A™\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA IZTAPALAPA

Division de Ciencias Biologicas y de la Salud

Doctorado en Biologia Experimental

“Andlisis clonal y deteccion del gen mec A y el transposon Tn554 en
cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes causantes de
infeccion nosocomial en la Republica Mexicana”

T ES | &

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
DOCTORA EN BIOLOGIA EXPERIMENTAL
PRESENTA:

M. en C. Maria Elena Velazquez Meza

Cotutores:

Dr. Jesus Silva Sanchez

Dr. Humberto Gonzalez Marquez

México, D.F. Febrero 2007.




MIEMBROS DEL COMITE TUTORIAL

Co Director

DR. Jesus Silva Sanchez
Jefe del Departamento de Diagnéstico Epidemiolégico
Centro de Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas
Instituto Nacional de Salud Publica
isilva@correo.insp.mx

Co Director

DR. Humberto Gonzalez Marquez
Profesor Titular “C”
Departamentos de Ciencias de la Salud
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud
Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa
hgm@xanum.uam.mx

Asesor

DR. Pablo Gustavo Damian Matzumura
Profesor Titular “C”
Departamento de Biologia de la Reproduccion
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud
Universidad Auténoma Metropolitana-1ztapalapa
pgdm@xanum.uam.mx

Asesor

Dra. Guadalupe Ayala Aguilar.

Jefe del Departamento de Desarrollo Biotecnologico
Centro de Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas
Instituto Nacional de Salud Publica
gayala@insp.mx

Asesor

Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez
Profesor Titular “C”
Departamento. Ciencias de la Salud
Division de Ciencias Biologicas y de la Salud
Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa
mundo@xanum.uam.mx




“Los miembros del jurado designados por la Comision del Posgrado en Biologia Experimental,
de la Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa, abajo firmantes, aprobaron la presente
tesis titulada “Analisis clonal y deteccion del gen mec A y el transposén Tn554 en cepas de

Staphylococcus aureus meticilino resistentes causantes de infeccion nosocomial _en la
Republica Mexicana" con fecha 15 de Febrero del 2007”.

JURADO DE EXAMEN

Presidente
Dr. Edmundo Bonilla Gonzalez

Departamento. Ciencias de la Salud
Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa

Vocal
Dr. Pablo Gustavo Damian Matzumura

Departamento de Biologia de la Reproduccion
Universidad Auténoma Metrépolitana-Iztapalapa

Vocal
Dra. Celia Alpuche Aranda

Departamento de Medicina Experimental
Universidad Nacional Autbnoma de México

Vocal
Dr. Carlos Eslava Campos

Departamento de Salud Publica
Universidad Nacional Auténoma de México

Secretario

Dra. Guadalupe Ayala Aguilar
Jefe del Departamento de Desarrollo Biotecnolégico
Instituto Nacional de Salud Publica

iii



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo se realizé en el Departamento de Evaluacion de Vacunas, del
Centro de Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas, del Instituto

Nacional de Salud Publica.

El doctorado en Biologia Experimental UAM-I: 309-0 de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Iztapalapa, se encuentra actualmente en el

Padron Nacional de Posgrados (PNP) SEP/CONACYT clave: (C/PFPN-

2002-35-32).

El presente trabajo fue realizado gracias a la Beca-crédito para estudios de

Doctorado otorgada por el CONACYT, Numero de registro 176380.



AGRADECIMIENTOS

A los miembros del comité tutorial por su amistad y apoyo a lo largo de mis

estudios.

A los miembros del jurado de examen por los valiosos comentarios y

criticas hechas al presente trabajo.

Al Dr. Mario Henry Rodriguez Lopez, por el apoyo que siempre me ha
brindado.

Al Dr. Carlos Conde Gonzalez, por su apoyo en todo momento.

A la Maestra Gabriela Echaniz Aviles por su apoyo en la realizacion de este

trabajo.

A la Dra. Herminia de Lencastre por las oportunidades brindadas en el

Laboratorio de Genética Molecular en Portugal.

Al Dr. Alexander Tomasz por su valiosa invitaciéon al Laboratorio de

Microbiologia de la Universidad de Rockefeller en Nueva York.



AGRADECIMIENTOS

A mis padres con respeto admiracion y carifio por haberme dado la vida, su

ejemplo y su apoyo

A Dios por todas las bendiciones que siempre me ha dado

A mis hermanos Miguel y Manuel por estar a mi lado de manera

incondicional

A mi abuelita Agustina por todo su carifio

A Samantha porque sigue siendo el pequefio gran motor que impulsa mi

vida

A mis sobrinos: Jesus, Vianey, Sandra y Manuel

A Lilia por su ayuda incondicional

A mis amigos

Vi




INDICE

INDICE 1
RIBSTIIVIBIN i i 0o o 4 e o RS ot s 4
SIINIBIRIN s oo o S A A S 32 6
L TN TR O ICOTBIN e ssoscossiissronissmsesncin i e o e s S A 8
1.1 S. aureus COMO FLORA NORMAL Y PATOGENO...........cccrvunvernrsneresensssesnnnes 8
1.2 FACTORES DE VIRULENCIA ......oooevvereermienierinessisissssssssssssssssssnsssnssesssessnssons 9
1.3 S. aureus COMO UN PATOGENO NOSOCOMIAL ....coooviiiiiieiiiinsiinie e 10
1.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA .......ooouiiiviririiesissisisesssssssessesssesssssessenss 12
1.5 RESISTENCIA A METICILINA......coovvrieminereeiessienssisesssiesssssensessesssessensenssenees 14
1.6 CASETE CROMOSOMAL ESTAFILOCOCICO......coovoriierrierirneinsriereieeirnees 14
1.7 ORIGEN DEL ELEMENTO MEC.........oomiviereemrieeeriesissiessiesiseseise s aessans 15
1.8 RESISTENCIA A OTROS AGENTES ANTIMICROBIANOS .......cccvvurvernrnne. 16
19 TMRORTASICIR I T i punsscaammmutusmimess b s b R s st 16
1.10 ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSADOS (PFGE) ......cccovomiiniinciiinins 17
1.11 TIPIFICACION DEL GEN DE LA PROTEINA A (SP@).....cocevvrreanssinisssneine 19
1.12 TIPIFICACION POR SECUENCIA DE MULTILOCUS (MLST)....cccevvevvunnnn. 20
1.13 DISTRIBUCION CLONAL DB SAMR........ncummomsncsmsasissmsamsssimasusionss 21
P TSI b cccanl st s 5 G OSSR SRR Rk A s
By s o ) N K, S RRURS O, St NS R 24
4 OBRIETEVOS PAR TIC U ARIES vt cvasimssvaswssosshics s o s s st 25
5. MATERIAL Y VB TODIOS siiisssaisas sttt oot vensii s s assiins 26



5.1 ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS
5 2 ANATISIS FENOTIPICO ssnamnimimmaomsssmsiasmsasrsmssssisiom 2
5.3 PRUEBA DE COAGULASA:..onwiuensimsmanimdmmmsnsmnmsasannadl
5.4 IDENTIFICACION DE ESPECIE .......oovourieeeesissvesssssssssssssssssesssesssnssssnsssssees 27
5.5 PRUEBA DE OXACILINA Y VANCOMICINA POR KIRBY-BAUER............ 28
5.6 PRUEBA DE MICRODILUCION EN PLACA PARA VANCOMICINA.......... 29
5.7 SUCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR MICRODILUCION EN PLACA
(IVOTOBCATIEY i cuiiiiconiuinnsisiiinssnoniadsnss ok reviens s savessss s Eake VNSRS IS InS P U SR AR S50 529099 29
5.8 ANALISIS GENOTIPICO ......coorvoevvivsrsresesiseesesessinssssssssnsssssssssssssssessssssssssssnns 30
5.9 ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSADOS (PFGE)
5.10 HIBRIDACION CON SONDAS PARA EL GEN mec4 Y EL TRANSPOSON
511 DETECCION DEL PATRON DEL CASETE CROMOSOMAL

ES T AR OO T O USR], et sl maTr G D

5.12 DETECCION DEL PATRON DEL GEN DE LA PROTEINA A (spa) ............ 33
5.13 TIPIFICACION POR SECUENCIA DE MULTILOCUS (MLST).....cccovvvrvenn. 34
5.14 ANALISIS COMPUTACIONAL DEL PATRON DIGITAL ......cccccorviernnrecnnnn. 34
5 15 CONSERVACIONDE CEPAS 1. o b e i s e s s s 35
I RBSTLTRDIOE .. ool ertess st AT R R S R A SR 36
6.1 AISLAMIENTOS BACTERIANIOS. . .ooorioiireitmsieiiss i s s 36
6.2 IDENTIFICACION DE BSPECIB N . .oo. commss fesesrmssbispsmssrsisasom i i sansnns 36

6.3 SUSCEPTIBILIDAD A OXACILINA Y VANCOMICINA POR KIRBY-



6.4 SUSCEPTIBILIDAD A VANCOMICINA POR MICRODILUCION EN PLACA

37
6.5 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR MICRODILUCION EN
PR N ETORCIID o crhorn it s tas s retsss sxdShi s tsmemnes e an s AR S T TR e 37
6.6 ANALISIS DE PATRONES DE PFGE .........coooriierieriieeseiesieee e 38
6.8 PATRON DIGITAL ....cvvovierisriesesreenesesssssesssessssssssssssssssssssssssssssessessessssssessasssnss 39

6.9 PATRONES DE HIBRIDACION DEL GEN mecd Y EL TRANSPOSON Tn554

6.10 PATRON DEL CASETE CROMOSOMAL SCCmec, PATRON spa y MLST. 40
7 DISEUISTON b O s e R A oo sttt s
8. LIMITACIONES DEL BSTUDIO i snawsimismmassionias ol
§ PERSPECTIVAR. . o s s 51
T REFERENCTIAS., csrsommonesrs shisi AR S e 92
11. FIGURAS

12 CUADRIOIS o oreonssomasmssmapsssrassasmesiasmssessummessesesmasenssishass S v e AR TR T4




RESUMEN

En el género Staphylococcus existen especies patogenas para el humano que
causan una amplia variedad de enfermedades, desde infecciones cutdneas superficiales
hasta enfermedades sistémicas potencialmente letales. Las nuevas técnicas de
tipificacién molecular, han permitido documentar la aparicion de clonas de estafilococos
resistentes a meticilina, capaces de producir brotes epidémicos en hospitales. Este
estudio tuvo como objetivo conocer la distribucion de clonas y detectar la presencia del
gen mecA y el transposén 7n554 en aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus
meticilino resistentes (SAMR), responsables de infecciones nosocomiales en cuatro
hospitales de la Republica Mexicana. Se analizaron un total de 588 cepas de SAMR por
medio de la técnica de campos pulsados (PFGE) y se llevo a cabo por hibridacion en
membrana la deteccién del gen mec A y del transposén Tn354. Se asignaron los tipos del
casete cromosomal estafilococico (SSCmec) por medio de PCR y se tipifico la region
polimérfica de la proteina A, (Spad). Se realizé la determinaciéon de la secuencia
nucleotidica de siete genes esenciales, por medio de la técnica de secuencia de
multilocus (MLST). Entre 1997 y 2004 se identificaron cuatro clonas de SAMR
designadas como M, A, B y C; cada una de ellas presentd un perfil de resistencia
caracteristico. En las cuatro clonas fue identificada una copia del gen mecA en un
fragmento de 180 y 211 Kb; excepto en los susbtipos Bl y B2 que no hibridaron con
mecA. En las clonas A, B y C se detectaron dos copias del transposon 7n554 entre los

fragmentos de 180-640 Kb, las cepas pertenecientes a la clona M no hibridaron con la



sonda de Tn554. El SCCmec tipo IV se encontré en las clonas M y A y el casete tipo Il
estuvo presente en las clonas B y C, excepto en las cepas Bl y B2 que mostraron una
delecion de gen mecA.y no amplificaron el producto esperado. Cinco diferentes tipos
spa fueron identificados en este estudio (183: clonas A y M), 33, 204, 275: clona B) y 2:
clona C. Las clonas M y A presentaron una secuencia tipo (ST30), la clona B tuvo una
secuencia tipo (ST36) excepto B1 y B2 (ST30) y las cepas del patron C mostraron una
secuencia tipo (STS). Los resultados de comparacion con clonas internacionales
mostraron que la clona C presentd una similitud del 85.5% con la clona pediétrica y
89.5% con la clona New York-Japon. Las clonas M, A y B tuvieron una elevada

similitud con la clona EMRSA-16 (80%).

Nuestro estudio enfatiza la necesidad de continuar monitoreando la diseminacion de
cepas epidémicas, asi como el surgimiento de nuevas clonas en nuestra poblacion. Los
mecanismos de diseminacién son pobremente entendidos y estudios futuros son
necesarios para comprender la dinamica involucrada en la predominancia de clonas

unicas de SAMR.

El esclarecimiento de los factores que contribuyen a la superioridad epidémica de las
clonas de SAMR pandémicas, los altos niveles de expresion de ciertos genes de
virulencia y la habilidad para sobrevivir en el medio ambiente, pueden ser factores de
gran importancia para el control y erradicacién de los SAMR que circulan actualmente

en el mundo.



SUMMARY

The genus Staphylococcus, represents, for human beings, a pathogen that can
cause an ample variety of diseases, from superficial skin infections to systemic,
potentially lethal diseases. The new techniques of molecular classification allow the
documentation of the appearance of staphylococcal clones resistant to methicillin, and
enable us to study epidemical onsets in hospitals. This study had the aim to analyse the
clone distribution and to detect the presence of gen mecA and transposon 7n554 in
clinical isolates of methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA), responsible for
nosocomial infections in four hospitals in Mexico City. A total of 588 strains of MRSA
were analyzed with the help of the pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) technique
and membrane hybridation, for the detection of gene mec A and transposon 7n3554. The
types of the Staphylococcal Chromosomal Cassette (SSCmec) were assigned by PCR
and the polymorphic region of protein A, (Spad) was classified. The determination of
the nucleotide sequencing of seven essential genes was made by the multilocus sequence
technique (MLST). Between 1997 and 2004 four MRSA clones designed as M, A, B and
C were identified; each one of them presented a characteristic profile of resistance. In
the four clones a copy of the gene mecA was identified in a fragment of 180 and 211 Kb;
except from the subtypes B1 and B2 which did not hybridized with mecA. In clones A,
B, and C two copies of the transposon 7n554 between the fragments of 180-640Kb were
detected, the strains corresponding to clone M did not hybridized with the probe of

Tn554. The SCCmec type IV was found in the clones M and A in the cassette type II the
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clones B and C, except from the strains B1 and B2 which showed a deletion of gene
mecA and did not amplify the expected product. Five different types of spa were
identified in this study (183: clones A and M), 33, 204, 275: clone B) and 2: clone C.
The clones M and A presented a sequence of type (ST30), clone B had a sequence type
(ST36) except B1 and B2 (ST30) and the strains of pattern C showed a sequence type
(ST5). The results of the comparison with international clones showed that clone C
presented a similarity of 85.5% with the pediatric clone and 89.5% with the New York —
Japan clone. The clones M, A and B had an elevated similarity with the clone EMRSA-

16 (80%).

Our study emphasizes the necessity of continuing to monitor the dissemination of
epidemical strains, as well as the appearance of new clones in our population. The
mechanisms of the dissemination are poorly understood and future studies are necessary

to understand the dynamic involved in the predominance of unique MRSA clones.

The clarification of the factors which contribute to the epidemical superiority of
the pandemic clones of MRSA, to the high levels of expression of certain virulence
genes and to the ability to survive in the environment, can be factors of great importance

for the control and excision of the MRSA which momentarily circulate in the world.



1. INTRODUCCION

Los estafilococos son cocos Gram positivos que miden cerca de lum de
diametro, no moviles, aerobios facultativos y fermentadores de glucosa. El género
Staphylococcus contiene mas de 30 especies diferentes y muchas de estas especies son
habitantes naturales de la piel y membranas mucosas, no tienen otros habitat

importantes excepto cuando estan involucrados en infecciones (1).

Estos microorganismos son resistentes a altas temperaturas y a muchos
desinfectantes; toleran altas concentraciones de sal, caracteristica utilizada para su
enriquecimiento selectivo (2,3). En medios suplementados, los estafilococos crecen bien
en rangos de pH de 4.8 a 9.4 y a temperaturas de 25 a 43 °C. El color amarillo clasico de
las colonias de S. aureus es debido a la produccion de carotenoides, sin embargo
variantes no pigmentadas se presentan frecuentemente en muchas cepas. De forma
rutinaria, S. aureus es identificado por reacciones positivas en las siguientes pruebas: a)

catalasa, b) coagulasa, c) fermentaciéon de manitol y d) prueba de DNAsa (4).

1.1 S. aureus COMO FLORA NORMAL Y PATOGENO

Las ctapas de las infecciones causadas por S. aureus pueden resumirse de la
siguiente manera: Frecuentemente neonatos, nifios y adultos pueden ser colonizados por
S. aureus y portar el microorganismo generalmente en fosas nasales. Las membranas

mucosas o la piel son barreras mecénicas contra invasiones locales, si esta barrera es




interrumpida por un trauma o una cirugia, S. aureus es un patégeno oportunista que
puede acceder al interior del tejido provocando una lesion local. Debido a su amplia
versatilidad esta bacteria es capaz de causar enfermedades de amplio espectro:
infecciones menores de la piel e infecciones invasoras serias como: bacteriemia,
infecciones del sistema nervioso central, osteomielitis, infecciones del tracto

respiratorio, infecciones del tracto urinario y sindrome de choque toxico (5,6).

1.2 FACTORES DE VIRULENCIA

El éxito de la colonizacién y produccion de enfermedades por S. awreus es
debido a la expresion de factores de virulencia que participan en la adhesién a la célula
huésped, adquisicion de nutrientes y evasion de la respuesta inmune del huésped. Los
factores de virulencia pueden ser clasificados en tres categorias (7, 8) : (i) Factores
involucrados en la adherencia de la célula huésped o matriz extracelular, como son las
proteinas de union al fibrindgeno, proteinas de unién a la fibronectina, proteinas de
unién al colageno y coagulasa (ii) Factores involucrados en la evasion de las defensas
del huésped, como las enterotoxinas estafilocdcicas (SEs), SEA-SEE, SEG-J, SEK, SEL,
SEP, SEM y SEO; la toxina 1 del sindrome de choque toxico (TSST), proteina A,
lipasas y polisacaridos capsulares, tipos 1, 5 y 8; (iii) Factores involucrados en la
invasion de la célula huésped y penetracion de los tejidos, como la o toxina y la B, vy, 6
hemolisinas, (9,10,11). Dos operones descritos recientemente estan involucrados en la

regulacion global de la expresion de factores de virulencia: el locus agr (genes
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accesorios de regulacion) clasificado en cuatro grupos I-IV y el locus sar (regulador

estafilococico accesorio) (12,13).

1.3 S. aureus COMO UN PATOGENO NOSOCOMIAL

En los Estados Unidos, S. aureus ocupa el segundo lugar después de los
estafilococos coagulasa negativa como causa de bacteriemia adquirida en el hospital y es
una causa importante de muerte en las infecciones (14,15). En México, la Red
Hospitalaria de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE por sus siglas en espaiiol) reporto
que los porcentajes de mortalidad entre pacientes infectados con S. aureus varian entre 5
y 70% y los porcentajes de mortalidad atribuibles pueden ser elevados (50%) (16). Con
datos provenientes de hospitales generales, pediatricos, universitarios y de
especialidades, esta misma red reportd que en el periodo de 1997-2003, S. aureus ocup6
el tercer lugar en morbilidad y el cuarto lugar en mortalidad. El hospital de Pediatria del
Centro Médico en México, reportd un franco predominio de S. aureus relacionado con
bacteriemias nosocomiales (17). Una revision retrospectiva de 23 anos sobre las
infecciones intrahospitalarias en un hospital pedidtrico en Guadalajara, México,
reconoce que actualmente el género Staphylococcus tiene una prevalencia del 36% en
esas infecciones (18). En México, diversos estudios de vigilancia de las infecciones
nosocomiales indicaron que del 8.3 al 36% de esas infecciones fueron atribuibles a S.

aureus (19,20, 21, 22).



S. aureus puede ser introducido al hospital a través de pacientes colonizados, infectados
o por el personal médico colonizado, los pacientes colonizados representan la principal
fuente de contaminacion de S. aureus en los hospitales (23,24). Dentro de los factores
que afectan el éxito de la transmision nosocomial de S. aureus se encuentran los
siguientes: caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas, factores del huésped,
esquemas de tratamiento antimicrobiano y medidas de control de las infecciones
implementadas en las instituciones (25). Algunas cepas de S. aureus, denominadas
epidémicas, parecen tener la capacidad de distribuirse de manera exitosa dentro de los
hospitales y causar infecciones serias en los pacientes. Los factores involucrados en la
epidemicidad son poco claros. Los factores que incrementan la probabilidad de adquirir
S. aureus en hospitales incluyen: hospitalizacion prolongada, procedimientos
prequirtirgicos, presencia de catéteres o protesis y la permanencia en lugares de alto
riesgo tales como unidades de cuidados intensivos, sala de neonatos y unidades

prequirurgicas (26).

Las medidas de control y prevencion de las infecciones de S. aureus estan
basadas en estrategias para evitar la transmision: i) reforzamiento del lavado de manos y
procedimientos de desinfeccion, ii) tomas de muestras en pacientes y personal del
hospital, iii) establecimiento de barreras de precaucion o aislamiento estricto de
pacientes infectados, registro del estado de portador del personal medico ¢ identificacion

de reservorios de cepas nosocomiales asi como estudios epidemioldgicos de las mismas

(27, 28).
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1.4 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

La introduccion de la penicilina a principios de los afios 40 como tratamiento en
las infecciones causadas por S. aureus abati6 de manera importante las infecciones
ocasionadas por este microorganismo. Sin embargo, para 1946 en Inglaterra se observo
que aproximadamente el 60% de los aislamientos de estafilococos fueron resistentes a
penicilina y para mediados de 1950 el niimero de aislamientos de S. aureus mostraron
niveles mas elevados de resistencia. Los primeros aislamientos clinicos de S. aureus
multiresistentes fueron recobrados en 1957 y a principios de 1960 los estafilococos

habian adquirido resistencia a la gran mayoria de los antibiéticos disponibles (29, 30).

La meticilina es un derivado semi-sintético de la penicilina, la droga fue
introducida en Europa en 1959, un afio mas tarde la primera cepa de S. aureus meticilino
resistente (SAMR) fue detectada y en 1963 se reportd el primer brote nosocomial
causado por SAMR; desde entonces cepas de S. aureus meticilino resistentes han sido

reportadas en todo el mundo (31).

El Sistema Nacional de Infecciones Nosocomiales (NNIS por sus siglas en
inglés), en los Estados Unidos, reporta un incremento de SAMR en las unidades de
cuidados intensivos del 19.7% en 1980 al 59.4% entre el 2000 y 2002. Para algunos
hospitales la frecuencia de resistencia se ha reportado hasta en el 80% de los

aislamientos (15). En Europa los hospitales escandinavos reportan una frecuencia menor
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al 2%, mientras que en los hospitales del Mediterraneo el porcentaje es mayor (40%)

(31).

El fenotipo que se ha visto mas frecuentemente asociado con la persistencia de
cepas de S. aureus en los hospitales es el de resistencia a meticilina. La gran mayoria de
los SAMR no solo son resistentes a todos los -lactamicos sino también son resistentes a
otros antibidticos. Estos patrones de resistencia limitan las opciones terapéuticas contra
las infecciones de SAMR, incluidos la vancomicina y teicoplanina que son las ultimas
alternativas terapéuticas. Las primeras cepa de S. aureus con susceptibilidad disminuida
a la vancomicina fueron reportadas en Japén y en Estados Unidos en los afios 90 y a
partir de entonces han surgido en la literatura un sin niimero de reportes que documentan

la aparicion de cepas de S. aureus vancomicina resistentes (32, 33, 34, 35).

En Meéxico existe un nimero limitado de estudios sobre la susceptibilidad
antimicrobiana en SAMR. En 1993, en el Hospital General de Ledn Guanajuato, se
reportd una resistencia global a meticilina del 24.1% (36). Resultados obtenidos en el
Hospital Civil de Guadalajara, indicaron un incremento en la resistencia a oxacilina en S.
aureus del 7% en 1989 a 20% en 1998 (37). Un estudio realizado entre 1998 y 1999 en
un hospital de tercer nivel en México reporté una frecuencia de resistencia a meticilina

en S. aureus del 14.2% (38).
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1.5 RESISTENCIA A METICILINA

El blanco primario de los antibidticos [3 -lactamicos son las proteinas de union a
la penicilina (PBP), las cuales se encuentran ancladas en la membrana citoplasmatica y
estan involucradas en la biosintesis del peptidoglicano. El elemento central de la
resistencia a meticilina en S. aureus es la adquisicion del gen mecA, el cual no es
endogeno de S. aureus y esta integrado en el cromosoma. El gen mecA codifica para una
PBP de 78KDa (PBP2A), esta proteina presenta baja afinidad para los antibioticos [3 -

lactamicos (39, 40, 41, 42).

1.6 CASETE CROMOSOMAL ESTAFILOCOCICO

Un estudio llevado al cabo en 1996 utilizando cepas prototipo aisladas en
diferentes continentes, aport6 las primeras evidencias de la existencia de tres tipos de
casete cromosomal estafiloccico (SCCmec): tipo I (34 Kb) caracteristico de las primera
cepas aisladas en 1961 en Reino Unido (NCTC 10442), tipo Il (52 Kb) caracteristico de
una cepa de SAMR aislada en 1982 en Japén (N315) y el tipo III (66 Kb) caracteristico
de una cepa de SAMR aislada en 1985 en Nueva Zelanda (82/2082) (43,44).
Recientemente fue descrito un cuarto tipo de SCCmec de 20 Kb, éste se encuentra
asociado a los aislamientos de SAMR pediatricos y de la comunidad (45,46).Estudios
recientes indican que los tipos Il y IV se encuentran circulando en cepas de SAMR en

México (47). Figura 1
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Figura 1. Representacion esquemaética de los tipos de casete cromosomal estafilococico

SCCmec (48)

1.7 ORIGEN DEL ELEMENTO mec

Algunas evidencias indican que los estafilococos coagulasa negativos (SCN) son
el origen del gen mecA. La comparacion de las secuencias de mecA y de las regiones que
lo flanquean, indican que estas secuencias estan altamente conservadas entre las especies
de estafilococos. Una regién homologa al gen mecA fue identificada en aislamientos de

Staphylococcus sciuri (49, 50,51).




1.8 RESISTENCIA A OTROS AGENTES ANTIMICROBIANOS

La seleccion de cepas de S. aureus multiresistentes representa una respuesta
secuencial a la presion selectiva impuesta por la misma terapia antimicrobiana. Sin
embargo, la acumulacién y diseminacion de esta resistencia en S. aureus se debe al
intercambio de determinantes de resistencia preexistente portados por elementos

genéticos moviles como plasmidos y transposones (52).

1.9 IMPORTANCIA DE Tn554

El transposén Tn3554 (Fig. 2) se encuentra en el cromosoma de los estafilococos
y tiene un tamarfio de 6,691 pb; esta formado por seis regiones: tnpA, inpB, tinpC, spc,
ermA y ORF. Las regiones tnpA, tnpB, tnpC son esenciales para la transposicion; spc
codifica para la resistencia a espectinomicina y funciona como marcador molecular de

resistencia mientras que erm A codifica para la resistencia a macrélidos (52).
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Figura 2. Representacion esquematica del transposon Tn3554 presente en las cepas de
Staphylococcus. aureus meticilino resistentes.

1.10 ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSADOS (PFGE)

La electroforesis de campos pulsados ha sido considerada como una técnica de
tipificaciéon capaz de resolver un nimero manejable de fragmentos de restriccion que
puedan ser usados en la evaluacion epidemiologica de patégenos nosocomiales. La
utilizaciéon de esta técnica permite agrupar las cepas bacterianas en grupos clonales, una
clona se define como un grupo de bacterias que provienen de un ancestro comin. Lo
criterios de interpretacion para los patrones electroforéticos generados por este sistema
son los siguientes: i) Indistinguible: aislamientos cuyos patrones de restriccion tienen el
mismo nimero de bandas y las bandas son aparentemente del mismo tamafio. La
interpretacion epidemioldgica de estos resultados, es que los aislamientos son todos

considerados como representantes de la misma clona. ii) Estrechamente relacionados:



Los aislamientos son considerados estrechamente relacionados si sus patrones de PFGE
son diferentes a los de la cepa patron, tales cambios tipicamente resultan en dos a tres
bandas diferentes. iii) Posiblemente relacionados: Estos aislamientos son considerados
como posiblemente relacionados si su patron de PFGE es diferente al de la cepa original,
lo cual puede estar relacionado con dos eventos genéticos independientes. Mientras estos
aislamientos pueden tener el mismo linaje genético como el de la cepa brote,
genéticamente ellos no estan estrechamente relacionados. Tales variaciones han sido
observadas entre aislamientos colectados en periodos largos de tiempo (= 6 meses) iv)
No relacionados: son aislamientos que son considerados no relacionados si su patron de
PFGE es diferente al de la cepa tipo. Estos cambios estan relacionados con tres o mas

eventos genéticos independientes, generando siete o mas bandas de diferencia (Fig. 3)

—_—
n
J

—

Figura 3. Criterios de interpretacion de la electroforesis de campos pulsados (PFGE). A-
B, patrones indistinguibles; C-D, patrones estrechamente relacionados; E-F, patrones no
relacionados.



1.11 TIPIFICACION DEL GEN DE LA PROTEINA A (spa)

Es un método molecular importante para la tipificacion de las cepas de SAMR, este se
basa en la secuenciacion de una pequefia region polimérfica del gen de la proteina A (spa).(Fig.
4) Esta region consiste de un nimero variable de repetidas de 24 pb. La diversidad de esta region
es debida a deleciones, duplicaciones y mutaciones puntuales. La existencia de regiones
conservadas rodeando el sitio variable permite el uso de oligos para la amplificacién por PCR y

tipificacion de la secuencia (54) El tipo spa es asignado por la base de datos

Egenomics.(http:/tools.egenomics.com/>http://tools.egenomics.com/).

) ) Codigo SECUENCIA DE DNA
5 3 Consenso AAAGAAG ACAACAACAA GCCTGGC
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B2 a t
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conservada polimérfica conservada
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W G K A K A 0 M 0 0O

Figura 4. Representacion esquematica de la tipificacion por secuencia de la region variable del
gen de la proteina A de S. aureus (spa). Las letras representan un cédigo alfabético designado

arbitrariamente. Los cédigos repetidos son derivados de la organizacién de repetidas
individuales.



1.12 TIPIFICACION POR SECUENCIA DE MULTILOCUS (MLST)

Es un método molecular importante para la caracterizacion de diferentes géneros
bacterianos y estd basado en la secuencia de fragmentos internos de siete genes
esenciales en la bacteria, que presentan tamaiios de 450 a 500 pb. Para cada fragmento
del gen las diferencias en las secuencias son asignadas como alelos distintos y cada
aislamiento es definido por los alelos de los siete genes denominado perfil alélico o
secuencia tipo (ST) (Fig. 5); los aislamientos que tienen el mismo ST son considerados
miembros de la misma clona. La ventaja mas importante del MLST es la facilidad de

comparar via electronica en un banco de datos los resultados obtenidos en diferentes

estudios (55, 56).

ST arcc aroE  glpF gmK pta  tpi  yqiL
3 |
arcc _aroE gipF gmK pta  tpi yqiL
Variacion en un solo locus

2

arcc  aroE  glpF gmK  pta  tpi  ygil

Figura 5. Representacion esquematica de la tipificacion por secuencia de multilocus
(MLST). Los genes (carbamato cinasa (arc), shikimato deshidrogenasa (arokE), glicerol
cinasa (glpF), guanilato cinasa (gmk), fosfato acetil transferasa (pta), triosafosfato
isomerasa (fpi) y acetil transferasa (yquiL) esenciales en la bacteria son utilizados para la
determinacion de la secuencia tipo (ST), asignada por la base de datos del MLST
(http://www.mlst.net)
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1.13 DISTRIBUCION CLONAL DE SAMR

Los procedimientos de tipificacion pueden jugar un papel importante en el
diagndstico y manejo de las infecciones estafilocdcicas, para ello en la actualidad existen
diversos métodos de tipificacion: serotipificacion, electroforesis por multilocus
enzimatico, polimorfismo de fragmentos largos de restriccion, ribotipificacion,
polimorfismos de la vecindad del gen mecA, electroforesis de campos pulsados (PFGE),
tipificacion por secuencia de multilocus (MLST) y variabilidad del gen de la proteina A
(spa) pero hasta el momento ninguno de estos métodos ha sido adoptado como estandar

internacional (53, 54, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63)

La epidemiologia mundial requiere una coleccion de cepas de gran tamario
representativa de todos los SAMR que circulan en diferentes areas geograficas y en
diferentes periodos. Dos esfuerzos independientes y a gran escala han sido descritos
recientemente para establecer las relaciones epidemioldgicas de los SAMR. El primero
fue realizado por el proyecto CEM/NET (Centro de Epidemiologia Molecular (CEM)
organizado por una red de colaboracién coordinada por la Dra. Herminia de Lencastre. y
el Dr. Alexander Tomasz de la Universidad de Rockefeller en Nueva York (64). El
estudio incluyé aislamientos de Europa, América Latina, Estados Unidos, Japon,
Taiwan, China y los primeros aislamientos de SAMR recuperados en Dinamarca e
Inglaterra (50, 59, 61). Esta tipificacion molecular se realizo a mas de 3,000 cepas de
SAMR vy dio como resultado la identificacion de cinco clonas pandémicas denominadas:

Clona Ibérica (65, 66, 67, 68, 69, 70, 71) Clona Brasilefia (72, 73, 74, 75, 76, 77) Clona
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Hungara (78, 79, 80) Clona Nueva York/ Japén (71, 81, 82, 47) y Clona Pediatrica (71,
75, 83, 84, 85, 86, 87). El segundo esfuerzo estuvo basado en el analisis de clonas de

SAMR por MLST vy la creacion de una base de datos central (http:/www.mlst.net)

amplia y comparable (55). Cuadro 1
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2. HIPOTESIS

Las clonas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes causantes de infecciones
nosocomiales pueden ser unicas para cada hospital, encontrarse relacionadas con clonas

de otros hospitales o pertenecer a grupos de SAMR de distribucion internacional.




3. OBJETIVO GENERAL

Identificar la distribucién de clonas y detectar la presencia del gen mecA y el transposon
Tn554 en cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes, responsables de

infecciones nosocomiales en cuatro hospitales de la Republica Mexicana (1997-2004)
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4. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Realizar la recoleccion de aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus en los
hospitales participantes.

2. Identificar los patrones de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de S.
aureus recolectadas.

3. Identificar las clonas de SAMR en los hospitales estudiados y correlacionarlas
con la susceptibilidad antimicrobiana.

4. Realizar la hibridacion del gen mecA y el transposon Tn554 en los aislamientos
clinicos resistentes a meticilina.

5. Determinar la secuencia de multilocus (MLST) y el patron del gen spa en cepas
de SAMR representantes de los grupos clonales identificados.

6. Comparar los diferentes marcadores moleculares de las cepas estudiadas con las

clonas de distribucion internacional.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 ORIGEN DE LOS AISLAMIENTOS

Las cepas de SAMR se obtuvieron de cuatro hospitales (la seleccion de los
hospitales se hizo por conveniencia) dos estan localizados en la Ciudad de México, D.
F.: Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional, Siglo XXI (H-CMN) e Instituto
Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez” (H-CAR) y dos en provincia: Hospital
Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” (H-GUA) y Hospital Universitario de
Monterrey (H-MON); localizados a 989Km y 580Km de distancia de la Ciudad de
México respectivamente. Las cuatro instituciones son de tercer nivel y reciben pacientes

de diferentes estados de la republica. Cuadro 2.

Se analizaron un total de 588 cepas de S. aureus, (Cuadro 2). Los aislamientos,
uno por paciente fueron colectados de diversas fuentes clinicas (secrecion de herida,
sangre, secrecion bronquial, catéter, liquido pleural, liquido peritoneal, orina y liquido
cefalorraquideo) y de diferentes servicios (Unidad de cuidados intensivos, medicina
interna, traumatologia, infectologia, cirugia pediatrica, cirugia general, neurocirugia,

medicina legal, nefrologia, gastroenterologia y otros).
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5.2 ANALISIS FENOTIPICO

El analisis fenotipico comprendio la siembra y resiembra en agar de soya
tripticasa de todas las cepas de estafilococos colectadas en los cuatro hospitales
participantes, asi como las pruebas de coagulasa, oxacilina y vancomicina las cepas que
resultaron oxacilina resistente y coagulasa positiva fueron identificas hasta especie por
medio del sistema automatizado MicroScan® (DADE-BEHRING), combo tipo 12,

siguiendo las indicaciones del fabricante.

5.3 PRUEBA DE COAGULASA

S. aureus producen la enzima extracelular que coagula el plasma humano. Esta
enzima coagula al fibrindgeno en presencia de un factor reactor de la coagulasa que
puede derivar de la protrombina. La prueba se realizo de la siguiente manera: se coloco
una asada de cultivo bacteriano en un tubo de 13x100 con 0.5 ml. de plasma humano
(mezcla de por lo menos cuatro plasmas) posteriormente se incub6 durante 4h a 37°C,
los resultados de interpretacion fueron los siguientes: todas las cepas que coagularon el
plasma se consideraron de manera presuntiva como S. aureus (coagulasa +), los

resultados en donde no hubo formacién de coagulo se consideraron como negativos.

5.4 IDENTIFICACION DE ESPECIE

Para confirmar la especie de los aislamientos que fueron coagulasa positiva se utilizo el
sistema automatizado MicroScan® positivo combo 12, este consiste en una placa

comercial de 96 pozos que contiene bioquimicas especificas para la identificacion del
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género estafilococo: Cristal Violeta (CV), Nitratos (NIT), Novobiocina (NOV),
Glicosidasas (PGR), Indoxil Fosfatasa (IDX), Voges-Poskauer (VP), Optoquina (OPT),
Fosfatasa (PHO), Bilis Esculina (BE), Arginina (ARG), Urea (URE), Manosa (MAN) y
Lactosa (LAC). La identificacion esta basada en la deteccion de cambios de pH, por la

utilizacion del sustrato después de 16 a 24 h de incubacion a 37°C.

5.5 PRUEBA DE OXACILINA Y VANCOMICINA POR KIRBY-
BAUER

Para la prueba de oxacilina y vancomicina se realizé una suspension bacteriana
en solucion salina a una densidad 6ptica de 0.5 del estandar de McFarland (estandar de
turbidez bacteriana equivalente a 1x10* unidades formadoras de colonia por mililitro), a
partir del cultivo estandarizado se inoculd con un hisopo una placa de agar Mueller-
Hinton, posteriormente se coloco en el centro de la placa un disco de oxacilina de lug o
vancomicina de 30 pg y se incub6 de 18-24 h a 37°C, la interpretacion de resultados se
realizé de acuerdo a los lineamientos del National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) ( oxacilina: resistente < 10 mm, intermedio 11-12 mm y sensible >
13 mm; vancomicina: sensible > 15mm); las cepas de S. aureus American Type Culture
Collection (ATCC)® 25923, S. aureus ATCC® 29212 y Echerichia coli ATCC* 35218

fueron utilizadas como controles de acuerdo a las recomendaciones del NCCLS(88).



56 PRUEBA DE MICRODILUCION EN PLACA PARA
VANCOMICINA

Las cepas (n=93) cuyos valores de corte por Kirby-Bauer resultaron con un halo de
inhibicion de 13 a 15mm, se analizaron por el método de microdilucion en placa para
determinar la concentracion minima inhibitoria a vancomicina. Se realizo una
suspension bacteriana en caldo Mueller-Hinton a una densidad optica de 0.5 del estandar
de McFarland, 50ul del inéculo estandarizado y 50ul de cada dilucion de antibiético
(0.06-64pg/ml) fueron depositados por pozo, la placa de 96 pozos se incub6 de 18-24 h
a 37°C, la interpretacion de resultados se llevo a cabo de acuerdo a los lineamientos del
NCCLS, (sensible < 4pg/ml, resistente >4pug/ml) las cepas S. aureus ATCC" 29213 y
Enterococcus faecalis 29212 fueron utilizadas como controles de acuerdo a las

recomendaciones del NCCLS (88).

5.7 SUCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR MICRODILUCION
EN PLACA (MICROSCAN®)

Con la finalidad de confirmar los resultados de resistencia a oxacilina y
vancomicina obtenidos por Kirby-Bauer, asi como la obtencion de los perfiles de
resistencia a diferentes grupos de antibidticos, se realizd a todos los aislamientos
(n=588) la determinacion antimicrobiana automatizada por medio del sistema
MicroScan® .Para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana el panel de
MicroScan® incluye microdiluciones de antibidticos deshidratados. Se realizé un

inoculo bacteriano en solucion salina con una turbidez de 0.5 del estandar de McFarland,



100ul del inoculo estandarizado se coloco en cada pozo. A todas las cepas de SAMR se
les determind la concentracion minima inhibitoria a los siguientes 17 antibioticos:
amoxicilina (AUG), ampicilina (A), cefalotina (CF), cefazolina (CFZ), cefotaxima
(CFT), ciprofloxacina (CIP), claritromicina (CLA), clindamicina (CD), eritromicina
(ERY), gentamicina (GEN), imipenem (IMP), oxacilina (OX), penicilina (P),
rifampicina (RIF), tetraciclina (TE), trimetoprim/sulfametoxazol (T/S) y vancomicina
(VA). Cada uno de estos antibidticos tiene rangos de sensibilidad de acuerdo al NCCLS;
las cepas S. aureus ATCC® 29213 y Enterococcus faecalis 29212 fueron utilizadas

como controles de acuerdo a las recomendaciones del NCCLS (88).

5.8 ANALISIS GENOTIPICO

Las 588 cepas de SAMR colectadas en este estudio fueron analizadas por
electroforesis en gel de campos pulsados (del idioma inglés PFGE), la deteccion por
hibridacion del gen mecA y el transposén Tn354 se realizo en todas las cepas. La
deteccion del casete cromosomal estafilococico SCCmec, la determinacion del patron

spa y de la secuencia tipo MLST, se realizo a cepas representativas de cada patron

clonal.

5.9 ELECTROFORESIS DE CAMPOS PULSADOS (PFGE)

La preparacion de DNA para la electroforesis en campos pulsados se llevo a cabo
de la siguiente manera: a partir de un cultivo puro de 24 h se inocul6 una colonia de
estafilococos en 5 ml de caldo de soya tripticasa (TSB) y se incubé a 37°C durante 18 h,

500ul del cultivo bacteriano se centrifugé a 12 000 g por 5 minutos, las c¢lulas se

30



resuspendieron en un 1 ml de solucion de PIV (Tris 1 M pH 8.0, y NaCl 5 M) y se
centrifugaron por 5 min. a 14 000 g las pastilla obtenidas se resuspendieron en 200 pl de
PIV, posteriormente se ajusto la concentracion bacteriana a una D.O. de 0.05-0.25 con

una longitud de onda de 620 nm.

En un tubo conico tipo Eppendorf de 2ml se colocaron 150 pl de la suspension
bacteriana previamente ajustada mas 150 pl de agarosa Sea Plaque al 1.5% (FMC
BIOPRODUCTS); se colocaron 20 ul de la suspension por disco, los discos se colocaron
en 1 ml de solucion EC-lisis (Tris 1M pH 8.0, NaCl 5§ M, EDTA 0.5M pH 8.0,
desoxicolato de sodio 0.2%, N- lauril sarcosil 0.5 %, 50 pg/ml RNAasa (Sigma), 100
pg/ml lisozima (Sigma) y 50 pg/ml lisostafina (Sigma) y se incubaron a 37° C por 3
horas, transcurrido el tiempo de la primera lisis se decanté esta solucion y se adicioné 1
ml de solucion de ESP (EDTA 0.5 M pH 9.0, N-lauril sarcosil 1%, 1mg/ml proteinasa
K) y se incubd a 50°C toda la noche, la soluciéon de ESP se decant6 y se adicionaron 13
ml de TE 1X (Tris 10mM pH 7.5, EDTA 1mM), los discos se lavaron 5 veces con TE

1X y se conservaron en solucion de TE 1X a 4°C.

Para cada cepa por analizar se colocé un disco en un tubo Eppendorf con 50 pl
de amortiguador de restriccion PreSma (Tris 6mM pH 8, cloruro de potasio 20mM vy
cloruro de magnesio 6mM) a 25°C, se utilizaron 15U de enzima Sma I (BIOLABS) por

muestra y se incub6 toda la noche a 25 °C.
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Se prepardé un gel de agarosa Seaken LE (FMC BIOPRODUCTS) al 1% en
amortiguador de TBE 0.5X (Tris Borato y EDTA). Los discos que contienen el DNA de
las muestras, las cepas controles (HU25, HPV107, HDE288, BK2464, JP27 y 96/32010,
representativas de las clonas: Brasilefia, Ibérica, Pediatrica, NY/Japon-USA, NY/Japén-
Japon y EMRSA-16-Reino Unido respectivamente) Cuadro 4 y el marcador de peso
molecular lambda (BIOLABS) se depositaron en los pozos del gel. Las cepas controles
pertenecen a la coleccion del laboratorio de Genética Molecular del Instituto de
Tecnologia Quimica e Bioldgica da Universidade Nova de Lisboa. Las condiciones de la
electroforesis fueron las siguientes: temperatura 14°C, 6V/cm’, tiempo inicial de pulso 1
seg., tiempo final de pulso 30 seg., tiempo de corrida 23 h. Los geles fueron tefiidos con
bromuro de etidio (0.5ug/ml ) y fotografiados con pelicula polaroid 665 y 667.

Los criterios de interpretacion utilizados para el analisis de los patrones de

bandeo del DNA fueron los establecidos por Tenover (53).

5.10 HIBRIDACION CON SONDAS PARA EL GEN mecA Y EL
TRANSPOSON Tn554

La transferencia del DNA se llevé a cabo utilizando membranas de Nylon,
Hybond N" (Amersham) con un aparato de vacio (Vaccu-blot, Pharmacia). Las sondas
de DNA empleadas fueron generadas por productos de restriccion de un fragmento
interno Pstl —Xbal de 1.96 Kb (del nucledtido 478 al nucledtido 2440) del gen mecA
clonado en pTZ19 (89) y un fragmento EcoRV de 5.5 Kb (del nucleotido 381 al

nucledtido 5922) del transposéon Tn554 clonado en el vector pBlueScript 11 (59). Las
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sondas se marcaron usando el sistema no radiactivo ECL Random Primer Labeling
System (Amersham) la pre-hibridacion e hibridacion fueron realizadas de acuerdo con

las instrucciones del fabricante.

5.11 DETECCION DEL PATRON DEL CASETE CROMOSOMAL
ESTAFILOCOCICO (SCCmec)

Se analizaron cepas representativas de cada tipo y subtipo clonal; (n=40) las
cepas COL, PER34, BK2464, ANS46, HU25 y HDE288 fueron utilizadas como
controles de los diferentes SCCmec descritos. La detecciéon de los tipos de casete
cromosomal mec fueron determinados por medio de la amplificacion de la region mec
por PCR muiltiple, de acuerdo a Oliveira y de Lencastre. Los oligonucledtidos utilizados
fueron los siguientes: CIF2F2- CIF2R2; KDPFI-KDPF1; MECI P2-MECIP3; DCSF2-
DCSRI; RIF4F3-RIF4R9: RIFSF10-RIF5R13; IS431P4-Pub110R1; IS431P4-Pt181R1 y

MECAP4-MECAP7 (90).

5.12 DETECCION DEL PATRON DEL GEN DE LA PROTEINA A
(spa)

El patrén del gen de la proteina A (spa) fue determinado en cepas representativa
de cada tipo y subtipo clonal, se hizo la amplificacion por PCR del gen spa de acuerdo a
la metodologia propuesta por Shopsin utilizando los iniciadores spadF1, 5’-GAC GAT
CCT TCG GTG AGC-3’ y spadR1, 5’CAG CAG TAG TGC CGT TTG C-3’. (54). La

secuencia de ambas cadenas de DNA fue determinada en Genewiz, Inc. New Jersey,
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USA. El programa DNAStar propiedad de la Universidad de Rockefeller en Nueva
York, fue utilizado para el alineamiento y analisis de las secuencias de DNA. Los tipos
spa fueron asignados por la base de datos de Egenomics.

(http://tools.egenomics.com/>http://tools.egenomics.com/).

5.13 TIPIFICACION POR SECUENCIA DE MULTILOCUS (MLST)

La tipificaciéon por secuencia de multilocus (MLST) se realizé a un grupo de
cepas representativas de cada patron clonal, generado a partir del analisis de los patrones
de PFGE. Los genes (carbamato cinasa (arc), shikimato deshidrogenasa (aroE), glicerol
cinasa (glpF), guanilato cinasa (gmk), fosfato acetil transferasa (pta), triosafosfato
isomerasa (tpi) y acetil transferasa (yquiL) esenciales en la bacteria fueron los utilizados
para la determinacion de la secuencia tipo (ST), asignada por la base de datos del MLST

(http://www.mlst.net) (55). La secuencia de ambas hebras de DNA fue determinada en

Genewiz, Inc. New Jersey, USA. El programa DNAStar propiedad de la Universidad de
Rockefeller en Nueva York, fue utilizado para el alineamiento y analisis de las

secuencias de DNA.

5.14 ANALISIS COMPUTACIONAL DEL PATRON DIGITAL

Con la finalidad de establecer el coeficiente de similitud entre las diferentes
clonas y dentro de cada grupo clonal se analizaron los patrones de bandeo obtenidos por
PFGE utilizando el programa NTSYSpc, version 2.0.2.11 (Applied Biostatistics Inc.
Nueva York E.U). Para normalizar los perfiles electroforéticos, cada gel incluyé la cepa

de referencia NCTC 8325 y el marcador de peso molecular lambda. Para el analisis de
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grupos se calculo el coeficiente de Dice por medio de una matriz de similitud que fue
transformada dentro de grupos con promedios aritméticos (del inglés Unweighted pair-
group method, arithmetic average UPGMA), el sistema permite establecer un coeficiente

de similitud que va de 0.01-1.00 equivalente a 0.01 al 100%(91)

5.15 CONSERVACION DE CEPAS

Las cepas de SAMR fueron conservadas a —70 °C en medio de Todd-Hewitt

(DIFCO) con suero de conejo al 5% y glicerol al 90%.
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6. RESULTADOS

6.1 AISLAMIENTOS BACTERIANOS

De los 588 aislamientos de SAMR estudiados 213 (36.2%) fueron de secrecion
de herida; 129 (21.9%) de sangre; 70 (11.9%) de secrecion bronquial; 55 (9.3%) de
catéter; 28 (4.7%) de liquido peritoneal; 27 (4.6%) de liquido cefalorraquideo; 16 (2.7%)
de liquido pleural; 12 (2.0%) de orina; y las 38 restantes de diferentes sitios.

De acuerdo al servicio la distribucién de cepas de SAMR fue diferente en cada
hospital; 80.9% de los SAMR en el H-GUA fueron colectados en 8 servicios: Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI) (18.8%), infectologia (13.6%), medicina interna (11.2%),
traumatologia (9.4%), cirugia general (7.5%), medicina legal (7.2%), nefrologia (6.9%)
y neurologia (6.3%): el 19.1% estuvo distribuido en los 26 servicios restantes. En el H-
CMN el 85.4% de los SAMR fueron aislados en dos servicios: UCI (49%) y pediatria
(36.4%). De los 21 servicios médicos del H-MON, UCI (22.6%) y medicina interna
(40%) presentaron el mayor porcentaje de aislamientos de SAMR (62.6%). En el H-

CAR el servicio predominante fue el de cirugia pediatrica (75%).

6.2 IDENTIFICACION DE ESPECIE

Los resultados de identificaciéon bioquimica obtenidos por el sistema Microscan®
identificaron a los 588 aislamientos colectados, como S. aureus con un rango de

confiabilidad en la identificacion superior al 90%.
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6.3 SUSCEPTIBILIDAD A OXACILINA Y VANCOMICINA POR
KIRBY-BAUER

Los resultados de la prueba de Kirby-Bauer mostraron que 586/588 (99.7%) de
las cepas de estafilococos fueron resistentes a oxacilina el 0.3% restante presenté una

resistencia intermedia y todos fueron sensibles a vancomicina.

6.4 SUSCEPTIBILIDAD A VANCOMICINA POR MICRODILUCION
EN PLACA

Los resultados de las 93 cepas del HGUA (28%) que fueron analizadas por
microdilucion en placa con sal de vancomicina, mostraron valores cercanos a la
resistencia (concentracion minima inhibitoria CMI de 1 a 4 pg/ml) , alin cuando se
mantuvo el fenotipo de sensibilidad, el 69.8% (n=65) presentaron una CMI de 2 pg/ml,
27.9% (n=26) tuvieron una CMI de 4pg/ml y solo dos cepas (2.1%) mostraron una CMI

de 1 pg/ml.

6.5 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR
MICRODILUCION EN PLACA (MICROSCAN®)

El 100% de los aislamientos de SAMR de los cuatro hospitales mostraron
resistencia a penicilina, ampicilina, amoxicilina, cefotaxima, cefalotina, cefazolina,

oxacilina e imipenen. El 86% (n= 506) fueron resistentes a clindamicina, eritromicina y
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claritromicina; dentro de ese porcentaje 11 cepas mostraron una susceptibilidad
disminuida; el 84% de las cepas (n=495) presentaron resistencia a ciprofloxacina. El
18.7% de los 110 aislamientos presentaron resistencia a gentamicina y solo dos a
tetraciclina (0.3%).Todas las cepas de SAMR fueron sensibles a rifampicina,

trimetoprim-sulfametoxazol y vancomicina (Fig. 6).

6.6 ANALISIS DE PATRONES DE PFGE
El analisis por PFGE permitié agrupar las 588 cepas de SAMR dentro de cuatro

tipos clonales M (5 subtipos), A (5 subtipos), B (3 subtipos) y C (26 subtipos),

(Cuadro.3, Fig. 7).

H-CMN: Todos los aislamientos (n=75) de SAMR colectados del H-CMN entre 1997 al
2000 pertenecieron a la clona M y subtipos (5 subtipos), En el afio 2001 las clonas M
(n=7/18) y C (n=11/18) representaron 39 y 61% de los aislamientos, respectivamente y
en el afio del 2002 la clona M fue totalmente remplazada por la clona C y subtipos (4

subtipos).

H-MON y H-GUA: En estos dos hospitales solo se encontré la presencia de la clona C
y sus subtipos. El hospital que mostré el mayor numero de subtipos de esta clona fue el

H-GUA (20 subtipos), seguido del H-MON con 14 subtipos.
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H-CAR: En este hospital se detectaron tres clonas, la clona A n=11, B n=7 presentes en
el aflo 2002, estas dos clonas fueron totalmente remplazadas en el afio 2004 por la clona
C vy sus subtipos (6 subtipos) (n=15). La clona (C) y sus subtipos (26 subtipos) fueron

predominantes en los cuatros hospitales estudiados n=488 (83%).

6.7 CORRELACION ENTRE PATRON CLONAL Y
SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Las cuatro clonas encontradas en este estudio (M, A, B y C) fueron resistentes a -
lactamicos y multiresistentes, sin embargo, cada una de ellas mostré patrones de
resistencia caracteristicos; la clona M fue resistente a gentamicina, la clona A mostr6
una susceptibilidad disminuida a claritromicina, clindamicina, eritromicina y fue
susceptible a ciprofloxacina; mientras que las clonas B y C fueron resistentes a
claritromicina, clindamicina, eritromicina y ciprofloxacina; solamente B1 y B2 tuvieron
susceptibilidad intermedia a oxacilina e imipenen; los aislamientos del H-CMN

pertenecientes a la clona C también presentaron resistencia a gentamicina.

6.8 PATRON DIGITAL

Cepas representativas de cada grupo clonal (M, A, B y C) fueron comparadas con
cepas prototipo de clonas de SAMR previamente caracterizadas y representativas de las
clonas pandémic.as internacionales: Pedliétrica. Nueva York- Japon, Ibérica, Brasilefia y
EMRSA-16 (Fig. 7). Los resultados mostraron que la clona C tuvo un coeficiente de

similitud del 85.5% con la clona pediatrica (HDE288) y un 89.5% con la clona Nueva
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York-Japén (BK2464). Las clonas M, A y B presentaron una elevada similitud con la

clona EMRSA-16 (80%) (Fig. 8).

6.9 PATRONES DE HIBRIDACION DEL GEN mecA Y EL
TRANSPOSON TN554

Los resultados de hibridacion evidenciaron que las cepas pertenecientes a la
clona M y A presentaron el gen mecA contenido en un fragmento de 180 Kb, mientras
que las clonas B y C lo presentaron en un fragmento de 211 Kb (Fig. 9). Entre los
aislamientos de la clona A una copia de Tn554 fue identificada en el mismo fragmento
de mecA (~180 Kb); las clonas B y C usualmente tuvieron dos copias del transposon
entre los fragmentos de 640 a 211 Kb; la clona M no presenté homologia con el
transposon 7n554 (Fig. 10 carril 3). Dos cepas colectadas en el H-CAR (4H-CAR, Bl y
15 H-CAR, B2) no hibridaron con la sonda de mecA. La unica diferencia fue
identificada en el fragmento Sma I que contiene el gen mecA, indicando una delecion

que pudo haber incluido al gen mecA (Fig. 11).

6.10 PATRON DEL CASETE CROMOSOMAL SCCmec, PATRON
spaY MLST

Todas las cepas de SAMR correspondientes a las clonas M y A presentaron el casete
SCCmec tipo IV; en cambio las clonas B y C presentaron el casete SCCmec tipo 1I,
excepto B1 y B2 los cuales no amplificaron el producto esperado (Fig.12) Las cepas
representativas de la clona M y A mostraron un patron spa tipo 183: WGKAKAOKMQ

y una secuencia tipo (ST30). La clona B presentd tres patrones spa: tipo 204:
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WGKAKAOMQQQQ presente en las cepas con perfil B y tipo 275: WGKAQQQ,
presente en el subtipo B3; ambos grupos de spa tuvieron secuencia tipo (ST36). Las
cepas con el patrén B1 y B2 presentaron una secuencia tipo (ST30) y un spa tipo 33:
WGKAKAOMQQ. Los aislamientos representativos de la clona C mostraron un spa

tipo 2: TIMBMDMGMK y una secuencia tipo 5 (STS) Cuadro 3.
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7. DISCUSION

Staphylococcus aureus ha sido reconocido como uno de los principales patogenos
humanos y uno de los microorganismos mas importantes causantes de infecciones
nosocomiales. S. aureus tiene un amplio poder adaptativo a diversos antibioticos y a lo
largo del tiempo ha ido adquiriendo resistencia a todos los antibi6ticos disponibles. El
surgimiento de cepas de S. aureus resistentes a meticilina y otros antimicrobianos
constituye un problema importante de salud publica, especialmente en el medio
hospitalario, debido a la alta mortalidad causada por infecciones sistémicas asociadas a
este grupo de bacterias, el tratamiento adecuado y oportuno de las infecciones causadas

por este microorganismo, tendra un impacto importante en los indices de salud. (92).

Estudios previos evidencian la existencia de un grupo reducido de clonas que se
distribuyen en todo el mundo; siete clonas pandémicas principales de SAMR han sido
identificadas como las causantes de la mayoria de las infecciones adquiridas en los
hospitales en todo el mundo, la clona Brasilefia, Hungara, Ibérica, Nueva-York-Japon,
pediatrica, EMRSA-16 y EMRSA-15, indicando que estas representan clonas exitosas
en términos de su habilidad para causar infecciones, persistir y expandirse de un area

geografica a otra, inclusive traspasar continentes (93).

La combinacion de diferentes métodos de tipificacion molecular usados en el presente

estudio permitié documentar caracteristicas epidemiologicas relevantes de poblaciones
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de SAMR en cuatro diferentes hospitales de la Republica Mexicana y documentar la

coexistencia de clonas de SAMR de distribucion internacional.

El estudio mostr6 que la mayoria de la§ cepas de SAMR fueron aisladas principalmente
de ocho de los 31 servicios que se identificaron en los cuatro hospitales incluidos en el
estudio (Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), infectologia, medicina interna,
traumatologia, cirugia general, medicina legal, nefrologia y neurologia). Diversos
estudios han documentado que las unidades de cuidados intensivos son las areas de mas
alto riesgo para el surgimiento y diseminacion de bacterias multiresistentes, entre ellas
de manera importante los SAMR (94,95). Los resultados obtenidos en este estudio
confirman lo anterior ya que el 52% de las cepas estudiadas que mostraron los patrones

de cepas epidémicas fueron aisladas de las UCIL.

El estudio de susceptibilidad mostr6 que las 588 cepas de SAMR fueron
resistentes a, cefotaxima, amoxicilina, cefalotina, cefazolina, imipenem, penicilina y
oxacilina. A pesar de que se observd un incremento de la CMI a vancomicina (1 a
4pg/pl) en los aislamientos del H-GUA, no se detectaron cepas de SAMR vancomicina-
resistentes. Reportes recientes de SAMR con susceptibilidad disminuida a vancomicina
indican que se esta poniendo en riesgo la posibilidad de tratar infecciones causadas por
S. aureus intrahospitalarios debido a que la vancomicina es el antibiotico ultimo de
eleccion en infecciones severas causadas por esta bacteria (32, 34, 35). A finales de 1997

se reportd en Japon la primera cepa SAMR resistente a vancomicina (33).
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Como respuesta al surgimiento y diseminaciéon mundial de cepas de S. aureus
multiresistentes, se hace urgente la creacién de sistemas de vigilancia internacional, con
metodologias que puedan ayudar a la prevencion y control de estos microorganismos.
Los datos obtenidos en este trabajo ﬁonen de manifiesto la presencia de clonas de
SAMR especificas y de amplia diseminacion geografica en México (76, 47, 96), similar
a lo que se ha demostrado para otras clonas en América de Sur, Europa y Estados

Unidos (97).

El estudio de las cepas de SAMR mostré que en los diferentes hospitales solo cuatro
patrones de PFGE fueron observados (M, A, B y C). Los grupos clonales fueron
facilmente distinguidos por antibiograma, asi como por otras caracteristicas moleculares
(SCCmec, hibridacion mecA, hibridacic"h Tn554, patron spa y secuencia tipo por MLST
(Cuadro 3). Estudios previos en diferentes partes del mundo refieren que las clonas de
SAMR pueden dispersarse entre hospitales, ciudades y continentes y que la distribucién
intercontinental de estas clonas puede ocurrir (73, 98, 78). Los resultados obtenidos en el

estudio sugieren que en nuestro pais se han diseminado en diferentes hospitales las

clonas de SAMR ya mencionadas.

La clona M presente en el Hospital de Pediatria del CMN, previamente designada como
la clona Mexicana (76), fue identificada también en un hospital de Patras, Grecia y
estuvo relacionada con la clona EMRSA-16 (99). A pesar de que las clonas M y
EMRSA-16 mostraron un patrén de PFGE muy similar (una banda de diferencia), éstas

presentaron distintas secuencias tipo (ST30 y ST36, respectivamente) y tipos de casetes
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SCCmec IV y Il respectivamente, lo cual explica en parte la multiresistencia de la clona
EMRSA-16 debido a que el casete tipo II porta méas determinantes de resistencia Fig.1.
A pesar de que la clona M fue exclusiva de los aislamientos del H-CMN vy estuvo
presente por un periodo de tiempo largo (1997-2001), hasta el momento esta clona no ha
sido reportada en otros paises de América Latina, donde se ha observado la presencia de
otras clonas: la clona de Brasil (XI:B:B) diseminada en Brasil, Argentina, Chile y
Uruguay y la clona chilena II:ZZ:F identificada solo en Chile (76). La clona M fue
remplazada por la clona C en el 2002, esto fue debido muy probablemente a las medidas
de control y prevencién tomadas en el hospital, en las que se incluyeron cambios en el
esquema de tratamiento y reforzamiento de las practicas médicas. Interesantemente la
clona A presente en el H-CAR mostr6 caracteristicas similares a las de la clona M
(SCCmec 1V, ST30 y spa tipo183), solo una banda de diferencia se observo en el
patrén de PFGE y el resultado de hibridacién para Tn3554 solo fue positivo para la clona
A, lo cual explica su resistencia a macrélidos, en comparacion con los aislamientos
pertenecientes a la clona M, los cuales fueron sensible a este grupo de antibi6ticos. La
clona ST30-IV ha sido previamente reportada en cepas de SAMR en Suiza, Alemania,
Espaiia y Argentina (100, 90). Las cepas pertenecientes a la clona B presentaron tres
tipos spa: 204, 275 y 33 diferenciandose entre ellos por la ausencia de 1 a 4 motivos spa
(KAOM, Q o QQ), siendo comun entre los tres, las regiones WGKA al inicio de la
secuencia y QQ al final de la misma. L.as cepas con los tipo spa 204 y 275 presentaron
una secuencia tipo (ST36) SCCmec 11, similar a lo encontrado en la clona internacional
EMSA16, la cuél solo varia en un solo locus del ST30: ST36 tiene el alelo 2 pra,

mientras que ST30 posee el alelo 6 (100). El tipo spa: 33 WGKAKAOMQQ presente
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solo en los aislamientos Bl y B2 (mecA’), ya habia sido encontrado en cepas
esporadicas de SAMR aisladas en 1995 en Argentina, pero interesantemente esas cepas

fueron mecA positivo, pero no tuvieron homologia con 7r554 (101).

La clona designada como C fue identificada en los cuatros hospitales estudiados, esta
clona representé mas del 80% de los SAMR que fueron recobrados de diversas fuentes
infecciosas y servicios hospitalarios. Con base en nuestros resultados, se observo que
esta clona ha estado circulando en el H-GUA desde el afio de1999; en el H-CMN y H-
MON desde el afio 2001 y en el H-CAR se detect6 a partir del afio 2002. Los resultados
obtenidos por medio de las diferentes técnicas moleculares, mostraron que la clona C
presentd un patrén spa tipo 2 TTMBMDMGMK, una secuencia tipo (ST 5) y un patrén
SCCmec tipo II. La combinacion de caracteristicas sugiere fuertemente que la clona C
reportada en este estudio es muy similar (89.5%) a la clona multiresistente Nueva York-
Japon (Fig. 8), linaje clonal que se encuentra ampliamente diseminado en diferentes
partes de los Estados Unidos (71,81,102,103). Probablemente esta clona pudo haber sido
transferida de Estados Unidos a México, como ya se ha identificado en otros casos de
diseminaciéon de clonas entre paises y continentes (93). Esta diseminacion
probablemente se vio favorecida principalmente por el desplazamiento continuo de

viajeros.

El mayor nimero de subtipos de la clona C se identificaron en el H-GUA y en el H-
MON, 20 y 14 subtipos respectivamente; los subtipos C3, C2, C14 y C4 fueron los mas

abundantes e interesantemente estos estuvieron presentes en los cuatro hospitales;
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probablemente el gran numero de subtipos de PFGE indican la continua divergencia
evolutiva de esta clona durante su expansion geografica masiva. La substitucion de una
clona moderadamente resistente (clona M) por una clona de mayor resistencia (clona C)
puede crear serios problemas de morbi-mortalidad y por consiguiente de salud publica
debido a que las opciones terapéuticas son mas limitadas. Se ha documentado que siete
de las ocho cepas de S. aureus vancomicina- intermedio, reportadas en los Estados
Unidos y los primeros dos aislamientos de S. aureus con resistencia elevada a
vancomicina, (el primero de ellos con una CMI de 1024 pg/ml), los cuales adquirieron el
transposén Tn/546 de Enterococcus faecalis, son descendientes de la clona Nueva
York-Japén (34, 35, 103, 104). El hecho de que cepas descendientes de esta clona se
encuentren circulando en estos hospitales, aunado a la poca restriccion de antibioticos
que existe, debido a la prescripcion innecesaria de farmacos de ultima eleccion y a la no
utilizacién de antibiéticos de primera linea puede potenciar el surgimiento de cepas de S.
aureus vacomicina-resistentes en México, situacién que se reporta cada dia mas en

diversas partes del mundo (105, 106)

Las clonas A y B fueron sélo localizadas en aislamientos del H-CAR en el afio 2002,
estas clonas mostraron un alto grado de similitud con la clona EMRSA-16, este patron es
uno de los tipos dominantes de SAMR identificados en hospitales del Reino Unido (107)
y se encuemré ampliamente diseminado en Canada (108) y Grecia (99).
Interesantemente, ambas clonas (A y B) son muy similares (90% de homologia) (Fig. 7

y 8), sin embargo, la clona A mostré un perfil de resistencia mas reducido que la clona
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B, esto es debido a la existencia del patron SCCmec IV y la secuencia tipo ST30
presente en estos aislamientos (Fig. 12, Cuadro 3 ); este casete cromosomal se ha
relacionado con cepas de SAMR aisladas en la comunidad (CA-MRSA) (47,109);
recientemente fue publicado el primer reporte de CA-MRSA causante de diversas

infecciones en Brasil (110).

Una inestabilidad genética del elemento mec fue observada en dos cepas y esto estuvo
asociado con una aparente delecion del elemento mec (Fig. 11 y 12), estos aislamientos
presentaron patrones muy similares al perfil de PFGE B (Bl y B2), con una
susceptibilidad disminuida a oxacilina, estas dos cepas presentaron una secuencia tipo
ST30. En la literatura existen reportes de cepas de S. aureus con niveles reducidos de
resistencia a meticilina (CMI 2-4 pug/ml) que no estan asociados con la presencia del gen
mecA. Tomasz y cols. (111) reportaron una clase de cepas de S. aureus moderadamente
resistentes que presentaron dos proteinas de union a la penicilina (PBP1 y PBP2) con
una afinidad de unién alterada y una sobre produccion de la PBP4. Otra clase de
susceptibilidad disminuida a meticilina fue atribuida a una sobre producciéon de
penicilinasa (112). Hackbarth y cols. analizaron la secuencia nucleotidica del gen de la
PBP2 en cepas meticilino-resistentes que no portan el gen mecA e identificaron una
mutacion puntual (A-576-S) cerca del dominio de union a la penicilina (113).
Recientemente fue reportada una cepa de SAMR (mecA’™ ) con resistencia elevada a
meticilina (CMI 64pg/ml), se observd que esta cepa presentd una pared celular
engrosada y rugoso en comparacién con el control sensibles y se encontré que produce

tres veces mas PBP2.(114).
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La combinacién de métodos de tipificacion molecular (PFGE, hibridacion del gen mecA
y el transposén Tn554, el casete SCCmec, el patrén spa y la secuencia tipo por MLST)
aunado a la informacion clinica y epidemioldgica permite la deteccion de grupos y
brotes de SAMR. Nuestro estudio enfatiza la necesidad de colaboraciones
internacionales para monitorear la diseminacion de cepas epidémicas, asi como el
surgimiento de nuevas clonas en nuestra poblacién. Los mecanismos de diseminacion
son pobremente entendidos y estudios futuros son necesarios para comprender la

dinamica involucrada en la predominancia de clonas unicas de SAMR.

El esclarecimiento de los factores que contribuyen a la superioridad epidémica de las
clonas de SAMR pandémicas, los altos niveles de expresion de ciertos genes de
virulencia y la habilidad para sobrevivir en el medio ambiente, pueden ser factores de
gran importancia para el control y erraﬁicacién de los SAMR que circulan actualmente

en el mundo.
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8. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Un namero reducido de hospitales estudiados

. Pérdida de cepas a lo largo del periodo de estudio

Falta de analisis por MLST de todos los subtipos de la clona C

. Desconocimiento de la poblacion total de S. aureus en los hospitales estudiados,

lo que impide hacer una estimacion de la prevalencia.
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9. PERSPECTIVAS

1. Mantener la vigilancia epidemiologica de los SAMR en los hospitales

mexicanos con la finalidad de monitorear el comportamiento de las diferentes

clonas.

2. Incluir un mayor numero de hospitales o instituciones del sector salud, para
generar informacion epidemiologica y molecular sobre SAMR  que sea

representativa a nivel nacional.

3. Realizar estudios que involucren la toma de muestra de portadores, con la
finalidad de detectar las posibles rutas de transmision de las clonas de SAMR y

los reservorios a partir de los cuales se disemina este microorganismo.

4. Realizar estudios encaminados a identificar los factores de virulencia presentes

en las clona de SAMR identificadas.

5. Generar estudios para la deteccion de clonas de SAMR causantes de infecciones
en la comunidad, ya que en la actualidad representa un problema de salud

publica importante.

6. Difundir la informacién generada a los tomadores de decisiones en salud.
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12. CUADROS

78




Cuadro 1. Clonas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes aisladas en

diferentes regiones geograficas

Clona Pais Afio SCCmec/Spa MLST
(8T)
Clona Ibérica Espaiia, Portugal, Italia, Reino IA/ YHFGFMBQBLO 247

Unido, Alemania, Bélgica, 1989
Francia, Republica Checa y

Estados Unidos

1A/
Clona Brasil, Portugal, Argentina, 1993 XKAOMQ 239
Brasilenia Uruguay, Chile y Republica
Checa

11/

Clona Hungara Hungria, Taiwan y China 1993 WKAKAOKAOMQ 239

IV/
Clona Portugal, Polonia, Estados 1996 TIMBDMGMK 5
Pediatrica Unidos y Argentina
1/
Clona Nueva Nueva York, Nueva Jersey, TIMBMDMGMK 5

York/Japon Pensilvania, Connecticut, Tokio, 1996

Japon y México
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Cuadro 2. Origen de las cepas de Staphylococcus. aureus meticilino resistentes

analizadas

Codigo Ciudad Numero  Numero Total de Fecha

Hospital * de camas  de servicios aislamientos

H-GUA Guadalajara, 707 31 330 Ene.1999-
Jalisco Oct.2004

H-MON Monterrey, 500 21 115 Oct.2001-
Nuevo, Leén Oct.2004"

H-CMN Meéxico, 200 7 110 Ene.1997-
D.F. Oct.2004

H-CAR México, 300 9 33 Apr.2002-
D.F. Oct.2004"

Total 588

*Cédigo del hospital: (H-MON) Hospital Universitario de Monterrey;(H-GUA) Hospital
Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”; (H-CMN) Hospital de Pediatria del
Centro Medico Nacional, Siglo XXI-Instituto Mexicano del Seguro Social; (H-CAR)
Instituto Nacional de Cardiologia “Dr. Ignacio Chéavez”.

"Las cepas correspondientes al afio 2003 no fueron recobradas.
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Cuadro 3. Caracterizacion antibiotipica y genotipica de las clonas de SAMR presentes

en los cuatro hospitales

Caracteristicas Clona M Clona A Clona B Clona C
Hospital H-CMN H-CARD H-CARD  H-MON; H-GUA,
H-CMN; H-CARD
Antibiotipo® GEN CLA, CIP; CIP; CLA;
(resistencia) CD; ERY CLA; CD; ERY CD; ERY; GEN"
No. de subtipos 5 5 3 26
Smal-mecA* ~180 ~180 ~211 ~211
Smal-Tn554 NH ~180 ~640-211 ~640-211
Tipos de SCCmec IV I\Y% IV¥/11 I
Tipos de spa® 183 183 33, 204, 275 2
ST¢ 30 30 30%/36 5

“Antibidticos: Todas fueron resistentes a B-lactamicos CLA- claritromicina; CD -
clindamicina; ERY — eritromicina GEN - gentamicina; CIP - ciprofloxacina.

® Unicamente los aislamientos del CMN fueron resistentes a gentamicina

© Codigo de la secuencia de la proteina A

4 Secuencia tipo obtenida por MLST

* ST 30/ SCCmec IV Presente solo en las cepas con patron Bl y B2
¢ Fragmentos de hibridacién en Kb. No homologia con el transposén (NH).
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Cuadro 4. Caracteristicas de las cepas controles utilizadas en el estudio

TECNICA

CEPAS

Susceptibilidad antimicrobiana

S.aureus ATCC 25923, 8. aureus ATCC 29212,
Echerichia coli ATCC 35218, Enterococcus

faecalis ATCC 29212.

Electroforesis en campos pulsados PFGE

HU2S5 clona Brasilefia-Brasil; HPV107 clona
Ibérica-Espafia; HDE288 clona Pediatrica-Portugal;
BK2464 clona NY/Japoén-USA; JP27 clona
NY/Japon-Tokio; 96/32010 clona EMRSA-16-

Reino Unido.

Casete cromosomal estafilococico

(SCCmec)

COL SCCmec I; PER34 SCCmec 1A; BK2464
SCCmec II; ANS46 SCCmec 111; HU25 SCCmec

IIIA; HDE288 SCCmec IV.
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