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Resumen

S. aureus es causa comun de infecciones intrahospitalarias a nivel mundial. 60% de S.
aureus son resistentes a meticilina (SAMR) y la mayoria ha desarrollado resistencia a
mas de 20 antibioticos, quedando como unica opcidn de tratamiento la vancomicina. Sin
embargo, la emergencia de cepas con resistencia intermedia a vancomicina (VISA) y
recientemente cepas resistentes a vancomicina (VRSA) ha limitado su efectividad. El
fenotipo VISA se caracteriza por pérdida de funcién de agry polimorfismo agr Il, lo que
sugiere que las clonas con este polimorfismo tienen ventaja, cuando estan bajo presion
selectiva de vancomicina. agr regula la transcripcion de varios genes de virulencia, que
codifican para toxinas, enzimas y proteinas de superficie celular via la molécula RNAIII;
aunque agr no es esencial para el crecimiento de S. aureus in Vitro, diversos estudios
han mostrado su importancia para la virulencia en modelos animales. Objetivo:
Evaluar la expresién de la molécula RNAIIl en S. aureus multirresistentes versus
sensibles en las fases de crecimiento exponencial y pos exponencial. Material Y
Métodos: Se emplearon 33 S. aureus previamente aislados de procesos infecciosos
invasivos y conservados en el cepario del HIMFG, del periodo de enero 2006 a junio
2007. Se clasificaron en multirresistentes y sensibles, se determin6 de forma
semicuantitativa la transcripcién de los genes hid y spa regulados por la molécula
RNAIII en los dos grupos de cepas por RT-PCR punto final en las fases de crecimiento
exponencial y pos-exponencial. Se realizd densitometria de los amplificados y los
valores fueron analizados estadisticamente por prueba de T pareada con un intervalo
de confianza del 95%. Resultados: Se encontraron 20 cepas de S. aureus
multirresistentes y 13 sensibles. En las cepas multirresistentes predominé el tipo agr I.
Los resultados de RT-PCR muestran que la transcripcién de los genes hid y spa en el
grupo de cepas multirresistentes, disminuy6 significativamente de la fase de crecimiento
exponencial a la fase pos- exponencial, mientras que en el grupo de cepas sensibles la
disminucién no fue estadisticamente significativa, lo que sugiere que la multirresistencia

modifica la transcripcion de RNAIII.



i Introduccion

1. Caracteisticas generales de S. aureus

1.1 Taxonomia

El Manual Bergey de Bacteriologia Sistematica clasifica a Staphylococcus aureus
como, miembro del phylum Firmicutes, Clase Bacillii Orden Bacillales;.Familia
Staphylococcaceae; Género Staphylococcus. La familia Staphylococcaceae, agrupa
otros 3 géneros de nula importancia médica (Gemella, Macrococcus y Salinicoccus).
Dentro del género Staphylococcus hay 48 especies, siendo las mas importantes desde
el punto de vista clinico (S. aureus, S. epidermidis, y S. saprophyticus) (Prescott, 2004).

1.2 Caracteristicas microscopicas y de tincion

En las tinciones de gram los estafilococos se evidencian como cocos gram
positivos de 0.5 a 1uyM de diametro dispuestos en racimos, aunque también se les
puede encontrar en cadenas cortas o diplococos, no tienen flagelos, no forman esporas,

la mayoria tiene capsula. Figura 1 (Mc Faddin, 2003).
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Figura 1. Morfologia microscépica. Tincion de gram, cocos gram- positivos
0.5-1picras, agrupados en racimos.
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1.3 Caracteristicas de cultivo

Los estafilococos son poco exigentes en sus necesidades nutricionales; crecen
bien en cualquier medio, aunque lo hacen mejor en los medios enriquecidos. Son
aerobios y anaerobios facultativos, con una temperatura éptima entre 30 y 37°C. Una
particularidad de los miembros de este género es que crecen en medios con una
concentracion de NaCl que no soportan el resto de los microorganismos (bacterias
haléfilas), lo que permite la creacion de medios de cultivo selectivos para los
estafilococos. Las colonias son visibles facilmente, sobre todo en agar sangre, con
forma redonda y aplanada, bordes enteros, superficie lisa y brillante, consistencia
variable, sin olor y generalmente 3 hemoliticas. Algunas cepas pueden producir un
pigmento carotenoide que les da una coloracion amarillenta. Figura 2 (Velazquez-
Meza y col, 2005; Prats, 2006;).

Figura 2. Morfologia colonial de S. aureus en agar sangre. Lado izquierdo: cultivo de
S. aureus de 24 horas a 37° C; se observan colonias medianas, blancas, cremosas
brillantes. Lado derecho: el mismo cultivo de S. aureus después de 48 horas a 37°C:
se pueden ver esas mismas colonias blancas ahora de color amarillo.
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1.4 Pruebas de identificacion de S. aureus

1.4.1 Pruebas bioquimicas

a) Coagulasa: Se basa en la capacidad de este enzima de producir un coagulo
visible al mezclar una suspensién de microorganismos con plasma de conejo. Esta
prueba permite diferenciar S. aureus de otras especies de estafilococos coagulasa
negativo (SCN) (Mc Faddin y col, 2003; Prats, 2006).

b) Catalasa: Se basa en la capacidad de la enzima catalasa de descomponer el
peréxido de hidrégeno en agua y O2, el cual se libera en forma de burbujas. Esta
prueba se utiliza para diferenciar a S. aureus, de los estreptococos, que por morfologia
y tincién gram, pueden aparecer de forma similar, pero que son catalasa negativos (Mc
Faddin y col, 2003; Prats, 2006).

c) DNasa: S. aureus posee una DNasa termoestable que puede ser investigada
tanto en un medio de cultivo especifico, como por procedimientos inmunolégicos, que
permiten poner de manifiesto esta enzima incluso en medios de cultivo liquidos (Mc
Faddin col, 2003; Prats, 2006).

d) Aureasa: Esta enzima es especifica de Staphylococcus aureus y se manifiesta
mediante una fluorescencia visible bajo luz ultravioleta (Mc Faddin, 2003; Bannerman,
2003).

1.4.2 Pruebas de aglutinacion

a) Receptor de fibrindgeno (factor de aglomeracién): S. aureus posee un
receptor proteico para un fragmento del fibrinégeno. Este receptor esta presente en el
96% de las cepas de origen humano. Los eritrocitos de cordero estabilizados y
sensibilizados con fibrinégeno aglutinan cuando se ponen en presencia de una cepa de
S. aureus que posea este receptor (Mc Faddin y col, 2003; Murray y col, 2005 ).

b) Proteina A: En la superficie de S. aureus se encuentra la proteina A, que
reacciona selectivamente con el fragmento Fc de la mayoria de las IgGs. Esta proteina
es producida en todos los medios de cultivo, pero mas débilmente en agar sangre. Esta
presente aproximadamente en el 90% de las cepas. Las particulas de latex
sensibilizadas con IgGs, son aglutinadas cuando se ponen en presencia de una cepa
de S. aureus portadora de este receptor (Mc Faddin y col, 2003; Murray y col, 2005).



1.5 Epidemiologia

S. aureus es reconocido como agente causal de infecciones desde 1883, cuando
Alexander Ogston lo aislo por primera vez en sepsis y abscesos, es considerado el
principal patégeno en personas sanas inmunocompetentes en la comunidad. Las
infecciones hospitalarias debidas a S. aureus, son un problema de salud publica de
gran trascendencia economica y social, debido a que presentan altas tasas de
morbilidad y mortalidad. En EUA se reporta una incidencia promedio del 3 al 5%. En
México se reporta un promedio del 10 al 15%. El impacto mas importante de este
problema es la mortalidad, la cuéal se estima en promedio de un 5%. Las infecciones
mas frecuentes son en vias urinarias, seguidas por la de herida quirdrgica, bacteriemias
y neumonias (Bustos-Martinez, 2006).

S. aureus se encuentra de manera natural sobre la piel y la nasofaringe del

cuerpo humano, no tiene otros habitats importantes, excepto cuando esta involucrada
en infecciones. La piel y las membranas mucosas son excelentes barreras contra la
invasion de tejido local por S. aureus. Sin embargo, si cualquiera de estas es rota
debido a trauma o cirugia puede penetrar al tejido y causar sus caracteristicos
abscesos, alcanzar canales linfaticos o sangre y causar septicemia (Velazquez Meza y
col, 2005).
S. aureus se transmite por contacto de persona a persona, de un individuo con
infeccion respiratoria como neumonia, una herida quirargica, a través de las manos o la
piel de un portador asintomatico; también puede ser transmitido por particulas de aire o
contacto con objetos contaminados (Daum y col, 2001).

En poblaciones sanas aproximadamente 20% porta a S. aureus de manera
persistente, 60% porta la infeccion de manera intermitente y cerca del 20% no lo porta
(Shittu y col, 2007).

S. aureus puede causar una amplia gama de infecciones que incluyen: 1)
Infecciones en piel y tejidos blandos como impétigo buloso y no buloso, foliculitis,
celulitis. 2) infecciones en heridas quirdrgicas. 3) infecciones sistémicas que ponen en
peligro la vida como la endocarditis, la osteomielitis, la neumonia, los abscesos
cerebrales, la meningitis y las bacteriemias. 4) toxemias como intoxicacion alimentaria,
sindrome de choque téxico y sindrome de piel escaldada (Shittu y col, 2007).

Los estafilococos reportan un notable aumento en el nivel de resistencia a

antibitticos, especialmente S. aureus meticilino resistente (SAMR) que se ha convertido

5



en uno de los patdégenos mas importantes causante de infecciones nosocomiales en
todo el mundo (Velazquez-Meza y col, 2005; Shittu y col, 2007). Cuando una persona
entra en contacto con una cepa SAMR: puede resultar colonizada, desarrollar una
infeccidn y/o convertirse en portador (Wenzel y col, 1998).

Se habla de colonizacion por SAMR, cuando este microorganismo es aislado de
una muestra clinica en ausencia de signos de infeccion; las zonas mas frecuentes de
colonizacion son lesiones cutaneas, tracto respiratorio y urinario (Coello y col, 1994). La
colonizacion por SAMR puede persistir por meses o afios (Sanford y col, 1994).

Las infecciones causadas por SAMR son las mismas que las de las cepas de S.
aureus sensibles a meticilina (SAMS). Las mas frecuentes son las de heridas
quirargicas(10-28%), las bacteriemias (10-21%) generalmente a partir de catéter y la
neumonia (15-40%), sobretodo en enfermos ventilados (Pujol, 1994), en menor
frecuencia se encuentran las infecciones de partes blandas, urinarias, cardiovasculares
y osteomielitis (Coello y col, 1994).

Los pacientes infectados con SAMR presentan mayor morbi-mortalidad
comparada con los pacientes infectados por cepas SAMS (Romero-Vivas y col, 1995;
Pujol y col, 1996; Cosgrove y col, 2003).

Finalmente se considera que una persona es portadora de SAMR cuando este
microorganismo se aisla de una localizacién en la que no suele causar infeccion. La
localizacion mas frecuente es la nariz, donde actua como reservorio, seguido de la
orofaringe. (Coello y col, 1994).

El advenimiento de antibioticos aprobados por la FDA (United States Food and
Drug Administration) como el quinupristine/dalfopristine en 1999, linezolid en el 2000 y
daptomycin en el 2003, con sus nuevos mecanismos de accion ofrecieron una nueva
esperanza para el tratamiento de la infeccion por MRSA. Sin embargo, S. aureus
resistente a linezolid y daptomycin ya han sido reportados, reforzando la necesidad de
controlar la infeccion por SAMR en hospitales y en la comunidad (Shittu y col, 2007).

De acuerdo con el National Nosocomial Infection Surveillance System (NNISS)
de los Estados Unidos (US), la prevalencia de SAMR se aproxima o excede del 50%
en muchos hospitales (Fergie y col, 2001; Frank y col, 1999). Algunos reportes sobre la
prevalencia de resistencia a meticilina de S. aureus en hospitales de México sefialan

que ésta es cercana a 50 %. La Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica



(RHOVE) notificé que en el periodo de 1997-2003 S. aureus ocupd el tercer lugar en
morbilidad y el cuarto lugar en mortalidad (Velazquez Meza y col, 2005).

Hasta 1990 SAMR estaba limitado a un ambito hospitalario, en la actualidad
SAMR esta aumentando rapidamente en la comunidad. SAMR-CA es de especial
importancia debido a la posibilidad de una propagacién descontrolada dentro de las
familias y a su propension a originar infecciones cutaneas y pulmonares de gravedad.
(Rojas y col, 2001; Chini y col, 2006; Naimi y col, 2003); contrario a las cepas SAMR
adquiridas en hospitales que frecuentemente poseen resistencia a multiples antibiéticos,
las cepas aisladas en la comunidad se caracterizan por su tendencia a la
susceptibilidad (Martinez y col, 2003; Fey y col, 2003).

1.6 Caracteristicas genéticas de S. aureus

A la fecha la base de datos del genoma de S. aureus ha sido completada para 8
cepas; 7 de las cuales ya han sido publicadas; cinco de ellas son resistentes a
meticilina: COL, MRSA252, MW2, N315, FPR3757 (USA 300), una cepa es meticilino
susceptible: MSSA476, una resistente a meticilina y a vancomicina: Mu50, vy la cepa
parental tipica de laboratorio: NCTC 8325. Tabla 1 (Shittu y col, 2007).

1.6.1 Genomica comparativa de S. aureus

La clasificacion filogenética coloca a S. aureus en el grupo
Bacillus/Staphylococcus de acuerdo al 52% de similitud de proteinas codificadas en el
genoma de S. aureus N315 con B. subtillis y B. halodurans, tipicamente el genoma de
S. aureus contiene genes constitutivos involucrados en funciones esenciales de la
bacteria como replicacion de ADN, sintesis de proteinas y metabolismo de
carbohidratos. El tamarfio del genoma de las 8 cepas de S. aureus secuenciadas esta
en el rango de 2.8 a 2.9 Mb. Tabla 1. Aproximadamente 75% del genoma comprende
genes presentes en todas las cepas (Lindsay y col, 2006; Shittu y col, 2007). Las cepas
de hospitales N315, Mu50 y las cepas adquiridas en la comunidad MW2 y MSSA476
tienen secuencias idénticas pero difieren en la tipificacion de secuencias multilocus
(MLST), ST5 y ST1, respectivamente. Las cepas FRP3757 y COL presentaron 678
polimorfismos nucleotidicos Unicos (SNPs), confirmando que estas cepas estan
relacionadas por descendencia vertical. (Diep 2006; Shittu, 2007). La cepa MRSA252

es la mas divergente de todas las cepas secuenciadas (ST36) y es representativa de la
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clona epidémica EMRSA-16 Tabla 1 (Lindsay y col, 2004; Diep y col, 2006; Shittu y col,
2007).

1.6.2 Genoma accesorio

El genoma accesorio de S. aureus esta constituido por genes con funciones no
esenciales como: genes que codifican para: proteinas unidas a la superficie celular,
toxinas, exoenzimas, capsula, resistencia a drogas y metales; genes que participan en
el metabolismo, usualmente estos genes se encuentran en elementos genéticos
moviles (MGEs) que se transfieren horizontalmente entre cepas. Estos elementos
incluyen bacteriéfagos, islas de patogenicidad, casetes cromosomales, islas genomicas,
plasmidos y transposones. tabla 1 (Pattee y col, 1990; Lindsay y col, 2004; Shittu y col,
2007).

1.6.2.1 Bacteriéfagos

La adquisicion de bacteriéfagos es el método principal de transferencia de genes
de resistencia en S. aureus. Las cepas SAMR adquiridas en la comunidad MW2 y
FPR3757 tienen en sus cromosomas los fagos lamda Sa2mw y Sa3usa, los cuales
portan los genes lukF-PV 'y lukS-PV que codifican para el factor de virulencia leucocidin
Panton Valentine (PVL), que tiene un potente efecto toxico sobre las células blancas y
esta fuertemente asociado con severas formas de neumonia (neumonia necrética). El
fago Sa2usa es muy similar al fago Sa3mw, los dos estén integrados en la misma
region conservada de 29 pb dentro del cromosoma de S. aureus. Tabla 1 (Diep y col,
2006).

La caracteristica que distingue a la cepa S. aureus COL de las demas es la
presencia del fago COL 20, al igual que otras cepas de S. aureus contiene el fago Sa3;
Sa3 es un profago que contiene el gen de la estafiloquinasa (sak), el cual es un potente
activador de plasminégeno que facilita la diseminacién bacteriana mediante la
formacion de coagulos; en este mismo fago, el genoma de la cepa N315 porta el gen de
enterotoxina sep, que codifica para una proteina con 77% de similitud a la enterotoxina
Ay las cepas N315, MRSA252 y FPR3757 poseen el gen chp que codifica para una
proteina que inhibe la quimiotaxis. Tabla 1 (Shittu y col, 2007).



Tabla 1. Elementos genéticos moviles en las cepas secuenciadas de S. aureus.

N315 Mu50 Mw2 MSSA-476 MRSA-252 CcoL FPR3757
Longitud del | 2,813,641 pb | 2,878,084 pb | 2,820,462 pb | 2,799,802 pb | 2,902,802 pb | 2,809,422 pb | 2,872,769 pb
cromosoma
Bacteriofagos
Labmda Sa 1 - - - - - - -
Labmda Sa 2 - - LukSF-PV - - - LukSF-PV
Labmda Sa 3 sak, sep, | sea, sak sea, sak, | sea, sak, | sea, sak, chp | - sak, chp
chp segz, sek2 seg2, sek2
Labmda Sa 4 - - - - - - -
Labmda Sa 5 - - - - - Lambda -
COL
Islas genémicas
vsad set, Ipl set, Ipl set, Ipl set, Ipl set, Ipl set, Ip/ set, Ip/
vsaf Spl, lukDE | Spl, lukDE Spl, IukDE, | Spl, IukDE, | Spl, hysa Spl, IukDE, | Spl,  IlukDE,
bsa bsa bsa bsa
Islas de patogenicidad
Sapl 1 - - - - - seb, ear, seg, | -
sek
Sapl 2 sel, sec3, | sefl, sec3, tst | - - - - -
tst
Sapl 3 - fhud ear, se12, | - - - -
sec4
Sapl 4 - - - - - - -
Sapl 5 - - - - - - seqz2, sek2
Elemento SCCmec
SCCmec tipo | - - mecA
SCCmec tipo Il mecA mecA - - mecA - -
SCCmec tipo IV - - mecA - - mecA
plasmidos
I ble, kan ble, kan - - ble, kan tet -
I . | cadDX, - blaZ, cadD blaz, cadD cadAC, - tetK
1} - AacA-aphD, - - - - ermc, ileS
Transposones
Tn554 ermA, spc ermA, spc - - ermA, spc - -
Tn552 - - - - blaz - -
Tn5801 - tetM - - - - .
Tn916-like - - - - - - -
Secuencias Multilocus
STS ¥ +
ST1 + +

Tomada de (Shittu, 2007)




1.6.2.2 Islas gendémicas

Dos tipos de islas gendmicas (vSaa y vSaP ) han sido identificadas en todos los
genomas secuenciados de S. aureus. La isla gendémica vSaa porta genes de
exotoxinas estafilococicas (set) y lipoproteinas (Ip/) capaces de inducir la produccion de
citocinas proinflamatorias por células mononucleares periféricas. vSaf3 difiere entre
cepas por la presencia o ausencia de algunos genes; el grupo de genes vSaf3 de las
cepas N315, Mu50 y MRSA252 son superantigenos, compuestos por 6 genes de
enterotoxinas, mientras que las cepas MW2, MSSA476 y FPR3757 poseen un grupo de
genes designado como bsa, los cuales codifican para bacteriocinas putativas, la
bacteriocina es util en la competicion con otras especies bacterianas para colonizacion
en humanos, la cepa MRSA252 porta el gen hialuronato lyasa (hysA). En la tabla 1 se
muestran los genes que contienen las islas gendmicas vSaa y vSaf} para cada una de

las cepas secuenciadas (Shittu y col, 2007).

1.6.2.3 Islas de patogenicidad.

Las islas de patogenicidad (SaPls) frecuentemente portan genes de
superantigenos como la toxina 1 del sindrome de choque toxico 1 (tst), causante del
sindrome de choque toxico y las enterotoxinas B y C que producen intoxicacion
alimentaria. Estas islas portan aproximadamente la mitad de las toxinas de S. aureus o
factores de virulencia y contribuyen a la potencial patogenicidad de S. aureus, pueden
integrarse en sitios especificos y transferirse horizontalmente con ayuda de
bacteriéfagos. El genoma de las cepas N315 y Mu50 poseen los genes de
superantigenos se?, se3 y tst, la cepa Mu50 porta el gen fhuD que posiblemente
codifica para un transportador de hierro ABC, este transportador podria conferir
ventajas selectivas a Mu50 en tejido humano. Por su parte la cepa MSSA476 no tiene
una isla de patogenicidad en su genoma mientras que la cepa MRSA252 porta un
elemento semejante a SaPls, SaPl4. Asimismo, una nueva isla de patogenicidad se
identifico en FRP3757, SaPI5 y dos enterotoxinas (seq y sek) que estan cercanamente
relacionados a los genes observados en la cepa COL. Tabla 1 (Diep y col, 2004; Shittu
y col, 2007).
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1.6.2.4 Casete cromosomal estafilocécico (SCC)

SCCmec es es un elemento genético movil, que se inserta al final del extremo 3’
de un marco de lectura abierta (“open reading frame”, ORF), denominado orfX, en un
sitio unico (aftBscc), cerca del origen de replicacion de S. aureus. El SCCmec esta
formado por el complejo gen mec, el complejo gen ccr (‘cassette chromosome‘
recombinase”) y las regiones J (“junkyard”). El complejo gen mec esta compuesto de los
genes 1S431mec, mecA, y un conjunto de genes reguladores: mecR1 y mecl. La
secuencia de insercion 1S431 facilita la adquisiciéon de resistencia a los antibioticos y la
resistencia al mercurio. Su movilidad se debe a la presencia de dos genes especificos
unicos, ccrA y ccrB que codifican las llamadas recombinasas del casete cromosomico,
estos genes median la integracion del elemento SCCmec dentro del cromosoma y su
escision exacta. El resto del elemento SCCmec esta compuesto de regiones J que
estan localizadas entre y alrededor de los complejos mec y ccr y contienen varios genes
o pseudogenes que no parecen ser esenciales o Utiles para la bacteria, aunque
notables excepciones incluyen plasmidos o transposones que median genes de
resistencia para antibiéticos no beta lactamicos o metales pesados. Figura 3. (Shore y
col, 2005; Bustos-Martinez y col, 2006; Shittu y col, 2007).

mecR1
pUB110 Tn554

.
- e

5’

mecA

\V/,

Figura 3. Representacion esquematica del SCCmec de la cepa MRSA con los
siguientes elementos: region reguladora del gen mecA compuesta por los genes
mecl y mecR1, plasmidos (pUB110), secuencias de insercion (1IS431), transposones
(Tn554) y genes cromosémicos de las recombinasasas (ccrA y ccrB).

Los elementos SCCmec se clasifican en tipos |, I, lll, IV, y V, en base a los
polimorfismos genéticos en los complejo del gen mec y en el tipo de complejo ccr que

ellos poseen y son clasificados en subtipos de acuerdo a las diferencias en su region J.
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En la tabla 1 se mencionan los tipos de casetes cromosomales para cada una de las
cepas secuenciadas (Bustos-Martinez y col, 2006).

Los elementos SCCmec difieren uno de otro en su repertorio de determinantes de

resistencia a los antibiéticos. Las cepas de S. aureus intrahospitalarias contienen el
SCCmec tipo |, Il y lll, mientras que la mayoria de las cepas de S. aureus adquiridas en
la comunidad tienen los elementos genéticos SCCmec tipo IV y V. El tipo |, contiene el
gen mecA como Unico determinante de resistencia, mientras que los tipos Il y lll
contienen multiples determinantes de resistencia a antibioticos no beta lactamicos y son
responsables de el fenotipo de multirresistencia cominmente encontrado en
aislamientos MRSA nosocomiales; los tipos IV y V contienen el gen mecA con o sin
genes adicionales de resistencia a otros antibioticos explicando la tendencia hacia la
susceptibilidad a la mayoria de los antibiéticos en estas cepas (Crawford y col, 2005;
Bustos Martinez y col, 2006; Zhang y col, 2005).
Los elementos SCCmec tipo IV y V por su tamafio mas pequefios son mas facilmente
transferidos a otras cepas de S. aureus que los elementos mas largos SCCmec (tipos |,
I, y Ill). Esto trae como consecuencia que se muevan rapidamente entre los diversos
ambientes genéticos de las cepas de S. aureus sensibles a meticilina que circulan en la
comunidad, aumentando la probabilidad de tener nuevas cepas CA-MRSA (Crawford,
2005 y col, Bustos-Martinez y col, 2006, Shittu y col, 2007).

1.6.2.5 Plasmidos

Los plasmidos de S.aureus albergan genes que cadifican para resistencia a
antibioticos, metales pesados e incluso genes de virulencia como la toxina B exfoliativa
y algunos superantigenos. La cepa MW?2 tiene un gen de resistencia a penicilina (blaZ)
y un gen de resistencia a cadmio (cadD) en el plasmido pMW2; La cepa N315 en el
plasmido pN315 contiene un gen de resistencia a cadmio (cadD) y un gen de
resistencia a arsenato (arsRBC); la cepa Mu50 tiene el plasmido pMu50 que porta el
gen de resistencia a aminoglucoésidos (aacaphD); La cepa MRSA252 en el plasmido
pUB110 contiene genes de resistencia a Kanamicina; la cepa COL contiene el gen de
resistencia a tetraciclina en el plasmido Pt181. Tres plasmidos fueron identificados en la
secuencia del genoma de la cepa FPR3757 incluyen pUSA02, que codifica para

resistencia a tetraciclina (tetK), el plasmido pUSA03 que porta el gen de resistencia a
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eritromicina (erm), el tercer plasmido Pusa01 no ha sido identificado. Tabla 2 (Diep,
2006; Shittu, 2007).

1.6.2.6 Transposones

Los trasposones y secuencias de insercion pueden integrarse en cualquier locus
del cromosoma bacteriano y se cree que contribuyen de manera importante a la
adaptabilidad de S. aureus a ambientes inhospitos. Tn554 es un transposén que
codifica resistencia a espectinomicina y a los antibiéticos macroélidos, lincosamidas y
estreptogramina B. Dos copias de TN554 fueron observadas en el genoma de las cepas
N315, Mu50 y MRSA252, otro transposon conjugativo, Tn5801 fue encontrado en la
cepa Mu50, el cual porta el gen (tetM) que codifica para resistencia a tetraciclina y
minociclina, el cromosoma de la cepa MRSA252 contiene el transposon Tn552 que
codifica para los genes de resistencia Blal, BlaR y BlaZ inducidos por B lactamasas.
Transposones en el genoma de las cepas MW2 y MSSA476 son escasos. Tabla 2
(Shittu y col, 2007).

2 Factores de virulencia

S. aureus produce una gran variedad de proteinas que contribuyen a su
capacidad para colonizar y causar enfermedades en el ser humano. Casi todas las
cepas de S. aureus producen un grupo de enzimas y citotoxinas. Dentro de estas hay
cuatro hemolisinas (alfa, beta, gamma, y delta), nucleasas, proteasas, lipasas,
hiarulonidasas y colagenasas. La funcion principal de estas proteinas es la de ayudar a
degradar los tejidos locales del huésped para convertirlos en nutrientes para las
bacterias. Algunas cepas producen proteinas adicionales como la toxina 1 del sindrome
de choque toxico (TSST-1), las enterotoxinas estafilocdcicas (SE), las toxinas
exfoliativas (ETA y ETB) y la leucocidina de pantone valentine (PVL) (Dinges, 2000). S.
aureus posee otro grupo de proteinas asociadas a la pared celular, que le sirven para
adherirse al tejido del huésped como: las proteinas de unién a fibrinbgeno vy
fibronectina, colageno, coagulasa y la proteina A que esta involucrada en la evasion de
la respuesta inmune del huésped. En la tabla 2 se muestra una clasificacion de los
factores de virulencia de S. aureus teniendo en cuenta si forman parte estructural de la

bacteria o si son enzimas o toxinas.
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Tabla 2. Principales factores de virulencia de S. aureus

Estructurales Enzimas Toxinas
Peptidoglicano Catalasa Hemolisina alfa
Proteina A Hiarulonidasa Hemolisina beta
Proteinas de union a fibrinégeno | Lipasas Hemolisina gama
Proteinas de union a fibrina Coagulasa Hemolisina delta
Proteinas de union a colageno Nucleasas Leucocidin Pantone Valentine
coagulasa Proteasas (PVL)
Estafiloquinasa Enterotoxinas estafilococicas
Colagenasa (SE)
Toxina 1 del sindrome de
choque téxico (TSST-1)
Toxinas exfoliativas (ETAy ETB)

Tomada de: Bustos-Martinez, 2006

2.1 Produccion de factores de virulencia

El crecimiento y la sobrevivencia de una bacteria dependen de su capacidad para
adaptarse a cambios ambientales. S. aureus ha evolucionado muchos mecanismos para
superar estos cambios particularmente en una infeccion. Una curva de crecimiento de S.
aureus en condiciones ideales se divide en tres fases: lag, exponencial y estacionaria
como lo muestra la Figura 4. En la fase lag la bacteria inicia una infeccion, cuando entra
a la fase exponencial se multiplica y sintetiza proteinas de superficie (Proteina A, proteina
de union a fibrindgeno, a fibronectina, a colageno, a vitronectina, el factor clumping),
proteinas esenciales para su crecimiento, adhesion y divisién celular. Durante la fase
pos-exponencial se activan mecanismos que sensan la densidad poblacional, lo que
resulta en la produccion de toxinas y exoproteinas (hemolisinas alfa, beta, gama, delta,
nucleasas, lipasas, enterotoxinas, TSST-1), esto le permite a la bacteria escapar de una
infeccién localizada (absceso). En la fase estacionaria se disemina a nuevos sitios, donde

el ciclo es repetido (Harris y col, 2002; Koszcol y col, 2006; Peng, 1998).
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Figurad4. Modelo de la produccion de factores de virulencia en las infecciones
producidas por S aureus. En la fase lag la bacteria inicia una infeccion. Cuando
entra a la fase exponencial, sintetiza proteinas de superficie y proteinas esenciales
para crecimiento y division celular. Durante la fase pos exponencial se activan mecanismos
que sensan la densidad poblacional, lo que resulta en la produccioén de toxinas y exoproteinas.
En la fase estacionaria se disemina a nuevos sitios, donde el ciclo es repetido (Harris y col, 2002)

2.2 Gen regulador accesorio estafilococico (Sistema quorum sensing)

S. aureus sintetiza un gran numero de proteinas extracelulares que son
importantes durante la patogénesis. Estas incluyen varias toxinas citoliticas (a, g8, v, y
0), la toxina | del sindrome de choque téxico (TSST-1), la leucocidina, la coagulasa, la
proteina A y varias enzimas hidroliticas. En S. aureus como en otras bacterias la
patogenicidad es multifactorial y los genes que codifican para los factores de virulencia
estan sujetos a una regulacion coordinada.

Estos sistemas regulatorios le permiten a la bacteria responder a cambios en su
entorno durante el proceso de infeccion y adaptar la expresion de los genes de
virulencia de una manera apropiada.

QS es un mecanismo de sefalizacion célula- célula que se refiere a la capacidad
de la bacteria para responder a moléculas guimicas llamadas autoinductores, cuando el
autoinductor alcanza una concentracion critica umbral la bacteria lo detecta y responde

a esta sefal, alterando la expresion de sus genes. El QS fue primero descrito en la
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regulacién de bioluminiscencia en Vibrio fischeri 'y Vibrio harveyi (Peng, 998; Reading,
2006; Koszcol, 2006).

El sistema QS que utiliza S. aureus es uno de los mas estudiados en organismos gram
positivos y estd codificado en el locus agr (gen regulador accesorio), el cual esta
constituido por dos transcritos divergentes, RNAIl y RNAIIl que se originan de los
promotores p2 y p3 respectivamente (Figura 5). El operon P2 codifica para cuatro
proteinas que generan el mecanismo del QS. AgrB es una proteina transmembranal
que esta involucrada en: a) El procesamiento del producto de agrD a un octapéptido, b)
La secrecion del péptido autoinducido (AIP) y c¢) La modificacion del AIP a una
tiolactona ciclica. AgrA y AgrC forman un sistema regulador de dos componentes en el
que AgrC (histidin cinasa), se une al octapéptido AIP, y activa a AgrA el regulador de la
respuesta, la activacion de AgrA conduce a un aumento de la trascripcion de los
promotores P2 y P3 en la fase de crecimiento pos-exponencial cuando el péptido sefial
AIP alcanza la concentracion umbral. El incremento en la transcripcion del operon P3
resulta en el incremento de RNAIIl intracelular. RNA llI, es la molécula efectora del
sistema agr y codifica para la toxina delta hemolisina via el gen hid, pero lo mas
importante es que induce la transcripcion (y en algunos casos la traduccion) de varios
factores de virulencia secretados, incluyendo las hemolisinas (alfa, beta, gama y delta),
la toxina-1 del sindrome de choque tdxico, al mismo tiempo que reprime la expresion
de varios factores de virulencia asociados a la superficie celular como la proteina Ay la

coagulasa (Goerke y col, 2000; Gilot y col, 2002; Reading y col, 2006).
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Fig 5 Gen regulador accesorio (agr) de S. aureus. El operon P2 codifica via RNAIl para cuatro proteinas que
participan en el mecanismo de sefalizacién que activa el sistema Quorum sensing , mientras que el transcrito del
operon P3, RNAIIl, actia como la molécula efectora del locus agr. Reguladores adicionales a este sistema como
sarA pueden influir en la expresion de los genes de virulencia. Estos reguladores adicionales permiten a la bacteria
responder a sefiales ambientales ademas de la densidad celular bacteriana (Yarwood y col, 2003).

interesantemente Ji y col (1997) describieron que el AIP producido por una cepa
dada de S. aureus activa su propio locus agr pero puede inactivar la expresiéon de agr
de otras cepas. Este fendmeno se debe a polimorfismos en la region variable del locus
agr que comprende la secuencia nucleotidica codificada por agrD, dos terceras partes
de la regién C terminal de agrB y la mitad de la porcion N terminal de agrC, lo que
conduce a la clasificacién de aislados de S. aureus en 4 grupos. (I-1V). (Fig 6). (Jiy col,
1997; Jarraud y col, 2002; Dufour y col, 2002; Moore y col, 2001; Gilot y col, 2002).
Diversos estudios han reportado que grupos especificos agr se asocian con diferentes
situaciones clinicas por ejemplo, S. aureus con resistencia a meticilina adquiridos en la
comunidad comunmente pertenecen al grupo agr /Il y generalmente median
enfermedades asociadas a TSST-1 (Naimi y col, 2003, Sakoulas y col, 2002), mientras
que los aislados en los nosocomios son altamente enriquecidos en el grupo agr //, y se
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asocian con enfermedades como impétigo buloso (Sakoulas y col, 2003, Moore y col,

2001). Por su parte, las cepas productoras de exfoliatinas son principalmente del grupo

agr IV (Jarraud y col, 2002, Dufour y col, 2002), finalmente se ha sugerido una probable

asociacion entre resistencia a vancomicina y el tipo agr | y Il (Gilot y col, 2002; Reading

y col, 2005).

B>

B1 c2

Figura 6. Mapa esquematico del operon agr (P2) de S. aureus. Los 4 miembros del operon
agr estan representados con la posicion de los primers usados en este trabajo. agrC vy
agrA codifican para los componentes del sistema de transducion de sefales: el receptor
histidin protein- cinasa y el regulador de la respuesta respectivamente. Mientras que agrB y
agrD se combinan para generar el ligando activado para el receptor. Las flechas grandes
indican la direccién de la transcripcion de cada gen. Las flechas pequefias indican la
posicién de los primers usados para amplificar los cuatro tipos agr. La longitud de los primers
no esta a escala pero los extremos 5° estan correctamente posicionados (Gilot y col, 2002).

Otra conducta bacteriana regulada por el sistema agr- Quérum sensing es la

formacion de biofilm. El Biofilm son comunidades microbianas embebidas en una matriz

polimérica extracelular producidas por ellas mismas. Las bacterias asociadas a biofilm

muestran resistencia innata a antibidticos, desinfectantes. Estas propiedades

contribuyen a la persistencia de las infecciones por S. aureus asociadas a biofilm.

Se han descrito dos estadios en la formacion de biofilm estafilococico.

s

Primer estadio involucra la adhesion de las células a la superficie, este
estadio en la formacién de biofilm probablemente sea mediado por
adhesinas asociadas a la pared celular.

Segundo estadio en el desarrollo del biofilm incluye la multiplicacion
celular y la formacion de una estructura madura que consiste en muchas
capas celulares, este estadio se asocia con la produccion de factores
extracelulares incluyendo la adhesina polisacérida intercelular
componente de la matriz extracelular. (Yarwood y col, 2003; Volper y col,
2004).
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2.3 Proteina A

La proteina A (Spa) es la principal proteina de superficie de S. aureus, esta
presente en mas del 90% de las cepas y representa el 7% peso/volumen de la pared
celular. Su papel como factor de virulencia en las infecciones por S. aureus han sido
extensamente estudiadas, tiene la capacidad de unirse a la fraccion FC de las
inmunoglobulinas G, lo que le permite evadir la respuesta inmune del huésped al evitar
la opsonizacion mediada por las IgGs e inhibir la fagocitosis, se estima que hay 80,000
sitios de unién a IgG por célula de S. aureus, se ha demostrado que las cepas de S
aureus con un alto contenido de Spa son mas resistentes a la fagocitosis que las cepas
con menos Spa. (Cheung y col, 1987; 1997; DeDent y col, 2007). En modelos animales,
cepas mutantes Spa causan menos infecciones severas que las cepas silvestres (Harris
y col, 2000).

2.4 Hemolisinas
Las hemolisinas de S. aureus poseen varias actividades biologicas y se clasifican
en las siguientes:

e Alfa hemolisina tiene efectos letales sobre una amplia variedad de tipos
celulares entre ellos los leucocitos polimorfonucleares humanos; ademas, lisa
eritrocitos de varias especies animales. La toxina es dermonecrotica por
inoculacion subcutanea y es letal para los animales cuando se les inyecta por via
intravenosa. También es una potente neurotoxina. Esta toxina es responsable
del halo de eritrocitos hemolisados que se observa alrededor de las colonias que
se desarrollan en agar sangre de carnero.

e Beta hemolisina es una esfingomielinasa que tiene actividad contra una
variedad de células. Es una hemolisina térmica; es decir que sus propiedades
hemoliticas son incrementadas por la exposicién posterior de los eritrocitos a
bajas temperaturas.

e Gama hemolisina actia fundamentalmente como surfactante y también es
capaz de activar a la adenilato ciclasa, lo que resulta en la produccién de AMP
ciclico (mecanismo de accién similar al de la toxina colérica; esta actividad
enzimatica puede tener importancia en la diarrea observada en asociacion con
ciertas enfermedades como el sindrome de choque toxico y la intoxicacion
alimentaria estafilococica.
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o Delta hemolisina. Es un polipéptido de 26 aminoacidos el cual es secretado sin
un péptido sefal, puede formar canales selectivos en las capas fosfolipidicas y
es litico para un amplio rango de células incluyendo neutréfilos, macrofagos y
una gran variedad de eritrocitos de mamiferos, asi como estructuras
subcelulares rodeadas por membrana como esferoplastos y protoplastos. No se
sabe si induce la liberacion de mediadores de la inflamacion. El 97% de las
cepas de S. aureus produce delta hemolisina. Tiene actividad dermonecroética y
puede ser letal en animales de laboratorio a concentraciones elevadas. Se ha
propuesto que la hemolisina delta actia como surfactante disgregando la

membrana celular (Janzon y col, 1990; Bustos-Martinez y col, 2006).

3 Resistencia antibidtica en S. aureus

En la actualidad las cepas de S. aureus tienen un amplio rango de resistencia a
los antibiodticos y se pueden encontrar cepas resistentes y multirresistentes. La
adquisicion de esta resistencia se debe principalmente al intercambio de manera
horizontal de genes que son transportados por elementos genéticos moviles como
plasmidos, transposones y secuencias de insercion. En la tabla 3 se muestra un
resumen de los principales antibidticos a los que se ha encontrado resistencia en cepas
de S. aureus. Se indican los genes involucrados, los productos del gen y su mecanismo
de resistencia (Paulsen y col, 1997; Projan y col, 2000, Bustos-Martinez y col, 2006).

Los antibidticos pueden ejercer su accion de forma bacteriostatica (Inhibiendo
temporalmente el crecimiento de la bacteria) 6 bactericida (destruyendo la viabilidad
celular), mediante los siguientes procesos:

A.- Inhibiendo la sintesis de la pared celular, como los beta lactamicos y
glicopéptidos, que acttan inhibiendo distintos procesos implicados en la sintesis del
peptidoglicano.

B.- Inhibiendo la sintesis proteica, actuando a diferentes niveles en las
subunidades ribosomales 30S y 50S, como ocurre con los antibioticos del grupo de los
aminoglucosidos, tetraciclinas, macrolidos, lincosamidas, estreptograminas, cetolidos,
cloranfenicol, acido fusidico o mupirocina.

C.- Bloqueando la sintesis de los acidos nucleicos, como sulfonamidas y trimetoprim

que actuan inhibiendo el metabolismo del acido félico, quinolonas que interfieren en la
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sintesis de la replicacion del ADN por inhibicién del ADN girasa o rifampicina que afecta

la transcripcion inhibiendo la ARN polimerasa dependiente del ADN (Fuchs y col, 1994,

Maranan y col, 1997).

Tabla 3. Principales antibidticos en los que se ha encontrado resistencia en cepas de S. aureus

.Antimicrobiano

Producto del gen

Genes resistencia

Mecanismo de resistencia

B lactamicos B lactamasa blaZ Hidrdlisis enzimatica del anillo
lactamico.
PBPs Mec A baja afinidad para PBPs
Amino glucésido RNAr 30S aacA-aphD, aadA, aadD, Modificacion  por  acetiltransferasas,
aadD, aphA, aphC, spc, | adeniltransferasas o alteracion
StrA. ribosomal de las fosfotransferasas.
Fluoroguinolonas DNA girasa gyrA / gyrB norA griA Mutaciones en los genes de la DNA

Bombas de
gen de la DNA

girasa, expulsion,

Mutaciones _en el

Fosfomicina Sintesis del acido N-acetil | fosB Modificacion por una glutatione-S-
muramico transferasa
Acido fusidico Factor de elongacion G fusA/fusB Alteracion en el factor de elongacion
G/disminucion de la permeabilidad
Glicopéptidos Complejos D-Ala-D-Ala desconocido Secuestro por la pared celular

Macroélidos, lincosamidas

RNAr 50s

ermA, ermB, ermC, msrA

Metilacion del RNAr, Bombas de

expulsion

Rifampicina Subunidad B " de la RNA | rif Alteraciones en la RNA polimerasa
polimerasa
Sulfonamidas Sintesis de acido SulA Sobreproduccion de acido p-
tetrahidrofélico aminobenzoico
Tetraciclinas RNAr 30s tetA(K)/ Bombas de expulsion
tetA(L) Proteccion ribosomal
tat AN\
Trimetoprim Sintesis del acido drfA Bypass por una dehidrofolato reductasa

tetrahidrofolico

Paulse, 1997; Projan, 2000; Bustos-Martinez, 2006
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3.1 Principales grupos de antibiéticos utilizados en el tratamiento de

infecciones producidas por S. aureus

Los beta lactamicos son los antibacterianos mas utilizados, tanto en la
comunidad como en el ambito hospitalario debido a sus cualidades, las cuales son:
actividad bactericida, eficacia, escasa toxicidad y amplio margen terapéutico. Son
acidos organicos, la mayoria solubles en agua y se ionizan en solucion, hecho que
dificulta su difusion a través de las membranas. Actuian sobre el peptidoglicano de la
pared celular bacteriana, inhibiendo la Ultima etapa de su sintesis e induciendo su
destruccion, para ello deben llegar a su blanco de accion, las PBPs por sus siglas en
ingles penicillin binding proteins o proteinas que se unen a las penicilinas. La
inactivacion de las PBPs se hace por formacion de complejos covalentes con los , por lo
tanto el efecto de un determinado B lactamico depende de la afinidad que tenga por las
diferentes PBPs, ya que cada [ lactamico tiene una afinidad maxima para una PBP
concreta. Esta afinidad se define a concentraciones bajas de antibiéticos, puesto que si
se aumenta la concentracion pueden ser inhibidas otras PBPs (Sanchez, 2004, Nufiez,
2006).

Los macrélidos, lincosamidas y estreptograminas son antibidticos muy
usados en el tratamiento de las infecciones estafilocdcicas. Actuan a nivel del RNA
ribosomal 23S de la subunidad 50S del ribosoma. Inhiben la fase de elongacion de la
sintesis proteica por bloqueo de la translocacion o de la transferencia peptidica
(Sanchez, 2004).

Los cetdlidos son derivados de la eritromicina A, macrélido de 14 atomos de
carbono. El primer cetolido comercializado, la telitromicina, actia por inhibicion de
ensamblaje de las subunidades 30S y 50S y por bloqueo de los péptidos, por lo que
inhibe igualmente la sintesis de proteinas (Fluit y col, 2001).

Los glucopéptidos como la vancomicina y la teicoplanina, ambos poseen una
excelente actividad frente a bacterias gram positivas. EI mecanismo de accion de estos
farmacos consiste en inhibir la sintesis de la pared celular bacteriana, evitando la
polimerizacion del peptidoglicano mediante la formacion de un complejo con el
precursor D-alanil D-alanina. Secundariamente alteran la permeabilidad celular y la
sintesis de RNA, ejercen una rapida accion bactericida, pero solo sobre bacterias en
crecimiento activo. La vancomicina se une a los monémeros de mureina (D-Ala-D-Ala)

anclados en la membrana citoplasmatica .y esto evita que el monémero de mureina sea
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incorporado en la cadena naciente del peptidoglicano, (Reynolds y col, 2003; Baddour
y col, 2006, Reipert y col, 2003).

3.2 Evolucion de la resistencia antibiética en S. aureus
S. aureus fue el primer microorganismo en poner de manifiesto resistencia a los
antimicrobianos y ser capaz de desarrollar mecanismos intrinsecos o adquiridos que le
han ido confiriendo resistencia a la mayoria de los antimicrobianos utilizados para el
tratamiento de las infecciones estafilococicas.

La introduccién de la penicilina a principios de los afios 40 como tratamiento en
las infecciones causadas por S. aureus abatié de manera importante las enfermedades
ocasionadas por este microorganismo. Sin embargo, un afio después de su utilizacion
ya se tenian cepas de S. aureus resistentes a la penicilina, para 1946, en Inglaterra se
observd que aproximadamente el 60% de los aislamientos eran resistentes a la
penicilina. Durante los afios 50 se diseminaron las cepas resistentes a penicilina, asi
como a los antibioticos recién introducidos: eritromicina, cloranfenicol, estreptomicina y
tetraciclina. Actualmente mas del 80% de las cepas de S. aureus aisladas de hospitales
son resistentes a la penicilina (Barber y col, 1947; Shanson y col, 1981; Bustos-
Martinez y col, 2006).

Debido a la resistencia a la penicilina de las cepas de S. aureus, en 1959 se
introdujo la meticilina, una penicilina, semisintética que resiste la accion de la
betalactamasa que degrada la penicilina; ésta nueva droga permitid volver a tener un
control sobre las infecciones por S. aureus. Sin embargo, esta nueva situacion duro
poco, ya que en 1961 aparecen las primeras cepas resistentes a meticilina aisladas en
Inglaterra por Jevons y Knox en 1961. Dos afios después aparece el primer brote
epidémico de infeccion nosocomial por SAMR en el Reino Unido (Stewart, 1963),
durante los afios 70s SAMR disminuyo casi hasta cero, para reaparecer a mediados de
la década de los 80s. Desde entonces se ha convertido en un problema en hospitales,
alcanzando hasta el 50% de los aislamientos y diseminandose a la comunidad
(Rodriguez y col, 2005). Los aislamientos de SAMR presentan resistencia intrinseca a
todos los beta lactamicos, incluidas las cefalosporinas y carbapenemos (Schaefler,
1989). En la actualidad mas del 90% de SAMR presentan resistencia a la mayoria de
los antibioticos utilizados para el tratamiento de las infecciones por S. aureus. En la

ultima década se han documentado casos de S. aureus con sensibilidad disminuida a
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vancomicina (Hiramatsu, 1997) mas recientemente se han descrito casos en USA de
cepas de S. aureus con alto nivel de resistencia a vancomicina (CDC, 2002, 2004,
Chang y col, 2003; Tenover y col, 2004).
3.3 Mecanismos de resistencia
3.3.1 Resistencia antibioticos beta lactamicos
a) Generalidades penicilinas semisintéticas.

Los antibiéticos beta lactamicos constituyen uno de los grupos mas importantes
dentro de la terapéutica antiinfecciosa puesto que continuan siendo el tratamiento de
primera eleccion en numerosos procesos infecciosos. Su descubrimiento se debe a
Fleming quien en 1928 denomind penicilina a la sustancia producida por un hongo,
penicilium notatum, que provocaba la lisis de diferentes especies de S. aureus
(Fleming, 1929).

La familia de los antibioticos beta lactamicos se define quimicamente por la
presencia de un anillo betalactamico, que en si mismo carece de actividad
antimicrobiana necesitando ser activado por otros radicales para que pueda unirse a las
dianas donde ejerce su accion (PBPs). La naturaleza de los radicales esenciales que se
unen al anillo betalactamico define las diferentes clases o grupos de antibiéticos beta
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactames, carbapenemes e inhibidores de
betalactamasas) (Neuhaus, 1992).

Las penicilinas son un grupo de antibiéticos de origen natural semisintético, que
tienen un nucleo base comun que es el acido 6-aminopenicilanico (6-APA). Posee una
cadena lateral (R) en la posicion 6 que varia de unas penicilinas a otras y es la que
define sus propiedades farmacocinéticas, el espectro, la actividad y la resistencia a
betalactamasas.

La primera penicilina natural. La penicilina G o benzilpenicilina, se obtuvo en
1929 del hongo Penicillium chrysogenum y se introduce de forma terapéutica en la
década de los 40 para el tratamiento de las infecciones estafilococicas (Abraham,
1941); pero su actividad fue rapidamente anulada por la capacidad de los estafilococos
para producir penicilinasas o betalactamasas, enzimas que hidrolizan el anillo
betalactamico inactivando los antibidticos beta lactamicos (Kirby, 1944).

Con objeto de evitar la accion degradativa de la penicilinasa, se modifico la
estructura quimica del 6-APA mediante la agregacion de distintas cadenas laterales, lo

que permitié desarrollar un nuevo grupo de antibioticos beta lactamicos, las penicilinas

24



semisintéticas. La primera de este grupo es la dimetoxibenzil penicilina o meticilina cuya
cadena lateral la hace resistente a la accion hidrolitica de la betalactamasa
estafilococica. Presenta el inconveniente de que es inestable al pH gastrico y requiere
administracion parenteral, por lo que posteriormente se fueron sintetizando nuevos
compuestos acidos estables como la oxacilina, cloxacilina y flucloxacilina. Ahora, la
meticilina ya no es un agente de eleccién en el manejo clinico ni para evaluar la
susceptibilidad de S. aureus. Sin embargo, el acronimo MRSA es aun usado por la
mayoria para describir estos aislamientos.

b) Mecanismo de resistencia a penicilina: la resistencia a las penicilinas se
debe a la produccion de una penicilinasa plasmidica, inducible que inactiva la penicilina
G, las carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. EI mecanismo de induccién consiste en
que la penicilina y sus analogos favorecen la produccion de una proteina antirrepresora
que, al inhibir el gen represor de la B lactamasa (blal) aumenta la sintesis de
lactamasa (Imsade, 1978). Esta penicilinasa es inactivada por los inhibidores de de f
lactamasas (acido clavulanico, sulbactam, tazobactam). Las cefalosporinas no son
hidrolizadas.

c) Mecanismo de resistencia a meticilina: El mecanismo de resistencia a
meticilina fue descubierto en 1981 con la identificacion de alteraciones en la afinidad de
las proteinas que se unen a las penicilinas o PBPs en SAMR (Hayes y col, 1981;
Hartman y col, 1981). La meticilina es una penicilina semisintética que resiste la accion
de la beta lactamasa que degrada la penicilina. La resistencia a meticilina implica
resistencia intrinseca a todos los beta lactamicos incluidas cefalosporinas vy
carbapenemes.

Las PBPs son enzimas localizadas en la membrana bacteriana que catalizan las
reacciones de transpeptidacion del peptidoglicano durante la sintesis de la pared celular,
y son inhibidas por los beta lactdmicos, incluida la meticilina. Las cepas SAMR ademas
de sintetizar estas proteinas se caracterizan por desarrollar una PBP de baja afinidad
por los antibidticos beta lactdmicos denominada PBP2A o PBP2’; esto permite que
cuando las PBPs estan inhibidas por la presencia de meticilina, la PBP2A continua
activa manteniendo la sintesis de la pared celular (De Lencastre, 1991). Asimismo, la
PBP2A difiere de las PBPs en que en su sitio activo se bloquea la uniéon a cualquier f

lactamico, permitiendo que la reaccion de transpeptidacion se lleve acabo (Lim, 2002).
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El determinante genético de resistencia a meticilina es el gene mecA, de
localizacién cromosomica, que codifica la sintesis de la PBP2A (Hartman, 1984,
Ubukata, 1985; Chambers 1985). Esta secuencia cuenta con dos genes reguladores: el
gen mecR1 o gene regulador de la sefal de transduccion del gene mecA y el gene
Mecl, que codifica la proteina represora de la transcripcion del gene mecA (De
Lencastre, 1994). La transcripcion del gen mecA se produce cuando el B lactamico
llega a la célula y se une al receptor dominio de unién a penicilina de la membrana
citoplasmatica codificado por el gene mecR1, desencadenando una sefial que induce a
la proteasa autocatalitica a unirse a mec/, el cual esta bloqueando la region operadora
de mecA, de esta manera queda libre el operador de mecA siendo posible la expresion
de PBP2A (Hiramatsu, 2001).

3.3.2 Resistencia a macrélidos- lincosamidas-estreptograminas-cetélidos
(MLSK)

a) Caracteristicas generales del grupo MLSK

Los macrélidos, lincosamidas, estreptograminas y cetélidos constituyen el grupo

de antibiéticos denominado MLSK. A pesar de tener estructuras quimicas diferentes,
poseen mecanismos de accion y de resistencia e indicaciones semejantes.
Los macrolidos son antibidticos de naturaleza lipidica obtenidos del género
Streptomyces y Micromonospora. Su estructura quimica consiste en un anillo lactonico
macrociclico unido por un enlace glucosidico a deoxiazicares aminados. El numero de
atomos de carbono del anillo lactonico permite clasificar a los macrélidos en tres
grupos: macrélidos de 14 atomos (Eritromicina) de 15 atomos (Claritromicina,
azitromicina), de 16 atomos (Espiramicina, Josamicina). El antibiético tipo es la
eritromicina. Esta formada por una mezcla de compuestos, de los cuales la eritromicina
A es el mas representativo.

Las lincosamidas incluyen dos antibioticos: la lincomicina y su derivado clorado,
la clindamicina se utiliza en clinica por su mejor biodisponibilidad y mayor actividad.
Desde el punto de vista quimico estan constituidos por un &cido aminado y un azucar
unidos por una amida.

Las estreptograminas son antibidticos producidos por diferentes especies del genero
Streptomyces los dos componentes son la quinupristina (Estreptogramina B) y la

Dalfopristina (Estreptogramina A), derivados solubles semisintéticos. Quimicamente no
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estan relacionadas pero actuan de manera sinérgica. La Estreptogramina A es una
macrolactona poliinsaturada y la Estreptogramina B un hexapéptido ciclico (Nadler,
1999).

Los cetdlidos son una nueva familia de antibioticos semisintéticos derivados de
eritromicina A que se ha sustituido uno de los azucares por un grupo ceto. La perdida
del azcar determina que la molécula sea menos sensible al pH &cido y al desarrollo de

los mecanismos de resistencia bacteriana (Balfour, 2001).

b) Mecanismos de resistencia del grupo MLSK

La resistencia en este grupo de antibioticos puede producirse por cuatro
mecanismos:

1) Modificacién y alteracién de la diana (RNA ribosomal 23S): La accién de
metilasas codificadas por genes erm (A, B 'y C y en menor grado F e Y) son el
mecanismo de resistencia mas frecuente.

Los genes ermA y ermB son cromosomicos y se encuentran en los
transposones, Tn554 y Tn551 respectivamente, mientras que el gen ermC se localiza
en un plasmido, pMS97, que esta presente en S. aureus (Matsuoka, 1998). La
presencia de genes erm confiere resistencia cruzada a macrolidos, lincosamidas y
estreptograminas del grupo B constituyendo el fenotipo MLSB constitutivo o inducible.
En el fenotipo MLSB costitutivo la cepa es resistente a todos los macrolidos (con anillo
de 14, 15 0 16 atomos), a las lincosamidas a los cetdlidos y las estreptograminas B. las
estreptograminas A no estan afectadas por lo que la asociacion de ambos permanece
activa. El fenotipo MLSB inducible es el mas frecuente, la resistencia afecta a
macrélidos de 14 y 15 atomos, pero no a los de 16 atomos, lincosamidas, cetolidos y
estreptograminas.

2) Expulsién activa del antimicrobiano "bombas de flujo™ codificada por los genes
msrA, msrB, erpA, vgaA y vgaB. Los genes msrA confieren resistencia a macrélidos de
14 y 15 atomos y a estreptograminas dando lugar al fenotipo MSB. Estos genes se
encuentran en un plasmido, Pul5050 (Ross, 1990). Cuando la resistencia a eritromicina
es mediada por msrA, la resistencia a clindamicina no se produce.

3) Inactivacion del antibiotico: genes InuA, vatA, vatB, vatC, vgbA, vgbB. El gen

InuA confiere resistencia a lincosamidas y los genes vat y vgb a estreptograminas.

27



4) Modificacién de la diana por mutacion del RNA ribosomal 23S y/o de proteinas
ribosomales.
Estos Ultimos mecanismos de resistencia son muy poco frecuentes (Leclercq, 1991;
Leclercq, 2002).

333 Resistencia glucopéptidos

a) Caracteristicas generales de los glucopéptidos

Los glucopéptidos son farmacos de espectro reducido, quimicamente no se

relacionan con ningun otro grupo de antibiéticos. Son moléculas de estructura compleja
que contienen un heptapéptido como estructura central. Sus diferencias residen en el
primer y tercer aminoéacido de la estructura heptapeptidica, los otros 5 aminoacidos son
aromaticos y comunes a todos los glucopéptidos (Pigrau, 2003). Los principales
componentes que integran este grupo son vancomicina y teicoplanina.
La vancomicina producida por Streptomyces orientales, fue aislada en 1950 pero hasta
1958 fue introducida en la practica clinica. Su uso estuvo limitado en el pasado, porque
presentaba importantes efectos toxicos. Posteriormente se redujé la toxicidad de la
vancomicina y se introdujé en el mercado un segundo glicopéptido, la teicoplanina que
posee escasos efectos toxicos y es de facil administracion. Ambos farmacos presentan
una actividad similar frente a S. aureus .

b) S. aureus con resistencia heterogénea a vancomicina (hetero-VISA) y S.
aureus con resistencia intermedia a vancomicina (VISA)

La vancomicina ha sido considerado el principal soporte de tratamiento para
cepas de S. aureus resistente a meticilina durante mas de 40 afos, pero su uso
excesivo ha llevado a la aparicion de cepas SAMR intermedias a vancomicina (VISA) y
resistentes a vancomicina (VRSA) (Appelbaum y col, 2006).

En 1996 en Japdn se aislo la primera cepa de S. aureus con heterorresistencia
a Vancomicina (hetero-VISA), en un paciente con infeccion por SAMR que no
respondia al tratamiento con vancomicina, (Hiramatsu 1997); la cepa hetero-VISA
(Mu3), que presenta una CMI < 4ug/ml; pero posee subpoblaciones que pueden crecer
en presencia de concentraciones >4ug/ml de vancomicina (Hiramatsu 1998). La
importancia potencial de las cepas hetero- VISA es que pueden estar asociadas con
tratamientos fallidos con vancomicina y ser precursoras de cepas con resistencia
intermedia a vancomicina (VISA). La evidencia de que una cepa hetero-VISA

evoluciona a VISA durante el curso de una infeccion fue descrita en Nueva York
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(Sieradzki, 1999). El significado clinico de la heterorresistencia esta todavia en
investigacion.

En mayo de 1996 en Japdn, un nifio de 4 meses que habia sido sometido a
cirugia cardiaca desarrollé una infeccion de la hérida quirirgica con presencia de
SAMR, la evolucion clinica fue desfavorable a pesar del correcto tratamiento con
vancomicina. Esta cepa de SAMR con resistencia intermedia a vancomicina (VISA),
denominada Mu50 presentd una concentracion minima inhibitoria (CMI) a vancomicina
de 8ug/ml y carecia de los genes van Ay van B, por lo que se sospecho que se trataba
de un mecanismo de resistencia intrinseco, por un incremento en la sintesis de la pared
celular. Este aislamiento produjé un gran impacto en el mundo cientifico por tratarse de
la primera cepa clinica descrita con estas caracteristicas (Hiramatsu y col, 1997).

Posteriormente, en julio de 1997 se aisl6 en Michigan una nueva cepa VISA en
un paciente sometido a dialisis peritoneal ambulatoria que sufri6 una peritonitis (CDC,
1997). Un mes mas tarde una tercera cepa VISA se identifico en la sangre de un
paciente de New Jersey (CDC, 1997). Sucesivamente se fueron publicando casos
similares en diferentes paises del mundo (Smith, 1999; Ariza, 1999) lo que implica
posibilidad de diseminacion de estas cepas con el consiguiente problema terapéutico
(Lifares, 2001) y su eventual escalada hacia una resistencia a vancomicina.

La resistencia a vancomicina (CMI > 32 ug/ml ) en S. aureus es muy rara, por el
contrario las cepas VISA y/o hVISA son mas frecuentes, siendo la prevalencia de hVISA
mas alta que la de VISA. La prevalencia de hVISA en el mundo oscila entre 0.5-20% de
SAMR (Wals, 2002). En Europa se encuentra entre 0.5%, siendo mas frecuente en
determinados paises como Francia (Reverdi, 2001), Alemania (Geisel, 1999), Italia
(Marchese, 2000), Espafia (Ariza, 1999) y Reino Unido (Auckken, 2000); En Asia oscila
entre 0-20%, destacando en Hong Kong (Wong, 1999), Japon (Hiramatsu y col, 1999;
Furuya y col, 2001) y Korea (Kim y col, 2002); En Sud-América la prevalencia es del
3%, en Brasil y en Norte América oscila entre 0-3% (Hubert y col, 1999).

c) S. aureus resistente a vancomicina (VRSA)

En 1992 Noble y colaboradores reportaron la transferencia in vitro sobre la piel
de un ratén de los genes de resistencia a vancomicina de una cepa de Enterococos
faecalis a S. aureus, confiriéndole reistencia total. Desde entonces se ha postulado que
puede ocurrir transferencia de material genético si los dos microorganismos comparten
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el mismo nicho ecolégico. En E.U se aisl6 la cepa VRSA en cuatro casos, con CMls de
1024, 32, 64 y 256 pg/ml respectivamente. Las cuatro cepas presentaron resistencia
completa a la vancomicina, diferente mecanismo de transmision y no tenian ninguna
relacion epidemioldgica (Rudrick y col, 2005). El primer aislamiento fue descrito en
Michigan en junio del 2002 y se aisld en un catéter de un paciente de 40 afios con
diabetes, enfermedad vascular y falla renal crénica. Previamente el paciente habia sido
tratado con vancomicina por una ulcera crénica en el pie. En el mismo sitio de la
infeccién se aislé también una cepa de Enterococcus faecalis resistente a vancomicina
(CDC, 2002). El segundo aislamiento de otra cepa VRSA se aisl6 tres meses mas tarde
en Pensilvania (EUA) procedente de una Ulcera cronica en el pie de un paciente de 70
anos con obesidad morbida hipertensiva y una ulcera crénica en el tobillo, en la cual se
habia aislado previamente las cepas MRSA y VRE, sorprendentemente el paciente no
habia sido hospitalizado ni habia recibido tratamiento con vancomicina desde hacia 5
afios (CDC, 2002; Tenover y col, 2004; Chang y col, 2003). El tercer aislamiento la cepa
VRSA fue en la ciudad de Nueva York, en marzo del 2004 en la orina de un paciente
ingresado en la unidad de cuidados intensivos (CDC, 2004). En este paciente tambiéen
se aislaron cepas de enterococos resistentes a vancomicina. Una cuarta cepa de VRSA
ha sido descrita en marzo del 2005 en Michigan, aislada de una hérida gangrenosa de
un paciente de 78 afos con historia previa de diabetes, enfermedad vascular y
afectacion renal. Anteriormente habia recibido tratamiento con vancomicina debido a un
reemplazamiento valvular. Aunque en la herida también se aislé E. faecalis sensible a
vancomicina, en el screening de frotis rectal se hall6 un E. faecalis resistente a
vancomicina (Rudrick y col, 2005). La caracteristica comun de los cuatro aislamientos
es la presencia del fenotipo van A que confiere resistencia a vancomicina mediante la
sustitucion del extremo D-Ala —D-Ala del mondémero de peptidoglicano por D-ALA-D-
Lactato cuya afinidad por el antibiético es 1000 veces menor que la del monémero
silvestre. El analisis molecular del primer aislamiento revel6 la presencia de un plasmido
conjugativo en el cual estaba integrado el gen vanA con 100% de homologia con la
secuencia prototipo aislada en la cepa VRE, el transposon Tn1546. Demostrandose asi
la transferencia interespecies de este determinante de resistencia (Rodriguez y col,
2005). Mas recientemente se ha reportado resistencia a vancomicina en Brazil y
Jordan. (Krishna-Tiwariy col, 2006).

30



d) Mecanismo de resistencia a vancomicina

El mecanismo de resistencia a vancomicina ha sido estudiado extensamente en
la primera cepa de S. aureus con resistencia intermedia a vancomicina (VISA),
denominada Mu50, las pruebas bioquimicas y la microscopia electronica indican que
esta cepa produce mayores cantidades de peptidoglicano, debido a la mayor
incorporacion de glucosamina, mayor concentracion de monomeros de peptidoglicano
y mayor produccion de PBP2 a, por lo que su pared celular es méas gruesa (entre 30 y
40 capas de peptidoglicano), como consecuencia un numero mayor de moléculas de
vancomicina quedan atrapadas antes de llegar a la membrana citoplasmatica, donde
actian las transglicosilasas, que es el blanco de accion de la vancomicina. Este
mecanismo se ha definido como atrapamiento de afinidad. Adicionalmente se ha visto
que la estructura externa de la pared celular se distorsiona por las moléculas
secuestradas de vancomicina, lo que impide ain mas la entrada de otras moléculas del
antibiotico, este hallazgo no se limita a la cepa Mu50 (Rodriguez y col, 2005; Cui L y col,
2003). Ademas del engrosamiento de la pared celular, se ha observado una
disminucién en el grado de entrecruzamiento de las cadenas de peptidoglicano, lo cual
aumenta el nimero de D-Ala-D-Ala libres en las capas externas de la pared y por lo
tanto mas antibidtico puede ser atrapado antes de llegar al sitio de accion (Rodriguez,
2005). Estos fenotipos de bajo nivel de resistencia a glicopéptidos no involucran los
genes van que confieren resistencia a vancomicina en enterococos (Jarraud y col,
2002). por otro lado la revision de casos clinicos de varios pacientes con S. aureus nivel
intermedio de resistencia (VISA), revel6 que ademas de una exposicion prolongada a
vancomicina, la mayoria de estos pacientes tenia infecciones originadas por aparatos
biomédicos, como valvulas artificiales de corazon, catéteres venosos etc. (Gilot y col,
2002, Yarwood y col, 2003).
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Il Estado del arte

Histéricamente al sistema agr Quorum sensing se le ha asignado un papel central
en el modelo de patogénesis de S. aureus. Otros reguladores de virulencia identificados
en S. aureus responden a sefiales ambientales ademas de la densidad celular
bacteriana (Novick y col, 2003).

Entre estos reguladores de dos componentes se encuentran: SaeRS, involucrado en la
regulacion de factores de virulencia. Se ha propuesto aunque no ha sido confirmado,
que el locus Sae responde a sefiales ambientales, que incluyen concentraciones altas
de sal, bajo pH, y concentraciones subinhibitorias de antibidticos. ArIRS es otro
regulador de dos componentes; reprime la produccion de hemolisinas y exoenzimas.
ArlRS también regula la actividad autocatalitica asi como la bomba de eflujo multidrogas
NorA de S. aureus. Estos datos sugieren que bajo ciertas condiciones agr puede
influenciar la resistencia a antibiéticos. Un tercer sistema de dos componentes es
SrrAB, identificado mas recientemente, inhibe la expresion de RNAIIl y puede ser
reprimido por agr. Mutantes de srrAB son incapaces de crecer bajo condiciones
anaerobicas, srrfAB regula genes involucrados en metabolismo. La sefial para este
sistema puede ser una menaquinona, un intermediario en la via respiratoria oxidativa.
SrrAB puede ser un enlace entre el metabolismo en la célula y la respuesta quérum
sensing. Otra familia de reguladores de virulencia estafilocécicos son las proteinas de
unién a DNA, que incluyen el regulador accesorio estafilococico (SarA) por sus siglas
en inglés y sus homoldgos. Se ha reportado que sarA es requerido para la transcripcion
de agr, afecta la expresién de muchos genes de virulencia, algunas veces actua
independientemente de agr disminuyendo la expresion de varias exoproteinas. otros
reguladores transcripcionales, quienes interactian con el sistema agr son el represor de
toxinas (Rot) y el factor alternativo sigma B ambos han demostrado que afectan la
expresion de muchos genes asociados a virulencia. Rot parece que tiene actividad
homologa a agr, el factor sigma B, el cual responde a estrés ambiental, actda
inversamente a agr, ya que incrementa la expresion de algunas exoproteinas en la fase
de crecimiento temprano (Abdelnour y col, 1993; Bischoff y col, 2001; Yarwood y col,
2003). |

Se ha demostrado que la resistencia a beta lactamicos en S. aureus parece involucrar

una respuesta a estrés, donde el reguldén VraSR tiene un papel critico, como sistema
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centinela capaz de sensar, la perturbacién de la sintesis de la pared celular e inducir la
expresion de genes esenciales para la generacion de un fenotipo altamente resistente
(Belcheva, 2008). Estudios de protedbmica han revelado que unas proteinas son
producidas en cantidades incrementadas cuando S. aureus es retado con antibioticos
que inhiben la sintesis de la pared celular y estudios de perfil transcripcional muestran
sobre-expresion de varios genes involucrados en metabolismo y respuesta al estrés
Esta respuesta puede representar una caracteristica transcripcional de un estimulon de
pared celular inducido en respuesta a agentes activos de la pared celular, del que
VraSR forma parte (Belcheva y col, 2008; Yin y col, 2006).
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Il Antecedentes particulares del proyecto
Desde la aparicion en 1997 del fenotipo VISA y hetero VISA, estas cepas han

sido extensamente estudiadas, el fenotipo VISA se caracteriza por pérdida de funcion
de agr, polimorfismo agr Il y auto lisis anormal, lo que sugiere que las clonas con el
polimorfismo agr Il tienen ventaja, cuando estan bajo presion selectiva a glicopéptidos
(Jarraud y col, 2002, Moore y col, 2001). La participacion de agr en la resistencia a
vancomicina quedé demostrada cuando se aislé una cepa de S. aureus de un paciente
antes de iniciar el tratamiento con vancomicina (A5937), y 60 dias después del
tratamiento (A5940), los aislados A5937 y A5940 fueron indistinguibles por
electroforesis en campos pulsados (PFGE), el desarrollo de heterorresistencia a
vancomicina mostré perdida de expresion de delta hemolisinas, la secuencia del gen
agr revelé una mutacion sin sentido en agrA en la cepa hetero GISA A5940 no vista en
la A5937, esta mutacion resulté en la delecion de 76 aa en el extremo C Terminal de
agrA y presumiblemente pérdida de funcion de agr (Sakoulas, 2002). Ver figura 7. Por
lo que la pérdida de funcion del gene agr pudiera ser un paso temprano al desarrolio de
tolerancia a vancomicina y la razén por la cual se presentan fallas en el tratamiento en
pacientes con infeccion persistente. EI gen agr también regula positivamente la
expresion de muchas hidrolasas de mureina involucradas en auto lisis, por lo que
defectos en este operon pueden estar involucrados en el desarrollo de auto lisis
deficiente en el fenotipo VISA. La pérdida de funcién de agr pudiera ser simplemente un
marcador para otros defectos genéticos no definidos que afectan las vias autoliticas.
(Jarraud y col 2002, Moore y col 2001).
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IV Importancia de continuar el estudio

El excesivo uso de antibiéticos ha conducido a la seleccion de cepas de S.
aureus multirresistentes y la resistencia a vancomicina en aislados de S. aureus en
hospitales de E. U y Japon es alarmante.

Conocer el perfil de expresion de RNA Il en cepas de S. aureus multirresistentes
podria indicar cual es el papel de los mecanismos de represion y activacion

relacionados al QS en la asociacion de la virulencia con la resistencia bacteriana.

V Hipoétesis
La multiresistencia a tres o mas antibiéticos modifica la expresion de la
molécula efectora RNAIIl codificada en el locus agr de cepas de S. aureus

intrahospitalarios.

VI Objetivos

Objetivo General:

Determinar si la multirresistencia afecta la expresion de la molécula RNA |l en

aislados intrahospitalarios de S. aureus.

Objetivos Particulares:

1) Establecer la susceptibilidad a diversos antibiéticos en las cepas de S.
aureus de origen nosocomial.

2) Correlacionar el genotipo agr con la multirresistencia.

3) Evaluar la expresion de la molécula RNA Il via los genes hild y spa en
aislados clinicos de S. aureus multirresistentes y sensibles, derivados de
procesos infecciosos invasivos.

4) Evidenciar la expresion de la proteina de secrecion delta-hemolisina
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VIl Estrategia Experimental

Cepas de S. aureus de nifos con infeccion nosocomial, obtenidas
del cepario del HIMFG en el periodo de enero 2006 a junio 2007

Confirmacion de la especie

S. aureus
Semicuantificar la
CwmI expresion de los genes
(densitometria de RT-PCR
punto final)
Expresion
Fenotipica
Multirresistentes
. RT-PCR (hld, spa
Sensibles ( Pa)

Fases de

Crecimiento
Exponencial Tardia
Posexponencial

Expresion

& hemolisinas Tibificacion del aene aar

Figura 8. Estrategia experimental
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VIII  Material y Métodos

1 Disefio del estudio

1.1 Universo de estudio
La poblacién a estudiar estuvo constituida por 33 cepas de S. aureus aisladas de nifios
con procesos invasores, dichas cepas fueron obtenidas del cepario del Hospital Infantil
de México Federico Gémez (HIMFG), colectadas a partir de enero del 2006 a junio del
2007.

1.2 Definicion de variables
Infeccion Intrahospitalaria (IIH): Para determinar el origen nosocomial de los
aislamientos se utilizan los criterios de la Norma Oficial Mexicana para el control y
prevencion de infecciones nosocomiales. Se consideran de origen nosocomial a las
bacterias aisladas de pacientes que adquieren una infeccién después de 72 horas de haber
ingresado al hospital y que no se encontraban en periodo de incubacion al momento del
ingreso.
o S. aureus derivados de infecciones invasivas: Aislados de S. aureus
obtenidos de liquidos estériles como LCR y sangre.
o S. aureus multiresistentes: cepas que presentan resistencia a mas de tres
familias de antibioticos.

o S. aureus sensibles: cepas sensibles a todos los antibiéticos probados.

1.3 Criterios de inclusion
¢ Aislados clinicos identificados en el cultivo bacteriolégico como S. aureus
provenientes de pacientes pediatricos con enfermedades infecciosas

invasorasAislados de S.aureus multirresistentes.

¢ Aislados de S.aureus sensibles. \

e Un solo aislado clinico de S.aureus por evento infeccioso de cada
paciente.

1.4 Criterios de exclusién
e Cepas de S. aureus que presenten resistencia a 1 6 2 antibidticos.

e Aislado clinico no recuperable
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1.5 Obtencion de cepas de S. aureus
Se hizo una seleccion de cepas de S. aureus, provenientes de liquidos estériles
(LCR, sangre), registrados en la base de datos del cepario del laboratorio de
Bacteriologia Intestinal del HIMFG, obtenidas en el periodo de enero del 2006 a junio
del 2007, estas cepas estan conservadas en gelositas [3.7% agar BHI (BD-BBL); 4%
agar soya tripticaseina (BD-Difco)] a temperatura ambiente, las cepas seleccionadas
fueron resembradas en placas de agar sangre y conservadas a -70°C en viales con
10% de leche descremada Skim Milk (BD-Difco).

1.6 Puebas de identificacion de S. aureus
Las cepas de S.aureus fueron descongeladas sobre placas de agar sangre e incubadas
a 37°C por 24 horas, S. aureus fue identificado sobre la base de sus caracteristicas
fenotipicas convencionales: Morfologia colonial, Tincién de Gram, actividad de catalasa,
produccion de coagulasa en plasma de conejo, fermentaciéon del manitol, crecimiento en
caldo BHI con NaCl al 15%. (MacFadin, 2003; Murray, 2005). Anexo 1.

1.7 Susceptibilidad a antimicrobianos

1.7.1 Método de dilucion en agar

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada cepa fue determinada por el
método de dilucién en agar recomendado por el CLSI, antes NCCLS, para ello se
hicieron diluciones seriadas en placas de agar Mueller Hinton (MH) con concentraciones
de: 0.062, 0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 y 128 pg/ml de los siguientes
antibioticos: oxacilina, eritromicina, claritromicina, clindamicina, linezolid, ciprofloxacino,
gentamicina, cefaclor, meropenem, vancomicina y trimetropim/sulfametoxazole, en el
caso de oxacilina se le adicion6 2% de NaCl. Se utiliza oxacilina debido a que
quimicamente es mas estable que la meticilina y como son antibidticos relacionados
muestran espectros de actividad casi idénticos (Mendoza, 2003). Se preparé una
suspension equivalente al 0.5 de McFarland de cada uno de los aislados y se hizo una
dilucién 1:10, para tener aproximadamente 1 X 107 células/ml, se colocaron en un
replicador, depositando sobre las placas con antibioticos aproximadamente de 1 a 2
x10% bacterias, fueron incubadas a 35°C de 18 a 20 horas, 24 horas para oxacilina, se
registraron los valores de susceptibilidad, considerando como CMI la primera

concentracion que inhibia completamente el desarrollo de las colonias de S. aureus.
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Como cepa control se utilizé la cepa de referencia S. aureus ATCC 29213. El criterio

interpretativo de susceptibilidad fue de acuerdo a las guias del CLSI. (anexo 2).

1.8 Genotipificacion del gen agr de S. aureus

1.8.1 Extraccion de DNA de S. aureus

El DNA gendmico fue extraido a partir de un cultivo puro de 18 a 24 horas en
gelosa sangre, usando el kit comercial (Wizard), previo tratamiento enzimatico. Las
bacterias fueron crecidas en caldo Infusién Cerebro Corazén (BHI) a 37°C/24horas, los
cultivos fueron centrifugados a 8000g por 3 minutos a 4°C. la pastilla fue lavada 3
veces Y resuspendida en 100 pl de buffer TE (10 mM Tris HCI + 1 mM EDTA, pH 8.0)
con 25 ul de lisozima (2mg/ml), 25 pl de proteinasa K ( 100 pg/ml), 25 pl de lisostaphyn
(1Tmg/ml) y se incubd a 37°C por 1 hora.

1.8.2 PCR multiple para identificar grupos agr especificos
El ensayo de PCR multiple se llevd acabo usando oligonucleétidos especificos
derivados de la region variable RNAII del locus agr . un iniciador en avanzada que
corresponde a una secuencia conservada del gen agrB fue usado en todas las
reacciones y cuatro primers reversos especificos de cada grupo agr basados en los
polimorfismos nucleotidicos del gen agrD y agrC (Figura 5). Las secuencias de los
iniciadores y nimero de acceso del GenBank, se muestran en la Tabla 4. Se hizo una
mezcla de reaccion de 25 ul con: 1.25 U deTag DNA polimerasa (promega), 200 uM
dNTPs (promega), 1.5 mM MgCI2 (promega), 0.3 puM de ‘cada uno de los
oligonucleotidos, 100 ng de DNA y agua libre de nucleasas, cepas control positivas de
los grupos |, Il y llI fueron incluidos: tipo I. S. aureus USA300 ( 441pb); tipo Il. S.
aureus 1749 (575pb); y tipo lll. ATCC 25923 (323pb).

el programa de temperaturas utilizado se muestra en la Tabla 5. Las
amplificaciones fueron llevadas acabo en un termociclador (thermo hybaid, modelo PCR
Sprint), los productos de amplificacion fueron separados por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.5% con 0.5 pug/ml de EtBr en buffer de electroforesis TBE 0.5X a 100 V por
45 minutos (Gilot y col, 2002, Shopsin y col, 2003). La longitud de los fragmentos de
PCR fue estimada por comparacion con los marcadores de peso molecular de 100 pb

(Fermentas).
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Tabla 4 Secuencia de primers utilizados en el ensayo de PCR multiple

Iniciador Secuencia Tamaiio Namero de Referencia

Amplificad0 Acceso

agr | En avanzada 441 pb AF210055 Gilot y col, 2002
5'- ATG CAC ATG GTG CAC ATG C -3’

Reverso
5- GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT-3’

agr 2 En avanzada 575 pb AF001782 Gilot y col, 2002
5'- ATG CAC ATG GTG CAC ATG C -3’

Reverso
5- TATTACTAATTGAAAAGTGGCCATAGC-3’

agr3 En avanzada 323 pb AF001783 Gilot y col, 2002
5- ATG CAC ATG GTG CACATG C -3’

Reverso
5-'GTAATGTAATAGCTTGTAAAAAGTGGCCATAGC-3"

agr 4 En avanzada 659 pb AF288215 Gilot y col, 2002
5- ATG CAC ATG GTG CAC ATG C -3’

Reverso
5- CGA TAATGC CGT AAT ACC CG- 3’

Tabla 5. Condiciones utilizadas para la amplificacion de los cuatro tipos agr (I-1V)

1 ciclo 94°C 5min
26 ciclos 94°C 30 seg
55°C 30 seg
72°C 60 seg
1 ciclo 72°C 10 min

1.9 Expresion de delta hemolisinas

La funcién de la molécula RNAIIl fue medida por la produccion de la toxina delta
hemolisina. La expresion de la delta hemolisina fue determinada usando una cepa de S.
aureus que produce una gran zona de delta hemolisis incompleta. Las beta y delta
hemolisinas de S. aureus actian sinérgicamente en la lisis de eritrocitos de carnero. La
cepa de S. aureus productora de beta hemdlisis incompleta fue estriada verticalmente
en una placa de agar sangre de carnero. Las cepas de S aureus multirresistentes y

sensibles fueron estriadas perpendicularmente sin tocar la estria vertical y se incubd a
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37°C durante 24 horas. Una zona de hemolisis completa dentro de la zona de hemolisis

incompleta se considero una prueba positiva (Sakoulas y col, 2002).

1.10 Analisis de la expresion de los genes spay hld de S. aureus

1.10.1 Extracion de RNA total

Cultivos de toda la noche de aislados de S. aureus, fueron diluidos DOsgonm
0.05 en medio BHI fresco y crecidos por 4 horas en fase exponencial, DOgoonm 0.6-0.8
y 11 horas para la fase pos-exponencial, DOgoonm 1.2-1.4 a 37 °C sin agitacion,
centrifugados a 8000g por 3 minutos a 4°C. las pastillas fueron lavadas 3 veces vy
resuspendidas en 100 ul de buffer TE (10 mM Tris HCI + 1 mM EDTA, pH 8.0) con 25
pl de lisozima (2mg/ml), 25 ul de proteinasa K ( 100 pg/ml), 25 pl de lisostaphyn
(1mg/ml) e incubadas a 37°C por 1 hora. EI RNA de las bacterias fue extraido usando
trizol (Invitrogen.) como sigue : 1ml de trizol se mezclé con cada paquete celular, se
incubd 5 minutos a temperatura ambiente, se adicion6-0.2 ml de cloroformo se incub6 2
minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 12000g/15minutos/4°C, se transfirio la
fase acuosa a un tubo nuevo y se precipité con 0.5 ml de Isopropanol, se incub6é 10
minutos a temperatura ambiente, se centrifugd a 12000g/10 minutos/4°C, se lavo la
pastilla con etanol al 75%, se centrifugdé a 7500g /5minutos /4°C, se seco el RNA a 37°C

y se determiné la concentracion espectofotometricamente.

1.10.2 Analisis de la expresion de los genes spa y hid por RT-PCR
El RNA fue purificado por tratamiento con DNasa por 30 min a 37°C. la primera cadena
de ADN fue sintetizada usando la enzima MuLv del sistema de sintesis para RT-PCR
de Applied Biosystem, usando 200 ng de ARN purificado en una mezcla de reaccion de
20ul que contenia 5mM de MgCl,, buffer de PCR 1X, 1 uM de cada uno de los dNTPs
(dGTP, dTTP, dCTP, dATP), 1 u de inhibidor de RNasa, 2.5 U de MuLv y 2.5 uM de
Random hexameros, se incubé 10 minutos a temperatura ambiente y se someti6 al
siguiente programa de temperaturas: 15minutos 42°C, 5minutos 99°C y 5minutos 5°C
en un termociclador (modelo). Para establecer el nimero de ciclos en el cual no se ha
saturado el producto de amplificacion de los genes hld, spa y 16S, se amplifico el ADNc
de la cepa de referencia S. aureus ATCC 25923 a diferentes ciclos: 10, 15, 20, 25, 30,
35, 40 y 45 en una mezcla de de reaccion de 25 pl que contenia: 2 mM de MgCl;,
buffer de PCR 1X, 0.625 U de Taq polimerasa, 5 ul de ADNc y 0.3 uM de cada uno de
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los primers cuya secuencia aparece en la Tabla 6. Las amplificaciones fueron llevadas
acabo en un termociclador (thermo hybaid, modelo PCR Sprint ) y el programa utilizado
aparece en la Tabla 7. Los productos de amplificacion fueron separados por
electroforesis en un gel de agarosa al 2% con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio en buffer
de electroforesis TBE 0.5X a 100 V por 1.20 hrs, visualizados y fotografiados con luz

UV en un fotodocumentador Chemi. Doc (Bio-Rad).

Tabla 6. Secuencia de primers utilizados en el ensayo de RT-PCR

Gen Secuencia de los iniciadores Tamano NuUmero de Referencia

Amplificado Acceso

spa En avanzada 322pb J01786. Goerke y col, 2000
5 -TATCTGGTGGCGTAACACCTG- 3
Reverso

5 -GATGAAGCCGTTACGTTGTTC-3'

hid En avanzada 260 pb X52543 Goerke y col, 2000
5'- GAAGGAGTGTTTCAATGG- 3'

Reverso
5' -TAAGAAAATACATAGCACTGAG- 3'

16S En avanzada 121pb NC007795 Goerke y col, 2000
5'- TCCGGAATTATTGGGCGTAA- 3'

Reverso
5'- CCACTTTCCTCTTCTGCACTCA- 3

Tabla 7. Condiciones utilizadas para las amplificaciones de los genes spa, hidy 16S por RT-PCR

hid spa 16S
1 ciclo 94°C 2 min 1 ciclo 94°C 2 min 1 ciclo 94°C 2 min
25 ciclos | 94°C 30 seg 25ciclos | 94°C 30 seg 15 ciclos 94°C 30 seg
50°C 30 seg 55°C 30 seg 53°C 30 seg
68°C 45 seg 68°C 45seg 68°C 45seg
1 ciclo 68°C 7 min 1 ciclo 68°C 7 min 1 ciclo 68°C 7 min

1103 Analisis densitométrico de RT-PCR de los genes hldy spa
Las imagenes de los transcritos de los genes hld y spa de los aislados clinicos de
S. aureus multirresistentes y sensibles fueron usadas para determinar la densidad de

cada banda, utilizando el programa Quantity one.
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1.10.4 Analisis estadistico

El andlisis estadistico fue llevado acabo usando el paquete SPSS 15. La
diferencia en la expresion de los genes hid y spa en las fases de crecimiento
exponencial y pos exponencial, en los grupos multirresistentes y sensibles fue analizada
por la prueba de wilcoxon para contrastar muestras pareadas. Esta prueba nos permite
analizar muestras pequefias y no requiere asumir normalidad de la poblacion. El

parametro que usa esta prueba estadistica es la mediana.
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IX Resultados

- 1. « Susceptibilidad antimicrobiana

En la base de datos del cepario del Laboratorio de Bacteriologia Intestinal del
Hospital Infantil de México Federico Gomez (HIMFG), se encontraron registradas 49
cepas de S. aureus intrahospitalarias de nifios con procesos infecciosos invasivos de
pacientes pediatricos que utilizaron los servicios de salud de este Hospital de enero del
2006 a junio del 2007. Los cultivos fueron remitidos al laboratorio de Bacteriologia
Intestinal. Las 49 cepas fueron clasificadas en multirresistentes y sensibles, de acuerdo
a el patron de susceptibilidad a 11 antibioticos, por el método de dilucion en agar. 20
presentaron resistencia a mas de tres familias de antibiéticos (multirresistentes); 13
fueron sensibles a todos los antibidticos utilizados (sensibles) y 16 presentaron
resistencia a uno 6 dos antibiéticos. Estas ultimas fueron descartadas del estudio. El
patron de susceptibilidad de las cepas de S. aureus multirresistentes y sensibles se
muestran en las Tablas 8 y 9. El grado de resistencia a oxacilina (SAMR) fue de 44.8%.

El 90% de estas cepas presentd multirresistencia.

2. Determinacion del tipo agr en los aislados de S. aureus multirresistentes y
sensibles.

Para establecer si hay correlacion entre el tipo agr y la multirresistencia. Se
determind el tipo agr de cada uno de los aislados clinicos intrahospitalarios de S.
aureus multirresistentes y sensibles, derivados de procesos infecciosos invasivos por
PCR multiple. Como lo muestra la Figura 9, se obtuvieron amplificados de los tamafnos
esperados: agr | ( 441pb), agr Il (575pb), agr Ill (323pb) y agr IV (659pb); se encontrd
que 80% de las cepas multirresistentes presenté agr tipo Il, 10% tipo llly 10% expreso
combinacion de los tipos | y Il, por el contrario en las cepas sensibles no hubo
predominancia de alguno de los tipos: 23% fue tipo |, 23% tipo II, 30.7% tipo Ill, 7.7%
tipo IV y 15.4% presentd combinacion de dos tipos (I'y II; 1y lll). Tabla 10. Nuestros
resultados muestran que hubo predominancia del tipo agr Il en las cepas

multirresistentes.
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Tabla 8. Patron de susceptibilidad de las Cepas de S. aureus multirresistentes

‘Las conoemrauones estan dadas en y qlml

Tabla 9 . Patron de susceptibilidadl de las Cepas de S. aureus sensibles

i ii_@-\mm-

Las es estan dadas en pg/mi
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Figura 9. Ensayo de PCR maltiple para la identificacion de grupos agr especificos. La PCR fue llevada
acabo con DNA gendmico de los aislados clinicos de S. aureus multisensibles (panel de amriba) y multiresistentes
(panel de abajo) con un set de primers especificos: (Pan, agri, agr2, agr3 y agr4), donde carril M:
marcadores de peso molecular carmil 1: controles: tipo ll. S. aureus 1749 (575pb); tipo I. USA300 ( 441pb) y tipo
lll. ATCC 25923 (323pb). Carriles 1 a 13: amplificados de las cepas multiresistentes y sensibles.

Tabla 10. Grupo agr al que pertenecen los aislados de S. aureus multirresistentes y sensibles

S. aureus Tipo | Tipo Il Tipo Il Tipo IV Tipo Il | Tipo -l
Resistentes 16/20 2/20 2/20
Sensibles 3/13 3/13 4/13 113 113 113

3 Expresion fenotipica de la toxina delta hemolisina

Encontramos que 16/20 cepas de S. aureus multirresistentes expresaron delta
hemolisinas mientras que 4/20 no lo expres6. En el grupo de sensibles 10/13 expreso
delta hemolisinas y 3/13 no lo expresd, por lo que se deduce que la mayoria de las
cepas tiene su gen h/d funcional (Figura 10 y Tabla 11).
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A B C

Figura 10. Ensayo de expresion fenotipica de delta hemolisinas. Placas de agar sangre de

carnero estriadas vertcalmente con una cepa de S. aureus que produce una gran zona de 8 hemolisis
incompleta y aislados clinicos de S. aureus intrahospitalarios derivados de procesos invasivos estriados
horizontalmente: A) S. aureus multirresistentes; B) S. aureus sensibles ; C) cepas de S. aureus que no
producen & hemolisis. La zona de hemdlisis completa dentro de la hemdlisis incompleta causada por la B
lisina de la cepa de S. aureus estriada verticalmente fue una prueba positiva.

Tabla 11. Expresion fenotipica de delta hemolisinas en aislados de S. aureus multirresistentes y sensibles

Cepas que expresan delta hemolisinas | % expresion

Multirresistentes 16/20 80

Sensibles 10/13 76.9

4 Expresion de los genes spay hid de S. aureus por RT- PCR.

Para evaluar si la multirresistencia afecta la expresion de la molécula RNA [l en
aislados clinicos intrahospitalarios de S. aureus procedentes de infecciones invasivas,
se obtuvo el RNA de los aislados de S. aureus multirresistentes y sensibles en las
fases de crecimiento exponencial y pos exponencial, posteriormente se llevo acabo el
ensayo de RT-PCR con los iniciadores de dos genes regulados por RNA IlI: hid y spa.
hid es regulado positivamente a nivel transcripcional por RNA Il en la fase de
crecimiento pos exponencial mientras que la transcripcion de spa es reprimida. Los
resultados de la retro-transcripcion en punto final se muestran en la Figura 11 para las
cepas multirresistentes y en la Figura 12 las cepas sensibles, donde se observa que
disminuye la expresion de los genes hid y spa de la fase exponencial a la fase pos

exponencial tanto en las cepas multirresistentes como en las cepas sensibles.
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Fase exponencial

M 1R 2R 3R 4R 5R BR 7R B8R 9R 10R 11R 12R 13R 14R 15R 16R 17R 18R 19R 20R

—— ———— —— G W W S W —
- — —, — — —— —

L o e Oumn WS W A o

Fase Pos- Exponencial

MR 2R 3R 4R 5R B6R 7R B8R B8R 10R 11R 12R 13R 14R 15R 16R 17R 18R 19R 20R

Figura 11. Expresion por RT-PCR de los genes hid y spa de aislados clinicos de S. aureus multirresistentes
en ias fases de crecimiento exponencial y pos exponencial. El RNA de cada cepa fue extraido en la fase de
crecimiento exponencial y pos-exponencial, cantidades iguales de RNA se utilizaron para llevar acabo el ensayo.
iniciadores especificos de los genes de virulencia hid y spa fueron usados.
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Fase Exponencial

M 15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 135 ATCC M 115 128

3000
1500

e Spai322pb

hidd 260pb
1651 21pb

Spai322ph
hi#260pb

161 21pb

300
200
100

Fase Pos-exponencial

M 15 28 38 48 58 65 7S 85 95 108 115 125 135 ATCC

Spaf322ph
hid260pb

1631 21ph

Figura 12. Expresion por RT-PCR de los genes hid y spa de aislados clinicos de S. aureus sensibles en las
fases de crecimiento exponencial y pos exponencial. El RNA de cada cepa fue extraido en la fase de crecimiento
exponencial y pos-exponencial, cantidades iguales de RNA se utilizaron para llevar acabo el ensayo. Iniciadores
especificos de los genes de virulencia hid y spa fueron usados.
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. Analisis densitométrico

Se hiz6 analisis densitométrico de los productos de RT-PCR de los genes hid y
spa. Las Figuras 13 y 14 muestran la distribucion de los datos obtenidos en graficas
donde se encierra el 50% de los valores centrales dentro de una caja. Dentro de la caja
se dibuja una linea en la que se sitia la mediana o valor central de la distribucion. De
esta caja salen unos bigotes cuya longitud esta relacionada con los valores superior e
inferior de la distribucion. También se muestran los cuartiles, y los valores extremos. En
la grafica de la expresion del gen hid en el grupo de cepas sensibles se observan 3
valores extremos en la fase exponencial y 2 en la fase pos-exponencial, marcados con

asteriscos. Se observa una distribucion heterogenea de los datos.

5007 . hld__1
B ha 2

400
300

) *

Pixeles/mm’

200+ ﬁ
1007 * !

0 (o]

I T
resistente sensible
GRUPO

Figura 13. Analisis densitométrico de la expresion del gen hid por RT-PCR. En aislados clinicos de S. aureus
multirresistentes y sensibles y provenientes de nifios con procesos invasores, durante crecimiento in vitro, en las
fases exponencial (hid_1) y pos- exponencial (hid_2).
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Figura 14. Analisis densitométrico de la expresion del gen spa por RT-PCR. En aislados clinicos de S. aureus
multirresistentes y sensibles provenientes de nifios con procesos invasores, durante crecimiento in vitro, en las fases
exponencial (spa1) y pos- exponencial (spa2).
6. Analisis estadistico

Para detectar diferencias en el nivel de expresion de los genes hld y spa entre los
grupos multirresistente y sensibles se utilizé la Prueba de Wilcoxon para contrastar
datos pareados. El analisis muestra que hubo disminucién estadisticamente significativa
en el nivel de expresion de los genes hid y spa de la fase exponencial a la fase pos-
exponencial en el grupo de cepas multirresistentes, mientras que en el grupo de cepas
sensibles la disminucion no fue significativa Tabla 12. En condiciones ideales la
molécula RNA Il induce aumento en el nivel de transcripciéon del gen hi/d en la fase de
crecimiento pos-exponencial, la disminucion observada en nuestros resultados sugiere
que la transcripcion de la molécula RNAIIl se ve afectada en cepas con resistencia
multiple.
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Tabla 12. Prueba de Wilcoxon para contrastar datos pareados.

Spa1l-spa2 hid1-hld2
Resistentes significancia 0.004 0.004
Sensibles significancia 0.136 0.086
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X Discusion

Este estudio muestra que el 40% de las cepas intrahospitalarias derivadas de
procesos invasivos del HIMFG son multirresistentes y 26.5% sensibles, mientras que el
44% fue SAMR, este dato cae dentro de los valores reportados en otros paises para
cepas SAMR intrahospitalarias, como lo evidencian los estudios de vigilancia
epidemiologica registrados: en Korea; 64% (Bin Kim y col, 2004); en Japon 70%
(Bustos-Martinez y col, 2006); en Norte América; 38-50% (Kuehnert y col, 2005); en la
India; 18-43% (Bodonaik y col,1984); en las islas canarias; 25% (Montesinos y col,
2003). Algunos paises de Sudamérica y Europa muestran prevalencias mayores al
50%. Asimismo, reportes en Jamaica, Cuba y Francia muestran indices menores del
10%. Las diferencias observadas entre paises, se atribuyen a variaciones en la
poblacién de los pacientes, a las caracteristicas bioldgicas de las cepas o bien a las
medidas tomadas para controlar las infecciones (Orrett y col, 2006).

El 90% de las cepas SAMR presenté multirresistencia, la asociacion de cepas
SAMR nosocomiales con multirresistencia ya ha sido reportada (Chini y col, 2006;
Verdier y col, 2004).

En este trabajo investigamos si el tipo agr se correlaciona con la multirresistencia
en los aislados clinicos de S. aureus multirresistentes y sensibles derivados de
infecciones invasivas, encontramos que las cepas multirresistentes presentan
predominantemente el tipo Il, mientras que las sensibles tuvieron una distribucion
balanceada de los tipos I, Il y lll, y solo una cepa presento el tipo V.

Diversos estudios han demostrado que grupos especificos agr estan asociados
con diferentes situaciones clinicas. Por ejemplo MRSA adquirido en la comunidad
usualmente tiene el polimorfismo agr lll, mientras que MRSA adquirido en el hospital
pertenecen al tipo agr Il. Aislados clinicos de S.aureus con resistencia Intermedia a
vancomicina (VISA) también estan altamente enrriquecidos en el grupo agr Il y las
cepas productoras de exfoliatinas predominantemente son del tipo agr IV. Se ha
reportado que las cepas VISA y hetero VISA de Japoén y Estados Unidos expresan
resistencia a meticilina (SAMR) pertenecen al grupo agr Il, mientras que en paises
Europeos predomina el grupo agr | (Sakoulas y col, 2005; Verdier y col, 2004; Moise-
Broder y col, 2004). De lo que se deriva que las cepas SAMR estan estrechamente
asociadas con multirresistencia y con el fenotipo VISA. Nosotros no encontramos

ninguna cepa VISA o hetero-VISA, situacién que pone en ventaja a los pacientes.
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Algunos tipos clonales con defectos en el gen regulador global agr tipo Il le confiere
ventajas bajo presion selectiva de vancomicina; el andlisis de la secuencia del gen agr,
de una cepa SAMR tipo agr Il de un paciente antes del tratamiento con vancomicina y
después de 50 dias de tratamiento, mostré que el aislamiento tomado despues de 50
dias de tratamiento habia adquirido el fenotipo hetero-VISA y presentaba mutaciones
en la region agrA del locus agr (Sakoulas y col, 2002).

En un estudio utilizando dos cepas de laboratorio, una agr tipo Il y la otra mutada
en el gen agr ll, fueron expuestas a concentraciones incrementadas de vancomicina in
vitro, por pases seriados, ambas exhibieron un aumento en la concentracion minima
inhibitoria, Unicamente la cepa nula en agr |l adquirié el fenotipo VISA, esta disminucion
en la susceptibilidad a vancomicina se atribuyé a la perdida del gen agr (Sakoulas y col,
2005), lo que sugiere que cepas con mutaciones en agr probablemente sean
facilmente seleccionadas durante la terapia con vancomicina en las infecciones
estafilococicas (Sakoulas y col, 2005).

Con respecto a los resultados en las cepas sensibles, estos concuerdan con los
hallados por Jarraud y col, 2002. Ellos determinaron el tipo agr en aislados clinicos de
S. aureus meticilino susceptibles adquiridos en la comunidad (SAMS-CA), en los cuales
encontraron una distribucion uniforme de los cuatro tipos agr, aunque en el estudio no
mencionaron el patron de susceptibilidad a otros antibiéticos, generalmente las cepas
SAMS son sensibles a la mayoria de los antibioticos. En el mismo estudio analizaron la
relacion del tipo agr con las infecciones producidas por S. aureus, encontraron una
fuerte asociaciacion entre el tipo agr y la enfermedad, particularmente las
enfermedades mediadas por toxinas, como el tipo IV que estuvo involucrada en
sindromes exfoliativos generalizados e impétigo buloso, el tipo Il con enfermedades
mediadas por la TSST-1, el tipo | y Il con enfermedades mediadas por enterotoxinas y
endocarditis (Jarraud y col, 2002). Nosotros estudiamos exclusivamente cepas
intrahospitalarias y el tipo agr IV se asocia principalmente con enfermedadades de la
piel y adquiridas en la comunidad (sindrome de piel escaldada), por lo que la cepa tipo
IV que nosotros encontramos pudo haberse transmitido de la piel a la sangre o bien el
paciente se infectd de un portador de la comunidad (visita de algun familiar o personal
del hospital).

Resultados similares fueron observados en otro trabajo donde analizaron la

distribucién de los cuatro grupos agr en 38 aislados de SAMS de origen nosocomial, 23
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pertenecieron al grupo |, 10 al grupo Il, 5 al grupo Il y ninguno al grupo IV (Moore y col,
2001). También Shopsin y col, 2003, obtuvé una disrtribuciéon balanceada de los tipos |,
[I'y lll cuando estudi6 una poblacion de aislados de S. aureus SAMS de nifios y sus
guardianes, tampoco mencioné el patron de susceptibilidad de las cepas estudiadas
(Shopsin y col, 2003).

Asimismo, se identificaron dos cepas multirresistentes y dos cepas sensibles que
presentaron los tipos agr (1'y 1) y (1 'y lll) lo que se atribuye a la presencia de segmentos
de secuencias de ambos tipos, como lo demostrd Francois y col, 2006. En dicho estudio
evaluaron una técnica nueva para la tipificacion del grupo agr, ellos encontraron dos
cepas que mostraban el tipo | y IV, al realizar la secuenciacion de la region hipevariable
del locus agr en estas cepas, encontraron que las dos tenian segmentos de ambas
secuencias | y IV (Francois y col, 2006). En otro reporte clasificaron en diferentes tipos
de restriccion los cuatro grupos agr, de cepas de S. aureus aisladas de vacas con
mastitis, notaron que el extremo 3' de la region variable del locus agr (mas o menos las
dos terceras partes de la molécula) de dos cepas tenian los sitios caracteristicos de
restriccion del grupo agr |, mientras que el extremo 5' de esta region (mas o menos una
tercera parte de la molécula) contenia sitios de restriccién caracteristicos de los grupos
agr Il y lll. Esto fue confirmado por secuenciacion lo que sugiere que los genes del
locus agr estan sometidos a presion evolutiva y la presencia de dos tipos puede
significar que estan en proceso de evolucion del grupo agr | a los grupos agr Il y Ill,
dichas combinaciones coinciden con las de nuestro trabajo (Sakoulas y col, 2002).

La delta hemolisina es Unica entre los factores de virulencia regulados por RNA |l|
la molécula efectora del sistema agr, porque esta codificada dentro del locus agry se
deriva de la traduccion de RNA lIl. La presencia de delta hemolisina en la gran mayoria
de cepas de S. aureus multirresistentes y sensibles, confirm6 la funcionalidad del gen
hid en ambos grupos. Los hallazgos de ausencia de expresion de delta hemolisinas en
3 aislados sensibles y 4 multirresistentes, sugiere que la funcién de RNA |l pudiera
estar suprimida en estos aislados por probables mutaciones en otros genes requeridos
para la funcién de RNA Il o una mutacién puntual en el gen hld, con la consecuente
produccion de una proteina afuncional. Sin embargo cuando se analizé la expresion del
gen hld por RT-PCR se observo que dos cepas multirresistentes tenian una expresion
muy baja del gen, y por lo tanto si la expresion de la delta hemolisina fue también baja,

el sistema no tuvo la suficiente sensibilidad para detectarlo.
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Los resultados de RT-PCR muestran que la transcripcion de los genes hld y spa
en el grupo de cepas multirresistentes, disminuyé significativamente de la fase de
crecimiento exponencial a la fase pos- exponencial, mientras que en el grupo de cepas
sensibles la disminucion no fue estadisticamente significativa. RNA Il regula
positivamente la expresion del gen hid de S. aureus durante la transicion de la fase de
crecimiento exponencial a la fase pos-exponencial. La disminucion de la expresion del
gen hld que nosotros observamos en las cepas multirresistentes sugiere que la
transcripcién de RNA Il se modifica en estas cepas. RNA Il reprime la transcripcion de
genes que codifican para proteinas asociadas a la superficie celular como la proteina A,
en la fase de crecimiento pos—exponencial; cepas de S. aureus mutadas en el locus
agr, donde RNA Ill esta ausente muestran aumento en la expresion del gen spa que
codifica para la proteina A. Nosotros encontramos disminucion de la expresion del gen
spa en la fase de crecimiento pos-exponencial, lo que se atribuye a la presencia de
otros reguladores como sarA, el cual también influencia la expresion del gen spa, como
ya lo han propuesto otros. (Cheung y col, 987; Harris y col, 2002 ). En un estudio con
muestras de esputo de pacientes con fibrosis quistica infectados con S. aureus, se
detectaron cantidades minimas del gen spa,a pesar del bajo nivel de expresion de la
molécula RNAIII, por lo que los autores sugieren que la inhibicién simultanea de RNAI
y spa indica la presencia de reguladores adicionales no relacionados con agr (Goerke y
col, 2001). estos resultados indican que la vancomicina no es el unico antibiético que
puede modificar la expresion del locus agr. Probablemente las cepas multirresistentes al

disminuir la produccién de factores de virulencia sean menos virulentas.
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Apéndices
Apéndice 1

Pruebas de identificacion S. aureus

1. Morfologia colonial

Las cepas de S. aureus fueron recuperadas de viales congelados en leche
deslactosada al 5% en placas de agar sangre, donde forman colonias grandes
aproximadamente de 3 a 5 mm, opacas, blancas o amarillas debido a la produccion de

carotenoides, generalmente son p-hemoliticos.

2. Tincién de gram

La tincion de Gram es una tincion diferencial en la cual se emplean cuatro
soluciones: un colorante basico, un mordiente, un agente decolorante y un colorante de
contraste.
Primero se preparé un frotis de cada una de los aislados de S. aureus, posteriormente
se fijaron con calor, se tifieron con cristal violeta durante 1 minuto y se lavaron con agua
corriente, se recubrieron con lugol durante 1 minuto y se lavaron nuevamente con
agua de la llave, se decoloraron con alcohol- acetona (40-60%) e inmediatamente se
lavaron con agua, finalmente se adicion6 safranina como colorante de contraste
durante 1 minuto, se lavd con agua y se dejo secar al aire, posteriormente se les coloco
una gota de aceite de inmersién y fueron observadas bajo el objetivo de 100X del
microscopio.
Control de calidad:
Prueba positiva: Staphylococcus aureus

Prueba negativa: Escherichia coli

3. Prueba de la catalasa.
Esta prueba se basa en la capacidad de la enzima catalasa para descomponer el
perdxido de hidrégeno, formandose agua y O2, el cual se libera en forma de burbujas.
Principalmente utilizada para diferenciar entre los géneros Streptococcus (-) de

Staphylococcus (+).

68



Método en portaobjetos:

Con una asa bacteriolégica se tomo una colonia de un cultivo puro de 18 a 24 horas y
se coloco sobre un portaobjetos de vidrio limpio, posteriormente se le adiciond una gota
de H,0, al 30%. La produccion inmediata de burbujeo (liberacién de gas), se considerd
prueba positiva y el resultado de cada cepa fue registrado.

Control de calidad:

Prueba positiva: Staphylococcus aureus

Prueba negativa: Streptococcus piogenes

4. Prueba de la coagulasa en tubo.
Esta prueba se utiliza para identificar la enzima coagulasa, una enzima estable al calor,
que resiste temperaturas de hasta 60°C durante 30 minutos, es excretada al medio
extracelular por las cepas humanas de S. aureus y se inactiva con facilidad por enzimas
proteoliticas (proteasas). La coagulasa es una enzima con actividad semejante a la
protrombina, capaz de transformar el fibrinégeno en fibrina, provocando la formacion de
un coagulo visible.
Método:
En un tubo de ensaye con 0.5ml de plasma de conejo diluido 1:3 en caldo Mueller
Hinton, previamente probado, se le adicion6 una asada de una colonia pura de S.
aureus de una placa de agar sangre, se rotd suavemente el tubo para lograr la
suspension de las bacterias y se incub6 4 horas a 37°C, con revisiones cada 30
minutos.
Cuando el coagulo no era observado en este periodo de tiempo, el tubo se dejaba
hasta las 24 horas a temperatura ambiente y se registré la formacion de coagulos.
Control de calidad:
Prueba positiva: S. aureus

Prueba negativa: S. epidermidis

5. Fermentacion del manitol
A diferencia de otros estafilococos S. aureus es capaz de fermentar el manitol. El
medio utilizado es agar manitol con sal. Este medio contiene manitol al 1%, NaCl al
7.5%, rojo de fenol y peptonas. La alta concentracion de sales inhibe el desarrollo de

otros microorganismos (excepto los enterococos) y recupera selectivamente
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estafilococos. S. aureus fue detectado por la presencia de un halo amarillo alrededor de

las colonias aisladas, que indica la produccion de acido a partir del manitol.

6. Crecimiento en caldo BHI con NaCl al 15%.
Se prepararon tubos dde ensaye con 5ml de caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI)
adicionado con 15% de NaCl y se depositd en la pared del tubo una asada de una
colonia pura de S. aureus proveniente de una placa de agar sangre. Despues de 24

horas se registré el crecimiento.
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Apéndice 2

Genes accesorios de Stahhylococcus aureus

Gen
sea
seb
sec
sed
eta
etb
tst
hla
hlb
hlg
hid
lukS/F
spla-F
ssp
aur
sspB
scp
geh
lip
fme
plc
nuc
hys
coa
sak
spa
cna
fnbA
fnbB
clfA
clfB
Cap5
Cap8

Localizacion

Fago
Sapl3
Sapl4
Plasmido
Fago
Plasmido
Sapl 1,2
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Fago
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Fago
Cromosoma
Plasmido
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma
Cromosoma

Cromosoma

Producto
Enterotoxina A
Enterotoxina B
Enterotoxina C
Enterotoxina D
Exfoliatina A

Exfoliatina B
Toxina de choque toxico
Alfa hemolisina
Beta hemolisina
Gama hemolisina
Delta hemolisina
Leucocidina
Serin proteasa
Proteasa V8
Metaloproteasa
Cistein proteasa
Proteasa Il
Hidrolasa

Lipasa

FAME
Fosfolipasa C
Nucleasa
Hiarulonidasa
Coagulasa
Estafiloquinasa

Proteina A

Funcion
Intoxicacion alimentaria
Intoxicacion alimentaria
Intoxicacién alimentaria
Intoxicacion alimentaria
Sindrome de piel escaldada
Sindrome de piel escaldada
Sindrome de choque toxico
Hemodlisis citotoxica
Hemodlisis citotdxica
Hemolisis citotoxica
Hemodlisis citotdxica
Lisis de leucocitos
Proteasa
Factor de diseminacion
Factor de diseminacion
Factor de diseminacion
Diseminacion, nutricion
Diseminacion, nutricion
Diseminacion, nutricion
Esterificacion de acidos grasos
Esterificacion de acidos grasos
Nutricion
Factor de diseminacion
Factor de aglutinacion
Activador de

Anti-inmune

Proteina de union a colageno
Proteina de union a fibronectina
Proteina de union a fibronectina
Factor aglutinacion A

Factor aglutinacion B
Polisacarido capsular tipo 5

Polisacarido capsular tipo 8

Union a colageno
Unioén a fibronectina
Unién a fibronectina
Unién a fibrinbgeno
Unién a fibrindgeno
Antifagocitosis

Antifagocitosis
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Apéndice 3

Valores de susceptibilidad de los antibioticos utilizados, de acuerdo al CLSI

Familia Antibidtico Abreviatura Sensibles(pg/m)l Intermedia(pg/ml) Resistentes(pg/ml
cefepeno Cefaclor | CF ] <8 | 16 >32
carbapenemo Meropenem MEM | <4 8 216
Glicpéptidos Vancomicina VAN I <4 8a16 232
Aminoglucésido Gentamicina GM J <4 8 216
Macrélido Claritromicina l CLA [ <2 4 >8
Macrolido Eritromicina | ERY <0.5 1a4 28
Quinolona Ciprofloxacino CIP <1 2 24
Lincosamida Clindamicina cC <0.5 1a2 24
inhibidores Trimetropim/ SXT <2/38 - 24/76
via folatos Sulfametoxazol

Oxazolidinona Linezolid LNZ <4 - -
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Apéndice 4

Método de extraccion de DNA Wizard

Procedimiento:

Después de la digestion enzimatica con lisostafina, lisozima y proteinasa K, se continua
con la extraccion utilizando el kit de extraccion de DNA Wizard

Lisis celular:

Adicionar 600 L de la solucion de lisis nucleo (Mezclar con micropipeta) a 200 pL de
la solucién donde se hizé la digestion de las células.

Incubar 5 minutos a 80 °C y dejar enfriar a temperatura ambiente.

Adicionar 3 L de solucion RNAasa e incubar a 37 °C por 30 minutos. Después dejar a
temperatura ambiente.

Precipitacion de proteinas:

Adicionar 200 p L de la solucion de precipitacion de proteinas. Agitar en vortex.

Incubar sobre un bafio de hielo por 5 minutos.

Centrifugar a 13,000 rpm por 3 minutos.

Precipitacion de DNA y rehidratacion:

Transferir el sobrenadante a un tubo limpio que contenga 600u L de isopropanol que
este a temperatura ambiente (Mezclar). Refrigerar toda la noche a -20 °C.

Después de la refrigeracion, centrifugar 3 min/13,000rpm y decantar el sobrenadante.
Realizar tres lavados con 300uL de etanol al 70 % que este a temperatura ambiente,
centrifugar 3 min/13,000rpm en cada lavado.

Aspirar el etanol con una micropipeta y secar al aire de 10 a 15 minutos.

Rehidratar el DNA con 100 p L de solucién de rehidratacion (TE) por 1 hora.

Esta solucién se puede conservar a 4 °C para uso inmediato y a -70 °C para periodos

prolongados.
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