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AUSENCIA DEL CASETTE DE RESISTENCIA A METICILINA SCCmec DE
Staphylococcus. aureus EN AISLAMIENTOS DE ORIGEN BOVINO.

RESUMEN:

Staphylococcus aureus es un patdégeno que produce infecciones localizadas en
piel, intoxicaciones o infecciones intrahospitalarias como la osteomielitis y la
endocarditis. Puede causar infecciones en heridas, lesiones postoperatorias y
mastitis en animales de granja y compania. Se estudia la homogeneidad genética
de las cepas de aislados de bovinos y de un aislado de cepa clinica de humanos
de osteomielitis, en nuestro laboratorio describimos que las poblaciones del ST97
(origen bovino) y ST8( origen humano) comparten el mismo nicho ecoldgico y que
representa una fuente potencial de transferencia de genes de virulencia,
patogenecidad y resistencia a antibidticos y de una nueva especie del genero
Staphylococcus que presenta multidrogoresistencia y ausencia del gen mecA
(MRI-151) sensible a meticilina. Se realizo antibiograma de acuerdo a los criterios
del CLSI (antes NCCLS) utilizando el antibiotico cefoxitina (FOX 30ug) que detecta
la resistencia mediada por el gen mecA en vez de oxacilina (OX 1ug) tanto a las
cepas de aislados de bovinos que son ST8 y ST97 de MRI-151 y la de aislado de
osteomielitis de humanos siendo sensibles a meticilina, presentando resistencia a
otros antibidticos. En este estudio demostramos que los ST8 (resistentes a
meticilina segun lo reportado en la literatura) son sensibles a meticilina por lo que
todavia las cepas no expresan el gen mecA lo cual nos indica la ausencia del
casette SCCmec vy por ende no presentan los genes de las recombinasas del
complejo ccrAB que son genes moviles que le dan la movilidad para el gen de
resistencia a meticilina gen mecA cuyos genes se han encontrado tanto en los

ST97 de origen bovino y en ST8 derivada de cepas patdgenas de humanos.

Palabras clave: S. aureus, ST8 y ST97, MRI-151, CLSI, cefoxitina, oxacilina,
meticilina, gen mecA, casette SCCmec, recombinasas del ccrAB.
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AUSENCIA DEL CASETTE DE RESISTENCIA A METICILINA SCCmec DE
Staphylococcus. aureus EN AISLAMIENTOS DE ORIGEN DE BOVINOS.

1.-INTRODUCCION:

El nombre estafilococos fue designado por Sir. Alexander Ogston después de
utilizar la raiz griega staphyle (racimos de uvas) para describir la caracteristica de
crecimiento en grupos semejantes a uvas. Los estafilococos son cocos Gram
positivos que miden cerca de 1 ym de diametro, no mdviles, aerobios facultativos y
fermentadores de glucosa. El género staphylococcus contiene mas de 30 especies
diferentes, y muchos de estas son habitantes naturales de la piel y las membranas
mucosas. No suelen encontrarse en otros habitats importantes, como tejidos u
organos; excepto cuando estan involucradas en infecciones. Los estafilococos
crecen en medios quimicamente definidos, los cuales contienen glucosa, sales,
aminoacidos, tiamina y acido nicotinico. 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 se debe a la
produccion de carotenoides. Sin embargo, frecuentemente se presentan variantes
no pigmentadas en muchas cepas (Velazquez Meza, 2005). En la patogénesis por

S. aureus participan diversos factores celulares:

1) Estructurales de la superficie y relacionados con la formacion de
biopeliculas  (peptidoglicano, polisacaridos capsulares, proteinas
estructurales, acidos teicoicos, proteina A, proteina asociada a biopeliculas,
proteina de adhesion a polisacarido).

2) Adhesinas (factor de unién a fibrinégeno, factores de unién a fibronectina,
proteina de unién a colageno, proteina de unién a elastina, factores de
agregacion).

3) Enzimas (coagulasa, catalasa, hialuronidasa, colagenasa, proteasa VS8,

nucleasas, fosfolipasa, estafilocinasa).
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4) Toxinas (enterotoxinas, toxinas exfoliativas, toxina de choque toxico,
hemolisinas, a,B,8,y, leucocidina Panton-Valentine o PVL, leucocidinas y
leucotoxinas) (Cheung, 2001; Dinges et al., 200; Goétz, 2002).

El surgimiento de técnicas de secuenciacién de alta densidad ha permitido el
analisis comparativo del genoma de aislamientos bacterianos de especies de
interés en salud publica, provenientes de diferentes hospederos, procesos
patolégicos o regiones geograficas. Mediante el analisis de la sintenia, ha sido
posible encontrar diferencias en la estructura, distribucion y secuencia de islas de
patogenecidad, islas gendmicas, elementos genéticos moviles (profagos,
transposones, plasmidos cripticos) y de genes en particular. Con datos derivados
de la transcriptdomica y la proteomica, ha sido posible identificar grupos de genes
cuya estructura y expresion es diferencial en cepas aisladas de fuentes diferentes.
S. aureus es un patdégeno que produce diversos cuadros patolégicos en humanos
y en animales. En ambos casos, puede encontrarse asociado a infecciones de la
piel, de vias respiratorias, intoxicaciones alimentarias, e infecciones nosocomiales
(intra-hospitalarias en humanos, adquiridas en quiréfano en caballo y animales de
compafiia). Analisis genomicos en estas cepas han revelado diferencias
estructurales y de expresion en genes de virulencia. Por ejemplo, la presencia o
ausencia de las toxinas (la leucocidina Panton-Valentine, hemolisinas, etc), entre
cepas de origen humano o bovino, o entre diferencias patologias en humanos. El
gen que codifica para la proteina. A parece ser un pseudogen en algunos
aislamientos de bovinos, lo cual sugiere que posiblemente no participe del proceso
patolégico. También se han identificado genes que se expresan, diferencialmente
en portadores nasales. La gendmica comparativa ha puesto de manifiesto
diferencias estructurales (polimorfismos) en los genes de Vvirulencia,
particularmente en proteinas de la superficie microbiana y en toxinas. Actualmente
solo se cuenta con nueve genomas totalmente anotados de S. aureus (de ellos
uno es de origen animal), lo cual no provee suficiente informacion para establecer
correlaciones entre estos polimorfismos y el tipo de hospedero o de patologia a la

que se asocian (Valdez-Alarcén et, al. 2009).
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Estructurales Enzimas Toxinas
Peptidoglucano Catalasa Toxina a(Hemolisina a)
Proteina A Hialuronidasa Hemolisina B
Factores de adhesion Lipasas Hemolisina y
Acidos teicoicos Coagulasa Hemolisina &
Polisacaridos capsulares Nucleasas Leucocidina de Panton-Valentin
(PVL)
Proteasas
Enterotoxinas estafilocécicas(SE)
Estafilocinasa
Toxina 1 del sindrome del shock
Colagenasa toxico ( TSST-1)
Toxinas exfoliativas (ETAy ETB)

Cuadro 1: Principales factores de virulencia de S. aureus (Tomado de Bustos-Martinez).

1.1.-Infecciones causadas por S. aureus.

De acuerdo a su origen, se reconocen dos tipos de infecciones causadas por S.
aureus. Aquellas infecciones adquiridas por estancias prolongadas en un hospital
o por procedimientos realizados en hospitales (procedimientos prequirurgicos,
cirugias, cateterizaciones, colocacién de implantes o protesis), se les designa
como “adquiridas en hospital” (AH) o nosocomiales. Las infecciones por S. aureus
que se adquirieron fuera de hospitales o de procedimientos asociados a ellos, se
denominan “adquiridas en la comunidad” (AC). Las cepas asociadas a infecciones
AH se caracterizan por multirresistencia a antibioéticos, SCCmec tipos I, Il y Il (el
SCCmec es el casette de resistencia a meticilina y se comentara con mas detalle
en la seccion 2.6) presentan varias toxinas, la diversidad de procesos infecciosos
en los que participan es alta, generalmente se relacionan genéticamente con las
clonas Ibérica, Brasilefia, Hungara, Nueva York/Japon o Pediatrica. En cambio, las

cepas asociados a infecciones AC suelen presentar exclusivamente resistencia a
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B-lactamicos y eritromicina, contener los tipos de SCCmec IV y V, predomina la
toxina PVL, los cuadros infecciosas son limitados (piel, tejidos blandos, neumonia
necrotizante, septicemia) y se asocian principalmente con las clonas USA 300 y
USA 400 (Bustos-Martinez et, al ., 2006).

Cepas SARM hospitalarias | Cepas SARM adquiridas en la | Cepas asociadas a animales.

(SARM-AH). comunidad (SARM-AC).

Multiresistencia a antibidticos. Resistencia a B-lactamicos/ | Multiresistencia a antibidticos.
eritromicina.

SCCmec, |, Il y Il SCCmec IV y V. mecA, SCCmec Il, Ill, 1V, V (todos

en animales sanos).

Toxinas diversas, enzimas | Leucocidina Panton-Valentin. Leucocidina Panton-Valentine (no

hidroliticas. PVL en Brasil).

Infecciones nosocomiales. Infecciones piel, tejidos blandos, | Mastitis, piodermas, intervenciones
neumonia necrotizante, septicemia, | quirtrgicas (equinos, perros, gatos).
intoxicaciones.

5 clonas pandemicas (lbérica, | 2 clonas pandemicas (USA 300 y | CC o ST asociados a especie o

Brasilefia, Hungara, Nueva York/
Japon y Pediatrica.

USA 400).

region.

CC5 (ST5), ST22, ST36, ST45.

CC30 (ST30), CC8 (ST8).

CC97, CC151, CC130, CC188, ST5
CC398, ST9 (cerdos),
CC8- ST239, ST22 (perros, gatos,
exoéticos), CC1, CC8, CC22, CC873

(equinos).

(bovinos),

Cuadro 2: Principales caracteristicas y diferencias entre las cepas SARM-AH y SARM-AC y

cepas asociadas a animales. Tomado de Bustos y col., (2006); David (2008); Diep y Otto
(2008); Gordon y Lowy (2008); Sung y col. (2008); van Loo y col. (2007).
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1.2.- Infecciones adquiridas en la comunidad.

Hasta hace pocos afos las infecciones por S. aureus meticilina resistentes
generalmente se adquirian dentro de los hospitales. Sin embargo, a finales de los
afos 90, emergieron cepas SARM en adultos y nifios sanos en las comunidades.
Estas cepas originaron infecciones en la comunidad. (Naimi, et al., 2003). Las
cepas de S. aureus que causan estas infecciones se han denominado cepas
SARM adquiridas en la comunidad (“community-acquired MRSA”, SARM-AC).
Para clasificar una cepa de S. aureus como SARM-AC se debe cumplir con la
condicion de que sea una cepa aislada en la comunidad en pacientes que no
tienen los factores de riesgo de un infeccidon nosocomial SARM. Estos factores
son: hospitalizaciones frecuentes y recientes, vivir por largos periodos en las salas
de cuidados especiales, estar expuesto a medios invasivos como sondas o
catéteres, haber tenido cirugias recientes o didlisis, emplear drogas intravenosas
0 una prolongada exposicion a los antibiéticos. (Said-Salim, et al., 2003). La
prevalencia de las cepas SARM-AC en personas sin factores de riesgo nosocomial
que viven en la comunidad esta en aumento (Charlebois, et al., 2002). Se han
producido varios brotes epidémicos de SARM-AC en los ultimos 6 u 8 afos
algunos de estos brotes se han registrado en: carceles, equipos de futbol
americano; militares, homosexuales, y nativos americanos de Alaska y de las Islas
del Pacifico. En todos estos casos la poblacion afectada no tenia los factores de
riesgo establecidos para adquirir, infecciones por SARM-AH (Said-Salim, et al;
2003, Charlebois et al; 2002, Shukla, 2005, Graham, et al; 2006, Weber 2005).
Los sintomas clinicos causados por SARM-AC son principalmente infecciones en
la piel y tejidos blandos, neumonia necrotizante y septicemia. Se han reportado
casos fatales de purpura fulminante. Esta enfermedad hemorragica esta asociada
con sepsis y amplia necrosis tisular. Uno de estos casos fatales se debi6 a la
leucocidina de Panton-Valentine y la enterotoxina estafilocécica C, producidos por
una cepa SARM-AC (Shukla, 2005). Los genes de resistencia a meticilina (se

explicara con mas detalle del gen mecA y del casette en los apartados 2.5y 2.6)
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se encuentran en una region de reciente identificaciéon (SCCmec IV o V) distinta a
la que poseen los SARM hospitalarias clasicos, que no contienen los genes de
resistencia a antibidticos adicionales que son tipicos de las cepas SARM-AH.
Debido a esto so6lo son susceptibles a los antibidticos [(-lactamicos vy
ocasionalmente a la eritromicina (lto, et al., 2004, Tiensasitorn, et al., 2002,
Enright, 2006). Solo unas pocas clonas de SARM-AC se han diseminado a través
del mundo. Se han identificado dos clonas principales, la USA 300 y la USA 400.
La clona USA 300 se ha localizado en jugadores de futbol y presos, mientras que
la cepa USA 400 se ha encontrado en varias poblaciones étnicas. La clona USA
300 ha causado brotes epidémicos de infecciones de la piel y tejidos blandos en
individuos sanos de 21 estados de EUA, Canada y Europa. Se cuenta ya con la
secuencia completa de su genoma, Ademas del gen PVL y del SCCmec |V,
cuenta con nuevo elemento genético movil que codifica una via para la
desaminacion de la arginina. Se le denomina elemento genético movil para el
catabolismo de la arginina (“arginine catabolism mobile element”, ACME), y puede
contribuir, al crecimiento y supervivencia de la clona USA 300. Las infecciones
causadas por cepas resistentes a la meticilina pueden ser mas dificiles de manejar
y con un costo mayor. Se deben establecer las estrategias mas efectivas para
prevenir que emergen y se diseminen las cepas SARM-AC. El control de
infecciones en los hospitales debe jugar un papel importante. Las estrategias en la
comunidad pueden enfatizar la deteccion oportuna, el tratamiento adecuado de las
infecciones y la optimizacién de las medidas basicas de higiene. Una estrategia
adicional que no se han establecido es eliminar la colonizacion de S. aureus en
portadores sanos, ya que podrian aplicarse estudios epidemiolégicos a
poblaciones y condiciones especificos para prevenir focos de infeccién. En EUA
los Centros de Prevencion y Control de Enfermedades (CDC), han realizado
recientemente un estudio nacional para determinar la prevalencia y colonizacion
de S. aureus y cepas SARM en la poblacion (Kuehnert, et al; 2006). En este
estudio se encontré que el 32.4% de la poblacién es portadora de S. aureus y el

0.8% esta colonizado con cepas SARM. Se estima que 89.4 millones de
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estadounidenses presentan S. aureus y 2.3 millones son portadores de cepas
SARM.

1.3.-Infecciones intrahospitalarias (nosocomiales)

Las infecciones nosocomiales son un problema relevante de salud publica de gran
trascendencia economica y social. Son de importancia clinica y epidemiologica
debido a que presentan altas tasas de morbilidad y mortalidad. En EUA se reporta
una incidencia promedio del 3 al 5%. En México se tiene reportado un promedio
del 10 al 15%. El impacto de este problema es la mortalidad, la cual se estima en
promedio de un 5%. Se estima que en México, en 1996 de las 6, 600, 000 y 250,
000 personas presentaron infeccion nosocomial y de estos murieron entre 30, 000
y 45, 000 por esta causa (Ponce de Ledn, et al; 1999, tapia, 1999). El area
hospitalaria con mayor frecuencia de infecciones nosocomiales es la unidad de
terapia intensiva. Las infecciones mas frecuentes son en vias urinarias, seguidas
por las de herida quirurgica, bacteriemias y neumonias. (Ponce de Ledn et al;
1999, Frid Kin, Gaynes, 1999). Los estafilococos se han reconocido como un grave
problema en los hospitales y se han establecido politicas de rutina sobre la
vigilancia de enfermedades estafilocdcicas adquiridas en los hospitales. S. aureus
es la principal causa de infecciones adquiridas después de una operaciéon y la
segunda causa mas frecuente de neumonia nosocomial y bacteriemia. S. aureus y
los estafilococos coagulasa negativos juntos representan el 21% de las 4 millones
de infecciones nosocomiales por S. aureus representan un gasto elevado. En
México se cuenta con la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica (RHOVE),
la cual reporté que en el periodo de 1998-2003, S. aureus ocupo el tercer lugar en
morbilidad y cuarto lugar en mortalidad (Diaz- Ramos, 2006). Un hospital
pediatrico de tercer nivel report6 un amplio predominio de S. aureus en las
bacteriemias nosocomiales (Diaz-Ramos, et al; 2006). En el Instituto Nacional de
Ciencias Medicas y de la Nutricion “Salvador Zubiran” se encontré que S. aureus
es el segundo microorganismo aislado en infecciones de heridas quirdrgicas y
también es responsable de bacteriemias (Ponce de Leén et al; 1999)." En un

estudio realizado en hospitales pediatricos, se encontré que S. aureus ocupa el
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cuarto lugar de microorganismos causantes de infecciones nosocomiales (Avila-
Figueroa, et al; 1999). Diversos estudios de vigilancia de las infecciones
nosocomiales en México indican que del 8.3 al 36% de estas infecciones se debe
a S. aureus (Velazquez- Meza; 2005). A continuacidn se menciona la
epidemiologia de las infecciones nosocomiales en animales.

La frecuencia con la que S. aureus se aisla de perros o gatos es de menos del
10% de las muestras, y suele aislarsele del pelo de los perros o de exudados
nasales o nasofaringeos. Este indicador incrementa al 38% si la poblacion
analizada es de animales con heridas abiertas, heridas postoperatorias o si portan
un aparato ortopédico o implantes (Leonard y Markey, 2008). Walther et al, (2008)
y Malik et al 2006). Utilizando MLST, PFGE, deteccién de la Leucocidina Panton-
Valentine, secuenciacion del casete cromosdémico del gen de la recombinasa (ccr
AB) y/o caracterizacion del casete cromosdmico de resistencia a meticilina (SCC-
mec), encontraron que algunos genotipos de SARM, particularmente el ST239, se
distribuyen entre la mayoria de las especies muestreadas, lo cual sugiere que
estas cepas se transmiten facilmente en las instalaciones de las clinicas
veterinarias. Una situacion similar sucede en el caso de S. aureus aislados de
muestras clinicas de caballos con lesiones expuestos, fistulas, cateterizaciones o
infecciones en articulaciones (Cuny et al; 2006). EI ST254 fue el mas frecuente.
Tanto el ST254 como el ST239 forma parte del CC8, cuyos ST frecuentemente se
asocian a infecciones intrahospitalarias en humanos. Los hallazgos anteriores
sugieren que existe una transmisidn constante de cepas de S. aureus entre
humanos y animales, lo cual destaca el potencial zoondético de las infecciones
causadas por S. aureus. En México no existen reportes de la prevalencia de S.

aureus en infecciones asociadas a animales exoéticos o de compaifiia.

1.4.-Mastitis Bovina
La mastitis es la enfermedad mas comun en los bovinos en todo el mundo vy la
mas costosa, para el productor por las pérdidas de leche. Las vacas con glandulas

severamente afectadas se envian al rastro y el dinero invertido en Médicos
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Veterinarios y medicamentos se pierde. La mastitis es un sindrome ya que es
multifactorial; es solamente un signo de mas de 100 enfermedades y clinicamente
significa inflamacion e infeccion de la glandula mamaria. Esta se puede clasificar
en mastitis subclinica y mastitis clinica. La mastitis subclinica se caracteriza por
una apariencia saludable de la glandula mamaria, la leche y la vaca. La glandula
mamaria a la inspeccion y a la palpacion aparentemente se encuentra sin cambios
en el parénquima glandular, la leche extraida aparentemente no tiene cambios en
cuanto a su color, sabor, consistencia, etc y la vaca no presenta signos de
infeccidn como fiebre, anorexia, atonia, taquicardia, polipnea, etc., es la que mas
pérdidas produce porque no presenta signos ni sintomas aparentes, y el productor
no le toma importancia. La mastitis clinica se caracteriza por presentar
alteraciones que se pueden detectar, como cambios en el color de la leche,
pudiéndose presentar amarillenta, rojiza, etc., cambios en su sabor, cambios en la
consistencia presentandose cremosa, espesa, etc, acompanada de coagulos y/o
tolondrones y/o natillas, a la palpaciéon podemos detectar cambios en el
parénquima glandular detectandose caliente, firme, dura, etc, y los animales
pueden presentar fiebre, taquicardia, polipnea, anorexia, atonia, etc,
representando perdidas para el productor (Avila, et al; 1996). En mastitis
subclinica se requerira para su diagnostico de pruebas a base de reactivos como
es el de la Prueba de California y con esto poder darnos cuenta cuando empiece
una inflamacién o una infeccién para poderla curar o prevenir a tiempo, esta
prueba barata, facil y rapida de realizar. En la Prueba de California (CMT) se
utiliza un reactivo que esta constituido por un detergente el alkilarilsulfonato de
sodio, un colorante el purpura de bromocresol. Ya que en cualquier inflamacion o
infeccion estaran presentes células somaticas (linfocitos y monocitos asociados a
la inflamacién), estas son lisadas por el detergente, exponiendo el acido
desoxirribonucleico el cual va ha ser coloreado por el colorante. A mayor dafio del
parénquima glandular, habra mayor inflamacion e infeccién, por lo tanto, mas
células somaticas y mas reaccion. La lectura de la Prueba de California se debe

de hacer en 10 segundos, en una paleta de plastico blanco con 4 compartimientos
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se depositan de 3 a 3 ml de leche y la misma cantidad de reactivo mezclandolos
suavemente, la lectura debemos hacerla en 10 segundos. Detectamos una
reaccion o lectura negativa cuando al mezclar el reactivo con la leche no hay
cambios, hay entre 0 y 200,000 células somaticas (CS) por mililitro de leche de las
cuales existe una leve viscosidad que desaparece antes de los 10 seg., hay de
200,000 a 500,000 CS, de las cuales del 30 al 40% (PMN) disminuyendo
aproximadamente el 5% de la produccion de esa glandula. Positiva 1 cuando
reacciona transformandose en viscosa como aceite, hay de 500,000 a 1, 000,000
CS, con 40 a 60% de PMN, disminuye 10%. Positiva 2 cuando reacciona muy
viscosa como gel, hay de 1.5 millones de CS con 60 al 70% de PMN, disminuye
15%. Positiva 3 cuando el gel se pega a la paleta, hay mas de 5 millones de CS,
con 70 al 80% de PMN, disminuye 20% de la produccion. Detecta el pH, leche
alcalina color morado y acida color amarillo esto mas sirve para escoger el tipo de
antibidtico para el tratamiento (Trejo, et al; 1996). En el afo 2008, Michoacan
ocupo el lugar 12 en la produccion de leche a nivel nacional con una produccion
anual de 331.9 millones de litros, lo cual representa el 3.2% de la produccién
nacional (Boletin de Leche, 2008). La produccion de leche se ve significativamente
mermada por la mastitis bovina (Avila et al; 2001) reportaron que en unidades
pequenas de produccion de leche la prevalencia de mastitis subclinica, clinica y
con glandula improductiva era de 48%, 12% y 9%, respectivamente. En estos
hatos no se observd diferencia en la prevalencia de la mastitis en funcion del tipo
de ordefio. En cambio, en un estudio en el estado de Morelos, este mismo grupo
reportd que la prevalencia de la mastitis subclinica si mostraba diferencias en
relacion al tipo de ordeno, manual (57%) o mecanico (33%), lo cual correlaciona
con diferencias en la calidad microbioldgica de la leche (Avila et al; 2002). Entre
las bacterias patdogenas que se han asociado a la mastitis en México, S. aureus se
ha aislado con alta frecuencia en brotes de mastitis subclinica en hidalgo (64.28%;
Manzano et al; 2004), y Sinaloa (78.57% Luque et al; 1993). No existen reportes
que caractericen la diversidad de los aislamientos de bacterias patogenas

asociados a la mastitis bovina en México, aunque existen reportes recientes del
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analisis del polimorfismo de genes de virulencia entre aislamientos de S. aureus
obtenidos de vacas con mastitis clinica o subclinica (El-Sayed et al; 2006), de la
ausencia de genes de virulencia (Franco et al; 2008) en S. aureus. En México no
existen datos de caracterizacion molecular mediante MLST o PFGE de cepas
aisladas de bovinos. En estudios preliminares realizadas en el Centro
Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,
en nueve establos en las comunidades de Cotzio y Téjaro en el municipio de
Tarimbaro, Michoacan, se encontré una prevalencia de mastitis bovina de 45.83%;
2.08% para mastitis clinica y 43.75% para mastitis subclinica. S. aureus se aislo

en el 18.63% de los casos (Solorio-Rivera, y Valdez- Alarcén, no publicados).

RESULTADOS DE MASTITIS BOVINAEN
GRANJAS FAMILIARES DE COTZIOY TEJARO
MICH.

50.40% 49.60% W Vacas sanas
OPrevalencia de mastitis

Grafica 1: Resultados globales obtenidos de mastitis bovina en granjas

familiares de la region de Cotzio y Téjaro Michoacan (Imagen tomada de
Elizabeth Granados Beltran, 2009).
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2.- Antecedentes

La gendmica comparativa y el analisis de genomas mediante microarreglos han
permitido detectar polimorfismos importantes en genes de virulencia y su posible
relacion con la especificidad del hospedero, Fitzgerald y col, secuenciaron el
genoma de la cepa ET3-1, un aislamiento representativo de S. aureus asociado a
mastitis bovina (Fitzgerald et al., 1997). Por su parte, (Highlander et al., 2007) al
secuenciar los genes de dos aislamientos de la cepa USA 300, uno SARM y el
otro SASM, encontraron que la estructura genética de los aislamientos era muy
similar y que solo cambios puntuales en la estructura de algunos genes podrian
modificar la virulencia en el hospedero. Este resultado sugiere que hay alelos
particulares que pueden asociarse especificamente a la patogénesis de las cepas
de bovinos y conferir especificidad para este hospedero. Posteriormente
construyeron microarreglos que hibridaron con cepas de S. aureus obtenidas tanto
de humanos como de bovinos y encontraron genes presentes de manera
conservada en los aislamientos de bovinos y ausentes en los humanos. (Lindsay,
et al., 2006). Utilizando estos microarreglos, hibridaron 56 muestras de ADN de
vacas, caballos, cabras, borregos, y de camello y los compararon con 161
aislamientos de humanos. Se detectaron cuatro linajes unicos de animales
mediante MLST, pero algunos aislamientos de linajes de humanos también se
asociaron a mastitis bovina. En los microarreglos se imprimieron secuencias de las
regiones variables de los genes de la coagulasa y proteinas de union a
fibronectina, entre otros, reportadas en los genes de aislamientos de humanos (
Sung et al., 2008). O’ Hara et al (2008) y Dumitrescu et al, (2008) reportan la
existencia de mutaciones en la region codificante del gen que codifica para la
leucocidina de Panton-Valentine (PVL). Particularmente la sustitucion H176R
correlaciona tanto con la localizacién geografica de los aislamientos como con la
presencia del gen mecA. Otra de las variantes llamada H2, correlacioné con el
linaje de los aislamientos, asociados a los complejos clonales CC1, CC5, CC30 y
CC121.
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2.1.- Antecedentes en el Laboratorio.

En el laboratorio ....CMEB-FMVZ-UMSNH.... caracterizamos aislamientos de S.
aureus obtenidos de vacas con mastitis en las poblaciones de Cotzio y Tejaro. Las
técnicas empleadas fueron Multilocus Sequence Typing (MLST), analisis de
macrorrestriccion mediante electroforesis en campos pulsados (PFGE) vy
polimorfismo de dos genes de virulencia spa que codifica para la proteina A de S.
aureus y coa que codifica para la coagulasa. Los aislamientos presentaron tipos
de secuencia (STs) ST97 y ST8, tipicos de aislamientos de bovinos o de
infecciones adquiridas en la comunidad, respectivamente. El andlisis de PFGE
permitié discriminar individualmente los aislamientos y establecer tres pulsotipos
que correlacionaron con los STs. Para el polimorfismo de los genes coa y spa se
detectaron dos y cinco alelos, respectivamente que contribuyeron a la
discriminacion de los aislamientos. Los alelos coa | y spa V fueron los mas
abundantes. El analisis de macrorestriccion por PFGE separd los aislamientos
caracterizados en tres grupos. En el grupo | de PFGE se agrupan los aislamientos
del periodo 2003 y 2004, mientras que los del 2008 estan representados en los
grupos Il y Ill; de éste ultimo solo hay un representante. La MRI-151 se identificd
como S. aureus, pero a nivel de secuenciacion se mostré con diferencias
colocandolo dentro del género Staphylococcus, pero con una rama separada, por
lo cual sugiere que corresponde a una nueva especie, pero cercana a las especies
de S. condimenti, S. carnosus, S. pscifermentans( Granados-Beltran-Valdez
Alarcon).

A continuacion se muestran los alotipos de S. aureus tanto de los genes de la
coagulasa coa como de la proteina A spa de los aislamiento de S. aureus de
origen bovino se presenta un gel de PFGE de los aislamientos de bovinos de
mastitis subclinica donde se observa el genoma completo de S. aureus asi como
el esquema donde se descrimina la poblacién microbiana utilizando herramientas
de biologia molecular como MLST y PFGE identificando un secuenciotipo de ST8
de origen humano y ST97 de origen bovino utilizando las amplificaciones de los

genes de la coa y spa.
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Figura 1.- Integracion de los anadlisis por PFGE, MLST y polimorfismo de los genes coa y spa. ST,
Secuenciotipo; coa, variantes de coa; spa, variantes de spa; ND, no determinado. (Tomado de Valdez-

Alarcoén y col.2009).

Se presenta a continuacion el arbol filogenético de los aislamientos de S. aureus
de origen bovino, obsérvese que la cepa MRI-151 es la mas lejana
filogenéticamente de los aislamientos de S. aureus de origen bovino presentando
una nueva especie segun estudios realizados por el equipo de trabajo del Dr. Juan
José Valdez Alarcon en el Centro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia
(CMEB).
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Figura 2.- Arbol filogenético realizado con el programa mega4, con las secuencias de un

tamano de 204 pb. (Tomado de la tesis de Elizabeth Granados Beltran. 2009).
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2.2.- Clasificacién:

SARM (S. aureus resistente a meticilina), SASM (S. aureus sensible a
meticilina).

Se han identificado cinco clonas pandémicas: Ibérica, Brasilefia, Hungara, Nueva
York/ Japon y Pediatrica (Velazquez-Meza, 2005). La clona Ibérica se describio
primeramente en Espana en 1989 y posteriormente se reporté en Portugal, Italia,
Reino Unido, Alemania, Bélgica, Suiza, Francia, Polonia, Republica Checa y EUA.
La clona Hungara se encontro por primera vez en hospitales de Hungria en 1998 y
después se localizé en Tailandia. La clona Nueva York/ Japdn se determindé como
una clona dominante en hospitales de Nueva York en 1998 y posteriormente se
encontré en Japon. La clona Pediatrica se identificod en 1992 en hospital pediatrico
de Portugal y después se ha localizado en Polonia, EUA, Argentina, Colombia y
Brasil. La clona Brasilefia descrita en un principio en Brasil en 1995, se ha
diseminado en Portugal, Argentina, Uruguay, Chile y Republica Checa (Marcos-
Vivoni, et al., 2005). La clona M, detectada en 1997, en un hospital pediatrico de la
ciudad de México logro desplazar completamente en 2002 a la cepa Nueva
York/Japdén que se introdujo en el hospital en 2001 (Aires de Sousa, et al; 2003).
Se ha tratado de explicar la evolucion que han sufrido las clonas de SARM. En
varios estudios se han comparado cepas de principios de la década de los anos
60, contemporaneas. En estos estudios se encontré6 que cepas de S. aureus
sensibles a meticilina (SASM) de esa época probablemente sirvieron como
receptoras del determinante de la resistencia a meticilina. El fondo genético de
este grupo de aislados SASM es muy similar al de la clona Ibérica, por lo que los
determinantes genéticos presentes en las cepas SASM son esenciales para
algunos aspectos de la patogenecidad y/o virulencia y se han conservado hasta
las clonas contemporaneas (Enright, et al; 2002). Al igual que S. aureus sensible a
meticilina (SASM), las cepas SARM ingresan al medio hospitalario a través de
pacientes, visitantes o trabajadores asistenciales. Aunque los pacientes
hospitalizados constituyen el reservorio fundamental con altas tasas de
prevalencia, el personal asistencial colonizado por cepas SARM se puede
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convertir en fuente importante de infeccién de pacientes mas susceptibles, en
especial, para los que permanecen en la unidad de terapia intensiva(Mendoza, et
al; 2001).

2.3.-Resistencia a antibiéticos

S. aureus puede adaptarse rapidamente a la presion selectiva de antibidticos, y
como resultado adquiere resistencia. Los mecanismos por los cuales adquiere
resistencia son clasificados en dos principales categorias: mutacién del gen
cromosomal y adquisicion de genes de resistencia. S. aureus puede adquirir
genes exdgenos de resistencia antibioticos por transferencia horizontal de genes o
transduccion mediada por bacteriéfagos, o por elementos genéticos moviles asi
como plasmidos y transposones. (Durenberg, et al, 2006). La resistencia de S.
aureus, a los agentes antimicrobiales de las clases MLS (resistencia a macrolidos,
lincosamidas y estreptograminas) es comunmente basado en la modificacion en el
sitio del objetivo de la subunidad 50S ribosomal. La modificacion del sitio del
objetivo, es el mecanismo de resistencia mas extensamente distribuido, y hace
referencia a la dimetilacion de un residuo de adenina en el 23S ARNr. S. aureus
posee dos fenotipos de resistencia a los MLS. El primer mecanismo es conocido
como el fenotipo MLSg y es codificado por el gen erm (A, B, C) encontrado en el
transposén Tn554 de los tipos Il Y Ill de SCCmec. El segundo mecanismo es
codificado por el gen mrsA, a través del flujo activo de salida del antibiético por
una bomba dependiente de ATP, con lo cual se mantienen las concentraciones
intracelulares por debajo del nivel necesario para la union a los ribosomas, lo cual
confiere resistencia a los 14 miembros (eritromicina), a los 15 miembros de los
macrolidos, y las lincosamidas (clindamicina) y a estreptogramina (Ang, et al;
2004, Schito, 2006, Werckenthin, et al; 2001). Aunque las fluoroquinolonas
(ciprofloxacina) se introdujeron en la década de los 1980’s para el tratamiento de
infecciones bacterianas por bacterias Gram-negativas, también se utilizaron para
tratar infecciones causadas por Gram-positivas como Pneumococcus Yy
Staphylococcus. El objetivo principal de los quinolonas es la DNA girasa
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bacteriana y la topoisomerasa |V, sin la cual la replicacion del ADN se inhibe. La
resistencia a quinolonas surgié rapidamente, particularmente entre cepas de S.
aureus resistentes a meticilina, por la adquisicion gradual de mutaciones
cromosomicas (Schito, et al; 2006). Los aminoglicésidos fueron introducidos en
1944, y por los 1950s la cepa S. aureus resistente-aminoglicosidos habia surgido.
La resistencia a aminoglicésidos es principalmente debido a la inactivacion del
farmaco por los enzimas acetil-adeniltransferasas y las fosfotransferasas, que son
codificados por los genes aadD o ant (Salmenlina, 2002), que confiere resistencia
a kanamicina y neomicina respectivamente, estos genes localizados en el
plasmido pUB110 del tipo Il de SCCmec; otro gen que es transportado por el
plasmido pUB110 es el gen (ble) que confiere resistencia a bleomicina. La
resistencia a los aminociclitoles, tal como la espectomicina son comunmente
inactivados por adeniltransferasas (AAD9), que son enzimas codificadas por el
gen spc localizado en el transposén Tn554 (Snyder y Champnes, 1997). Cuatro
diferentes genes ( tet) que confieren resistencia a tetraciclinas han sido detectados
en animales, asignados a las clases K, L, My O, el gen tet ( K) que es codificado
por el plasmido Pt181 de S. aureus en humanos, le confiere resistencia por
metilacion en ciertas bases en el ARNr 16S (Werckenthin, et al., 2001). El
glicopéptido vancomicina representaba una solucién efectiva Unicamente para
tratar infecciones causadas por patdgenos resistentes a meticilina, incluyendo a S.
aureus. La vancomicina fue introducida en 1956, pero el primer aislado clinico
completamente resistente a vancomicina S. aureus (SARV) fue reportado en el
2002, y esto por el sobre uso de este antibiético en forma oral. Los glicopéptidos
ejercen su efecto antimicrobial inhibiendo la sintesis de la pared celular de S.
aureus, ensamblandose irreversiblemente a la terminal D-alanil-D-alanina de los
precursores de la pared celular bacteriana, asi inhibiendo la produccion de la
pared celular impidiendo la entrada a los glicopéptidos, asi como la adquisicién del
gen van A qué ocurrié por la via de transferencia interespecifica del transposon
Tn 1546 (el transposon van A, portado dentro de un plasmido conjugativo de

multirresistencia ). La resistencia en los SARV es causada por la alteraciéon del
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péptido terminal de la pared celular D-alanil-D-alanina - D-alanil-D-lactato,

previniendo la inhibicion de la sintesis de la pared celular por la vancomicina
(Appelbaum, 2006).

Figura 3.- Mecanismos de accion de algunos agentes antimicrobianos.
(Tomado de Cavalieriy col, 2005).

En la figura No.3 se presentan los mecanismos de accién de los antibioticos mas
utilizados para tratar infecciones producidas por S. aureus se muestran las dianas

celulares de estos antibiodticos.
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Blanco celular

Genes de resistencia

Mecanismo de resistencia

(Vancomicina)

Aminoglucoésido ARNr 30S aacA-aphD, AADa, | Modificacion por
S aadD, aphA, aphC, acetiltransferasas,
(Gentamicina, adeniltransferasas o
Kanamicina) Spc, StrA. alteracion ribosomal de las
fosfotransferasas.
Cloranfenicol ARNr 508 Cat Modificacion por
acetiltransferasa.
Fluoroquinolonas DNA girasa gyrA/ gyrB Mutaciones en los genes
de la DNA girasa, Bombas
( Ciprofloxacina) norA de expulsion, Mutaciones
en el gen de la ADN
grlA topoisomerasa IV.
Glicopéptidos Complejos D-Ala-D-Ala Van A Secuestro por la pared

celular.

Macrdlidos, lincosamidas

ARNr 508

ermA, ermB, ermC,

Metilacion del ARNr,

Bombas de expulsion.

tetrahidrofolico

mrsA
Mupirocina Isoleucil-RNAt-sintetasa MupA Produccion de una
isoleucil-RNAt-sintetasa
modificada.
Sulfonamidas Sintesis de acido | Sula Sobreproduccion de acido
tetrahidrofélico p-aminobenzoico.
Tetraciclinas ARNr 30S tetA(K) Bombas de expulsion
tetA(L) Proteccion ribosomal.
tetA(M)
Trimetoprim Sintesis del acido | DrfA Bypass por una

dehidrofolato reductasa.

Cuadro 3: Mecanismos de resistencia identificados en S. aureus. (Tomado de

Velazquez Meza, 2005).
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2.4.-Genémica de S. aureus

En el genoma de S. aureus se divide en tres tipos de genes (Feng et al; 2008,
Lindsay y Holden, 2006), Lindsay et al; 2006). Los genes del genoma basal (core
genes) presentes en todos los genomas secuenciados son estables y sujetos a
herencia vertical; los genes variables del genoma basal (core-variable genes, (CV
genes), estables y sujetos a herencia vertical, pero con mayor variabilidad que los
anteriores; los genes del genoma accesorio, presentes en elementos genéticos
moviles profagos, islas gendmicas e islas de patogenecidad). Los genes que
codifican para determinantes de resistencia a antibidticos se encuentran
codificados en casetes cromosémicos de Staphylococcus (como el SCCmec, que
contiene al gen mecA que confiere resistencia a meticilina), plasmidos vy

transposones.

Wy
n . ,’

= F g
- [] Core
%" [ Core variable (CV) p =)
=T
= = Mobile genetic
= elements (MGE)
== &
> =
/' F }

Figura 4.- Representacion del genoma de la cepa SARM 252 donde se muestra de color
amarillo los core genes de rojo los genes Core Variable (CV) y de purpura los elementos

genéticos méviles (MGE). (Tomado de Lindsay y col, 2006).

2.5.-Gen mecA.

Desde que se descubrid la penicilina por Alexander Flemming en 1929, la tasa de
mortalidad de pacientes era aproximadamente del 80% por S. aureus, hasta que
esta se introdujo en los primeros 1940s, hubo una reduccion alrededor del 85% de
los aislados de S. aureus, ya que este fue originalmente susceptible a penicilina.
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Sin embargo, la primera cepa resistente a este antibidtico fue aislada en 1942,
primero en hospitales y mas tarde en comunidades. Por 1948, arriba del 50% de
cepas hospitalarias obtenian, resistencia a meticilina y el nivel se elevé al 80% por
1957. La resistencia de S. aureus a penicilina resultado de la adquisicién de un
plasmido (pl258) que codifica a una enzima (B-lactamasa) que inactiva el

antibidtico al hidrolizar el anillo B-lactamico de la penicilina (Cavalieri, et al; 2005).

Penicilina

o
O_cﬂz— |<I= —NH =HC=HC” s'\c - i
| | ey

€ e N e CH -,

7 “COOH

Q
Anillo Beta- lactamico

Figura 5: Molécula de penicilina con el anillo B-lactamico. (Tomado de

Cavalieri y col, 2005).

La meticilina fue introducida en 1959 para tratar infecciones causadas por S.
aureus resistente a penicilina. A principios de los afos 1970’s cepas de S. aureus
resistentes a meticilina (SARM) causaron brotes epidémicos en Estados Unidos y
en el Reino Unido (Cooke et al; 1986, Panlilio, et al; 1992). SARM aparentemente
se origind por la adquisicién del gen que codifica para la proteina de unién a
penicilina PBP2A, la cual probablemente se originé a partir de un gen homologo
de Staphylococcus sciuri, que fue transferido horizontalmente a S. aureus sensible
a meticilina (SASM) (de Lencastre et al; 2007).
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Figura 6.- Blanco de accion de un B-lactamico. (Tomado de Cavalieri y col, 2005).

Previamente, se ha descrito que los SARM son ampliamente divergentes, ya que
han adquirido distintos tipos de SCCmec y han emergido en cinco linajes
filogenéticamente distintos llamados complejos clonales (CCs: CC5, CC8, CC22,
CC30 y CC45) de un putativo ancestro SASM (S. aureus sensible a meticilina), al
mismo tiempo, los modelos evolutivos indican que un minimo de 20 adquisiciones
del SCCmec han ocurrido en S. aureus. Estudios recientes indican que los SARM-
AC transportan el SCCmec tipo IV y V vy los tipos I, Il y Il de SCCmec son
transportados por las SARM-AH (Robinson y Enright, 2004).

/\/\

STE-MESLET | | sm-nmasr CherMESL descendants

v | Irm
/ of ST230 (2T 0w e class I

N N N

,ng VRS- ]:IIl |I ST MR SAT |
NGNS
Cuadro 4: Evoluciéon de la resistencia a meticilina en el CC8. (Tomado de
Robinson y col, 2004).
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2.6.-Casette Cromosémico de Staphylococcus mec (SCCmec) tipos de
ccrAB.

La resistencia a algunos antibidticos de S. aureus es causada por la adquisicion
del elemento genético denominado complejo mec insertado en el casete
cromosomico de Staphylococcus (SCCmec). SCCmec es un fragmento de 21-67
Kb insertado dentro del cromosoma de S. aureus, caracterizado por la presencia
de terminales invertidas y directas repetidas un juego de dos genes de
recombinacion sitio-especifica designados como casete cromosomica de la
recombinasa (ccrA y ccrB), el cual codifica recombinasas de la familia
invertasa/resolvasa, y el complejo del gen mecA, el cual codifica a la proteina de
unién a la penicilina (PBP2A) de 78 KDa el cual tiene baja afinidad para
antibidticos B-lactamicos y que le confiere resistencia a penicilina y meticilina
(Katayama, et al; 2000).

atiB-L.
H <Ly H H H H HH H TR H
Esasks s ) . . L 1 h — & —L
4 ml.1 cerd cerB
attSCC-1L attSCC-T
Skb orfX*(arnB-R)
aftl DR_B - IRscc-L w, antR DRSCC___ oy, t
ATTTTTTAGTTTTACT T AT GATACGCC TCTOCOT AT CAGT TART QAT ORGGTTTTT -~ -r-rr - - nnaa = TEASCATASOOTIOSCCACOOATANTCTEANATICTCTATA
N Rsce-R
Bl L e apsco. N A SCC-Rt— X artB-R |

Figura 7: Estructura de la presencia de terminales invertidas y directas
repetidas, ccr y complejo mecA en SCCmec. (Tomado de Katayama y col,
2000).

Ademas dos componentes reguladores mecR1 (sensor) y mecl (represor). En S.
aureus, tres grandes clases han sido descritas: la clase A que contiene el regulon
mecA completo (mecl-mecR1-mecA), la clase B y C que contienen los genes
reguladores de mecA interrumpidos por insercion de secuencias WIS1272-
AmecR1-mecA vy 1S431-AmecR1-mecA, respectivamente. Anteriormente se
conocian cinco tipos principales (I-V) de SCCmec, los cuales diferian en tamafno y
composiciéon, habian sido descritos para S. aureus los tipos SCCmec definidos
por la combinacion de clases del complejo gen mecA con los alotipos de ccr: tipo |-

mec clase B y ccrAB alotipo 1; tipo ll-clase A y ccrAB2; tipo lll-clase A y ccrABS3;
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tipo IV-clase B y ccrAB2; tipo V-clase C y ccrC; los tipos Il y Ill mostrando
multirresistencia a medicamentos, ya que contienen plasmidos integrados
(pvB110, pl258 y Pt181), y un transposdén (Tn554). Estos tipos de S. aureus son
encontrados principalmente en ambientes hospitalarios (De Lencastre y Oliveira,
2002). En la actualidad se conocen 8 tipos de SCCmec descritos en S. aureus.
Los tres primeros tipos |, IlllIl. Estos fueron seguidos por los tipos IV a VIl de
SCCmec. Por ejemplo el tipo | (1B) de SCCmec presenta el ccr alotipo 1 clase B
del gen mec. Los otros tipos conocidos del SCCmec serian designados de la
siguiente manera: tipo 11(2A), tipo IlI( 3A), tipo IV(2B), tipo V( 5C2), el tipo VI( 4B),
tipo VII(5C1) y el tipo VIII(4A). Asi los tipos de SCCmec deben ser designados por
numeros romanos en el orden en que se les informa por los genes del complejo de
ccrAB y el complejo del gen mecA juntos entre paréntesis. El tipo Il del SCCmec
fue considerado un fragmento de 67 kb de longitud y considerado el fragmento
mas largo de SCCmec. Sin embargo; en el 2006 se informé que este fragmento es
una combinacion de dos fragmentos pequefios SCC; SCCmercury y tipo Il (3A)
SCCmec (transportado por el alotipo 3 de ccr y la clase A del gen mec) integrado
en el genoma. La cepa HDE288 de S. aureus fue reportada por primera vez como
tipo IV de SCCmec, pero definido como el tipo VI de SCCmec. Para los subtipos
de SCCmec deberian de ser definidos por la presencia de las secuencias de ADN
de secuencias especificas en regiones J, incluyendo: (a) expresiéon de genes
caracteristicos, pseudogenes, o en regiones no codificadoras J distintas de los
elementos genéticos méviles como plasmidos, transposones, secuencias de
insercion y la mayoria que codifican la resistencia a los antimicrobianos. Estas
partes restantes de SCCmec son llamados regiones “Junkyard” (J1, J2 y J3), las
cuales constituyen componentes no esenciales aunque, en algunos casos estas
regiones transportan genes que confieren resistencia adicional a antibiéticos. Por
lo tanto, la estructura del SCCmec puede ser resumida como: orfX-J3-mec-J2-ccr-
J1 respecto al origen de replicacion. Otras regiones de SCCmec que pueden
contribuir al potencial patogénico de S. aureus puede ser el gen pls presente en

SCCmec tipo | y el operon Kdp presente en SCCmec tipo Il, que codifican
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proteinas para la adhesion, colonizacion e invasion durante la infeccion del
huésped (lto, et al; 2009). En ultima instancia el fragmento de S. aureus de la
cepa ZH47 se clasifico como tipo IV SCCmec (2B y 5) y los fragmentos de las
cepas TSGH17 y PM1 fueron clasificadas como el tipo V de SCCmec (5C2y 5)y a
la PM1 del tipo VII SCCmec. EI SCCmec de la cepa HU25 se informo como tipo
[lIA y debe considerarse como un fragmento de dos elementos del SCC y SCCHg
tipo Ill del SCCmec. Curiosamente, el fragmento SCC que no lleva gen mecA
presentan otros genes caracteristicos (por ejemplo: genes de la capsula SCCcapl,
genes de resistencia a acido fusidico SCCfur y el operdon de resistencia a

mercurio SCCHg) identificados en los Staphylococcus(lto, et al; 2009).
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Figura 8: Estructura de los SCCmec. Se indican las regiones de los
complejos ccr, mec y las regiones junkyard. (Tomado de Ito y col, 2009).
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3.- Estandares de CLSI

Las pruebas de susceptibilidad se indican cuando el microorganismo causal se
cree que pertenece a una especie capaz de exhibir resistencia a los agentes
antimicrobianos comunmente usados ya que en la actualidad van apareciendo
cepas cada vez mas resistentes a los antibidticos ya que de un buen tratamiento
evitamos las recaidas en la mastitis bovina, esto conlleva grandes pérdidas en el
costo y en la produccion lechera y ganadera. Entre los métodos mas empleados
tenemos: la dilucién en caldo para la determinacién de la CMI (Concentracion
Minima Inhibitoria) y la difusion de disco en agar segun la norma ISO 20776-1. Se
tienen que sustituir las ediciones obsoletas a las ediciones actuales del
CLSI/NCCLS debido a los rapidos cambios tecnoldégicos que pueden afectar a los
procedimientos, métodos y protocolos anteriormente establecidos. Ya que al
establecer una nueva revision nos permitira representar una informacion mas
actualizada para la seleccion de drogas, interpretacion y control de calidad
utilizando los procedimientos del CLSI. Se debe de emplear nuevos métodos de
estandarizacion debido a que la deteccién de resistencia a meticilina es muy
complicada ya que presentan heterogeneidad de su expresion fenotipica puesto
que 1 a 100,000 células expresan el gen dificultando su deteccién en el
Laboratorio. Las pruebas recomendadas por el CLSI (Instituto para la
Estandarizacion de Laboratorios Clinicos, segun sus siglas en ingles) incluyen
para el género Staphylococccus: el método del disco de oxacilina (OX, 1ug) en
agar Mueller Hinton (MH) incubado a 35°C, y la prueba de descarte en agar
oxacilina (MH conteniendo 4pg/ml de OX y 2% de NaCl) y determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CIM) a OX, por el método de E-test®. Se define
la CIM como la minima concentracion del antibidtico capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano y se interpreta de acuerdo a los criterios del CLSI,
reportandose como resistentes a las cepas con una CIM 2=4ug/ml y como
sensibles, aquellas cuya CIM era <2ug/m. Para la determinacién de resistencia a
oxacilina (1ug) se utiliza el método de difusién del disco con cefoxitina (FOX
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30ug), acorde a los criterios del CLSI. Toda cepa resistente al disco de FOX, se
considera como resistente a OX (CLSI Clinical Laboratory Standardization
Institute, 2007)%%. Adicionalmente, se ha demostrado que la cefoxitina (cefamicina)
in vitro, induce la produccién de PBP2A en cepas de S. aureus, meticilina
sensibles (SAMS); por lo que el método de difusion del disco usando cefoxitina
(FOX 30ug) ha probado ser un buen ensayo para la deteccion de resistencia de
bajo nivel a OX en cepas de S. aureus (Sakoulos, et al; 2001, Okonagi, et al;
1989)%4+%5. Se ha determinado la existencia de cepas SARM que no poseen el gen
mecA y que deben su resistencia a la modificacion de genes que codifican los
PBP’s normales, a la sobre-expresiéon de PBP’normales o a la hiperproduccion (3-
lactamasa estafilocécica. Estas cepas presentan un nivel de resistencia
“borderline” a OX (4 a 8 ug/ml) y no producen PBP2A. Ademas generalmente no
se observa asociacidon con resistencia a otros antimicrobianos, a diferencia de lo
que ocurre con las cepas mecA positivos. La inclusion del disco de Amoxicilina/
acido clavulanico en el antibiograma revela un fenotipo correspondiente a la
hiperproduccién de B-lactamasas. Por lo que se conoce dos tipos de resistencia la
llamada resistencia intrinseca o resistencia verdadera mediada por el gen mecA'y
PBP2A vy la resistencia dudosa (borderline) (BORSA) y la resistencia modificada
(MODSA). La primera se da por la hiperproduccion de B-lactamasas, sin presentar
el gen mecA ni PBP2A y la segunda por la alteracion de las PBP 1, 3 y 4(Ulloa, et
al; 2001>. Kirby-Bauer, 1996)°®®” Cuando existe la resistencia a meticilina se opta
en utilizar vancomicina, la resistencia a vancomicina aparecié en el afio 2006 ya
que en el afno 1997 aparecen por primera vez las primeras cepas de S. aureus de
resistencia intermedia presentando una CMI de 4 a 8 ug/ml. La resistencia a
vancomicina es mediada por el gen vanA, por lo que solamente 1 de cada 100,000
a 1,000,000 expresan el gen. Segun los criterios del CLSI se consideran a las
cepas de S. aureus sensibles, intermedios y resistentes los siguientes criterios: Se
redujeron hasta <2 pg/ml como sensibles de 4 a 8 ug/ml como intermediosy = 16
pg/ml como resistentes. Descarte de la resistencia a vancomicina en agar BHI
(Infusidbn Cerebro Corazon) suplementado con 6 pg/ml de vancomicina
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observandose por lo menos el crecimiento de una colonia. (CLSI (Clinical
Laboratory Standardization Institute, 2007)%.

4.-Hipotesis: Demostrar que los ST8 (origen humano) de los aislamientos de S.
aureus de los aislados de mastitis bovina son SARM segun lo reportado en la

literatura.

5.-Objetivos:

5.1.-Objetivo General:

Detectar la presencia del gen mecA y de los genes del complejo de ccrAB y del
casette SCCmec en los aislamientos de S. aureus en muestras de leche de vacas
con mastitis bovina y aislamientos clinicos de humanos, asi como analizar las

secuencias de los genes del ccrAB y del SCCmec.

5.2.-Objetivos especificos:

a).- Realizacién del antibiograma utilizando el método Kirby-Bauer utilizando los
criterios del CLSI para la deteccidén del gen mecA empleando el disco de cefoxitina
(FOX) en vez de oxacilina (OX). Y determinacion de la CIM de oxacilina (OX).

b).- Amplificaciéon y deteccidon del gen mecA de S. aureus en aislados de mastitis
bovina, y de origen humano, asi como la secuenciaciéon de los genes del complejo
de ccrAB y del casette SCCmec, realizacién y analisis de secuencias de los genes

del complejo de ccrAB y del casette SCCmec.

6.- Materiales y Métodos:

6.1.-Bacterias.

Fueron 50 aislamientos de S. aureus provenientes de vacas con mastitis y un
aislado de osteomielitis de origen humano, el muestreo se realiz6 en las
comunidades de Cotzio y Tejaro en el municipio de Tarimbaro, Michoacan, la cepa
de aislado de humanos fue donada por la SSA (secretaria de salud). ATTC 27543,
NTCC (cepa de referencia para el analisis de campos pulsados) y de
osteomielitis, dos de origen bovino y una de origen humano. Las cepas de S.
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aureus se identificaron con las pruebas de la coagulasa, catalasa, CHROMAgar ™
(colonias rosas) y su crecimiento en AS110, observando su crecimiento
incubandolos a 25-37°C/18 a 24 horas.

6.2.-Realizacion del Antibiograma de Acuerdo a los Criterios de CLSI de los
Aislamientos de Origen Bovino y Humano de S. aureus.

Estandarizacion de la turbidez de 0,5 Mcfarland. Se prepararon soluciones madre
de 0.048M de BaCl, (1.175% wi/v BaCl,. 2H,0) y de 0.18M (0.36) H2S04 (1% V/v).
Se afadieron 0.5 ml de la solucion de BaCl, en 99.5 ml de la solucién madre de
H.S04, con agitacion constante para obtener la suspension. Se verifico la correcta,
densidad de la turbidez estandar de medicion utilizando un espectrofotometro. La
absorbancia a 625nm fue de 0,08 a 0,13 para el estandar de 0,5 Mcfarland. Se
transfirio el BaSO,4 en suspensién en alicuotas de 4 a 6 ml en tubos de tapa rosca
del mismo tamafo que los empleados para la normalizacién del inoculo
bacteriano. Se sellaron herméticamente los tubos y se almacenaron en la
oscuridad a temperatura ambiente. Se agitaron energéticamente la turbidez
estandar de Sulfato de Bario en un agitador de vortex antes de cada uso y para
inspeccionar un aspecto uniformemente turbio. Si habia particulas grandes. Si hay
la presencia de particulas de latex hay que invertir suavemente, no en un
mezclador voértex. Como norma la densidad optica del Sulfato de Bario debe

verificarse o ser sustituido cada mes.

6.3.-Inoculacion de las Placas de agar MH.

Se ajusto la turbidez con la suspension equivalente al estandar de 0,5 Mcfarland,
esto resultd en una suspension que contiene aproximadamente 1 a 2 x 108
unidades formadoras de colonias (UFC/ml) para Escherichia coli ATCC®25922.
Se seleccionaron al menos 3 a 5 colonias bien aisladas del mismo tipo morfoldgico
de una placa de agar de cultivo puro. Se Toco la parte superior de cada colonia
con una asa de estéril y transfirié el crecimiento en un tubo de rosca que contiene
2 ml a 4 ml de solucion salina isotonica estéril al 0.9%. De manera 6ptima, dentro
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de 15 min después se ajusto la turbidez del inocul6 al sumergir un hisopo esteéril
de algodon en la suspension ajustada, se gird el hisopo varias veces y se presiono
firmemente en el interior de la pared del tubo por encima del nivel del liquido, esto
elimind el exceso del liquido del hisopo. Se inoculd la superficie de la placa de
agar MH (Mueller—Hinton) por un tapizado del hisopo sobre toda la superficie del
agar estéril, se repitio este procedimiento de tapizado una o dos veces mas,
rotando la placa aproximadamente 60° para asegurar una distribucion uniforme del
inoculo. Nota: la tapa se puede dejar entreabierto durante 3 a 5min pero no mas
de 15 min para evitar cualquier exceso de humedad sobre la superficie del agar
antes de que los discos de drogas sean impregnados. Se disperso la bateria
predeterminada de los discos (antimicrobianos) en la superficie del agar inoculado.
Cada disco se presion6 para asegurar el contacto completo con la superficie del
agar. Nota: los discos deben ser distribuidos uniformemente, no mas cerca de
24mm de centro a centro. Por lo general, no mas de 12 discos deben ser
colocados en una placa de 150mm, o mas de cinco discos en una placa de
100mm. Si los discos se colocan demasiado cerca del borde de la placa, las zonas
de inhibicibn no puede ser de algunas drogas, debido a que difunden casi
instantdneamente, un disco no deberia ser trasladado una ves que ha encontrado
en contacto con la superficie del agar coloque una nuevo disco en otro ubicacién
del agar. Se invirtieron las placas y se colocaron en una incubadora a 35+2°C (las
pruebas a temperaturas superiores a 35°C puede no detectar SARM) dentro de los
15 min. Después de la aplicacion de los discos. Después de 16 a 18 horas de
incubacion, se examin6 cada placa y se observaron los halos de inhibicion. Se
midieron los diametros de los halos de inhibicion. Nota: Para reportar como
sensible a S. aureus a oxacilina se requiere de 24 horas. Incubar durante 24 horas
a 35+2°C con oxacilina. Con cefoxitina incubar de 16 a 20 horas para S. aureus.
Se considera como sensible a oxacilina toda cepa cuyo halo de inhibicién, fuese
=13mm; resistente, con halos de inhibicion <10mm y como intermedios, aquellas
con diametro comprendidos entre 11 y 12 mm, para la determinacion de
resistencia a oxacilina (1ug) se utiliza el método de difusién del disco con
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cefoxitina (FOX 30ug considerando como resistente un halo de inhibicién <21mm y
sensible; un halo 222mm. Las cepas que resulten intermedias o resistentes a OX
por el método de difusion del disco en agar, se les efectua el descarte en agar MH
conteniendo 2% de NaCl (p/v 0.68mol/l) y OX (4pg/ml). Las placas son incubadas
a 24 horas a 35°C en aerobiosis y examinados luego, cuidadosamente, con luz
transmitida para su lectura e interpretacion, considerando, resistentes cuando se
observa crecimientos de al, menos una colonia. Para la determinacion de la
concentracion minima inhibitoria (CIM) a OX, por el método de E-test®. Se define
la CIM como la minima concentracion del antibidtico capaz de inhibir el
crecimiento bacteriano y se interpreta de acuerdo a los criterios del CLSI,
reportandose como resistentes a las cepas con una CIM 24ug/ml y como
sensibles, aquellas cuya CIM era <2ug/ml. En caso de resistencia a oxacilina
(meticilina) se opta en usar vancomicina de acuerdo a los criterios del CLSI.
Segun los criterios del CLSI se consideran a las cepas de S. aureus sensibles,
intermedios y resistentes los siguientes criterios: Se redujeron hasta <2 ug/ml
como sensibles de 4 a 8 ug/ml como intermedios y = 16 ug/ml como resistentes.
No se utiliza la difusidon en disco debido a que no detecta a los Estafilococos
resistentes a vancomicina (menor a 32 ug/ml). Descarte de la resistencia a
vancomicina en agar BHI(Infusién Cerebro Corazén) suplementado con 6 pg/ml de
vancomicina con una incubacion de 35 * 2 °C durante 24 horas observandose por
lo menos el crecimiento de mas de 1 colonia, interpretandose como sensibilidad
reducida a vancomicina. Consultar tabla 2C en M1009 para los valores de los
diametros. Los sensidiscos para bacterias Gram positivas (Bio-Rad) fueron:
Eritromicina (15ug), Clindamicina (2ug), Cefoxitina (30ug), Penicilina (10),
Trimetroprim-sulfametoxazol ("**/»375 ), Linezolid (30ug), Tetraciclina (30ug),
Rifampicina (5ug), Cloranfenicol (30ug), Ciprofloxacino (5ug), Gentamicina (10ug),
Ampicilina (10ug), Quinupristina-Dalfopristina (15ug), Cefalotina (30ug), siguiendo
las recomendaciones del Instituto para la Estandarizacion de Laboratorios Clinicos
( CLSI previamente NCCLS) de acuerdo a los formatos M31-3, M02-A9, M0O7-A7 y
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M100-518. Las bacterias se encubaron a 37°C por 18 horas y los aislamientos se

clasificaron en resistentes, intermedios, sensibles.

6.4.-Extracciéon de ADN.

Se realiz6 por el método de Enrigth et al (2000). La metodologia es la siguiente:
Se preparo un cultivo de 2 a 3 ml de Luria de Bertani liquido y es incubado a 37°C
con agitacion durante toda la noche. Se agregan 500ul de cultivo a un tubo de
600ul y centrifugamos a 10, 000 rpm durante 10 min. La pastilla obtenida en el
tubo se decanto y se resuspendio en 200ul de Buffer TE (10mM Tris-HCI con 1mM
EDTA pH-8), 8ul lisozima y 16pl de lisostafina. Se resuspendido 40 ul de Dodecil
Sulfato de Sodio (SDS), incubando a 37°C por 30 minutos. Se adiciono 20ul de
Proteinasa K, incubando a 37°C por 30 min. Se resuspendié 1ul de RNAasa
incubando a 37°C durante 15 min. Se realizé una incubaciéon a 95°C durante 10
min, en el Termociclador Ependorf, una vez concluido el tiempo se mantiene
dentro del Termociclador hasta la temperatura de 40°C, se retiran y se dejan
reposar 5 min a temperatura ambiente. EI ADN es precipitado afiadiendo 20ul de
NaCl y 0,6 volumenes de Isopropanol manteniendo los tubos en congelacién por
15 min. Se centrifugd a 10, 000rpm y el pellet se resuspendié en etanol al 70%
manteniéndose en congelacién por 15-30 min. Se sec6 a temperatura ambiente y
se resuspendié en 100ul de Buffer TE. Se corroboro la integridad del ADN en
electroforesis en agarosa al 1% con Buffer TAE 1X y revelacion de las bandas con

Bromuro de Etidio (0,5ug/ml) durante 20 min.

6.5.- Concentracion y estimacion de la pureza del ADN por
espectrofotometria.

Para determinar la concentracién y pureza del ADN se hicieron lecturas de
absorbancia a 260 nm, 280 nm y 320 nm, con el espectrofotdmetro (Pharmacia
Biotech Ultrospec 100).

Pureza del ADN= As 260/ AS2g0.

Un cociente con un valor entre 1.8 y 2.0 indica que nuestro ADN es puro.
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Formula: (As260)(¢)(FD)/1000= ADN pg/ml.

Donde:

ASzs0 valor de la lectura de As260 nm, € constante de proporcionalidad o
coeficiente de extincién molar para el ADN de doble cadena y su valor es de 50 ug
por cada unidad de absorbancia a 260 nm, FD factor de dilucion que se obtiene
mediante el inverso de la dilucion para las lecturas de ADN de doble cadena y el

valor de (1000) es el factor de conversion para convertir el valor a pg/ml.

6.6.-PCR con los oligos mecAp4 y mecAp7 para la amplificacion del gen
mecA para la determinacién de resistencia a meticilina.

La metodologia es la siguiente: Amplificacion de fragmentos de ADN de S. aureus
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se mezclé 5ng de ADN gendmico
con la siguiente mezcla de oligos mecAp4, y mecAp7 (4ul) a una concentracion de
800nM de los 2 oligos, dNTP’s de 1ul a una concentracién de 200uM, Buffer 10X
de 5ul a una concentracion de 1X, MgCl, de 3ul a una concentracion de 1.5mM y
H,o c.b.p 50ul y Tag ADN polimerasa de 1ul. Se incubé en el termociclador
programado para los siguientes ciclos, 1 ciclo 94°C durante 4 min 30 ciclos de 30
seg. A 94°C, 30 seg. A 53 °C y 1 min a 72°C, 1 ciclo a 72°C durante 4 min, y

enfriamiento a 8°C.

Oligonucleotidos Tamano del Secuencia Tamarnio del
oligonucleotido fragmento
obtenido
mecAp4 20 pb 5TCCAGATTACAACTTCACCAGG'3 | -
mecAp7 20 pb 5" CCACTTCATATCTTGTAACG'3 | e
Cuadro 5.- Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del gen mecA.
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Se corrobor¢ los productos de amplificacion de PCR por electroforesis en agarosa
al 2% con Buffer TAE 1X con un voltaje de 100V, revelacién de las bandas con

Bromuro de Etidio (0.5 ug/ml) durante 30 min.

6.7.-PCR con los oligos ccrAF1, ccrAR1, ccrBF1, y ccrBR1 para la
amplificacion de los genes del complejo de ccrAB.
La metodologia es la siguiente: Amplificacion de fragmentos de ADN de S. aureus

por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

1.- Se mezclé 5ng de ADN gendmico con la siguiente mezcla de oligos ccrAF1,
ccrAR1 (20pmol) y ccrBF1 y ccrBR1 (100pmol) con una cantidad de 0.1ul dNTP’s
a una concentracion de 2mM, Buffer 10X de 5ul a una concentracion de 1X, MgCl,
de 3pl a una concentracion de 1.5 mM y H,O c.b.p 50ul y Tag ADN polimerasa de
1ul. Se incubd en el termociclador programado para los siguientes ciclos: 1 ciclo
94°C durante 4 min. 35ciclos de 30 seg a 94°C 60 seg a 42°C y 2min a 72°C, 1

ciclo a 72°C, durante 4 min y enfriamiento a 8°C.

Nota: No se realizo la amplificacion de PCR con los oligos ccrAF1, ccrAR1,

ccrBF1, y ccrBR1 ya que no se logro amplificar el gen mecA.

Oligonucledtidos Tamafio  del | Secuencia Tamanfio del
oligonucleotido fragmento
obtenido
ccrAF1 296 pb (DNA)_YCCWAAYTAYTGTGGYCGTGT | cocommceeeeee
ccrAR1 296 pb (DNA)_TKYTKGTGCRTTKATNCCT | oo
ccrBF1 496 pb (DNA)_CGWYTRGCWMGWAAYACHTC | —ccoemem -
ccrBR1 496 pb (DNA)_CTTTTCGWCKYTTWTCRYTCC | e

Cuadro 6.- Oligonucleétidos que se utilizan para la amplificacion de los genes del complejo
ccrAB.
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Se corroboro los productos de amplificacion de PCR por electroforesis en agarosa
al 1% con Buffer TAE 1X con un voltaje de 100V, revelacién de las bandas con
Bromuro de Etidio ( 0.5 ug/ml) durante 30 min.

6.8.-PCR con los oligos 1517-R y 1095-F para amplificacion de la regién
polimérfica X del gen de la Proteina A:

La metodologia es la siguiente: Amplificacion de fragmentos de ADN de S. aureus
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Se mezcl6 1 ul de ADN con la
siguiente mezcla oligo 1517-R y 1095-F (0.5ul) a una concentracion de 200 nM de
los 2 oligos, dNTP’s de 4 ul a una concentracion de 500 uM, Buffer 10X de 5 wl a
una concentracion de 1X, MgCl, de 1.5 ul a una concentracion de 1.5 mM y H,O

c.b.p 25 ul'y Taq ADN polimerasa de 0.5-1pl.

Oligonucleotidos Tamano del | Secuencia Tamano del
oligonucledtido fragmento obtenido

1517-R 24 pb 5-AGACGATCCTTCGGTGAGC-3’ 420 pb

1095-F 24 pb 5-GCTTTTGCAATGTCATTTACTG-3' | 420 pb

Cuadro 7.- Oligonucleoétidos utilizados para la amplificacion del gen de la regién X
polimérfica de la proteina A (spa).

Se incubd en el termociclador programado para los siguientes ciclos: 1 ciclo 95°C
durante 10 min. 30 ciclos de 30 seg a 95°C 30 seg a 60°C y 45seg a 72°C, 1 ciclo
a 72°C, durante 10 min y enfriamiento a 8°C. Se corrobord los productos de
amplificacion de PCR por electroforesis en Agarosa al 1 % con Buffer TAE 1X con
un voltaje de 100V, revelacion de las bandas con Bromuro de Etidio (0.5ug/ml)
durante 20 min.

7.-Resultados:

Segun criterios microbiolégicos, en el laboratorio se aislaron previamente 50
aislamientos de S. aureus provenientes de vacas con mastitis el muestreo se
realizd en las comunidades de Cotzio y Téjaro en el municipio de Tarimbaro,

Michoacan, las cepas utilizadas como referencia fueron ATTC 27543, NTCC (cepa
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de referencia para el analisis de campos pulsados) y de osteomielitis, dos de
origen bovino y una de origen humano. Las cepas de S.aureus se identificaron con
las pruebas de la coagulasa, catalasa, CHROMAgar ™ (colonias rosas) y su
crecimiento en AS110, observando su crecimiento incubandolos a 25-37°C/18 a
24 horas, y mediante la prueba de California para identificar la mastitis clinica,

subclinica y cronica.

pe - ’ ")
i %

Figura. 9 Figura. 10

Figura 9.-Colonias blanco-grisaceas f-hemoliticas tipicas de S. aureus de las cepas de los
aislados de mastitis bovina en las comunidades de Cotzio y Tejaro.
Figura 10.-Colonias de color rosa tipicas de S. aureus de los aislados de mastitis bovina en
el medio CHROMAgar ™.

Las cepas fueron identificadas por el grupo de trabajo del Dr. Juan José Valdez
Alarcén, se volvieron a identificar para comprobar si realmente nuestros
aislamientos eran S. aureus segun lo reportado en el CMEB. Una vez identificados
los aislamientos de S. aureus de origen bovino de las comunidades de Cotzio y
Tejaro se opto en realizar pruebas de susceptibilidad a antibidticos para detectar la
presencia de resistencia a meticilina en estos aislamientos siguiendo los

protocolos establecidos por el CLSI.

A continuacion se presenta un cuadro de los criterios de CLSI de los antibiéticos
utilizados para S. aureus de origen bovino para uso veterinario. En la siguiente

tabla se ilustran los criterios del CLSI para S. aureus se menciona el tipo de
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antibidtico, la clase, la cantidad en pg, CMI y algunos comentarios para la
interpretacion en caso de resistencia a algun antibidtico.
En caso de resistencia a penicilina y ampicilina se considera la cepa como
productora de las enzimas B-lactamasas, en la resistencia a meticilina se
consideran las cepas de S. aureus como resistentes a las penicilinas estables a la
penicilinasas como la meticilina, oxacilina, dicloxacilina, nafcilina, se habla del uso
del disco de cefoxitina(30ug) para la deteccién de la resistencia verdadera o
homogénea mediada por el gen mecA como prueba estandar para detectar la
resistencia a meticilina, se comenta el uso de la quinupristin-dalfopristin en caso
de resistencia a meticilina y a vancomicina, en este estudio no se utilizd la
vancomicina debido a que los aislados son sensibles a meticilina. Se hace
comentarios del CLSI sobre la resistencia a penicilina y algunos aspectos que
menciona el CLSI para determinar esta resistencia que son: a) Determinacion de
la CMI a penicilina, b) El uso recomendado de la difusién en disco del linezolid ya
que no se ha detectado resistencia a este antibidtico. Criterios sobre la
determinacién de resistencia a eritromicina y clindamicina por el fenotipo inducible
de la metilasa. Que consiste en colocar el disco de eritromicina a un lado del disco
de clindamicina a una distancia de 15 mm cada uno observandose un
enchatamiento en forma de D en el halo de inhibicién del disco de clindamicina y
presentando la eritromicina una resistencia homogénea en el halo de inhibicion de
eritromicina.

En el siguiente cuadro No.8 se resume los criterios del CLSI para la deteccién de
susceptibilidad a los antibioticos de los aislamientos de S. aureus de origen bovino
ya que estos son los empleados en Medicina Veterinaria. Los antibioticos que se
mencionan en este cuadro fueron los que se usaron para la determinacién de
susceptibilidad a los antibiéticos de los aislamientos de S. aureus provenientes de

mastitis bovina de las comunidades de Cotzio y Téjaro.
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Grupo Clase Concentracion Zona de CMI en pg/ml | Comentarios
Antibiotico en disco diametro en
Unidades o pg mm
S || R
S|l |R
Eritromicina Macrolido 15 223 16-18<13 | <0.5 4 =28 | Detecta la resistencia a
clindamicina.
Clindamicina Lincosamida 2 221 15-20<14 | <0.5 1-2 24 | El disco de clindamicina
detecta la resistencia
por el gen ermA.
Cefoxitina(por Penicilina 30 222 - <21 | <4 - 28 | Detecta la resistencia
oxacillina) mediada por el gen
mecA.
Penicilina Penicilina 10 unidades 229 ---- =28 | =0.12---20.25 | Detecta la resistencia a
B-lactamicos.
Trimetroprim - Inhibidores de la 1.25/23.75 216 11-15 <10 | <2/38----24/76 | -——----mmm-mm-
sulfametoxazol via del folato
Linezolid Oxazolidinona 30 221 - - <4 em - No se conoce
resistencia.
Tetraciclina Tetraciclina 30 219 15-18 <14 | <4 8 216 | -
Rifampina Ansamicina 5 220 17-19 <16 | <1 2 24 | e
Cloramfenicol Fenicol 30 218 13-17 <12 | <8 -—--- 216 | -
Ciprofloxacina Fluoroquinolona | 5 >21 16-20<15 | <1 2 24 | oo
Gentamicina Aminoglicésido 10 215 13-14<12 | =4 8 216 | -
Quinupristina — | Streptogramina 15 219 16-18<15 | <1 2 24 Se utiliza en caso de
dalfopristina resistencia a
vancomicina.
Ampicillina Penicilina 10 229 - <28 | =0.25----20.5 Detecta la resistencia a
B-lactamicos
Cefalotina Cefalosporina 30 218 15-17<14 | <8 16 232 Detecta la resistencia a

cefalosporinas.

Cuadro 8._ Grupo de antibiéticos utilizados para el tratamiento de infecciones producidas por S. aureus en
bovinos. Estos antibiéticos se utilizaron para las pruebas de susceptibilidad de acuerdo a los criterios del CLSI.

Una vez establecidos los criterios del CLSI se opto por hacer pruebas de

susceptibilidad a antibiéticos por el método de Kirby-Bauer a los aislamientos de
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origen bovino de las comunidades de Cotzio y Tejaro para conocer la resistencia a
meticilina. En el cuadro No.9 se presentan las resistencias que presentaron los
aislamientos de S. aureus de origen bovino de las comunidades de Cotzio y
Tejaro por lo que se puede decir que existe un abuso discriminatorio de los
antibidticos [B-lactamicos, y un menor abuso en macroélidos, licosamidas,

estreptograminas y cefalosporinas.

Aislamiento Resistencias

ATCC PR, AMR

NCTC

Osteo cR

MRI-3 PR, AMR

MRI-13 PR AMR

MRI-14 PR AMR

MRI-16 PR AMR

MRI-21 PR AMR

MRI-22 PR AMR

MRI-23 PR, AMR

MRI-29 PR AMR, TeR
MRI-32 PR, AMR, Te®
MRI-33 PR AMR, TeR
MRI-34 PR, AMR, TR
MRI-36 PR AMR, TeR
MRI-37 PR, AMR

MRI-3O

MRI-147 PR AMR CCR RAR,GM®,SYN®,CFR
MRI-155 PR, AM?

MRI-165 PR, AM®

MRI-161 PR AMF,

MRI-169 PR, AM®, CCR, RAR, CF®
MRI-162 PR AMR

MRI-178 PR, AMR

MRI-148 PR AMR

MRI-151 PR, AM®, CCR, RAR

Cuadro 9.- Resultados de la resistencia de los aislamientos de S. aureus de las

comunidades de Cotzio y Téjaro Michoacan.

Se utilizé el disco de oxacilina siendo los aislamientos resistentes a este antibidtico
y determinando la CMI, motivando a realizar las pruebas moleculares para la
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deteccion del gen mecA segun lo reportado en el CMEB. En el cuadro No.9 se
menciona la CMI a oxacilina (meticilina). En el cuadro No.10 se presenta la CMI a
meticilina segun los criterios del CLSI se considera resistente a meticilina toda
cepa que presenta una CMI de 4 ug/ml en este estudio las cepas de S. aureus
fueron resistentes a meticilina (oxacilina) pero al usar el disco de cefoxitina y la
prueba de PCR se observo ausencia del gen mecA, presentando los aislamientos

una resistencia heterogénea es decir por otros mecanismos genéticos.

CMI a oxacilina (ug/ml) Tipo de sensibilidad

Aee | =

NCTC e

Osteo e

MRI-3 4 R
MRI-13

wiREE | =
MRI-16 4

MRI-21 14

MRI-22 10

MRI-23

MRI-29

MRI-32

MRI-k33 e
MRI-34

MRI-36 6 R
MRIl37 e

MRI-39 e

MRI-147 6 R
MRI-155 12
MRI-165 128 R
MRI-161 R

MRI-169 e

MRI-162 .

MRIET7ZSHEEE e

MRI-148 S

MRIETSTEEEEE s

P A X0V UV XNV XV D Py

Py

Cuadro 10. Concentracion Minima inhibitoria de meticilina de los aislamientos de S. aureus

de origen bovino de las comunidades de Cotzio y Téjaro.
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GRAFICO DE LAS RESISTENCIAS DE LOS AISLADOS
DE MASTITIS BOVINA EN LAS COMUNIDADES DE
COTZIO Y TEJARO

BP, AM

BP, AM, Te

oP, AM, CC, RA, GM,
SYM, CF

oP, AM, CC, RA,. CF

mP, AM, CC, RA

B SIN RESISTENCIA

Grafica 2 . Este grafico representa la incidencia de las resistencias mas
frecuentes de los aislamientos de S. aureus de origen bovino de las

comunidades de Cotzio y Tejaro.

En la grafica se presentan cepas de S. aureus resistentes a una cierta variedad de
antibidticos: el primer patron de resistencia fue a P, AM, presentando un
frecuencia de 28% el segundo patron resistente a P, AM, Te, presento una
frecuencia de resistencia de 10% el tercer patron resistente P, AM, CC, RA, CF, el
cuarto patrén resistente a P, AM, CC, RA y el quinto patron resistente a P, AM,
CC, RA, GM, SYN, CF, ambos patrones presentaron una resistencia del 2% y la
de Osteomielitis que fue resistente a C. En estos antibiogramas se utilizaron la
cepa de Osteomielitis y la NCTC la cepa de referencia para electroforesis de
campos pulsados (PFGE) esto para saber si realmente eran resistentes a
meticilina una por ser de aislado clinico y la otra por ser una cepa modificada
genéticamente siendo sensibles a meticilina ya que estas cepas las consideramos
como cepas de referencia. En la grafica se muestra que en los aislamientos de S.
aureus existe una discriminacion o un abuso hacia los antibiéticos B-lactamicos y
un menor abuso a los antibiéticos del grupo de los macrdlidos, lincosamidas,
estreptograminas y tetraciclinas. En este estudio se observé resistencia a oxacilina

pero con ausencia del gen mecA.
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Figura 11. Figura 12. Figura 13.

Figura 11.- Sensibilidad del disco de cefoxitina (30ug) que nos indica la
ausencia del gen mecA del aislado MRI-32 de S .aureus, nétese la resistencia
a ampicilina. Figura 12.- Resistencia a penicilina y a tetraciclina del aislado
MRI-32 de S.aureus nétense los pequeios halos de inhibiciéon. Figura 13.-
Resistencia a ampicilina del aislado MRI-32 de S. aureus noétese el pequeno

halo de inhibicion.

En la figura No.11 se observa el halo de inhibicién del disco de cefoxitina que nos
indica la ausencia de la resistencia homogénea mediada por el gen mecA de los
aislamientos de S. aureus de origen bovino, en este estudio se observo resistencia
a oxacilina por lo que se puede establecer que estamos hablando de cepas
borderline de resistencia heterogénea a meticilina, en la figura No.14 se presentan
las resistencias a penicilina, ampicilina y tetraciclina puesto que las cepas de S.
aureus son productoras de las enzimas B-lactamasas que hidrolizan o degradan el
anillo B-lactamico de la penicilina y ampicilina, en tanto a la tetraciclina la
resistencia podria deberse a mutaciones en los ribosomas principalmente de las
subunidad 30S de ARNr. En el CMEB tanto las cepas MRI-3, MRI-13 segun un
analisis de secuencia presentaron un secuenciotipo de ST8 de origen humano que
segun la literatura son resistentes a meticilina siendo estos sensibles al disco de
cefoxitina y solamente presentando resistencia a penicilina, ampicilina y oxacilina

por lo que se establece que podrian ser cepas borderline.
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Figura 14. Figura 15. Figura 16.

Figura 14.- Resistencia a cefalotina, clindamicina y a penicilina del aislado
MRI-147 de S. aureus nétese los pequeiios halos en el Cefalotina y la
penicilina y ausencia del halo en clindamicina. Figura 15.- Resistencia a
cefalotina de la cepa MRI-151 de la nueva especie del genero
Staphylococcus nétese el pequeiio halo de inhibicién. Figura 16.-Resistencia
a cloranfenicol del aislado de cepa clinica de Osteomielitis de S. aureus.

En la figura No.16 se muestra la resistencia a cefalotina, clindamicina y penicilina
del aislamiento MRI-147 la cual puede actuar como un intermediario en la
transferencia de genes de resistencia a antibidticos, por lo que se puede
sobrepasar la barrera del hospedero y participar en el proceso patolégico y
transferir estos genes a otras cepas que no lo poseen. En tanto a la cepa MRI-151
corresponde a una nueva especie segun estudios realizados por mis comparieros
del CMEB al realizar las pruebas de susceptibilidad presenté resistencia a P, AM,
RA, CC siendo una cepa multidrogoresistente ya que esta cepa puede actuar
como intermediario a igual que la MRI-147 en la transferencia de genes de
resistencia y participar en el proceso patolégico y romper las barreras del
hospedero. Tanto la cepa MRI-151 como la MRI-147 fueron sensibles al disco de
cefoxitina por lo cual no presentan resistencia homogénea a meticilina, es decir
ausencia del gen mecA. En la cepa de referencia de Osteomielitis se presento
resistencia a cloranfenicol, pero susceptibilidad a penicilina, ampicilina y meticilina
y cefalotina indicando la ausencia del gen mecA y de las enzimas [3-lactamasas.
En este estudio no se utilizé la vancomicina debido a que los aislamientos no

presentaron resistencia homogénea o intrinseca mediada por el gen mecA.
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Resultados de la medicion de absorbancia (Concentracion de ADN) a 260, 280 y

320 nm de nuestro ADN para su posterior amplificacion.

Simple Reads Report

\ par\f1\fs16

\ par Collection Time : 16/12/2009 13:30:27

\ par Software Version: 3.0( 182)

\ par Instrument: Cary 50

\ par\ fO Result= ( -36.0* ( Read ( 280) — Read ( 320))) + (62.9 * (Read(260) — Read(320))

Nucleic Acid Conc.

Nombre de la | Conc.de ADN | Coeficiente de | Resultados Abs(280) Abs(320) Abs(260)
muestra en pg/ml. AS260/AS2s0

Zero 1,019 pg/ml 097 | - 0,1050 0,0980 0,1028
1 653 ug/ml 1,22 1,3445 0,0076 0,0027 0,0093
2 1,370ug/ml 1,25 1,4049 0,0180 0,0068 0,0225
3 523 pg/ml 1,58 1,7337 0,0056 0,0012 0,0089
4 850 pg/ml 1,2 1,5064 0,0091 0,0053 0,0110
5 653 ug/ml 1,8 2,1690 0,0063 0,0019 0,0114
6 620 pg/ml 1,6 1,7740 0,0062 0,0014 0,0100
7 780 pg/ml 0,42 1,5845 0,0078 0,0103 0,0033
8 790 pg/mi 1,1 1,5549 0,0079 0,0053 0,0094

Cuadro No.11.- Determinacion de concentraciéon y pureza del ADN.
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MRI-151 MRI-39 MRI-32 MRI-29 MRI-22 MRI-16 MRI-13 MRI-3 M

-

pb

—11501
ADN de alto peso molecular ——— .,1 —5077

—4507
plasmidos —— 2556

—2140
—1700
—1093

—805
—448

—264

Figura 17.-Extraccion de ADN utilizando SDS y Proteinasa K, lisozima,

lisostafina y RNAasa. Se observa ADN de alto peso molecular y plasmidos

sin la presencia de ribonucleasas.

En el gel de la figura No.17 se observa ADN de alto peso molecular localizado en

11,501 pb y plasmidos en 2443 pb de bases el ADN de estos aislamientos fue

tratado con ARNasa en donde podemos observar que nuestro ADN esta libre de

ribonucleasas en que pueden interferir al momento de realizar la PCR. Los MRI

representan ADN de los aislamientos de S. aureus de origen bovino, M es el

marcador de alto peso molecular.

pb

11501
5077
4507

2556
2443

M MRI-3 MRI-13 MRI-16 MRI-22 MRI-29 MRI-32 MRI-39 MRI-151

r‘ <—————ADN de alto peso molecular

1700 ——

1093

514

448
264

<———— plasmidos

ribonucl

Figura 18.-Extraccion de ADN utilizando SDS y Proteinasa K, lisozima,

lisostafina sin tratamiento con RNAasa. Se observa DNA de alto peso

molecular y plasmidos con la presencia de ribonucleasas.
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En el gel de la figura No.18 se observa ADN de alto peso molecular integro
localizado en 11,501 pb y plasmidos en 2443 pb se observa la presencia de
ribonucleasas en 247 pb debidos a que el ADN no fue tratado con ARNasa. M es
el marcador de alto peso molecular y los MRl son ADN de los aislamientos de S.
aureus de origen bovino mas representativos.

M MRI-3 MRI-13 MRI-16 MRI-22 MRI-29 MRI-32 MRI-39 MRI-151
pb

11501
U
4507 ———

2556
2140 ——

1700 ——
1093 ——

805 ——
448 ——

264 ——
<——— Oligo mecA

Figura 19.- Ausencia del gen mecA y del casette SCCmec y de las
recombinasas del ccrAB de los aislados de mastitis bovina de las
comunidades de Cotzio y Téjaro no se observan productos de PCR puesto

que en el antibiograma son sensibles a meticilina.

En el gel de la figura No.19 se observa la ausencia del gen mecA de los
aislamientos de S. aureus de origen bovino la ausencia de este gen nos indica que
no hay casette de resistencia a meticilina como el SCCmec y de las recombinasas
del ccrAB en este gel se demuestra que el mecanismo de resistencia es otro por lo
que demostramos que la resistencia que presentan los aislamientos de S. aureus
a oxacilina puede ser de tipo borderline puesto que ya se han publicado cepas de
S. aureus que no tienen gen mecA y son resistentes a oxacilina también se habla
de resistencia modificada debida a mutaciones en los PBPs 1,3 y 4 y estas cepas

son resistentes a oxacilina.
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A continuacion se presenta el producto amplificado del gen mecA utilizando los

oligos mecAp4 y mecAp7 para demostrar que el oligo si funciona adecuadamente.

pb M oligo

11501 ——

2443

1700

1093
805
448

264

]| |

T

Figura 20 .- Se muestra la amplificacion de los oligos mecAp4 y mecAp7

gen mecA ?

donde se muestra el gen mecA como producto amplificado de PCR.

En el gel de la figura No.20 se presenta el producto amplificado del gen mecA

utilizando los oligos mecAp4 y mecAp7 el producto amplificado se localiza en 247

pb.

Las cepas fueron amplificadas al azar esto para comprobar que nuestro ADN esta
limpio libre de impurezas y que si sale la PCR, los productos de PCR del gen spa
de la proteina A se localizan en 447 pb aproximadamente. En la figura No.21 se
observa la amplificacién de la region X del gen de la proteina A membranal de S.
aureus de los aislamientos de bovinos de las comunidades de Cotzio y Téjaro
también se observa un producto doble que corresponde posiblemente a un
pseudogen, se realizo este gel para comprobar la calidad del ADN y demostrar la

ausencia del gen mecA.
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MRI-151 MRI-39 MRI-32 MRI-29 MRI-22 MRI-16 MRI-13  MRI-3 M pb

11,501

' ' ——5077
' ———4507

2443
— 1700

—1093

pseudogen 805

gen spa———> 468
—339

— 264

Figura 21.- Amplificacion de la regiéon X del gen de la proteina A membranal
de S. aureus de los aislados de bovinos nétese un doble producto de un gen
que corresponde a un pseudogen y obsérvese los productos de PCR que
corresponden a la proteina A.

8.-Discusion:

Este trabajo representa un analisis de susceptibilidad a los antibioticos y deteccidn
de resistencia a meticilina (oxacilina) de los aislamientos de S. aureus asociados
a mastitis bovina en las localidades de Cotzio y Téjaro, Michoacan. Los
aislamientos de S. aureus presentaron mayor resistencia a los antibiéticos [3-
lactdmicos, y un menor grado de resistencia a macrdlidos (eritromicina vy
clindamicina), lincosamidas (linezolid), estreptograminas  (quinupristina-
dalfopristina) y cefalosporinas (cefalotina). Por lo que se puede establecer que son
cepas productoras de las enzimas B-lactamasas, que degradan el anillo B-
lactamico de la penicilina, ampicilina y oxacilina, en cambio los mecanismos de las
otras resistencias podrian deberse a mutaciones en los ribosomas bacterianos,
como las subunidades de 30S y 50S de ARNr o cepas productoras de
cefalosporinasas. En este estudio se presentaron los siguientes patrones de
resistencia, el primer patrén de resistencia fue a P, AM, presentando un frecuencia
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de 28% el segundo patron resistente a P, AM, Te, presento una frecuencia de
resistencia de 10% el tercer patron resistente P, AM, CC, RA, CF, el cuarto patrén
resistente a P, AM, CC, RA y el quinto patron resistente a P, AM, CC, RA, GM,
SYN, CF, ambos patrones presentaron una resistencia del 2% y la de Osteomielitis
que fue resistente a C y el resto de los aislamientos que corresponde a un
porcentaje de 66% no presentaron resistencia.

A los aislamientos se les realizd la determinacion de la CMI de oxacilina siendo los
aislamientos de S. aureus resistentes a este antibiotico principalmente el MRI-3 y el
MRI-12 que en el CMEB reportaron estos aislamientos con un secuenciotipo de
ST8 resistentes a meticilina los demas aislamientos resistentes a oxacilina con un
secuenciotipo de ST97 se presentan en el cuadro No.9 presentaron resistencia a
oxacilina con una CMI mayor a 4 uyg/ml. A realizar la PCR a estos aislamientos no
se observo producto de amplificacion lo que nos indica la ausencia del gen mecA,
por lo que optamos en utilizar el disco de cefoxitina para descartar la resistencia
verdadera o homogénea mediada por el gen mecA, ya que in vitro se ha
demostrado que las cefamicinas inducen la produccién de PBP2A codificada por el
gen mecA, presentando los aislamientos de S. aureus sensibles a este antibidtico
descartando la resistencia homogénea o verdadera por el gen mecA, de los
aislamientos de S. aureus de las comunidades de Cotzio y Téjaro. En la literatura
se menciona que los ST8 de origen humano de cepas adquiridas en la comunidad
presentan resistencia a meticilina pero mediada por el gen mecA, en este estudio
los aislamientos son resistentes a oxacilina, pero no presentan el gen mecA, en la
literatura se menciona de cepas de S. aureus que presentan resistencia a oxacilina
pero sin la presencia del gen mecA, se dice que son cepas que presentan una
resistencia limitrofe o modificada debida a la hiperproduccion de B-lactamasas o
mutaciones en los PBPs 1, 3 y 4 estas cepas son conocidas de tipo borderline es
decir de resistencia heterogénea o limitrofe mediada por otros mecanismos de
resistencia por lo que se puede explicar las resistencia que presentaron a oxacilina
los aislamientos de S. aureus de origen bovino. En el CMEB los aislamientos de S.

aureus de origen bovino presentaron los siguientes secuenciotipos, ST97 y ST8§,
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ST97 comunmente se asocia a aislamiento de origen bovino, mientras que ST8 se
asocia a aislados de origen humano, de infecciones adquiridas en la comunidad,
resistente a meticilina. Este hallazgo resalta el potencial zoonético de S. aureus, ya
que los aislamientos del ST8 aislados de bovino pueden derivar de cepas de
humanos y representar un reservorio para las infecciones adquiridas en la
comunidad. En este trabajo se busco la resistencia de meticilina de los ST8, siendo
los ST8 sensible a meticilina por que todavia no se han expresado los genes de
resistencia como el gen mecA siendo los ST8 y ST97 sensibles a meticilina, ya que
comparten el mismo nicho ecoldégico y representan una fuente potencial de
transferencia horizontal de genes de virulencia, patogenicidad y resistencia a
antibidticos, por lo que se rechaza la hipotesis ST8 resistente a meticilina. Al
observar el arbol filogenético, la secuencia MRI-151 se muestra separada de las
demas secuencias. A nivel microbiologico se identifico como S. aureus, pero a nivel
de secuenciacion se mostro con diferencias colocandolo dentro del genero
Staphylococcus, pero con una rama separada, por lo cual sugiere que corresponde
a una nueva especie, segun lo reportado en el CMEB, pero al hacer el
antibiograma resulto ser resistente a penicilina, ampicilina, clindamicina y
rifampicina pero sensible a meticilina por lo que corresponde a una cepa
multidrogoresistente; esta cepa puede actuar como intermediario en la
transferencia horizontal de genes para asi sobrepasar las barreras del huésped y
participar en el proceso patologico y transferir genes de resistencia a otras cepas
de aislados de S. aureus de origen bovino. Sin embargo posee otros mecanismos
de resistencia diferentes a los del gen mecA, lo cual se establece la ausencia del
casette SCCmec y de las recombinasas del ccrAB y del gen mecA en el aislado
MRI-151.

9.- Conclusiones:

En nuestro laboratorio se describieron las poblaciones del ST97 y ST8, que
comparten el mismo nicho ecoldgico y que representan una fuente potencial de
transferencia de genes de virulencia, patogenicidad y resistencia a antibiéticos. La
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identificacion del gen mecA sugiere la presencia del casette del SCC-mec y de las
recombinasas del “ccrAB” en los aislamientos de S. aureus de origen bovino. La
identificacion de los alotipos del ccrAB y del casette de SCCmec permitira
establecer la presencia del gen mecA, asi como el potencial de transferencia
horizontal de genes entre cepas de humanos y de animales de los aislamientos de
SARM. Y la cepa MRI-151 que es sensible a meticilina y resistente a penicilina,
ampicilina, clindamicina y rifampicina que corresponde filogenéticamente a una
nueva especie del genero Staphylococcus el cual fue identificada como S.aureus
con meétodos microbiolégicos tradicionales pero que al hacer el analisis de
secuencia resulto ser otra especie diferente pero sensible a meticilina lo que nos
indica que esta cepa no posee el gen mecA lo que establece la ausencia del
cassette SCCmec y de las recombinasas del ccrAB en esta nueva especie por lo
que es necesario realizar los métodos moleculares para su caracterizacion para
conocer el poder patogénico y de transferencia horizontal de genes de esta nueva

especie.
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