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1. Resumen.
Las cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (MRSA)

frecuentemente se asocian a infecciones en los sitios de insercion de los pacientes
con dialisis peritoneal. El tratamiento de estas infecciones se ha complicado
debido a que las cepas de S. aureus frecuentemente acarrean diversos genes de
resistencia a antibidticos y desinfectantes. El objetivo del presente estudio fue
identificar los genes que codifican para resistencia a antibiéticos y desinfectantes
en cepas de Staphylococcus aureus aisladas de infecciones asociadas a los
catéteres de pacientes de dialisis peritoneal. Se analizaron 34 cepas de S. aureus
aisladas de los catéteres de pacientes con dialisis peritoneal. Las cepas fueron
identificadas por las pruebas bioquimicas de manitol, de la coagulasa y por PCR
convencional mediante la amplificacién de los marcadores cromosdémicos spa (x-
region), 23rRNA, nuc y coa. Los fenotipos de resistencia a antibiéticos fueron
determinados por el método de Kirby-Bauer. El 100% (n=34) de las cepas de S.
aureus fue resistente a Penicilina, Dicloxacilina y Eritromicina, en cada caso, 97%
(n=33) a Ampicilina, 94%(n=31) a Pefloxacina, 91% (n=30) a Trimetoprim-
Sulfametoxazol, 85% (n=29) a Gentamicina, 82% (n=28) a Cefotaxima, 71%
(n=24) a Tetraciclina y 50% (n=33) a Cefalotina. EI 100% (n=34) de las cepas fue
portadora del gen blaZ, 73.5% (n=25) de aac(69)le-aph(20)la (Tabla 4), 32.3%
(n=11) de ermA, 26.5% (n=9) de mrsA 'y 20.6% (n=7) de ermB. El 73.5% (n=25) de
las cepas acarre6 tetM, 59% (n=20) tetK y 6% (n=2) tetO. Con respecto a los
desinfectantes, el 32.3% de las cepas (n=11) presentd qacA/B y 29.41% (n=10)
qgacC. Los genes ermC, mef, vanA y vanB no se encontraron presentes en
ninguna de las cepas. Los resultados demostraron que las cepas de S. aureus
asociadas a las infecciones de los catéteres de los pacientes de dialisis peritoneal
presentaron diferentes asociaciones de los fenotipos y genotipos de resistencia a
los antibidticos y desinfectantes, por o que se sugiere mejorar los protocolos de

higiene durante el proceso de dialisis peritoneal.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, didlisis peritoneal, genes, resistencia,
antibidticos.



2. Introduccion.

2.1 Caracteristicas generales de Staphylococcus aureus.

Las bacterias del genero Staphylococcus son cocos Gram positivos de 0.5 a 1.5
Mm de diametro, se agrupan como células unicas, en pares, tétradas y formando
racimos de uvas. Son bacterias inmoviles, no forman esporas y poseen capsula.
La mayoria de las especies producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el
peréxido de hidrégeno en agua y oxigeno libre); caracteristica que se utiliza para
diferenciar el género Staphylococcus de los géneros Streptococcus y

Enterococcus que son catalasa negativa (Cervantes et al., 2014).

Dentro del género Staphylococcus se encuentran incluidas 42 especies diferentes,
siendo Staphylococcus aureus la especie con mayor importancia clinica. S. aureus
fermenta el manitol, produce la enzima coagulasa que le permite a la bacteria
coagular el plasma sanguineo. Crece con facilidad sobre casi todos los medios de
cultivo bacterianos. En el medio de S-110 forman colonias redondas, lisas y
brillantes. Con coloracion amarrilla o dorada por la presencia de carotenoides.
(Pahissa, 2009).

Los Staphylococcus forman parte de la flora bacteriana normal en el humano,
particularmente S. aureus esta presente en la piel, tracto respiratorio y tracto
gastrointestinal. Se estima que del 20% al 50% de la poblacion es portador nasal
permanente, ya que, las fosas nasales anteriores suelen ser el nicho ecolégico

preferente de esta bacteria (Nashev et al., 2004)

Staphylococcus aureus es una bacteria de gran importancia, porque se considera
un patdgeno asociado a diversas infecciones en hospitales y en la comunidad en

general a nivel mundial.



2.2 Factores de virulencia de Staphylococcus aureus.

S. aureus posee un gran numero de factores de virulencia que le confieren la
capacidad de colonizar y ocasionar enfermedades en el humano (Hermann &
Smeltzer, 2016). Entre los factores de virulencia se encuentran cinco toxinas
citoliticas que danan la membrana celular de las células que infectan como:
hemolisinas (alfa, beta, delta y gama) que actian causando poros sobre
plaguetas, monocitos y glébulos rojos, son responsables destruccion tisular,
formacion de abscesos y Leucocidina de Panton-Valentine que lisa
especificamente neutréfilos polimorfonucleares y monocitos creando poros en su
membrana nuclear; también se relaciona a infecciones como neumonia
necrotizante e infecciones graves de la piel (Omuse et al., 2013). Ademas de
enterotoxinas (A, B, C, D y F) que se asocian a intoxicaciones alimentarias, dos
toxinas exfoliativas (A y B), responsables de graves enfermedades como el
sindrome de la piel escaldada que se caracteriza por dermatitis exfoliativa y la
toxina 1 (TSSS-1) que provoca el sindrome del choque téxico (Koosha et al.,
2013).

Componentes Efecto biolégico

estructurales

Capsula Es una adhesina; ademas, impide la quimiotaxis y la fagocitosis,
inhibe la proliferacion de células mononucleares

Proteina A Altera funcion ciliar, estimula respuesta inflamatoria, media en el
dafio tisular con produccién de radicales téxicos de oxigeno.

Adhesinas Proteinas de superficie que favorecen el anclaje a las células que
infectan.

Enzimas Efecto biolodgico

Coagulasa Convierte el fibrindégeno en fibrina.

Catalasa Cataliza la descomposicion de peroxido de hidrogeno.
Hialuronidasa Hidroliza los acidos hialurénicos en el tejido conectivo, facilitando la
diseminacién de los estafilococos en los tejidos.

Fibrinolisina Disuelve los coagulos de fibrina.

Lipasa Hidroliza los lipidos.

Nucleasa Hidroliza el ADN.

Toxinas Efecto biolégico

Hemolisinas alfa, | Mecanismo poro-perforador sobre las membranas de leucocitos,
beta, delta vy | eritorcitos, macrofagos, plaquetas y fibroblastos.

gama.




Leucocidina Destruye los leucocitos y produce necrosis de los tejidos.
Panton-Valentine

Toxina exfoliativa | Proteasas, que rompen los puentes intercelulares en el estrato
granuloso de la epidermis.
Enterotoxinas (A- | Super antigenos (estimula la proliferacion de células T y la

F). liberacion de citosinas): estimula la liberacion de mediadores
quimicos en los mastocitos, aumentando el peristaltismo.

Toxina del Super antigenos (estimulan la proliferacion de células T y la

sindrome del liberacion de citosinas); produce la destruccién de las células

choque tdéxico endoteliales.

TSST-1.

Tabla 1. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus

2.3 Enfermedades causadas por S. aureus.

Staphylococcus aureus es un importante patégeno humano, produce infecciones

comunitarias y hospitalarias (Pahissa, 2009).

El primer paso para colonizar un tejido e iniciar una infeccidn es la adherencia
bacteriana a las proteinas de la matriz del huesped (fibronectina, fibrinégeno,
elastina y colageno) por medio de una familia de adhesinas llamadas MSCRAMMs
(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules,
componentes microbianos de superficie que reconocen moléculas adhesivas de la
matriz). La unién a la fibronectina esta mediada por dos proteinas estrechamente
relacionadas FnBPA y FnBPB, codificadas por los genes fnbA y fnbB,
respectivamente, las cuales regulan la adhesion de S. aureus a las células

epiteliales humanas. (Nashev et al., 2004).

Una vez que las bacterias, llegan al tejido subcutaneo o submucoso se diseminan
rapidamente, formando abscesos leves y/o profundos (abscesos metastasicos)
causando Infecciones de piel y tejidos blandos, forunculos, faringitis, otitis e
infecciones graves como bronquitis, neumonia, artritis séptica, osteomielitis,
endocarditis, e infecciones asociadas a los catéteres de pacientes de hemodialisis

o de dialisis peritoneal (Zendejas et al., 2014).



2.4 Infecciones bacterianas asociadas a los catéteres de dialisis peritoneal

The National Kidney Foundation de Estados Unidos definié a la Insuficiencia Renal
Crénica (IRC) como la presencia de dafo renal con una duracion igual o mayor a
tres meses, caracterizada por anormalidades estructurales o funcionales con o sin
descenso de la tasa de filtracion glomerular (TFG) a menos de 60ml/min/1.73m?.
La IRC es un proceso fisiopatologico multifactorial de caracter progresivo e
irreversible que frecuentemente lleva a un estado terminal, en el que el paciente
requiere terapia de reemplazo renal, es decir didlisis o trasplante para poder vivir
(K/DOQI, 2002).

La IRC es la resultante de diversas enfermedades cronico-degenerativas, entre las
que destacan la diabetes mellitus y la hipertension arterial, este fendmeno ocurre
de manera similar en todo el mundo y lamentablemente conduce hacia un
desenlace fatal si no es tratada. Las cifras de morbilidad y mortalidad son
alarmantes; en México, esta es una de las principales causas de atencion en

hospitalizacion y en los servicios de urgencias (Méndez et al., 2010).

La dialisis peritoneal (DP) es el método de reemplazo renal mas empleado; en
México hay 34,000 pacientes en didlisis y el 80% con la modalidad peritoneal
(Méndez et al., 2007). La DP es un procedimiento donde se utiliza el peritoneo
como membrana dialitica, ésta es una membrana biolégica semipermeable a
liquidos y solutos. Basandose en este hecho fisiolégico la DP consigue eliminar
sustancias toxicas y agua del organismo. Por medio de un catéter de
Tenckhoff que se inserta en la cavidad peritoneal, se infunde una solucion de
dialisis que es mantenida en el peritoneo por un tiempo predeterminado, durante el
cual, mediante mecanismos de transporte de difusién y osmosis, se produce el
intercambio de sustancias. Siguiendo el gradiente osmético, se produce la difusidon
y osmosis de toxicos y electrolitos desde la sangre al liquido infundido.
Posteriormente éstos seran eliminados al exterior a través del mismo catéter (Guia
de DP, 2010).

La insercion del catéter de Tenckhoff es un procedimiento quirurgico e invasivo al

organismo que, en malas condiciones de higiene por el personal médico,
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manipulacion inadecuada del paciente y la implantacion a largo plazo, se puede
colonizar de bacterias y convertirse en una fuente de infeccion generalizada
(bacteramia), por la facilidad de acceder de forma continua al torrente sanguineo

(Smuszkiewicz et al., 2009).

S. aureus es una bacteria capaz de formar una biopelicula en superficies de
dispositivos médicos, lo que conduce a que las infecciones sean mas agudas. Las
interacciones bacterianas con las superficies de los catéteres de DP ocurre por el
polisacarido de adhesion intercelular (PIA), codificado por el operén ica (icaADBC)
de S. aureus. La biopelicula protege al microorganismo contra el sistema inmune
del huésped y contra la accion de los antibioticos (Nourbakhsh et al., 2016).
Recientemente Paniagua et al., (2012) encontraron que la frecuencia del gen ica
en cepas de S. aureus aisladas de catéteres de pacientes de hemodialisis fue del
96.3%. La formacion de biopelicula ocasiona que del 20% al 30% de las
infecciones relacionadas con el catéter no se curen, lo que lleva a infecciones

cronicas.

2.4 Resistencia a antibiéticos y desinfectantes por S. aureus.

En las ultimas décadas el uso prolongado de los antibiéticos ha ocasionado la
seleccidon de cepas de S. aureus resistentes a los antimicrobianos. La resistencia
bacteriana a los antibioticos frecuentemente se encuentra codificada por genes
localizados en elementos genéticos moviles, como plasmidos, transposones e

integrones, lo que hace posible su transferencia (Sarum et al., 2002).

Desde la década de 1980 las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina
(MRSA) y a otros antibitticos se han extendido rapidamente, convirtiéndose en un
grave problema de salud a nivel mundial, ya que reducen la disponibilidad de
antibidticos para el tratamiento de diversas infecciones en hospitales y en la
poblacion en general (Koosha et. al., 2013). La resistencia a la meticilina se debe
a la adquisicién de un elemento genético movil llamado Staphylococcal Cassette
Chromosome mec (SCCmec) que incluye el gen mecA, elemento central de

resistencia a la meticilina (Ibrahem et al., 2009).



Las cepas de S. aureus frecuentemente acarrean multiples genes de resistencia a
antibiéticos, como el gen blaZ, que codifica para la produccion de B—-lactamasas y
confiere resistencia a antibidticos B-lactamicos. Los genes ermA, ermB, y ermC
que codifican para la produccion de metiltransferasas, las cuales son responsables
de la resistencia a antibiéticos macrolidos al igual que el gen que msrA induce
resistencia a la eritromicina, al codificar para bombas de eflujo dependientes de
ATP (Ross et al., 1995). El gen aac(6’)-le-aph(2”)-la confiere resistencia a
antibidticos aminoglucésidos. Los genes ftet(M), tet(O) y tet(K) confieren
resistencia a la tetraciclina; y los genes vanA y vanB codifican para resistencia a

vancomicina (Rizzotti et al., 2005).

Con el fin de evitar la propagacion de patégenos y contrarrestar las infecciones en
los hospitales con frecuencia se utilizan los desinfectantes, que son compuestos
cuaternarios de amonio como el cloruro de benzalconio, que se utiliza como
antiséptico de la piel y heridas, su mecanismo de accion radica en la inactivacion
de las enzimas productoras de energia, desnaturalizacion de las proteinas
celulares esenciales y la ruptura de la membrana celular; sin embargo, se ha
demostrado que el uso generalizado de estos compuestos impone una presion
selectiva y contribuye a la aparicion de bacterias resistentes a dichos compuestos
(Zhang et al., 2011). Los genes que codifican para resistencia a desinfectantes
son qacA, gacB y gacC, los cuales se encuentran en los plasmidos pST6, pSK4y
pSK41. El verdadero problema radica en que algunos de estos plasmidos también
contienen genes de resistencia a antibiéticos como: gentamicina, penicilina,
kanamicina y tobramicina. De manera que el empleo de compuestos a base de
cuaternario de amonio para desinfectar puede conducir a una resistencia cruzada

a antibidticos y desinfectantes de cepas MRSA (Zmantar et al., 2011).



3. Antecedentes.

Smuszkiewicz et al., (2009) realizaron un estudio donde se aislaron bacterias de
115 puntas de catéteres infectados de pacientes de hemodialisis; el 24% de los
pacientes presentaron bacteriemia (infeccion en el torrente sanguineo). Entre los
patdbgenos se encontraron: Staphylococcus epidermidis, Proteus mirabilis,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y

Candida albicans.

Zmantar et al., (2011) detectaron por PCR multiplex los genes de resistencia a
eritromicina (ermA ermB, ermC, msrA y mef) y a desinfectantes (qacA, qacB, y
gacC) en 46 cepas obtenidas de pacientes con infeccién articular, 22 cepas
recuperadas de fluido de didlisis y 49 cepas aisladas de agujas de un servicio de
didlisis. Estos autores encontraron que la frecuencia de los genes de resistencia a
eritromicina en S. aureus fue: ermA 7.7%, ermB 13.7%, ermC 6% y msrA 10.2%.
Ademas 88 cepas (74%) fueron resistentes a cloruro de benzalconio (compuesto

cuaternario de amonio).

Zhang et al., (2011) realizaron un estudio para establecer las frecuencias de genes
de resistencia a desinfectantes (qac A/B) en cepas nasales de S. aureus en
enfermeras de hospitales y personas sanas. En la poblacién sana encontraron que
el 11.3% de las cepas de S. aureus presentd el gen gqac A/B, mientras en las
cepas de S. aureus recuperadas de las fosas nasales del personal de enfermeria
presento el gen gac A/B en un 42%, representando un riesgo de salud para los

pacientes hospitalizados que son atendidos por estas enfermeras.

Paniagua et al., (2014) realizaron un estudio donde aislaron vy tipificaron 21 cepas
de Staphylococcus aureus aisladas de catéteres de pacientes con hemodialisis. El
100% (n=21) de las cepas presentd los genes ermA, ermB que confieren
resistencia a la eritromicina, los genes tetM, tetK que codifican para resistencia a
la tetraciclina, el gen blaZ que confiere resistencia a los antibiéticos B-lactamicos y
el gen gacC. que codifica para resistencia a desinfectantes. Los genes qacA y

gacB fueron identificados en un 76% (n=16), en cada caso. Por ultimo el gen



aac(6’)le- aph(2”)la que confiere resistencia a los antibiéticos aminoglucosidos fue

detectado en el 14.3% (n=3) de las cepas de S. aureus.



4. Justificacion.

Debido a que en los ultimos afios en México se ha incrementado la frecuencia de
las infecciones relacionadas a los catéteres por cepas de S. aureus resistentes a
los antibioticos, es importante caracterizar molecularmente los genes que codifican
para resistencia a los antibidticos B-lactamicos, eritromicima, aminoglucdsidos,
tetraciclinina, vancomicina y desinfectantes en cepas de S. aureus aisladas de

infecciones asociadas a los catéteres de pacientes de dialisis peritoneal.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general.

Identificar los genes que codifican resistencia a antibiéticos y desinfectantes en
cepas de Staphylococcus aureus aisladas de catéteres de pacientes de dialisis

peritoneal.

5.2 Objetivos particulares.

o Establecer la frecuencia de Staphylococcus aureus en los catéteres de los

pacientes de dialisis peritoneal.

o Determinar la resistencia a antibiéticos en las cepas de S. aureus por el

método de Kirby-Bauer.

o Detectar por PCR los genotipos que codifican resistencia a Eritromicina
(ermA, ermB 'y ermC), Tetraciclina (tetM, tetO y tetK), Vancomicina (vanA 'y
vanB), Aminoglucédsidos [(aac(6')-le-aph(2")-1a)], B-lactamasas (blaZ) vy

desinfectantes (qacA, gacB y qacC) en cepas de Staphylococcus aureus.

o Determinar los diferentes patrones de asociacion de los marcadores de

resistencia a antibioticos y desinfectantes en las cepas de S. aureus.
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6. Materiales y métodos

6.1 Origen de las cepas e Identificacion de S. aureus por pruebas
bioquimicas.

Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron a partir del cepario del Laboratorio
de Analisis Clinicos de la CUSI, un total de 34 cepas de S. aureus aisladas
previamente de infecciones asociadas a los catéteres de pacientes con dialisis
peritoneal. Las cepas fueron identificadas por morfologia colonial en el medio de
cultivo selectivo de S110 y por las pruebas bioquimicas bacteriolégicas de manitol

y de la coagulasa.

6.2 Determinacion de la susceptibilidad y/o resistencia a los antibiéticos en
las cepas de S. aureus.

Una vez identificadas las bacterias se utilizo la técnica de Kirby-Bauer para probar
la susceptibilidad y/o resistencia de cada cepa encontrada, para lo cual se
tomaron 5 colonias de cada cepa con un asa estéril, se inocularon en 5 ml de
caldo BHI y se incubaron a 37°C durante 3 horas, hasta que aparecio una turbidez
ligera. La turbidez se ajustd con solucién salina estéril hasta obtener una densidad
comparable con un estandar de sulfato de bario. El estandar se prepard
mezclando 5 ml de BaClz 0.048 M (1.175% peso/ volumen de BaCl2 2H20) con
99.5 ml de H2SO4 al 1% v/v (0.36N), que fue la mitad de la densidad del estandar

No. 1 de MacFarland (estandar 0.5 de MacFanarland).

Posteriormente se inocul6 sobre el agar de Mueller Hinton por medio de hisopos
estériles, los cuales se humedecieron con la suspension (crecimiento bacteriano) y
se estriaron sobre la totalidad de la superficie del agar. Por ultimo, se tomé6 un
sensidisco con los 12 antimicrobianos a determinar, por medio de una pinza estéril
y se coloco sobre el agar de Mueller Hinton. El antibiético se difundié formando un
gradiente de concentracion que inhibidé o permitié el crecimiento de la bacteria en

un tiempo de 24 horas a 37°C.
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De esta manera las cepas se clasificaron como susceptibles (S), resistentes (R) o

intermedias (I) dependiendo del diametro del halo de inhibicién, el cual se midié

con un vernier (Tabla 2).

Diametro del halo de

Antibiético Abrev. Familia Accién INH. (mm)
R I S
Ampicilina AM Aminopenicilina 1 <28 >29
Cefalotina CF Cefalosporina de 12 Gen. 1 <14 15-17 >18
Cefotaxima CTX Cefalosporina de 32 Gen. 1 <14 15-22 >23
Ceftazidima CAZ Cefalosporina de 32 Gen. 1 <14 15-17 >18
Cefuroxima CXM Cefalosporina de 22 Gen. 1 <14 15-17 >18
Dicloxacilina DC Penicilina semisintetica 1 <10 11-12 >13
Eritromicina E Macrolido 2 <13 14-17 >18
Gentamicina GE Aminoglucosido 2 <12 13-14 >15
Pefloxacina PEF Quinolona 3 <14 15-22 >23
Penicilina PE Penicilina 1 <28 >29
Tetraciclina TE Tetraciclina 2 <14 15-18 >19
Trimetoprim- SXT Combinacién de
sulfametoxazol diaminopirimidina y 3 <10 11-15 16

sulfonamida

Tabla 2.- Antibidticos que se utilizaron contra las cepas encontradas

R= resistente, I= intermédia, S= sensible .1. Inhibicion de la formacién de la pared celular

2. Interferencia en la sintesis de proteinas 3. Inhibicion del metabolismo de los acidos

nucleicos.
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6.3 Extraccion de ADN.

Las cepas fueron sembradas en agar S-110 por el método de estria cruzada y se
incubaron a 37° C por 24 horas para obtener crecimiento bacteriano. Con un asa
de siembra estéril se tomd una muestra considerable y se deposité en un tubo con
rosca de 16x150 con 2 mL de agua desionizada estéril. El inéculo fue agitado por
medio de un vortex por 30 segundos y se coloco a baio maria durante 20 minutos.
Al término, la muestra se colocé en hielo por 10 minutos y posteriormente se
centrifugd a 12,000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante que contenia el ADN
se transfirid a un tubo eppendorf estéril y se guardé a -20°C hasta su utilizacion
(Paniagua et. al., 2015).

6.4 Identificacién de S. aureus por PCR.

S. aureus fue identificada por PCR convencional mediante la deteccién de los
marcadores cromosomicos spa, 23rRNA, nuc y coa (Tabla 3, Nashev et al., 2004).
Los oligonucledtidos que se utilizaron se observan en la Tabla 3. Para la
amplificacion por PCR de cada gen por separado se utilizé la Kapa Taq Ready Mix
™ (Kapa Biosystems™), para un volumen final de 20 ul por mezcla de reaccién se
agrego: 10 pl de la Kapa Taq, 1ul de cada oligonucleétido (10 pmol; Sigma-
Genosys), 5 yl de agua estéril libre de nucleasas y 3 pl (100 ng) de ADN molde. La
amplificacion del ADN se realizé en un termociclador modelo CGI-96 bajo las
siguientes condiciones. Para spa: desnaturalizacion inicial 95°C por 5 minutos, 30
ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto, alineacién a 60°C por 1 minuto y

extension a 72 °C por 1 minuto). La extensién final fue de 72°C por 7 minutos.

Para rRNA: desnaturalizaciéon inicial 95°C por 5 minutos, 37 ciclos
(desnaturalizacion a 94°C por 40 segundos, alineacién a 64°C por 1 minuto y

extension a 72 °C por 75 segundos). La extension final fue de 72°C por 7 minutos.

Para nuc: desnaturalizacion inicial 95°C por 5 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacion
a 94°C por 1 minuto, alineacion a 55°C por 30 segundos y extensién a 72 °C por

30 segundos). La extension final fue de 72°C por 7 minutos.
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Para coa: desnaturalizacion inicial 95°C por 5 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacién
a 94°C por 1 minuto, alineaciéon a 58°C por 1 minuto y extensién a 72 °C por 1
minuto). La extension final fue de 72°C por 7 minutos. Como control positivo se
utilizé la cepa de S. aureus ATCC 33592 (mecA+).

Oligonucleotido  Gen Secuencia del primer 5°-3’ Tamano del
amplicon

23 rRNAF 23rRNA ACGGAGTTACAAAGGACGAC 1250

23 rRNAR AGCTCAGCCTTAACGAGTAC

Spa (region X) F | spa CAAGCACCAAAAGAGGAA Polimorfismo

Spa (region X) R CACCAGGTTTAACGACAT

Nuc-1 nuc GCGATTGATGGTGATACGGTT 279

Nuc-2 ACGCAAGCCTTGACGAACTAAAGC

Coag-1 coa ATAGAGATGCTGGTACAGG Polimorfismo

Coag-2 GCTTCCGATTGTTCGATGC

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para identificar S. aureus.

6.5 Identificacidon de los genes de resistencia a antibioticos y desinfectantes
en S. aureus por PCR convencional.

La deteccion de los genes que codifican para resistencia a la eritromicia (ermA,
ermB, ermC, msrA y mef) y desinfectantes (qacA, qacBy qacC) en las cepas de S.
aureus se realizo por el método PCR convencional (Tabla 4; Zmantar et al., 2011).
Para la amplificacion por PCR de cada gen por separado se utilizé la Kapa Taq
Ready Mix ™ (Kapa Biosystems™), para un volumen final de 20 pl por mezcla de
reaccion se agrego6: 10 yl de la Kapa Taq, 1ul de cada oligonucleotido (10 pmol;
Sigma-Genosys), 5 pl de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN
molde. La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador modelo CGI-96
bajo las siguientes condiciones. Para los genes ermA, ermB, ermC, msrA y mef
fueron: desnaturalizacion inicial 96°C por 3 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion a
95°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 30 segundos y extension a 72 °C

por2 minutos). La extension final fue de 72°C por 10 minutos.
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Las condiciones de amplificacion para qacA, qacB, y qacC fueron:
desnaturalizacion inicial 94°C por 5 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C
por 1.5 minutos, alineacion a 56°C por 30 segundos y extensién a 72 °C por 1.5

minutos). La extensién final fue de 72°C por 10 minutos.

6.6 Deteccion de los genes de resistencia a la tetraciclina (tetM, tetO y tet K)
en las cepas de S. aureus.

Para la amplificacion por PCR de cada gen por separado se utilizé la Kapa Taq
Ready Mix ™ (Kapa Biosystems™), para un volumen final de 20 ul por mezcla de
reaccion se agrego6: 10 yl de la Kapa Taq, 1ul de cada oligonucledtido (10 pmol;
Sigma-Genosys), 5 pl de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN
molde. La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador modelo CGI-96
bajo las siguientes condiciones: las condiciones de amplificacién para tetM fueron
(Tabla 4, Rizzotti et al. 2005): desnaturalizacion inicial 94°C por 4 minutos, 30
ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 30
segundos y extension a 72 °C por 30 segundos). La extension final fue de 72°C

por 7 minutos.

Las condiciones de amplificacidon para tet O fueron: desnaturalizacion inicial 94°C
por 4 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacién a
57°C por 30 segundos y extension a 72 °C por 30 segundos). La extension final a

72°C fue por 7 minutos.

Las condiciones de amplificacion para tet K fueron: desnaturalizacion inicial 94°C
por 4 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacién a
55°C por 30 segundos y extension a 72 °C por 30 segundos). La extension final

fue de 72°C por 7 minutos.

6.7 Deteccion de los genes de resistencia a aminoglucésidos [(aac(6°)-le-
aph(2")-1a)] y betalactamasas (blaZ) en las cepas de S. aureus.

Para la amplificacion por PCR de cada gen por separado se utilizé la Kapa Taq
Ready Mix ™ (Kapa Biosystems™), para un volumen final de 20 ul por mezcla de

reaccion se agrego6: 10 yl de la Kapa Taq, 1ul de cada oligonucleotido (10 pmol;
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Sigma-Genosys), 5 pl de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN
molde. La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador modelo CGI-96
bajo las siguientes condiciones: las condiciones de amplificacién para aph fueron
(Tabla 4, Rizzotti et al. 2005): desnaturalizacion inicial 94°C por 4 minutos, 30
ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion a 55°C por 30
segundos y extension a 72 °C por 30 segundos). La extension fue de 72°C por 7

minutos.

Las condiciones de amplificacién para blaZ fueron: desnaturalizacién inicial 94°C
por 4 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacién a
58°C por 30 segundos y extension a 72 °C por 30 segundos). La extension final

fue de 72°C por 7 minutos.

6.8 Deteccion de los genes de resistencia a la Vancomicina (vanA y vanB) en
las cepas de S. aureus.

Para la amplificacion por PCR de cada gen por separado se utilizé la Kapa Taq
Ready Mix ™ (Kapa Biosystems™), para un volumen final de 20 ul por mezcla de
reaccion se agrego6: 10 yl de la Kapa Taq, 1ul de cada oligonucledtido (10 pmol;
Sigma-Genosys), 5 pl de agua estéril libre de nucleasas y 3 ul (100 ng) de ADN
molde. La amplificacion del ADN se realizé en un termociclador modelo CGI-96
bajo las siguientes condiciones: las condiciones de amplificacion para vanA y vanB
fueron (Tabla 4, Rizzotti et al. 2005): desnaturalizacion inicial 94°C por 4 minutos,
30 ciclos (desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, alineacion a 61°C por 45
segundos y extension a 72 °C por 45 segundos). La extension final fue de 72°C

por 7 minutos.

Oligonucleotido  Gen Secuencia del primer 5’-3’ Tamano del
amplicon

erm AF ermA TATCTTATCGTTGAGAAGGGATT 139

erm AR CTACACTTGGCTTAGGATGAAA

erm BF ermB CTATCTGATTGTTGAAGAAGGATT 142

erm BR GTTTACTCTTGGTTTAGGATGAAA
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erm CF ermC CTTGTTGATCACGATAATTTC 190

erm CR ATCTTTTAGCAAACCCGTATT

mrs AF mrsA TCCAATCATAGCACAAAATC 163
mrs AR AAT CCCTCTATTTGGTGGT

mef F mef AGTATCATTAATCACTAGTGC 348
mef R TTCTTCTGGTACAAAAGTGG

tetM-1 tet(M) GTGGACAAAGGTACAACGAG 406
tetM-2 CGGTAAAGTTCGTCACACAC

tetO-1 tet(O) AACTTAGGCATTCTGGCTCAC 515
tetO-2 TCCCACTGCTCCATATCGTCA

tetk-1 tet(K) TCGATAGGAACAGCAGTA 169
tetk-2 CAGCAGATCCTACTCCTT

blaz-1 blaz ACTTCAACACCTGCTGCTTTC 173
blaz-2 TGACCACTTTTATCAGCAACC

A1 vanA GGGAAAACGACAATTGC 732
A2 GTACAATGCGGCCGTTA

B1 vanB ATGGGAAGCCGATAGTC 635
B2 GATTTCGTTCCTCGACC

gacA, gacBF gqacA, qacB TCCTTTTAATGCTGGCTTATACC 220
gacA, gqacBR AGCCKTACCTGCTCCAACTA

gacCF gacC GGCTTTTCAAAATTTATACCATCCT 249
gacCR ATGCGATGTTCCGAAAATGT

Aming aph-1 aac(69)le- GAGCAATAAGGGCATACCAAAAATC 480
Aming aph-2 aph(20)la CCGTGCATTTGTCTTAAAAAACTGG

Tabla 4. Oligonucleotidos utilizados para identificar los genes que codifican resistencia a

antibidticos y desinfectantes.

6.9 Analisis de los amplicones por electroforesis en geles de agarosa.

Posterior a la amplificacion del ADN por PCR, 10 uL de cada muestra fueron
analizados por electroforesis en geles de agarosa al 2%, bajo las siguientes
condiciones: 120 volts, 94 miliamperes por 120 minutos. Los geles fueron tenidos
con Midori Green (0.3 uL) y fotografiados bajo luz UV utilizando el sistema de
fotodocumentacion GEL LOGIC 100 (KODAK).
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7. Resultados

7.1 Pacientes estudiados.

Se analizaron treinta y cuatro cepas de S. aureus del cepario del Laboratorio
Clinico de la CUSI, FESI, que fueron obtenidas previamente de pacientes con
infeccidon en el sitio de insercion del catéter de dialisis peritoneal. En la figura 1 se
observa que el 65% (n= 22) de los pacientes correspondié al sexo masculino y el

35% (n=12) al sexo femenino.

Femenino Masculino

35%
n=12

65%
n=22

Figura 1. Distribucién de los pacientes por sexo.
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La edad de los pacientes se observa en la Figura 2. El grupo de edad con mayor
frecuencia fue de 41 a 50 anos (32.3%, n=11); seguido del grupo de 15 a 20
(23.5%, n=8) y por el grupo de 21 a 30 (20.5%, n=7). Los grupos de edad con
menor frecuencia fueron 31 a 50 (14.7% n=5) y 51 a 60 (8.8%, n=3).

35
30
25
n 20
w
E 15
[
(@]
< 10
a.
0
51a 60 41a50 31a40 21230 15220
EDAD (ANOS)

Figura 2. Distribucion de los pacientes por edad.

7.2 Identificacion de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus fue identificado mediante la detenccion de los marcadores
cromosomicos rRNA, spa region X, nuc y coa (Fotografias 1-4).

Fotografia 1. Deteccién de gen rRNA mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 6, rRNA en cepas de S. aureus
(amplicones de 1250 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 7, control positivo, S. aureus ATCC 33592; carril 8, control negativo
(sin DNA).

20



200 pb

Fotografia 2. Deteccion del gen spa r(egion X) en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 6 spa en cepas de
S. aureus (amplicones de 200 pb); carril 5 MWM (100 pb); carril 7, control positivo, S. aureus ATCC 33592; carril 8, control
negativo (sin DNA).

279 pb > QEESSSSSSI

Fotografia 3. Deteccién de nuc en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 6 nuc en cepas de S. aureus
(amplicones de 279 pb); carril 5 MWM (100 pb); carril, 7 control positivo, S. aureus ATCC 33592; carril 8, control negativo
(sin DNA).
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Polimorfismo s

Fotografia 4. Deteccion de coa en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4, coa en cepas de S. aureus
(amplicones de 100 a 300 pb por el polimorfismo del gen); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC
33592, control negativo (sin DNA).
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7.3 Fenotipos de resistencia a antibiéticos en las cepas de S. aureus.

El 100% de las cepas fue resistente a Penicilina (n=34), 97% (n=33) a
Dicloxacilina, Eritromicina y Ampicilina, en cada caso, 94% (n=31) a Pefloxacina,
91% (n=30) a Sulfametoxazol-Trimetoprim, 85% (n=29) a Gentamicina, 82%
(n=28) a Cefotaxima, 71% (n=24) a Tetraciclina y 50% (n=33) a Cefalotina (Figura
3).

Resistencia a antibioticos

100
9
8
7
6
5
4
3
2
1

0
PE DC E AM SXT GE CTX TE CF

FEP
Antibidticos

Porcentaje
o o o o o o o o

o

Figura 3. Porcentaje de resistencia a los antibidticos en cepas de S. aureus.

PE= penicilina; DC= dicloxacilina; E= eritromicina; AM= ampicilina; PEF= Pefloxacina;
SXT= trimetoprim-sulfametoxazol; GE= gentamicina; CTX= cefotaxima; TE= tetraciclina;

CF= cefalotina.
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7.4 Genotipos de resistencia a antibiéticos y desinfectantes en las cepas de

Staphylococcus aureus.

La detencion de los genotipos de resistencia a antibidticos y desinfectantes

presentes en las 34 cepas de Staphylococcus aureus se llevd a cabo mediante

PCR convencional. El 32.3% (n=11) de las cepas presento el gen ermA, el 20.6%
(n=7) ermB, 3% (n=1) ermC y 26.5% (n=9) mrsA (Tabla 5, Fotografias 5-7).

Respecto a los genes de resistencia a la tetraciclina, el 73.5% (n=25) fue

portadora de tetM (Tabla 5, Fotografia 8), 6% (n=2) de tetO y 59% (n=20) de tetK

(Fotografia 9). El gen blaZ (betalactamasas) fue identificado en el 100% de las

cepas (n=34) (Fotografia 10), aac(6’)le-aph(2”)la (aminoglucésidos) en el 73.5%

(n=25) (Fotografia 11), qacA/B (desinfectantes) en el 32.3%(n=11) y qacC en el

29.4% (n=10) (Fotografias 12 y 13). Los genes mef, vanA y vanB no se

encontraron presentes en ninguna de las cepas (Tabla 5).

Antibiético Gen No. Porcentaje
%
Eritromicina ermA 11 32.3
ermB 7 20.6%
ermC 0 0
mef 0 0
mrsA 9 26.5
Tetraciclina tetM 25 73.5
tetO 2 6
tetK 20 59
Aminoglucosidos aac(6’)le-aph(2”)la 25 73.5
Betalactamicos blaZz 34 100
Vancomicina vanA 0 0
vanB 0 0
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Desinfectantes gacA/B 1 32.3

qacC 10 29.4

Tabla 5. Porcentaje de cepas de S. aureus que presentaron los diferentes genes de

resistencia a antibiéticos y desinfectantes.

139 pb  e—

Fotografia 5. Deteccion de gen ermA en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 ermA en cepas de S. aureus
(amplicones 139 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC 33592, control negativo (sin DNA).

Fotografia 6. Detencion de gen ermB en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 ermB en cepas de S. aureus
(amplicones de 142 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC 33592, control negativo (sin
DNA).
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163 pb

100 pb

Fotografia 7. Deteccién de gen mrsA en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 2-4 y 6 mrsA en cepas de S.
aureus (amplicones 163 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 7, control positivo, S. aureus ATCC 33592, control negativo (sin
DNA).

Fotografia 8. Deteccién de gen tetM en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 tetM en cepas de S. aureus
(amplicones 406 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC 33592, control negativo (sin DNA).
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Fotografia 9. Deteccion de gen tetK en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 7 tetK en cepas de S. aureus
(amplicones 169 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC 33592, carril 8 control negativo (sin
DNA).

173 pb e

Fotografia 10. Deteccion de gen blaZ en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 7 blaZ en cepas de S. aureus
(amplicones 173 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC 33592, carril 8 control negativo (sin
DNA).
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Fotografia 11. Detecciéon de gen aac(6’)leaph(2”)la en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y
Taac(6’)leaph(2”)la en cepas de S. aureus (amplicones de 480 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S.
aureus ATCC 33592, carril 8 control negativo (sin DNA).

220pb  —

Fotografia 12. Deteccion del gen gacA/B en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1, 3-4 y 7 qacA/B en cepas de
S. aureus (amplicones 220 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC 33592, carril 8 control
negativo (sin DNA).
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249 pb  —

100 pb

Fotografia 13. Deteccion de gen gacC en S. aureus mediante PCR convencional. Carriles 1-4 y 7 qacC en cepas de S.

aureus (amplicones 249 pb); carril 5, MWM (100 pb); carril 6, control positivo, S. aureus ATCC 33592, carril 8 control
negativo (sin DNA).
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7.5 Diferentes combinaciones de genes que codifican resistencia a
antibidticos y desinfectantes en cepas de S. aureus aisladas de catéteres de
pacientes con dialisis peritoneal.

Se identificaron 9 patrones distintos de asociacion de los genes de resistencia a

antibidticos y desinfectantes, dentro de los actuales los patrones no. 1 y 2

conformados por los genes tetM, aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ y tetM, tetK, blaZ

respectivamente fueron los mas frecuentes en las cepas de S. aureus con un

17.6% (n=11), seguidos los patrones 3, 4 y 5 conformados por los genes fetK,

aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ,

qacA/B, tetK, aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ y aac(69)le-

aph(20)la, blaZ con un 11.8% (n=4) . Los patrones 6, 7 y 8 fueron encontrados en
un 8.8% (n=3) con los genes tetK, aac(6’)le-aph(2’)la, blaZ, qacA/B, qacC, tetO,
tetK, aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ y tetM. blaZ y una solo cepa presentd los genes
ermB, blaZ (Tabla 6).

No. de Combinacién de genes que codifican resistencia | Catéter n=34
patrén a antibidticos y desinfectantes en cepas de S.
aureus No. %
1 tetM, aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ 6 17.6
2 tetM, tetK, blaz 6 17.6
3 tetK, aac(6’)le-aph(2”’)la, blaz, qacA/B 4 11.8
4 tetK, aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ 4 11.8
5 aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ 4 11.8
6 tetK, aac(6’)le-aph(2”’)la, blaz, qacA/B, gacC 3 8.8
7 tetO, tetK, aac(6’)le-aph(2”’)la, blaZz 3 8.8
8 tetM, blaZ 3 8.8
9 ermB, blaZz 1 3

Tabla 6. Combinaciones de genes que codifican resistencia a antibidticos y desinfectantes

en cepas de S. aureus.
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8. Discusion

8.1 Pacientes analizados.

En este estudio se analizaron 34 cepas de S. aureus provenientes de pacientes de
dialisis peritoneal (DP) con infeccién en el sitio de insercién del catéter, de los
cuales el 65% (n=22) fueron hombres y el 35% (n=12) mujeres (Figura 1),
principalmente con edades comprendidas en el rango de 41 a 50 afios (Figura 2).
Estos datos son similares a los descritos en un estudio realizado en 21 estados de
la Republica Mexicana en pacientes con DP, en el que se describid que los
hombres presentaron una mayor frecuencia (53%) en relacion con las mujeres
(47%). Se ha descrito que la Diabetes Mellitus, la Hipertension arterial y las
Glomerulopatias crénicas son las causas mas frecuentes que originan insuficiencia

renal cronica (Méndez et al., 2010).

8.2 Identificacién de Staphylococcus aureus.

Staphylococcus aureus fue identificado en el 100% (n=34) de los catéteres de los
pacientes analizados mediante las pruebas bioquimicas de manitol, coagulasa y
por PCR convencional mediante los marcadores cromosémicos rRNA (Fotografia
1), spa (Fotografia 2), nuc (Fotografia 3) y coa (Fotografia 4), especificos para

Staphylococcus aureus (Ruiz et al., 2005).

Se ha reportado que pacientes sometidos a dialisis peritoneal frecuentemente
presentan altas tasas de infecciones por cepas de S. aureus resistentes a la
meticilina (MRSA), debido a la elevada cantidad de uremia y glucosa en sangre
que provoca trastornos que deprimen el sistema inmune haciéndolo deficiente
contra infecciones. Estas infecciones, a su vez, aumentan la permanencia
hospitalaria, costos en tratamientos, asi como la morbilidad y mortalidad en los

pacientes (Devraj et al., 2016).

Una de las principales causas de infeccion por S. aureus asociadas a los catéteres
de DP es debido a que estos pacientes frecuentemente son portadores nasales

permanentes de S. aureus, por lo que existe una autoinfeccion durante el proceso
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de la didlisis peritoneal. Devraj et al., (2016) reporté que las infecciones en
pacientes de hemodialisis estan vinculadas a contaminacion por los mismos
pacientes, debido a que son portadores nasales de S. aureus. En el estudio
realizado por Toshkova et, al. (2001), describieron que los pacientes que

desarrollaron infecciones en la piel también eran portadores nasales de S. aureus.

En condiciones normales la presencia de S. aureus en las fosas nasales no
produce enfermedad, pero si la provoca cuando se introduce al torrente sanguineo
y coloniza otros sitios. Por esta razon el catéter de DP se ha convertido en la
causa mas frecuente de bacteremias por cepas de cepas de S. aureus en
pacientes dependientes de este tratamiento, aumentando el riesgo de desarrollar
peritonitis infecciosa, hasta infecciones del torrente sanguineo y posteriormente
causar endocarditis (Chua et al., 2008). Otros de los factores de infeccion en el
sitio de insercioén del catéter son la falta de asepsia por el personal de la salud, o la

manipulacion inadecuada del paciente (Garcia et al., 2008).

La peritonitis infecciosa es uno de los principales padecimientos asociadas al
catéter de DP, donde del 15% al 57% de los casos terminan en el cambio del

catéter y entre el 2% al 6% de los pacientes fallece (Sampaio et al., 2016).

8.3 Fenotipos de resistencia a antibiéticos en las cepas de S. aureus

El 100% (n=34) de las cepas de S. aureus fue resistente a Penicilina (n=34) y el
97% (n=33) a la Ampicilina (Figura 3). Estos porcentajes son similares a los
descritos por Akpaka et al., (2016), quienes describieron que el 100% (n=309) de
las cepas de S. aureus aisladas de diferentes tipos de infecciones fueron
resistentes a Penicilina y Ampicilina. Estos datos corroboran que la penicilina y
ampicilina, son los antibiéticos menos eficientes para el tratamiento y el control de

mas del 80% de las infecciones por cepas de S. aureus (Akpaka et al., 2016).

En este estudio se describio que el 97% (n=33) de las cepas fue resistente a la
eritromicina (Figura 3). Este porcentaje coincide con lo descrito por Paniagua et
al., (2014) en cepas de S. aureus aisladas de los catéteres de pacientes de

Hemodialisis, quienes encontraron que la resistencia a la eritromicia fue del 100%
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(n=21), y discrepa lo reportado por Zmantar et al., (2008), quienes encontraron

que la resistencia a la Eritromicina por cepas de S. aureus fue del 37.7%

En este estudio el antibidtico que presentd menor porcentaje de resistencia contra
las cepas de S. aureus fue el antibidtico 3-lactamico Cefalotina con un 50% (n=17)
(Figura 3). La cefalotina pertenece al grupo de las cefalosporinas de primera
generacion, es muy parecido a la penicilina, solo que este tiene una mayor ventaja
es su efecto al ser menos susceptible a la hidrdlisis por B-lactamasas; al igual que
las penicilinas actuan inhibiendo la sintesis de la pared celular bacteriana.
Actualmente este antibidtico puede ser una opcion para el tratamiento de
infecciones por bacterias Gram positivas sensibles a éste farmaco (Rivas et al.,
2002).

8.4 Deteccion de los genes que codifican para resistencia a antibiéticos y
desinfectantes en las cepas de S. aureus.

Durante los ultimos afios se han desarrollado gran variedad de antibidticos
naturales, sintéticos y semisinteticos que se utilizan como agentes terapéuticos
para tratar diversas infecciones. Por desgracia, la introduccion y la utilizacion de
nuevos antibidticos ha demostrado que las bacterias poseen la capacidad para
desarrollar una rapida resistencia a estos antibiodticos, por medio de genes que se
encuentran en plasmidos, integrones y transposones, que a través de la
transferencia genética pueden propagar esa resistencia a otras bacterias (Molina
et al., 2010).

El gen blaZ que codifica para B-lactamasas fue identificado en el 100% de las
cepas analizadas (Tabla 5, fotografia 10). Este porcentaje corrobora al descrito
recientemente en un estudio realizado en cepas de S. aureus de pacientes de
hemodidlisis (Paniagua et al., 2014), en donde el gen blaZ fue identificado en el
100% (n=21) de cepas, mientras que en otro estudio realizado en cepas MRSA la
frecuencia de blaZ fue del 88.7% (n=274) (Akpaka et al., 2016).

33



Las [B-lactamasas son enzimas que inactivan los antibidticos [B-lactamicos
(penicilinas y cefalosporinas), destruyendo la estructura quimica del antibiético al

hidrolizar el nucleo beta-lactamico (Cabrera et al., 2007).

Dentro de las cepas de S. aureus analizadas el 56% (n=19) fue portadora al
menos uno de los genes erm y mrsA que confieren resistencia a la eritomicina. El
gen ermA se encontré en un 32.3% (n=11), el gen ermB en un 20.6% (n=7) y el
gen mrsA en un 26.5 % (n=9) (Tabla 5). Estos resultados son mayores a los
encontrados por Zmantar et al., (2008) en cepas de S. aureus aisladas de
infecciones articulares, quienes detectaron el gen ermA en el 7.7% (n = 4), el gen
ermB en un 13.7% (n=6) y el gen mrsA en un 10% (n=5). Los genes ermA y ermB
codifican para una metilasa del RNAr 23S que altera la unién a la diana del
antibidtico, en el caso de la eritromicina es la union a la subunidad 50S del
ribosoma bacteriano inhibiendo la sintesis de proteinas, lo que confiere a las
bacterias resistencia a la eritromicina. Estos genes se encuentran en el transposon
Tn554 y Tn551 respectivamente; mientras que el gen mrsA codifica una bomba de
eflujo dependiente de ATP (Zmantar et al.,2008).

Los antibidticos aminoglucésidos inhiben la sintesis de proteinas al unirse a la
subunidad ribosomal 30s conduciendo finalmente a la muerte de la bacteria. Son
utilizados para bacterias Gramnegativos y Grampositivas. Son efectivos frente a S.
aureus sensible a meticilina, pero no frente a la mayoria de las cepas MRSA
(Palomino y Pachon, 2003). La resistencia a los antibioticos aminoglucésidos esta
mediada por el gen aac(6))le-aph(2”)la. La gentamicina es un antibidtico
aminoglucdsido que unicamente se administra por via intramuscular e intravenosa
debido a que no se absorbe por via oral. En este estudio el gen aac(6’)le-aph(2’)la
fue identificado en el 73.5% (n=25) de las cepas de S. aureus analizadas (Tabla5)
y el fenotipo de resistencia por el método de Kirby-Bauer fue del 85% (Figura 3,
Fotografia 11). Sin embargo, en un estudio reciente (Akpaka et al., 2016), se
encontré que el 100% (n=309) de las cepas MRSA presentd el gen aac(6’)le-
aph(2”)la, mientras que Paniagua et al., (2014) describieron que la frecuencia de
aac(6’)le-aph(2”)la fue del 14.3% (n=9).
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Las tetraciclinas ejercen su efecto al unirse a la subunidad 30S ribosomal
inhibiendo la sintesis de las proteinas bacteriana (Pérez et al., 2003). En este
estudio se encontro el gen tetM en el 73.5% (n=25) de las cepas de S. aureus,
tetK en el 59% (n=20) y tetO en el 6% (n=2) (Tabla 5, fotografias 8 y 9). En el afo
2003 se reporté que unicamente el 5% de cepas de S. aureus fue resistente a la
tetraciclina (Pérez e Iglesias, 2003). Posteriormente Rizzotti et al., (2005)
reportaron que el 66.7% de las cepas de S. aureus acarrearon el gen tetM y el
80.5% tetK. En el 2016 Akpaka et al., describieron que los porcentajes de
deteccion para los genes tetM y tetK en cepas MRSA fueron del 79% y del 80%,
respectivamente. Se ha descrito (Lim et al., 2013) que en un periodo de 6 anos la
resistencia a la tetraciclina aumenté en un 46%, hecho que se atribuy6 al

incremento en el uso de dicho antibiético en los hospitales.

La Vancomicina es un antibidtico glucopéptido que actua inhibiendo la sintesis de
la pared bacteriana. Se utiliza como antibiético de reserva unicamente en el
ambito intrahospitalario para infecciones muy graves frente a cepas de MRSA y a
otros antibiodticos (Revilla, 2009). En este estudio ninguno de las cepas analizadas
fue portadora de los genes vanA y vanB responsables de la resistencia a la
Vancomicina (Tabla 5). Sin embargo, en Estados Unidos desde el 2002 ya fueron
reportadas 12 cepas de S. aureus resistentes a Vancomicina provenientes de
diversas de infecciones dentro de hospitales. Se sugiere que estos genes fueron
obtenidos por las bacterias a partir de plasmidos provenientes de enterococos
(Koss et al., 2012).

En la practica clinica se llevan a cabo diferentes medidas higiénicas para prevenir
la propagacion bacteriana utilizando desinfectantes cuaternarios de amonio, sin
embargo, se han detectado cepas MRSA portadoras de los genes qacA, gacB y
gacC, que codifican para la resistencia a estos compuestos (Zhang et al., 2011).
En este estudio se encontré que el gen qacA/B fue identificado en el 32.3% (n=11)
de las cepas de S. aureus, mientras que el gen gacC fue detectado en el 29.4%
(n=10) (Tabla 5 y Fotografias 12 y 13) Zmantar et al., 2008 encontraron en cepas
de S. aureus los genes qacA (24%), qacB (15%) y gqacC (35%), junto con el gen
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erm responsable de la resistencia a la Eritromicina. Esta incidencia de resistencia
en cepas de S. aureus es resultado de la presidn selectiva impuesta por agentes a
base de cuaternario de amonio utilizados en hospitales. Ademas de la ubicacién
de los genes gacA/B en el plasmido de multiresistencia pSk1 que frecuentemente

acarrean diversos genes de resistencia a antibiéticos.

8.5 Combinaciones de los genes en las cepas de S. aureus aisladas de
catéteres de didlisis peritoneal.

Se obtuvieron 9 patrones distintos de combinaciones de los genes que codifican
para resistencia a antibioticos y desinfectantes (Tabla 6), dentro de los cuales los
patrones no. 1 conformado por los genes de resistencia a tetraciclina,
aminoglucdsidos y de betalactamasas (tetM, aac(6’)le-aph(2”)la, blaZ) y no. 2 por
genes de resistencia a la tetraciclina y betalactamasas (tetM, tetK, blaZ) fueron los
mas frecuente entre las cepas de S. aureus (17.6%; n=11). Se ha descrito que las
cepas de Sthaphylococcus aureus frecuentemente son portadoras de plasmidos
que acarrean genes de resistencia a antibioticos y desinfectantes, de tal manera
que la seleccion a un antibiético en particular o a algun compuesto de amonio,
conduciria de manera indirecta a la seleccién de resistencia a antibiéticos y/o a
desinfectantes (Zhang et al., 2011). Los patrones de resistencia a antibidticos y
desinfectantes han sido estudiados recientemente en cepas de S. aureus aisladas
de los catéteres de pacientes de hemodialisis (Paniagua et al, 2014),
demostrando que en la actualidad el tratamiento de las infecciones por cepas de

S. aureus, principalmente en los hospitales, es un serio problema de salud publica.
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9. Conclusiones.
1. Sthaphylococcus aureus fue el principal patégeno responsable de las

infecciones asociadas a los catéteres de los pacientes de dialisis peritoneal.

2. La penicilina y la ampicilina fueron los antibioticos menos efectivos para el
tratamiento de infecciones causadas por S. aureus.

3. En este estudio se demostré que las cepas de S. aureus asociadas a las
infecciones de los catéteres de dialisis peritoneal fueron portadoras de
genes de resistencia a betalactamicos, aminoglucésidos, eritromicina,
tetraciclina y desinfectantes.

4. Los resultados evidenciaron la presencia de diferentes patrones de genes
de resistencia a los antibidticos y desinfectantes, por lo que se sugiere

mejorar los protocolos de higiene durante el proceso de didlisis peritoneal.
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