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RESUMEN

Los Estafilococos Coagulasa Negativa (ECN) se encuentran dentro de los principales
agentes causales de infecciones asociadas a dispositivos médicos, principalmente
bacteriemias. Entre las especies de ECN mds frecuentemente aisladas de sangre se
encuentran S. epidermidis y S. haemolyticus. Las infecciones por S. epidermidis y S.
haemolyticus se asocian a una alta resistencia a los antimicrobianos. La resistencia a
meticilina, fue reportada en 1961 en Staphylococcus aureus y se debe a la expresion del
gen mecA, contenido en el casete cromosdmico estafilocécico (SCCmec), que codifica la
proteina PBP2a, responsable de una unién deficiente a antibidticos betalactdmicos, con la
consecuente inactividad de los mismos hacia las cepas de S. aureus. E1 SCCmec se
encuentra presente en especies de ECN, incluso con mayor frecuencia y mayor variedad
que en S. aureus. Para el desarrollo de este trabajo se plantearon los siguientes objetivos:
obtener aislamientos de S. epidermidis y S. haemolyticus provenientes de sangre,
determinar la resistencia a meticilina y presencia del gen mecA, asi como caracterizar el
tipo de SCCmec presente, obtener el perfil de resistencia a antibidticos y determinar la
relacion clonal. Se recolectaron 162 aislamientos clinicos de ECN provenientes de sangre
y se realiz6 identificacién de especie por PCR, asi como la detecciéon de resistencia a
meticilina, por medios fenotipicos y moleculares. Se tipificé el casete cromosomico
estafilocdcico presente en los aislamientos por medio de PCR. Ademds, se realizaron
ensayos de susceptibilidad a antimicrobianos utilizando un sistema automatizado y se
determind la relacién clonal de los aislamientos mediante electroforesis en gel por campos
pulsados. De los 162 aislamientos analizados, 83 (51.2 %) y 59 aislamientos (36.4 %)
fueron identificados mediante PCR como S. epidermidis y S. haemolyticus
respectivamente. El 84.3 % y el 93.2 % de los aislamientos de S. epidermidis y S.
haemolyticus respectivamente presentaron resistencia a meticilina, y el gen mecA. Se
encontrd una alta frecuencia del SCCmec tipo IV en S. epidermidis (44.4 %), mientras que
el 14.5 % de los aislamientos de S. haemolyticus fueron del tipo V. La mayoria de los
aislamientos de S. haemolyticus fueron no tipificables (70.5 %). Se encontrd resistencia
superior al 70% a norfloxacina, clindamicina, levofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol y
eritromicina. No se encontraron clonas para ninguna de las especies analizadas. El
porcentaje de resistencia a meticilina encontrado en S. haemolyticus fue mayor que el
encontrado en S. epidermidis. Se encontrd una alta frecuencia del SCCmec tipo IV en S.
epidermidis (44.4 %), por lo que dicha especie es un probable reservorio del mismo. La
mayoria de los aislamientos de S. haemolyticus fueron no tipificables, indicando la
probable existencia de nuevas estructuras del SCCmec. No se identificaron clonas en
ninguna de las dos especies analizadas, por lo que se descarta diseminacion clonal.
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ABSTRACT

Coagulase-Negative Staphylococci (CNS) are among the main causative agents of
infections associated with medical devices, particularly bacteremia. S. epidermidis and S.
haemolyticus are among the CNS species most frequently isolated from blood. Infections
with S. epidermidis and S. haemolyticus are associated with a high resistance to
antimicrobials. Methicillin resistance was reported in 1961 in Staphylococcus aureus and
is due to the expression of mecA gene in the Staphylococcal Chromosomal Cassette
(SCCmec), which encodes PBP2a protein responsible for poor binding to beta-lactam
antibiotics, with the consequent inactivity toward S. aureus strains. The SCCmec 1s found
in species of CNS, even more frequently and in greater variety than in S. aureus. For the
development of this work, the following objectives were established: to obtain isolates of
S. epidermidis and S. haemolyticus from blood, determine methicillin resistance and
presence of the mecA gene and characterize the type of SCCmec present, obtain the profile
antibiotic resistance and determine the clonal relatedness. 162 clinical isolates from blood
were collected and species identification by PCR was performed, as well as the detection
of methicillin resistance by phenotypic and molecular means. SCCmec present in the
1solates was typed by PCR. Moreover, antimicrobial susceptibility assays were performed
using an automated system. Clonal relatedness was determined by pulsed-field gel
electrophoresis. Among the 162 isolates tested, 83 (51.2 %) and 59 isolates (36.4 %) were
identified by PCR as S. epidermidis and S. haemolyticus, respectively. 84.3 % and 93.2 %
of the isolates of S. epidermidis and S. haemolyticus were resistant to methicillin,
respectively, and harboured the mecA gene. A high frequency of type IV SCCmec was
found in S. epidermidis (44.4 %), while 14.5 % of S. haemolyticus isolates were type V.
Most S. haemolyticus isolates were nontypeable (70.5 %). Resistance levels were above 70
% for norfloxacin, clindamycin, levofloxacin, trimethoprim/sulfamethoxazole and
erythromycin. No clones for any of the species analyzed were found. The percentage of
methicillin resistance in S. haemolyticus is higher than in S. epidermidis. A high frequency
of the SCCmec type IV was detected in S. epidermidis (44.4 %), so that this species is
likely a reservoir. Most isolates of S. haemolyticus were not typeable, indicating the
probable existence of new structures of SCCmec. No clones were identified in any of the
two species tested, which discards clonal spread.
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1. INTRODUCCION

Los Estafilococos Coagulasa Negativa (ECN) se encuentran dentro de los
principales agentes causales de infecciones, principalmente bacteriemias. Entre las
especies mds frecuentemente aisladas de ECN se encuentran Staphylococcus epidermidis y
Staphylococcus haemolyticus. Estas especies se relacionan frecuentemente con infecciones
en pacientes inmunocomprometidos a quienes se les ha instalado algin tipo de dispositivo

médico.

La resistencia a meticilina, fue reportada en los afios sesenta en Staphylococcus
aureus. Esta resistencia es conferida por la expresion del gen mecA, contenido en el casete
cromosomico estafilocécico (SCCmec), que codifica la proteina PBP2a, responsable de la
union deficiente a antibidticos betalactamicos, con la consecuente inactividad de los
mismos hacia las cepas de S. aureus. La presencia del SCCmec en especies de ECN
complica las infecciones producidas por estos agentes, ya que confiere resistencia a una

gran variedad de antimicrobianos, por lo que las opciones de tratamiento son limitadas.

En este estudio se recolectaron aislamientos clinicos de ECN, recuperados de
sangre. Posterior a su identificacion a nivel especie por métodos fenotipicos y genotipicos,
se realizd la deteccion de resistencia a meticilina, asi como la presencia del gen que
codifica dicha resistencia (mecA). Una vez establecida la presencia del gen, se procedi6 a

tipificar el casete cromosomico estafilocdcico presente en los aislamientos de S.



epidermidis y S. haemolyticus. Posterior a ello, se determiné el perfil de susceptibilidad a

antibioticos de los aislamientos, asi como la relacion clonal.

El cumplimiento de los objetivos y el andlisis de los datos obtenidos, permitira
contribuir a los estudios epidemioldgicos necesarios para aumentar el estado del

conocimiento sobre la virulencia y las infecciones causadas por ECN.



2. DEFINICION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Las especies de ECN, S. epidermidis y S. haemolyticus se encuentran dentro de los
principales agentes causales de bacteriemias asociadas al uso de dispositivos médicos,
especialmente en pacientes inmunocomprometidos. Las infecciones por S. epidermidis y
S. haemolyticus se asocian a una alta resistencia a los antimicrobianos, lo que las hace cada
vez mas complicadas de tratar, lo que en ocasiones conlleva limitadas o bien, nulas

opciones de tratamiento.

El incremento en las infecciones provocadas por ECN hace que sea de suma
importancia el contar con reportes y estudios adecuados sobre la caracterizacion de dichos

agentes.

No se han realizado estudios sobre la epidemiologia molecular de las infecciones

causadas por S. epidermidis 'y S. haemolyticus en México.

Por lo anterior, es importante la realizacion de estudios que incluyan la tipificacién
del SCCmec, el perfil de resistencia a antibidticos y la clonalidad de aislamientos

obtenidos en México.



3. ANTECEDENTES

3.1. Importancia de los estafilococos coagulasa negativa.

Los estafilococos coagulasa negativa (ECN) se encuentran entre los principales
agentes causales de infecciones nosocomiales. Son frecuentemente aislados en los
laboratorios de bacteriologia clinica, aunque en ocasiones su significado clinico ha sido
discutida, ya que al ser microorganismos presentes en la microbiota normal de piel,
mucosas y glandulas de mamiferos, en ocasiones pueden considerarse como contaminantes

de los cultivos (Kloos and Bannerman, 1994; Sharma et al., 2001; Garcia, 2004).

Los ECN actualmente son considerados como microorganismos patégenos
oportunistas que se aislan frecuentemente de pacientes que han experimentado alguna
alteracion en la piel, como son los sujetos sometidos a cirugia o con lesiones
traumatoldgicas; de igual manera se aislan de pacientes con dispositivos implantados como
catéteres, proétesis, derivaciones, etc. También son frecuentemente aislados de pacientes
inmunocomprometidos, asi como de neonatos. Las infecciones en este tipo de pacientes

incluso pueden conducir a la muerte (Forbes, 2007).

Entre las especies mas frecuentemente aisladas de ECN se encuentran
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus haemolyticus (John and Harvin, 2007), los
cuales son agentes causales importantes de bacteriemia, que ademds presentan altas

proporciones de resistencia a meticilina, una caracteristica que convierte a las infecciones



producidas por estas especies, en patologias dificiles de tratar, ya que presentan resistencia
a practicamente todos los antibiéticos betalactimicos; limitando asi, el tratamiento de estas

infecciones (Widerstrom et al., 2012).

3.2. Caracteristicas microbiologicas y habitat.
Desde el punto de vista microbioldgico, los ECN son miembros del género
Staphylococcus, son bacterias Gram positivas, catalasa positiva, e inmdviles que presentan
agrupamiento en racimos. Una caracteristica distintiva de los ECN y de hecho utilizada en

la identificacion, es la ausencia de la enzima coagulasa en su forma libre (Forbes, 2007).

En la recuperacion de ECN de especimenes clinicos, se utiliza agar con sangre de
carnero. Las colonias de ECN son generalmente lisas, de bordes regulares, de 1 a 3 mm de
didametro después de 24 horas de incubacidn. Las cepas de algunas especies de ECN
pueden mostrar variacion considerable en el tamafio de las colonias en la misma placa,

dando la apariencia de un cultivo mixto (Forbes, 2007).

Los ECN son componentes de la microbiota normal de diversas partes de la piel y
de las mucosas en el ser humano. También se localizan en otras regiones del cuerpo, como
cuero cabelludo, conducto auditivo y fosas nasales (Kloos and Bannerman, 1994). Entre
las especies de ECN que predominan en el cuerpo humano y que ademds se aislan
frecuentemente de muestras clinicas, se encuentran: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus  haemolyticus,  Staphylococcus  hominis,  Staphylococcus  sciuri,
Staphylococcus warnieri, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus saprophyticus y

Staphylococcus cohnii (Longauerova, 20006).



La especie predominante de ECN, S. epidermidis es ampliamente distribuida sobre
la superficie del cuerpo humano. Existen grandes poblaciones de S. epidermidis que viven
en zonas himedas del cuerpo humano como nariz, axilas y las zonas inguinal y perianal
(Kloos and Bannerman, 1994; Forbes, 2007). De igual manera, S. haemolyticus se
encuentra en grandes cantidades en sitios de la piel en donde se encuentran glandulas

apocrinas, tales como axilas y zona inguinal.

Los ECN se encuentran distribuidos de manera importante, no solo en el ser
humano, sino en diferentes especies de mamiferos tales como: caballos, cabras y animales

domésticos (Kloos and Bannerman, 1994).

3.3. Identificacion de los ECN.
Los ECN pueden ser identificados facilmente a nivel de género por pruebas y
métodos convencionales disponibles en la mayoria de los laboratorios clinicos. Sin
embargo, la identificaciébn a nivel especie es a menudo complicada y no siempre

concluyente (Forbes, 2007).

En 1975, Kloos y Schleifer publicaron un esquema para la identificacion
bioquimica de los ECN. Este esquema utiliza la prueba de coagulasa para discriminar los
ECN de Staphylococcus aureus y una bateria de pruebas fisioldgicas y bioquimicas para

diferenciar las especies de ECN (Kloos and Schleifer, 1975).

Los procedimientos convencionales para la identificacién de ECN requieren una
gran cantidad de pruebas, ademds de tiempo y esfuerzo. Se han disefiado varios esquemas
para facilitar dicha tarea (Kim et al., 2008). Tales esquemas generalmente incluyen el

perfil de asimilacién de carbohidratos, pero dado que la mayoria de los ECN comparten



caracteristicas, la identificacién de especie por estos métodos a menudo es confusa y no

confiable (Layer et al., 2006).

Para S. epidermidis y S. haemolyticus los sistemas bioquimicos han mostrado un
buen desempefio en la identificacion de especie, mostrando altos porcentajes de
correlacion. El sistema API ID test (bioMérieux, Durham, NC) ha mostrado ser de los que

muestran mejores resultados (Heikens et al., 2005; Garza-Gonzalez et al., 2010).

Se han hecho comparaciones de los distintos métodos comerciales disponibles con
métodos moleculares (Heikens er al., 2005; Kim et al., 2008). A pesar de que para las
especies S. epidermidis y S. haemolyticus generalmente los métodos bioquimicos dan
buenos resultados, aun se presentan ciertas discrepancias, por lo que para una
1dentificacion definitiva se sugiere la secuenciacion de distintos genes (Ghebremedhin et
al., 2008). Algunos de los genes utilizados para la secuenciacion son: 16S RNAr, gap,

hsp60, rpoB, sodA (Poyart et al., 2001), dnaJ (Shah et al., 2007) y tuf.

3.4. Infecciones causadas por S. epidermidis y S. haemolyticus.

En general, los ECN son agentes causales de bacteriemia, endocarditis asociadas a
valvula prostética, osteomielitis, artritis, e infecciones relacionadas a las protesis
articulares, didlisis peritoneal, marcapasos, injertos vasculares, catéteres y derivaciones de
fluido cerebroespinal. También existen reportes de infecciones oculares y cutaneas.
Ademas, S. saprophyticus se ha establecido como un patdgeno frecuente de infecciones en

vias urinarias en mujeres (Widerstrom et al., 2012).

Cuando los hallazgos clinicos correlacionan con el aislamiento de algin ECN, S.

epidermidis es por mucho el microorganismo mas frecuentemente recuperado, con



frecuencias que van del 50% al 80% (Burnie et al., 1997; Garcia, 2004; Ibrahem et al.,
2008). Particularmente, S. epidermidis se encuentra asociado a infecciones asociadas al
uso de dispositivos protésicos. Es agente causal principal de endocarditis asociada a
valvula prostética, infecciones por catéteres y derivaciones de fluido cerebroespinal. Es el

agente mds comtinmente aislado en los casos de bacteriemia (Garcia, 2004 ).

S. haemolyticus ha presentado un incremento como causa de infecciones
nosocomiales y es el segundo microorganismo més frecuentemente aislado de entre los
ECN de importancia clinica (Barros et al., 2012). Ademads, algunos reportes recientes han
sefalado a S. haemolyticus como la causa de infecciones severas como meningitis,
infecciones en piel o tejidos blandos y bacteriemia (Shittu, 2004; Barros et al., 2012;

Pereira et al., 2014).

3.5. Factores de virulencia de los ECN.
Aunque por mucho tiempo los ECN fueron considerados no patégenos, se han
descrito factores de virulencia menores que favorecen el establecimiento de la infeccién y

la persistencia del microorganismo en el cuerpo humano (Kloos and Bannerman, 1994).

En el establecimiento del microorganismo participan exoenzimas como lipasas y
enzimas modificadoras de 4cidos grasos que permiten la persistencia del microorganismo
en secreciones, asi como detoxificacion de dcidos grasos que pueden resultar toxicos para
la bacteria. Ademads, poseen enzimas capaces de causar dafio tisular como la cistina
proteasa y metaloproteinasa Sep-1. Ademds, poseen moléculas capaces de inducir
inflamacién como las modulinas solubles en fenol (PSM) y el mismo peptidoglicano y

acido lipoteicoico (Gill et al., 2005; Longauerova, 2006).



Sin embargo el principal factor de virulencia asociado a la permanencia del
microorganismo en dispositivos médicos es la capacidad de formar biopelicula (Kloos and
Bannerman, 1994; Longauerova, 2006; Otto, 2012). Las biopeliculas son aglomeraciones
de bacterias, a menudo formadas por un material viscoso que mantiene unidas a las células
presentes en la biopeliculas, asi como a diferentes materiales, generalmente de tipo
plastico (Dunne, 2002). El material extracelular del que estd compuesta la biopelicula,
provee una proteccién a los antibidticos, ya que el material impide la penetracién del
farmaco hacia las células que estdn presentes en la biopelicula (Donlan and Costerton,

2002; Otto, 2012).

S. epidermidis ha sido descrito como un excelente productor de biopelicula
(Ziebuhr et al., 2006; McCann et al., 2008). La formacién de la biopelicula ocurre en dos
pasos: primero ocurre la adhesion inicial a la superficie inerte, seguida de una acumulacién

celular que formara la biopelicula madura (Davey and O'Toole, 2000).

Las adhesinas formadas de polisacdridos son responsables de la adhesion a la
superficie y la adhesion intercelular. Dos polisacaridos han sido involucrados en la
formacion de la biopelicula: la adhesina de polisacarido capsular (PSA) y la adhesina de
polisacdrido intercelular (de Silva et al., 2002). Ambos polisacaridos estdn compuestos

principalmente de N-acetilglucosamina con enlaces glicosidicos B-1,6 (Otto, 2012).

S. haemolyticus también ha sido reportado como productor de biopelicula. Sin
embargo, estudios han demostrado que la composicion de la biopelicula en S.

haemolyticus difiere de la biopelicula formada por S. epidermidis. Un estudio realizado



indica que proteinas y DNA extracelular son de gran importancia en la formacién de la

biopelicula por S. haemolyticus (Fredheim et al., 2009).

3.6. Resistencia a meticilina en S. epidermidis y S. haemolyticus.
Originalmente, la penicilina era el farmaco de eleccion para el tratamiento de las
infecciones serias por S. aureus. El surgimiento de cepas resistentes a penicilinas fue

debido a la adquisicién de pldsmidos que codifican -lactamasas o penicilinasas.

Posteriormente se desarrollaron penicilinas semisintéticas resistentes a
penicilinasas, que se utilizaron como el antibidtico de eleccion para las infecciones por S.
aureus. Sin embargo, poco tiempo después aparecieron las primeras cepas resistentes a las
penicilinas semisintéticas en S. aureus, particularmente a la meticilina (Eriksen, 1961). A
raiz de ello, se acufi6 el término S. aureus resistente a meticilina que es utilizado hoy en
dia para describir a las cepas de S. aureus que presentan fenotipo de resistencia a los
antibidticos B-lactamicos, incluyendo cefalosporinas y agentes cefémicos (Barber, 1961;

Eriksen, 1961).

Sin embargo, la resistencia a meticilina no solo ha sido descrita en S. aureus, si no
que se ha reportado en especies de ECN aisladas de muestras clinicas, con proporciones
incluso superiores a las reportadas en S. aureus. Asi, es comun el reporte de cepas S.
epidermidis resistente a meticilina y S. haemolyticus resistente a meticilina (SHRM)
aisladas de sangre o liquido cefalorraquideo, con porcentajes de resistencia por encima del
70% para ambas especies (Miragaia et al., 2002; Mombach Pinheiro Machado et al., 2007;

Kristof et al., 2011).
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Ademads, las cepas SERM y SHRM han sido aisladas de individuos sanos, que se
encuentran colonizados por estas especies y que constituyen una fuente importante

diseminacion de las mismas (Jamaluddin ef al., 2008; Ibrahem et al., 2009).

3.6.1. Mecanismo de resistencia a los antibi6ticos B-lactamicos en cepas

resistentes a meticilina.

El peptidoglicano es un polimero que forma la pared celular de las bacterias,
principalmente Gram positivos, cuya pared es de mayor dimension a la presente en Gram
negativos. La pared posee la funcidon de mantener la presion osmoética de la célula,
cualquier alteracion en la continuidad de la pared podria resultar letal para la bacteria

(Sauvage et al., 2008).

El peptidoglicano estd formado por cadenas de glicano, quimicamente formado por
N-acetilglucosamina y 4cido N-acetil murdmico. Las cadenas de glicano se encuentran

entrecruzadas por péptidos cortos.

Las proteinas de unién a penicilina (PBP) son transpeptidasas o carboxipeptidasas
involucradas en el metabolismo del peptidoglicano, que catalizan la polimerizacién de la
cadena de glicano (transglicosilacién) y el entrecruzamiento entre las cadenas de glicano

(transpeptidacion) (Sauvage et al., 2008).

El sustrato natural de las PBP, el extremo D-Ala-D-Ala del péptido que forma el
entre cruzamiento en las cadenas de glicano, posee una similitud estructural con la
estructura de los B-lactdmicos, particularmente la penicilina, que al entrar en el sitio activo
de la PBP queda unida de manera covalente, inhibiendo asi, la funcién de la PBP y por

tanto la sintesis de la pared, llevando al microorganismo a la lisis (Zapun et al., 2008).
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Figura 1. Mecanismo de accién de las PBP (Zapun et al., 2008).

Las cepas resistentes a meticilina producen una proteina de unién a penicilina,
conocida como PBP2a o PBP2’ que presenta baja afinidad por los B-lactdmicos y que atn
posee la capacidad de catalizar la transpeptidacion (Hartman and Tomasz, 1984; Katayama
et al., 2003). Por tanto, los antibidticos no quedan unidos covalentemente a la PBP, no
ocurre inhibicién de la sintesis del peptidoglicano y por tanto se evita la lisis celular

(Zapun et al., 2008).

PBP2

Figura 2. PBP2a en cepas resistentes a meticilina (Zapun et al., 2008).
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La proteina es codificada por el gen mecA, que se encuentra contenido en un
elemento genético mévil denominado casete cromosdmico estafiloccico mec (SCCmec)
(Ito et al., 1999; Katayama et al., 2000). E1 SCCmec fue descrito por primera vez en una
cepa SARM, cuya secuenciacion sentd las bases para el estudio de las caracteristicas

basicas del SCCmec, asi como su diversidad (Katayama et al., 2000).

3.7. Caracteristicas generales del SCCmec.

La integracion del SCCmec es sitio-especifica. Se integra en el sitio a#tBSC
(bacterial cromosomal attachment site) que se encuentra cerca del origen de replicacion de
S. aureus. El sitio se encuentra dentro un marco de lectura abierto, denominado orfX, de
funcién desconocida. Ademas, el sitio contiene una secuencia de 15 pares de bases, que
después de la integracion, queda duplicada a ambos lados del SCCmec (Katayama et al.,
2000; IWG-SCC, 2009). Ademads, el SCCmec posee secuencias de insercion (IS) que
flanquean al gen mecA, asi como genes reguladores de la expresion. El conjunto de
regiones reguladoras, las secuencias de insercidon y mecA, se denominan complejo mec.
Han sido descritos varios tipos de complejo mec, dependiendo del tipo de IS presente en el

entorno de mecA.

También, el SCCmec cuenta con varios genes que codifican para recombinasas, el
conjunto de genes de recombinasas se denomina complejo ccr. Estas recombinasas son las
encargadas de integrar el SCCmec en el cromosoma bacteriano y de la remocién del
mismo del genoma. Existen diversas variantes del complejo ccr, cuya diferencia radica en

el tipo de recombinasa presente.
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Las regiones ubicadas entre el complejo ccr, el complejo mec y los extremos del
SCCmec se conocen como regiones J (joining regions), que contienen estructuras
adicionales, tales como pldsmidos o IS, que pueden proporcionar caracteristicas

adicionales de resistencia IWG-SCC, 2008).

Los SCCmec se clasifican en tipos y subtipos. Los tipos de SCCmec estan
definidos por el tipo de complejo mec y el tipo de complejo ccr presente. Los subtipos se
basan en diferencias presentes en las regiones J (joining regions) de un mismo SCCmec.
Estas diferencias pueden ser pldsmidos, secuencias de insercion, o pseudogenes (IWG-

SCC, 2009).

Complejo mec Complejo ccr

B3 ‘ by l a1

orfXE [w” mecA | “'. cerlt? I=
‘[ mecRI corA2

mecl

Repeticiones directas/repeticiones invertidas
Integrado en 3’ de orfX

Figura 3. Estructura general del SCCmec (IWG-SCC, 2008).

3.7.1. Complejo de genes mec.
El complejo mec estd formado por mecA, los genes reguladores mecl y mecR1, asi
como diversas secuencias de insercion. A la fecha han sido descritos cinco tipos de clase

mec para S. aureus (A-E) IWG-SCC, 2009).
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El complejo mec clase A es el complejo prototipo, que contiene al gen mecA y los
genes reguladores mecl y mecRI completos. El complejo mec clase B se compone del gen
mecA y el gen mecRI parcialmente deletado por la insercién de IS7272. El complejo mec
clase C estd formado por el gen mecA y el gen mecRI parcialmente deletado por la
insercion de IS431. El complejo mec clase C se divide en dos variantes, Cl1 y C2,
dependiendo de la orientacién de la IS431 que deleta a mecRI. Si ambas IS43] tienen la
misma orientacion se trata del complejo mec clase C1, mientras que si estdn en distinta
orientacion se trata del complejo mec clase C2. El complejo mec clase D solo se compone
de mecA y el gen mecRI deletado, pero sin presentar secuencia de insercion asociada. El
complejo mec clase E, es similar al anterior solo que la delecién de mecR1 es de mayor
proporciéon (IWG-SCC, 2008; IWGC-SCC, 2009). Todos los complejos presentan una

IS431 subsecuente a mecA.
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Figura 4. Clases de complejo mec (Hanssen and Ericson Sollid, 2006).
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3.7.2. Complejo de genes ccr.

El complejo ccr estd formado por los genes de recombinasas presentes en el
SCCmec. A la fecha se han reportado tres diferentes tipos de recombinasas (ccrA, ccrB y
ccrC) vy distintos alotipos de cada una de ellas, dependiendo del grado de homologia

existente (Katayama et al., 2000; Ito et al., 2004).

En general, si la homologia entre dos recombinasas es menor al 50%, se considera
un tipo distinto de recombinasa, pero si la homologia se encuentra entre el 60% y el 82%
puede considerarse como un alotipo o variante. Una similitud mayor al 87% se considera

que forma parte de la misma variante o tipo de recombinasa IWG-SCC, 2009).

Alotipos Alotipos
~ ~ ~ N
ccrAl ccrBl

-< ccrA2 s <o =50% ) cchZ>
cerA3 [CCTA < »CCIB \eerp3
fcrAéfJ Ildentidad fch‘.{

<o =50% S0 =50%
cerC

Figura 5. Bases para la definicion de tipos y alotipos de recombinasas (IWG-SCC,

2009).

A la fecha, se han identificado varios alotipos para las recombinasas A y B, mientras que

para la recombinasa C, solo se ha descrito un alotipo (IWG-SCC, 2008).

Dependiendo de las recombinasas y alotipos presentes en los distintos casetes, se han

clasificado en ocho distintos tipos de complejos ccr:
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Tabla 1. Tipos de complejos ccr.

Complejo ccr Genes ccr
Tipo 1 AlB1
Tipo 2 A2B2
Tipo 3 A3B3
Tipo 4 A4B4
Tipo 5 Cl1
Tipo 6 AS5B3
Tipo 7 A1B6
Tipo 8 A1B3

3.7.3. Regiones de union (Regiones J).

Las regiones de unién (joining regions), anteriormente llamadas regiones basura
(junkjard regions), son regiones que se encuentran entre los complejos mec y ccr. La
region J1 es la region entre la unién cromosémica derecha y el complejo ccr. La regién J2
estd ubicada entre el complejo ccr y el complejo mec. La region J3 se ubica entre la unién

cromosOmica derecha y el complejo mec.

En estas regiones se pueden encontrar elementos como pldsmidos o secuencias de
insercién que proporcionar marcadores de resistencia adicionales. Basdndose en estos
elementos y ademas los pseudogenes presentes, se han definido subtipos de los SCCmec

en S. aureus IWG-SCC, 2009).

3.8. Tipos de SCCmec.
Hasta la fecha han sido descritos once tipos de SCCmec en S. aureus, basados en la
combinacion de complejo mec y complejo ccr (Ito et al., 2001, 2004; Ma et al., 2002;

Oliveira et al., 2006; Berglund et al., 2008; Zhang et al., 2009; Shore et al., 2011):
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Tabla 2. Tipos de SCCmec descritos para S. aureus.

Tipo de Tipo de Clase de
SCCmec complejo ccr complejo mec
I 1 B
II 2 A
11T 3 A
v 2 B
\% 5 C2
VI 4 B
VII 5 Cl
VIII 4 A
IX 1 C2
X 7 Cl
XI 8 E
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4. HIPOTESIS

Los aislamientos de S. epidermidis y S. haemolyticus presentan distintos tipos de
SCCmec, asi como distintos perfiles de susceptibilidad a antimicrobianos y diferentes

grupos clonales entre si.
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S. OBJETIVOS

5.1. General

Tipificar el casete cromosémico estafilocécico mec (SCCmec) en cepas de S.

epidermidis y S. haemolyticus aislados de sangre, asi como determinar la clonalidad de los

aislamientos y su perfil de resistencia a antibioticos.

5.2. Especificos

l.

Obtener aislamientos de S. epidermidis y S. haemolyticus provenientes de sangre e
identificarlos a nivel especie.

Determinar fenotipo de resistencia a meticilina.

Tipificar el tipo de SCCmec presente en los aislamientos resistentes a meticilina.
Obtener el perfil de resistencia a antibidticos de los aislamientos.

Determinar la clonalidad de los aislamientos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Obtencion de aislamientos.

Se colectaron 164 aislamientos de ECN provenientes de sangre, aislados en el
Laboratorio Central del Hospital Universitario “José Eleuterio Gonzélez” y el Hospital
Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”.

6.2.I1dentificacion fenotipica de los aislamientos.

Para la identificacion mediante caracteristicas fenotipicas se confirmaron las
pruebas de catalasa y coagulasa, asi como la tincion de Gram. Los aislamientos fueron
identificados por el sistema Sensititre (TREK Diagnostic Systems Inc., Cleveland, OH)
como S. epidermidis (n=59), S. haemolyticus (n=57), S. hominis (n=4), S. saprophyticus
(n=3), S. capitis (n=1), S. warneri (n=1) y S. xylosus (n=1). El resto de los aislamientos se
identific6 a nivel de género como estafilococo coagulasa negativa (n=38). Los
aislamientos se conservaron en congelacion a -70°C en caldo Brucella con glicerol al 15%.

6.3. Identificacion molecular de los aislamientos.

Para la identificacion molecular se realizé extraccion de ADN gendémico por el

método de fenol-cloroformo con lisis enzimdtica para posteriormente realizar la

identificacion a nivel especie por medio de PCR.

6.3.1. Extraccion de DNA gendmico por lisis enzimatica.
Los aislamientos se sembraron en placas de agar sangre y se incubaron a 37°C por

18-24 h. Posterior a la incubacion, se realizé una suspension bacteriana en un vial con 200
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ul de Tris-HCl y se agregaron 150 pg de lisozima (Biotech, Bio Basic, Inc., Ontario,
Canadd). La suspension se incubd en bafio de agua a 37°C durante al menos 12 h. Después
de la incubacion, se anadieron 6 pl de proteinasa K (10 mg/ml). Se llevé a incubacidén a
55°C por 2 h.

Para la extracciéon de ADN se afadieron 250 pl de fenol saturado, 250 ul de
SEVAG y 100 ul de TE 1X; se realizé agitacién vigorosa por 5 min. La fase acuosa y la
fase orgénica fueron separadas mediante centrifugacién durante 8 min a 14000 rpm. Una
vez separadas, la fase acuosa fue transferida a un nuevo vial y se realizé una segunda

extraccion.

La fase acuosa de la segunda extraccion se transfirié a otro vial, midiendo el
volumen recuperado. Se afiadieron 2.33 volimenes de etanol absoluto a 4°C a fin de
precipitar el ADN. Se dejo precipitando a -20°C por una hora. Posterior a la precipitacion,
se centrifugd a 14000 rpm por 5 min y se decanté el sobrenadante cuidando de no
desprender la pastilla de ADN. Se realizaron dos lavados de la pastilla con etanol al 70 %.
Después de los lavados el ADN se dej6 secando a temperatura ambiente. Una vez seco, se
disolvié en 100 ul de TE 1X y se calenté a 65°C por 15 min en bafio de agua antes de
utilizarse.

6.3.2. Identificacion de especie mediante PCR.

Se realiz6 una PCR muiltiple de identificacion utilizando los oligonucleétidos y las
condiciones descritas (Hirotaki et al., 2011). La PCR amplificé regiones especificas del
gen de la termonucleasa nuc.

La reaccion de PCR utiliz6 0.5 ul del ADN obtenido por lisis enzimdtica en 24.5 pl

de mezcla de reaccién compuesta por: 200 uM de cada desoxinucledtido trifosfato, buffer
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1X (NHs 1X pH 8.8), 3 uM de MgCl2, 0.2 uM de cada oligonucleétido (Tabla 3) y 1 U de

Taq polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.).

Tabla 3. Lista de oligonucledtidos utilizados para la identificacion de S. epidermidis

y S. haemolyticus.

Oligonucleétido Secuencia Producto (pb) | Especificidad
epi-F TTGTAAACCATTCTGGACCG 251 S. epidermidis
epi-R ATGCGTGAGATACTTCTTCG
hae-F TAGTGGTAGGCGTATTAGCC 434 S. haemolyticus
hae-R ACGATATTTGCCATTCGGTG

Para la amplificacion se llevd a cabo un paso inicial de desnaturalizacion (95°C, 5
min); 30 ciclos de: desnaturalizacion (95°C, 30 s), alineamiento (58°C, 30 s), y extension

(72°C, 70 s); y un paso final de elongacién a 72°C por 2 min.

Los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 2 % con TBE 0.5X, previa tincién con bromuro de etidio (1 mg/ml). Se empled
un marcador de 100-1,000 pb (HyperLadder™ IV, Bioline, USA Inc., Boston MA,
E.U.A.). El gel se revel6 en un transiluminador con luz UV a 254 nm. Como controles de
la amplificacién se utilizaron las cepas ATCC 14990 de Staphylococcus epidermidis, y

ATCC 29970 de Staphylococcus haemolyticus.

6.4. Determinacion fenotipica de resistencia a meticilina.
Se utilizé la metodologia descrita por el Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSD en el documento M02-A11 (CLSI, 2012). A partir de un cultivo puro en agar
sangre, de 18-24 h, se realizé una suspension en solucion estéril de NaCl al 0.85%. La

suspension se ajusto al estdndar 0.5 de la escala de MacFarland. Dentro de los primeros 15
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minutos después de la preparacién de la suspension, se utilizé para inocular una placa de
agar Miieller-Hinton. La suspensién fue distribuida en toda la superficie del agar
utilizando un hisopo, rotando la placa en dngulos de 60°. Se dej6 que el exceso de
humedad se absorbiera durante 3 a 5 min.

Dentro de los primeros 15 min después de la inoculacién de la placa, se colocé un
disco de cefoxitina de 30 pg con unas pinzas estériles, presionando ligeramente. Una vez

colocado el disco, la placa se incubd durante 24 h a 35°C en atmdsfera aerobia.

Se incluyeron como controles las cepas Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Staphylococcus aureus ATCC BAA-44. Para los controles se realizé el mismo

procedimiento salvo que el tiempo de incubacién fue de 16-18 h.

Posterior a la incubacion se midieron los halos de inhibicién en milimetros. Para la
interpretacion tanto de los aislamientos como de los controles, se utilizaron los
lineamientos establecidos por el CLSI en el documento M100-S24 (CLSI, 2014). Los
aislamientos que presentaron un halo de inhibicién igual o mayor a 25 mm se consideraron
como aislamientos sensibles a meticilina, mientras que los aislamientos con un halo igual
o menor a 24 mm se consideraron resistentes. Para los controles un halo igual o mayor a
22 mm fue considerado sensible y un halo igual o menor a 21 mm fue considerado

resistente.

6.5. Deteccion del gen mecA vy tipificacion del SCCmec.
Se utilizaron dos metodologias descritas anteriormente para la tipificacién del

SCCmec en S. aureus:
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6.5.1. Metodologia descrita por Zhang et al.

Se realizaron tres PCR multiples y una convencional. La primer PCR muiltiple
determina la presencia del gen mecA, asi como el tipo de SCCmec presente mediante la
deteccion de loci especificos para cada casete (SCCmec tipos L, IL, III, IV y V), ademads
identifica subtipos del SCCmec tipo IV (IVa, IVb, IVc y IVd). La segunda PCR muiltiple
determina la clase de complejo mec (A y B), mientras que la tercera PCR detecta el tipo de
complejo recombinasa presente (complejos ccr 1, 2 'y 3). La PCR convencional amplifica

el complejo ccr tipo 5 (ccr().

Para las PCRs miiltiples, como para la PCR convencional, la reaccién utilizé 1 pl
del ADN obtenido por lisis enzimética en 24 ul de mezcla de reaccién compuesta por: 200
uM de cada desoxinucledtido trifosfato, buffer 1X (NH4 1X pH 8.8), 3 uM de MgClp, y 1
U de Tag polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.). Los oligonucle6tidos

fueron afiadidos en las concentraciones que se detallan en las tablas:

Tabla 4. Lista de oligonucleétidos utilizados en la metodologia descrita por Zhang et

al para la deteccion de mecA vy la tipificacion del SCCmec.

Producto
Iniciador Secuencia (5'-3") [uM] (pb) SCCmec
Tipo I-F GCTTTAAAGAGTGTCGTTACAGG 0.048 613 SCCmec 1
Tipo I-R GTTCTCTCATAGTATGACGTCC
Tipo II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG 0.032 398 SCCmec 11
Tipo II-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC
Tipo II-F CCATATTGTGTACGATGCG 0.04 280 SCCmec 111
Tipo HI-R CCTTAGTTGTCGTAACAGATCG
Tipo IVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG 0.104 776 SCCmec IVa
Tipo IVa-R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG
Tipo IVb-F TCTGGAATTACTTCAGCTGC 0.092 493 SCCmec IVDb
Tipo IVb-R AAACAATATTGCTCTCCCTC
Tipo IVc-F ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC | 0.078 200 SCCmec IVc
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Tipo IVe-R TTGGTATGAGGTATTGCTGG

Tipo IVd-F5 | CTCAAAATACGGACCCCAATACA 0.28 881 SCCmec IVd
Tipo IVd-R6 | TGCTCCAGTAATTGCTAAAG

Tipo V-F GAACATTGTTACTTAAATGAGCG 0.06 325 SCCmec V
Tipo V-R TGAAAGTTGTACCCTTGACACC

MecAl147-F | GTGAAGATATACCAAGTGATT 0.046 147 mecA
MecA147-R | ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT

Tabla 5. Lista de oligonucleétidos utilizados en la metodologia descrita por Zhang et

al para la determinacién del complejo mec.

Producto
Iniciador Secuencia (5'-3") [uM] (pb) Clase mec
mecl-F CCCTTTTTATACAATCTCGTT 0.08 146 mec clase A
mecl-R ATATCATCTGCAGAATGGG
IS1272-F TATTTTTGGGTTTCACTCGG 0.08 1,305 mec clase B
mecR1-R CTCCACGTTAATTCCATTAATACC

Tabla 6. Lista de oligonucleétidos utilizados en la metodologia descrita por Zhang et

al para la determinacion del complejo ccr.

Producto
Iniciador Secuencia (5'-3") [uM] (pb) Tipo ccr
ccrAB-B2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 0.08
ccrAB-a2 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 0.08 700 certipo 1
ccrAB-a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 0.08 1,000 ccr tipo 2
ccrAB-a4 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 0.08 1,600 certipo 3

Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados en la metodologia descrita por Zhang et al para

la determinacién del complejo ccr tipo 5.

Producto
Iniciador Secuencia (5'-3") [uM] (pb) Tipo ccr
ccrC-F ATGAATTCAAAGAGCATGGC 0.08 336 cer tipo 5
ccrC-R GATTTAGAATTGTCGTGATTGC

La amplificacion de las tres PCRs multiples se llevo a cabo con un paso inicial de

desnaturalizacién (94°C, 5 min); 10 ciclos de: desnaturalizacion (94°C, 45 s), alineamiento
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(65°C, 45 s), y extension (72°C, 90 s); ademas, 25 ciclos de: desnaturalizacién (94°C, 45
s), alineamiento (55°C, 45 s), y extension (72°C, 90 s); y un paso final de elongacién a

72°C por 10 min.

La amplificacion de la PCR convencional se llevé a cabo con un paso inicial de
desnaturalizacién (94°C, 5 min); 35 ciclos de: desnaturalizacion (94°C, 60 s), alineamiento

(50°C, 60 s), y extension (72°C, 120 s); y un paso final de elongacién a 72°C por 10 min.

Los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en un gel de
agarosa al 1.2% con TBE 0.5X, previa tincién con bromuro de etidio (1 mg/ml). Se
empled un marcador de 100-10,000 pb (HyperLadder™ I, Bioline, USA Inc., Boston MA,

E.U.A.). El gel se revel6 en un transiluminador con luz UV a 254 nm.

6.5.2 Metodologia descrita por Kondo ef al.

Se utilizaron cuatro PCRs multiples. La M-PCR 1 amplificé el gen mecA, asi como
el tipo de complejo ccr (complejos 1 a 5). En esta M-PCR se realizé una modificacion al
par de iniciadores para el complejo ccr tipo 4 y a un iniciador del par para el complejo ccr
tipo 5 (Ruppe et al., 2009). La M-PCR 2 detect6 el complejo mec presente (A, B 'y C), en
esta M-PCR se afiadié un iniciador a fin de detectar las variantes C1 y C2 del complejo
mec (Ruppe et al., 2009). La M-PCR 3 identifica subtipos de los SCCmec tipo I y IV,

mientras que la M-PCR 4 identifica subtipos de los SCCmec tipo II, Ill y V.

Para las cuatro M-PCR, la reaccién de PCR utiliz6 1 pul del DNA obtenido por lisis
enzimatica en 24 ul de mezcla de reaccion compuesta por: 200 uM de cada
desoxinucleétido trifosfato, buffer 1X (NH4 1X pH 8.8), 3 uM de MgCl,, 0.1 uM de cada

oligonucledtido y 1 U de Taq polimerasa.
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Tabla 8. Lista de oligonucledtidos utilizados en la M-PCR 1 de la metodologia

descrita por Kondo et al para la deteccion de mecA y la tipificaciéon del complejo ccr,

con modificacién a tres iniciadores segtin Ruppé et al (Ruppe et al., 2009).

Iniciador Secuencia (5°- 3°) Genes o alelos | Producto (pb)
mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG mecA 286
mA?2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA

1 AACCTATATCATCAATCAGTACGT ccer tipo 1 695
2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT ccr tipo 2 937
3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT ccr tipo 3 1,791
Bc ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
a4U GCGACGAATCAAATGTCCTTACTG ccr tipo 4 1,304
34U ATCGCTCCAGTGTCTATACTTCGC
vF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT ccrtipo 5 607
ccrCU1 TTACCTTTGACCAATATCACATC

Tabla 9. Lista de oligonucledtidos utilizados en la M-PCR 2 de la metodologia

descrita por Kondo et al para la tipificacion del complejo mec con el iniciador IS2L

segun lo descrito por Ruppé et al (Ruppe et al., 2009).

Iniciador Secuencia (5°- 3°) Genes o alelos | Producto (pb)
ml6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG mec clase A 1,963
IS7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG | mec clase B 2,827
IS2(iS-2) | TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT | mec clase C2 804
IS2L GAACCGCAGGTCTCTTCAGATC mec clase C1 804
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA
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Tabla 10. Lista de oligonucledtidos utilizados en la M-PCR 3 de la metodologia

descrita por Kondo et al para la subtipificaciéon de los SCCmec tipo Iy IV.

Iniciador Secuencia (5’- 3°) Subtipo Producto (pb)
1a3 TTTAGGAGGTAATCTCCTTGATG | SCC mec 1.1 154
la4 TTTTGCGTTTGCATCTCTACC
4al TTTGAATGCCCTCCATGAATAAAAT | SCCmec IVa 458
4a3 AGAAAAGATAGAAGTTCGAAAGA
4b3 AACCAACAGTGGTTACAGCTT SCCmec IVb 726
4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT
4c4 AGGAAATCGATGTCATTATAA SCCmec IVc 259
4c5 ATCCATTTCTCAGGAGTTAG
4d3 AATTCACCCGTACCTGAGAA SCCmec IVd 1,242
4d4 AGAATGTGGTTATAAGATAGCTA

Tabla 11. Lista de oligonucleétidos utilizados en la M-PCR 4 de la metodologia

descrita por Kondo et al para la subtipificacién de los SCCmec tipo II, Il y V.

Iniciador Secuencia (5°- 3’) Subtipo Producto (pb)
kdpB1 GATTACTTCAGAACCAGGTCAT | SCCmec I1.1 287
kdpB2 TAAACTGTGTCACACGATCCAT

2b3 GCTCTAAAAGTTGGATATGCG SCCmec 11.2 1,518
2b4 TGGATTGAATCGACTAGAATCG

4b3 AACCAACAGTGGTTACAGCTT SCCmec 11.3 726
4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT

114-3 GTACCGCTGAATATTGATAGTGAT | SCCmec 11.4 2,003
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114-1 ACTCTAATCCTAATCACCGAAC
3al ATGGCTTCAGCATCAATGAG SCCmec I1I.1 503
3a2 ATATCCTTCAAGCGCGTTTC
Sal ACCTACAGCCATTGCATTATG SCCmec V.1 1,159
Sa2 TGTATACATTTCGCCACTAGCT

La amplificacion para la M-PCR 1 se llevé a cabo con un paso inicial de desnaturalizacion
(95°C, 5 min); 30 ciclos de: desnaturalizacioén (94°C, 120 s), alineamiento (57°C, 60 s), y
extension (72°C, 120 s); y un paso final de elongacién a 72°C por 2 min. Para las M-PCR
2 a 4 se utilizaron las mismas condiciones salvo que la temperatura de alineamiento fue de
60°C. Los productos obtenidos fueron visualizados por electroforesis en un gel de agarosa
al 1.2% con TBE 0.5x, previa tincion con bromuro de etidio (1 mg/ml). Se empled un
marcador de 100-10,000 pb (HyperLadder™ I, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.).

El gel se revel6 en un transiluminador con luz UV a 254 nm.

6.6 Determinacion del perfil de susceptibilidad a antibiéticos.
Se utiliz6 el sistema de incubacion y lectura automatizados ARIS 2X (Trek
Diagnostic Systems) con las placas del sistema Sensititre (TREK Diagnostic Systems Inc.,

Cleveland, OH).

A partir de un cultivo puro en agar sangre, de 18-24 h, se realiz6 una suspension en
agua estéril. La turbidez se midi6 en el nefelémetro y auto inoculador (Trek Diagnostic
Systems), la suspension se ajusté al estandar 0.5 de la escala de MacFarland. Dentro de los
siguientes 15 min, se tomaron 30 ul para inocular caldo Miieller-Hinton con cationes

ajustados.
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El caldo fue distribuido en las placas del sistema Sensititre con el auto inoculador.
Se llevé a incubacioén en el sistema Aris 2x. La eleccidn de antibidticos y la interpretacion
se llevaron a cabo segun los lineamientos establecidos por el CLSI en el documento
M100-S24 (CLSI, 2014).

6.7 Determinacion de clonalidad.

A fin de determinar la clonalidad de los aislamientos se realiz6 electroforesis en gel
por campos pulsados (EGCP). Se llevé a cabo utilizando un protocolo descrito para S.
aureus (Chung et al., 2000), con modificaciones para ECN en las condiciones de corrida
(Hanssen et al., 2004).

6.7.1. Preparacion de los discos.

Los aislamientos fueron sembrados en una placa de agar soya tripticasa e
incubados a 37°C por 18 h. A partir del cultivo anterior se tom6 una colonia y se inocul
en 5 ml de caldo soya tripticasa y se incub6 durante 16 a 18 h a 37°C. Se transfirieron 2 ml

del cultivo liquido a un vial y se centrifugaron durante 5 min a 14000 rpm.

El sobrenadante fue decantado y la biomasa fue resuspendida en 1 ml de PIV a 4°
C mediante agitacion en vortex. La suspension fue centrifugada a 14000 rpm por 5 min, se
decant6 el sobrenadante y se afadieron 410 ul de PIV. Nuevamente, se resuspendié la

biomasa mediante agitacion en vortex.

Ademads, se prepararon 10 ml de agarosa para campos pulsados (Agarosa
Certificada para Campos Pulsados, Bio-Rad, Inc., CA, E.U.A.) al 1.5% en TBE 0.5X y se
mantuvo a 70°C para evitar que solidificara. Se afiadieron 150 pl de la agarosa a la
suspension bacteriana en PIV, se mezcl6 y se tomaron 35 pl de la mezcla. Con los 35 ul se

formé un disco de agarosa sobre un portaobjetos estéril. Se formaron 6 discos por
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aislamiento y se dejaron solidificar. Una vez solidificados se cubrieron con un portaobjetos

estéril.

Los discos fueron transferidos a un tubo cénico estéril de 15 ml y se agreg6 1 ml de
solucion EC-lisis. Los tubos se incubaron a 37°C por 24 h. Después de la incubacion se
elimind la solucién EC-lisis y se afiadié 1 ml de solucién ESP. Los tubos se incubaron por
17 h a 55°C. Posterior a la incubacién se elimind la solucion ESP y se afadieron 13 ml de
buffer TE 1X, los tubos se mantuvieron en agitacién por una hora. Se eliminé el buffer y
se anadieron nuevamente 13 ml de TE 1X para mantener en agitacién una hora. El proceso
se realizo cinco veces. Una vez finalizados los lavados, los discos se almacenaron a 4°C

en un tupo Eppendorf con 1 ml de TE 1X estéril.

6.7.2. Corte con enzima de restriccion.

Se transfirié un disco de cada aislamiento a un tubo Eppendorf estéril de 2 ml. Al
tubo se afiadieron 40 pl mezcla de reaccion sin enzima y se dejo acondicionar por 30 min.
Posteriormente, se elimind la mezcla de reaccion y se afiadieron otros 40 ul de mezcla de
reaccion con enzima para realizar el corte. Se utilizé la enzima Smal (Takara Bio Inc.,

Shiga, Japdn). Se llevé a incubacion por 12 h a 30°C.

6.7.3. Electroforesis.

Se realizé la limpieza del equipo (CHEF-DR® III Pulsed Field Electrophoresis
Systems, Bio-Rad) con 7 L de agua destilada estéril y 10 ml de hipoclorito de sodio al 5
%. Se hicieron recircular en la cdmara por 20 min. Después de la limpieza, el agua con
cloro se elimind y se enjuagd la cdmara con 7 L de agua destilada estéril durante 20

minutos. Posterior al enjuagado se afiadieron 7 L de TBE 0.5X estéril y se hicieron
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recircular en la camara a 14°C. Posterior a la incubacion de los discos con la enzima de
restriccion, se les anadieron 4 pl. de buffer de carga 10X, compuesto de: SDS 0.9%,

glicerol 50%, azul de bromofenol 0.05% (Takara Bio Inc., Shiga, Jap6n).

Se preparé un gel de agarosa para campos pulsados al 1% en buffer TBE 0.5X
estéril, se prepar6 un excedente de 10 ml para cubrir los pocillos. Una vez solidificado el
gel, los discos se introdujeron en los pocillos con la ayuda de espatulas estériles. Después
de la colocacién se cubrieron los pocillos con agarosa fundida. Una vez solidificada, el gel
se introdujo en la cdmara con buffer y se dio inicio a la corrida con las siguientes

condiciones: T inicial 1 s, T final 35 s, tiempo de corrida 24 h; voltaje 6 V, dngulo 120.

Al concluir la corrida, se retird el gel del equipo y se realiz6 tincién con bromuro
de etidio 1 pg/mL por 10 min y se lavé con agua destilada, por ultimo se revelé en un
transiluminador con luz UV a 254 nm (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems.

EpiChemi 3 Darkroom).

El anélisis del patrén de bandas se realizé de manera visual tomando en cuenta los
criterios de Tenover (Tenover et al., 1995); los datos obtenidos fueron analizados
empleando el programa estadistico SPSS® version 20, utilizando el método de
conglomeraciéon del vecino mds proximo con la medida binaria de Jaccard y como
resultado final se obtuvo un dendograma con el objetivo de establecer los porcentajes de
similitud entre los patrones de restriccion de los aislamientos para poder determinar la

presencia de clonas.
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7. RESULTADOS

7.1 Identificacion de los aislamientos.
De los 162 aislamientos analizados, 83 (51.2 %) fueron identificados mediante
PCR como S. epidermidis, mientras que 59 aislamientos (36.4 %) fueron identificados
como S. haemolyticus. El resto de los aislamientos (n=20, 12.3 %) no fue identificado
como S. epidermidis o S. haemolyticus; por esta razén en el estudio se incluyeron

solamente los 142 aislamientos identificados a nivel especie por PCR.

Entre los aislamientos previamente identificados como S. epidermidis por el
sistema Sensititre, el 73.7 % (42/57) coincidi6 en la identificacién por PCR, mientras que
un aislamiento (1.8 %) fue identificado como S. haemolyticus. El resto de los aislamientos

(14/57, 24.6 %) no genero banda para la especie S. epidermidis.

De los aislamientos identificados previamente por el sistema Sensititre como S.
haemolyticus, el 89.5 % (51/57) coincidié en la identificacion por PCR. Del resto, un
aislamiento (1.75 %) fue identificado como S. epidermidis y 5 de 57 aislamientos (8.8 %)

no generaron banda para la especie S. haemolyticus.

En el grupo de aislamientos identificados solo como ECN por pruebas bioquimicas
(n= 38), el 86.8 % (33/38) fue identificado como S. epidermidis por medio de PCR, el

resto de los aislamientos (5/38, 13.2%) fue identificado como S. haemolyticus.
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De los 10 aislamientos de especies diferentes de S. haemolyticus o S. epidermidis

identificados por pruebas bioquimicas, el 100% de los aislamientos de S. saprophyticus

(3/3), S. capitis (1/1) y S. xylosus (1/1) fueron identificados como S. epidermidis por PCR.

El aislamiento identificado como S. warneri por pruebas bioquimicas (n=1) fue

identificado como S. haemolyticus por PCR.

De los aislamientos de S. hominis (n=4), dos se identificaron como S. epidermidis,

uno como S. haemolyticus y uno no fue posible identificarlo por medio de PCR.

Tabla 12. Identificacion de aislamientos.

No. de Identificacion Identificacion | Identificacion
aislamientos fenotipica por PCR definitiva
51 S. haemolyticus | S. haemolyticus | S. haemolyticus
42 S. epidermidis S. epidermidis S. epidermidis
33 ECN S. epidermidis S. epidermidis
5 ECN S. haemolyticus | S. haemolyticus
3 S. saprophyticus | S. epidermidis S. epidermidis
2 S. hominis S. epidermidis S. epidermidis
1 S. haemolyticus | S. epidermidis S. epidermidis
1 S. epidermidis S. haemolyticus | S. haemolyticus
1 S. capitis S. epidermidis S. epidermidis
1 S. xylosus S. epidermidis S. epidermidis
1 S. warneri S. haemolyticus | S. haemolyticus
1 S. hominis S. haemolyticus | S. haemolyticus
1 S. hominis No identificado | No identificado
14 S. epidermidis No identificado | No identificado
5 S. haemolyticus | No identificado | No identificado
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7.2 Determinacion fenotipica de resistencia a meticilina.
El porcentaje global de resistencia a meticilina, determinado por el método de

difusion en placa utilizando un disco de cefoxitina, fue de 88.02 % (125/142).

En S. epidermidis el porcentaje de resistencia por el mismo método, fue de 84.3 %

(70/83), mientras que en S. haemolyticus fue de 93.2 % (55/59).

7.3 Deteccion del gen mecA vy tipificacion del SCCmec.
El gen mecA fue amplificado en 72 de los 83 aislamientos de S. epidermidis (86.7
%). Estos resultados fueron corroborados tanto por el método de Zhang, como por el de
Kondo. Asi mismo, en S. haemolyticus, 55 de 59 (93.2 %) aislamientos amplificaron el

gen mecA por ambas metodologias.

Entre los aislamientos de S. epidermidis que contenian el gen mecA (72
aislamientos), solo a 37 (51.4 %) pudo asignarsele un tipo de SCCmec segtn lo descrito
para S. aureus; cinco aislamientos (6.9 %) presentaron SCCmec tipo III (ccr tipo 3, clase
mec A) y 32 aislamientos (44.4 %) presentaron SCCmec tipo IV (ccr tipo 2, clase mec B).

Los resultados anteriores fueron concordantes por ambas metodologias (Tabla 13).

Ademads, se detectaron algunos subtipos de los SCCmec encontrados, segin la
metodologia de Kondo et al. Para el SCCmec tipo 1V, 22 aislamientos (68.8 %) fueron
subtipificados como IVa, mientras que solo un aislamiento (3.1 %) fue del subtipo IVb.
Los demas aislamientos (9, 28.1 %) con SCCmec tipo IV no presentaron ninguno de los
subtipos analizados (IVa, IVb, IVc y IVd). Los cinco aislamientos del SCCmec tipo 111

fueron subtipificados como subtipo II1.1.
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En los 35 aislamientos restantes, cuatro aislamientos (10.8 %) presentaron
combinaciones no incluidas en el esquema de tipificacion para S. aureus: tres aislamientos
presentaron la combinacién complejo mec clase A 'y complejo ccr tipo 1; un aislamiento
presenté la combinacién complejo mec clase A y complejo ccr tipo 5, esto por ambas
metodologias. Sin embargo, un aislamiento se clasificé como variante del SCCmec tipo 11
(complejo mec clase A, complejo ccr tipo 2), ya que ademads presentd el complejo ccr tipo

1, resultados concordantes por ambas metodologias.

Cinco aislamientos presentaron complejo mec clase B y doble complejo ccr (1+2);
de igual manera un aislamiento presenté complejo mec clase A y doble complejo ccr

(243), resultados determinados por ambos métodos.

Trece aislamientos presentaron discrepancias entre los métodos utilizados, en la
tipificacion del complejo ccr tipo 5 por el método de Zhang et al, ya que siete de estos
aislamientos tipificaron complejo mec clase A y complejo ccr tipo 3 por ambos métodos,
sin embargo por el método de Kondo, ademas amplificaron el complejo ccr tipo 5. De
igual manera, cinco aislamientos amplificaron complejo mec clase B y complejo ccr tipo
2, por ambas metodologias, pero ademds tipificaron para el complejo ccr tipo 5 por el

método de Kondo et al.

De manera similar ocurri6 en la tipificacion del complejo ccr 4 por el método de
Kondo, ya que esta metodologia incluye la deteccion de este complejo, no asi la
metodologia de Zhang, por lo que seis aislamientos amplificaron el complejo ccr 4,
ademds de otros complejos ccr, cuyos resultados concordaron por ambas metodologias;

dos aislamientos complejo mec clase A, complejo ccr tipos 1 y 5; dos aislamientos
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complejo mec clase A, complejo ccr tipo 2; un aislamiento complejo mec clase A,

complejo ccr tipo 3 y un aislamiento complejo mec clase B, complejo ccr tipo 2.

También se presentd discrepancia en la tipificaciéon del complejo mec en un
aislamiento, ya que por el método de Kondo se amplific6 complejo mec clase B, pero
ningtn complejo mec por el método de Zhang, sin embargo por ambos métodos se logré la
deteccion del complejo ccr tipo 2. De igual forma, un aislamiento solo tipificé complejo
mec clase B por la metodologia de Zhang y amplific6 complejo ccr tipo 2 por ambas
metodologias. A pesar de ello, los aislamientos pueden ser catalogados como tipo IV,

aunque el resultado solo es corroborado por una metodologia.

Un aislamiento no tipificé complejo mec por ninguna de las dos metodologias, pero
amplific6 complejo ccr tipo 2 por ambos métodos y ademds complejo ccr tipo 5 por el
método de Kondo. Un aislamiento, solo amplific6 complejo ccr 2 por el método de Kondo.
Finalmente, dos aislamientos tipificaron complejo mec clase A, pero no complejo ccr, esto

por ambas metodologias (Tabla 13).

Tabla 13.Combinaciones de complejo mec y complejo ccr, encontrados en S. epidermidis.

Metodologia de Zhang et al Metodologia de Kondo et al
N Complejo | Complejo Tipo Complejo | Complejo Tipo
mec cer SCCmec mec ccr SCCmec

5 A 3 11 A 3 I
32 B v B 2 v

3 A Nuevo A Nuevo

1 A 5 Nuevo A 5 Nuevo

1 A 142 II var A 1+2 II var

5 B 1+2 I var/1V var B 1+2 I var/IV var
1 A 2+3 /111 A 2+3 I/111
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7 A 3 I A 3+5 III var

5 B 2 v B 2+5 IV var

2 A 145 Nuevo A 1+4+5 VIII var

2 A 2 I A 2+4 II var/VIII var
1 A 3 III A 3+4 I var/VII var
1 B 2 v B 2+4 IV var/VI var

1 } ) NT B ) v

1 B ) v ) ) NT

1 ; 2 NT ; 245 NT

1 } ) NT } ) NT

2 A - NT A - NT

Var: variante; NT: no tipificable.

En los aislamientos de S. haemolyticus que contenian el gen mecA (55
aislamientos) solo a ocho aislamientos (14.5 %) pudo asignarsele un tipo de SCCmec
segtn lo descrito para S. aureus; los ocho aislamientos (6.6 %) presentaron SCCmec tipo
V (ccr tipo 5, clase mec C2). Sin embargo, esto solo pudo ser corroborado por ambas
metodologias para seis aislamientos, ya que dos de los ocho aislamientos amplificaron
complejo ccr tipo 5 solo por la metodologia de Kondo. No se detect6 el subtipo V.1 para

los aislamientos de SCCmec tipo V.

Cuatro aislamientos mas (7.3 %) amplificaron complejo mec clase C2; de ellos, un
aislamiento amplific6 ademads, los complejos ccr tipos 1, 2 y 5, y tres amplificaron
complejos ccr tipos 1y 5, y el complejo ccr tipo 4 por la metodologia de Kondo. Cabe
sefialar que la amplificacion del complejo mec clase C2 solo pudo determinarse por la

metodologia de Kondo, ya que el método de Zhang no contempla la deteccién del mismo.
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Los aislamientos restantes (43, 78.1 %) no amplificaron complejo mec por ninguna
de las metodologias utilizadas, sin embargo, entre estos aislamientos, uno amplificé
complejo ccr tipo 5, y 12 aislamientos el complejo ccr tipo 4. El resto de los aislamientos
(30/43, 70.5 %) no amplificé complejo ccr ni complejo mec por ninguna de las dos

metodologias (Tabla 14).

Tabla 14. Combinaciones de complejo mec y complejo ccr, detectados en S. haemolyticus.

Metodologia de Zhang et al Metodologia de Kondo et al
I Complejo | Complejo Tipo Complejo | Complejo Tipo
mec cer SCCmec mec cecr SCCmec

6 - 5 \% Cc2 5 \Y%

2 - - NT C2 5 \Y%

1 - 1+2+45 NT Cc2 1+2+5 V var/IX var
3 - 1+5 NT C2 1+4+5 V var/IX var
1 - - NT - 5 NT

12 - - NT - 4 NT
30 - - NT - - NT

Var: variante; NT: no tipificable.

7.4 Determinacion del perfil de susceptibilidad a antibidticos.

En S. epidermidis se encontr6 una alta resistencia a antimicrobianos, con
porcentajes superiores al 70% en oxacilina, eritromicina, levofloxacina, norfloxacina,
clindamicina y trimetoprim/sulfametoxazol (Tabla 16). Los porcentajes de resistencia a
tetraciclina y nitrofurantoina fueron del 12 % y 0 % respectivamente. Tres aislamientos
(3.6 %) presentaron resistencia a linezolid. No se encontraron aislamientos resistentes a

vancomicina.
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Tabla 15. Concentracién minima inhibitoria y perfil de susceptibilidad a antimicrobianos

en los aislamientos de S. epidermidis.

CMI 50 CMI 90 | Resistente |Intermedio|Susceptible
Antibiético
(ng/mL) | (ug/mL) n (%) n (%) n (%)
Oxacilina >0.5 >0.5 72 (86.7) NA 11 (13.3)
Vancomicina 2 4 0(0) 0 (0) 83 (100)
Eritromicina >4 >4 66 (79.5) 1(1.2) 16 (19.3)
Tetraciclina <2 >8 10 (12) 2(2.4) 71 (85.6)
Levofloxacina >2 >2 62 (74.7) 3(3.6) 18 (21.7)
Norfloxacina >8 >8 64 (77.1) 1(1.2) 18 (21.7)
Nitrofurantoina <32 <32 0(0) 0 (0) 83 (100)
Clindamicina >2 >2 68 (81.9) 3(3.6) 12 (14.5)
Trimetoprim/Sulfametoxazol|  >2/38 >2/38 60 (72.3) NA 23 (27.7)
Linezolid <2 4 3(3.6) NA 80 (96.4)

NA: No aplica; CMIso: concentracion minima que inhibe al 50 % de los aislamientos;
CMlyo: concentracién minima que inhibe al 90 % de los aislamientos.

Los aislamientos de S. haemolyticus presentaron porcentajes de resistencia

similares a S. epidermidis, ya que se encontro resistencia por encima del 70% en oxacilina,

eritromicina, levofloxacina, norfloxacina, clindamicina y trimetoprim/sulfametoxazol

(Tabla 17). Los porcentajes de resistencia a tetraciclina y nitrofurantoina fueron del 22 % y

0 % respectivamente. Dos aislamientos (3.4 %) presentaron resistencia a linezolid,

mientras que el 100% de los aislamientos fue susceptible a vancomicina.
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Tabla 16. Concentracién minima inhibitoria y perfil de susceptibilidad a antimicrobianos

en los aislamientos de S. haemolyticus.

CMI 50 CMI 90 | Resistente |Intermedio|Susceptible
Antibiético

(ng/mL) | (ug/mL) n (%) n (%) n (%)

Oxacilina >0.5 >0.5 55(93.2) NA 4 (6.8)
Vancomicina 2 2 0(0) 0 (0) 59 (100)
Eritromicina >4 >4 53 (89.8) 0 (0) 6 (10.2)
Tetraciclina <2 >8 13 (22.0) 2(3.4) 44 (74.6)

Levofloxacina >2 >2 54 (91.5) 1(1.7) 4 (6.8)
Norfloxacina >8 >8 53 (89.8) 0 (0) 6 (10.2)
Nitrofurantoina <32 <32 0(0) 234 57 (96.6)

Clindamicina >2 >2 53 (89.8) 1(1.7) 5(8.5)
Trimetoprim/Sulfametoxazol|  >2/38 >2/38 45 (76.3) NA 14 (23.7)
Linezolid <2 <2 2(3.4) NA 57 (96.6)

NA: No aplica; CMIso: concentracion minima que inhibe al 50 % de los aislamientos;
CMly: concentracién minima que inhibe al 90 % de los aislamientos.

7.5 Clonalidad de aislamientos.

En los aislamientos de S. epidermidis, €l corte con la enzima Smal generé un

patron de restriccion compuesto de 7 a 17 fragmentos. En 7 de los 83 aislamientos se

generaron de cero a tres fragmentos, por lo que no se consideraron para realizar el andlisis.

Los aislamientos fueron identificados como S. epidermidis por PCR, aunque por pruebas

bioquimicas, habian sido identificados dentro de otras especies o bien, como ECN. Se

generaron 76 patrones de restriccion diferentes, con porcentajes de similitud que del O % al
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95 %. No hubo deteccién de clonas. Solamente dos aislamientos presentaron similitud del
95 % (aislamientos 11567 y 1566), mientras que un tercer aislamiento (aislamiento 11557)
presentd similitud del 75 % con los aislamientos anteriores. El resto de los aislamientos

presentaron homologias inferiores al 60 % (Figura 6).

Figura 6. Dendrograma de aislamientos de S. epidermidis.
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En el 100 % de los aislamientos de S. haemolyticus, el corte con la enzima Smal
generd un patrén de restriccién compuesto de 7 a 15 fragmentos. Se generaron 59 patrones
de restriccion diferentes, con porcentajes de similitud que del 0 % al 95 %. No hubo
deteccion de clonas. Solamente en dos casos, los aislamientos presentaron homologia del
95 % (aislamientos 9990 y 9982, asi como los aislamientos 14425 y 14162). El resto de los

aislamientos presentaron homologias inferiores al 60 % (Figura 7).

Figura 7. Dendrograma de aislamientos de S. haemolyticus.
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8. DISCUSION

La identificacion de las distintas especies de estafilococos coagulasa negativa es a
menudo complicada y laboriosa. Las especies mds frecuentemente aisladas, S. epidermidis
y S. haemolyticus son relativamente féciles de identificar por sistemas bioquimicos
comerciales, como ya ha sido demostrado (Kim et al., 2008; Garza-Gonzalez et al., 2010).
Lo anterior queda evidenciado en este trabajo, ya que los aislamientos previamente
identificados a nivel especie por sistema bioquimico, presentaron una concordancia
aceptable (x = 0.36) con el método molecular utilizado (PCR) que se consideré como

criterio definitivo para la identificacion en este trabajo.

En el caso de S. epidermidis, el 73.7 % de los aislamientos identificados por
pruebas bioquimicas tuvo concordancia con la PCR de identificacién, conforme a lo

descrito para esta especie (Garza-Gonzalez et al., 2010).

En cuanto a S. haemolyticus, el 89.5 % de los aislamientos previamente
identificados como S. haemolyticus por pruebas bioquimicas, coincidi6 en la identificacion
por PCR, es decir, los métodos presentaron mayor concordancia entre si para esta especie,
a diferencia de lo observado en S. epidermidis. Lo anterior es concordante con un estudio
en donde se evalu6 la capacidad de discriminacion del sistema Sensititre, comparandolo
con un método molecular (Garza-Gonzalez et al., 2010). En este trabajo hubo mayor

concordancia en la identificacién entre los dos métodos para S. haemolyticus.
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Se ha reportado que los métodos fenotipicos a menudo presentan poca
especificidad por algunas especies de ECN. Esto qued6é manifiesto en el proceso de
identificacion, ya que aislamientos que fueron identificados como especies diferentes a S.
epidermidis y S. haemolyticus por el método fenotipico, fueron identificadas como tales

por el método de PCR.

Aunado a los hallazgos anteriores, 20 aislamientos no pudieron ser identificados
como S. epidermidis o S. haemolyticus por el método molecular, a pesar de que algunos
aislamientos de este grupo ya habian sido identificados como tales por el método
fenotipico. Lo anterior muestra claramente que la identificacién por métodos fenotipicos

presenta altos porcentajes de correlacion, aun dista de ser concluyente.

Se han reportado porcentajes altos de resistencia a meticilina en especies de ECN
(mayores a 70 %). En este estudio se encontraron valores similares, ya que el porcentaje
global de resistencia a meticilina, determinado por el método fenotipico fue de 84.3 %.
Particularmente, en S. epidermidis el porcentaje de resistencia fue de 87.2 %, mientras que
en S. haemolyticus fue de 93.2 %. Lo anterior concuerda con estudios en los que el
porcentaje de resistencia a meticilina en S. haemolyticus es superior al encontrado en S.

epidermidis (Wisplinghoff et al., 2003; Barros et al., 2012).

La resistencia a meticilina fue corroborada por dos metodologias de PCR
basdndose en la presencia del gen mecA, cuyo producto, la proteina PB2a es la responsable
de la resistencia a meticilina. En ambas metodologias se obtuvo amplificacién del gen
mecA en todos los aislamientos que presentaron resistencia fenotipica. De igual manera, el

gen no fue amplificado en la mayoria de los aislamientos que fenotipicamente fueron
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sensibles a meticilina. La excepcion fueron dos aislamientos de S. epidermidis que
amplificaron el gen mecA por ambas metodologias, pero que fenotipicamente mostraron
sensiblidad a meticilina. Esto ya se ha reportado en algunas cepas y se debe principalmente
a que no se produce una PBP2a funcional, por lo que a pesar de encontrarse presente el
gen no hay una expresién fenotipica en el aislamiento (Swenson and Tenover, 2005;

Barros et al., 2012).

Conforme a lo descrito en diversos reportes en donde se analizan aislamientos de S.
epidermidis, se encontr una alta prevalencia del SCCmec tipo IV en esta especie (44.4
%), particularmente el SCCmec tipo IVa (Wisplinghoff e al., 2003; Jamaluddin et al.,
2008; Garza-Gonzalez et al., 2010). Estos hallazgos han sido reportados tanto en
aislamientos procedentes de pacientes hospitalizados, asi como de portadores sanos. En un
estudio en 2003 en el que se analizaron 44 aislamientos clinicos, se reportd una frecuencia
del 36% del SCCmec tipo IV (Wisplinghoff et al., 2003); mientras que en otro estudio en
pacientes sanos se encontré una frecuencia del 57 % del SCCmec IV (Jamaluddin et al.,

2008). Estos resultados concuerdan con lo encontrado en este estudio.

Diversos reportes indican que S. epidermidis es un reservorio del SCCmec tipo IV
y que dicho tipo de SCCmec es facilmente transferido a S. aureus. En un estudio realizado
por Wisplinghoff et al (Wisplinghoff ez al., 2003) se sugiere la probable transmision de
informacion genética de cepas de S. epidermidis a cepas de S. aureus (particularmente el
SCCmec tipo IV). Lo anterior puede derivar en un aumento en la resistencia a antibidticos
betalactdmicos en S. aureus, ya que las proporciones de resistencia a meticilina en S.

aureus no son tan altas como las que presentan las especies de ECN.
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Ademads, en S. epidermidis han sido reportados otros tipos de SCCmec con cierta
frecuencia. Tal es el caso del SCCmec tipo III que ha sido reportado en aislamientos

clinicos y de la comunidad (Wisplinghoff et al., 2003; Hanssen and Sollid, 2007).

El tamafio de los diversos SCCmec se ha asociado con su facilidad para
diseminarse. A diferencia de la transmisién del SCCmec tipo IV cuyo tamafio (24 kb)
permite una amplia diseminacién (Berglund and Soderquist, 2008); el SCCmec tipo III es
el de mayor tamafio (67 kb) que se ha reportado a la fecha y no se ha evidenciado su
propagacion. En nuestro estudio se detecté el SCCmec tipo III en cinco aislamientos (6.9
%). La importancia de una probable diseminacién del SCCmec radica en que dicho
elemento porta genes de resistencia a formacos adicionales a mecA como la resistencia a
tetraciclina, eritromicina y espectinomicina. Esto suma relevancia al hallazgo, ya que

podria haber transferencia horizontal de informacién genética.

Otro hallazgo importante es la diversidad de combinaciones de complejo mec y
complejo ccr encontradas en S. epidermidis, ya que en este estudio solamente se definieron
dos tipos de SCCmec (IV y IIl); los demds aislamientos corresponden a variantes de tipos
de SCCmec, a combinaciones que no corresponden a ninguno de los once tipos de

SCCmec reportados a la fecha o bien a aislamientos cuyo SCCmec no pudo tipificarse.

Las variantes de tipos de SCCmec fueron definidas como tales cuando el
aislamiento presenta una combinacién de complejo mec y de complejo ccr que
corresponde a algun tipo de SCCmec, pero que ademads presenta uno o mas complejos ccr
que lo convierten en variante del tipo de SCCmec asignado. Tal es el caso de un

aislamiento que presentd la combinacién complejo mec clase A y amplificé complejo ccr 1
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y 2. La combinacién de complejo mec clase A y complejo ccr tipo 2 resulta en la
asignacién del SCCmec tipo II para ese aislamiento. Sin embargo, al amplificar el
complejo ccr tipo 1, se considera variante del SCCmec tipo II, ya que la combinacién

complejo mec clase A 'y ccr tipo 1 no corresponden a ningtn tipo de SCCmec.

Las distintas combinaciones pueden generar mas de un SCCmec posible y por tanto
mds de una variante, como en el caso de seis aislamientos donde se amplifica complejo
mec clase B y complejo ccr tipos 1 y 2; en este caso se generan SCCmec tipos [ y IV
haciendo la combinacién correspondiente, y por tanto el complejo ccr adicional
amplificado lo convierte en una variante. Esto ya ha sido reportado con anterioridad y se
han definido como variantes o bien, pueden definirse como combinaciones nuevas (Zong
et al., 2011). El problema de tal clasificacion radica en que se desconoce si los complejos
ccr amplificados se encuentran dentro de un mismo SCCmec, ya que se han reportado
elementos con mds de un complejo ccr (Hanssen and Sollid, 2007; Ruppe et al., 2009;
Zong et al., 2011). Ademads, se conocen diversos SCC no mec que pudieran estar
presentes, ya que estos elementos también portan complejos ccr (Hanssen and Sollid,

2007; Ruppe et al., 2009).

Tanto para los aislamientos de S. epidermidis y S. haemolyticus se presentaron
discrepancias entre ambos métodos utilizados. La discrepancia mds notable es en la
deteccion del complejo ccr tipo 4 y tipo 5. En el caso del complejo ccr tipo 4, solo es
detectado por la metodologia de Kondo et al, mientras que la de Zhang et al, la omite
puesto que dicha metodologia solo detecta los SCCmec tipos I al V y ninguno de ellos

posee el complejo ccr tipo 4.
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En el caso del complejo ccr tipo 5, hay una mayor cobertura por el método de
Kondo (por esta metodologia se amplificé el complejo ccr tipo 5 en 29 aislamientos,
mientras que por la metodologia de Zhang et al, se amplific6é el complejo ccr tipo 5 en
solo 13 aislamientos) ya que los iniciadores utilizados en el presente estudio contienen una
modificacién hecha por Ruppé et al (Ruppe et al., 2009) que le permite amplificar alotipos
del complejo ccr tipo 5 que fueron reportados posteriormente a la publicacién de la
metodologia de Kondo et al. Con ello queda evidenciado una vez mds la gran diversidad

de los elementos que conforman el SCCmec en los ECN.

A pesar de lo anterior se ha demostrado efectividad de las metodologias utilizadas
en la tipificacién del SCCmec en ECN, ya que fueron disefladas originalmente para la
tipificacion en S. aureus. Sin embargo es recomendable realizar la tipificacién de complejo
mec y complejo ccr de manera individual cuando se trata de ECN, ya que hay
metodologias como la desarrollada por Oliveira et al (Oliveira and de Lencastre, 2002)
que basan la tipificaciéon del SCCmec en la deteccion de loci especificos en las regiones J.
Sin embargo, esto no es recomendable para los ECN puesto que la diversidad de elementos
es muy grande y estos loci pudieran estar presentes o no dentro de las regiones J, y ya que
la tipificacion se basa en la presencia del complejo mec y el complejo ccr, esto puede dar
lugar a interpretaciones erréneas o a la amplificacion de més de un loci, suponiendo
entonces la presencia de mas de un tipo de SCCmec (Mombach Pinheiro Machado al.,
2007; Ternes et al., 2013) Ya se ha manifestado la necesidad de contar con un esquema de
tipificacion exclusivo para ECN (Ternes et al., 2013); sin embargo, esto puede no ser
practico ya que la diversidad de los elementos en los ECN es muy grande y por tanto seria

sumamente dificil el poder contar con un método definitivo.
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La amplia diversidad de elementos genéticos en ECN propicia el hallazgo de
aislamientos no tipificables en ECN, sobre todo en la deteccién del complejo ccr. Una
debilidad de las metodologias multiplex generalmente utilizadas es que detectan complejos
de genes que codifican las recombinasas, mas no genes individuales de recombinasas. En
el caso de los complejos ccr 1 a 4 esto es importante, ya que los iniciadores amplifican
combinaciones especificas de recombinasas. Seria importante hacer la busqueda de
alotipos individuales de recombinasas ya que permitiria la dilucidacién prictica de algunos

de los genes presentes.

Se han reportado aislamientos no tipificables en el complejo ccr ya que existen
SCCmec sin complejo ccr. Esto pudiera estar sucediendo en los aislamientos que no
tipifican complejo ccr. En el caso de los aislamientos no tipificables en complejo mec, se
ha descrito que mecA puede ser transferido de manera independiente del SCCmec,
acarreado por secuencias de insercion (Zong, 2013). Tal es el caso de la IS431, que puede
formar un transposon compuesto que contiene a mecA. Lo anterior ha sido evidenciado al
encontrar repeticiones directas de 8 pares de bases en los extremos del transposon, ya que
en el complejo mec clase C, a pesar de contar con las [S4317, no presentan las repeticiones,

lo que sugiere la introduccion de las IS en tandem.

En S. haemolyticus el SCCmec frecuentemente asociado es el tipo V, tanto en
comunidad como en aislamientos clinicos (Ruppe et al., 2009; Barros et al., 2012) .
Conforme a ello, el tnico SCCmec encontrado en los aislamientos de S. haemolyticus fue
el tipo V, sin embargo no con la frecuencia que ha sido reportada, ya que existen reportes
con frecuencias de hasta 55 % (Barros et al., 2012). Igual que para S. epidermidis, de la

asociacion del SCCmec tipo V surge la hipétesis de la transferencia de dicho tipo de
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SCCmec a S. aureus, lo cual ha sido evidenciado por medio de la secuenciacién de los
SCCmec en ambas especies, resultando en una homologia superior al 99 % (Berglund and
Soderquist, 2008), por lo que es probable la transferencia entre las especies, lo cual

implicaria a S. haemolyticus como un reservorio del SCCmec tipo V.

Un hallazgo destacable es que la mayoria de los aislamientos de S. haemolyticus
fueron no tipificables tanto para complejo mec como para complejo ccr. Hasta el momento
solo existe un reporte donde se haya encontrado tal cantidad de aislamientos no tipificables
en S. haemolyticus, ya que Barros et al (Barros et al., 2012) reportaron el 43 % (24
aislamientos) de los aislamientos de S. haemolyticus como no tipificables. Por lo anterior,
es claro que la diversidad de elementos en el genoma de S. haemolyticus es muy grande,
por lo que la mejor manera de conocer dicha diversidad seria mediante la secuenciacion de

los mismos.

No se detectaron clonas en los aislamientos de S. epidermidis y S. haemolyticus por
lo que se descarta la diseminacion de clonas en los dos hospitales. Las infecciones por
estos agentes se asociaron a la propia microbiota de los pacientes, que puede causar

infeccion, sobre todo en pacientes inmunocomprometidos.

En S. epidermidis, la ausencia de clonas y la alta prevalencia del SCCmec tipo IV
encontrada en el estudio, sugiere una vez mas la transferencia horizontal de genes entre las
especies de estafilococos. A su vez, remarca la importancia de S. epidermidis como un

reservorio del SCCmec tipo IV.

De igual manera, en S. haemolyticus se encontré una amplia diversidad genética.

En esta especie se ha descrito una alta plasticidad del genoma, lo que produce una cantidad
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importante de rearreglos y mutaciones; también se ha descrito la presencia de hasta 82
secuencias de insercion en el genoma (Barros et al., 2012). Todo lo anterior contribuye a
la diversidad de la especie. En 2012, Bouchami et al (Bouchami et al., 2012), reportaron
un alto nivel de clonalidad en aislamientos clinicos de S. haemolyticus, los cuales se
agruparon en cuatro clonas principales. Es importante tomar en cuenta que S. haemolyticus
forma parte de la microbiota normal y es de donde frecuentemente se originan las

infecciones por esta especie.

Otro hallazgo que sustenta la transferencia horizontal de genes, es el perfil de
susceptibilidad de los aislamientos de ambas especies, ya que es similar en todos los
aislamientos, con resistencia superior al 70% a oxacilina, eritromicina, levofloxacina,
norfloxacina, clindamicina y trimetoprim/sulfametoxazol; mientras que existe alta

susceptibilidad a eritromicina y tetraciclina.

Particularmente en S. haemolyticus, se ha reportado una alta resistencia a
antibioticos, mayor a la presente en S. epidermidis. Diversos estudios evidencian la
resistencia a eritromicina y criprofloxacina (Bouchami et al., 2012). Asimismo, Tabe et al
(Tabe et al., 1998) reportaron un aumento en la CMI de vancomicina a 4 pg/mL en el 56
% de los aislamientos (Tabe et al., 1998), lo que los clasifica como intermedios a
vancomicina. Sin embargo, en nuestro estudio, el 100 % de los aislamientos de S.

haemolyticus y de S. epidermidis es sensible a vancomicina.
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9. CONCLUSIONES

Se identificaron 83 aislamientos como S. epidermidis y 59 aislamientos como S.
haemolyticus mediante PCR.

El porcentaje de resistencia a meticilina encontrado en S. haemolyticus fue mayor
que el encontrado en S. epidermidis, con un 93.2 % y un 84.3 % respectivamente.
Se amplifico el gen mecA en todos los aislamientos fenotipicamente resistentes a
meticilina.

Se encontrd una alta frecuencia del SCCmec tipo IV en S. epidermidis (44.4 %),
por lo que dicha especie es un probable reservorio del mismo.

En S. haemolyticus solo se encontro el SCCmec tipo V, con baja frecuencia (6.6
%).

La mayoria de los aislamientos de S. haemolyticus fueron no tipificables (78.1 %),
indicando la probable existencia de nuevas estructuras del SCCmec.

Los aislamientos de ambas especies presentaron resistencia superior al 70% en
oxacilina, eritromicina, levofloxacina, norfloxacina, clindamicina 'y
trimetoprim/sulfametoxazol; mientras que existe alta susceptibilidad a eritromicina
y tetraciclina.

No se identificaron clonas en ninguna de las dos especies analizadas.
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ANEXO1

Preparacion de reactivos y soluciones.

Bromuro de etidio, 0.5 mg/mL (Solucion stock).
Diluir 25 mg de bromuro de etidio en 40 mL de agua ultrapura. Aforar a 50 mL y

almacenar a 4° C protegido de la luz en un recipiente de vidrio dmbar.

Bromuro de etidio, 2 pg/mL.
Preparar una dilucién 1:250 de la solucidn stock para tefiir los geles (1 mL de la solucion

stock y 249 mL de agua ultrapura). Almacenarse en la oscuridad.

Buffer de fosfatos 0.01 M pH 7.2
Disolver 0.4267 g de K:HPO4, 0.3470 g de KH2PO4 en agua destilada, ajustar pH 7.2 y

aforar a 500 mL.

Buffer EC
Disolver 29.2 g de NaCl, 1 g de deoxicolato de sodio, 2.5 g de laurilsarcosina de sodio,
2.5g de brij 58, 5 mL de Tris-base 1 M pH 8, 100 mL EDTA 0.5 M pH 8 en agua

destilada. Aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave.

Solucion EC-lisis
Disolver 0.1 mg de lisozima, 5 pL de lisostafina 10 mg/mL, 10 pL. de RNAsa 5 mg/mL en

1 mL de EC.
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EDTA 500 mM.

Disolver 18.62 g de EDTA en 100 mL de agua destilada y ajustar el pH a 8.

Buffer ES.
Disolver 93.1 g de EDTA en 400mL de agua destilada, ajustar el pH a 9 con = 20 g de

NaOH, afiadir 0.5 g de sarcosyl. Aforar a 500mL. Esterilizar en autoclave.

Solucion ESP.

Aifadir 1 mg de Proteinasa K a 1 mL de ES.

Gel de agarosa al 2 %.
Disolver 4 g de agarosa en 200 mL de TBE 1X, calentar en microondas hasta fundir,

agregar 20 uL. de bromuro de etidio 2 pg/mL y vaciar en la cdmara de electroforesis.

Jugo azul 5X (Buffer de carga para electroforesis).
Disolver 25 mg de azul de bromofenol, 25 mg de xilencianol y 3 mL de glicerol en TE 1X

pH 8 y aforar a 10 mL.

NaOH 0.1 M.

Disolver 0.4 g de NaOH en 100 mL de agua destilada.

PIV.
Disolver 29.22 g de NaCl en 250 mL de Tris-base 1 M pH 8 en agua destilada, aforar a

500 mL. Esterilizar en autoclave.
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TBE 10X.
Disolver 27 g de Tris-base, 13.7 g de 4dcido bérico, 10 mL de EDTA 0.5 M pH 8 en agua

destilada, ajustar a pH 8 y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave.

TBE 0.5X.

Medir 50 mL de TBE 10X y aforar a 1L con agua destilada.

TE 1X (Tris-HCI 500 mM pH 8, EDTA 1 mM).
Mezclar 10 mL de Tris-HC1 500 mM pH 8 y 1 mL de EDTA 500 mM en agua destilada,

ajustar el pH a 8 y aforar a 500 mL. Esterilizar en autoclave.

Tris-HCI 500 mM.

Disolver 30.3 g de Tris base en 300 mL de agua destilada, ajustar el pH a 8 con HCI

concentrado y aforar a 500 mL.
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ANEXO II

Resultados por aislamiento de S. epidermidis.
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ANEXO III
Resultados por aislamiento de S. haemolyticus.
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