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1. Introduccion
1.1 Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus es un coco Gram positivo de 0.8 a 1um de diametro y
no produce esporas. Es aerobio y anaerobio facultativo, hemolitico, no movil,
produce catalasa pero no oxidasa (Roch. 1962). Estas bacterias pueden crecer
en medios con NaCl al 10% a una temperatura que fluctia entre 18°C y 40°C
(Murray et al., 2006). Su principal caracteristica es la coloracion dorada de sus
colonias debido a la produccién de carotenoides. Sus células se agrupan como
racimos de uvas (Walker, 1999; Struthers y Westran, 2005).

S. aureus crece formando colonias lisas, elevadas, brillantes y de bordes
enteros, que presentan una consistencia cremosa. Casi todas las cepas tienen
un halo de media hemdlisis o hemolisis completa alrededor de la colonia,
cuando crecen en medios de cultivo con sangre.

El genoma S. aureus esta constituido por un cromosoma circular de
aproximadamente 2.8 X 10°b, ademas de profagos, plasmidos vy
transposones. Los genes responsables de la virulencia y de la resistencia a
antimicrobianos se hallan en el cromosoma y en los elementos extra
cromosomicos (Hurtado, 2002).

1.2 Factores de virulencia

Un factor de virulencia es una cualidad que le otorga a la bacteria cierto grado
de patogenicidad, permitiéndole asi la sobrevivencia y permanencia en su
hospedero. S. aureus posee factores de virulencia que suelen ser de distintos
tipos: estructurales, toxinas, enzimas, entre otros. (Tabla 1.)

Entre los factores estructurales mas importantes se encuentran las adhesinas,
gue son proteinas de adhesion a la matriz extracelular (MSCRAMMS). Estas
moléculas permiten la adherencia de las bacterias a materiales sintéticos, tales
como los de un catéter o un implante, debido a la formacion de una biopelicula.

Ademas de las proteinas de adhesion, la estructuracion de una biopelicula
requiere de un polimero llamado N—acetil glucosamina, el cual, esta codificado
por el operdn ica, que poseen algunas cepas de S. aureus, sin embargo, cepas
gue no poseen dicho operén han formado biopelicula, lo que sugiere que
cuentan con una via alterna para realizarlo (Castafion—Sanchez, 2012).

Otro de los factores estructurales importantes es la proteina A, la cual es una
proteina de superficie que tiene propiedades antifagociticas, basadas en la
unién a la porcién Fc de las inmunoglobulinas (Hurtado et al., 2002), logrando
de esta manera impedir la funcién opsonizante.




S. aureus produce una gran cantidad de toxinas que pueden clasificarse, de
acuerdo a su funcion, en citotoxinas, superantigeno de la toxina pirogénica y
toxinas exfoliativas (Hurtado et al., 2002).

Tabla 1. Principales factores de virulencia de S. aureus. Martinez-Bustos, 2006.
Estructurales Enzimas Toxinas
Peptidoglucano Catalasa Toxina a

(Hemolisina a)

Proteina A Hialuronidasa Hemolisina

Factores de adhesién Lipasas Hemolisina y

Acidos teicoicos Coagulasa Hemolisina &

Polisacaridos Nucleasas Leucocidina de

capsulares Panton-Valentine
(PVL)

Proteasas Enterotoxinas estafilococicas (SE)

Estafilocinasa Toxina 1 del sindrome del shock

téxico (TSST-1)

Colagenasa Toxinas exfoliativas (ETAy ETB)

Uno de los grupos importantes es el formado por las toxinas pirogénicas
superantigenos (PTSAQs), esta familia incluye a la toxina TST-1, y a la mayoria
de las enterotoxinas staphylococicas (SEA, SEB, Secn, SED, SEE y SEH).

La ingestion de alimentos contaminados con S. aureus ha sido largamente
relacionada con gastroenteritis, manifestada clinicamente como vémito con o
sin diarrea. Esta condiciébn se llama intoxicacion alimenticia staphylocécica
(SFP) y se debe a la accion de una o mas enterotoxinas preformadas en
alimentos que han sido contaminados por S. aureus. La SFP es una
enfermedad auto limitada que termina de 24 a 48 hrs después de su inicio.

Dentro de las enterotoxinas se encuentra la toxina A, que tiene como funcién
inhibir la respuesta inicial del hospedero, siendo la mas toxica de todas y la
responsable del 80% de las intoxicaciones alimentarias (Siqueiros—Cendon et
al., 2007.

Todas las enterotoxinas se caracterizan por tener actividad inmunoreguladora
de los superantigenos. Estudios moleculares han permitido saber que la
superantigenicidad y la capacidad de causar SFP se determinan por partes




separadas de la proteina. Las enterotoxinas se pueden separar en dos grupos;
SEB y SEC son conocidas como la causa no menstrual del sindrome del shock
toxico.

S. aureus produce moléculas citotéxicas que pueden dividirse en cuatro tipos,
debido al grado de hemodlisis que estas causan, hemdlisinas (alfa, beta, gama)
y la Panton Valentine leucocidina.

Alfa hemolisina. Es la mas examinada de las exotoxinas de S. aureus. Un alto
porcentaje de cepas la producen y es tdxica para un amplio rango de células de
mamifero; se ha reportado que 1ug inyectado a un conejo por via intravenosa
puede ser letal.

Es una proteina que en su forma madura tiene un peso molecular de 33,000
Da, no contiene cisteinas y en su forma secundaria se compone de [-
plegamientos en un 65% y a hélices, en un 10%. Esta proteina esta codificada
por el gen hla, el cual se encuentra bajo el control de un gen accesorio
regulador que es el agr (Dinges et al., 2000).

La principal caracteristica que distingue a la alfa hemolisina es la capacidad de
lisar los eritrocitos; esto se debe a que una vez que el heptametro cilindrico se
une a la membrana celular se forma un poro de 1 a 2 nm, lo cual permite el
transporte desmedido de diversos iones. Se ha observado que la union de esta
proteina a la membrana puede ser de dos formas distintas, cuando la toxina se
encuentra en bajas concentraciones, se une de manera especifica a un
receptor cuya identidad se desconoce; en cambio, cuando la toxina se
encuentra en altas concentraciones se une de manera inespecifica (Dinges et
al., 2000).

La actividad que presenta la alfa hemolisina sobre diversos organismos es de
tipo neurotéxico y dermonecrotico, por lo que se considera a esta toxina como
parte importante de las infecciones por S. aureus; sin embargo, la participacion
de la toxina en enfermedades humanas no ha sido irrefutablemente establecida
(Dinges et al., 2000).

Beta hemolisina. La primera beta hemolisina fue identificada en 1931 por
Glenny y Stevens, quienes encontraron que la actividad hemolitica se ve
mejorada a 10°C después de un tratamiento a 37°C, debido a esto se le llamé
hemolisina “frio — caliente”.

La beta hemolisina es una exotoxina con un peso molecular de 35,000 Da, fue
clonada por Pojan, esta codificada por el gen hlb; es secretada en gran
cantidad por un gran numero de cepas, sobre todo por las aisladas de
animales. En 1963 se descubrié que presenta actividad de fosforilasa en
presencia de Mg y es limitada especificamente con esfingomielina y




fosfatodilcolina; su afinidad por los eritrocitos se mide en funcion de la cantidad
de esfingomielina que estos tienen.

Gama hemolisina y PVL leucocidina. Estas toxinas no se secretan de manera
asociada, afectan neutrdfilos y macrofagos. Adicionalmente, la gama
hemolisina es capaz de lisar los eritrocitos de algunos animales.

Los marcos de lectura que se han reconocido como genes de gama hemolisina
son hlgA, higC y higB, los dos ultimos se transcriben en un mismo ARNm y
hlgA se transcribe en un ARNmM expresado por separado. Los genes que
codifican para PVL fueron clonados y secuenciados por Prevost y son lucS—
PVL y luckF—PVL (Dinges, et al., 2000).

La toxina TSST-1 es la causante del sindrome del shock téxico, el cual es una
enfermedad aguda caracterizada por fiebre, erupcion, hipotensién, disfuncién
del sistema multiorganico, y descamacion. El desarrollo de este sindrome
requiere colonizacién vaginal o la infeccion por una cepa productora de la
toxina de S. aureus en ausencia de anticuerpo positivo contra la toxina
(Parsonnet, et al., 2008).

A principios de la década de 1980 se produjo una epidemia de TST entre las
mujeres y jovenes en los Estados Unidos. Casi todos estos casos fueron
relacionados con la menstruacion y el uso de tampones (particularmente los de
mayor absorcién), asi como con la colonizacién cervical o vaginal. TSST-1 es el
unico PTSAg conocido capaz de causar el sindrome de shock toxico de fuentes
intravaginales, lo que es probablemente debido a la capacidad de atravesar
superficies mucosas.

La TSST fue la primera toxina marcadora para el sindrome del shock téxico y
actualmente se acepta como el 100% de la causa de este sindrome asociado a
la menstruacion (Dinges, et al., 2000).

Entre las enzimas que son factores de virulencia se encuentra la coagulasa.
Esta proteina se une a la protrombina, transformandola en trombina y ésta
Gltima actua sobre el fibrindbgeno transformandolo en fibrina, lo que provoca la
aglutinacion de S. aureus. La importancia en la patogenia radica en que esta
enzima causa la formacion de una capa de fibrina alrededor del absceso que
interviene con la fagocitosis (Martinez—Bustos, 2006).

1.3 Patologias causadas por S. aureus

S. aureus es una bacteria oportunista, que puede comportarse como un agente
comensal 0 como un agente patdgeno, se ha detectado que aproximadamente
el 20 0 30% de la poblacion humana lo tiene de manera comensal.

La mucosa nasal es el sitio principal que coloniza S. aureus en el ser humano y
se considera que posteriormente a dicha colonizacion continda la infeccién, ya




gue esta mucosa actia como reservorio de la misma cepa. La bacteria puede
difundir a nivel local o tener acceso al torrente sanguineo. Una vez en la
sangre, S. aureus puede propagarse a sitios periféricos en organos distantes.
Como resultado de esta diseminacién, se pueden presentar diversas
infecciones (Castafion-Sanchez, 2012).

S. aureus puede ser responsable de bacteriemia asociada a catéter venoso
central y neumonia asociada a ventilacibn mecéanica (Castafion-Sanchez,
2012). De la misma manera es una de las principales causas de infecciones
que pueden llegar a endocarditis, intoxicaciones alimenticias y neumonia
necrotizante fatal (Bamberger y Boyd, 2005).

La capacidad de S. aureus para causar infecciones, se debe en parte a la
asociacion de sus proteinas de matriz extracelular llamadas MSCRAMMSs
(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules)
(Corrigan et. al. 2007) con superficies biéticas, o abidticas, como los catéteres
gue se utilizan en los pacientes que padecen insuficiencia renal cronica.

1.4 insuficiencia renal (IRC)

La insuficiencia renal es un sindrome que se caracteriza por la disminucion del
volumen y la calidad del filtrado glomerular. En 2002 la National Kidney
Foundation definio esta patologia como “la presencia de dafo renal con una
duracion igual o mayor a tres meses, caracterizado por anormalidades
estructurales o funcionales con o sin descenso de la tasa de filtracion
glomerular (TFG) a menos de 60ml/min/1.73m2”.

Generalmente la insuficiencia renal cronica se presenta como complicacion de
patologias alternas, las cuales pueden agruparse en enfermedades vasculares,
glomerulares, tubulo intersticiales y uropatias obstructivas.

Actualmente en nuestro pais la etiologia mas frecuente es la diabetes mellitus,
responsable del 50% de los casos de enfermedad renal (Estrada, et al., 2010).

De acuerdo con la National Kidney Foundation la clasificacion de la
insuficiencia renal crénica, puede hacerse con base en la gravedad,
diagndstico, tratamiento y prondstico; sin embargo, la que se usa de manera
mas general es la clasificacion por gravedad (Tabla 2), la cual se divide con
base en la tasa de filtrado glomerular.
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Tabla 2. Estadios de la insuficiencia renal con relacion a la TFG. K/DOQI, 2002.

ESTADIO TFG PLAN DE ACCION
(ml/min/1.73m?2)
1 Riesgo aumentado > 90 con factores Pruebas de tamizaje,
de riesgo para disminuir
IRC riesgo de IRC
2 Dafio renal con TFG normal o =90 Diagnosticar y tratar causa,
aumentada retrasar la progresion,
evaluar el
riesgo de enfermedad
cardiovascular
3 | Dafio renal con disminucion leve 60-89 Estimar la progresion
de la TFG
4 Disminucion moderada de la 30-59 Evaluar y tratar las
TFG complicaciones
5| Disminucion severa de la TFG 15-29 Preparar para TRR
6 Falla renal <15 Iniciar TRR

Cuando la insuficiencia renal se encuentra en un estado terminal, se requiere
de una terapia de reemplazo renal (TRR), con la finalidad de sustituir la funcidn
renal; las opciones de TRR que existen son el trasplante renal hemodialisis y
la dialisis peritoneal.

Dialisis Peritoneal. El sistema de didlisis peritoneal consta de una bolsa que
contiene el liquido de dialisis, conectada a un catéter a través del cual se
introduce el liqguido a la cavidad abdominal. Dentro del abdomen se lleva a
cabo la dialisis en la membrana peritoneal y posteriormente el liquido con los
desechos drena a una bolsa de salida. Existen diferentes modalidades de
didlisis peritoneal, siendo la didlisis peritoneal continua ambulatoria (DPCA) y la
didlisis peritoneal automatizada o ciclada (DPA) las mayormente utilizadas
(Estrada, et al., 2010).

En México, la didlisis peritoneal es la primera eleccion como terapia de
reemplazo renal y representa mas del 90% de los tratamientos de este tipo en
el pais, lo que coloca a México como la nacion que mas la realiza (Afrashtehfar
et al., 2013).

Los principales inconvenientes que puede presentar esta terapia son el
incremento de la permeabilidad de la membrana peritoneal, la pérdida de
ultrafiltracion y el desarrollo de fibrosis peritoneal (Locatelli et al., 2004).
Ademas, debido a que el catéter conecta al peritoneo con el exterior existe un
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riesgo mas: que se produzca peritonitis, la cual es una de las principales
causas de hospitalizacion y de mortalidad de los pacientes con didlisis
peritoneal.

Figura 1. Proceso de didlisis peritoneal ambulatoria. Rivas y Sanchez, 2014.

Los factores que conducen a una peritonitis son muy diversos, algunos de los
gue se consideran factores de riesgo son el estatus socioecondmico, factores
nutricionales, diabetes mellitus, la modalidad de DP y la presencia de infeccion
en el tinel o en el sitio de salida del catéter (Karagulle et al., 2013).

Debido a que S. aureus coagulasa positivo es el patbgeno mas comunmente
aislado en todo el mundo en los casos de peritonitis asociados con didlisis
peritoneal, se cree que los portadores de S. aureus coagulasa positivos en la
nariz o en el sitio de salida del catéter tienen mayor riesgo de peritonitis
(Miranda-Novales et al., 2008). Asi por ejemplo se ha reportado que 71% de
pacientes mexicanos adultos sujetos a DPCA tenian el sitio de salida del
catéter colonizado por la misma cepa de S. aureus que ocasiond un episodio
de peritonitis, en tanto que el 36% presentd la misma cepa en la nariz
(Miranda-Novales 2008).

1.4 Resistencia a antibi6ticos

Debido a las crecientes infecciones de seres humanos causadas por S. aureus,
a principios de los afios 40 del siglo pasado se comenz6 a usar la penicilina
para combatir a esta bacteria; sin embargo, poco tiempo después se
encontraron cepas resistentes a este antibidtico, y en 1960 el 80% de las cepas
gue eran aisladas en distintos hospitales presentaba resistencia a la penicilina
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(Lowy, 2003). En 1961 se introdujo la meticilina, que fue la primera penicilina
semi sintética; sin embargo, no pasé mucho tiempo para que se encontraran
cepas resistentes a la meticilina.

La resistencia a los p-lactdmicos, como la pencilina, est4d mediada por dos
mecanismos diferentes que son la produccién de p-lactamasas y la
modificacion de las PBPs (penicilin-binding-proteins) (Tabla 2).

e Produccién de p-lactamasas. Este mecanismo de resistencia se genera

cuando la bacteria es capaz de producir penicilinasa, la cual hidroliza el
anillo B lactamico inactivando de esta manera el antibidtico. La
resistencia estd mediada por el gen blaz, que codifica para la
betalactamasa. Esta enzima extracelular es producida cuando el
estafilococo esta expuesto a betalactdmicos. El gen blaZ esta bajo el
control de dos genes adyacentes controladores, el antirepresor blaR1 y
el represor blal (Lowy 2003).
Modificacion de las PBPs. Este mecanismo consiste en que al generar
una mutacion que causa la modificacion de las proteinas de unién a la
penicilina, se dificulta la union del antibidtico lo que impide su actividad.
Este es el principal mecanismo de resistencia a la meticilina de S.
aureus (Suarez y Gudiol 2009).
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Figura 2. (a) Induccién de la sintesis de B-lactamasa en S. aureus en presencia del antibiéticio
B-lactamico penicilina. I. La proteina Blal se une al operador, lo que reprime la transcripcién de
blaZz y de blaR1-blal. En ausencia de penicilina la B-lactamasa se expresa a bajo nivel. Il. La
unién de la penicilina al sensor-transductor BlaR1 membranal estimula la activacion
autocatalitica de BlaR1. IlI-IV. BlaR1 activo ya sea directa o indirectamente (via una segunda
proteina BlaR2) hidroliza Blal, lo que permite la transcripcion de blaZ y de blaR1-blal. V-VII. B-
lactamasa, la enzima extracelular codificada por blaZz (V), hidroliza el anillo B-lactdmico de la
penicilina (VI), produciendo acido peniciloico inactivo (VII). (b) Mecanismo de resistencia a
meticilina de S. aureus. La sintesis de PBP2a ocurre de un modo similar a la descrita para la B-
lactamasa. La exposicién de MecR1 a un antibiético B-lactamico induce la sintesis de MecR1.
MecR1 inactiva Mecl, lo que permite la sintesis de PBP2a. Mecl y Blal tienen efectos co-
regulatorios sobre la expresion de PBP2ay de B-lactamasa. (Lowy 2003).

Actualmente la gran mayoria de las cepas de S. aureus son resistentes a la
meticilina; dicha resistencia tiene como mecanismo inicial la modificacion de las
proteinas de union a la penicilina, generando las llamadas PBP2a (Figura 1),
estas son codificadas por un gen cromosémico denominado mecA (Céaceres et.
al.2011). El gen mecA es parte de un elemento genético movil encontrado en
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) y forma parte del
casete cromosémico staphylocécico (SCCmec), siendo asi el responsable de
dicha resistencia (Lowy, 2003).
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Se ha detectado que se puede presentar otro tipo de mecanismo de resistencia
a la meticilina que es la hiperproduccion de B-lactamasas. Esta resistencia se
encuentra mediada por pldsmidos y se debe a que la bacteria presenta una
hiperproduccion de penicilinasa normal, de esta manera antibiéticos como la
oxacilina y la meticilina, que inicialmente resistian la actividad hidrolitica de esta
enzima, presentan una lenta pero evidente afectacién por p-lactamasas (Gil

2000).

Tabla 3. Mecanismos de resistencia a antibidticos de S. aureus. Lowy, 2014.

Antibiético Gen de Producto Mecanismo de Localizacion
resistencia resistencia
. ----

Glicopéptidos

Aminoglucésidos
Trimetoprim-
sulfametoxasol

Oxacilina

Quinupristina-
dalfopristina (Q-
)

1)mecA

QUinO|OnaS -

Enzimas
modificadoras de
aminoglucosidos
1)Sulfonamidas:
SulA

1)Q: ermA, emB,
ermC
2)D: vat, vatB

2)PBP2a 2)Reduce
2)D-Ala-D-Lac afinidad para las
PBPs
2)Sintesis de un
dipeptido para
reducir la afinidad

por la vancomicina

Acetiltransferasa y =~ Acetilacion ylo
fosfotransferasa fosforilacion de
1)Dyhidropterato enzimas que
sintasa modifican los

aminoglucosidos
1)Sobreproduccion
de acido p-
aminobenzoico

1)Metilasas
ribosomales
2)Acetiltransferasa

1)Reduce el bandeo
para la subunidad
ribosomal 23S
2)Modificacion
enzimatica de la
Dalfopristina

2)C:SCCmec
2)PI:Tn

PI,Pl:Tn
1)C

1)PI, C
Pl

15

——
| —



1.5 Recombinacion genética

Muchos de los factores de virulencia y de los genes de resistencia se adquieren
gracias a la recombinacion genética que existe entre bacterias. Dicha
recombinacién genética se puede clasificar en dos tipos: la homodloga, que es
aquella en la que el DNA donador y el receptor son similares, de tal manera
que lo Unico que se modifica es la posicion de los genes; y la heteréloga, que
se refiere a la introduccion de genes nuevos al DNA receptor.

Los mecanismos que permiten la transferencia de informacion genética en
bacterias, que conducen a la recombinacion son tres: transformacion,
conjugacion y transduccion.

Transformacién. Fue descubierta en 1944, cuando Avery, McLeod y MCarty
demostraron que el DNA es el material genético mediante el elegante
experimento de transformacién del pneumococo. (Avery et al.,, 1944). La
transformacion es la captacion de DNA desnudo por una bacteria. El DNA que
capta de bacterias muertas en el medio recombina con su propio DNA y le
confiere nuevas caracteristicas fenotipicas hereditarias.

Conjugacion. La conjugacion es uno de los mecanismos de transferencia de
genes mas importante de los procariontes, se ha demostrado que representa
un papel importante en la difusion de genes de resistencia a los antibiéticos
(Quesada, 2011). El proceso de la conjugacion se da principalmente entre
bacterias Gram negativas y consiste en la transferencia de plasmidos por
medio de una estructura llamada pili, de tal manera que este tipo de
transferencia requiere del contacto célula a célula.

Transduccion. En el caso de la transduccion se requiere de un intermediario
gue lleve a cabo la transferencia genética, este intermediario es un virus de
bacterias, es decir, un bacteriéfago.

1.6 Bacteriofagos

Los bacteriofagos pueden ser liticos o temperados. Los primeros son aquéllos
gue lisan a toda bacteria que infectan, produciendo progenie viral, en tanto que
los segundos pueden ser liticos o lisogénicos, dependiendo de las proporciones
relativas fago-bacteria y de las condiciones ambientales. En el ciclo de vida
lisogénico, después de la inyeccién del DNA viral éste se integra al cromosoma
bacteriano, reprime la expresion de los genes estructurales y de lisis y se
replica como parte del cromosoma de la bacteria, heredandose a las bacterias
hijas. ElI genoma viral reprimido se denomina profago, la bacteria que lo porta
liségena y el proceso que conduce a la formacion de ésta se llama
lisogenizacion (Gonzalez et al., 2006).
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Los bacteriofagos son capaces de transferir informacion genética entre las
bacterias mediante el proceso de transduccién. La transduccion puede ser
generalizada o especializada. Los fagos transductores generalizados (p. ej. P1
de E. coli) al lisar a una poblacion bacteriana producen, a baja frecuencia,
viriones que no poseen DNA propio, sino que han encapsidado al azar un
fragmento de DNA de la bacteria lisada. Cuando un fago de estos infecta a otra
bacteria le inyecta el DNA bacteriano que porta y de esta manera contribuye a
la transferencia de informacién entre bacterias. El DNA introducido se incorpora
al genoma bacteriano por recombinacion homéloga (Vaca, 1999).

La transduccién especializada se produce cuando un profago se escinde de
manera anémala del cromosoma bacteriano llevandose segmentos adyacentes
de DNA de la bacteria unidos a su genoma; de esta manera, cuando lisogeniza
a otra bacteria le transduce especificamente el segmento de DNA de la otra.
Por esta razén se dice que es transduccién especializada, ese fago se
“especializa” en transducir ese segmento particular (Vaca, 1999).

1.6.1 Bacteriofagos de S. aureus

Durante la década pasada se secuencié el genoma de S. aureus y el analisis
genomico, incrementd el numero de bacteriéfagos identificados, de los cuales
la gran mayoria pertenece a la familia Siphoviridae del orden Caudovirales.

Los Caudovirales bacteriéfagos con cola, de los cuales se conocen al menos
4,950 y de acuerdo con su morfologia se considera que presentan simetria
bilateral. Esta estructura de cabeza - cola y muchas otras propiedades
morfoldgicas Y fisioldgicas indican que este es un grupo monofilético; al mismo
tiempo, estos fagos son muy variados en el contenido de ADN, composicion de
bases, dimensiones y estructura. Por ejemplo los tamafios del ADN varian
entre 17 y 500 kpb y las longitudes de la cola van de 10 a 800 nm, siendo asi
también el grupo mas diversificado dentro de los grupos de los virus.

Los viriones se constituyen tipicamente de proteinas y de ADN, los lipidos
estdn generalmente ausentes, las cabezas son icosaédricas y algunas
alargadas donde los capsOmeros son poco visibles. Las colas son de tipo
helicoidal o consisten en discos apilados y poseen, en la mayoria de los casos,
estructuras de fijacion, tales como placas basales o fibras terminales. Cada una
de las partes de estos virus se sintetiza por vias separadas y las subestructuras
son ensambladas posteriormente.

La respuesta del virion a los agentes inactivantes es muy variable y no se
puede generalizar; sin embargo, a pesar de su carencia de lipidos, alrededor
de una tercera parte de los bacteriéfagos de cola son sensibles al cloroformo.
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Figura 3. Organizaciéon modular del genoma de fagos staphylococcico. A) Siphoviridae. Rojo: lisogenia,
amarillo: metabolismo del DNA, verde: empaquetamiento del DNA y morfogénesis de la capside, azul:
morfogénesis del tallo, rosa: lisis del huésped. Los genes de virulencia (purpura), generalmente, se
encuentran debajo del médulo de lisis. B) Podoviridae. Rosa: médulo de lisis, azul: morfogénesis del tallo;
estos se sobreponen. Verde: genes del metabolismo de DNA, estan localizados de genes, cuya funcién
se desconoce (gris), sobre el modulo del tallo. C) Myoviridae. Como ejemplo se presenta el genoma del
fago Twort. Gris: genes de funcién desconocida, amarillo: genes de metabolismo de DNA, rosa: genes de
lisis, verde: empaquetamiento de DNA y capside, azul: el médulo de tallo.

El material genético es una doble cadena, de tipo lineal y su composicion de
bases generalmente similar a la de la bacteria huésped; sin embargo, algunos
pueden contener bases inusuales, como 5-hidroximetilcitosina 0 5-—
hidroximetiluracilo (Hans-W. Ackermann).

Como ya se mencionod la familia mas abundante que infecta a S. aureus es la
familia Siphoviridae. Estos virus presentan una estructura sin envoltura, la
cabeza es de aproximadamente 60 nm de diametro y la cola es larga no
contractil y presenta 6 fibras; la cdpside es de tipo icosaedrico con una simetria
T = 7(viralzone, 2014).

Otras familias que se encuentra con menor frecuencia son Podoviridae y
Myoviridae. Estos fagos se componen de una pequefia capside icosaédrica y
en el primer caso de una cola corta, no flexible, no contractil; a diferencia de
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dicha familia, la familia Myoviridae se caracteriza por presentar una cola larga
contractil (Deghorain, 2012). Su genoma es de alrededor de 33 — 244 kpb y
codifica para 40 — 415 proteinas; en algunas especies el genoma puede
cambiar y ser circular (viralzone, 2014).

En cuanto a sus caracteristicas gendmicas; la familia Siphoviridae presenta en
su genoma cinco modulos funcionales que se disponen de la siguiente manera:
lisogenia, metabolismo del ADN, empaquetamiento de ADN y morfogénesis de
la capside, morfogénesis de la cola y lisis del huésped. Cuando el médulo de
metabolismo de ADN esta presente, los factores de virulencia estan
generalmente codificados en el médulo de lisis. En general los genes se
transcriben en la misma cadena, a excepcién de pequefios grupos, tales como
los genes implicados en la integracion al genoma del huésped.

A diferencia de estos, los fagos de la familia Podoviridae presentan un genoma
diferente, con un menor nimero de ORFs, lo que indica su tamafio pequefio.
Sus modulos funcionales codifican para empaquetamiento de ADN vy
morfogénesis de la capside, morfogénesis del tallo y lisis; y genes con una
funcidén desconocida. En esta familia, los médulos no estan bien definidos y los
genes de la cola y de lisis se superponen; como se esperaba en un fago litico,
el médulo de lisogenia esta ausente.

La organizacion del genoma de Myoviridae es similar al fago T4 de E. coli. Este
se encuentra organizado en moédulos funcionales de genes conservados,
interrumpidos por grandes regiones plasticas que codifican para genes de
funcion desconocida, estos modulos se relacionan de manera mas estrecha
con los médulos de fagos Siphoviridae encontrados en S. aureus que con los
moédulos de Myoviridae encontrados en diferentes especies bacterianas
(Deghorain, 2012).

Dichos bacteriéfagos se utilizan ampliamente para fagotipificar cepas de S.
aureus. Estos se encuentran catalogados en cuatro grupos, como el conjunto
basico de bacteriéfagos para fagotipificaciéon, donde los grupos se componen
de la siguiente manera, grupo |: 29, 52, 52A, 79, 80; grupo Il: 3A, 3C, 55, 71;
grupo llI: 6, 42E, 47, 53, 54, 75, 77, 83A, 84, 85, y por ultimo los fagos 81, 94,
95, 96 (Pereira de Araujo, 1998).

Debido a la importancia de los bacteriéfagos como mediadores del intercambio
de informacion genética en bacterias, en este trabajo nos propusimos
identificar, por PCR multiplex, a los profagos presentes en un grupo de cepas
de S. aureus aisladas de las narinas de pacientes de dialisis peritoneal.
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2. Objetivos

General

 Determinar la presencia de profagos en cepas clinicas de

Staphylococcus aureus

Particulares
» Confirmar la identificacion de las cepas por PCR.
» Identificar genes que codifican toxinas en las cepas.
» Evaluar la resistencia a los antibioticos en las cepas.

» Registrar la produccién de B lactamasas en las cepas.
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3. METODOLOGIA

El presente estudio se llevo a cabo en el laboratorio de Genética de la Unidad
de Morfologia y Funcion de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala. Se
analizo un total de 44 cepas de S. aureus, las cuales fueron proporcionadas por
el laboratorio de Andlisis Clinicos de la Clinica Universitaria de Salud Integral
(CUSI) de la FES lIztacala. Las cepas fueron previamente aisladas de las
narinas de pacientes bajo tratamiento de dialisis peritoneal, asi como también
de algunos familiares de los mismos pacientes.

3.1 Extracciéon de ADN

El crecimiento de las cepas se llevé a cabo en agar S-110 por el método de
estria cruzada y por incubacion a 37°C durante 24 horas.

La extraccion de DNA fue realizada por el método de ebullicion, el cual
consistio en colocar una asada del cultivo en un tubo de ensaye que contenia 2
ml de agua estéril y ponerlo a ebullicion en bafio maria durante 20 min para
posteriormente colocarlo en un recipiente con hielo en el que se dejo reposar
durante 10 min. Las muestras se colocaron en tubos eppendorf para ser
centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos; se recupero el sobrenadante y
se conservo en congelacion a -20°C.

3.2 Deteccion de profagos.

La deteccion de los profagos se llevd a cabo por PCR multiplex. Los
oligonucledtidos que fueron usados se muestran en la Tabla 4. Con el fin de
evitar confusion en el peso de los amplicones, se ajustaron las combinaciones
de los oligos en dos diferentes mezclas de reaccion.

La composicion de la mezcla de reaccion esta dada por el primer forward, el
primer reverse y agua libre de nucleasas, el volumen final de esta debe ser de
22 ul, para después afadir 3 ul de DNA de la muestra a analizar, obteniendo un
volumen final de 25 ul, que fue depositado en tubos con perlas
PuRetaq""Ready-To-Go™ PCR.

3.3 Identificacion de las cepas

Con el fin de verificar la identificacion de las cepas de S. aureus se detectaron
los marcadores cromosomicos spa y rRNA (Nashev et al., 2004) por PCR
convencional. Los oligonucleétidos usados fueron: spal
(CACCAGGTTTAACGACAT), spa2 (CACCAGGTTTAACGACAT) YIRNA 1
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(ACGGAGTTACAAAGGACGAC), rRNA 2 (AGCTCAGCCTTAACGAGTACQ). Se
utilizaron perlas PuRetaq'Ready-To-Go™ PCR.

Tabla 4. Secuencia de los oligonucle6tidos usados. Las condiciones consisten en 30 ciclos: 94°C por 1
minuto (desnaturalizacion), 58°C por 1 minuto 30 segundos (alineacion) y 70°C por 1 minuto 30 segundos
(extension). Pantucéek, 2004.

Bacteri6fago | Oligonucleétido

3A-like SGA1 TATCAGGCGAGAATTAAGGG
SGA2 CTTTGACATGACATCCGCTTGAC

11-like SGB1 ACTTATCCAGGTGGYGTTATTG
SGB2 TGTATTTAATTTCGCCGTTAGTG

77-like F SGF1 CGATGGACGGCTACACAGA

SGF2 TTGTTCAGAAACTTCCCAACCTG

subgrupo Fa SGFal TACGGGAAAATATTCGGAAG
SGFa2 ATAATCCGCACCTCATTCCT

Subgrupo Fb | SGFb1l AGACACATTAAGTCGCACGATAG
SGFb2 TCTTCTCTGGCACGGTCTCTT

187-like SGL1 GCTTAAAACAGTAACGGTGACAGTG
SGL2 TGCTACATCATCAAGAACACCTGG
Twort- D SGD1 TGGGCTTCATTCTACGGTGA

SGD2 GTAATTTAATGAATCCACGAGAT

3.4 Identificacion de genes que codifican toxinas.

Al igual que la deteccion de bacteriofagos, la deteccion de genes codificantes
para toxinas se llevd a cabo mediante la técnica de PCR multiplex usando
PuRetaq"™Ready-To-Go™ PCR y tomando como base los oligonucleétidos
establecidos por Campbell y colaboradores en 2008, (Tabla 5) asi como las
condiciones de corrimiento de PCR

Tabla 5. Oligonuclettidos usados para la deteccion de toxinas. Las condiciones para PCR multiplex son
las siguientes: 95°C por 15minutos; 95°C por 1 minuto (32ciclos), 60°C por 1.3 minutos, y 72°C por 1
minuto; 72°C por 10 minutos y finalmente se mantiene en 4°C (Campbell et al., 2008).

Toxina Primer Secuencia del Primer Amplicén
(pb)
eta Forward | 5-CGCTGCGGACATTCCTACATGG-3' 676

Reverse | 5-TACATGCCCGCCACTTGCTTGT-3'

etb Forward | 5-GAAGCAGCCAAAAACCCATCGAA-3' 419

Reverse | 5-TGTTGTCCGCCTTTACCACTGTGAA-3'

hlg Forward | 5-TTGGCTGGGGAGTTGAAGCACA-3' 306

Reverse | 5-CGCCTGCCCAGTAGAAGCCATT-3'

PVL Forward | 5-TGCCAGACAATGAATTACCCCCATT-3' 894
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Reverse | 5-TCTGCCATATGGTCCCCAACCA-3'

sea Forward | 5-TTGCAGGGAACAGCTTTAGGCAATC-3' 252

Reverse | 5-TGGTGTACCACCCGCACATTGA-3'

seb Forward | 5-GACATGATGCCTGCACCAGGAGA-3' 355

Reverse | 5-AACAAATCGTTAAAAACGGCGACACAG-3'

sec Forward | 5-CCCTACGCCAGATGAGTTGCACA-3' 602

Reverse | 5-CGCCTGGTGCAGGCATCATATC-3'

sed Forward | 5-GAAAGTGAGCAAGTTGGATAGATTGCGGCTAG-3' 830

Reverse | 5-CCGCGCTGTATTTTTCCTCCGAGAG-3'

see Forward | 5-TGCCCTAACGTTGACAACAAGTCCA-3' 532

Reverse | 5-TCCGTGTAAATAATGCCTTGCCTGAA-3'

seg Forward | 5-TGCTCAACCCGATCCTAAATTAGACGA-3' 117

Reverse | 5-CCTCTTCCTTCAACAGGTGGAGACG-3'

seh Forward | 5'-CATTCACATCATATGCGAAAGCAGAAG-3' 358

Reverse | 5-GCACCAATCACCCTTTCCTGTGC-3'

sei Forward | 5-TGGAGGGGCCACTTTATCAGGA-3' 220

Reverse | 5-TCCATATTCTTTGCCTTTACCAGTG-3'

sej Forward | 5-CTCCCTGACGTTAACACTACTAATAACCC-3' 432

Reverse | 5-TATGGTGGAGTAACACTGCATCAAAA-3'

tst Forward | 5-AGCCCTGCTTTTACAAAAGGGGAAAA-3' 306

Reverse | 5-CCAATAACCACCCGTTTTATCGCTTG-3'

3.5 Antibiograma.

La prueba de resistencia a los antibidticos se realizdé por el método de Kirby-
Bauer; para lo cual se hizo un sembrado de las cepas en forma de tapiz sobre
agar Mueller Hinton (MH), posteriormente se colocé el antibiograma (Bio Rad),
para bacterias Gram positivas, el cual consiste en una serie de sensidiscos
cada uno de los cuales esta impregnado con uno de los siguientes antibidticos:
AMPICILINA, CEFALOTINA, CEFOTAXIMA, LEVOFLOXACINA,
CEFUROXIMA, DICLOXACILINA, ERITROMICINA, GENTAMICINA,
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CEFEPRIME, PENICILINA, TETRACICLINA, TRIMETOPRIM-
SULFAMETOXASOL.

Las cajas se incubaron durante 24 h a 37°C, para proceder a evaluar la
medicion de los halos de inhibicion, tomando como referencia los intervalos
establecidos por el fabricante del antibiograma.

3.6 Deteccidn de mecA.

La deteccidn del gen mecA se realiz6 por el método de PCR convencional
usando los oligonucleétidos y condiciones propuestos por Martin-Lopez y
colaboradores en 2004 (5'GTAGAAATGACTGAACGTCCGATAA-3';
5'CCAATTCCACATTGTTTCGGTCTAAZ).

3.7 Anélisis de los amplicones.

El analisis de los amplicones se llevo a cabo por el método de electroforesis en
geles de agarosa al 1% y 2%. De acuerdo con el tamafo de los amplicones a
evaluar, se us6 un marcador de 100 pb-ladder y de 200 pb-ladder en el caso de
los amplicones de RNA. Las bandas de acido nucleico fueron tefidas con
midori Green, el cual se agrega directamente al preparar la agarosa. Los geles
se fotografiaron utilizando el sistema de foto documentacion GEL LOGIC 100
(KODAK).

3.8 Produccion de B lactamasa.

La produccion de B lactamasas se evalué mediante una reaccion de color; se
usaron discos impregnados con el betalactamico cromogénico nitrocefin, el cual
es amarillo y produce un color rojo cuando es hidrolizado por la § lactamasa.
Los discos fueron hidratados y posteriormente se coloc6 sobre cada uno de
ellos una asada de una colonia, crecida en MH, de la cepa por analizar. Si la
cepa en cuestidon produjo B lactamasa, el disco viré de amarillo a rojo.

3.9 Resistencia a oxacilina.

Para determinar la susceptibilidad de las cepas a oxacilina se realizaron
cultivos en agar Mueller Hinton y se colocaron discos impregnados con el
antibidtico, las cajas se incubaron durante 24 horas y se midieron los halos de
inhibicion.
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4. RESULTADOS

Se obtuvieron del laboratorio de analisis clinicos de la CUSI un total de 44
cepas, sin embargo, una de las cepas (Numero de identificaciéon 99) se
descart6 del estudio, debido a que resulté negativa en la amplificacion de los
genes spa y rRNA (Fig. 2).

1 2 3 4 S5 & T '8

1250 pb

200 pb

Figura 4. Identificacion por PCR convencional del gen rRNA. Carriles 1, 2, 3, 4, 6, 7, amplicones de rRNA
en cepas de S. aureus, carril, 5 marcador de peso molecular 200 pb-ladder y carril 8 control negativo (sin
DNA).

4.1 Deteccion de préfagos

Para la deteccion de bacteriofagos fue necesario realizar la amplificacion por
PCR en dos partes, ya que, a causa de la similitud del tamafio de los
amplicones del grupo 77 like F y el subgrupo Fb, los resultados se mostraban
confusos.

Se detecto la presencia de bacteriéfagos en el 86.36% (n= 38) de las cepas, en
las cuales el grupo que se mostré con la frecuencia mas alta fue el subgrupo

Fb 65.1% (n=28) y el grupo con la frecuencia mas baja fue el grupo 3A con el
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6.9% (n=3), el Unico grupo que no se encontrd presente fue el Twort-like, (Fig.
5). El nimero de bacteriéfagos en cada cepa fue variado, 16 de éstas solo
contenian un tipo de profago; 15 dos tipos; 5 presentaron tres tipos y
Unicamente 2 cepas presentaron cuatro tipos de profago.

—
)
Vo)
‘ o
Fb

Twort

CEPAS %
B so
N 558

©
0
i
Fa

GRUPO DE PROFAGO

Figura 5. Frecuencia de bacteriéfagos. En esta grafica se muestra la frecuencia con la que se encontré
cada grupo de bacteriéfagos en cada una de las cepas.

Las figuras 6, 7, y 8 muestran geles representativos en los que se amplificaron
los profagos subFa, 77F, 3A 'y subFb.

Figura 6. Deteccion de bacteriéfagos. En el carril 4 se observa el subFa (548pb), en los carriles
4y 6 se presentd el fagogrupo 77F (155pb), el carril 7 es el control positivo y el carril 8 es el
control negativo.
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Figura 7. Deteccion de bacteriéfagos. En el carril 4 se observa el fagogrupo subFa (548pb) y en el carril 8
el 3A (744pb).

subFb e

Figura 8. Deteccion de bacteriéfagos. En todos los carriles se observa el fagogrupo subFb (147pb).
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4.2 Genes codificantes para toxinas

En este estudio se identificaron un total de 13 genes codificantes para toxinas
en cepas de S. aureus, la frecuencia que estas presentaron se observa en la
figura 4, el gen que fue detectado en la mayoria de las cepas fue tst con el
40% (n=18) y el gen de menor frecuencia fue sec con 2.2% (n=1), sej fue la

Unica que no es encontrd en ninguna de las cepas analizadas.

40

333

CEPAS %

—
—
—

tst hlg sea seg etb seb see sed sei eta sec sej PVL

I )2 2
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I 17.7
I 155

e 11.1

[ 6.6
= 22

0

0

Toxinas

Figura 9. Frecuencia de los genes codificantes para toxinas. Se muéstrala frecuencia, expresada en
porcentaje, con la que se identificé cada uno de los genes en las cepas de S. aureus.

Las figuras 10, 11 y 12 representan la amplificaciéon de algunos de los genes de

toxinas (see, seb, sea, tst, etb, hlg y seg).
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Figura 10. Deteccion de toxinas. El gen see (532pb) se observa en el carril 4, seb (355pb) se presenta
en los carriles 1, 4y 6, el gen sea (252pb) solo se presento en el carril 1.

Figura 11. Deteccion de toxinas el gen tst (306pb) se presentd en los carriles 2, 4 y 8; el gen etb (419pb)

se observa en el carril 3.
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Figura 12. Deteccion de toxinas. El gen hilg (306pb) se presento en el carril 1, el gen seg (117pb) se
muestra en los carriles 2,7y 8.

4.3 Resistencia a antibioticos

El antibiograma se realiz6 con un total del2 antibiéticos diferentes (Fig. 13), de
los cuales se encontrd la mayor resistencia para tres de ellos (cefalotaxima,
cefepime y penicilina) con una resistencia del 100% (n=43) y el que se

encontré con menor resistencia fue cefalotonina con un 43.2% (n=19)

100 100 100 97.7 955 955 932 909 90.9
) "~ 86.4 g

No de cepas %

antibiotico

Figura 13. Frecuencia de la resistencia a antibidticos. Se muestra el nimero de cepas que son resistentes
a cada antibidtico.
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4.4 Deteccion de mecA

La deteccion del gen mecA en las cepas de S. aureus dio como resultado
61.3% (n=28) de cepas negativas y un 36.3% (n= 16) de cepas positivas para
el gen.

4.5 Produccion de B-lactamasas

La produccion se detectd por hidrélisis de nitrocefin. EI nUmero de cepas
productoras de B-lactamasas fue de 31 (70%) y el resto fueron no productoras
(13; 30%).

negativas
30%

Figura 14. Porcentaje de cepas productoras de B —lactamasas.

5. Discusién

Entre la poblacién humana el numero de portadores sanos de S. aureus ha ido
en aumento Yy es por eso que esta situacion se considera un problema de
salud. Los resultados que presentamos en este estudio muestran que la
identidad de 43 de 44 cepas aisladas de las narinas de pacientes de dialisis
peritoneal, identificadas como S. aureus por métodos microbiol6gicos, se
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confirm6 por métodos de biologia molecular. La portacién nasal de una cepa
de S. aureus por estos pacientes representa un gran riesgo de
autocontaminacion del catéter al ser manipulado por los propios pacientes.
Esta autocontaminacion puede llevar a complicaciones mayores, como a
peritonitis causada por S. aureus, ya que se ha demostrado que este
padecimiento se genera con mayor facilidad en pacientes que presentan o
presentaron infecciones de S. aureus en la nariz, en la piel o en el sitio de
salida del catéter (Szeto et. al. 2007).

Sin embargo, en la literatura los reportes son contradictorios, ya que en 2008
Miranda — Novales y colaboradores realizaron un trabajo con el propdsito de
determinar si la cepa que se encontré colonizando las narinas, era la misma
cepa que causa la infeccién del catéter, e incluso el episodio de peritonitis; ellos
finalmente reportan que el riesgo relativo de desarrollar peritonitis por cepas
provenientes de las narinas (idénticas) es bajo (0.525), en comparacion con el
riesgo de desarollarla debido a las cepas presentes en el sitio de salida del
catéter (0.948). Por otro lado, Luzar y colaboradores en 1990, reportan que la
incidencia de la infeccion de catéter por S. aureus fue mas alta en el grupo de
los portadores nasales que en el grupo de los no portadores.

No obstante, los casos de peritonitis causados por bacterias Gram positivas
son una de las principales complicaciones de la dialisis peritoneal y la causada
por S. aureus implica, como parte de su tratamiento y como mejor opcion, la
remocion del catéter.

A pesar del aumento anual de pacientes que desarrollan diabetes en México y
de que esta enfermedad es la primera causa de mortalidad en el pais
(Federacion Mexicana de Diabetes), Cyrus y colaboradores reportan que la
didlisis peritoneal es el tratamiento de primera eleccion, representando mas del
90% de los tratamientos de reemplazo renal, lo que nos convierte en la nacion
gue mas lo implementa; no obstante que la hemodialisis representa menos
riesgos de infeccion para los pacientes diabéticos.

5.1 Deteccion de profagos

El método de deteccidon por PCR que utilizamos en este trabajo permite
identificar profagos de S. aureus representativos de 5 serogrupos fagicos A
(fago 3A), B (Fago 11B) F (fagos 77F, Fa y Fb), L (fago 187L) y D
(fagoTwortD). Los resultados obtenidos muestran que el serogrupo F fue el
mas abundante en la poblacion de bacterias estudiadas ya que el fago Fb fue
el predominante (65.1%), precedido por los fagos 77F (55.8%) y Fa (18.6%)
que presentan porcentajes menores.
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No obstante que se han reportado profagos que codifican la toxina PVL
(Kaneko et al., 1997; 1998), en ninguna de las cepas que analizamos en este
trabajo se obtuvo el amplicdn para correspondiente al gen de esta toxina.

Aunque en este trabajo no aislamos a los bacteriéfagos ni analizamos si son
transductores, un aspecto muy relevante de la posesion de profagos por cepas
clinicas de S. aureus es que éstos pueden contribuir enormemente a la
diseminacion de los genes que codifican factores de virulencia y de los que
codifican para resistencia a antibidticos. Por esta razon nos parece muy
relevante que se continle con el analisis de este grupo de profagos a fin de
determinar si son transductores. Quiza para ello serd necesario inducirlos a la
via litica tratando a su liségena con mitomicina C o con luz ultravioleta.

Se ha demostrado que algunos fagos de S. aureus son capaces de transducir
plasmidos completos que, portan genes de resistencia a antibidticos
betalactamicos y tetraciclina, a frecuencias muy altas (10°-10° unidades
formadoras de colonia por unidades formadoras de placa: ufc/ufp) (Varga et al.,
2012). La proporcion de fagos transductores a fagos infectivos fue
aproximadamente de 1: 1700 (Varga et al., 2012)

La transduccion es el mecanismo mas importante de transferencia genética
horizontal en S. aureus; hay poca evidencia de que ocurra transformacion in
vivo y los plasmidos conjugativos aparentemente no estan ampliamente
distribuidos en las cepas clinicas (Lindsay, 2008). Por lo anteriormente
expuesto, seria necesario y muy interesante determinar si entre los profagos
detectados existe(n) alguno(os) tranductor(es), toda vez que se encuentran
presentes en cepas que contienen genes que codifican para factores de
virulencia y para resistencia a antibioticos, los cuales podrian diseminarse a
otras cepas con facilidad por transduccion.

El 43.18% de las cepas presentaron Unicamente un tipo de bacteriéfago, pero,
un 34.09% presentaron dos tipos de profagos, 6.81% presenta tres tipos y el
4.5% presentd los cuatro tipos de fagos identificados en este estudio. Dentro de
las combinaciones de fagos que se presentaron, la combinacién mas frecuente
fue la del 77F y el Fb, los grupos que no fueron identificados son 11B, 187L y
TwortD, este ultimo pertenece a la familia Myoviridae y los reportes de esta
familia en cepas de S. aureus son muy bajos.

5.2 Deteccion de genes que codifican toxinas

Se analiz6 un total de trece genes que codifican para toxinas, de los cuales, el
gue se identificé con mayor frecuencia (40%) fue tst, que codifica para la toxina
del sindrome de shock toxico.
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El gen hlg se obtuvo con un porcentaje de 33.3%, este gen codifica para la
gama hemolisina. Este porcentaje de cepas hlg positivas es mucho menor que
el reportado por Lim et al., (aflo) en un grupo de 188 cepas de S. aureus
aisladas de muestras respiratorias en Malasia, que fue de 59%.

Los genes que preceden con menores porcentajes pertenecen al grupo de las
enterotoxinas (sea, seg, seb, see, sed, sei) y las toxinas exfoliativas (eta y etb).
En contraste con el gen tst, el gen que se identificé con menor frecuencia fue
sec que pertenece al grupo de las enterotoxinas. Este grupo de enterotoxinas
esta implicado en el envenenamiento alimenticio, en alergias severas y en
enfermedades autoinmunes, Campbell y colaboradores (2008) analizaron 90
cepas provenientes de pacientes que presentaran algun tipo de infeccion por S.
aureus y dentro de sus resultados se observa que el gen sec esta entre los que
se presentaron con menor frecuencia siendo identificada en el 13% de las
cepas.

Dos de los genes no se identificaron en ninguna cepa: PVL y sej. El primero
codifica para una exotoxina que es producida por algunas cepas de S. aureus
qgue infectan la piel; esta toxina lisa principalmente a las células
polimorfonucleares y a los monocitos (G. Omuse et al. 2013), creandoles poros
en la membrana. El gen sej codifica para una enterotoxina.

5.3 Resistencia a antibioticos

La mayoria de las cepas estudiadas fueron resistentes a los antibiéticos
betalactamicos, tales como la penicilina, la cual comenzo6 a emplearse con el fin
de combatir las bacteremias causadas por S. aureus a principios de los afos
cuarenta; sin embargo, poco tiempo después, en 1942 fueron identificadas las
primeras cepas resistentes a la penicilina en hospitales y posteriormente en la
comunidad, y ya en 1960 mas del 80% de las cepas eran resistentes (Franklin
D. Lowy 2003), por lo que, evidentemente los betalactamicos fueron sustituidos
por otros antibidticos que se generaron, para competir contra los mecanismos
de resistencia usados por las bacterias.

Uno de los mecanismos que poseen las bacterias para resistir a los antibiéticos
betalactamicos es la produccion de B lactamasas (Gil, 2000), las cuales
hidrolizan el anillo betalactdmico inactivandolos de esta manera. Por esta razon
se desarrollaron antibioticos insensibles a estas enzimas, entre los que se
encuentran las cefalosporinas.

Las cefalosporinas son antibidticos beta-lactamicos muy parecidos a las
penicilinas, que también inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana. En la
actualidad siguen siendo una gran herramienta para el tratamiento de
infecciones por bacterias Gram positivas y Gram negativas, sobre todo si son
productoras de beta-lactamasas, ya que estos antibidticos han mostrado tener
una buena resistencia a estas enzimas (KB Rivas et. al. 2002).
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Sin embargo, las bacterias han desarrollado diferentes mecanismos de
resistencia también a las cefalosporinas, tales como la modificacion de PBPs y
la sintesis de betalactamasas de espectro mas amplio capaces de hidrolizar el
anillo betalactdmico de las cefalosporinas.

En este trabajo reportamos que la mayoria de las cepas fueron resistentes a
dos cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, al igual que a la penicilina,
mientras que fueron sensibles a una cefalosporina de primera generacion.

5.4 Produccién de B-lactamasas

Abarca y Herrera reportan en 2001 que debido al uso desmedido de las
penicilinas, se seleccionaron cepas resistentes de S. aureus. Los resultados
muestran que el 68.8% de las cepas que reportamos en este trabajo produjeron
B lactamasas, lo que concuerda claramente con su alta resistencia a los
antibidticos betalactdmicos y con los resultados de Opara y Edwari (2012),
guienes estudiaron 98 cepas, de las cuales 90.9% fueron productoras de f -
lactamasas.

De acuerdo con su posicién gendmica dentro de los microorganismos, las 3
lactamasas pueden ser cromosémicas o0 plasmidicas. Una importante
proporcion de las 3 lactamasas descritas hasta este momento es codificada por
genes de ubicacion plasmidica, es decir en material genomico bacteriano
facilmente transmisible. En los bacilos Gram negativos, las B lactamasas de los
grupos TEM (especialmente en Escherichia coli) y SHV (especialmente en
Klebsiella pneumoniae) son las mas representativas de este tipo. Las enzimas
originales que han dado origen a ambos grupos corresponden a las
lactamasas TEM-1, TEM-2 (grupo TEM) y SHV-1 (grupo SHV). Estos tres tipos
de B lactamasas pueden hidrolizar bencilpenicilina, aminopenicilinas (ampicilina
y amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) y ureido penicilinas
(entre ellas, piperacilina), pero no manifiestan accion hidrolitica de relevancia
sobre cefalosporinas. Incluso pueden, en sobreproduccidn, provocar resistencia
a la meticilina.

5.5Deteccion del gen mecA y resistencia a oxacilina.

El gen mecA es parte de un gran elemento genético movil, SCCmec, y la
resistencia se origina cuando este elemento se introduce a cepas sensibles a
meticilina. Hasta el momento se conocen siete tipos de SCCmec, los tipos I, Il 'y
[l causan resistencia a diferentes antibiéticos y los tipos 1V, V, VI y VII solo
confieren resistencia a los betalactdmicos. El gen mecA codifica para proteinas
de unioén a la penicilina (PBP2 y PBP2a) las cuales al modificar el sitio de union
de los antibiédticos inhiben su efecto (Carvalho et. al. 2010).

Solo en 36.3% se amplificé el gen mecA por PCR y en el 63.6% restante la
amplificacion fue negativa. Asghar (2014) confirma, mediante la amplificacién
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| del gen mecA, la resistencia a meticilina en 100 de 114 cepas analizadas;
Namvar y colaboradores (2013) realizan un trabajo similar con cuarenta cepas
de las cuales el 100% resultd positiva para mecA; sin embargo, Dash y
colaboradores (2014) reportan que al analizar 187 cepas MRSA solo el 30%
fue positivo para mecA.

A diferencia de lo resultante para el gen mecA, el porcentaje de cepas que

| mostro resistencia a oxacilina fue considerablemente alto (84.4%), lo cual
resulta contradictorio, dado que las cepas resistentes a oxacilina son MRSA y
los resultados anteriores, no reflejan esto con claridad.

Gil reporta que existen cepas llamadas Staphylococcus aureus — BORSA y
menciona que es probable que las cepas hiperproductoras de B lactamasas
pertenezcan casi exclusivamente al fagogrupo 94/96. Staphylococcus aureus
BORSA fue descrita por primera vez por McDougal y Thornsberry en 1986,
ellos afirman que estas cepas que presentaron resistencia lo hicieron mediante
la produccion de grandes cantidades de betalactamasa normal, lo que provoco
la hidrolisis e oxacilina y su inactivacion.

Dentro de los reportes que hay con referencia a estas cepas, Maale] y
colaboradores (2012), trabajan con un total de 1895 cepas de las cuales un
21.9% resultaron MRSA y tan solo el 1.2% disminuy0 la susceptibilidad a
oxacilina, por lo que no descartan dicho mecanismo pero concluyen que la
incidencia de estas cepas es poco comun; Skinner y colaboradores (2008)
identifican cepas MRSA y con ellas realizan deteccion del gen mecA por medio
del método de aglutinacién y por PCR y llevan a cabo test de produccion de
lactamasas, ellos obtienen resultados negativos para la deteccién del gen
mecA, por lo tanto, ellos afirman que la resistencia se debe a la
hiperproduccion de betalactamasas.
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