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Resumen

S. aureus es una de las principales causas de infecciones bacterianas en
humanos debido a que posee una gran cantidad de genes que codifican para
numerosos factores de virulencia. Algunos genes que codifican factores de
virulencia pueden ser transferidos entre cepas por bacteriofagos mediante
transduccion o por conversion lisogénica. El objetivo de este trabajo fue
detectar por PCR genes de profagos y de factores de virulencia en cepas de S.
aureus aisladas de catéteres peritoneales de pacientes de insuficiencia renal.
Se encontraron 5 diferentes grupos de profagos en el 80% (n=28) de las cepas,
siendo el grupo 77F el mas abundante con una frecuencia del 71.4%, los
grupos 187L y TwortD no se encontraron en ninguna de las cepas. Se
detectaron 12 genes que codifican toxinas en el 68.6% (n=24) de las cepas
estudiadas, siendo el gen tst el mas abundante con 45.7% (n=16) de
frecuencia, los genes PVL y seh no se encontraron en ninguna de las cepas.
Se detecto resistencia a oxacilina en 94.3% (n=33) de las cepas, y 80% (n=28)
de las cepas produjeron B-lactamasas. El 100% (n=35) de las cepas present6
resistencia a penicilina, ampicilina, dicloxacilina, eritromicina y ceftazidima, y al
antibiético que se presentd una mayor sensibilidad fue la cefalotina, con un
51.4% (n=18) de cepas sensibles.



Introduccién

1. Insuficiencia renal cronicay didlisis peritoneal

La insuficiencia renal es un problema de salud que estd en aumento, y por
consiguiente demanda de mudltiples intervenciones. Es una de las principales
causas de muerte y discapacidad. Se distingue por un comienzo insidioso, con
periodos donde se exacerba la sintomatologia que alterna con periodos de
latencia , que se complican posteriormente y hacen que los pacientes requieran
tratamiento complejo durante toda la vida (Rodriguez y Rodriguez, 2004).

La enfermedad renal cronica se define como una pérdida irreversible del filtrado
glomerular, la cual es asintomatica hasta que hay una reduccién del 25% del
filtrado glomerular normal, y una reduccién progresiva e irreversible del nimero
y funcionamiento de nefronas (Soriano, 2004).

La primera causa de enfermedad renal cronica es la diabetes mellitus tipo I,
gue constituye mas del 50% de los casos que inician algun tratamiento dialitico
(Martinez, 2004). En algunos hospitales de segundo nivel se reporta hasta un
60%. Otras de las causas de enfermedad renal crénica son nefroesclerosis
debida a la hipertension arterial y la glomerulonefritis crénica (Hernaldo, 1997).

La dialisis peritoneal es el tratamiento cuyo fin es sustituir la funcion de los
rinones dafados, usando al peritoneo como membrana de recambio. Durante
la didlisis se eliminan de la sangre los desechos y el exceso de liquidos al
pasar por el peritoneo y, para ello, se introduce una solucién dializante en la
cavidad peritoneal (Choi, 2003).

Al paciente con dialisis peritoneal se le coloca en la cavidad abdominal un
catéter blando hecho de silicon con dos cojinetes de dacron. Este se coloca
mediante un procedimiento quirdrgico de minima invasion. Este se mantiene de
forma permanente en la cavidad abdominal, y solo en caso de que sufra
disfuncion por migracién u obstruccion (por fibrina, coagulos o epiplén) se debe
retirar y volver a implantar (Choi, 2003).

Ademas del catéter, se usa una linea de trasferencia para conectar el catéter
con las bolsas de dialisis, a través de un conector.

Los pacientes que sufren insuficiencia renal crénica y que son sometidos a
didlisis peritoneal son especialmente susceptibles a las infecciones por S.
aureus (Paniagua-Contreras et al., 2012) debido a la formacion de biopelicula
bacteriana en la zona de insercion del catéter (Cruz et al., 1994; Sellarés et al.,
1998).



2. Staphylococcus aureus
2.1 Descripcion y caracteristicas generales

El género Staphylococcus esta incluido en la familia Staphylococceae, dentro
del orden Bacillares, e incluye actualmente 42 especies diferentes (De Cueto y
Pascual, 2009), siendo Staphylococcus aureus una de las principales causas

de infecciones bacterianas en humanos (Bamberger y Boyd, 2005).

S. aureus es una bacteria con forma de coco (esférica) Gram positiva, de 0.5 a
1.5 um de diametro, que se agrupa de forma irregular, caracteristica que le da
el nombre al género, que procede del griego staphylé, que significa “en racimo
de uvas”. Este nombre fue propuesto por el cirujano escocés Alexander
Ogdson en 1880 (De Cueto y Pascual, 2009).

2.2 Caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas

S. aureus es una bacteria anaerobia facultativa, no mévil, que no forma

esporas (Bustos-Martinez et al., 2006).

Es productora de dos enzimas caracteristicas, la catalasa (catalasa positiva),
que le permite desdoblar el peréxido de hidrogeno (H,0,) en H,0 y oxigeno
libre y la coagulasa (coagulasa positiva), que le permite coagular el plasma
(Martin-Lopez et al 2002; Heikens et al., 2005; Peacock, 2005; Bannerman,
2007).

S. aureus se desarrolla en medio S-110 a una temperatura que oscila entre
18°C y 40°C, tras 24 horas de incubacion se forman colonias de 1 a 3 mm de
diametro, lisas, elevadas, brillantes y de bordes enteros (Murray et al., 2006).
Tipicamente las colonias presentan una consistencia cremosa, con una
coloracion amarillenta o dorada, debida a la produccion de un pigmento
carotenoide (Bustos-Martinez et al., 2006). En medios de cultivo con sangre las
cepas producen un halo de B- hemdlisis o de hemoalisis completa alrededor de

la colonia (De Cueto y Pascual, 2009).



2.3 Estructura
2.3.1 Pared celular

Los componentes fundamentales de la pared celular son el peptidoglicano y los
acidos teicoicos (Gram positivos). El peptidoglicano representa la mitad del
peso de la pared celular y proporciona forma y estabilidad al microorganismo;
ademas, tiene actividad de tipo endotoxina, por lo que interviene de forma
importante en la patogenia de la infeccién. El marcador cromosémico femB
participa en la sintesis de este, por lo que se puede identificar a la bacteria por
PCR (Martin-L6pez et al 2002). Los acidos teicoicos representan el 40% del
peso de la pared. Son polimeros compuestos por ribitol y N-acetil-glucosamina
(polisacérido A) y son especificos de la especie; estan unidos covalentemente
al peptidoglicano de la pared o ligados a los lipidos de la membrana celular.
Los &cidos teicoicos permiten la unién de S. aureus a las superficies mucosas

mediante uniones especificas a la fibronectina (Murray et al., 2006).

Las cepas de S. aureus estan cubiertas uniformemente por una proteina,
denominada proteina A, la cual se utiliza para una prueba especifica de
aglutinacion con anticuerpos monoclonales (Murray et al., 2006; Bannerman,
2007).

Otra proteina asociada a la pared celular es la coagulasa, que puede
encontrarse ligada a la célula (coagulasa ligada o clumping factor) y que es
capaz de convertir directamente, sin intervencién de factores plasmaticos, el
fibrinbgeno en fibrina produciendo la coagulacién del plasma (Kaplan y
Tenebaum, 1982; Peacock, 2005; Murray et al., 2006; Bannerman, 2007).

2.3.2 Membrana citoplasmatica

La membrana citoplasmatica esta formada por un complejo de proteinas,
lipidos y carbohidratos y sirve de barrera osmotica para la célula (Murray et al.,
2006; De Cueto y Pascual, 2009).



2.3.3 Cépsula

Algunas cepas de S. aureus estan recubiertas por una capa de polisacaridos
externos, denominada capsula mucoide o slime, que confiere, en ciertas
condiciones, una mayor capacidad de adherencia, asi como un aumento del

efecto antifagocitico (Rodriguez-Luzon y Rodriguez-Bafio, 2005).
2.4 Patogenia de las infecciones producidas por S. aureus

Aproximadamente un 20% de la poblacibn humana es portadora permanente
de S. aureus en las fosas nasales y un 30% lo es de manera intermitente, por
lo que esta bacteria puede comportarse como un organismo comensal y como
un agente patdgeno. Los pacientes con infecciones por esta bacteria suelen
infectarse por la misma cepa que coloniza sus fosas nasales (Wertheim et al.,
2005; De Cueto y Pascual, 2009). Un grupo de pacientes especialmente
susceptibles a las infecciones por S. aureus es el formado por aquellos que
sufren insuficiencia renal cronica y por ello se someten a dialisis peritoneal

(Lindsay y Holden, 2004; Paniagua-Contreras et al., 2012).

Para una adecuada supervivencia e invasion del huésped, S. aureus posee un
sistema complejo de factores de virulencia que esta coordinado por un sistema
de comunicacion célula-célula conocido con el nombre de quorum sensing (QS)
(Yarwood y Schlievert, 2003; Kong et al., 2006). EI QS estd mediado por
pequefias proteinas producidas por las bacterias que se denominan
autoinductores y que, dependiendo de los factores ambientales, pueden activar
un gran numero de genes incluyendo algunos que codifican factores de

virulencia (Tablal) (De Cueto y Pascual, 2009).

S. aureus puede difundir a nivel local o tener acceso al torrente sanguineo. Una
vez en la sangre puede propagarse a sitios periféricos en 6rganos distantes.
Como resultado de esta diseminacion se pueden presentar diversas
infecciones. Finalmente, incluso si el microorganismo no invade, es posible que
los pacientes presenten sindromes especificos provocados por el efecto de
toxinas de accion local o sistémica (Archer, 1998). Incluso, el empleo de ciertos

antibioticos favorece la sintesis de toxinas estafilocdcicas (Dancer, 2008).

10



Tabla 1. Fases de la patogenia de las infecciones por S. aureus y factores de

virulencia involucrados (De Cueto y Pascual, 2009).

Fase Factores de virulencia Infecciones asociadas
Adherencia Factores de agregacion (clumping factor), | Endocarditis, infecciones
bacteriana proteinas de unién al fibrindgeno, fibronectina y | asociadas a  prétesis vy

sialoproteina dsea. catéteres intravasculares,

osteomielitis, artritis.

Persistencia Formacion de biopeliculas (polisacarido de | Infecciones recurrentes,

bacteriana adhesion intracelular) y persistencia intracelular. fibrosis quistica y todas las
anteriores.

Evasion de los | Capsula polisacarida, proteina A, proteina | Infecciones cutaneas

mecanismos inhibidora de la quimiotaxis (CHIP), proteina de | invasivas, neumonia

de defensa del | adherencia  extracelular ~ (Eap), citotoxinas | necrotizante, abscesos.

huésped (leucocidina de Panton Valentine y a-toxina).
Penetraciébn e | Proteasas, lipasas, nucleasas, hialuronidasas, | Destruccion tisular e
invasion tisular | fosfolipasa C y elastasas. infecciones metastasicas.

Shock séptico | Enterotoxinas, toxina del sindrome del shock | Toxiinfecciones alimentarias,
y cuadros | toxico 1, toxinas exfoliativas A y B, a-toxina, | sindrome del shock téxico,

téxicos peptidoglicano y &cidos teicoicos. sindrome de la piel escaldada,

impétigo bulloso y sepsis.

Los sintomas y la gravedad de la enfermedad dependen de la via de infeccion
y de la expresion de los genes que codifican sus numerosos factores de
virulencia, como enzimas y toxinas que agreden al hospedero, y de la
resistencia a los antibidticos que muestre la cepa infectante (Marple et al.
1989).

2.5 Factores de virulencia

S. aureus produce mas de 25 diferentes proteinas extracelulares, muchas de
las cuales son contadas como factores de virulencia (Arvidson, 1983). Gracias
a este extraordinario repertorio de factores de virulencia (Tabla 2) puede
sobrevivir en condiciones extremas en el hospedero humano (Castaion-
Sanchez, 2012).
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Tabla 2. Factores de virulencia producidos por S. aureus (Bustos-Martinez et
al., 2006)

Estructurales

# Peptidoglicano
# Proteina A

# Adhesinas

# Acidos teicoicos

# Polisacaridos capsulares

Enzimas

Enzima Efecto

Catalasa Neutraliza la formacién de radicales libres producidos por los
polimorfonucleares.

Coagulasa Forma una capa de fibrina alrededor del absceso, protegiéndolo contra
la fagocitosis. Activa el complemento.

Hialuronidasa Hidroliza los enlaces glucosidicos del acido hialurénico facilitando la
diseminacion.

Leucocidina Dafia los leucocitos y genera granulocitopenia.

Hemolisina a Citotoxica para leucocitos, plaguetas y hepatocitos. Dermonecrotica
letal.

Hemolisina B | Citotéxica para eritrocitos, leucocitos, macréfagos vy fibroblastos.

(esfingomielinasa C)

Hemolisina 6 Citotoxica para eritrocitos, leucocitos, células de mamiferos en cultivo y
protoplastos bacterianos.

Hemolisina y Citotoxica para eritrocitos.

Lipasas Hidrolizan la membrana celular, favorecen la invasiéon de tejido cutaneo
y subcutaneo.

DNAsa Favorece la diseminacion de la bacteria.

B-lactamasas Confieren resistencia a antibiéticos B-lactamicos.

Toxinas

Toxina Efecto

Exfoliativa Provoca division de los puentes intercelulares en la capa granulosa de

la epidermis, originando la descamacion generalizada de la piel. Piel

escaldada.
Toxina 1 | Fiebre, descamacién, erupcién cutanea, hipotensién. Afecta varios
(enterotoxina F) sistemas. Sindrome del choque toxico.
Enterotoxinas Provocan un cuadro emético, afectando al SNC. Generan un cuadro de

gastroenteritis con vomito.
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2.5.1 Factores de adhesioén

S. aureus posee diversas proteinas en su superficie, las cuales se denominan
MSCRAMMSs (por sus siglas en inglés: microbial surface components
recognizing adhesive matrix molecules) que median la adherencia a los tejidos
del hospedero e inician la colonizacién, la cual podrd conducir al
establecimiento de una infeccion (Gordon y Lowy, 2008).

Ejemplo de ello son las proteinas A y B de unién a fibronectina (FnbpA y
FnbpB), cuya funcion es favorecer la union de la bacteria a los componentes de
la matriz extracelular como la fibronectina. La proteina Cna es la responsable
de la adhesion de la bacteria a la colagena de la matriz extracelular (Patti et al.,
1994). Por otro lado, las proteinas CIfA y CIfB (factor aglutinante A y B) se
encargan de aglutinar y adherir a las bacterias al fibrindbgeno. Estudios
realizados con cepas de S. aureus con mutaciones en el gen cflA mostraron
que las mutantes son menos virulentas que las cepas silvestres isogénicas
(Foster y Hook, 1998).

2.5.1.1 Formacién de biofilm

Un biofilm puede definirse como una comunidad sésil derivada de
microorganismos, formado por células que estan adheridas a un sustrato,
interfase o unidas unas con otras, embebidas en una sustancia polimérica de
matriz extracelular y que exhibe fenotipos alterados respecto al crecimiento,

expresion de genes y produccion de proteinas (Archer et al., 2011).

Algunas cepas de S. aureus utilizan un polimero de N-acetil glucosamina para
formar biofilms (Castafion-Sanchez, 2012). El operdn ica codifica para la
magquinaria que sintetiza este polimero (Fluckiger et al., 2005); sin embargo, no
todas las cepas poseen dicho elemento genético. Es importante resaltar que
deleciones en el operén ica no impiden que la bacteria forme un biofilm, ya que
existe una via independiente de este. En esta via la bacteria expresa una
variedad de adhesinas que le permiten unirse y colonizar un gran niumero de
superficies diferentes (O’Gara, 2007). Se ha descrito un grupo de proteinas

denominadas Bap que participan en este proceso. Estas proteinas se
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encuentran ancladas a la pared celular de S. aureus Yy favorecen la unién de la

bacteria al biofilm.

Ademas de los exopolisacaridos y las proteinas, los biofilms poseen DNA
extracelular, y se ha establecido que su presencia proporciona estabilidad
estructural al biofilm. Los mecanismos mediante los cuales el eDNA se
incorpora a la estructura del biofilm incluyen la lisis celular, la participacién de
hidrolasas de mureina, autolisinas y genes de fagos que permiten el paso de
una etapa lisogénica a una litica. Se ha demostrado que el tratamiento de los
biofilms con DNasa | afecta su estabilidad, resaltando la importancia de la

presencia de este eDNA en la arquitectura del biofilm (Archer et al., 2011).

Diversos trabajos indican que los biofilms de S. aureus, una vez establecidos,
son recalcitrantes a tratamientos antimicrobianos y a los mecanismos innatos
del hospedero para eliminar al microorganismo. Es por esto que se consideran
los responsables de muchas infecciones recurrentes y resistentes a la
respuesta inmune del hospedero (Jones et al.,, 2001), por ejemplo en las
infecciones de catéteres de pacientes que se someten a hemodialisis o dialisis
peritoneal (Martin-Lépez et al., 2004).

2.5.2 Produccion de toxinas

Una de las caracteristicas importantes de S. aureus es su capacidad para
secretar toxinas que dafan las membranas de las células del hospedero. Las
toxinas citoliticas forman poros [B-barril en las membranas citoplasmaticas,
provocando la liberacién del contenido y la muerte de la célula (Foster, 2005).
S. aureus secreta diversas toxinas formadoras de poros, entre las que se
encuentran la a-hemolisina, p-hemolisina, y-hemolisina, leucocidina vy

leucocidina PVL (Panton-Valentine) (Kaneko y Kamio, 2004).

La a-hemolisina se encuentra codificada por el gen hla y, una vez liberada al
medio, se asocia con su célula blanco, ya sea por un mecanismo dependiente
de receptores especificos o favorecidos por la presencia de colesterol. La
proteina monomeérica asociada a las células eucariotas oligomeriza en un (-

barril que forma un poro, el cual es responsable de la lisis celular. La a-
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hemolisina es particularmente citotoxica para una gran variedad de células
eucariotas, en particular las células del sistema inmune y es considerada por

ello un importante factor de virulencia (Aman et al., 2010; Kubica et al., 2008).

La leucocidina PVL es clasificada como una citolisina de dos componentes,
debido a que depende de que dos proteinas sean secretadas por S. aureus.
Las proteinas LUkF-PV y LukS-PV se liberan como mondmeros y se insertan
en la membrana plasmatica del hospedero en una porcion estequiométrica 1:1,
lo que conduce a la formacion de un poro. La presencia de este poro tiene
como consecuencia la liberacién de iones y finalmente la muerte de la célula
(Kaneko y Kamian, 2004; Aman et al., 2010). PVL exhibe una alta actividad
contra leucocitos y se encuentra cominmente asociada a S. aureus resistente

a meticilina adquirido de la comunidad (Prince et al., 2012).

S. aureus genera un grupo potente de proteinas inmunoestimuladoras
implicadas en el sindrome del shock téxico y la gastroenteritis. Estas proteinas
son resistentes a la desnaturalizacion por calor y al efecto de proteasas. Otra
caracteristica es su capacidad para reaccionar con moléculas MHC (complejo
mayor de histocompatibilidad) clase 1l en las células presentadoras de
antigenos con las células T, formando un complejo trimolecular. La formacion
del complejo induce intensa proliferacion de células T independiente del
antigeno, lo que resulta en la produccion y liberacién masiva de citosinas que
favorecen el dafio epitelial. Se considera que la funcion primaria de los
superantigenos se enfoca en debilitar el sistema inmune del hospedero lo
suficiente para que el patdgeno pueda propagarse y conducir a la progresion
de la enfermedad. Ejemplo de ello son las enterotoxinas A, B, C, D, E, G, Qyla
proteina TSST-1, responsable del sindrome del shock toxico (Baker y Acharya,
2004).

2.5.3 Resistencia a antibi6ticos

Staphylococcus aureus constituye un magnifico ejemplo de patdégeno en
constante evolucion. Desde que se conoce su papel como agente causal de
patologia infecciosa, este microorganismo ha demostrado una eficaz

adaptacion a las condiciones cambiantes del medio circundante, y tanto desde
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el punto de vista de su patogenicidad como desde el de la resistencia a los
antimicrobianos, puede considerarsele el paradigma de la progresion evolutiva
(Enright et al., 2002).

La aparicion de resistencia se produce por dos factores fundamentales: a) la
existencia de genes que codifican los componentes de un mecanismo de
resistencia que pueden ser transferidos de una bacteria a otra, ya sea de la
misma cepa o de cepas diferentes, convirtiendo la resistencia en un fenbmeno
transferible, y b) por el amplio uso de antibiéticos que ejercen presion de
seleccion que favorece la supervivencia de cepas que portan y expresan genes
determinantes de resistencia (Sanabria, 2008). En consecuencia la resistencia
puede originarse por mutaciones al azar de genes localizados en los
cromosomas o0 bien en elementos extracromosémicos como los plasmidos, es
decir, como un fenébmeno primario no relacionado con el uso previo de un
antibiotico, o bien como consecuencia del uso repetitivo y extendido de un
determinado compuesto (Crowe et al., 1998).

Muchas bacterias adquieren resistencia a antibidticos por transferencia
genética horizontal (transformacion, transduccion, conjugacion) (Douthwaite,
1992; Brezzo et al., 2006). Sin embargo, la trasferencia horizontal involucra
meramente la transferencia de genes de resistencia que ya existen en las

bacterias (Tabla 3).

Tabla 3. Mecanismos de resistencia a antibiéticos de S.aureus (Bustos-
Martinez, 2006).

Antibiético Genes de Producto del gen | Mecanismo de resistencia Localizacién
resistencia

Penicilina blaz B-lactamasa Hidrélisis enzimatica del | Plasmidos; Tn552
nucleo B-lactamico

B-lactamicos | mecA PBP2a Afinidad reducida al | Cromosoma SSC-
antibiotico mec; Tn4291

aacA-apdD Acetiltransferasa, Modificacion por acetilacién | Cromosoma:

Aminoglucési Fosfotransferasa o fosforilacion pladsmidos; Tn4001,

dos Tn5404, Tn5405

Macrolidos, ermA, ermB, | Metilasa Metilacion de rRNA 23S Pladsmidos; Tn554
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lincosamidas

ermC

Macrolidos,
estreptogram

inas

msrA, vha, vat,

vatB

Acarreadores ABC,

Acetiltransferasa

Bomba  de expulsion.

Modificacion por acetilacion

Plasmidos

Tetraciclinas

tetK, tetL, tetM

Sistemas de clase
K,L,yM

Bombas de expulsion.

Proteccion ribosomal

Plasmidos; Tn916

Mutacién en la subunidad | Cromosoma
Rifampicina rif RNA polimerasa de la RNA polimerasa
Factor de | Alteracion del factor de | Plasmidos
Acido fusA, fusB elongacion G elongacion G
fusidico
par Componente ParC Cromosoma
de la | Mutacion en la subunidad A
Quinolonas topoisomerasa IV de la girasa y
gyrA 6 gyrB Componentes GyrA | topoisomerasa IV
6 GyrB de la girasa
Produccion de una Isoleucil | Plasmidos
Mupirocina mupA Isoleucil tRNA | tRNA sintetasa modificada
sintetasa
dfrA Dihidrofolato Afinidad reducida de Ila | Cromosoma
reductasa (DHFR) DHFR
Trimetoprim-
sulfametoxaz | sulA Dehidropteroato Sobreproduccion de &cido | Cromosoma;
ol sintasa p-aminobenzoico Tn4003
Se atrapa la vancomicina | Cromosoma,;
Peptidoglicano en la pared celular. Sintesis | plasmidos; Th1546
Glicopéptido | van alterado de un dipéptido que reduce
S D-Ala-D-Ala la afinidad de la
vancomicina
Oxazolidinon | rrn rRNA 23S Mutacion en el dominio V | Cromosoma
as del rRNA 23S, interfiere con
la unioén ribosomal
Q: ermA, ermB, | Metilasa Ribosomal | Reduce la afinidad a la | Cromosoma,;
Quinupristina | ermC subunidad ribosomal 23S pldsmidos

-dalfopristina
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(Q-D)

D: vat, vatB Acetiltransferasa Modificacion enzimatica de | Plasmidos

la dalfopristina

Cloramfenico | cat rRNA 50S Modificacion por | Plasmidos

acetiltransferasa

Fosfomicina | fosB Glutation-S- Modificacién en la sintesis | PlAsmidos

Transferasa de N-acetil muramico

2.5.3.1 Resistencia a penicilina

La resistencia a penicilina en Staphylococcus esta mediada por el gen blaz, el
cual codifica para B-lactamasas. Esta enzima extracelular es sintetizada
cuando la bacteria es expuesta a antibioticos p-lactamicos, y actua hidrolizando
el anillo B-lactamico. blaZz estd bajo el control de dos genes reguladores
adyacentes, el represor blaR1 y el represor blal (Kernodle, 2000). Estudios
recientes han demostrado que la ruta de sefalizacion responsable de la
sintesis de B-lactamasas requiere la escision secuencial de las proteinas
reguladoras BlaR1 y Blal. Después de la exposicién a B-lactamicos, BlaR1, que
es un sensor-traductor transmembranal, se rompe asi mismo (Gregory et al.,
1997; Zhang et. al., 2001).

2.5.3.2 Resistencia a meticilina

La resistencia a meticilina requiere la presencia del gen mecA (Chambers,
1997; Kernodle, 2000), el cual es responsable de la sintesis de una proteina de
78 kDa llamada PBP2a (Hartman y Tomasz, 1984; Utsui y Yokota, 1985; Song
et al.,, 1987). Las PBPs son enzimas de unién de la membrana, las cuales
catalizan la reaccion de transpeptidacion que es necesaria para la unién de las
cadenas de peptidoglicano (Ghuysen, 1994). PBP2a sustituye a las PBPs v,
por la baja afinidad de los antibidticos B-lactamicos a ella, S. aureus puede
sobrevivir aun si se expone a altas concentraciones de estos compuestos. De
este modo la resistencia a meticilina confiere resistencia a todos los antibioticos

B-lactdmicos, incluyendo a las cefalosporinas (Lowy, 2003).
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La expresion de resistencia en algunas cepas de MRSA esta regulada por los
homélogos de los genes reguladores para blaZ. Estos genes, mecl y mecR1,
regulan la respuesta de mecA a B-lactdmicos (Archer y Bosilevac, 2001). Se ha
encontrado que tanto mecl como blal deben ser funcionales en todas las cepas
de MRSA, y se sugiere que esto podria ser un mecanismo de proteccion que
previene la sobreproduccion de una proteina toxica (Rosato et al., 2003). Una
serie adicional de genes, los genes fem (factor essential for methicillin
resistance), juega un papel importante en la unidbn de las bandas de
peptidoglicano y contribuye a la heterogeneidad de la expresion de resistencia

a meticilina (Berger-Bachi, 1994).
2.5.3.3 Resistencia a quinolonas

La resistencia a quinolonas es el resultado de la adquisicion de mutaciones
cromosomicas. La alta densidad de bacterias, la existencia de subpoblaciones
resistentes y algunas veces las limitadas concentraciones de quinolonas logran
crear un ambiente que promueve la seleccion de mutantes resistentes (Hooper,
2002). Las quinolonas actuan sobre la DNA girasa y la topoisomerasa IV. Un
cambio en el complejo DNA-enzima reduce la afinidad de las quinolonas por
sus dos moléculas blanco. Los genes que codifican la subunidad GrlA de la
topoisomerasa y la subunidad GyrA de la girasa son los sitios mas comunes de
las mutaciones que confieren resistencia; las mutaciones que afectan a la
topoisomerasa IV son las mas criticas, ya que esta es el principal blanco de las
quinolonas (Ng et al.,, 1996; Hooper, 2002). Las mutaciones puntuales que
afectan un solo aminoacido algunas veces son suficientes para conferir

resistencia clinica (Lowy, 2003).
2.5.3.4 Resistencia a vancomicina

Se han identificado dos formas de S. aureus resistentes a vancomicina (Walsh
y Howe, 2002). Una ha sido identificada en las bandas VISA, las cuales tienen
MICs de vancomicina de 8-16 pg/ml, aunque existe una fase de resistencia pre-
VISA, la cual es heterogéneamente resistente (Hiramatsu et al. 1997). La
reducida susceptibilidad a vancomicina aparece como resultado de cambios en

la sintesis del peptidoglicano. Las cepas con el gen VISA son identificables por
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las cantidades adicionales de peptidoglicano que provocan una forma irregular
y mas gruesa de la pared celular. También se reduce el entrecruzamiento de
las cadenas de peptidoglicano, que conduce a la exposicidon de mas residuos
de D-Ala-D-Ala (Hanaki et al., 1998). Las alteraciones de entrecruzamiento
resultado de cantidades reducidas de L-glutamina que estan disponibles por la
amidacion de D-glutamato en el puente de pentapéptido (Walsh y Howe, 2002).
Como resultado de esto hay mas residuos de D-Ala-D-Ala disponibles para
anclar y atrapar vancomicina. La vancomicina ligada actia entonces como un
impedimento mas para que otras moléculas de antibidtico lleguen a su destino

en la membrana citoplasmética (Sieradzki et al., 1999).

La segunda forma de resistencia a la vancomicina es el resultado de la
transferencia del operén vanA, que confiere esta habilidad (Showsh et al.,
2001)

2.5.4 Evasion de larespuesta inmune y persistencia intracelular

Muchos patégenos tienen una larga historia de interaccion con el sistema
inmune de los humanos. Por lo tanto, no es de sorprender que S. aureus
cuente con un amplio repertorio de mecanismos que han evolucionado para
permitirle evadir la respuesta inmune. Estos mecanismos incluyen desde la
modificacion de su superficie bacteriana para evitar su reconocimiento, hasta la
liberacién de toxinas que inducen la muerte de células del sistema inmune
(Otto, 2010). La a-toxina es capaz de destruir células epiteliales, eritrocitos,
fibroblastos, monocitos, macrofagos, linfocitos y eosinofilos, ademas se
considera uno de los principales factores de virulencia (Bhakdi y Trasnum-
Jensen, 1991; Valeva et al.,, 1997). La produccion de exopolimeros, que
forman céapsulas, dificultan la fagocitosis y la presencia de polisacaridos de
adhesion intercelular forman parte de los biofiims (O’'Riodan y Lee, 2004).
Adicionalmente, la bacteria cuenta con la proteina A que disminuye la
opsonizacion y, por lo tanto, limita el proceso de fagocitosis (Rigby y Deleo,
2012).

S. aureus no solo penetra, sino también sobrevive dentro de diversos tipos de

células del hospedero, incluyendo fagocitos y células no fagociticas. Esta
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capacidad de persistir en el interior de las células juega un papel importante en
la patogénesis de las infecciones producidas por este microorganismo y dicta la
necesidad del empleo de antibidticos con actividad intracelular eficiente
(Almeida et al., 1996; Seral et al., 2005).

La evolucion de S. aureus de un organismo oportunista, sensible a antibiéticos
y a menudo adquirido en hospitales a un organismo virulento, resistente a
antibioticos, y adquirido en la comunidad ocurrio en los ultimos 60 afios
(Moskowitz y Wiener-Kronish, 2010). Los genes responsables de la virulencia y
de la resistencia a los antibiéticos se encuentran en el cromosoma, pero
pueden adquirirse mediante elementos extracromosoémicos (Hurtado, 2002). Se
conoce la secuencia de los genomas de 30 cepas de S. aureus (Kuroda et al.,
2001; Holden et al., 2004; Baba et al., 2008), lo cual ha permitido detectar que
las cepas tienen aproximadamente 80% de su genoma en comun, presentando
una variabilidad del 20% (Holden et al., 2004). Dentro de esta variabilidad se
encuentra la posesion de distintos DNAs de bacteriéfagos integrados en el
genoma, por lo que se denominan profagos, los cuales pueden contribuir a la

virulencia de la bacteria (Baba et. al., 2008).
3. Bacteriofagos

Los bacteridfagos han tenido un gran impacto en la diversidad y evolucion de
los estafilococos (Malachowa y DelLeo, 2010; Deghorain y Van Melderen,
2012), ya que la gran mayoria contiene fagos, ya sea integrados en el
cromosoma 0 como elementos extracromosémicos. Estos bacteriéfagos
contribuyen a generar una gran variabilidad genética, puesto que constituyen el
mayor vehiculo de transferencia horizontal de genes (Brussow, et al., 2004;
Lindsay, 2010).

3.1 Familias morfologicas

Como la gran mayoria de los fagos, los de S. aureus conocidos hasta el
momento poseen una doble cadena de DNA, y pertenecen al orden de los
Caudovirales (Canchaya, et al., 2003; Brussow, et al., 2004; Feng et al., 2008).

En general son fagos temperados, detectados como profagos insertados en el
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cromosoma, pero algunos de ellos son liticos debido a mutaciones en las
funciones de lisogenia (Garcia et al., 2009; Kim y Myung, 2012). La mayor
parte de los fagos encontrados pertenecen a la familia Siphoviridae, y un
pequefio numero a las familias Podoviridae y Myoviridae. Deacuerdo a la
clasificacion morfolégica propuesta por Ackermann (Ackermann, 1998), los
fagos de la familia Siphoviridae estan formados por una capside icosahédrica y
una cola no contractil que termina con una estructura en forma de plato. Las
capsides pueden adoptar formas elongadas o icosahédricas, y la longitud de la
cola varia de corta (130nm) a larga (400 nm) (Deghorain y Van Melderen,
2012). Los fagos de la familia Podoviridae estdn compuestos por una pequefia
capside icosahédrica y una cola corta no flexible ni retractil (Son et al., 2010).
Los fagos de la familia Myoviridae estan caracterizados por poseer una capside

icosahédrica y una cola larga y contractil (O’Flaherty et al., 2004).

Los fagos estan clasificados en tres grupos de acuerdo al comportamiento de
su ciclo de replicacion en liticos, temperados y cronicos. Los fagos liticos son
miembros de la familia Myoviridae, y han sido usados para fagoterapia, ya que
la progenie de los bacteriéfagos lisa a la bacteria al salir al medio extracelular.
Las bacterias infectadas con los fagos cronicos lanzan su progenie al ambiente
extracelular sin ser muertas, y ello permite que estas sigan creciendo y
dividiéndose. Los fagos temperados pertenecen a la familia Siphoviridae, y
forman el grupo mas numeroso entre los fagos. Estos tienen la habilidad de
lisar la bacteria después de la infeccion, pero en la mayoria de los casos el
fago establece una relacion duradera con la célula hospedera, en la que se
reprime la transcripcion de los genes fagicos estructurales y de lisis y el DNA
viral se integra al genoma del estafilococo; el genoma viral reprimido e
integrado al cromosoma bacteriano se denomina profago (Mann, 2008; Goerke
et al., 2009).

3.2 Caracteristicas genomicas de los fagos de S. aureus

Estudios comparativos de genomas de fagos de S. aureus han revelado
diversas caracteristicas genomicas clave que se aplican globalmente a los

fagos estafilococicos descritos hasta el momento (Kwan et al., 2005).
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El tamafio del genoma se extiende desde menos de 20 kb a mas de 125 kb, y
con base en el tamafio se han establecido tres categorias para los fagos de S.
aureus: clase I: < 20 kb; clase II: =40 kb; clase Ill: >125 kb (Kwan et al., 2005),
las cuales coinciden con la clasificacion morfoldgica: Podoviridae tiene el
genoma mas pequefio (clase 1), Myoviridae tiene el genoma mas grande (clase
[ll) y Siphoviridae tiene el tamafio intermedio (clase 1) (Deghorain y Van
Melderen, 2012).

Las regiones codificantes estan fuertemente empaquetadas con regiones
intergénicas escasas y muy pequefas, y con una alta densidad de genes (1.67
genes/kb en promedio). Su porcentaje de GC es similar al del hospedero (Kwan
et al., 2005).

El genoma de Siphoviridae de S. aureus presenta la estructura tipica de esta
familia (figura 1) (Canchaya et al., 2003; Brussow et al., 2004; Hatfull, 2008);
cinco modulos funcionales que se distribuyen de la siguiente manera: lisogenia,
metabolismo del DNA, el cual puede dividirse en funciones de replicaciéon y
regulacién, empaquetamiento del DNA y morfogénesis de la cépside,
morfogénesis de la cola y lisis del hospedero. Cuando existen factores de
virulencia generalmente estan codificados rio abajo (downstream) en el médulo
de lisis (Canchaya et al., 2003; Brussow et al., 2004), y en algunos casos estan
insertados entre los médulos de lisogenia y metabolismo del DNA (Hatfull,
2008). Los genes generalmente se transcriben a partir de la misma cadena,
excepto los grupos pequefios, tales como los genes involucrados en la
integracion al genoma del hospedero (Canchaya et al., 2003; Kwan et al.,
2005).

Siphoviridae
genome size: 40kb
DNA packagqi . -
lysogeny DNA meiabolism anr{); heag " Tail Lysis
I [ I | |

Virulence
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Figura 1. Genoma de los fagos de la familia Siphoviridae. Los fragmentos de
colores representan los cinco modulos funcionales que se encuentran en el

genoma de esta familia (tomado de Deghorain y Van Melderen, 2012).

La organizacion del genoma de Podoviridae es diferente, la mayor distincion
reside en que el nimero y tamafio de los marcos de lectura abierta es menor
(de 20 a 32 marcos de lectura abierta) (figura 2). Los médulos funcionales que
codifican para el empaquetamiento de DNA y la morfogénesis de la capside, la
morfogénesis de la cola y la lisis han sido identificados en adicién a genes de
funcién desconocida. En contraste con la familia Siphoviridae los médulos no
estan bien definidos, y los genes de lisis y de la cola estan solapados. En
adicion, el médulo de lisogenia est4 ausente, como se espera para fagos liticos
(Vybiral et al., 2003; Kwan et al., 2005; Son et al., 2010).

Podoviridae
genome size: <20kb

DMNA packaging

Encapsidation  Tgj| and hecad

I N | | | |
5SS DNA pna [
binding polymerase Lysis

Figura 2. Genoma de los fagos de la familia Podoviridae. Los fragmentos de
colores representan los cinco modulos funcionales que se encuentran en el
genoma de esta familia, los fragmentos de color gris representan genes de

funcién desconocida (tomado de Deghorain y Van Melderen, 2012).

La organizacién gendmica de los fagos de la familia Myoviridae estafilocdcica
es similar a la del fago T4 de E. coli (Krisch y Comeau, 2008). El genoma esta
organizado en mobdulos funcionales de genes conservados (replicacion,
elementos estructurales) interrumpidos por regiones plasticas de gran tamafio
que codifican para numerosos genes de funcion desconocida (figura 3). Los

modulos estructurales encontrados en los fagos estafilocécicos de la familia
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Myoviridae estan mas cercanamente relacionados, en términos de organizacion
y contenido de genes, a moédulos encontrados en fagos estafilococicos de la
familia Siphoviridae que a modulos de fagos de la familia Myoviridae
encontrados en diferentes especies de bacterias (O’Flaherty et al., 2004; Kwan
et al., 2005; Lobocka et al., 2012).

Myoviridae
genome size: >125kb
DNA DNA packagirg DNA
replicalion and head replicalion
I i I I [
Lysis lail Lysis

Structural elements

Figura 3. Genoma de los fagos de la familia Myoviridae (fago Twort). Los
fragmentos de colores representan los cinco modulos funcionales que se
encuentran en el genoma de esta familia, los fragmentos de color gris
representan genes de funcion desconocida (tomado de Deghorain y Van
Melderen, 2012).

3.3 Bacteri6fagos y su papel en la patogenicidad de S. aureus

El genoma de S. aureus esta mayormente compuesto por un conjunto de
genes que constituyen el llamado “nucleo del genoma”, y son los que le brindan
secuencia y sintenia (Holden et al., 2004; Lindsay y Holden, 2004). Por otra
parte, el “genoma accesorio” es variable, y esta constituido por la integracion
de elementos genéticos moviles como los bacteriéfagos (Deghorain y Van
Melderen, 2012). Este “genoma accesorio” representa hasta el 25% del
genoma de S. aureus y contribuye en gran manera a la alta plasticidad genética
y fenotipica del patégeno (Holden et al., 2004; Feng et al., 2008; Lindsay, 2010;
Malachowa y DelLeo, 2010; Suzuki et al.,, 2012). Ciertamente una de las
principales caracteristicas de S. aureus es su habilidad para adaptarse a
diversos y hostiles ambientes, y los fagos juegan un rol esencial en este
fendbmeno (Holden et al., 2004; Feng et al., 2008; Lindsay, 2010; Malachowa y
DelLeo, 2010; Suzuki et al., 2012).
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3.3.1 Fagos codificantes de factores de virulencia

Los fagos codifican una gran cantidad de factores de virulencia y le
proporcionan patogenicidad a S. aureus con una gran cantidad de toxinas que
le permiten escapar del sistema inmune del hospedero (Feng et al., 2008;
Lindsay, 2010; Malachowa y DelLeo, 2010). Muchos de estos factores ya han
sido descritos y caracterizados, como proteinas moduladas autoinmunes, como
estafilocinasas (sak), responsable de la destruccion tisular del hospedero, la
proteina inhibidora de quimiotaxis CHIP (chp), el inhibidor del complemento
estafilococico SCIN (scn) (Coleman et al., 1989; Van Wamel et al., 2006) y un
gran namero de superantigenos (sea, seg, sek, sek2, sep, seq), estos
superantigenos son enterotoxinas, que provocan envenenamiento alimenticio,
sindrome del shock toxico y fascitis necrotizante. En adicion la leucocidina
Panton-Valentine (PVL, codificada por IukF-PV, IlukS-PV) y leucocidinas
relacionadas que forman poros en los leucocitos y producen lesiones
necroticas (Szmigielski et al., 1999). Finalmente, la toxina exfoliativa A (eta)
esta involucrada en una gran cantidad de infecciones de la piel (Deghorain y
Van Melderen, 2012).

En general, la mayoria de los fagos porta solo un gen de virulencia; sin
embargo, se han reportado algunas excepciones. Por ejemplo, los fagos
phiSa3 y sus parientes, como phiN315, pueden codificar para mas de cinco
factores de virulencia, los cuales forman un complejo de escape inmune
(Goerke et al., 2009; Malachowa y DeLeo, 2010).

Los profagos pueden trabajar en conjunto con otros elementos genéticos
moviles en los estafilococos, por ejemplo, estos crean movilidad para algunas
islas de patogenicidad. El ejemplo mas comun es la habilidad del fago auxiliar
80a para mediar la escisién y transferencia de SaPl1 a otros estafilococos
(Fitzgerald et al., 2001; Novick y Subedi, 2007). Algunos fagos incluso tienen la
habilidad de transferir resistencia a antibiéticos, como ocurre con los plasmidos
pS194 (confiere resistencia a cloranfenicol) y pl258 (confiere resistencia a
eritromicina), que son transferidos por los fagos ¢11 y ¢p11de respectivamente

(Jensen y Lyon, 2009).
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Durante los ultimos afios la secuenciacion de los genomas de Staphylococcus
y los extensos analisis de comparacion de genomas han incrementado
significativamente el numero de fagos identificados en este género, llegando a
conocer hasta ahora mas de 68 secuencias de fagos y profagos encontrados

en estafilococos (Deghorain y Van Melderen, 2012).
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Justificacion

Debido a la importancia de los bacteriéfagos en la adquisicién de factores de
virulencia mediante la transferencia horizontal de genes en Staphylococcus
aureus y la gran importancia de este como patdgeno nos parece relevante
explorar la posesion de fagos en cepas aisladas de infecciones relacionadas al

catéter de pacientes con insuficiencia renal cronica sujetos a dialisis peritoneal.

Objetivos
Objetivo general

¢ Identificar por PCR la presencia de profagos y de genes que codifican
toxinas asi como los fenotipos de resistencia a antibioticos en cepas de

S. aureus aisladas de los catéteres de pacientes con dialisis peritoneal.
Objetivos particulares

¢ Identificar los genes que codifican para enterotoxinas, toxinas
exfoliativas A y B, a-toxina, toxina del sindrome del shock toxico y
leucocidina Panton-Valentine.

¢ Determinar resistencia fenotipica a oxacilina.

¢ Determinar la produccion de B-lactamasas por hidrélisis del B-lactamico
cromogeénico nitrocefin.

+ Determinar los fenotipos de resistencia a antibiéticos por el método de

Kirby-Bauer.
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Metodologia

Obtencién de las muestras: Las cepas de S. aureus que se utilizaron en este
estudio fueron donadas por el cepario del laboratorio Clinico de la CUSI-I.
Estas cepas fueron previamente aisladas de los catéteres de pacientes de

dialisis peritoneal.

Siembra de las muestras: Las cepas fueron sembradas por el método de estria
cruzada en los medios de cultivo: agar sangre y S-110 y fueron incubadas a
37°C por 24 horas.

Extaccion del DNA bacteriano. Para la realizacion de PCR se extrajo el DNA de
las cepas por el método de ebullicion. De cada sepa se tomd una muestra con
una asa estéril y se depositd en un tubo de rosca de 16 x 150 con 2 ml de agua
desionizada estéril. La muestra se mezcl6é en un vortex por 20 segundos y se
hirvi6 por 20 minutos. Después de ser hervida se colocé en hielo por 10
minutos y se centrifug6 en un tubo eppendorff a 14000 rpm durante 10 minutos.
Al terminar se rescatd solo el sobrenadante, que contenia el DNA templado y

se almacend a -20°C.

Preparaciéon de la mezcla de reaccion para PCR. El volumen final para cada
mezcla de reaccion fue de 23 pl, para lo cual se tom6 1 pl de cada uno los
oligonucledtidos, mas agua libre de nucleasa hasta llegar a 23 pl.
Posteriormente los 23 ul de la mezcla reactiva se adicionaron a tubos puretaq
que contenian 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de Ampli Taq polimerasa y 100 mmol

de dNTPs. Finalmente se agregaron 2 pl de DNA blanco.
PCR. La amplificacion del DNA se realiz6 en un Termociclador modelo CGI-96.

Confirmacion por PCR de S. aureus. Se realiz6 un PCR para confirmar que las
cepas fueran de S. aureus mediante la identificacion de la subunidad 23S del
RNA ribosomal utilizando los oligonucle6tidos descritos en la tabla 4 bajo las
siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguida
de 37 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 94°C por 40 seg, alineacion a
64°C por 1 min, y extension a 72°C por 75 seg), terminando con una extension
final a 72°C por 7 min.
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Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en la deteccion de la subunidad 23S de
rRNA por PCR en S. aureus (Nashev et al., 2004).

Gen Secuencia (5’-3’) Tamairio del

amplicon (pb)

23S rRNA ACGGAGTTACAAAGGACGAC 1250
AGCTCAGCCTTAACGAGTAC

Deteccion de grupos de profagos. Los grupos de profagos se detectaron por
PCR multiplex utilizando los oligonucleétidos descritos en la tabla 5, bajo las
siguientes condiciones: una desnaturalizacién inicial a 94°C por 5 min, seguida
de 30 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion a 94°C por 1 min, alineacion a
58°C por 1 min 30 seg, y extension a 70°C por 1 min 30 seg), terminando con

una extension final a 72°C por 7 min.

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados en la deteccion de grupos de profagos por
PCR en S. aureus (Pantucek et al., 2004).

Grupo de Primer Secuencia del primer (5’-3’) Tamafio del
profagos amplicén (pb)
3A SGAl TATCAGGCGAGAATTAAGGG 744
SGA2 CTTTGACATGACATCCGCTTGAC
11B SGB1 ACTTATCCAGGTGGYGTTATTG 405
SGB2 TGTATTTAATTTCGCCGTTAGTG
T7F SGF1 CGATGGACGGCTACACAGA 155
SGF2 TTGTTCAGAAACTTCCCAACCTG
subgrupo SGFal TACGGGAAAATATTCGGAAG 548
Fa SGFa2 ATAATCCGCACCTCATTCCT
subgrupo SGFb1 AGACACATTAAGTCGCACGATAG 147
Fb SGFb2 TCTTCTCTGGCACGGTCTCTT
187L SGL1 GCTTAAAACAGTAACGGTGACAGTG 648
SGL2 TGCTACATCATCAAGAACACCTGG
TwortD SGD1 TGGGCTTCATTCTACGGTGA 331
SGD2 GTAATTTAATGAATCCACGAGAT
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Deteccion de genes de toxinas. Se detectaron los genes que codifican para
enterotoxinas (sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei y sej), toxinas exfoliativas
Ay B (eta y etb), a-toxina (hlg), toxina del sindrome del shock téxico (tst) y
leucocidina Panton-Valentine (PVL) mediante PCR multiplex usando dos
grupos de oligonucleotidos, los descritos por Campbell et al. en 2008 (tabla 6),
bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 15
min, seguida de 32 ciclos de amplificacion (desnaturalizacién a 95°C por 1 min,
alineacion a 60°C por 1 min 30 seg, y extension a 72°C por 1 min), terminando
con una extension final a 72°C por 10 min; y los descritos por Mehrotra et al. en
2000 (tabla 7), bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial a
94°C por 5 min, seguida de 35 ciclos de amplificaciéon (desnaturalizacién a
94°C por 2 min, alineacion a 57°C por 2 min, y extension a 72°C por 1 min),

terminando con una extension final a 72°C por 7 min.

Tabla 6. Oligonucledtidos utilizados en la deteccion de genes que codifican
toxinas por PCR en S. aureus (Campbell et al., 2008).

Gen Primer Secuencia del primer (5°-3) Tamaio del

amplicén (pb)

eta Forward CGCTGCGGACATTCCTACATGG 676
Reverse TACATGCCCGCCACTTGCTTGT

etb Forward GAAGCAGCCAAAAACCCATCGAA 419
Reverse TGTTGTCCGCCTTTACCACTGTGAA

hilg Forward TTGGCTGGGGAGTTGAAGCACA 306
Reverse CGCCTGCCCAGTAGAAGCCATT

pvi Forward TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT 894
Reverse TCTGCCATATGGTCCCCAACCA

sea Forward TTGCAGGGAACAGCTTTAGGCAATC 252
Reverse TGGTGTACCACCCGCACATTGA

seb Forward GACATGATGCCTGCACCAGGAGA 355
Reverse AACAAATCGTTAAAAACGGCGACACAG

sec Forward CCCTACGCCAGATGAGTTGCACA 602
Reverse CGCCTGGTGCAGGCATCATATC
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sed Forward GAAAGTGAGCAAGTTGGATAGATTGCGGCTAG 830
Reverse CCGCGCTGTATTTTTCCTCCGAGAG

see Forward TGCCCTAACGTTGACAACAAGTCCA 532
Reverse TCCGTGTAAATAATGCCTTGCCTGAA

seg Forward TGCTCAACCCGATCCTAAATTAGACGA 117
Reverse CCTCTTCCTTCAACAGGTGGAGACG

seh Forward CATTCACATCATATGCGAAAGCAGAAG 358
Reverse GCACCAATCACCCTTTCCTGTGC

sei Forward TGGAGGGGCCACTTTATCAGGA 220
Reverse TCCATATTCTTTGCCTTTACCAGTG

sej Forward CTCCCTGACGTTAACACTACTAATAACCC 432
Reverse TATGGTGGAGTAACACTGCATCAAAA

tst Forward AGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAA 306
Reverse CCAATAACCACCCGTTTTATCGCTTG

Tabla 7. Oligonucleodtidos utilizados en la deteccidn de genes que codifican

toxinas por PCR en S. aureus (Mehrotra et al., 2000).

Gen Primer Secuencia del primer (5’-3’) Tamafio del
amplicon (pb)

sea GSEAR-1 GGTTATCAATGTGCGGGTGG 102
GSEAR-2 CGGCACTTTTTTCTCTTCGG

seb GSEBR-1 GTATGGTGGTGTAACTGAGC 164
GSEBR-2 CCAAATAGTGACGAGTTAGG

sec GSECR-1 AGATGAAGTAGTTGATGTGTATGG 451
GSECR-2 CACACTTTTAGAATCAACCG

sed GSEDR-1 CCAATAATAAGGAGAAAATAAAAG 278
GSEDR-2 ATTGGTATTTTTTTTCGTTC

see GSEER-1 AGGTTTTTTCACAGGTCATCC 209
GSEER-2 CTTTTTTTTCTTCGGTCAATC

eta GETAR-1 GCAGGTGTTGATTTAGCATT 93
GETAR-2 AGATGTCCCTATTTTTGCTG

etb GETBR-1 ACAAGCAAAAGAATACAGCG 226
GETBR-2 GTTTTTGGCTGCTTCTCTTG

tst GTSSTR-1 ACCCCTGTTCCCTTATCATC 326
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GTSSTR-2 TTTTCAGTATTTGTAACGCC

Analisis de los amplicones. Después de la amplificacion del ADN, 5 pl de cada
muestra fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2% bajo
las siguientes condiciones: 120 volts, 94 miliampers por 90 minutos. Los geles
fueron tefiidos con Midori Green y se fotografiaron bajo luz UV utilizando el
sistema de fotodocumentacion modelo GEL LOGIC 100 (KODAK).

Deteccion fenotipica de resistencia a oxacilina: Se sembraron las cepas por
método de estria en agar MH, y se les coloc6 un disco de oxacilina, se
incubaron a 37°C por 24 horas, posteriormente se observo si hubo formacion
de halo de inhibicion y se midio.

Deteccion de pf-lactamasas. La deteccibn de [-lactamasas se realizd
colocando con una asa estéril una colonia bacteriana en un disco impregnado
con el compuesto cromogénico nitrocefin, el cual produce un compuesto de

color rojo cuando es hidrolizado por la B-lactamasa.

Identificacion de fenotipos de resistencia a antibiéticos. La identificacién de los
fenotipos de resistencia a antibioticos en las cepas de S. aureus se realizd
sembrando de manera uniforme con un hisopo estéril las bacterias en medio

MH por el método de Kirby-Bauer.
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Resultados

Pacientes

Las distribuciones por sexo (figura 4) y por edad (grafica 1) de los pacientes de

los cuales se obtuvieron las cepas son las siguientes:

37%
Mujeres

Hombres

63%

Figura 4. Distribucion de los pacientes por sexo.

Distribucion por edad

10

Numero de pacientes
(o)}
1

4 .
2 4
0
11-20 a 21-30 a 3140 a 41-50 a 51-60 a
Edades

Gréfica 1. Distribuciéon de los pacientes por edad.
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Como se observa el rango de edad con mayor nimero de pacientes es el de 41
a 50 afos, con un 31.4% (n=11), y el rango con menos namero de pacientes es
el de 51 a 60 afios con el 5.7% (n=2).

Confirmacion por PCR de S. aureus

El 100% (n=35) de las cepas resultaron positivas al buscar el gen codificante
del rRNA 23S de S. aureus mediante PCR (figura 5), por lo que se confirmaron

como S. aureus.

1250pb W) .

Figura 5. Amplicones del gen que codifica el rRNA 23S en S, aureus. Carril M:
marcador (Escalera de 200 pb), carril 6 control negativo (sin DNA), carril 7
control positivo (S. aureus ATCC 33592), carriles 1-5 cepas de S. aureus.

Profagos

Se encontré que el 80% (n=28) de las cepas contenian profagos (Tabla 8).
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Tabla 8. Distribucion de los grupos de profagos encontrados en las cepas de S.

aureus.

5

3A 14.3

11B 4 114

17F 25 714

77F subg. Fa 5 14.3

77F subg. Fb 12 34.3
187L 0 0
TwortD 0 0

Como puede observarse el profago 77F fue el mas abundante con un una
frecuencia del 71.4% (n=25), mientras que el de menor frecuencia fue el 11B
con 11.4% (n=4). Los profagos 187L y TwortD no se encontraron en ninguna

de las cepas.

En las figuras 6, 7 y 8 se muestran geles con los amplicones de los diferentes

grupos de fagos.

Figura 6. Amplicones de profagos del grupo 77F en S, aureus. Carril M:

marcador (Escalera de 100 pb), carril 7 control negativo (sin DNA), carril 6 cepa
gue no presenta el profago, carriles 1-5 cepas de S. aureus que presentan el
grupo 77F.
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Figura 7. Amplicones de profagos en S. aureus. Carril M: marcador (Escalera
de 100 pb), carril 4 cepa de S. aureus con dos grupos de fagos: 77F (155 pb) y
3A (744 pb), carril 5 cepa con tres grupos de fagos: 77F (155pb), 11B (405 pb)
y 3A (744 pb), carril 7 cepa con un grupo de fago: 77F (155 pb), los carriles 1,
2, 3y 6 son de cepas de S. aureus que no presentan ningun grupo de fagos.

Figura 8. Amplicones de profagos del grupo 77F subg. Fb en S. aureus. Carril

M: marcador (Escalera de 100 pb), carriles 4y 6 cepas de S. aureus que
presentan fagos del grupo 77F subg. Fb, carriles 1, 2, 3,5y 7 cepas de S.
aureus que no presentan fagos de este grupo.
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Tabla 9. Fagos de cada grupo que se detectan con los oligonucleétidos
usados. (Tomada de Pantucek, et al., 2004).

Phage Sero- Phage type- Phage and prophage Sequence Phages detected by
type group specific genomes habouring the identity multiplex PCR
conserved phage type-specific (%)

sequence seguence
3A-like | A AF513855 $SLT 96% ¢3A, $p3C, p6, p12*%,
phages ¢$12 ¢14* p41E, p47, p49%,
¢$Sa2mw $54, PL54bP*, 62,
prophage COL ¢75, $81 and 94
$252A
¢$Sadms ($p476A)
11-ike | B AF13856 ¢ETA 81% P11% ¢29, P52, p52A,
phages $Mu50B PL54b>*, 80, p80a*,
$11 $83A, ¢85, $p95 and
$96
77-like F AY158000 ¢$PVL 92% ¢77, p13*, $p42D* and
phages ¢$PV83 $84
$N315
$Mu50A
¢13
$Sa3mw
$252B
¢$Sa3ms (476B)
subgroup | AF513857 $N315, pMu50A, ¢252B 99% ¢77, p42D* and ¢$84
Fa
subgroup | ORF 31 from $PVL, pPV83, ¢13, 99% ¢13*
Fb AF424783 $Sa3mw, ¢Sa3ms
187-like | L AF515457 none the sole ¢187*
phages phage
strain
Twort- D AY362039 none 81% Twort*, ¢p131%*, ¢p812%
like ¢SK311* and U16*
phages

Genes que codifican toxinas

Se encontraron 12 diferentes tipos de genes de toxinas distribuidos en 24 de

las 35 cepas de S. aureus (Tabla 10).
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Tabla 10. Distribucién de los genes que codifican toxinas encontrados en las

cepas de S. aureus.

No.

Genes que codifican toxinas

sea 5 14.3
seb 7 20
sec 2 5.7
seg 2 5.7
seh 0 0
sei 2 5.7
sej 3 8.6
eta 2 5.7
etb 8 22.8
hig 11 314
16 45.7
0 0

Como se puede observar el gen mas frecuente fue tst con 45.7% (n=16) de
abundancia, mientras que los genes con menor frecuencia fueron eta, sec, seg
y sei con un 5.7% (n=2) cada uno. Los genes PVL y seh no se detectaron en

ninguna cepa.

Las combinaciones de los genes de toxinas se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Combinaciones de genes que codifican toxinas encontradas en este

estudio.

Combinaciones

Combinaciones

Combinaciones

eta + etb + tst +

see

etb + hlg + sed +

sei

hlg + sea + seb +

see

tst + hlg + sea +

seb + see

etb + tst + see

etb + tst + hlg +

seg + sei

eta + sec + sed +

see

tst + hlg + seb

tst + hlg + see +

sej

tst + hlg

etb + tst + hig +

sea + seb + see

etb + tst + seb +

sed + sej

tst + sea + seb +

seg

tst + sea + sej

etb + tst + see

etb + hlg + sed +

sei

etb + tst + hig +

see

etb + tst + hlg +

seg + sei
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Distribucion de genes que codifican toxinas en cepas que contienen grupos de

fagos
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Resistencia fenotipica a oxacilina

Se detecto resistencia a oxacilina en 94.3% (n=33) de las cepas.

B-lactamasas

Se detect6 la produccion de B-lactamasas en 80% (n=28) de las cepas.
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Kirby-Bauer

Los resultados de la prueba Kirby-Bauer se muestran en la grafica 2.

Antibiograma

| 100% 100% 100% 100% 100%

w
(6]

94.3% 94.3%

91.4% 914% gg oo

w
o
1

80%

N
w
1

No. de cepas resistentes
=N
U O
1 1

[
U O
1

PEN AM DC E CAZ GE SXT PEF TE CTX CXM CF
Antibiético

Gréfica 2. PEN= Penicilina, AM= Ampicilina, DC= Dicloxacilina,

E=

Eritromicina, CAZ= Ceftazidima, GE= Gentamicina, SXT= Sulfametoxazol-

Trimetoprim, PEF=Pefloxacina, TE= Tetraciclina, CTX= Cefotaxima, CXM=

Cefuroxima, CF= Cefalotina.

Como puede observarse, practicamente todas las cepas fueron resistentes a

todos los antibiéticos probados.
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Discusion
Pacientes

Las cepas usadas en este estudio fueron aisladas de infecciones en el sitio de
insercion del catéter de pacientes sometidos a dialisis peritoneal. La
enfermedad renal crénica es resultante de diversas enfermedades cronico-
degenerativas, y las técnicas mas utlizadas en el tratamiento de esta
enfermedad son la hemodidlisis y la didlisis peritoneal. En México se estima
una incidencia de 377 casos de pacientes con insuficiencia renal crénica por
cada millén de habitantes (Amato et al., 2005; Paniagua et al., 2007).

Como se puede observar en la grafica 1, el rango de edad de los pacientes de
insuficiencia renal crénica, sometidos a dialisis peritoneal, que estudiamos es
muy amplio; sin embargo el intervalo con mayor frecuencia (41-50 afios)
corresponde con lo reportado por Méndez-Duran y colaboradores, quienes en
el 2010 analizaron los aspectos epidemiologicos de 10,921 pacientes de 127
hospitales generales de 21 estados de la Republica Mexicana, encontrando
que la mayoria de los pacientes tenia edades entre los 40 a 50 afios, y eran
hombres (53%), lo que también corresponde a los resultados obtenidos en el
presente estudio. En cuanto a microorganismos encontrados en los catéteres

S. aureus se localiz6 en 31% de los casos (Méndez-Duran et al., 2010).

Profagos

La presencia de profagos en las cepas es un factor de riesgo para el paciente,
ya que debido al constante intercambio de informacién genética de manera
horizontal entre bacterias, por transduccion o por conversion lisogénica, los
fagos podrian acarrear genes que codifiquen para factores de virulencia como
toxinas, o bien conferirles resistencia a antibiéticos a las cepas (Malachowa y
DeLeo, 2010).

Por ejemplo, el gen sea, que codifica la enterotoxina A y es muy comun entre

las cepas de S. aureus implicadas en intoxicaciones alimenticias (Balaban y
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Rasooly, 2002) es llevado por una familia polimérfica de bacteriéfagos
lisogénicos. El fago portador del gen de la toxina se inserta en el cromosoma
bacteriano y queda como un profago. Sin embargo bajo condiciones de estrés
ambiental el profago puede ser inducido a la via litica para replicarse vy liberar
nuevos bacteriéfagos (Schelin et al., 2011), contribuyendo a la diseminacién del
gen sea cuando estos fagos infectan y lisogenizan a otras cepas de S. aureus.
Los profagos pueden actuar en conjunto con otros elementos genéticos moviles
en los estafilococos; por ejemplo, causando la movilidad de algunas islas de
patogenicidad. El ejemplo mas comun de este fendmeno es la capacidad del
fago auxiliar 80a para mediar la escision y transferencia de la isla de
patogenicidad SaPI1l a otros estafilococos (Fitzgerald et al., 2001; Novick y
Subedi, 2007). Detectamos a este fago en las cepas que estudiamos (grupo
11B, Tabla 8). Algunos fagos incluso pueden transferir resistencia a
antibioticos, al movilizar a los plasmidos pS194 (que confiere resistencia a
cloranfenicol) y pl258 (que confiere resistencia a eritromicina) los cuales son
transferidos por los fagos ¢11, (grupo 11B, Tabla 8), y ¢11de, respectivamente
(Jensen y Lyon, 2009).

En 2013 Vazharandal y colaboradores analizaron la relacién de ciertos grupos
de fagos estafilocécicos con la resistencia a antibiéticos, estudiaron tres
grupos: el grupo | contenia los fagos 29, 52, 52A, 79 y 80, el grupo Il los fagos
3A, 3C, 55y 71, y el grupo lll gue contenia los fagos 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77,
83A, 84 y 85. Encontraron que en los tres grupos el 100% conferia resistencia
a penicilina; sin embargo, solo el grupo | transfirié6 también una resistencia del
100% a oxacilina. Los fagos 29, 52, 52A y 80 también fueron encontrados en
nuestras cepas (grupo 11B, Tabla 8). Los fagos 3A y 3C también estuvieron
presentes en nuestras cepas (grupo 3A, Tabla 8). En el grupo Il estan

contenidos fagos de los grupos 3A, 11B, 77F y subgrupo Fa.

Genes que codifican toxinas

Del mismo modo la presencia de genes que codifican toxinas constituye un

riesgo mayor para la salud del paciente, por ejemplo, los genes seg y sei (junto
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con otros genes) estan asociados al operén egc, que codifica para la formacion
de una enterotoxina (Sauer, et al., 2008), que le confiere mayor virulencia a las

cepas.

La toxina TSST-1 (sindrome de shock téxico 1) es codificada por el gen tst.
Esta toxina constituye un superantigeno y es una proteina altamente toxica
para el ser humano (Durand et al., 2006). Este gen fue el que encontramos con
mayor frecuencia en las cepas que estudiamos (Tabla 10), resultado que
coincide con lo reportado por Campbell y colaboradores quienes en el 2008
reportaron una frecuencia del 73% en una coleccidon de S. aureus aislados de
pacientes. Una de las funciones de TSST-1 es la unién 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 migracion intercelular de la toxina,
ocasionando inflamacion de las células debido a la liberacién de citocinas y
quimiocinas (Breshears et al., 2012).

El gen que codifica la gama hemolisina hlg fue el segundo mas frecuente entre
las cepas que estudiamos (tabla 10). La gama hemolisina es producida por casi
todas las cepas (99%) de S. aureus (Prevost et al., 1995). Esta toxina afecta
los neutréfilos, macréfagos y es capaz de lisar muchas variedades de
eritrocitos de mamiferos. Su mecanismo de accién en el humano es la invasion
de células huésped y penetracion en los tejidos (Kaneko y Kamio, 2004).
Detectamos al gen see en el 25.7% de las cepas. Este resultado es de gran
importancia desde el punto de vista clinico ya que la enterotoxina E posee un
dominio de cisteinas potencialmente téxico para el plasma sanguineo y el
estbmago (Baker y Acharya, 2004).

La toxina exfoliativa B es codificada por el gen etb, el cual est4 situado en un
plasmido; esta toxina tiene la capacidad de activar los linfocitos T y puede
causar severos problemas a su hospedero. (Sahin et al., 2012). Campbell y
colaboradores en el 2008 reportaron la presencia de este gen en una coleccion

de S. aureus aisladas de pacientes y obtuvieron una frecuencia de 39%.

La enterotoxina B es codificada por el gen seb y tiene la capacidad de activar

los linfocitos T (DeGrasse, 2012). El gen seb se encontr6 en el 20% de las
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cepas estudiadas en este trabajo. Kamarehei y colaboradores en el 2013,
reportaron la prevalencia de los genes sea (61.3%) y seb (58.8%) en 95 cepas
MRSA obtenidas de pacientes de la ciudad de Gorgan Iran.

El gen sea codifica a la enterotoxina A y es muy comun entre las cepas
implicadas en la intoxicacion alimenticia por S. aureus (Balaban y Rasooly.,
2002). Detectamos al gen sea en este estudio en 14.3% de las cepas. Varios
autores reportan que un porcentaje intermedio de las cepas portan al gen sea a
pesar de que la toxina que codifica es la mas comun en las infecciones
alimentarias. Por ejemplo, Nashev y colaboradores en el 2004 reportan que el
gen sea se encontrd en el 20.23% (n=20) de 87 aislamientos de S. aureus. Sin
embargo otros autores, como Manfredi y colaboradores (2010) detectaron
frecuencias bajas, (9de 61 cepas; 14.8%) en S. aureus asociado a
intoxicaciones alimentarias provenientes de diferentes provincias de Argentina.

La enterotoxina D esta codificada por el gen sed, y junto con la enterotoxina E
comparten un 90 % de aminod&cidos con la enterotoxina A (Baker y Acharya,
2004).

En este estudio encontramos una baja frecuencia del gen sec. Este resultado
concuerda con el obtenido por Yan y colaboradores (2012), quienes
analizaron 52 cepas de S. aureus y detectaron que solo el 7.7% portaba al gen
sec. El gen sec codifica la enterotoxina C, la cual se considera como el
principal superantigeno que promueve las células o linfocitos T, siendo uno de
los precursores del shock toxico (Salgado et al., 2013).

El gen sei codifica a la enterotoxina | y el gen seg codifica la enterotoxina G
(Balaban y Rasooly., 2002). Nashev y colaboradores en el 2007, reportaron
qgue los genes sei y seg estuvieron presentes en un alto porcentaje 63.1%
(n=55) de las cepas de S. aureus que se analizaron, en contraste con las otras

8 enterotoxinas analizadas.

Accidn de los antibi6ticos asociada a factores de virulencia

Cuando un microorganismo prolifera, los signos y sintomas de la infeccion se
vuelven mas evidentes. Se propone gque este proceso se debe a la gran
cantidad de bacterias que provoca la habitual reaccién inflamatoria (Castafidn-

Sanchez, 2012). No obstante, existe evidencia que sugiere que un antibiotico
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inadecuado favorece o acelera la virulencia de un organismo in vivo, incluyendo
a las cepas que pueden ser solo consideradas como comensales (Lindsay y
Holden, 2004).

En 1995 se demostrd que la presencia del antibidtico nafcilina en cultivos de S.
aureus, incrementa la expresion de la a-toxina y la letalidad de filtrados de
cultivos administrados a ratas aumenta (Kernodle et al., 1995). Estos hallazgos
llevaron a la especulacion de que la terapia a base de B-lactamicos podria
aumentar la virulencia de algunas cepas de S. aureus y a su vez empeorar los
sintomas de la infecciébn severa. Otros antibidticos han sido probados para
determinar su efecto en la expresién de hla en diferentes cepas de S. aureus
(Ohlsen et al., 1998). Se observéd una fuerte induccién en la expresion de hla
empleando concentraciones subinhibitorias de varios (-lactdmicos, incluyendo
a las cefalosporinas y el imipenem. Las fluoroquinolonas estimularon
ligeramente la expresion de la a-toxina, los antibidticos glicopéptidos no
tuvieron efecto alguno y con el empleo de eritromicina y aminoglicésidos se
observd que se redujo la expresion de la toxina. Por otra parte aparentemente
la expresion de hla inducida por meticilina puede ser un fenédmeno comun de
cepas productoras de a-toxina, tanto en organismos sensibles como resistentes
a meticilina. Algunas cepas de MRSA produjeron hasta 30 veces mas toxina en
presencia de 10mg/mL de meticilina comparado con el control (Ohlsen et al.,
1998; Essmann et al., 2003).

La toxina PVL se ha establecido como un factor de virulencia asociado a cepas
CA-MRSA (Boyle-Vavra y Daum, 2007). Cepas productoras de PVL expuestas
a concentraciones subinhibitorias de antibiéticos mostraron resultados similares
a los descritos para la a-toxina. Clindamicina, linezolida y &cido fusidico
inhibieron la produccién de PVL, no asi la vancomicina. Sin embargo, el uso de
concentraciones subinhibitorias de oxacilina incremento la liberacion de la
toxina PVL (Dumitrescu et al., 2007).

Otra toxina asociada al sindrome del shock toxico es la proteina TSST-1, la
cual fue originalmente descrita en mujeres que utilizaban tampones. Solo existe

un reporte de dos casos pediatricos, los cuales recibieron tratamiento previo
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con cefalosporinas antes de observar un rapido deterioro que obligdb a cambiar
a una terapia mas efectiva, sospechando de un efecto estimulatorio en la
produccion de la toxina TSST-1 debido al antibiético empleado (Taylor et al.,
2006). Se ha reportado que el uso previo de antibiéticos puede favorecer el
sindrome del shock téxico no menstrual, asi como episodios recurrentes (Kain
et al., 1993; Andrews et al., 2001).

Ciertos antibioticos tienen la capacidad de inducir la liberacion de exotoxinas
que incrementan los sindromes toxicos relacionados con S. aureus. Sin
embargo, diversos trabajos describen el uso efectivo de agentes que inhiben la
produccion de toxinas y, por lo tanto, atendan los efectos virulentos del
microorganismo (Bernardo et al., 2004; Koszczol et al., 2006). Ademas estos
agentes tienen un efecto negativo en la regulacion de la respuesta
proinflamatoria  del  hospedero. Los  antibiéticos estreptogramina,
quinupristina/dalfopristina, oxazolidinona y linezolida reducen la induccion de la
liberacién del factor de necrosis tumoral activado por S. aureus (Bernardo et.
al., 2004).

También se ha demostrado que el uso de concentraciones subinhibitorias de
ciprofloxacina en S. aureus resistente a fluoroquinolonas incrementa de
manera significativa la expresion de adhesinas de union a fibronectina. Esto
conduce a un aumento en la adherencia de las células bacterianas a
fibronectina inmovilizada en un modelo in vitro (Bsognano et al., 1997; Otto,
2010).

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman la importancia de los genes
de bacteriéfagos en las cepas clinicas de S. aureus causantes de infecciones

asociadas a los catéteres en pacientes mexicanos.
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