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1. Resumen.

La elevada frecuencia de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina
(MRSA) y a los desinfectantes es considerada un serio problema de salud que
complica el tratamiento de las infecciones. La frecuencia de cepas MRSA asociada a la
periodontitis ha sido muy poco estudiada. El objetivo de este trabajo fue identificar los
diferentes tipos de SCCmecA y los genes de resistencia a desinfectantes (qacA, gacB y
gacC) en un grupo de cepas de S. aureus aisladas de pacientes con periodontitis. Se
analizaron 268 pacientes con enfermedad periodontal durante su asistencia a la clinica
de endoperiodontologia de la FES lztacala, y de la clinica de Tlahuac de la ciudad de
México. Las cepas de S. aureus fueron identificadas por pruebas bioquimicas como
manitol, coagulasa y por PCR mediante la amplificacion de los genes rRNA, nuc, region
x de spa y coa. Los diferentes tipos de SCCmecA y los genes que codifican para
resistencia a los desinfectantes se identificaron por PCR. S. aureus fue identificado en
el 18.6% (n= 50) de los pacientes estudiados. SCCmecA tipo | estuvo presente en el
46% (n=23) de las cepas, el tipo Il en el 6% (n=3) y el tipo V en el 4% (n=2). Los genes
que confieren resistencia a desinfectantes gacA y gacB estuvieron presentes en el
52% (n=26) y el gen gacC en el 68% (n=34) de las cepas. Los resultados obtenidos en
el presente estudio demostraron que las cepas MRSA se encuentran asociadas a
enfermedades periodontales, lo que sumado a la presencia de genes de resistencia a
los desinfectantes podria ser un factor de riesgo importante para ocasionar infecciones

periodontales cronicas.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, desinfectantes, enfermedad periodontal
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2. Introduccioén

2.1. Caracteristicas de Staphylococcus aureus

El género Staphylococcus esta formado por cocos Gram positivos, que se encuentran
agrupados en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos irregulares parecidos
a uvas. Estas bacterias se desarrollan rapidamente en muchos tipos de medios,
fermentan carbohidratos, algunos son miembros de la microbiota normal de la piel y las
mucosas del ser humano, otros producen supuracion y formacion de abscesos. El
género Staphylococcus actualmente se encuentra conformado por 40 especies, dentro
de las cuales S. epidermis, S. saprophyticus y S. aureus tienen importancia médica,
debido a que se encuentran asociadas a enfermedades humanas (Murray, 2003).

S. aureus mide de 0.5 a 1.5 ym de diametro, son bacterias no moviles, no forman
esporas, poseen capsula, son anaerobias facultativas, sus colonias pueden medir de 1
a 3 mm, se observan lisas, elevadas, brillantes, presentan consistencia cremosa y
pigmentacion que va del amarillo a dorado debido a la produccion de carotenoides,
pueden producir coagulasa y fermenta manitol. Crecen en medios de cultivo con
grandes cantidades de NaCl (7.5%)(Cervantes et al., 2014).

2.2. Factores de virulencia

S .aureus es responsable del incremento de infecciones, tanto nosocomiales como
adquiridas en la comunidad. La patogenicidad causada por S. aureus se debe al amplio
numero de factores de virulencia que posee, que incrementan la agudeza de las
infecciones.

Entre los factores de virulencia mas importantes que posee S. aureus se encuentra la
pared celular, conformada por el acido lipoteicoico y el peptidoglucano que es el
componente basico de la pared celular, tanto de bacterias Gram positivas como de las
Gram negativas. La parte hidrofébica del acido lipoteicoico juega un papel en la
adherencia, mientras que la parte covalente del peptidoglicano se une a las proteinas
con funcion de adhesinas; el peptidoglucano esta compuesto por cadenas de acido N-
acetilmuramico, acido N-acetilglucosamina y de subunidades de disacaridos. En S.

aureus, la pared celular representa la mitad del peso seco, dicha pared le confiere




resistencia osmotica, actividad endotdxica, estimula la agregacion de los leucocitos,
desencadena la produccion de interleucina-1 (IL-1) por monocitos, estimula la
quimiotaxis e induce la produccion de anticuerpos opsonizantes. La pared celular
representa gran importancia debido a que es el blanco de antibiéticos como los [3-
lactamicos y glicopéptidos como la vancomicina (Cervantes et al., 2014).

S. aureus posee diversas proteinas de superficie que pertenecen a la familia de
adhesinas MSCRAMMSs (microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules) codificadas por los genes fnbA, fnbB, spa, clfB, cna, bbp, ebps, map/eap,
sdrC, sdrD y sdrE. Las MSCRAMMSs median la adherencia a los tejidos del hospedero
e inician la colonizacion, que termina cuando se establece una infeccion (Paniagua et
al., 2014).

Otro factor de virulencia importante en S. aureus es la produccion de capsula,
conformada por polisacaridos, por lo que también se le llama slime o capsula mucoide,
esta facilita la adherencia de las bacterias a diversas células, ademas de tener
capacidad antifagocitaria. Los polisacaridos capsulares de S. aureus incrementan el
desarrollo de la biopelicula, que se encuentra constituida por un polimero de N-
acetilglucosamina (PNAG) (Goétz, 2002), también llamado Polisacarido Intercelular de
Adhesion (PIA). El operdn icaADBC es el responsable de codificar la biopelicula; sin
embargo, existe un mecanismo alternativo para la formacién de la biopelicula, en este
mecanismo S. aureus expresa una variedad de adhesinas, entre estas se encuentra un
grupo de proteinas denominadas bap (proteinas asociadas a biopelicula), que estan
ancladas a la pared celular de S. aureus y favorecen la uniéon de la bacteria a la
biopelicula. Diversas investigaciones indican que la biopelicula protege a la bacteria
contra la accion de los antimicrobianos y contra la respuesta inmune del hospedero,
por lo que su presencia es considerada un factor importante para las infecciones
recurrentes (Castafioén, 2012).

La producciéon de enzimas y toxinas por S. aureus durante los procesos infecciosos
permite la penetracion e invasion de los tejidos. Entre las enzimas mas importantes se
encuentran proteasas, hialuronidasas, lipasas, fosfolipasas y coagulasa, mientras que
entre las toxinas se encuentran: hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), la toxina 1 del

sindrome del shock téxico (TSST-1), las enterotoxinas estafilocdcicas (SE), las toxinas




exfoliativas (ETA y ETB) y la leucocidina. Las bacterias portadoras de estos factores de
virulencia son capaces de ocasionar infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis, enfermedades respiratorias
como neumonia, intoxicacién alimentaria al liberar sus enterotoxinas en los alimentos,
ademas de artritis séptica, sindrome de la piel escaldada, meningitis y también se
encuentran asociadas a periodontitis (Tay, 2012).

La hemolisina a es secretada por S. aureus y se integra en la membrana de las células
blanco, formando heptameros cilindricos que son capaces de lisar las células
eucariontes. Los poros que produce permiten la entrada y salida de iones y moléculas
pequefias que eventualmente producen la muerte de las células nucleadas vy la lisis
osmotica de los eritrocitos. La formacion de poros también produce eventos
secundarios que promueven el desarrollo de secuelas patolégicas. Ademas, al romper
la integridad celular aumenta la permeabilidad vascular.

La hemolisina a es neurotoxica y puede ser letal para ciertos animales. La hemolisina
tiene actividad de fosfolipasa c, la cual es especifica para la esfingomielina vy
lisofosfatidilcolina. La diferencia en la susceptibilidad de los eritrocitos a la hemolisina 3
se debe al diferente contenido de esfingomielina en ellos. Su funcién durante la
enfermedad no esta determinada claramente.

La hemolisina y afecta a neutrdfilos, macréfagos y a una gran variedad de eritrocitos de
mamiferos. No se sabe si induce la liberacion de mediadores de la inflamacion.

La hemolisina & es capaz de causar dafo en la membrana de un gran numero de
células de mamiferos. El 97% de las cepas de S. aureus produce hemolisina 6. Esta
toxina es capaz de hidrolizar eritrocitos y otras células, asi como estructuras
subcelulares rodeadas por membrana como esferoplastos y protoplastos. Se ha
propuesto que la hemolisina & actia como un surfactante disgregando la membrana
celular (Said-Salim et al., 2005).

2.3. Infecciones asociadas a la periodontitis
La periodontitis es una enfermedad crénica que se caracteriza por una respuesta

inmune inflamatoria persistente ocasionada por la presencia de una placa bacteriana
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que genera con el tiempo la destruccion del tejido éseo alveolar alrededor de los
dientes, por lo que subsecuentemente ocurre el aflojamiento y la pérdida de las piezas
dentales (Lorencinia et al., 2009). Es ocasionada por diversos microorganismos que
colonizan el area supra y subgingival. Ciertos grupos de especies bacterianas
comunmente conviven en sitios subgingivales y son reproduciblemente asociados con
la periodontitis. Estos patégenos incluyen bacterias anaerobias como Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Actinobacillus y Treponemas.

S. aureus se transmite a los pacientes a través de la cavidad nasal y la cavidad oral,
donde se encuentra altamente distribuido. Min et al. (2007) ha planteado la posibilidad
de infeccién cruzada con multiples cepas de S. aureus en el campo dental, mediado por
contacto de efusiones, piel, y saliva entre el personal de atencion dental y los pacientes,
o por contacto con S. aureus flotando en forma de aerosoles y por contaminaciéon de
los instrumentos médicos y las sillas de la unidad.

La periodontitis es un importante problema de salud publica a nivel mundial, que ha
tenido un incremento en la ultima década. El padecimiento de enfermedades
periodontales esta asociado con un aumento de riesgo en enfermedades
cardiovasculares, de igual manera, se relaciona con la influencia del curso de

infecciones respiratorias.

2.4. Resistencia bacteriana a los antibiéticos y desinfectantes.

El incremento de cepas multirresistentes de S. aureus a los antibi6ticos es considerado
un serio problema de salud, que disminuye las alternativas del tratamiento meédico
(Collery et al., 2008). Las infecciones ocasionadas por cepas de S. aureus resistentes a
la meticilina (MRSA) incrementa el riesgo de infecciones cronicas (Ray, 2017; Cho &
Chung 2017).

Las cepas MRSA son portadoras del gen mecA y mecC que codifican para la forma
modificada de penicillin- binding protein 2a (PBP2a).Estas son proteinas que confieren
resistencia a la mayoria de antibiéticos B-lactamicos, presentan baja actividad de unién
a la penicilina (meticilina, dicloxacilina, nafcilina, oxacilina, etc. y a las cefalosporinas
(Deurenberg et al., 2007). Los genes mec se encuentran insertos en un elemento

genético movil llamado Staphylococcal Cassette Cromosome mec (SCCmec), este




facilita la transferencia horizontal de genes en estafilococos.( Zong, 2011; Monecke et
al., 2015)

Se han descrito cinco clases de complejos mec (A, B, C4, C2 y D), y cinco alotipos de
complejos genéticos mec y de los alotipos ccr dan lugar a varios tipos de SCCmec, que
son clasificados de acuerdo con variaciones en la regién “J” (region de insercion), y se
diferencian también, segun los determinantes genéticos adquiridos como resultado de
la integracion de plasmidos y transposones. Hasta el momento se han descrito 13 tipos
SCCmec que van desde | al XIIl. (Zhang et al., 2008; Kaya et al., 2018)

Ademas del uso de antibidticos para erradicar las infecciones por S. aureus, se han
empleado en los hospitales desinfectantes para prevenir la propagacion de las
bacterias. Los desinfectantes son agentes quimicos que destruyen o inhiben el
crecimiento de microorganismos patdégenos en fase vegetativa o no esporulada. Su
eficacia depende de factores como tipo de desinfectante, pH del medio, presencia de
materia organica y naturaleza de los microorganismos. Los desinfectantes mas
utilizados son: hipocloritos, desinfectantes yodados, tenso activos anféteros,
compuestos fendlicos y compuestos de amonio cuaternario, estos son utilizados
principalmente en la descontaminacion de superficies, asi como en la desinfeccion de
manos del personal. (Sanchez et al., 2005)

El uso excesivo de estos compuestos ha contribuido a la aparicion de cepas de S.
aureus resistentes a los desinfectantes, la resistencia puede ser una propiedad natural
(intrinseca) o debida a mutacion o adquisicion de plasmidos (DNA extracromosémico) o
transposones (cassettes de DNA transmisibles). La resistencia intrinseca ha sido
demostrada en especies del genero Staphylococcus (Cabrera et al., 2007; Cash, 2002).
En S. aureus se han descrito los genes responsables de la resistencia a estos

compuestos: gacA, gacB y gacC (Zmantar et al., 2011).

En las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA) los genes gacA, gacB y
gacC frecuentemente se encuentran en plasmidos, lo que ha contribuido a la
propagacion de estos genes de resistencia a desinfectantes a lo largo del tiempo entre

las bacterias.
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3. Antecedentes

Katayama y colaboradores en 2003 realizaron un estudio sobre la organizacion

cromosémica del gen mecA en cepas de S. aureus.

Hamdan-Partida y colaboradores en 2010 estudiaron la presencia de S. aureus en la
garganta y en las fosas nasales de 1 243 personas. El porcentaje de portadores
sanos fue del 59.8%, ademas se demostrdé que la colonizacidon por S. aureus fue
mayor en la garganta con un 38% en comparacion con el 22% registrado en las
fosas nasales. También reportaron que el 91.1% de las cepas fue resistente a la
penicilina. Estos autores concluyeron, que S. aureus puede permanecer en

personas durante afos sin causar alguna enfermedad.

Zhang y colaboradores en 2011 analizaron un grupo de cepas nasales de S. aureus
aisladas de los pacientes y del personal de la salud, para establecer la frecuencia de
los genes de resistencia a los desinfectantes. Estos autores encontraron los genes
gacA y gacB en el 11.3% de las cepas de S. aureus de los pacientes, mientras que
la frecuencia de estos genes en las cepas aisladas de las enfermeras fue del 42%,
por lo que en las enfermeras representan un gran riesgo de salud para los pacientes

hospitalizados.

Zmantar y colaboradores en 2011 detectaron por PCR multiplex los genes de
resistencia a eritromicina y a desinfectantes en 117 cepas de S. aureus (46 cepas
aisladas de pacientes con infeccién articular, 22 de fluido de dialisis y 49 de agujas
de un servicio de dialisis). Los genes que confieren resistencia a los desinfectantes

de cloruro de benzalconio fueron identificados en 88 cepas.

Kim & Lee en 2015 demostraron que S. aureus desempefia un papel importante en
el aumento de las enfermedades dentales al formar una biopelicula. Esta comienza

cuando las bacterias se adhieren a la superficie de los dientes.




Koukos y colaboradores en 2015 evaluaron por medio de PCR la prevalencia de
cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA) en pacientes sanos y con

enfermedad periodontal, S. aureus fue detectado en el 18% de los pacientes.
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4. Justificacion

Debido a que la caracterizacion molecular de cepas MRSA relacionadas con
enfermedades periodontales ha sido poco estudiada, el presente trabajo contribuira a
establecer la distribucién de los diferentes tipos de SCCmecA y los genes que codifican

resistencia a desinfectantes en cepas periodontales de S. aureus.

5. Objetivos
5.1. Objetivo general.

e |dentificar los diferentes tipos de SCCmecA y su asociacidbn con genes que
codifican resistencia a desinfectantes en un grupo de cepas de S. aureus

aisladas de pacientes con periodontitis.

5.2. Objetivos particulares.

® Determinar mediante PCR los genes qgacA, gacB y gacC que -codifican

resistencia a desinfectantes en las cepas de S. aureus.

® |dentificar por PCR multiplex los diferentes tipos de SCCmecA en las cepas.




6. Metodologia

6.1. Obtencion de las muestras

El presente estudio se realizd en el laboratorio de Analisis Clinicos de la Clinica
Universitaria de Salud Integral (CUSI), de la FES lIztacala. En este estudio se analizaron
50 cepas de S. aureus previamente aisladas de pacientes con enfermedad periodontal
que acudieron durante marzo a noviembre de 2016 a las clinicas de
endoperiodontologia de las FES lztacala, UNAM y de la clinica de endoperiodontologia
(Tldhuac) de la ciudad de Meéxico. Fueron excluidos de este estudio pacientes
embarazadas, o en lactancia, con enfermedades infecciosas (hepatitis y VIH) y los que

recibieron tratamiento periodontal o con antibiéticos en los ultimos seis meses.

6.2. Extraccion del DNA bacteriano.

Las cepas de S. aureus aisladas de los pacientes con periodontitis fueron incubadas en
el medio liquido de cultivo BHI (infusidon-cerebro-corazén, Bioxon México), y se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Posteriormente fueron sembradas por el método de
estria cruzada en el medio de cultivo S-110 (Bioxon México) a 37°C durante 24 horas. A
partir del crecimiento y por medio de asas estériles, se tomaron varias colonias y se
depositaron en un tubo con tapén de rosca de 16 x 150 que contenia 2 mL de agua
desionizada estéril. La muestra se agitdé en un vortex por 20 segundos y se coloco a
bafio maria durante 20 minutos. Al terminé las muestras se depositaron en
contenedores con hielo por 10 minutos. Al finalizar las muestras se centrifugaron en
tubos eppendorff a 12 000 rpm por 10 minutos. Finalmente se separo el sobrenadante y

se guardd a -20° C para su posterior utilizacion.

6.3. Identificacion de S. aureus por pruebas bioquimicas y PCR.

Las cepas fueron identificadas por las pruebas bioquimicas bacteriolégicas de manitol y
coagulasa y por PCR mediante amplificacion de los genes rRNA (Straub et al., 1999)
nuc (Brakstad et al., 1992) regidén x de spa (Frenay et al., 1996) y coa (Hookey et al.,

1998). La tabla 1 muestra los oligonucleétidos utilizados y el tamafio de los amplicones.

——
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6.4. Preparacioén de la muestra reactiva para PCR.

El volumen final de las mezclas de reaccion para PCR fue de 25 pyL: 3 yuL de ADN
molde, 8 uL de agua libre de nucleasas estéril, 1 yL de cada oligonucledétido (10 pmol,
Tabla 1), 12 yL AMPLIQON Illl (PCR ENZYMES & REAGENTS) que contenian 1.5
mmol de MgCl2, 0.2 U de Ampligon Tag DNA polimerasa y 0.4 mmol de dNTPs.

Tabla 1. Oligonucleétidos que se emplearon en la identificaciéon S. aureus.

Oligonucleétidos | Gen Secuencia (5 —3) Tamaiio del
amplicon (pb)
Spa (regién x) F spa CAAGCACCAAAAGAGGAA
Spa (region x)R CACCAGGTTTAACGACAT
Polimorfismo
coaR coa ATAGAGATGCTGGTACAGG
coaF GCTTCCGATTGTTCGATGC
23 rRNAF 23 ACGGAGTTACAAAGGACGAC
rRNA | AGCTCAGCCTTAACGAGTAC 1250
23 rRNAR
Nuc-1 nuc GCGATTGATGGTGATACGGTT
ACGCAAGCCTTGACGAACTAAAGC 279
Nuc-2

Las condiciones para la amplificacion de cada gen fueron:

spa region X: desnaturalizacion inicial 95°C por 3 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacién
a 94°C por 1 minuto, alineacién a 60°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto).
Finalmente una extension a 72°C por 3 minutos y un enfriamiento a 4 °C por 2 minutos.
23S rRNA: desnaturalizacion inicial a 95°Cpor 3 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacion
94°C por 40 segundos, alineaciéon a 64°C por 1 minuto y extensién a 72°C por 1.15
minutos). Una extension final de 72°C por 3 minutos y un enfriamiento a 4°C por 2

minutos.
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coa: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, 37 ciclos (desnaturalizacion 94°C
por 1 minuto, alineacion a 58°C por 1 minuto y extension a 72°C por 1 minuto). Una
extension final de 72°C por 3 minutos y un enfriamiento a 4°C por 2 minutos.

nuc: desnaturalizacion inicial a 95°C por 3 minutos, 37 ciclos (desnaturalizaciéon 94°C
por 1 minuto, alineacién a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C por 30 segundos).

Una extensién final de 72°C por 3 minutos y un enfriamiento a 4°C por 2 minutos.

6.5. Identificacion de los tipos de SCCmecA y de los genes que codifican
resistencia a desinfectantes en las cepas de S. aureus.

La identificacion de los tipos de SCCmec se realizé por el método de PCR multiplex
descrito por Milheirico y colaboradores en 2007. Para lo cual se utilizé el equipo
comercial AMPLIQON 1l (PCR ENZYMES & REAGENTS) (1.5 mmol de MgCl,, 0.2 U
de AmpligonTagq DNA polimerasa y 0.4 mmol de dNTPs). El volumen final de la mezcla
de reaccion fue de 35 pL: 3 uyL de ADN molde, 1 pL de cada oligonucleétido (10 pmol,
Tabla 2) y 12 yL de AMPLIQON Illll. Las condiciones de amplificacion fueron:
desnaturalizacion inicial a 94°C por 4 minutos, 30 ciclos (desnaturalizacién a 74°C por
30 segundos, alineacion a 55°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto). La
extension final fue de 72°C por 4 minutos. La tabla 2 muestra los oligonucleétidos

utilizados y el tamafo de los amplicones.
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Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados para la deteccién de los diferentes tipos de

SCCmecA en las cepas de S. aureus.

Regién
Oligonucleétido Secuencia(5—3") SCCmecA Tamaio
amplificada (pb)
CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGATGAAGAAGG [, J1 region 495
CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAGC
ccrC F2 GTACTCGTTACAATGTTTGG V, ccr complex 449
ccrC R2 ATAATGGCTTCATGCTTACC
RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 11, J3 region 414
RIF5 R13 ATGGAGATGAATTACAAGGG
SCC mec VJ1 F TTCTCCATTCTTGTTCATCC V, J1 region 377
SCC mec VU1 R | AGAGACTACTGACTTAAGTGG
dcs F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC [ 1, 1V, y VI, J3 342
dcs R1 CTAAATCATAGCCATGACCG region
ccrB2 F2 AGTTTCTCAGAATTCGAACG Iy 1V, ccr 311
ccrB2 R2 CCGATATAGAAWGGGTTAGC complex
kdp F1 AATCATCTGCCATTGGTGATGC I, J1 region 284
kdp R1 CGAATGAAGTGAAAGAAAGTGG
SCC mec lllJ1IF | CATTTGTGAAACACAGTACG [, 1 region 243
SCCmeclllJ1 R | GTTATTGAGACTCCTAAAGC
mecl P2 ATCAAGACTTGCATTCAGGC Iy 1ll, mec 209
mecl P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC complex
mecA P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG control interno 162
mecA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG positivo
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La identificacion de los genes de resistencia a los desinfectantes gacA, gacB y gacC en
las cepas de S. aureus se realiz6 por PCR de punto final conforme lo descrito por
Sekiguchi et al., (2004). Para lo cual se utilizé el equipo comercial AMPLIQON Il (PCR
ENZYMES & REAGENTS) (1.5 mmol de MgCl2, 0.2 U de AmpliqgonTag DNA polimerasa
y 0.4 mmol de dNTPs). El volumen final de la mezcla de reaccién fue de 25 pL: 3 yL de
ADN molde, 8 uL de agua libre de nucleasas estéril, 1 yL de cada oligonucleétido (10
pmol, Tabla 3) y 12 ul de AMPLIQON llll. Las condiciones de amplificacion para gacA,
gacB y qgacC fueron: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 30 ciclos
(desnaturalizacién a 94°C por 1.5 minutos, alineacion a 56°C por 30 segundos y
extension a 72°C por 1.5 minutos). La extensién final fue de 72°C por 10 minutos. La

tabla 3 muestra los oligonucleétidos utilizados y el tamafio de los amplicones.

Tabla. 3 Oligonucleétidos utilizados para la detecciéon de los genes que codifican

resistencia a desinfectantes.

Tamano
Oligonucleédtido Gen Secuencia(5'—3") (pb)
gacA, gacB F gacA, TCCTTTTAATGCTGGCTTATACC
qacA, gacB R gacB AGCC TACCTCCTGCTCCAACTA 220
qacCF gacC GGCTTTTCAAAATTTATACCATCCT
gacCR ATGCGATGTTCCGAAAATGT 249

6.6. Analisis de los amplicones por electroforesis.

Para visualizar los amplicones de PCR, se tomaron 8 pyL de cada muestra y se
observaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2% tefiidos con 0.3 pL de
Midori Green (BIORAD). Las condiciones de corrimiento fueron: 120 volts, 94
miliampers por un tiempo de 40 minutos. Los tamanos de los amplicones fueron
comparados con un marcador de 100 pb. Los geles se observaron bajo luz UV y se
fotografiaron con el sistema de foto documentaciéon GEL LOGIC 100 (KODAK).
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7. Resultados.

7.1. Pacientes estudiados.

Se analizé un total de 268 pacientes con enfermedad periodontal. Estos pacientes
presentaron gingivitis (n=15), periodontitis moderada (n=162) y periodontitis crénica
(n=91). De los cuales el 58% (n= 155) correspondié al sexo femenino y el 42% (n= 113)

al sexo masculino (Figura 1).

Figura 1. Distribucion de los pacientes por sexo.

= Mujeres m Hombres

La distribucion de pacientes por edad se puede observar en la figura 2. El grupo que
presentd mayor frecuencia fue el de 51 a 60 afios (22.4%, n=60), seguido por los
grupos de 41 a 50 (22%, n=59), 61 a 70 (18.3%, n=49), 21 a 30 (14.6%, n=39) y 31 a 40
(9.7%, n=26). Finalmente los grupos con menor frecuencia fueron: 71 a 80 (8.6%,
n=23), 11 a 20 (3%, n=8) y 81 a 90 (1.5%, n=4) (figura 2).




Figura 2. Distribucion de los pacientes por edad.
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7.2. Identificacién de S. aureus.

A partir de los 268 pacientes con enfermedad periodontal, S. aureus fue identificado en
el 18.6% (n= 50), de ellos por PCR convencional mediante amplificacion de los
marcadores spa (region X) (Fotografia 1), coa (Fotografia 2), nuc (Fotografia 3) y 23S
rRNA (Fotografia 4).
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Fotografia 1. Deteccion del gen spa en cepas de S. aureus por PCR convencional.
Carriles 1-3, spa (200 y 180 pb). Carril 5, control positivo (S. aureus ATCCC 33592
mecA+), carril 4, MWM (100 pb), carril 6, control negativo (sin ADN molde).

Fotografia 2. Deteccion del gen coa en cepas de S. aureus por PCR convencional.
Carriles 1-3, coa (600 y 550 pb), carril 5, control positivo (S. aureus ATCCC 33592 mecA+),
carril 4 MWM (100 pb), carril 6, control negativo (sin ADN molde).

17
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Fotografia 3. Deteccion del gen nuc en cepas de S. aureus por PCR convencional.
Carriles 1-4 y 6, nuc (279 pb), carril 5 MWM (100 pb), carril 7, control negativo (sin ADN

molde),.carril 8, control positivo (S. aureus ATCCC 33592 mecA+).

Fotografia 4. Deteccion del gen 23S rRNA en cepas de S. aureus por PCR convencional.
Carriles 1-4 y 6, 23S rRNA (1250 pb), carril 5 MWM (100 pb), carril 7, control negativo (sin
ADN molde).carril 8, control positivo (S. aureus ATCCC 33592 mecA+).
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7.3. Deteccidn de tipos de SCCmec en cepas de S. aureus.

En cuanto a la identificacion de los diferentes tipos de SCCmec, el tipo | se encontrd
presente en el 46% (n=23) de las cepas (Tabla 4, fotografia 3), el tipo Il y el tipo IV, en
el 6% (n=3), en cada caso, y el tipo V en el 4% (n=2) de las cepas. El SCCmec tipo llI

no se encontrd en ninguna de las cepas.

Tabla. 4 Deteccidn de tipos de SCCmec y genes que codifican para resistencia en

desinfectantes en cepas de S. aureus.

Tipo de SCCmec/gen N=50 %
SCCmec | 23 46
SCCmec Il 3 6
SCCmec V 2 4
gacA/qac B 26 52
qacC 34 68

(=)




Fotografia 5. Identificacion de SCCmec tipo | en cepas de de S. aureus por PCR multiplex.
Carriles 1-4 y 6, SCCmec tipo | (162, 342 y 495 pb), carril 5, MWM (100 pb) carril 7,
control positivo (S. aureus del cepario del Lab. Clinico), carril 8, control negativo (sin

DNA molde).

Fotografia 6. ldentificacion de SCCmec tipo V en cepas de de S. aureus por PCR
multiplex. Carriles 1 y 2, SCCmec tipo V (162, 377, y 449 pb), carril 3 MWM (100 pb), carril
4, control positivo (S. aureus del cepario del Lab. Clinico), carril 5, control negativo, (sin

DNA molde).
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7.4. Deteccidn de genes que codifican resistencia a desinfectantes en cepas de S.

aureus.

El 52% (n=26) de las cepas de S. aureus fue portadora de los genes que confieren
resistencia a desinfectantes gacA y qacB (fotografia 6), mientras que el gen gacC se

identifico en el 68% (n=34) de las cepas (fotografia 7).

Fotografia 7. Deteccion de los genes gacA y gacB en cepas de en cepas de S. aureus por
PCR convencional. Carriles 1-4 y 6, gacA y gacB (220 pb), carril 5 MWM (100 pb), carril 7,
control positivo (S. aureus del cepario del Lab. Clinico), carril 8, control negativo (sin
DNA molde).

21

——
| —



Fotografia 8. Deteccion del gen gacC en cepas de en cepas de S. aureus por PCR
convencional. Carriles 1-4 y 6, gacC (249 pb), carril 5 MWM (100 pb), carril 7 control
positivo (S. aureus del cepario del Lab. Clinico), carril 8, control negativo (sin DNA

molde).
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8. Discusion.

8.1. Pacientes estudiados.

En este trabajo se analizaron 268 pacientes con enfermedad periodontal, de los cuales
el 58% (n= 155) correspondid al sexo femenino y el 42% (n= 113) al sexo masculino
(Figura 1). La periodontitis es mas frecuente en los paises en desarrollo, sin embargo
en una encuesta realizada en Estados Unidos se reporté que aproximadamente el 22%
de los adultos estadounidenses tenian enfermedad leve y el 13% tenian enfermedad
moderada o grave, siendo mas prevalente en los hombres que en las mujeres, y en los
negros y mexicano-americanos que en la gente blanca (Albandar et al., 1999). Se ha
descrito que existen factores de riesgo como tabaquismo, enfermedades sistémicas,
antiepilépticos, medicamentos durante la terapia de cancer, mala colocacion de puentes
dentales, falta de dientes, embarazo, uso de anticonceptivos, pacientes con VIH (virus
de la inmunodeficiencia humana) o diabetes mellitus que incrementan la enfermedad
periodontal (Amar et al., 2013).

En este estudio la edad de los pacientes estudiados se encontré en el intervalo de 11
hasta 90 afios, el rango de edad mas frecuente fue el de 51 a 60 afios (22.4%, n=60),
seguido por el grupo de 41 a 50 (22%, n=59) (Figura 2). Estos resultados coinciden
con un estudio realizado en México (Minaya et al., 2007), donde se describié que la
enfermedad periodontal parece ser un problema mayor de salud publica global que
afecta a la mayoria de la poblacion adulta después de los 35 afos, debido a que se
observa un patrén de progreso continuo de la enfermedad periodontal con el avance de
la edad y que la enfermedad se inicia como gingivitis, y si no se trata a tiempo conduce

a la periodontitis destructiva progresiva.

8.2. Identificacién de S. aureus.

A partir de los 268 pacientes con enfermedad periodontal, S. aureus fue identificado en
el 18.6% (n= 50) por medio de PCR convencional mediante la amplificacion de los
marcadores cromosomicos spa region X, coa, nuc y 23S rRNA (Fotografias 1 a 4). La
amplificacion por PCR de estos marcadores ha sido utilizada por diversos autores para
la identificacion de aislados de S. aureus de diferentes procesos infecciosos (Nashev et
al., 2004; Hassan et al., 2017; Hamdan et al.,, 2015). La frecuencia de S. aureus

encontrada en este trabajo coincide con la descrita por Koukos et al., (2015), quienes
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aislaron cepas S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA) en un 18% de pacientes
con enfermedad periodontal, sin embargo contrasta con el 36.6% encontrado en

pacientes con periodontitis (Kim & Lee 2015).

8.3. Identificacion de tipos de SCCmec en cepas de S. aureus.

La identificacion de los tipos de SCCmec se realiz6 mediante PCR multiplex de acuerdo
a lo descrito por Oliveira et al, (2002). Las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina
(MRSA) presentan una proteina de union a la penicilina (PBP 2a), codificada por el gen
mecA, que se encuentra inserto en un elemento genético maovil llamado Staphylococcal
Cassette Cromosome mec (SCCmec) (Liu et al., 2016). Actualmente se han descrito 13
tipos de SCCmec (Saber et al., 2017). En el presente estudio el gen mecA estuvo
presente en el 100% de las cepas, dentro de los cuales el SCCmec tipo | fue detectado
con mayor frecuencia en el 46% de las cepas analizadas, seguido por el SCCmec tipo Il
con él 6% y finalmente el SCCmec tipo V con el 4% (Figuras ).Los resultados obtenidos
concuerdan con lo reportado por Saber et al., (2017), en donde el SCCmec tipo | fue
detectado con mayor frecuencia en cepas de S. aureus aisladas de pacientes de paises
como Brasil, Finlandia, Nigeria y Estados Unidos. Asi mismo Acufia (2008) report6 que
SCCmec tipo | fue el mas frecuente en el 66.6% de las cepas., mientras que Budimir et
al., (2006) describié que el 89% de las cepas presenté el SCCmec tipo |y el 11% el
SCCmec Il

Los SCCmec tipo | y V identificados en las cepas de S. aureus codifican unicamente
para resistencia a antibioticos p-lactamicos, mientras que las cepas portadoras del tipo
Il portan genes adicionales de resistencia a farmacos transferidos por plasmidos y
transposones, por lo que las cepas de S. aureus presentan multirresistencia a
kanamicina, tobramicina, bleomicina y tetraciclinas (Deurenberg et al., 2007)

La frecuencia del SCCmec tipo V fue menos frecuente en las cepas de S. aureus
(Tabla 4) debido probablemente a que este tipo posee el gen denominado ccrC, que se

ha hallado con baja frecuencia en cepas de S. aureus en Australia (Ito et al., 2004).
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8.4. Deteccion de los genes que codifican resistencia a desinfectantes en cepas
de S. aureus.

La deteccidon de los genes que codifican resistencia a desinfectantes se realizd
mediante PCR convencional. En el presente estudio 52% de las cepas de S. aureus
presentd los genes gqacA y gacB (Tabla 4), mientras que el gen gacC se identifico en el
68% de las cepas. Estos resultados son superiores a lo reportado por Zmantar et al.,
(2011), quienes describieron que el gen gacA se encontrd en el 24% de las cepas de S.
aureus, gacB en el 15% y gacC en el 35% y también con lo descrito por Zhang et al.,
(2011), quienes reportaron que los genes gacA y gacB se encontraron presentes en el
11.3% de las cepas de S. aureus aisladas de fosas nasales. La elevada presencia de
los genes que codifican resistencia a desinfectantes en las cepas de S. aureus puede
ser el resultado del uso excesivo de estos compuestos, a la trasferencia horizontal y a
la ubicacién de este gen, gacA en el plasmido pSK1, gacB en el plasmido pSK23 y
gacC en el plasmido pSK89 (Wassenaar et al., 2015).

Este es el primer estudio realizado en México para determinar la presencia de cepas de
S. aurerus resistentes a la meticilina (MRSA) en pacientes con enfermedad periodontal.
La elevada frecuencia de las cepas de S. aureus portadoras del SCCmec tipo |, que
codifica para resistencia a los antibidticos betalactamicos, refleja la necesidad de
buscar nuevas alternativas para el tratamiento de las infecciones periodontales, sobre
todo considerando que la mayoria también es portadora de los genes de resistencia a

los desinfectantes.
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9. Conclusiones.

1.

En este estudio se demostré que S. aureus es un patdogeno que se encuentra

asociado a enfermedades periodontales.

. Todas las cepas de S. aureus identificadas fueron portadoras del gen mecA.

El SCCmec tipo | que codifica para resistencia a betalactamicos fue el mas

frecuente entre las cepas MRSA.

La presencia de los genes que codifican resistencia a los desinfectantes fue

ampliamente distribuida entre las cepas MRSA.

La asociacion de los diferentes tipos de SCCmec con genes de resistencia a los
desinfectantes representa un riesgo importante de salud que podria agudizar la

periodontitis de los pacientes estudiados.
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