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1. RESUMEN

Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la Meticilina (MRSA) pueden ocasionar
multiples enfermedades en el humano, que incluyen infecciones asociadas a los catéteres
de pacientes de hemodialisis. El tratamiento de las infecciones por cepas MRSA se ha
complicado en los ultimos afios debido a que pueden acarrear otros genes que les
confieren resistencia a otros antibidticos y desinfectantes. El objetivo del presente estudio
fue correlacionar la presencia de genes que codifican resistencia para antibidticos y
desinfectantes en cepas clinicas de Staphylococcus aureus aisladas de catéteres de
pacientes de hemodialisis. Se analizaron 21 cepas de S. aureus recuperadas de
infecciones de catéteres de pacientes de hemodidlisis. Las cepas fueron identificadas por
PCR mediante la deteccion del marcador cromosémico spa (X-regién). Las cepas MRSA
fueron identificadas por medio de discos impregnados con Oxacilina y las B-lactamasas
mediantes discos impregnados con Nitrocefin. Los fenotipos de resistencia a los
antibioticos fueron determinados por el método de Kirby-Bauer. La deteccidén de los genes
que codifican resistencia a los antibioticos y desinfectantes se realiz6 por PCR
convencional. El 90.4% (n=19) de las cepas fue MRSA. El 85.7%(n=18) de las cepas fue
productora de B-lactamasas. El 100% (n= 21) de las cepas MRSA fue resistente a
Penicilina, Ampicilina, Eritromicina y Cefepime, 95.2% (n=20) a Cefotaxima, 90.4% (n=19)
a Dicloxacilina, 63.4% (n=14) a Levofloxacina, Cefalotina y Cefuroxima, en cada caso,
28.5% (n=6) a Gentamicina, 23.8% (n=5) a Trimetoprim con Sulfametoxazol y 9.52%(n=2)
a Tetraciclina. El 100% (n=21) de las cepas de S. aureus fue portadora de los genes
ermA, ermB, blaZ, gacC, tetK y tetM, el 71.4%(n=15) de gacA y gacB, 28.5% (n=6) de
tetO, 14.2% (n=3) de ermC y aac(6")le-aph(2”)la, en cada caso y 4.7%(n=1) de msrA. Los
genes mef, vanA y vanB no se encontraron presentes en ninguna de las cepas. La
elevada frecuencia de los fenotipos y genotipos de resistencia a antibiéticos y
desinfectantes en las cepas estudiadas permiti6é a los médicos cambiar de estrategia para
erradicar las infecciones por este patégeno y evitar complicaciones mas severas que
pudieran comprometer la vida de los pacientes.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, genes, antibiéticos, resistencia, hemodidlisis.



2. INTRODUCCION

2.1 Caracteristicas de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un microorganismo de gran importancia médica. Desde hace
afios se le ha reconocido como uno de los principales agentes patdgenos para el ser
humano, responsable de altas tasas de mortalidad, puesto que origina un amplio espectro
de enfermedades sistémicas e infecciones supurativas con una gravedad variable.
Pertenece a la familia Micrococcaceae, género Staphylococcus (Bustos et al., 2006).
Actualmente el género Staphylococcus cuenta con 42 especies y 17 subespecies
(Pahissa et al., 2009).

Los estafilococos son cocos Grampositivos que miden de 0.5 a 1.5 um de diametro, se
encuentran aislados y en pares, tétradas, cadenas cortas y racimos irregulares con
aspecto de uvas, como consecuencia de su division irregular, con forma préxima a una
esfera perfecta. Son inmdviles, figuran entre los microbios no esporulados mas
resistentes, la mayoria no encapsulados y anaerobios facultativos, de crecimiento rapido
(18-24hrs) a 45°C, estos organismos pueden tolerar desecacion, calor, altas
concentraciones de sal e incluso algunos antisépticos, poseen pigmentos durante su
crecimiento (carotenoides), los cuales les dan una coloracion amarilla-dorada (Lennette et
al., 1987). S. aureus es la Unica especie capaz de producir coagulasa (coagulan el
plasma), generalmente catalasas positivos y fermentan azlcares a través de acido lactico,
la produccién de coagulasa es uno de los factores de virulencia de mas utilidad en la

identificacion de la especie (Freeman et al.,1989).

Staphylococcus aureus es miembro de la flora bacteriana normal de la piel y el tracto
respiratorio, glandulas cutaneas y mucosas, tracto intestinal y genitourinario, y también se
encuentran en la flora de animales mamiferos y aves. Por lo general actian como
oportunistas causando infecciones cuando se altera el equilibrio entre la flora y el

hospedero (Negroni et al., 2009).



2.2 Composicién antigénicay factores de virulencia

Staphylococcus aureus posee multiples factores de virulencia; en su composicion
estructural en ocasiones cuenta con capsula que le ayuda a inhibir la fagocitosis y la
quimiotaxis, poseen una pared celular compuesta de peptidoglucano que actia como
endotoxina, que estimula la produccion de pirégenos enddgenos. Los &cidos teicoicos
constituyen otro destacado componente de la pared que facilita la unién de S. aureus a
las superficies mucosas, poseen un antigeno especifico de especie, el polisacarido A
presente en la pared celular y en dicha pared se encuentra la proteina A que le
proporciona actividad antifagocitica. La superficie externa contiene un factor de
agregacion (coagulasa ligada) que le proporciona un destacado factor de virulencia
(Negroni et al., 2009).

S. aureus produce cinco toxinas citoliticas que suelen ser toxicas para muchas células
como eritrocitos, leucocitos, macréfagos, plaquetas y fibroblastos; dos toxinas exfoliativas
gue rompen los puentes intercelulares del estrato granuloso de la epidermis, ocho
enterotoxinas que estimulan la liberaciébn de mediadores inflamatorios, aumentando el
peristaltismo intestinal y la perdida de liquidos, asi como aparicién de nauseas y vomitos;
la toxina exfoliativa A y toxina-1 que producen la destruccion celular de células
endoteliales; y la produccion de siete enzimas que contribuyen a que sea esta la especie

mas virulenta de la familia Micrococcaceae (Cuadro 1) (Murray et al., 2006).

Estos microorganismos ejercen su accion patdgena por invasion directa y destruccién del
tejido, mediante la produccién de toxinas o por ambos mecanismos, entre las principales
enfermedades que producen, encontramos; cutdneas (carbunculos, pustulas, foliculitis,
foranculos, impétigo, infeccion de heridas y quemaduras). Estas infecciones suelen formar
abscesos (lesion localizada con una cavidad de tejido necrético lleno de supuracién);
mediadas por toxinas (sindrome de la piel escaldada, sindrome del shock tdxico).
Aproximadamente el 50% de las cepas de S. aureus pueden secretar enterotoxinas que
causan sintomas intestinales agudos cuando se ingieren en alimentos contaminados
(intoxicacion alimentaria); otras (artritis séptica, bacteremia, empiema, endocarditis,

pielonefritis, osteomielitis y neumonia) (Murray et al., 2006).



Los factores de virulencia de S. aureus participan en la adhesién y adquisicién de
nutrientes para el microorganismo y sirven también para evadir la respuesta inmune del
huésped. Con base a esto los factores se han clasificado en tres categorias: 1) los
involucrados en la adherencia a la célula huésped o matriz extracelular, como las
proteinas de union a fibrinégeno, fibronectina, coldgeno y coagulasa; 2) aquellos que
estan involucrados en la evasion de las defensas del huésped, como las enterotoxinas
estafilocdcicas; la TSST-1, la Leucocidina de Panton-Valentine (PVL), proteina A, lipasas,
y polisacéridos capsulares; 3) los involucrados en la invasion de la célula huésped y

penetracion de los tejidos, como la toxina a, hemolisinas B, y y & (Bustos et al., 2006).

Cuadro 1. Principales factores de virulencia de Staphylococcus aureus
(Tomado de Bustos et al., 2006)

Estructurales Enzimas Toxinas
Peptidoglucano Catalasa Toxina a
(Hemolisina a)
Proteina A Hialuronidasa
Hemolisina 3
Factores de adhesion Lipasas
Hemolisina y
Acidos teicoicos Coagulasa
Hemolisina &
Polisacéaridos capsulares Nucleasas
Leucocidina de Pantone-
Proteasas Valentine (PVL)
Estafilocinasa Enterotoxinas
estafilococicas (SE)
Colagenasa

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

Toxinas exfoliativas (ETA 'y
ETB)




2.3 Resistencia bacteriana a los antibiéticos

En la actualidad resulta complicado prescribir el tratamiento médico adecuado para
erradicar las infecciones bacterianas, debido a que las bacterias se han seleccionado
como resistentes a los principales antibioticos de uso comun. Los genes que codifican
resistencia a antibiéticos en S. aureus se encuentran frecuentemente en elementos
genéticos moviles (plasmidos y fagos), lo que ha ocasionado la transferencia de la
resistencia bacteriana de estos agentes entre cepas distintas (Jensen et al., 1987).

Un microorganismo se selecciona como resistente a un antibioético cuando puede crecer y
reproducirse en presencia del mismo. La resistencia antimicrobiana puede ser natural o
adquirida. Existen muchos mecanismos diferentes que pueden ser de origen genético y
no genético, mediante los cuales los microorganismos pueden adquirir mecanismos de
resistencia a los antimicrobianos; el producir enzimas que destruyen el antibidtico activo,
por ejemplo las cepas de S. aureus resistentes a la penicilina G producen B-lactamasas
que hidrolizan el enlace amida del anillo B-lactdmico (Cuadro 2). Otro mecanismo de
resistencia es debido a que las bacterias cambian su permeabilidad al antimicrobiano, por
ejemplo cuando las tetraciclinas se acumulan en bacterias sensibles, pero no en las
bacterias resistentes y por ultimo los microorganismos pueden desarrollar un blanco
estructural alterado para el medicamento, por ejemplo la resistencia cromosémica a los
aminoglucésidos esta asociada con la pérdida o alteracién de alguna proteina especifica
sobre la subunidad 30S del ribosoma bacteriano, el cual sirve como sitio de uniéon ante

microorganismos sensibles (Jawetz et al., 1990).

La resistencia a los antibioticos puede estar codificada por genes cromosémicos 0 genes
plasmidicos. La resistencia cromosémica se debe a mutaciones. La resistencia codificada
por plasmidos puede difundirse rapidamente de una cepa a otra, 0 de una especie a otra,
por medio de la conjugacién genética. Los plasmidos que portan genes que codifican
resistencia para los antimicrobianos se denominan factores R. Un factor R puede tener
distintos genes que codifiquen resistencia a antibioticos diferentes. La resistencia
adquirida puede prevenirse limitando el uso no médico de los antibiéticos, siendo més
selectivos en el uso médico de los antibidticos y, en ciertas condiciones, administrando

dos medicamentos al mismo tiempo (terapia combinada) (Ingraham et al., 1998).



Cuadro 2. Principales antibiéticos y mecanismos de resistencia por S. aureus.
(Tomado de Bustos et al., 2006)

Antibiotico Gepes d_e Riedlciadel Mecanismo de resistencia Localizacién
resistencia gen
Penicilina blaz B-lactamasa H|dr9I|5|s en2|m§mqa del Plasmidos: Tn552
nucleo B-lactdmico
L Afinidad reducida al Cromosoma SSC-
B-lactamicos mecA PBP22 antibiético mec: Tn4291
. R Acetiltransferasa Modificacion por acetilacion . Cromosoma:
Aminoglicosidos | aacA-aphD fosfotransferasé o fosforilacion plasmidos: Tn4001,
Tn5404, Tn5405
Macrdlidos, ermA, Acag%aéjores Bomba de expulsion.
lincosamidas ermB, ermC , ; Modificacion por acetilacion Plasmidos
Acetiltransferasa
Tetraciclinas tetK, tetL, Sistemas clase Bombas de expulsion
tetM K,LyM proteccion ribosomal Plasmidos, Tn916
Rifampicina rif RNA polimerasa Mutacion en la s_ubumdad B Cromosoma
del RNA polimerasa
Acido fusidico fusA, fusB Factor_ ge Alteracion de_I,factor de o
elongacion G elongacion G Plasmidos
Componente
par ParC de la
. topoisomerasa Mutacién en la subunidad A
Quinolonas . .
IV componentes | de la girasa y topoisomerasa Cromosoma
gyrAogyrB | GyrA o GyrB de v
la girasa
Mubirocina MUDA Isoleucil tRNA Produccion de una isoleucil
P P sintetasa tRNA sintetasa modificada Plasmidos
Dehidrofolato Afinidad reducida de la
. . dfrA reductasa Cromosoma
Trimetoprim- (DHFR) DHFR
sulfametoxazol sula dehidropteroato Sobreprod_ucmon d? acido p- Cromosoma: Tn4003
. aminobenzoico
sintasa
. . Se atrapa la vancomicina en
Peptidoglicano p .
. L la pared celular. Sintesis de .
Glicopéptidos van alterado D-Ala- L Cromosoma:
un dipéptido que reduce la L
D-Lac ;o o Plasmidos: Tn1546.
afinidad de la vancomicina
Mutacion en el dominio V del
Oazolidinonas rm rRNA 23S rRNA 23S, interfiere con la
o Cromosoma
unién ribosomal
Q: ermA, Metilasa Reduce la afinidad a la
Quinupristina ermB, emC ribosomal subunidad ribosomal 23S
dalfopristina (Q- .
e ., S Cromosoma:
D) . Modificacion enziméatica de la L
i Acetiltransferasa s Plasmidos
D: vat, vatB dalfopristina
Cloranfenicol cat rRNA 50S Mod_lflcacmn por Plasmidos
acetiltransferasa
- Glutation S Modificacion en la sintesis de
Fosfomicina fosB : L L.
Transferasa N-acetil muramico Plasmidos
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2.4 Tratamiento

Un agente antimicrobiano muestra toxicidad selectiva, y actla mediante diferentes
mecanismos de accidén; existen los [-lactamicos que inhiben la sintesis del
peptidoglucano (componente esencial de la pared celular), algunos ejemplos son:
penicilinas, vancomicina, meticilina, ampicilina u oxacilina, agentes bactericidas que
poseen alta toxicidad selectiva; los aminoglucésidos como gentamicina y estreptomicina
poseen una toxicidad selectiva baja y actian como bactericidas alterando las funciones de
membrana, modificando su permeabilidad y permitiendo que moléculas vitales salgan de
la célula; los macrolidos como tetraciclina y eritromicina actdan como bactericidas
inhibiendo la sintesis de proteinas y actuando sobre los ribosomas bacterianos, algunos
antimetabolitos como el trimetroprim con sulfametoxazol bloquean una etapa de la
biosintesis de &cidos nucleicos o inhiben la sintesis de &cido félico (componente
necesario para la formacion de proteinas estructurales y hemoglobina) (Jawetz et al.,
1990).

Las especies de Staphylococcus aureus multiresistentes tienen la capacidad de sobrevivir
en dispositivos médicos. La resistencia a la eritromicina se asocia con la resistencia a
otros macrolidos, tres genes (ermA, ermB y ermC) codifican transferasas resistentes a
macrolidos, el gen msrA muestra un mecanismo de resistencia inducible a eritromicina
mediante la codificacion de un ATPasa. El uso generalizado de compuestos amonio
cuaternario (gac) en hospitales contribuye a la aparicion de bacterias resistentes a
desinfectantes en varias especies de S. aureus, en diversos estudios se han identificado

genes resistentes (qacA, gacB y gacC) (Zmantar et al., 2011).

Los catéteres intravasculares son dispositivos plasticos que permiten acceso rapido y
seguro al torrente sanguineo, permitiendo administrar medicamentos, fluidos y nutricion
parenteral. La presencia de catéteres en los pacientes, constituye un factor de riesgo de
contraer bacteremia, debido a que S. aureus desarrolla una biopelicula hidrosoluble laxa
compuesta de polisacarido que les permite adherirse al plastico, pudiendo ocasionar

severas complicaciones en los pacientes (Gordillo, 2008).
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2.5 Diagnéstico

Diferenciar a S. aureus de otros microorganismos es un procedimiento bastante sencillo,
se llevan a cabo pruebas bioquimicas convencionales, prueba de la coagulasa, deteccién
de catalasa, prueba especifica de aglutinacion con anticuerpos monoclonales,
identificacion de una DNAsa termoestable e identificacion directa mediante técnicas de
amplificacion directa por PCR (Reaccién en cadena de la Polimerasa) utilizando genes
exclusivos de la especie como nuc, spa, rRNA, femA y femB. Otras pruebas aunque no
son especificas se llevan a cabo, como fermentacion de manitol y produccion de fosfatasa

alcalina (Pahissa et al., 2009).

El diagnostico es fundamental con el aislamiento de S aureus de la lesién. El
procedimiento utilizado en el tratamiento de una enfermedad debe disefiarse de tal
manera que la oportunidad de curacion sea la maxima y la de desarrollar resistencia sea
minima. Para esto es imprescindible determinar la susceptibilidad de un organismo a un
antibiético, para poder decidirse por una terapia y administrar el medicamento apropiado.
Muchos antibiéticos tienen efectos téxicos sobre el hombre, y estos efectos deben
considerarse y compararse con los beneficios posibles, ya que los antibidticos, ademas de
destruir los microorganismos patdégenos, con frecuencia también eliminan muchas

bacterias de la flora natural del cuerpo (Jensen et al., 1987).

Existen diversos antibiéticos que pueden ser empleados para erradicar estas
enfermedades, para ser efectivos deben poseer una toxicidad selectiva e inhibir o matar a
los microorganismos sin dafar las células humanas. Los antimicrobianos actian mediante
diversos mecanismos de accion, dafiando alguna estructura celular vital o inhibiendo una
funcion metabdlica esencial. Las modificaciones bioquimicas de la molécula basica del
antibidtico dan lugar a farmacos con mejor actividad y propiedades farmacocinéticas.
(Boyd et al., 1983).

Los antibidticos son productos metabdlicos producidos por los microorganismos que
matan o inhiben el crecimiento de otros microorganismos, existen sintéticos que son
productos quimicos fabricados en el laboratorio y los semisintéticos que son antibiéticos

modificados quimicamente (Divo et al., 1990).
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Los antisépticos son sustancias empleadas en tejidos vivos, que previenen o impiden el
crecimiento o la acciéon de los microorganismos por inhibicién de su actividad o por la
destruccion de ellos. Deben reunir suficiente actividad antimicrobiana y poseer una buena
tolerancia local y general. Los desinfectantes son agentes antimicrobianos que poseen
poca toxicidad selectividad y se emplean solamente sobre objetos inanimados o medios
inertes. Algunos son toxicos celulares protoplasméticos con capacidad para destruir
tejidos vivos (Negroni et al., 2009).

Las cepas de Staphylococcus aureus sensibles a los antimicrobianos son inhibidas
facilmente por antibiéticos de amplio espectro, sin embargo, la emergencia de cepas
multiresistentes a los antibidticos ha complicado el tratamiento médico. Por consiguiente
es esencial que se analice la sensibilidad de las cepas aisladas frente a una variedad de
agentes eficientes como parte del procedimiento de laboratorio para prescribir un
tratamiento funcional (Jensen et al., 1987).
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3. ANTECEDENTES

Ghaznavi et al.,, (2012) investigaron la susceptibilidad de 389 cepas (MRSA) a 18
antibiéticos mediante el método de Kirby-Bauer y posteriormente lo correlacionaron con la
presencia de genes de resistencia en las cepas mediante la técnica de PCR, reportaron
que el 100% de la cepas fueron fenotipicamente resistentes a eritromicina, oxacilina y
ciprofloxacina, y 100% susceptibles a vancomicina, alfopristina, tigeciclina y linezolid;
98.9% resistentes a clindamicina y 97.4% resistentes a gentamicina. En la deteccién de
genes encontraron que el 100% de las cepas contenian uno o0 mas genes de resistencia a
los macrélidos y lincosamidas, encontraron el gen ermA en el 95.1% de las cepas;

seguido de ermC en el 12.9% de las cepas; ninguna de las cepas presentd el gen msrA.

Mehrota et al.,, (2000) realizaron un estudio para encontrar genes que codifican
enterotoxinas causantes de mudltiples enfermedades. Analizaron 176 cepas humanas de
S. aureus, de las cuales solo 19 eran MRSA. Mediante la técnica de PCR detectaron en el
94.7% de las cepas el gen mecA responsable de la resistencia a la meticilina; el 100% de

las cepas present6 el gen femA.

Rizzotti et al., (2005) llevaron a cabo un estudio en donde evaluaron la actividad de cepas
de enterococos Yy la actividad de resistencia a antibioticos (tetraciclina y eritromicina) y lo
correlacionaron con la presencia de genes de resistencia a estos agentes. Por PCR.
Identificaron los genes tetK (80.5%), ermB y tetM (66.7%) en las cepas estudiadas,
mientras que en las 29 especies de enterecococos los genes tet y ermB se encontraron

aproximadamente en el 85% de las muestras.

Zmantar et al., (2011) efectuaron un estudio para determinar la susceptibilidad a los
antibiéticos y resistencia al compuesto amonio cuaternario, utilizaron 49 cepas de S.
aureus. Mediante técnica de PCR encontraron cepas multiresistentes a macrélidos y
desinfectantes; encontraron la presencia de genes que codifican resistencia a eritromicina
de la siguiente manera: ermA en 8% de las cepas; ermB en 14% de las cepas; ermC en
6% de las cepas y msrA en el 10% de las cepas; el 74% de las cepas presento resistencia
a cloruro de amonio cuaternario; el 100% de las cepas present6 al menos uno de los tres
genes de resistencia. El 84% de las cepas portaron el gen qacC y el 4% de las cepas

porto los tres genes gac.
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4. JUSTIFICACION

Debido a que en nuestro pais en los ultimos afios se ha incrementado considerablemente
la resistencia a la meticilina por cepas de S. aureus (MRSA), el presente estudio
contribuird en establecer la frecuencia de las cepas MRSA relacionadas a infecciones de
catéteres, asi como la frecuencia de los genes que codifican resistencia para los
antibioticos [B-lactamicos, eritromicinas, tetraciclinas, vancomicina, aminoglucésidos vy
desinfectantes.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

o Correlacionar la presencia de genes que codifican resistencia para antibioticos y
desinfectantes en cepas clinicas de Staphylococcus aureus, aisladas de catéteres

de pacientes con hemodialisis.

5.2 Objetivos Particulares

o ldentificar el gen mecA que codifica la resistencia a la meticilina en las cepas de
Staphylococcus aureus.

o ldentificar la resistencia a la meticilina en las cepas de S. aureus mediante discos
impregnados con Oxacilina.

o Detectar la produccién de B-lactamasas en las cepas de S. aureus mediante
discos impregnados con una sustancia cromogénica (Nitrocefin).

o Determinar la resistencia a antibiéticos en las cepas de S. aureus por el método de
Kirby-Bauer.

o Detectar por PCR los genotipos que codifican la resistencia a eritromicina (ermA,
ermB, ermC, msrA y mef), tetraciclina (tetM, tetO y tetK), vancomicina (vanA y
vanB), aminoglucésidos [(aac(69)le-aph(20)la)], B-lactamasas (blaZz) vy
desinfectantes (gacA, gacB y gacC) en un grupo de cepas de Staphylococcus

aureus aisladas de los catéteres de pacientes de hemodialisis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Origen de las cepas y extraccion de ADN

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaran 21 cepas de Staphylococcus aureus
aisladas de los catéteres de pacientes infectados del servicio de hemodidlisis de un
hospital publico ubicado en el municipio de Tlalnepantla Edo. de México. La cepa de S.
aureus ATCC-33592 fue utilizada como control positivo. Las cepas fueron sembradas en
agar S-110 por el método de estria cruzada y se incubaron a 37°C por 24 horas.
Obteniendo el crecimiento bacteriano 6ptimo, por medio de un asa estéril se tomd una
muestra considerable y se deposité en un tubo de rosca con agua desionizada estéril. El
inoculo fue agitado por medio de un vortex por 30 segundos y se colocé en bafio maria
durante 20 minutos. Al término, la muestra se colocé en hielo por 10 minutos y se
centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante que contenia el ADN fue
transferido a otro tubo estéril, y se guardé a -20° hasta su préxima utilizaciéon (Paniagua et
al., 2007).

6.2 Identificacion de Staphylococcus aureus por PCR

Las cepas bacterianas de la especie S. aureus fueron identificadas por PCR mediante la
deteccion de los marcadores cromosomicos spa y rRNA (Nashev et al., 2004). Los
oligonucleétidos  utilizados  fueron: spal (CAAGCACCAAAAGAGGAA), spa2
(CACCAGGTTTTAACGACAT), rRNA1 (ACGGAGTTACAAAGGACGAC) vy TIRNA2
(AGCTCAGCCTTAACGAGTAC) (Integrated DNA Technologies). Para la amplificacion por
PCR de cada gen por separado se utilizaron las perlas PuRetaq"'Ready-To-Go™ PCR
(GE Healthcare), que contenian 1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTaq polimerase y 100
mmol de dNTPs, para un volumen final de 25ul por mezcla de reacciéon: 1ul de cada
oligonucleétido (Sigma-Genosys), 20 ul de agua estéril libre de nucleasas y 3 pl (100 ng)
de ADN molde. La amplificacion del DNA se realiz6 en un Termociclador modelo CGI-96
bajo las siguientes condiciones para spa: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos,
30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacion a 60°C por 1 minuto y
extension a 72°C por 1 minuto). Finalmente la extension se prolongé por 10 minutos a

72°C. Para el gen rRNA las condiciones fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a
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94°C por 5 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacién a 94°C por 40 segundos, alineacién a
64°C por 1 minuto y extension a 72°C por 75 segundos). Finalmente la extension se
prolongé por 10 minutos a 72°C. El tamafio de los amplicones para rRNA fue de 1250 pb
y para spa el tamafio fue distinto, debido al polimorfismo del gen.

6.3 Determinacién de la susceptibilidad y/o resistencia a los diferentes
antimicrobianos en las cepas de S. aureus

Cada cepa de S. aureus fue crecida en agar S-110 a 37°C por 24 horas. Posteriormente
por medio de un hisopo estéril se tomé una muestra de cultivo y se in6culo sobre el medio
de MH (Mueller Hinton) formando un tapiz. Finalmente se coloc6 un sensidisco con los 12
antibiéticos y se incub6 a 37°C por 24 horas. Las cepas se clasificaron como susceptibles
o resistentes de acuerdo a los criterios de los halos de inhibicién (Tabla 1) del fabricante
(BIO-RAD).

Instructivo BIO-RAD, didmetro del
halo de inhibicion en mm

No Agente antimicrobiano Siglas [ Resistente | Intermedio | Sensible
1 Dicloxacilina DC <12 13-17 218
2 Eritromicina E <13 14-22 =23
3 Gentamicina GE <12 13-14 215
4 Levofloxacina LEV <13 14-16 217
5 Penicilina PE <28 - =29
6 Tetraciclina TE <14 15-18 219
7 Sﬂ{}f;”rﬁggggnzbl SXT <10 11-15 >16
Cefuroxima CXM <14 15-22 223
Cefotaxima CTX <14 15-22 =23
10 Cefepime FEP <14 15-17 218
11 Cefalotina CF <14 15-17 =218
12 Ampicilina AM <28 - =229

Tabla 1. Instructivo BIO-RAD con las medidas de los halos de inhibicion que permiten determinar si la cepa es
resistente o susceptible.
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6.4 Determinacion de laresistencia a la Meticilina

La resistencia a la meticilina se determind mediante la prueba de difusion en disco de
cefoxitina (BectonDickinson; zona de inhibicion, <21mm). Para lo cual, se sembrd un tapiz
de cada cepa en el medio S110 y se depositd un sensidisco sobre la superficie del medio.
Posteriormente las cajas de incubaron a 37°C por 24 horas. Los criterios de
susceptibilidad y/o resistencia BIO-RAD se aprecian en la tabla 2.

Instructivo BIO-RAD, diametro del halo de
No Agente Siglas inhibicion en mm
antimicrobiano 9 Resistente Intermedio Sensible
1 Oxacilina Ox 10< 11-12 213

Tabla 2. Instructivo BIO-RAD que nos da la medida de los halos de inhibicién de Oxacilina para poder ser
considerados resistentes o susceptibles.

6.5 Deteccion de B-lactamasas

La presencia de pB-lactamasas se detectdé mediante el uso de discos de papel
impregnados con una cefalosporina cromogénica (nitrocefin; BectonDickinson, EE.UU).
Este sustrato cambi6 de color amarillo a rojo después de que el enlace amida del anillo -
lactdmico se hidrolizé por la presencia del gen blaZz productor de las B-lactamasas
(enzimas que no permiten que los B-lactdmicos se unan a las proteinas y se interrumpa

asi la sintesis de pared celular).

6.6 Deteccion del gen que confiere resistencia a meticilina (mecA)

Para detectar el gen mecA por PCR se utilizaron las peras PuRetaq"'Ready-To-Go™"PCR
(GE Healthcare) (1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de AmpliTagpolimerase y 100 mmol de
dNTPs), en un volumen final de 25 pl por mezcla de reaccion; 1 pl de cada oligonucleétido
(Integrated DNA Technologies; Tabla 3) a la concentracion de 5 pmol (Geha et al., 1994),
18 ul de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida
de 10 ciclos (desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineacién a 66°C por 45

segundos y extension a 72°C por 60 segundos). Posteriormente 5 ciclos
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(desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineaciéon a 64°C por 45 segundos y
extension a 72°C por 60 segundos) y 25 ciclos (desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos,
alineacion a 50°C, 45 segundos y extension a 72°C, 60 segundos). Finalmente la
extension se prolong6 por 10 minutos a 72°C.

Tamafio del
Nombre del Secuencia5- 3 amplicon Referencia
oligonucleétido (pb)
MecAF 5 GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA 310 Gehaet al.,
MecAR 5 CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAA 1994.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen mecA en las cepas de S. aureus

6.7 Deteccion de los genes tetM, tetO, tetK, vanA, vanB, aac(69)le-aph(20)la 'y
blaZ en las cepas de S. aureus

La deteccion de los genes que codifican resistencia para tetraciclina, vancomicina,
aminoglucésidos y B-lactamicos (Tabla 4) en las cepas de Staphylococcus aureus se llevo
a cabo por el método de PCR convencional descrito por Rizzotti et al.,(2005). Para lo cual
se utilizaron las peras PuRetaq™Ready-To-Go™PCR (GE Healthcare) (1.5 mmol de
MgCl,, 0.5 U de AmpliTagpolimerase y 100 mmol de dNTPs), en un volumen final de 25 pl
por mezcla de reaccién; 1 ul de cada oligonucledtido (Integrated DNA Technologies; Tabla
4) a la concentracion de 10 pmol, 18 ul de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng)
de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
94°C por 4 minutos, seguida de 30 ciclos [desnaturalizacién a 94°C por 45 segundos,
alineacién a 55°C (tetM, O, Ky aac(69)le-aph(20)la ), 52 °C (ermA, By C), 61 °C (vanAy
B) y 58 °C (blaz) por 45 segundos y extensién a 72°C por 60 segundos]. Finalmente la

extension se prolongd por 7 minutos a 72°C.
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6.8 Deteccion de los genes ermA, ermB, ermC, msrA, mef, gacA, gacB y qacC
en las cepas de S. aureus

La deteccion de los genes que codifican resistencia a la eritromicina (erm) y los
desinfectantes (gac) en las cepas de Staphylococcus aureus se llevé a cabo por el
método de PCR multiplex descrito por Zmantar et al., (2011). Para lo cual se utilizaron las
perlas PuRetaq "Ready-To-Go™"PCR (GE Healthcare) (1.5 mmol de MgCl,, 0.5 U de
AmpliTagpolimerase y 100 mmol de dNTPs), en un volumen final de 25 ul por mezcla de
reaccién; 1 ul de cada oligonucleétido (Integrated DNA Technologies; (Tabla 4) a la
concentracion de 10 pmol, 18 pl de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN.
Las condiciones de amplificacibn para ermA, ermB y ermC fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 96°C por 3 minutos, seguida de 30 ciclos (desnaturalizacién a
95°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C por 2
minutos). Finalmente la extension se prolong6 por 10 minutos a 72°C.

Las condiciones de amplificacion para gacA, gacB y gacC fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos (desnaturalizaciéon a
94°C por 1.5 minutos, alineacion a 56°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1.5

minutos). Finalmente la extension se prolong6 por 10 minutos a 72°C.
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Tamafio del amplic6n

Oligonucledétido GEN Secuencia del primer 5’a 3’ (ob)
) CAAGCACCAAAAGAGGAA ] )
Spa (X-region) spa Polimorfismo
CACCAGGTTTAACGACAT
ermAF TATCTTATCGTTGAGAAGGGATT
ermA 139
ermAR CTACACTTGGCTTAGGATGAAA
ermBF B CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT 14
erm
ermBR GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA
ermCF CTTGTTGATCACGATAATTTCC
ermC 190
ermCR ATCTTTTAGCAAACCCGTATTC
msrAF TCCAATCATAGCACAAAATC
msrA 163
msrAR AATTCCCTCTATTTGGTGGT
mefF ¢ AGTATCATTAATCACTAGTGC 348
me
mefR TTCTTCTGGTACAAAAGTGG
tetM-1 GTGGACAAAGGTACAACGAG
tet(M) 406
tetM-2 CGGTAAAGTTCGTCACACAC
tetO-1 AACTTAGGCATTCTGGCTCAC
tet(O) 515
tetO-2 TCCCACTGCTCCATATCGTCA
tetk-1 TCGATAGGAACAGCAGTA
tet(K) 169
tetk-2 CAGCAGATCCTACTCCTT
blaz-1 blaz ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173
a
blaz-2 TGACCACTTTTATCAGCAACC
Al GGGAAAACGACAATTGC
vanA 732
A2 GTACAATGCGGCCGTTA
Bl ATGGGAAGCCGATAGTC
vanB 635
B2 GATTTCGTTCCTCGACC
gacA, gacBF TCCTTTTAATGCTGGCTTATACC
gacA, gacB 220
gacA, gacBR AGCCKTACCTGCTCCAACTA
gacCF GGCTTTTCAAAATTTATACCATCCT
gacC 249
gacCR ATGCGATGTTCCGAAAATGT
Aming aph-1 aac(e9)le- | GAGCAATAAGGGCATACCAAAAATC 480
Aming aph-2 aph(20)la | CCGTGCATTTGTCTTAAAAAACTGG

Tabla 4. Oligonucledtidos que fueron utilizados para la identificacién de genes que codifican resistencia para

antibidticos y desinfectantes.
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6.9 Analisis de los amplicones por electroforesis en geles de agarosa

Después de la amplificacién del ADN, 10 microlitros de cada muestra fueron analizados
por electroforesis en geles de agarosa al 2%, bajé las siguientes condiciones: 120 volts,
94 miliamperes por 120 minutos. Los geles fueron tefiidos con bromuro de etidio y
fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de fotodocumentacion GEL LOGIC 100
(KODAK).

6.10 spatyping

El polimorfismo de la region X del gen spa que codifica para la proteina A en las cepas de
S. aureus fue amplificado y secuenciado de acuerdo a lo descrito por Shopsin et al.,
(1999). Los tipos de spa correspondientes fueron asignados utilizando el sitio web
(http://seqtools.com). Los tipos de spaRidom fueron posteriormente asignados utilizando
el sitio web spa-typing (http://www.spaserver.ridom.de/) desarrollado por RidomGmb
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7. RESULTADOS

7.1 Pacientes estudiados

El estudio se llevo a cabo a partir de 21 pacientes del Hospital General Regional numero
72 del IMSS, que presentaban infeccibn asociada al sitio de insercion del catéter en
hemodialisis. En la Figura 1 se puede observar que el 61.9% (n=13) correspondié al sexo
masculino y el 38.1% (n=8) al sexo femenino.

@ Masculino OFemenino

Figura 1. Distribucién de los pacientes por sexo

Respecto a la distribucion de los pacientes por edad (Figura 2), el grupo de edad con
mayor frecuencia fue el de 21 a 30 afios (33.3%, n=7); seguido del grupo de 41 a 50 afios
(n=5, 23.8%) y el grupo de 31 a 40 afos (14.28n=3). Finalmente los grupos de edad con
menor frecuencia fueron de 15 a 20 afios y de 71 a 80 afios (9.5%, n=2), en cada caso;
seguido de los grupos de 51 a 60 afios y de 61 a 70 afios (4.7%, n=1), en cada caso.
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Grupos de edades

O Numero de pacientes

Edad

71280 In=2

61a70 n=1

51a60 n=1

41a50 In=5

31240 Fn=3

21a30 bl n=7

15220 fn=2

Figura 2. Distribucién de pacientes por edad.

7.2 ldentificacion de S. aureus

Staphylococcus aureus fue identificado por las pruebas del manitol y coagulasa, vy
mediante PCR convencional, mediante la deteccion de los marcadores cromosomicos spa
(Fotografia 1) y rRNA (Fotografia 2) en el 100% de las cepas (n=21).

25



100 pb

Fotografia 1. Deteccién del marcador cromosdmico spa (X-region) en las cepas de S. aureus mediante PCR
convencional. Carril 1 -4 y 6 (cepas de S. aureus) amplicones con tamafios entre 200 pb a 300pb debido al
polimorfismo del gen; Carril 5 (MWM 100 pb-ladder); Carril 7 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 8

control negativo (sin DNA molde).

1250 pb

200 pb —>

Fotografia 2. Deteccion del gen rRNA de S. aureus (amplicén de 1250 pb) mediante PCR convencional. Carril
1, 2y 3 (cepas de S. aureus); Carril 4 (MWM 200 pb-ladder); Carril 5 control negativo (sin DNA molde); Carril
6 control positivo (ATCC 33592); Carrilles 7 y 8 (cepas de S. aureus).
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7.3 Produccion de B-lactamasas

La deteccién de B-lactamasas se llevo a cabo mediante la prueba de discos impregnados
con Nitrocefin. El 85.7% (n=18) de las cepas fue productora de p-lactamasas (Fotografia 3

y Figura 3).

Fotografia 3. Deteccion de B-lactamasas mediante discos con nitrocefin. Coloracién roja
de los discos muestran produccién de B-lactamasas.

B-lactamasas

Productoras

20

Figura 3. Porcentajes de cepas productoras de B-lactamasas.
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7.4 Cepas MRSA

Las cepas MRSA (Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus) fueron determinadas
mediante la prueba de sensidiscos impregnados con Oxacilina (Fotografia 4). ElI 90.4%
(n=19) de las cepas fueron MRSA y el 9.5% (n=2) MSSA (cepas 16 y 73) (Figura 4) formo
halo de inhibicion, esto se corroboré con la deteccion del gen mecA que codifica
resistencia para meticilina el cual se encontré presente en el 100% (n=21) de las cepas
(Fotografia 5).

>

Fotografia 4. Prueba de difusion en disco impregnados con oxacilina. Se aprecia que el halo de inhibicion de
la cepa 73 de S. aureus es mayor de <21mm (MSSA), mientras que las cepas 59, 66, 75, 76, 77, 79 y 82 no
formaron halo de inhibicion, por lo que fueron consideradas cepas MRSA.

Oxacilina

Sensibles
%

2

20

Figura 4. Porcentajes de cepas de S. aureus MRSA. 28



310pb

100 pb

Fotografia 5. Deteccion del gen mecA mediante PCR convencional. Carril 1- 4 y 6 cepas S. aureus (amplicon
de 310 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril 8 control
negativo (sin DNA molde).

7.5 Fenotipos de resistencia a antibidticos en las cepas de Staphylococcus
aureus

El 100% (n=21) de las cepas de Staphylococcus aureus fue resistente a Penicilina,
Ampicilina, Eritromicina y Cefepime (Figura 5), el 95.2% (n=20) a Cefotaxima, el 90.4%
(n=19) a Dicloxacilina, el 63.4% (n=13) a Levofloxacina, Cefalotina y Cefuroxima, en cada
caso, el 28.5% (n=6) a Gentamicina, el 23.8% (n=5) a Trimetoprim-Sulfametoxazol y el
9.52% (n=2) a Tetraciclina.
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PE FEP CTX DC CXM LEV CF GE SXT TE

Figura 5. Porcentajes de resistencia de las 21 cepas de S. aureus a los 12 antimicrobianos probados. DC=
dicloxacilina; E= eritromicina; GE= gentamicina; LEV= levofloxacina; PE= penicilina; TE= tetraciclina; SXT=
trimetoprim-sulfametoxazol; CXM = cefuroxima; CTX = cefotaxima; FEP= cefepime; CF= cefalotina; AM=
ampicilina.

Respecto a las cepas estudiadas, la numero 112 fue resistente a todos los
antimicrobianos probados (Fotografia 6), el 42.8% (n=9) de las cepas fue resistente a 9
antibiéticos (Fotografia 7), el 14.2% (n=3) fue resistente a 10 antibiéticos y el 23.8% (n=5)
fue sensible a varios antibiéticos (Fotografia 8).
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Fotografia 6. Antibiograma de la cepa 112, que presentd resistencia del 100%, los tres halos de inhibicion
que se formaron no alcanzaron la medida establecida para ser considerados susceptibles.

Fotografia 7. Antibiogramas de las cepas de S. aureus (11, 52 y 75) que presentaron halos de inhibicion
(sensibilidad) para los mismos tres antibiéticos GE gentamicina, TE tetraciclina y SXT trimetoprim-
sulfametoxazol.
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Fotografia 8. Antibiogramas de las cepas de S. aureus (16 y 76) que presentaron mayor sensibilidad a los
diferentes antimicrobianos.

7.6 Genotipos de resistencia a antibiéticos en las cepas de Staphylococcus
aureus

La deteccion de genotipos de resistencia a antibiéticos y desinfectantes presentes en las
21 cepas de Staphylococcus aureus se llevd a cabo mediante PCR convencional. El
100% (n=21) de las cepas presenté los genes ermA, ermB, tetK, tetM, blaZ y gacC
(Fotografias 9-14); el 71.4 % (n=15) los genes gacA y qacB en cada caso (Fotografia 15);
el 28.5% (n=6) tetO (Fotografia 16); el 14.28% (n=3) ermC y [(aac(69)le-aph(20)la)] en
cada caso (Fotografias 17 y 18) y el 4.7% (n=1) msrA (Fotografia 19). Los genes mef,
vanA y vanB no se encontraron presentes en ninguna de las cepas, el andlisis del numero

de cepas que presentaron los diferentes genes se puede apreciar en la (Tabla 5).
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Gen N° Porcentaje
ermA 21 100
ermB 21 100
tetk 21 100
tetM 21 100
blaz 21 100
gacC 21 100
gacA 15 71.4
gacB 15 71.4
tetO 6 28.5
ermC 3 14.2
aac(69)le- 3 14.2
aph(20)la
mef 0 0
vanA 0 0
vanB 0 0

Tabla 5. Nimero y porcentaje de cepas de S. aureus que presentaron los diferentes genes de resistencia a antibiéticos.

139 pb
100 pb

Fotografia 9. Deteccion del gen ermA mediante PCR convencional. Carriles 1 - 4 y 6 cepas de S. aureus
(amplicones de 139 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril
8 control negativo (sin DNA molde).
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142 pb
100 pb

Fotografia 10. Deteccion del gen ermB mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 6 cepas de S. aureus
(amplicones de 142 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril
8 control negativo (sin DNA molde).

173 pb —>
100 pb —>

Fotografia 11. Deteccion del gen blaZz mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 6 cepas de S. aureus
(amplicones de 173 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril
8 control negativo (sin DNA molde).
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249 pb —>
100 pb —>

Fotografia 12. Deteccion del gen gacC mediante PCR convencional. Carriles 1- 4 y 6 cepas de S. aureus
(amplicones de 249 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril
8 control negativo (sin DNA molde).).

—
<
—
-
—
—
o
:
e

169 pb
100 pb

-

Fotografia 13. Deteccion del gen tetK mediante PCR convencional. Carriles 1- 4 y 6 cepas S. aureus
(amplicones de 169 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril
8 control negativo (sin DNA molde).
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406 pb

100 pb —>

Fotografia 14. Deteccion del gen tetM mediante PCR convencional. Carriles 1 — 2 y 4 cepas de S. aureus
(amplicones de 406 pb); Carril 3 (MWM 100pb-ladder); Carril 5 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril
8 control negativo (sin DNA molde).

220 pb

100 pb

Fotografia 15. Deteccion del gen gacAB mediante PCR convencional. Carriles 1-4 cepas S. aureus
(amplicones de 220 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 6 control positivo (S. aureus ATCC 33592); Carril
7 muestra negativa: Carril 8 control negativo (sin DNA molde).
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515 pb

100 pb

Fotografia 16. Deteccion del gen tetO mediante PCR convencional. Carriles 1-2 y 4 y 6 cepas de S. aureus
(amplicones de 515 pb); Carril 3 muestra negativa; Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control positivo (S.
aureus ATCC 33592); Carril 8 control negativo (sin DNA molde).

190 pb
100 pb

Fotografia 17. Deteccion del gen ermC mediante PCR convencional. Carriles 1 y 3 cepas de S. aureus
(amplicones de 190 pb); Carril 2, 4, 6 y 7 muestras negativas; Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 8 control
negativo (sin DNA molde).
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480 pb

100 pb

Fotografia 18. Deteccion del gen aac(69)le- aph(20)la mediante PCR convencional. Carriles 1-3 cepas de S.
aureus (amplicones de 480 pb); Carriles 4 y 7 muestras negativas; Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 6
control positivo (ATCC 33592); Carril 8 control negativo (sin DNA molde).

163 pb
100 pb

Fotografia 19. Deteccién del gen msrA mediante PCR convencional. Carriles 1-3 y 6 cepas negativas; Carril 4
cepade S. aureus positiva (amplicon de 163 pb); Carril 5 (MWM 100pb-ladder); Carril 7 control negativo (sin
DNA molde).
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En la tabla 6 se aprecian los fenotipos y genotipos de resistencia a antibidticos y
desinfectantes. El 100% de las cepas presentd los fenotipos de resistencia para
eritromicina, ampicilina, cefepime, y penicilina, en combinacion con los genes ermaA,
ermB, tetM, tetk y blaz, y con el gen gaC que codifica para la resistencia a los
desinfectantes. La mayoria de las cepas de Staphylococcus aureus estudiadas presento
el tipo de spa t895 (n=15), seguido por t008 (n=4), y t002 (n=1) y t189 (n=1).
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FENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

GENOTIPOS DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

GENOTIPOS DE RESISTENCIA

PROD A DESINFECTANTES
o Tipo de spa
OXA LACT pac(69)le-
Cepa (MRsA) CF LEV | E AM |TE | SXT | CTX |GE |CXMFEP DC |PE |\ "¢ ermA [ermB |ermC [mrsA | mef [tetM [tetO |tetK NvanA panB bph(20)1a blaz gacA gacB gacC
IAS
C-11
+ + + + + - - - + | + + + + + + - - - + - + - - - + + + + 895
C-12
+ + + + + - - - - |+ + + + + + + - - - + - + - - - + + + + 895
C-16
- - - + + - - - - - + + + - + + - - - + - + - - - + - - + 1002
C-19 -
+ + + + + + - - - - + + + + + + - - - + + - - + + + + + 895
C-22
+ + + + + - - - - |+ + + + + + + - - - + + + - - - + + + +
1895
C-32
+ - - + + - + - - |+ + + + + + + - - - + - + - - - + - - + 1895
C-52
+ + + + + - - + + + + + + + - - - + + + - - - + + + +
895
C-58
+ + + + + - + - + | + + + + + + + + - - + - + - - + + + + + (895
C-59
+ + + + + - - - - |+ + + + + + + - - - + + + - - - + + + +
895
C-66
+ + + + + - - - - |+ + + + + + + - - - + + + - - - + - - + 1895
C-73
- - - + + - - - - - + - + - + + + - - + - + - - - + + + + 1008
C-75
+ + + + + - + - + | - + + + - + + - - - + + + - - - + - - + 1895
C-76
+ - - + + - - + - |+ + + + + + + - - - + - + - - - + - - + 1189
C-77
+ - - + + - - - - + + + + + + - - - + - + - - - + - - + 1895
C-79
+ + + + + - - - - |+ + + + + + + + - - + - + - - - + + + +
1895
C-82
+ - - + + - + - - - + + + + + + - + - + - + - - - + + + + 1008
C-93
+ - - + + - - - - |+ + + + + + + - - - + - + - - - + + + + 1008
C-103
+ + + + + - - - - |+ + + + + + + - - - + + + - - - + + + +
1895
C-109
+ + + + + - - - + | + + + + + + + - - - + - + - - - + + + +
1895
C-111
+ - - + + + + - - - + + + + + + - - - + - + - - - + + + + 1008
C-112
+ + + + + - - - + | + + + + + + + - - - + - + - - + + + + + (895
cepas
resisten
te 19 13 13 21 21 | 2 5 20 | 6|13 21 |19]| 21 18 | 21 21 3 1 0 21 6 21 0 0 3 21 15 15 21

Tabla 6. Frecuencia de genotipos y fenotipos de resistencia a antibidticos y desinfectantes en las cepas de S aureus analizadas.
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8. DISCUSION

8.1 Pacientes analizados

En este estudio se analizaron las cepas bacterianas de S aureus aisladas de infecciones
relacionadas a los catéteres de pacientes con Insuficiencia Renal Crénica (IRC) (Figuras 1
y 2). En el afio 2002 la National Kidney Foundation de Estados Unidos en las guias
K/DOQI definié a la (IRC) como la presencia de dafio renal con una duracion igual o
mayor a tres meses, caracterizada por anormalidades estructurales o funcionales con o
sin descenso de la tasa de filtracion glomerular (TFG) a menos de 60ml/min/1.73m2
(K/DOQI, 2002). También podemos definirla como un proceso fisiopatolégico multifactorial
de caracter progresivo e irreversible, en donde se da una reduccion lenta del nimero de
nefronas con el consecuente sindrome clinico derivado de la incapacidad renal para llevar
a cabo funciones depurativas, excretoras, reguladoras y endocrinometabdlicas,
frecuentemente lleva a un estado terminal, en el que el paciente requiere terapia de
reemplazo renal (TRR), es decir didlisis o trasplante de rifién para poder vivir (Goémez et
al., 2006).

De los pacientes estudiados el 61.9% (n=13) fueron hombres y el 38.1%,( n=8) mujeres
(Figura 1), siendo el grupo de 21 a 30 afios el de mayor frecuencia (33.3%, n=7) (Figura
2). El origen de la IRC en el 100%,(n=21) de los pacientes fue la Diabetes, lo cual
corrobora lo reportado por Mezzano (2005), quien ha descrito que las principales causas
que llevan a la Insuficiencia Renal Crénica, son en primer lugar la Diabetes Mellitus y en
segundo la hipertension arterial, que en conjunto representan mas del 60% de los

pacientes en dialisis crénica.

La Diabetes Mellitus (DM) es un desorden metabdlico de mudltiples etiologias,
caracterizado por hiperglucemia crénica (aumento de los niveles de glucosa en la sangre)
con disturbios en el metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas, lo cual resulta
de defectos en la secrecion o en la accion de la insulina (Poretsky et al., 2002). Es una
enfermedad crénica que se asocia con el dafio a largo plazo, la disfuncion y la falla

organica, especialmente de ojos, riflones, nervios, corazon y vasos sanguineos, por lo
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que se requiere de cuidado médico continuo y automanejo por parte del paciente para

prevenir complicaciones agudas y reducir las mismas a largo plazo (Pascua 2004).

La Diabetes es una enfermedad que genera mayor discapacidad, especialmente en los
adultos mayores, ocupando gran parte de los recursos sanitarios de todos los paises. Sus
complicaciones crénicas, particularmente las cardiovasculares representan la mayor

causa de mortalidad en estos pacientes. (Saban et al., 2012)

La American Diabetes Association divide a la diabetes en 2 categorias etiopatogénicas
amplias: a) la DM tipo 1, donde existe destruccion de las células R que por lo general
conducen a una deficiencia absoluta de la secrecién de insulina y B) la DM tipo 2, mucho
mas frecuente, causada por una combinacion de resistencia a la insulina y una respuesta

de secrecién compensatoria de insulina inadecuada (ADA, 2012).

La Federacién Mexicana de Diabetes A.C. en base a la Encuesta Nacional de Salud y
Nutriciébn 2012 reporta la importancia de padecer diabetes ya que se encuentra entre las
primeras causas de mortalidad. En México durante 2011, 70 de cada 100 mil personas,
murieron por diabetes mellitus (INEGI, 2011). Se estima que en México 6.4 millones de
personas fueron diagnosticadas con diabetes, lo cual representa un gasto de 3,430

millones de ddlares al afio para su atencion médica (ENSANUT, 2012).

8.2 Contaminacion de los catéteres por S. aureus

El 100% (n=21) de los pacientes del servicio de hemodidlisis analizados present6
infeccion en el sitio de insercién del catéter por S. aureus, el cual se caracteriz6 por
enrojecimiento, inflamacién, dolor y supuracion. Se ha descrito que S. aureus es el
principal patégeno responsable de las infecciones asociadas a catéteres (Abad et al.,
2011). La contaminacion puede ocurrir debido a que después de la insercion de un
catéter, el segmento intravascular se recubre inmediatamente de proteinas del huésped
(fibrina, fibrindbgeno, fibronectina, laminina, etc.), que modifican la superficie del
biomaterial, y actian como adhesinas especificas para diferentes microorganismos. A su
vez, estas proteinas favorecen también la adherencia de plaquetas, y promueven la
trombogénesis y la formacion de coagulos de fibrina. Los coagulos formados proporcionan

una fuente de nutrientes para la proliferacion bacteriana y la formacion de biopelicula. La
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masa generada puede disminuir el flujo a través del catéter, llegando incluso a obstruirlo.
Ademas, esta disminucion del flujo vascular implica una mayor manipulacion del catéter,
lo que incrementa el riesgo de infeccion; por lo que se establece una relacién reciproca
entre complicaciones mecanicas y colonizacion del catéter (Aguinaga et al., 2011).

Los microorganismos, una vez adheridos, colonizan la superficie del catéter formando una
biopelicula bacteriana, que les permite continuar dividiéndose y formar microcolonias. S.
aureus es un microorganismo muy virulento capaz de ocasionar complicaciones como

osteomielitis y endocarditis (Grothe et al., 2010).

En la mayoria de las bacteremias de los catéteres no tunelizados, estos deben ser
removidos. En el caso de los tunelizados o implantables, la decision debe basarse en la
severidad de la infeccion, la documentacion de la infeccion de ese catéter, el aislamiento
del microorganismo involucrado y la presencia de complicaciones como endocarditis
infecciosa, trombosis séptica, infeccién del tinel o metastasis infecciosa a distancia. El
tratamiento empirico debe modificarse con base al aislamiento microbiolégico y su
sensibilidad a los antibioticos (Fica et al., 2003).

En una revision retrospectiva de infecciones asociadas a los catéteres se encontré a S.
aures como la especie predominante, identificAndose en el 100% de hemocultivos de los
pacientes y en el 79.2% de los exudados, se encontr6 que el 60% fueron cepas MRSA
(methicillin-resistant Staphylococcuss aureus). La alta prevalencia de especies meticilino-
resistentes los llevé a incluir la Vancomicina en su protocolo de las infecciones de

catéteres (Rodrigues et al., 2009).

8.3 Identificacion de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus fue identificado en el 100 (n=21) de los casos mediante las
pruebas bioquimicas de manitol y coagulasa y por PCR convencional mediante la
deteccion de los marcadores cromosémicos spa (Fotografia 1) y rRNA (Fotografia 2), los
cuales se han descrito como marcadores especificos para Staphylococcus aureus (Hallin
et al., 2009). En un estudio realizado en cepas de S. aureus, se encontré el gen spa en el
100% de las cepas (Campbell et al., 2008).
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8.4 Deteccion del gen mecA

La resistencia a la meticilina y a la mayoria de los B-lactamicos se debe al gen mecA, que
codifica para la proteina de 78 kDa: PBP2a (penicillin binding protein 2a). El gen esta
situado en un elemento genético mévil denominado SCCmec (staphylococcal cassette
chromosome mec). En ausencia de la PBP2a, los antibiéticos B-lactamicos se unen a la
PBP nativa de la pared celular bacteriana, lo que resulta en la interrupcion de la sintesis
del peptidoglucano. En las cepas MRSA, la PBP2a esta presente, pero poseen tan baja
afinidad por los antibidticos B-lactamicos que no existe interrupcién en la sintesis de
peptidoglucano (Pérez et al., 2012). Desde su aparicion en 1961, las cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina se diseminaron por todo el mundo, y
aungue se mantuvieron como un problema asociado al ambiente hospitalario, en los afos
90 aparecieron los primeros casos en pacientes sin antecedentes de hospitalizacion
(Miranda N, 2011). En la tltima década han sido cada vez mas frecuentes los informes de
infecciones causadas por cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina y el
panorama de las infecciones por esta bacteria se ha tornado mas complejo, debido a la
emergencia y diseminacion en la comunidad de cepas que se conocen con la sigla CA-
MRSA (por Community-associated methicillin-resistant S. aureus), las cuales se han
mostrado mas virulentas y han ocasionado brotes graves en comunidades cerradas como
grupos familiares, militares, reclusos, nifios en guarderias y deportistas (Benavides et al.,
2010), por lo que el aumento de las cepas MRSA se ha convertido en un reto importante
para los médicos en busca de establecer un tratamiento que permita erradicar las

enfermedades infecciosas causadas por S. aureus (Ghaznavi et al., 2012).

Deurenberg y colaboradores concluyeron que la aparicion de las cepas MRSA se debe a
la transferencia horizontal del gen mecA entre 2 especies de Staphylococcus diferentes
(Deurenberg et al., 2006). En nuestro estudio reportamos que el 100% (n=21) de las
cepas presentd el gen mecA (Fotografia 5), sin embargo Unicamente el 90.5% (n=19) de
las cepas fueron MRSA y el 9.5% (n=2) fueron susceptibles. La diferencia significativa de
las 2 cepas que resultaron sensibles posiblemente se deba a que el gen mecA presente

en las cepas no se expreso durante la el método del disco con oxacilina.

Debido a la resistencia a la meticilina por las cepas de S. aureus, se introdujo la
vancomicina de manera global a principios de los afios 90 como Unico antibibtico efectivo

contra S. aureus. Sin embargo, en 1997 se encontraron cepas con resistencia intermedia
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a la vancomicina (VISA) y en el 2002 se detectaron las primeras cepas resistentes a este
antibiético ("vancomycin resistant S. aureus”, VRSA). La resistencia a la vancomicina se
debe a la adquisicion del gen van, el cual se transfiere a través de un plasmido. Para que
la vancomicina ejerza su accion debe llegar a la membrana citoplasmica y unirse a las
moléculas precursoras nacientes de la pared celular. Esta union inhibe la incorporacion de
los precursores a la pared celular en formacién. Al parecer, la resistencia a la vancomina
se debe a cambios en la biosintesis del peptidoglucano. Las cepas VISA producen
cantidades elevadas de peptidoglucano, dando como resultado una pared celular gruesa y
de forma irregular. Ademas, se presenta menos entrecruzamiento entre las hebras de
peptidoglucano. Esta pared gruesa y desordenada puede atrapar a la vancomicina en la
periferia de la célula, con el consiguiente bloqueo de la accion del antibidtico (Bustos et
al.,, 2006). En este panorama, S. aureus representa un riesgo muy grave, tanto
hospitalario como comunitario. La mortalidad por una bacteriemia causada por S. aureus
va del 20% al 40%, a pesar de la gran disponibilidad actual de antibidticos, y se

incrementa proporcionalmente con su patron de resistencia (Becerra et al., 2009).

8.5 Deteccidn del gen blaz

La produccién de B-lactamasas se debe a la presencia del gen blaz (Fotografia 11) el cual
se encontr6 presente en el 100% (n=21) de las cepas estudiadas, estas enzimas no
permiten que los B-lactdmicos (penicilinas y cefalosporinas) se unan a las proteinas y se
interrumpa la sintesis de pared celular. Nuestros resultados corroboran lo propuesto por
Podkowik, quien reporté que el gen blaZ se encontrd presente en el 96% de las cepas
estudiadas (Podkowik et al., 2012). La presencia del gen blaZ en las cepas de S. aureus
ha generado gran preocupacion en los médicos, debido a que los betalactamicos,
constituyen la familia mas numerosa de antimicrobianos y la mas utilizada en la practica
clinica. Se trata de compuestos de accion bactericida lenta, relativamente independiente
de la concentracion plasmatica, que presentan escasa toxicidad y poseen un amplio

margen terapéutico (Marin et al., 2002).
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8.6 Deteccion de genotipos y fenotipos de resistencia alos antibioticos

Los genes de resistencia bacteriana a los antibiéticos representan una amenaza para la
salud humana; dichos genes se encuentran en elementos genéticos moviles (plasmidos,
transpososnes o integrones) que permiten su transferencia de una cepa a otra (Rizzotti et
al., 2005). En nuestras cepas estudiadas los genes ermA y ermB se encontraron
presentes en el 100% (n=21) de las cepas (Fotografias 9 y 10). Estos genes codifican
resistencia para eritromicina, macrolido frecuentemente utilizado en pacientes alérgicos a
la penicilina, es un compuesto bacteriostatico que actta contra bacterias Grampostivas
inhibiendo la sintesis de proteinas (Mendoza, 2008). Estos datos concuerdan con el
método de Kirby- Bauer, en donde la resistencia a eritromicina fue del 100% (n=21)
(Figura 5). Rizzotti y colaboradores en el 2005 encontraron el gen ermB en el 66.7% de
las cepas de S. aureus estudiadas y Ghaznavi en el 2012 lo detectd en el 100% de las
cepas estudiadas, lo que nos indica que con el tiempo se propago la resistencia
bacteriana a este compuesto, por lo que hoy en dia ya no es recomendable para combatir
infecciones causadas por Staphylococcus aureus. El gen msrA muestra otro mecanismo
de resistencia inducible a la eritromicina mediante la codificacion de una bomba de salida
dependiente de ATP (Zmantar et al., 2011), dicho gen se identificé Unicamente en una de

nuestras cepas (Fotografia 19).

La tetraciclina es un compuesto bacteriostatico de amplio espectro que actta inhibiendo la
sintesis de proteinas (Granados et al., 1983). En este estudio se identificaron los genes
tetk y tetM en el 100% de las cepas (Fotografias 13 y 14), sin embargo con el método de
Kirby-Bauer para probar el fenotipo de resistencia, solo 2 cepas (9.5%) fueron resistentes,
lo que probablemente se deba a que las cepas son portadoras del gen pero no se expreso
durante el método de Kirby-Bauer, debido a que quizds las condiciones no eran
adecuadas o porque hay genes que suelen expresarse Unicamente in vivo, ya que en
ocasiones se expresan o no dependiendo de la funcion de la célula en un tejido particular.
También existe especificidad temporal, esto quiere decir que los diferentes genes en una
célula se encienden o se apagan en diferentes momentos de la vida de un organismo
(Solari 2007).
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Los genes vanA y vanB que codifican resistencia para Vancomicina no se encontraron
presentes en ninguna de las cepas. La Vancomicina es un antibiético bactericida con un
espectro de actividad exclusivamente para Grampositivos, que es eficaz para el
tratamiento de infecciones causadas por Staphylococcus aureus resistente a nafcilina o
penicilina. Anteriormente se suministraba Unicamente a pacientes graves debido a que se
le atribuian efectos secundarios como la toxicidad renal, lo cual se debia probablemente a
una impureza de la formula original. Actualmente no existen informes recientes de que la
vancomicina sea causante de este padecimiento (Winter, 1994). Diversos estudios como
el de Podkowik en el 2012 y Shing en el 2002 informaron que no encontraron el gen van

presente en ninguna de sus cepas de Staphylococcus aureus estudiadas.

Para evitar la propagaciéon de agentes patdgenos tanto en la comunidad como en
hospitales, han sido ampliamente utilizados los desinfectantes; para descontaminar
superficies, para desinfeccion de manos y descolonizacion de pacientes de alto riesgo
infectados por cepas MRSA. (Zhang et al., 2011). La evidencia sugiere que el uso
excesivo de estos compuestos de amonio cuaternario puede contribuir a la aparicién y
propagacion de cepas resistentes, ya que en los hospitales las bacterias Grampositivas
actian como reservorios de gen gac (Peackock et al., 2002). La frecuencia de los genes
gac son bajas en las cepas bacterianas de la poblacion en general, pero los porcentajes
pueden aumentar debido a la transferencia de cepas de hospitales a comunidad, por lo
gue han surgido preocupaciones con respecto a la posible aparicion de resistencia
cruzada entre desinfectantes y antibiéticos ampliamente utilizados. Estudios recientes
reportan que la resistencia a los antibidticos es mayor entre las cepas resistentes a los
desinfectantes (Singh et al., 2002). En este estudio se encontré que el 100% (n=21) de las
cepas fue portadora del gen gacC y el 71.4% (n=15) de los genes gacA y gacB, en cada

caso (Fotografia 15).

A partir de las 21 cepas de Staphylococcus aureus analizadas, en este estudio se
encontré que en el 38% (n=8) de las cepas fue portadora de 9 genes de resistencia a los
antibidticos y desinfectantes, en el 23.8% (n=5) se encontraron 8 genes, en el 19.0%
(n=4) 7 genes, en el 14.2% (n=3) se encontraron 6 genes y en el 4.7% (n=1) se
encontraron 5 genes de resistencia (Tabla 6). En este trabajo también describimos que la
mayoria de las cepas de S. aureus estudiadas presentd el tipo de spa t895 (n=15),

seguido por t008 (n=4), y t002 (n=1) y t189 (n=1). Estos resultados reflejaron la elevada
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carga genética de resistencia a los antibidticos y desinfectantes en las cepas de S.
aureus, lo que complica el tratamiento médico para erradicar las infecciones relacionadas
a los catéteres.

Es importante mencionar que en la actualidad no existen métodos especificos de
prevencion, por lo que deben extremarse las medidas de higiene, controlar a los
portadores sanos, evitar la antibioticoterapia que destruya la microbiota local y proteger a
las personas susceptibles, de igual manera, es recomendable probar mas de una serie de
antibiéticos ya que se debe de considerar la variacion de sensibilidad de la bacteria in
vitro (Negroni et al., 2009). Los antibiéticos se deben administrar en concentraciones lo
suficientemente altas para la curacion y se recomienda continuar su aplicacion durante
algun tiempo después de que los sintomas han desaparecido. Este método proporciona la
mejor oportunidad de una curaciébn completa y minimiza la probabilidad de mutacién a

microorganismos resistentes (Divo et al., 1990).
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9. CONCLUSIONES

» Todas las cepas de S. aureus estudiadas fueron portadoras del gen mecA y
presentaron los mismos fenotipos de resistencia para Penicilina, Ampicilina,

Eritromicina y Cefepime.

» Eltotal de las cepas de S. aureus presentd los genes ermA, ermB, blaZz, tetK, tetM

y gacC.

» Los genes mef, vanA y vanB no se encontraron presentes en ninguna de las cepas
de S. aureus.

» Eltipo de spa mas frecuente entre las cepas de S. aureus estudiadas fue t895.

» Los resultados mostraron la elevada frecuencia de genes que codifican la
resistencia a los antibiéticos y desinfectantes por las cepas de S. aureus.
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