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RESUMEN

taphylococcus aureus, es un patdégeno de importancia médica
debido a multiples factores de virulencia y su gran capacidad
de adquirir resistencia a los antimicrobianos, convirtiéndose en
un verdadero problema de salud publica. El objetivo de la investigacion fue
determinarlaenzimaque codifican el factor de virulencia que es unacitotoxina
llamada Panton Valentine Leukocidin, que con lleva a la destrucciéon de los
leucocitos y necrosis tisular, Se estudiaron 23 aislamientos obtenidos a partir
de muestras bioldgicas de pacientes atendidos en el Hospital Solidaridad

entre enero a octubre del afio 2017 y que hasta la actualidad se pudo realizar

Vs

los otros analisis. El 100 % de las cepas presentaron resistencia a Cefoxitina
de 30pg, que es un indicador que la cepa porta mecA, por PCR se realizé
la identificacion del gen mecA fue del 100%, también se identifico los genes

que codifican para PVL, el 96% resultaron portador de la subunidad LukF-
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PV y un 65 presentaron LukS-PV. Las cepas se obtuvieron de secreciones,
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heridas, orina, sangre y abscesos; asi mismo, las salas con mayor frecuencia
de aislamientos fueron Consulta Externa, Medicina de Varones y Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI). Se encontré que las cepas presentaron resistencia
a otras familias de antibioticos, como fluoroquinolonas, macroélidos y

lincosamidas, presentando sensibilidad a Linezolid y Vancomicina.

ABSTRACT

taphylococcus aureus is a pathogen of medical importance due

to multiple virulence factors and its high capacity to acquire

resistance to antimicrobials, becoming a true public health
problem. The objective of the research was to determine the enzyme that
encodes the virulence factor, a cytotoxin called Panton Valentine Leukocidin,
which leads to the destruction of leukocytes and tissue necrosis. Twenty-
three isolates obtained from biological samples of patients treated at the
Solidaridad Hospital between January and October 2017 were studied, and
to date, other analyses have been performed. 100% of the strains showed
resistance to 30pg cefoxitin, which is an indicator that the strain carries mecA;
the mecA gene was identified by PCR in 100% of cases. The genes that code for
PVL were also identified; 96% were found to carry the LukF-PV subunit and
65% presented LukS-PV. The strains were obtained from secretions, wounds,
urine, blood and abscesses; likewise, the wards with the highest frequency
of isolations were Outpatient Clinic, Male Medicine and Intensive Care Unit
(ICU). It was found that the strains presented resistance to other families of
antibiotics, such as fluoroquinolones, macrolides and lincosamides, showing

sensitivity to Linezolid and Vancomycin.

Financiamiento: Este estudio fue realizado con Fondos propios del Laboratorio de
Biologia Molecular "Elmer Cisneros” in memoriam UNAN Managua y contribucion
de los autores.

Conflicto de interés: Los autores declaran no tener conflicto alguno.
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INTRODUCCION

Las enfermedades infecciosas constituyen una de las primeras causas de
morbilidad y mortalidad a nivel mundial, y Staphylococcus aureus, una de las especies
mas comunmente implicadas. En las iltimas décadas, se ha observado un progresivo
aumento en la incidencia de las infecciones causadas por este microorganismo no
solo en hospitales sino también en la comunidad, sin factores de riesgos aparentes
entre los que se pueden citar previa ingestion de antibidticos, hospitalizacion

reciente y el uso de dispositivos médicos invasivos (Pérez, 2012).

Actualmente, la elevada frecuencia de aislamiento en las unidades de salud y
a la aparicion de cepas resistentes a meticilina (SARM) constituye un problema de
salud publica significativo. La resistencia a meticilina es conferida por una proteina
de union a penicilina conocida como PBP2a, la cual es codificada por el gen mecA.
Este gen pesa 2,1 kb de longitud se encuentra dentro de un elemento cromosomal
movil heterogéneo conocido como “Staphylococcal cassette chromosome mec” (SSCmec).
Actualmente se reconocen siete tipos principales de SCCmec (Tipo 1 aVII), que varian
en tamano de 20.9 a 66. 9 kb. E1 SCCmec tipo I (34,3 kb), IV (20,9 - 24,3 kb), V (28 kb),
VI (20,9 kb) y VII (35,9 kb) causan soélo resistencia a los antibioticos betalactamicos,
mientras que SCCmec tipo II y III (66,9 kb) causan resistencia a multiples clases de
antibioticos, debido a los genes adicionales de resistencia integrados en SCCmec
(Bordes, 2015) .

El mecanismo que confiere resistencia a Oxacilina/Meticilina, es complejo, ya
que la bacteria ha generado una variacion genética, que se encuentra codificada por
el gen mecA, 1a cual modificala estructura de la proteina fijadora a penicilina (PBP2a),
lo que impide que la Oxacilina pueda adherirse al lugar donde va a ejercer la accion
de bloquear la enzima transpeptidasa, cuya funcion es sintetizar la pared bacteriana.
Este mecanismo confiere resistencia absoluta contra las penicilinas semi-sintéticas
(Meticilina y Oxacilina), también cefalosporinas de primera, segunda, tercera,
cuarta generacion, y los Carbapenem (Imipenem, Meropenem). La resistencia
conferida por este gen también se extiende a otras familias de antibi6ticos como las
quinolonas y lincosamidas, limitando las opciones terapéuticas para el tratamiento

de estas infecciones (Lozano & Echeverry, 2010).
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Aunque las cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina ha sido
asociada principalmente con infecciones nosocomiales, adquirido en Hospitales
(HA-SAMR), también el Staphylococcus aureus resistente a meticilina adquirido en
la comunidad (CA- SAMR), en la actualidad, han emergido como causa importante
de infecciones, con caracteristicas genéticas diferentes expresadas en la produccion
de una toxina llamada Panton Valentine Leukocidin (PVL) (Reyes, 2009). Esta
toxina es codificada por las subunidades Luk-S y Luk-F que residen en el genoma de
un profago conocido como phiSLT. Este factor es una citotoxina que se une a los
fosfolipidos de la membrana de los leucocitos, induciendo la formacién de poros
que alteran la permeabilidad celular, causando destruccién de leucocitos y necrosis
tisular. Las cepas que presentan estos genes se caracterizan por producir infecciones
principalmente en la comunidad afectando la piel y las partes blandas; donde los
casos mas graves estan asociados a neumonias necrotizantesy sepsis severa poniendo

en riesgo la vida del paciente (Boyle-Vavra & Daum, 2007).

MATERIALES Y METODOS

Se realizo un estudio transversal, durante enero-octubre 2017, en el hospital
Solidaridad en pacientes hospitalizados y atendidos por consulta externa, se
aislaron 23 de Staphylococcus aureus, resistencia a Oxacilina identificadas mediante el
sistema Vitek 2 Compact, correspondiendo al 60%, aisladas de diferentes muestras
biolégicas (Abscesos, exudados, heridas, liquidos corporales, orina, puntas de catéter,

secreciones, sangre).

Detencion fenotipica. Se realizo mediante el método de Kirby Bauer, para
determinar la sensibilidad a Cefoxitina de 30pg, se interpret6 como positivo cuando
el halo de inhibicién era <19 mm (Arbizu O., 2010).

Extraccion de ADN: Para la extraccion del ADN, se utilizé la técnica de
extraccion por calor para lo cual, a partir de un cultivo puro se tomaron un pool
de colonias y se colocaron en tubos de 1.5 ml que contenian 80ul de agua libres de
nucleasas, posteriormente, se colocaron los tubos en un termobloque por 30 min, se
dejo enfriar en hielo durante 5 min, se centrifugo a 12000 rpm por 5 miny se extrajo

60yl del sobrenadante que contenia el ADN molde, se realiz6 la cuantificacion del
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ADN en el Nanodrop para evaluar la pureza y la concentracion del ADN extraido
(Caceres, 2011) (Arbizu O., 2010).

Deteccion de los genes mediante PCR: Se utiliz6 los nucleétidos para mecA
y nuc: mecA F (5-GCA ATC GCT AAA GAA CTA AG-3") y mecA R (6'-GGG ACC AAC
ATA ACC TAA TA-3), nuc F (5'-GCG ATT GAT GGT GAT ACG GTT-8), nuc R (5'-
AGC CAA GCC TTG ACG AAC TAA AGC-3’); Para la preparacion de la mezcla de
PCR se utiliz6 el protocolo de Smyth con minimas modificaciones: Buffer 10x(2.5
ul), DNTPs (0.5 pl), Enhancer (5 pl), Primer mecAf 10 uM(0.5 pl), Primer mecAr 10
uM (0.5 pl), Primer nucf 10 uM (0.5 pl), Primer nucr 10 uM (0.5 pl), taq Polimerasa
(0.5 pl), a una concentracion de 0.2 uM, agua 12.5 pl ADN pul (BattouliSa1"d-Salim,
2005) (Caceres, 2011) (Arbizu O. , 2010).

Condiciones de amplificacion: se utilizé el siguiente programa: mecA y nuc:
desnaturalizacion 95°C por 7 min seguido de 30 ciclos (95°C por 10s, 58°C por 20s,

72°C por 2 min,) extension final 72°C por 5 min, finaliza en 4°C (Caceres, 2011).

Para la deteccion de las subunidades Luk-S y Luk-F, Luk-S F (5 TGG CGC
TGA GGT AGT CAA AA 3') y Luk-S R (5’'GGG GTA ATT CAT TGT CTG GCA 3);
Luk-F F (5" GCA GCT CAA CAT GAT CACACC 8)y Luk-FR (5" GTG CTT CAA CAT
CCC AAC CA 3); Buffer 10x(2.5 pl), DNTPs (0.5 pl), Enhancer (5 pl), Primer Luk-
F-PV (Forward/Reverse) (2 pl), Primers Luk-S-PV 10 uM (Forward/Reverse) (2 pl),
concentracion de 0.4 uM, taq Polimerasa (0.5 pl), agua 10 pl ADN 2.5 pl (McClure y
otros, 2006).

Condiciones de amplificacion: se utilizé el siguiente programa para las
subunidades Luk-S y Luk-F: desnaturalizacion 95°C por 2 min, seguido de 25 ciclos
(95°C por 30 s, 63°C por 1 min, 72°C por 45s), extension final 72°C por 7 min y finaliza
en 4°C (McClure y otros, 2006).

Electroforesis. el producto de PCR fue evaluado en un gel de Agarosa al 1.5%

Vs

de con 0.2 pg/mL de bromuro de etidio, la electroforesis se corrié a 120 voltios por 40
minutos, las bandas de ADN fueron visualizadas en una camara con luz ultravioleta
y fotografiadas. Correspondiendo a un peso molecular de mec4 222 pb, nuc 281pb,
LukS-PV 572pb, LukF-PV 509 pb. El control de calidad se realiz6 mediante el uso de
cepas controles de S. aureus: CCUG 35601 y ATCC 25923.
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RESULTADOS

Al analizar las 23 cepas SARM positivas, 23 cepas portaban el gen mecA,
correspondiendo al 100%, confirmandose genotipicamente la resistencia a Oxacilina.
El analisis de PCR efectuado para determinar la presencia de las subunidades que
codifican PVL revel6 que de las 23 cepas SARM, 15/23 (65%) fueron positivas para
LukS-PV'y 22/23 (96%) fueron positivas para LukF-PV. ver figura 1.

El tipo de muestra en que se aislaron con mayor frecuencia las cepas SARM
portadores del gen mecAd fueron las secreciones, con una frecuencia del 37.5 %,
seguido de las heridas con el 21 %, las orinas con el 17%, la sangre con el 12.5 % y los
abscesos con el 8%. Los tipos de muestras en la que se aislé6 con mayor frecuencia
SARM con presencia de la subunidad LukS-PV fueron las secreciones con un 26 7%,
seguido de las heridas con un 18 %, sangre un 8 %, en abscesos un 9 % y en orinas un
4 %. Asi mismo, la subunidad LukF-PV se aislo con mayor frecuencia en secreciones
con un 39%, seguido de las heridas con un 22 %, orinas un 12.5%, en sangre 12.5 % y

los en abscesos un 10 %.

Los servicios clinicos donde se encontré6 mayor frecuencia las cepas SARM
portadores del gen mecAd fueron la consulta externa con un 58 %, seguido por
Medicina de Varones con un 25 % y UCI con el 17 %. Las salas en donde se encontré
con mayor frecuencia SARM con presencia de la subunidad LukS-PV fue la Consulta
Externa con un 33 %, seguido de Medicina de Varones 22 % y las UCI 10%. Asi mismo,
la subunidad LukF-PV se encontr6 con mayor frecuencia en la Consulta Externa con

un 567%, seguido de Medicina de Varones con 25 %, y finalmente en UCI un 15%.

Se encontré que las cepas presentaban resistencia a diferentes familias de
antibioticos, siendo las Fluoroquinolonas: Ciprofloxacina 15 (63%), Levofloxacino 9
(38%) y Moxifloxacino 4 (17%) los farmacos mas afectados junto a los Macrolidos
(Eritromicina): resistentesl6 (67%), Lincosamidas (Clindamicina): resistentes 9 (38%)
y Tetraciclina: resistentes 8 (33%). Para otras familias de antibidticos se encontro
Aminoglucésidos (Gentamicina) y Trimetoprim Sulfametoxazol: resistentes 2 (8%) y

Rifampicina: resistente 1 (4%). E1 100% de las cepas presentaron sensibilidad
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Figural
Amplificacion de las subunidades LukS-PV'y LukF-PV que codifican PVL.

9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19

Amplificacion de las subunidades que codifican PVL mediante PCR, Luk-F 509 pb y Luk-S 572 pb.
Pozos: 1, Marcador molecular 100 pb ADN Ladder, 2, control positivo CCUG 35601, 3, control
interno de 4-16, Staphylococcus aureus aislados de pacientes. 17, control negativo, 18 control

Positivo, 19 Control Interno.
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DISCUSION

Staphylococcus aureus resistente a meticina (SARM) ha emergido como uno
de los microorganismos causantes de infecciones mas importantes no solo en los
Hospitales, sino también a nivel comunitario sin factores de riesgos, hospitalizacion
reciente y el uso de dispositivos médicos invasivos. Debido a los multiples factores
de virulencia que presenta estos microorganismos acompanado de la capacidad de
adquirir resistencia a los antibioticos, lo convierte en una verdadera amenaza para
los pacientes. Este hallazgo podria relacionarse que Nicaragua, existe una cultura de
automedicacionyuna practicade prescripcion médica temprana de antibioticos para
afecciones que podrian no requerirlos, lo que podria considerar como una posible
interrogante para llevar a cabo un estudio de correlacion entre estas aseveraciones,
que las enfermedades respiratorias y diarreicas, en su mayoria resultan ser otra

etiologia (Caceres, 2011).




Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina... Arbiz(, Romero, Solis

Dado que los métodos fenotipicos utilizados parala deteccion de la resistencia
a Oxacilina requieren de la expresion de la PBP2a, la cual puede ser heterogénea
como el hiper produccion de Betalactamasas, modificacion del sitio de accién
(PBP) o verse influenciada por las condiciones de cultivo, es necesario realizar la
confirmaciéon de esta resistencia mediante la deteccion del gen mecA a través de
PCR que es considerada el método de referencia. Este estudio constituye un primer
acercamiento para conocer mejor la epidemiologia de las cepas SARM que circulan
en los hospitales del pais es importante mencionar que los resultados obtenidos son
alertas epidemiologicas y de importancia para la vigilancia de la salud hospitalaria,
considerando que S. aureus se encuentra colonizando con frecuencia la piel, faringe

y las fosas nasales (Navarro, 2013) (Caceres, 2011).

Un aspecto importante de nuestro estudio fue la deteccion de genes LukF-PV
y LukS-PV. Encontrandose mayor porcentaje en Luk-F (96%) en relacion a Luk-S
(65%). El gen Luk-F es considerado un marcador molecular que indica la presencia
de la citotoxina y al estar presente en la region 16S del rRNA, la cual es altamente
conservada, en el intercambio genético que realizan estos microorganismo es por
la transmision horizontal esta expresion se hacen mucho mas frecuente en nuevas
cepas; en cambio, el gen Luk-S esta presente en islas de patogenicidad, en este sitio
se encuentran ciertos grupos (clusters) de genes de virulencia, que lo incluyen en
elementos moviles, permitiendo solo la transferencia entre cepas de la misma
especie, es por ello que no todas las cepas S. aureus poseen esta particularidad y no
estan exentas de adquirirlo se evidencio una alta frecuencia de aislamientos SARM
con presencia de las subunidades. Sin embargo, la activacion de esta toxina requiere
el ensamblaje de los dos polipéptidos LukS-PV y LukF-PV respectivamente. Solo
el 65% de las cepas SARM, pueden expresar la toxina y causar dano a los pacientes
infectados, mientras que el 35 % de las cepas poseen la toxina de forma inactiva.
Estas cepas portadoras de las subunidades son capaces de lisar leucocitos, lo que
produce la formacion de abscesos; por tal razon, se aprecian con mayor frecuencia

en las secreciones, heridas y abscesos.

Respecto a la resistencia antimicrobiana el 100% de las cepas resultaron
sensibles a Vancomicina, lo cual es de mucha importancia, ya que es una de las

principales alternativas terapéuticas en contra de las infecciones por SARM.
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CONCLUSION

Los Staphylococcus aureus portadores de los genes mecA y las subunidades
LukS-PV y LukF-PV, que circulan en nuestros hospitales y comunidad es una clara
realidad de la multirresistencia y la capacidad de diseminarse causando necrosis
tisular, basado en nuestros resultados se recomienda implementar medidas

epidemiolégicas de contencion.

El estudio demuestra que la principal area con frecuencia de SARM con LukS-
PV 'y LukF-PV, fue consulta externa, principalmente en las heridas, lo que permite
inferir que los portadores pudieron adquirirlos fuera del hospital o bien por el tipo
manipulacion en las heridas, de igual forma, se destaca que atin existe una alternativa
terapéutica en contra de las infecciones por SARM siendo esta la Vancomicina a la
cual todas las cepas presentaron sensibilidad, esto reafirma nuevamente la activacion
del comité de vigilancia epidemiolégica del hospital que permita llevar a cabo ciclos

de mejora continua de la calidad en funcién de los hallazgos del estudio.

CONSIDERACIONES ETICAS

Los datos obtenidos y resultados, se utilizaron con fines cientificos siendo
aprobado el proyecto por parte del comité de éticay de investigacion dela Institucion.

Por lo que, los autores de esta investigacion declaramos no tener ningun conflicto

de interés.
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