S. aureus contra concentraciones de antibioticos comprendidas entre 100 y 1000
veces mayores a las requeridas para erradicarlas (Anderl et al., 2000) asi también
las protege contra los mecanismos de defensa del hospedero (Katneni & Hedayati
2007).
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Factores de virulenciade S. aureus

Staphylococcus aureus es un organismo capaz de producir una gran cantidad de
proteinas que le proveen la capacidad de colonizar al hospedero y causarle severos
dafios, estas proteinas participan en la adhesién y adquisicién de nutrientes para
el microorganismo ademas de poder evadir la respuesta inmune del huésped
(Cuadro 1).

Estructurales Enzimas Toxinas

Peptidoglucano Catalasa Toxina o
(Hemolisina o)

Proteina A Hialuronidasa Hemolisina p
Factores de adhesion Lipasas Hemolisina v
Acidos teicoicos Coagulasa Hemolisina &
Polisacaridos capsulares | Nucleasas Leucocidina de Pantone-

Valentine (PVL)

Proteasas Enterotoxinas estafilocdci-
cas (SE)

Estafilocinasa Toxina 1 del sindrome del
shock toxico (TSST-1)

Colagenasa Toxinas exfoliativas (ETA
y ETB)

Cuadro 1. Principales Factores de Virulencia de Staphylococcus aureus (tomado de Bustos et.al.,
2006)

Dentro de esta gran gama de proteinas se localizan las enterotoxinas estafilococicas
0 mejor conocidas como superantigenos pirogénicos. Estos superantigenos se
encuentran dentro de una gran familia de toxinas: SEA, SEB, SEC, SEE, SEG,
SEH, SEI,SEJ, SEK, SEL, SEP, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ, SER y SEU (SE’s),
las cuales son codificadas por los genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei, sej
y los recientemente encontrados sek, sel, sem, sen, seo, sep, seq, ser y seu

(Balaban, 2000; Bustos et al., 2006). Las cepas de S. aureus son capaces de
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contaminar los alimentos (ensaladas de papas y huevos, pasteleria, jamaon, pollo,
cremas, helados, etc) y producir las enterotoxinas, que desencadenan la
Gastroenteritis (diarrea, nausea y vomitos) (Gouloumes 1996; Dinges et al., 2000).
Staphylococcus aureus también produce la toxina del sindrome del shock téxico
(TSST-1) codificada por el gen tst de origen cromosémico (Schlievert, 1981), que al
ser expresado suprime la quimiotaxis de los neutrofilos, induce la funcion supresora
de los linfocitos T y bloquea el sistema reticulo endotelial, al actuar como super
antigeno estimula la liberacién de citosinas, prostaglandinas y leucotrienos los
cuales son los causantes de su sintomatologia (Dinges et al., 2000; Herzer 2001).
El sindrome del shock toxico se caracteriza por causar fiebre alta, dolor de cabeza,
vomito, diarrea, mialgias, meningitis, faringitis, conjuntivitis, vaginitis, edema, entre
otros; Cuando la toxina TSST-1 es expresada en adultos puede ocasionar dificultad
para respirar, coagulacion intravascular y falla renal, esta toxina se encuentra
sintométicamente relacionada con el grupo de las SE’s (Johnson et al., 1991;
Brosnahanet al., 2013; Herzer 2001; Bustos et al. 2006), Las toxinas exfoliativas A
(ETA) con un peso de 26.9 kDa de origen cromosomico y B (ETB) con un peso de
27.3 kDa a partir de un plasmido ligado, son codificadas por plasmidos, tienen una
actividad bioldgica idéntica, y cuando son expresadas por los genes eta y etb
causan el Sindrome EstafilocAcico de la Piel Escaldada comunmente en infantes y
lactantes, provocando una dermatitis exfoliativa, que se caracteriza por la formacion
de grandes ampollas. (Bailey et al., 1980; Lee et al., 1987; O’'Toole et al., 1987).
Asi mismo se encuentra el gen arcA, el cual activa la via de la arginina diseminasa,
la cual realiza una conversién de la L-arginina en CO2, ATP y amoniaco, el cual es
importante para la supervivencia de pH bajo y también para la inhibicion de la
respuesta inmune contra infecciones bacterianas; Todos los aislados de
Staphylococcus aureus tienen un cluster arc nativo que codifica a la ruta de la
arginina diseminasa (Degnan et al., 2000; Moncada & Higgs 1993; Pi et al., 2009).
Staphylococcus aureus posee una gran gama de enzimas entre las cuales se
encuentran la variedad de las proteasas, en donde encontramos la exoenzima
serina proteasa V8, codificada por el gen v8 (Reed et al., 2001); esta exoproteina

es producida por el sistema regulador agr el cual regula positivamente la expresion
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de la proteasa extracelular en respuesta del incremento de la densidad celular, en
contraste el sistema regulador sar tiene un efecto negativo sobre la expresion de la
proteasa; ademas de que Mc Gavin y colaboradores en 1997 reporté que la V8
proteasa modifica la union de fibronectina a S. aureus, por lo tanto, estas proteasas
secretadas son de elevada importancia en la regulacion post traduccional de la
actividad de exoproteinas de S. aureus, ademas de modificar las proteinas del
huésped en beneficio de las bacterias, como la inactivacion de los péptidos
antimicrobianos (Chan et al., 1998; Cheung et. al.,, 1994; Recsei et al., 1985;
Goguen et al., 1995). Otro factor de virulencia presente en S. aureus es la a toxina,
la cual es codificada por el gen hlg, y posee actividad dermonecrética y neurotoxica.
Es la responsable de la lisis celular de los eritrocitos, linfocitos y plaguetas, se
encarga de la produccion de tromboxano y prostaciclinas provocando una
vasoconstriccion, tras romper la integridad celular aumenta la permeabilidad
vascular, terminando con un edema pulmonar (Dinges et al., 2000). El gen efb,
codifica para la proteina extracelular de union al fibrinégeno (Efb), la cual inhibe la
funcién de los linfocitos T y la migracién de los monocitos, interfiriendo con la
respuesta inflamatoria temprana (Lee et al., 2004). Finalmente la proteina chp
(Proteina inhibidora de la quimiotaxis de Staphylococcus aureus) codificada por chp

es responsable la migracion temprana de leucocitos (Hass et. al., 2004).

Debido a que la participacion de los distintos factores de virulencia de S. aureus en
las infecciones relacionadas a los catéteres de los pacientes de hemodialisis puede
resultar fatal para este grupo, en este trabajo se evaluo la expresion de los genes
que codifican toxinas de S. aureus por PCR en Tiempo Real utilizando un modelo

in vitro de epitelio reconstituido humano (RHE).
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ANTECEDENTES

Mehrotra y colaboradores en el 2000 realizaron un ensayo de dos kits de
PCR multiplex para la deteccion de genes de S. aureus en 176 cepas de
origen clinico 129 cepas aisladas en Canada (107 provenientes de pacientes
sanos, 19 cepas eran de un estudio de vigilancia nacional y las tres restantes
fueron aisladas de muestras clinicas) y 47 cepas de Holanda. Estos autores
encontraron que de las cepas obtenidas en Canada la frecuencia del gen sea
fue del 19.6% (n=21), seb del 5.6% (n=8), sec del 1.9% (n=2) y tst del 24.3%
(n=26), mientras que los genes see, eta, etb y mecA no fueron detectados;
de las 47 cepas colectadas en Holanda, la frecuencia del gen sea fue del
12.76% (n=6), seb del 2.12% (n=1), sec del 6.38% (n=3), eta del 8.51 (n=4)
y tst del 23.40% (n=11).

Campbell y Colaboradores en el 2008 detectaron una gran cantidad de
factores de virulencia, como adhesinas, las enterotoxinas, toxinas
exfoliativas, la proteina del sindrome del shock toxico, en cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de pacientes de Estados Unidos y
Sudafrica, encontrando elevadas frecuencias de estos genes. Estos autores
reportaron que en las cepas de Sudéfrica se identificaron mas genes de

virulencia que en las cepas de Estados Unidos.

Peacock y colaboradores en el 2002, estudiaron la asociacion de 33
determinantes de virulencia, que incluian adhesinas y toxinas en 179 cepas
de S. aureus (94 adquiridas en un hospital y 61 dentro de la comunidad), en
donde a través de un analisis de PCR se identific6 que 7 determinantes

bacterianos (fnbA, cna, sdrE, sej, eta, hlg e ica) fueron los mas comunes.
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Sauer y colaboradores en el 2008 analizaron la sensibilidad antimicrobiana y
la asociacion de diferentes factores de virulencia (tst, pvl, eta, etb, sea, seb,
sec, sed, see, seq, seh, sei y sej) en 100 cepas de Staphylococcus aureus
de origen clinico, encontrando elevadas frecuencias de estos genes y del
gen mecA en un 100% (n=100), asi también un elevado porcentaje de cepas
resistentes a ciprofloxacina (85%), eritromicina (62%), clindamicina (60%).
Concluyendo que existid una elevada resistencia a antibioticos y no hubo
diferencias estadisticamente significativas en las frecuencias de estos

factores de virulencia.

Corredor y colaboradores en 2012 determinaron la prevalencia de los genes
qgue codifican los superantigenos en cepas de S.aureus colectadas de
secreciones, catéter, entre otros, mediante PCR multiplex, encontrando que
existe una alta prevalencia de genes de enterotoxinas y una baja presencia
de genes de toxinas exfoliativas y del sindrome del choque téxico en las

cepas.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion de los genes que codifican toxinas en un grupo de
cepas de S. aureus aisladas de infecciones asociadas a los catéteres de
pacientes de hemodidlisis, utilizando un modelo de infeccién in vitro de

epitelio reconstituido humano

OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer los patrones de expresion de los genes que codifican toxinas (sea,
seb, sec, sed, see, seq, seh, sei, sej, tst, eta, etb, efb, hlg, chp, arcAy v8) en
las cepas de S. aureus utilizando un modelo in vitro de epitelio reconstituido

humano.

Analizar los patrones de restriccion del ADN cromosémico de las cepas de
S. aureus por PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis).
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MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevé a cabo en el laboratorio de Analisis Clinicos de la Clinica
Universitaria de la Salud Integral (CUSI), ubicada en la Facultad de Estudios
Superiores Iztacala, (FESI), UNAM

Para el desarrollo de este estudio se seleccioné un grupo de 21 cepas de S. aureus
previamente aisladas de pacientes con Insuficiencia Renal Cronica que
presentaron infeccion en el sitio de insercion del catéter tipo Mahurkar del servicio

de Hemodialisis del Hospital General Regional 72, IMSS.

Extraccion de ADN de S. aureus

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

temperatura de -20° hasta su uso.

Identificacion de S. aureus por PCR

Se identificaron las cepas de Staphylococcus aureus por PCR convencional
mediante la deteccion de los marcadores cromosémicos rRNA y spa (Nashev et al.,
2004). Se utilizaron los siguientes oligonucledtidos: spa 1
(CAAGCACCAAAAGAGGAA), spa2 (CACCAGGTTTAACGACAT) y TrRNAlL
(ACGGAGTTACAAAGGACGAC) y TrRNA2 (AGCTCAGCCTTAACGAGTAQ),
(Frénay et al., 1996 & Brakstad et al., 1992; Straub et al., 1999). La amplificacion
por PCR se realizé mediante el empleo de las perlas PuRetaq Ready-To-Go™ PCR
(GE Healthcare), que contenian 1.5 mmol de MgClz, 0.5 U de AmpliTaq polimerase
y 100 nmol de dNTPs, para un volumen final de 25ul por cada muestra de reaccion
(Cuadro 2); La amplificacion del ADN para el gen spa se realizO mediante las
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siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, 35 ciclos,
(desnaturalizacion a 95°C durante 1 minuto, alineacion a 60°C durante 1 minuto y
extension a 72°C durante 1 minuto), la extension final se prolong6 por 10 minutos
a 72°C. Para el gen rRNA las condiciones fueron las siguientes: desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 5 min, 35 ciclos, (desnaturalizacién a 95°C durante 1 minuto,
alineacion a 60°C durante 1 minuto y extension a 72°C durante 1 minuto), la
extension final se prolongé por 10 minutos a 72°C.

Componente Volumen/ reaccion Concentracién final
Agua libre de nuclesasas 20ul 1x
Primer Forward 1p 10 pmol
Primer Reverse 1p 10 pmol
ADN molde de S.aureus 3l 100 ng
Volumen final de reaccion 25 ul -

Cuadro 2. Preparacion de la mezcla de reaccién para PCR convencional.

Infecciéon del epitelio oral humano reconstituido

Con un asa de siembra estéril se tomé una colonia de S. aureus crecida en S110y
se depositd en un tubo con 2 ml del medio de cultivo de caldo de soya Tripticaseina,
se agit6é en vortex por 30 segundos y se incub6 a 37°C por 24 hrs. Las células del
cultivo fueron colectadas por centrifugacion a 2,000 rpm por 3 minutos, se decantd
el sobrenadante y se lavd la pastilla con 2 mL de PBS 0.1 M. Nuevamente se
centrifugd a 2,000 rpm por 3 minutos y se decanto el sobrenadante, posteriormente
a la pastilla se le agregaron 200 puL de PBS 0.1M, a partir de los cuales se tomaron
100 pL de la suspensién con PBS (2x107 células) y se depositaron en la superficie
del epitelio. Posteriormente se incubd a 37°C x 48 horas, en 5% de CO2 y humedad
saturada. El medio de mantenimiento se cambié cada 24 horas de acuerdo a lo
descrito por Schaller (Schaller, 2008). (El epitelio oral humano (TR146) fue adquirido
comercialmente en el laboratorio SkinEthic, Francia)

i®
]

%

&



Extraccion y purificacion de ARN para PCR en tiempo real.

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

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

El ARN total de S. aureus fue extraido utilizando el kit RNeasy® (Qiagen®; N.° de
catalogo 74106) conforme a las instrucciones del fabricante. Para lo cual las
bacterias colectadas se suspendieron en tubos eppendorf con una dilucién de PBS
(5 x 108 células). El tubo se centrifugé a 1300 rpm a 4°C por 5 minutos. El
sobrenadante se decanto y se resuspendieron las células de S. aureus en 2 mL de
buffer TE (10mM Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0 + 20 mg / ml de lisozima) y se
incubaron a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente el tubo se
centrifugd a 5000 rpm durante 10 minutos para la formacion del pellet y se decanté
el sobrenadante. Se adicionaron 350 pL de buffer RLT (3000uL de RLT + 30uL de
B-mercaptoetanol), se agitd vigorosamente en vortex y se centrifugd por 2 minutos
a 10,000 rpm. Al término se adicionaron 350 L de etanol al 70% para homogeneizar
el lisado, posteriormente se transfirieron 700 pL a una columna con una membrana
contenida en un tubo eppendorf de 2 mL, ésta se centrifugo a 10 000 rpm por 15
segundos para lavar la membrana, el liquido de flujo se decantd. A continuacién se
adicionaron 700 pL de buffer RW1 a la columna y se centrifugaron a 10,000 rpm por
15 segundos para lavar la membrana y el liquido de flujo fue decantado, se
adicionaron posteriormente 500uL de buffer RPE y se centrifugé a 10,000 rpm por
15 segundos para lavar la membrana y el liquido de flujo fue decantado.
Nuevamente se adicionaron 500uL de buffer RPE y se centrifug6 a 10,000 rpm por
2 minutos para lavar la membrana y el liquido de flujo fue decantado. Al termind se
colocaron la columna en un tubo colector nuevo de 2 mL, se centrifugaron a 10,000
rpm por 1 minuto. Reiteradamente se colocaron la columna en un tubo colector
nuevo de 1.5 mL se adicionaron 50 pL de agua libre de RNasas directamente sobre

la membrana de la columna y se centrifugaron a 10,000 rpm por 1 minuto para
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obtener el ARN, el ARN obtenido se mantuvo a una temperatura de -20°C hasta su

utilizacion.

Reversotranscripcion

Se realizé el proceso de reversotranscripcion del ARN a ADNc (ADN
complementario) utilizando el kit Quantitec® Reverse Transcription (Qiagen N° de
catalogo 205311) segun las instrucciones del fabricante, se inicio con la eliminacion
del ADN genodmico, por lo que se descongelaron los tubos con ARN Yy los
componentes del kit para llevarlos a una temperatura ambiente de (15-20°C), la
preparacion de la eliminacion del ADN gendmico fue de acuerdo al Cuadro 3
usando un tubo eppendorf de 0.2 ml.

Componente Volumen/reaccion Concentracioén final
gGNA Wipeout buffer, 7x 2 uL 1x

ARN templado 5uL -

Agua libre de Rnasa 7 uL -

Volumen total 14 uL -

Cuadro 3. Preparacion de la mezcla de reaccién para la eliminacion del DNA gendmico

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

colocaron en hielo.

Para la sintesis de la primera cadena de ADNc se prepar6 la master mix con un

volumen final de 20pul acorde al Cuadro 4 usando un tubo eppendorf de 0.2 mL
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Componente Volumen/reaccién Concentracion final

Master mix para reversotrancripcion 1L -
Quantiscript Reverse Transcriptasa

(contiene inhibidor de RNasa)

Quantiscript RT buffer, 5x (incluye Mg?* 4 uL 1x
y dNTPS)

RT Primer Mix 1 L -
ARN Templado (obtenido de la reaccion 14 pL -
anterior)

Volumen Total 20 UL -

Cuadro 4. Preparacion de la mezcla de reaccién para la reversotranscripcion

Una vez concluida la reaccion, la concentracion de ADNc se leyé en un Nanodrop
2000® (Thermo Scientific®). El ADNc fue guardado a -20°C hasta su utilizacion.

Preparacion de la mezcla PCR en tiempo Real v configuracion del equipo

Para la preparacion de la mezcla de PCR en tiempo Real se utilizé el kit PCR Rotor-
Gene ™ SYBER® Green |, de Qiagen® conforme las instrucciones del fabricante.
Para un volumen final de 25ul la mezcla de reaccion se realizé6 empleando una
gradilla metalica previamente congelada (Cuadro 5). Los oligonucleétidos utilizados
para la reaccion se observan en el cuadro 6. El gen de referencia utilizado para cada
ensayo de PCR en Tiempo Real fue gyrB (Figura 24)
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Componente Volumen/reaccién Concentracion final
Master Mix SYBR® Green | 1x
(contiene  dNTP, Taq AND 12.5 uL

polimerasa, MgCl2 y el SYBR®

Green |

Primer forward 1puL 1uM
Primer reverse 1puL 1uM
AND molde 1uL 2100 ng
Agua libre de RNasa 9.5 uL -
Volumen Total 25 uL -

Cuadro 5. Preparacion de la mezcla de reaccién para la PCR en tiempo real

Para la expresion de los genes de toxinas por PCR en Tiempo Real se utilizé el
equipo Rotor-Gene™ 6000 (Corbett®). Las condiciones de amplificacion fueron:
95°C durante 5 minutos (activacion de la HotStart), 40 ciclos de desnaturalizacion
a 95°C durante 5 segundos y la combinacion de alineacion/extension de 60°C por
10 segundos tal como fueron descritas por Huygens et. al., 2006). Los resultados

se analizaron con el software del equipo Gene™ 6000 Corbett®.
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Oligonucleétido Secuencia del primer (5~ 3") Referencia
Toxinas
sea Forward 216 (Tsen&Chen1992)
AAAGTCCCGATCAATTTATGGCTA
Reverse
GTAATTAACCGAAGGTTCTGTAGA
seb Forward 478 (Johnson et al., 1991)
TCGCATCAAACTGACAAACG
Reverse
GCAGGTACTCTATAAGTGCC
sec Forward 257 (Johnson et al., 1991)
GACATAAAAGCTAGGAATTT
Reverse
AAATCGGATTAACATTATCC
sed Forward 317 (Johnson et al., 1991)
CTAGTTTGGTAATATCTCCT
Reverse
TAATGCTATATCTTATAGGG
see Forward 170 (Johnson et al., 1991)
TAGATAAGGTTAAAACAAGC
Reverse
TAACTTACCGTGGACCCTTC
seg Forward 642 (Jarraud et al., 1999)
AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC
Reverse
AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTAGTTC
seh Forward 375 (Jarraud et al., 1999)
CAATCACATCATATGCGAAAGCAG
Reverse
CATCTACCCAAACATTAGCACC
sei Forward 576 (Jarraud et al., 1999)
CTCAAGGTGATATTGGTGTAGG
Reverse
AAAAAACTTACAGGCAGTCCATCTC
sej Forward 142 (Monday & Bonach1999)
CATCAGAACTGTTGTTCCGCTAG
Reverse
CTGAATTTTACCATCAAAGGTAC
eta Forward 676 (Steven et al., 2008)
GCAGGTGTTGATTTAGCATT
Reverse
AGATGTCCCTATTTTTGCTG
etb Forward 419 (Steven et al., 2008)
ACAAGCAAAAGAATACAGCG
Reverse
GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG
efb Forward 303 (Steven et al., 2008)
CGGTCCAAGAGAAAAGAAACCAGTGAG
Reverse
TGTGCTTTTCTGTGTGCACTGACAGTATG
hlg Forward 306 (Steven et al., 2008)
TTGGCTGGGGAGTTGAAGCACA
Reverse

CGCCTGCCCAGTAGAAGCCATT
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Oligonucleétido Secuencia del primer (5'- 37) Tamafo Referencia

(pb)
Toxinas  Forward (Steven et al., 2008)
AACGGCAGGAATCAGTACACACCATC

Reverse
GGCAAGTTATGAAATGTCTGCCAAACC
arcA Forward 724 (Steven et al., 2008)
CACGTAACTTGCTAGAACGAG

Reverse
GAGCCAGAAGTACGCGAG
tst Forward 306 (Steven et al., 2008)
ATGGCAGCATCAGCTTGATA
v8 Forward 529 (Steven et al., 2008)
CAACGAATGGTCATTATGCACCCGTA
Reverse

TTTGGTACACCGCCCCAATGAA

Cuadro 6. Oligonucledtidos utilizados para la PCR en Tiempo Real.

Electroforesis de campos pulsados PFGE

Las cepas bacterianas fueron sembradas en medio S-110 por el método de estria
cruzada y se incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente se tomé una colonia
aislada y se inoculé por duplicado en un tubo con 5 ml de medio BHI, se incubaron
toda la noche a 37°C. La concentracién de bacterias se ajustd a una concentracion
de 3 en la escala de Mc Farland o de 1.3 a 1.4 a 610 nm, 1 x 10° bacterias / mL.
Una vez crecidas las bacterias se tomd una muestra de 500 pL y se coloco en un
tubo eppendorff, se centrifugé a 13000 rpm durante 4 minutos, el sobrenadante fue
retirado y se le adicionaron 500uL de buffer PIV (10mM Tris base, 1 M NaCl, pH
7.6). La muestra se centrifugd durante 4 minutos a 13000 rpm (se verificO que el

paquete celular tuviera un densidad aproximada de 2 mm de diametro), nuevamente
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se le agregaron 150uL de buffer PIV y se incub6é a 50°C por 5 minutos.
Posteriormente se adicionaron 150uL de agarosa de bajo punto de fusion,
mezclando el paquete celular perfectamente mediante un vortex. Los moldes para
plug se llenaron con la mezcla anterior dejando un meiiisco, estos se refrigeraron
por 15 minutos a 4°C y a continuacion se depositaron en un tubo para micro
centrifuga agregando 500 pL del buffer de Lisis celular [6mM Tris pH7.6, 100 mM
EDTA, 51M NaCl, 5.0g. polyoxyethylene 20 cetyl ehter] y se incubaron toda la
noche Posteriormente se lavaron con buffer TE1X [ TE 10X: 50mM Tris pH 7.6m 50
mM EDTA pH 7.5, dilucion 1:10) y se adicionaron 500 pL de buffer ESP (398 mM
EDTA, 34mM Sodium Lauroyl Sarcosine, 500mg Proteinasa K). Finalmente se
incubaron a 50°C toda la noche. Al término se lavaron con TE1X y se incubaron a
35°C por 30 minutos, este paso se repitid 5 veces (Todos los plugs de reserva se
mantuvieron con buffer TE1X), se estabiliz6 el plug con 300 yL de buffer J 10X [100
mM Tris-HCL, 70 mM MgClz, 500 mM KCL, 10 mM DTT (1-4 Dithiothreitol) pH 7.5,
(dilucion 1:10)] para cada muestra; la digestion se llevo a cabo con la enzima de

restricciébn (Smal) por 30 minutos a 37°C .

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

la cAmara de PEGE para la corrida.

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

ultra violeta. El andlisis de se realiz6 mediante los criterios de Tenover et al., 1995.
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RESULTADOS

Pacientes estudiados

Se estudiaron 21 cepas de pacientes con infeccion en el sitio de insercion del catéter
tipo Mahurkar, en donde el 62% (n= 13) fueron hombres y el 38% (n=8) fueron
mujeres (Grafica 1). La edad de los pacientes se situ6 dentro del intervalo 17 a 72
afos (Grafica 2). La frecuencia mas alta se encontré dentro del intervalo 17 a 28
afios con un 33.33% (n=7) de pacientes, posteriormente se encontro el intervalo de
28 a 39 afios con un 28.57% (n=6). La frecuencia mas baja se encontré dentro del

intervalo de 61 a 72 afos con un 4.76% (n=1).

62% (n=13)

W hombres M mujeres

Grafica 1. Distribucion de los pacientes por sexo.
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Grafica 2. Distribucion de los pacientes por edad.

Origen de las cepas aisladas

Se analizaron 21 cepas de S. aureus aisladas de los catéteres de pacientes
infectados de un hospital del estado de México.

Hospital General
Regional 72, IMSS
100%

Grafica 3. Origen de las cepas de los pacientes del hospital del IMSS.
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Etiologia de la IRC de los pacientes

El origen de la enfermedad renal no se logré establecer por los médicos en el
42.85% (n=9) de los pacientes, en donde en el 28.57% (n=6) la IRC fue debida a la
Glomerulonefritis, 19.04% (n=4) a la Diabetes Mellitus y en menor porcentaje a la
Hipertension Arterial con el 9.52% (n=2) (Cuadro 7)

ETIOLOGIA No %
Hipertension arterial 2 9.52%
Diabetes Mellitus 4 19.04%
Glomerulonefritis 6 28.57%

No determinada 9 42 .85%

Cuadro 7. Origen de la Insuficiencia Renal Cronica de los pacientes estudiados.
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Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR

La identificacion de Staphylococcus aureus se realizé mediante la deteccion por
PCR convencional de los marcadores rRNA (Fotografia 1) y spa (Fotografia 2). El

gen spa fue identificado en el 100% de las cepas analizadas (n=21).

1250 pb —*

200 pb —=

Fotografial. Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR convencional mediante la
amplificacion de rRNA. Linea 1, Control negativo (S. epidermidis ATCC 35984); Linea 2, Control
positivo (S. aureus ATCC 33592); Linea 5, MPM 200 pb; Lineas 3-4 y 6-8, rRNA en cepas de S.
aureus.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

700 pb —»

100 pb —»

Fotografia2. Deteccidn por PCR convencional de spa. Lineas 1-4, y 8-12 spa en cepas de S. aureus
(700 pb el amplicon); Linea 5, Control positivo (S. aureus ATCC 33592); Linea 6, Control negativo
(sin ADN molde); Linea7; MPM 100 pb.
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Determinacion de la expresion de los genes que codifican toxinas por PCR en tiempo

Real (PCR-RT) en las cepas de S. aureus

La frecuencia de expresion de los genes de toxinas se observa en el Cuadro 8. Los genes
expresados con mayor frecuencia fueron seg (100%, n=21) (Figura 2y 3), seh (100%, n=21)
(Figura 4 y 5), sei (100%, n=21) (Figura 6y 7), hlg (100%, n=21) (Figura 8y 9) y efb (100%,
n=21) (Figura 10 y 11), posteriormente el gen etb (95.2%, n=20 (Figura 12 y 13),sea (52.3,
n=11) (Figura 14 y 15), arcA (5% n=1) (Figura 16 y 17) yv8 (5%, n=1)(Figuras 18 y 19), Los
genes seb, sec, sed, see, sej, eta, tst y chp no se expresaron, estos dos ultimos se
ejemplifican en las figuras 20,21,22 y 23.

Genes de Expresion
Toxinas No %
seg 21 100
seh 21 100
sei 21 100
hig 21 100
efb 21 100
etb 20 95
sea 11 52
arcA 1 5
V8 1 5
seb 0 0
sec 0 0
sed 0 0
see 0 0
sej 0 0
tst 0 0
chp 0 0

Cuadro 8. Expresion de los genes que codifican toxinas en las cepas de S. aureus.
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Figura 2. Deteccién de la expresion del gen seg en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 3. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen seg. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 4. Deteccion de la expresion del gen seh en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 5. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen seh. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 6. Deteccion de la expresion del gen sei en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 7. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen sei. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 8. Deteccidn de la expresion del gen hlg en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 9. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen hlg. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 10. Deteccion de la expresion del gen efb en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 11. Curva de fusion (Melting point) de la corrida del gen efb. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 12. Deteccién de la expresion del gen etb en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 13. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen etb. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 14. Deteccién de la expresion del gen sea en las cepas de S. aureus por
PCR en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green |. La lectura se realizé en el canal
verde. NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923,
Control Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 15. Curva de fusion (Melting point) de la corrida del gen sea. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 16. Deteccion de la expresion del gen arcA en las cepas de S. aureus por
PCR en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green |. La lectura se realiz6 en el canal
verde. NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923,
Control Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 17. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen arcA. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 18. Deteccién de la expresion del gen v8 en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 19. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen v8. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 20. Deteccién de la expresion del gen tst en las cepas de S. aureus por PCR
en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal verde.
NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923, Control
Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 21. Curva de fusién (Melting point) de la corrida del gen tst. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 22. Deteccion de la expresion del gen chp en las cepas de S. aureus por
PCR en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green |. La lectura se realizé en el canal
verde. NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923,
Control Negativo = S. epidermidis ATCC 35984.
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Figura 23. Curva de fusion (Melting point) de la corrida del gen chp. Los productos

especificos muestran una temperatura mas alta que los productos inespecificos.
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Figura 24. Deteccion de la expresion del gen gyrB en las cepas de S. aureus por
PCR en Tiempo Real, utilizando SYBER® Green I. La lectura se realizé en el canal
verde. NTC = No Control Templado; Control Positivo = S. aureus ATCC 25923,
Control Negativo = S.epidermidis ATCC 35984
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Expresion de los genes que codifican toxinas en las cepas de S. aureus y su

asociacion con los patrones de restriccion del ADN cromosdmico por PFGE.

El analisis de los patrones de restriccion del ADN cromosomico de las cepas de S.
aureus por PFGE demostro la existencia de dos pares de cepas idénticas entre si
(cepa 22y 32y cepa 59 y 79; Cuadro 9), ademas de otras tres cepas también
iguales entre si (cepas 77, 79 y 82; Cuadro 9). También se identifico que las cepas
11y 112 se encuentran cercanamente relacionadas entre si, al igual que las cepas
16 y 19 que posiblemente se encuentran relacionadas entre si(Cuadro 9).

La asociacion de los perfiles de expresion de los genes que codifican toxinas entre
las cepas de S. aureus idénticas (PFGE), demostro la ausencia de expresion del
gen arcA en dos pares de las cepas idénticas (Cuadro 9), mientras que el gen chp
no se expreso en ninguno de los tres pares de las cepas de Staphylococcus aureus,

(cuadro 9).
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PFGE

B E §

Genes
#Cepa |sea|seb |sec|sed|see|seqg|seh|sei|sej|tst|eta|Ethb|efb|hlg|chp|arcA| V8
22 - - - - - + + + - - - + + + - - -
32 - - - - EEE NN - - Idénticas
66 - - - - - + + + - - - + + + - - -
59 - - - - - + + |+ | - - - + + + - - -
Idénticas

77 + - - - - + + [+ | -] - - + + | + - - -
79 + - - - - + + [+ | -] - - + + | + - + -
82 + | -] - - NN N N - - Idénticas
11 - - - - - + + |+ | - | - - - + + - - -

Cercanamente
112 + - - - NN - - Relacionadas
16 i S ) ) e e I A e - - Posiblemente
19 + - - - SO I T I S I R I I B O - - Relacionadas
12 + - - - - + + |+ | - | - - + + + - - -
52 - - - - - + + + - - - + + + - - -
58 - - - - - + + [+ | -] - - + + | + - - -
73 + - - - - + + + - - - + + + - - -
75 + - - - - + + + - - - + + + - - -
76 + - - - S I I e I IR A B R - +
93 - - - - - + + + - - - + + + - - -
103 + - - - - + + [+ | -] - - + + | + - - -
109 + - - - - + + + - - - + + + - - -
111 - - - - EEE NN - - No Relacionadas

Cuadro 9. Perfiles de expresion de los genes que codifican toxinas en S. aureus y su asociacion mediante PFGE.
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Combinaciones de expresion de los genes que codifican toxinas en las cepas

de S. aureus

En este estudio se encontraron 6patrones (combinaciones) distintos de expresion
de genes de toxinas en las 21 cepas de S. aureus estudiadas(cuadro 10), dentro de
las cuales los patrones No. 1 conformado por 7 genes (sea, seg, seh, sei, etb, efb,
hlg) se encontraron en el 39.13% (n=9) de las cepas y No. 2 conformados por seis
genes (seg, seh, sei, etb, efb, hlg) se encontraron en el 38.09% (n= 8) de las cepas
(Cuadro 10). También se encontraron otros patrones (patron No. 3 y No. 4) con dos
cepas distintas, en cada caso. Es importante mencionar que los genes seg, seh, sei,

etb, efby hlg se expresaron en todas las cepas de S. aureus estudiadas.

N° Patron Combinacidon de genes
1 sea, seg, seh, sei, etb, efb, hlg 9 39.13
2 seg, seh, sei, etb, efb, hlg 8 38.09
3 sea, seg, seh, sei, etb, efb, hlg, arcA 1 4.76
4 sea, seg, seh, sei, etb, efb, hlg,V8 1 4.76
5 seg, seh, sei, tst, etb, efb, hlg 1 4.76
6 seg, seh, sei, efb, hlg 1 4.76

Cuadro 10. Diferentes patrones de expresion de genes de toxinas en las cepas de

S. aureus.
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DISCUSION

Analisis de Pacientes con Insuficiencia Renal Cronica

En este estudio se analizaron un total de 21 cepas previamente aisladas de
pacientes con Insuficiencia Renal Crénica (IRC) con infeccion en el sitio de
insercion del catéter de hemodidlisis tipo mahurkar, en donde el 62% (n= 13) fueron
hombres y el 38% (n=8) mujeres (Grafica 1), las edades de los pacientes oscilaron
entre los 17 y 72 afos de edad, la frecuencia mas alta de edad se encontré dentro
del intervalo 17 a 28 afos (Grafica 2) con un 33.33% (n=7), Ornelas en el 2013
realiz6 un estudio donde analizdé 112 cepas de pacientes con Insuficiencia Renal
Crdnica reportando una alta incidencia de infeccion por S. aureus en hombres en el
sitio de insercion, ademas de reportar que el intervalo entre las edades de 20 a 29
afos fue una de las mas elevadas, asi mismo existen reportes en Japoén en donde
dos tercios del total de los pacientes con IRC se encuentran por encima de los 60
afos, la mitad de estos poseen 65 afios (Kurokawa et al., 2002). En los Estados
Unidos 24 millones de personas padecen Diabetes Mellitus y mas de 180 mil de
estos pacientes poseen IRC (United States Renal Data System), a diferencia de
México, en donde la tasa de pacientes con Diabetes Mellitus es desconocida, sin
embargo existe una estimacion de incidencia de los pacientes con IRC, la cual se
reporta en 377 casos por Millon (Mendez et al., 2010) demostrando que la IRC
ocurre a cualquier edad. Las enfermedades Renales como la IRC son de alta
importancia a nivel mundial, y la region latinoamericana no esta exenta de ello, los
altos valores y la prevalencia de este tipo de enfermedad renal se deben a
patologias que se encargan de la pérdida lenta e irreversible del filtrado glomerular
(Obrador et al., 2012), tal es el caso de la Diabetes Mellitus (DM). Esta patologia
segun la OMS muestra que aproximadamente 150 millones de personas en el
mundo padecen DM, estimando que para el 2025 esta cifra pueda duplicarse (Wilde,
2004). Se ha descrito que la DM es la responsable del 50% de los casos de IRC
(Fundacién Mexicana del Rifidbn 2013); sin embargo pese a que la literatura muestra
que la DM es la responsable de la mayoria de casos de IRC, en este trabajo la
causa de la IRC del 19.04% de los pacientes analizados fue la DM. Se ha descrito
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que la Hipertension Arterial (HTA) y la Glomérulonefitis (GN) son las segundas
patologias responsables de la IRC (Fundacién Mexicana del Rifion 2013). En este
trabajo la HTA fue la responsable del 9.52% del origen de la IRC en estos pacientes,
y la GN del 28.57%, sin embargo el origen de la IRC en el 42.85% de los pacientes
no se logré determinar. Existen reportes de que el 8.8% de la etiologia de la IRC no
ha sido determinada (Kjellstrand et al., 1992).

Los elevados indices de IRC en el mundo muestran un costo elevado para mantener
la vida del paciente estable, por ejemplo Estados Unidos en el 2005 gasto cerca de
32 millones de ddlares en la atencidn de pacientes con IRC al someterlos a didlisis,
hemodidlisis o trasplantes renales (United States Renal Data System 2007). En
México la IRC ocupa el décimo lugar de mortalidad entre los mexicanos con una
incidencia de 100 a 400 casos por millébn de habitantes, ademés de que se estima
gue el uso de dialisis y hemodialisis consume el 7% del presupuesto total destinado

a la atencion medica del afio 2012 (Seguro de Enfermedades y Maternidad 2013).

Contaminacion de los Catéteres de Hemodidlisis por S. aureus

El empleo del catéter de hemodidlisis como un sustituto de la funcion filtradora del
riion son de alta utilidad clinica ya que facilita un rapido acceso al torrente
sanguineo, sin embargo debido a que Staphylococcus aureus es una bacteria que
forma parte de la flora nasal del hombre (Vaden, 1999), los pacientes con catéter
de hemodialisis corren un elevado riesgo de adquirir una infeccion o autoinfeccion.
(Bernardo et al., 2004). Karneni y Hedayati en el 2007 reportaron que la incidencia
bacteriana responsable de infecciones en catéteres de hemodialisis se debe
principalmente a bacterias Gram positivas, principalmente por Staphylococcus
aureus y Staphylococcus coagulasa negativo. En este trabajo se realizd la
identificacion de S. aureus mediante el empleo de los marcadores cromosomicos
rRNA (Fotografia 1) y spa (Fotografia 2). Se ha descrito que el gen spa es el
responsable de la formacion de la proteina A, que forma parte de la capsula de esta
bacteria, mientras que el gen rRNA codifica la proteina ribosomal (McCarthy etal.,
2010; Nashev et. al., 2004). En este trabajo la identificacion de rRNA y spa fue del
100% para todas las cepas de Staphylococcus aureus.
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Determinacion de la expresion de los genes que codifican toxinas por PCR en

tiempo Real (PCR-RT) en las cepas de S. aureus

Con el proposito de establecer la expresion de los genes que codifican toxinas, en
este estudio se implement6 un modelo de infeccion in vitro en epitelio reconstituido
humano (RHE) en 21 cepas de S. aureus aisladas de infecciones asociadas a los

catéteres de pacientes de hemodialisis.

Se obtuvo una alta variabilidad ya que no todas las toxinas de las cepas de S.
aureus estudiadas fueron expresadas, sin embargo estas toxinas ya habian sido
previamente identificadas en estudios anteriores. Dentro de la familia de las
Enterotoxinas los genes expresados con mayor frecuencia fueron seg (Figura 2 y
3), seh (Figura 4 y 5) y sei (Figura 6 y 7) con el 100% (n= 21) (Cuadro 8), seguido
de sea con el 52% (n=11) (Cuadro 8). Campbell y colaboradores en el 2008
realizaron un estudio en 56 cepas de S. aureus aisladas de pacientes con
infecciones en piel en 11 centros de Estados Unidos y en 34 cepas de S. aureus
aisladas de pacientes de Africa; Estos autores describieron los siguientes
porcentajes de deteccidn de los genes para las cepas obtenidas de 11 centros en
Estados Unidos: seg (45%, n=25), seh (46%, n=26), sei (86%, n=46) y el gen sea
(61%, n=34), mientras que las cepas colectadas de 7 centros distintos en Sur Africa
mostraron las siguientes frecuencias; seg (82%, n=28), seh (62%, n=21), sei (100%,
n=34) y sea (85%, n=29). Estos resultados sugieren que la frecuencia de los genes
que codifican toxinas varia con respecto a la region; por lo que la frecuencia de la
expresion de estos genes deberia ser diferente. Al expresarse estos genes en el
humano provocan el peristaltismo intestinal ademas de afectar el Sistema Nervioso

Central y causar gastroenteritis (Gouloumes 1996; Dinges et al., 2000).

El gen hig se expreso en este estudio en un 100% de las cepas aisladas (n=21,
Cuadro 8), mientras que Peacock y colaboradores en el 2002 encontraron que la
frecuencia de el gen hlg fue del 100% en cepas aisladas de portadores sanos y un

99% (n=153) en cepas aisladas de pacientes con enfermedades invasivas. De la
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misma manera Campbell y colaboradores en el 2008 encontraron una frecuencia
del 100% en cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infecciones en la piel
provenientes de Africa y Estados Unidos. Este gen al ser expresado codifica para
una proteina conocida como a toxina, que al ser secretada lisa los eritrocitos,
linfocitos y plaquetas, ademas de provocar una vasoconstriccion debido a la
produccion de tromboxano y prostaciclinas, comprometiendo la vida del paciente

finalizando con un edema pulmonar (Dinges et al, 2000).

En este estudio el gen efb se expresd también en el 100% de las cepas aisladas
(n=21, Cuadro 8). Campbell y Colaboradores en el 2008 identificaron el gen efb en
el100% de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infecciones en la piel
provenientes de Africa y Estados Unidos, Peacock y colaboradores en el 2002
encontraron la presencia de este gen en un 60% de las cepas de pacientes sanos
y un 68 % en cepas aisladas de pacientes con infecciones invasivas. Ornelas en el
2013 identificd efb en el 92.7% de las cepas de S. aureus aisladas de catéteres y
en el 100% de las cepas aisladas de narinas. El gen efb de S. aureus transcribe la
proteina extracelular de unién al fibrinbgeno que esta en la superficie de las
plaguetas, al unirse interfiere con la respuesta inflamatoria temprana, retrasando la
cicatrizacion (Lee et al., 2004; Shannon and Flock. 2004). Sin embargo se ha
demostrado que los humanos producen anticuerpos para esta proteina (Olander,
2008).

El gen etb se expresd en el 95% de las cepas (n=20) aisladas de catéter de
hemodidlisis. Campbell y colaboradores en el 2008 identificaron la presencia de etb
en el 12% (n=3) y 47% (n=34) de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes con
infecciones en la piel provenientes de Estados Unidos y Africa, respectivamente.
Mientras que Peacock y colaboradores en el 2002 identificaron solamente el 3% de
las cepas (n=6) provenientes de portadores sanos, mientras que en las cepas
aisladas de pacientes con infecciones invasivas el gen no fue detectado. El gen etb
genera la formacion de la toxina exfoliativa B, causante del sindrome Estafilocécico

de la Piel Escaldada, provocando una dermatitis exfoliativa, la cual se caracteriza
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por la formacion de grandes ampollas. (Bailey et. al., 1980; Lee et al., 1987; O’
Toole et al., 1987).

En este estudio el gen arcA se expreso en el 5% de las cepas (n=1) aisladas de
catéteres de pacientes de hemodidlisis (Cuadro 8). Ornelas en el 2013 reporto la
presencia de arcA en el 90.9% de cepas aisladas de catéter y en el 68.4% de las
cepas aisladas de narinas. arcA es codificado por dos grupos de genes “arc y app-
3”, el primero de estos activa la via de la arginina diseminasa, la cual realiza una
conversion de la L-arginina en CO2, ATP y amoniaco que son importantes para la
supervivencia en pH bajo y también para la inhibicion de la respuesta inmune contra
infecciones bacterianas; Todas las cepas de Staphylococcus aureus tienen un
operon arc nativo que codifica para la ruta de la arginina diseminasa (Degnan et al.,
2000; Moncada & Higgs 1993; Pi et al., 2009).

El gen vBse expresd en el 5% (n=1) de las cepas aisladas de catéter de los
pacientes (Cuadro 8). Campbell y colaboradores en el 2008 identificaron la el gen
vBen el 75% y 85% de las cepas de S. aureus aisladas de pacientes con infecciones
en la piel provenientes de Estados Unidos y Africa, respectivamente. En Reino
Unido Peacock y colaboradores en el 2002 identificaron la presencia de v8en el 94%
de las cepas correspondientes a portadores sanos y en el 96% de cepas aisladas
de pacientes con infecciones invasivas. Mc Gavin y cols. En 1997 reportaron que
la V8 proteasa modifica la union de fibronectina a S. aureus, por lo tanto, estas
proteasas secretadas son de elevada importancia en la regulacién post traduccional
de la actividad de exoproteinas de S. aureus, ademas de modificar las proteinas del
huésped en beneficio de las bacterias como la inactivaciéon de los péptidos
antimicrobianos (Chan et al., 1998; Cheung et al., 1994; Recsei et al., 1985; Goguen
et al., 1995)
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El gen chp no se expreso las cepas aisladas de catéter de pacientes de hemodialisis
(Cuadro 8). Campbell y colaboradores en el 2008 identificaron este gen en el 100%
de cepas provenientes tanto de Estados Unidos (n=56) como de Africa (n=34). El
gen chp codifica para una proteina llamada CHIPS (Proteina inhibidora de la
quimiotaxis de Staphylococcus aureus), la cual se encarga de la inhibicion del

guimiotaxismo de los neutrofilos (Hass et al 2004).

El gen tst no se expreso e de las cepas de S. aureus. Peacock y colaboradores en
el 2002 identificaron la presencia de tst en el 25% de las cepas de S. aureus
provenientes de pacientes sanos y en el 30% en pacientes con infecciones
invasivas. Mientras que Campbell y colaboradores en el 2008 identificaron la
presencia de este gen en el 33% de cepas provenientes de Estados Unidos y en el
50% decepas provenientes del Sur de Africa. El gen tst codifica la toxina del
sindrome del shock toxico (TSST-1), suprime la quimiotaxis de los neutrofilos,
induce la funcion supresora de los linfocitos T y bloquea el sistema reticulo
endotelial. Al actuar como super antigeno estimula la liberacion de citocinas,
prostaglandinas y leucotrienos los cuales son los causantes de la sintomatologia
(Dinges et al., 2000; Herzer 2001). El sindrome del shock téxico se caracteriza por
causar fiebre alta, dolor de cabeza, vomito, diarrea, mialgias, meningitis, faringitis,
conjuntivitis, vaginitis, edema, entre otros; Cuando la toxina TSST-1 es expresada
en adultos puede ocasionar dificultad para respirar, coagulacion intravascular y falla

renal.
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Combinaciones de expresion de los genes que codifican toxinas en las cepas

de S. aureus vy asociacion con los patrones de restriccion del ADN

cromosémico por PFGE

En este estudio se encontraron 6 patrones (combinaciones) distintos de expresion
de genes de toxinas en las 21 cepas de S. aureus estudiadas (cuadro 10), dentro
de las cuales los patrones No. 1 conformado por 7 genes (sea, seg, seh, sei, etb,
efb, hlg) y No. 2 conformados por seis genes (seg, seh, sei, etb, efb, hlg) se
encontraron en el 38.09% (n= 8) de las cepas (Cuadro 10). Estos resultados reflejan
que durante el modelo de infeccion in vitro del epitelio reconstituido humano las
cepas de S. aureus aisladas de los catéteres de pacientes de hemodidlisis
presentaron diferentes perfiles de expresion de los genes de toxinas, por lo que
suponemos que durante la patogénesis de la enfermedad las bacterias requieren
de la expresion de diferentes tipos de toxinas, y mas aun considerar que el 100%
de las cepas expreso al mismo tiempo los genes seg, seh, sei, etb, efby hig (Cuadro
10).

Por otro lado el andlisis de los patrones de restriccion del ADN cromosémico de las
cepas de S. aureus por PFGE demostré la existencia de dos pares de cepas
idénticas entre si (cepa 22y 32y cepa 59y 79; Cuadro 9), ademas de otras tres
cepas también iguales entre si (cepas 77, 79 y 82; Cuadro 9). Estos resultados
demuestran que probablemente la contaminacién de los catéteres de estos
pacientes por estas cepas pudo ser debida por el personal médico que manipula
los equipos de hemodialisis durante su asistencia a este servicio, por lo que se
recomienda incrementar las medidas higiénicas y de desinfeccion, tanto del

personal, como de las maquinas.
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CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que durante la infeccion in vitro del epitelio
reconstituido humano las cepas de S. aureus fueron capaces de expresar

diez genes que codifican toxinas.

Las cepas de S. aureus presentaron diez distintos patrones de expresion de
genes de toxinas durante el modelo de infeccion, dentro de los cuales los
genes seg, seh, sei, eth, efb y hlg se expresaron al mismo tiempo en todas

las cepas estudiadas.

Del andlisis del DNA cromosémico por PFGE demostré la existencia de
cepas que provenian de la misma clona, lo que probablemente se debié a
contaminacion por el personal médico que manipula las maquinas de

hemodidlisis durante su asistencia al servicio.
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