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RESUMEN

VARIACION GENETICA DEL ANTIBIOTIPO METICILINA RESISTENTE DE
AISLAMIENTOS de Staphylococcus aureus DE ORIGEN BOVINO EN EL
VALLE DE TOLUCA

Lépez-Vazquez, Margarita; Velazquez-Ordofiez, Valente; Talavera-Rojas Martin;
Martinez-Castafieda, J. Simén.

El Staphylococcus aureus, es uno de los principales patdgenos, identificados en la
mastitis bovina. El tratamiento de esta enfermedad, se realiza principalmente con
antibidticos B- lactamicos; sin embargo, se han reportado aislamientos de S. aureus
resistentes a este tipo de antibidticos. En la actualidad, existe gran preocupacion por la
presencia de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) en vacas lecheras, debido a que
suponen un problema terapéutico, esto implica resistencia a todos los antibiéticos
B-lactamicos y multiresistencia. El objetivo del estudio fue identificar los genotipos del gen
mecA relacionados con la presencia de los genes reguladores mecR1 y mecl en S.
aureus. Para esta investigacion, se estudiaron 85 aislamientos de S. aureus obtenidos de
vacas de unidades de produccion lechera familiar, en los municipios de Tenango del
Valle, Temoaya, Toluca y Zinacantepec, del valle de Toluca. Los aislamientos de S.
aureus se caracterizaron por pruebas bacteriolégicas y fueron confirmados por PCR del
gen femB. La resistencia a los antibiéticos p-lactamicos fue caracterizada por pruebas de
sensibilidad in vitro y por PCR de los genes blaZ y mecA. Asimismo, se analizaron los
genes mecR1 y mecl, y se secuencié el mecl para la determinar posibles mutaciones. Los
resultados mostraron mayor resistencia a los antibiéticos B-lactAmicos y a eritromicina
entre los S. aureus; del total de los aislamientos, 38 (44,7%) fueron positivos al gen blaZ.
Se detectaron cuatro aislamientos MRSA. En la deteccion de los genes meR1 y mecl, el
aislamiento MRSA CA-25 y la cepa ATCC 43300 fueron positivos a mecR1 y mecl (grupo
A); los aislamientos MRSA CA-15 y MRSA CA-113, no presentaron el gen mecl y ni el
dominio PB del gen mecR1 (grupo C); el aislamiento MRSA CA- 20 no porté ningln gen
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regulador (grupo D). Las secuencias del gen mecl analizadas de MRSA CA-25 y ATCC
43300, no mostraron ninguna mutacion y coincidieron con las secuencias de la cepa de
referencia N315 pre-MRSA. En conclusién, se identifico la presencia de MRSA en
unidades de produccion lechera familiar en el Estado de México, ademas, se
caracterizaron los diferentes genotipos de los genes mecA, mecR1 y mecl. La importancia
de deteccién de este tipo de cepas en vacas lecheras, radica en la posibilidad de
transmision de MRSA de origen animal al hombre. Este estudio constituye el primer
informe en México que caracteriza los diferentes genotipos de los genes mecA, mecR1 y

mecl, en unidades de produccion lechera familiar.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, resistencia a meticilina, gen mecA, genes

reguladores, vacas lecheras.
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ABSTRACT

METHICILLIN RESISTANT ANTIBIOTYPE GENETIC VARIATION IN
Staphylococcus aureus ISOLATIONS FROM BOVINES IN TOLUCA VALLEY

Lépez-Vazquez, Margarita; Velazquez-Ordofiez, Valente; Talavera-Rojas Martin;
Martinez-Castafieda, J. Simén.

In Mexico, S. aureus is one of the main pathogens identified in bovine mastitis. The
treatment is usually B-lactamic antibiotics. Nevertheless, there has been reported S.
aureus resistant strains to it. Nowadays there is great concern regarding MRSA strains
(methicillin resistant S. aureus) in milking cows, because they are supposed to be treated,
with the possibility of B-lactamic antibiotic multiresistance. The objective of the study was
to identify the mecA gene genotypes related to the presence of mecR1 and mecl regulator
genes in S. aureus. 85 S. aureus isolations were obtained from milking cows from
Tenango del Valle, Temoaya, Toluca and Zinacantepec municipalities in Toluca Valley. S.
aureus were bacteriologically identified and confirmed by gene femB. [-lactamic
resistance to antibiotics was characterized by in vitro sensibility tests and PCR of genes
blaz y mecA. Genes mecR1 and mecl were analysed and mecl was sequenced to
determine possible mutations. Results showed higher resistance to -lactamic antibiotics
and erythomycin in S. aureus isolations. From all of them, 38 (44,7%) were positive to blaZ
gene. Four positive isolations were positive to mecA and identified as MRSA. In meR1 and
mecl genes detection, MRSA CA-25 and ATCC 43300 strains were positive to both genes,
mecR1 and mecl (group A). MRSA CA-15 and MRSA CA-113, had no mecl gene, neither
did the PB command for gene mecR1 (group C); MRSA CA- 20 had no regulator gene
(group D). Sequences for mecl genes from MRSA CA-25 and ATCC 43300, showed no
mutations and coincided with reference strain N315 pre-MRSA (GenBank Access humber
X63598.1). MRSA isolations were identified in milking family units in the State of Mexico,

as well as different genotypes for genes mecA, mecR1 y mecl. The importance of the
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detection of these type of strains involves the possibility of MRSA transmission from
animals to man, due to milk product contamination o by direct contact with carrier animals.
This is the first notification in Mexico regarding the different genotype characterization of
mecA, mecR1 and mecl genes in milking family production farms.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin resistance, mecA gene, regulator genes,

milking cows.
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. INTRODUCCION

Staphylococcus aureus (S. aureus) forma parte de la microbiota normal del hombre y
de los animales, ademas es un patégeno oportunista (Hiramatsu et al., 2004). Posee
factores de virulencia que determinan su potencial para colonizar, invadir y diseminarse
en el hospedero; dichos factores son en parte, los responsables del amplio espectro de
manifestaciones clinicas que causa (Morell y Balkin 2010; Jiménez y Correa, 2009).

Asimismo, se encuentra entre los principales patdgenos implicados en infecciones en
el hombre a nivel mundial, afectando piel, tejido subcutaneo y sistema respiratorio y en
casos severos causa endocarditis, osteomielitis, neumonia y sepsis (Lowy, 1998). En los
animales causa enfermedades graves tales como mastitis, artritis, dermatitis exudativa,

abscesos subcutaneos, osteomielitis y septicemias (Hermans et al., 2004).

Con respecto al ganado bovino, se encuentra entre los principales agentes causales
de mastitis, donde el tratamiento de esta enfermedad se utiliza principalmente los
antibioticos B-lactamicos. Esto ha originado la aparicibn de S. aureus resistente a las
penicilinas, el mecanismo de dicha resistencia se debe a la produccion de B-lactamasas

las cuales hidrolizan el anillo B-lactamico de los antibiéticos (Lowy, 2003).

Debido al uso indiscriminado de los antibiéticos B-lactamicos en el tratamiento de la
mastitis, se han aislado S. aureus resistente a meticilina (MRSA) en vacas lecheras
(Gentilini et al., 2008). En los ultimos afos, el MRSA se ha detectado en varios paises
como Corea, Hungria, México, Turquia, Bélgica, EUA, entre otros, donde la deteccion de
este tipo de aislamientos en los animales juega un papel importante en la epidemiologia
de la infeccion y el contacto con animales portadores representa un riesgo para la salud
publica (Kaszanyitzky et al., 2007; Lee, 2003; Ochoa-Zarzosa et al., 2008; Turutoglu et al.,
2009; Vandendriessche et al., 2013, Haran et al., 2011).

La resistencia a la meticilina es codificada por el gen mecA, lo que resulta en la
produccion de PBP2a, una proteina de unién de penicilina (PBP) que muestra una baja

afinidad a los antibioticos B-lactamicos (Chambers, 1997). La PBP2a continua sintetizando
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el peptidoglicano mientras que las PBPs habituales son inhibidas por los antibidticos [3-
lactamicos (Berger-Bachi y Rohrer, 2002). La transferencia de esta resistencia es de
forma horizontal por medio del casete cromosomal estafilococico mec (SCCmec)
(Katayama et al., 2000).

La transcripcion del gen mecA es regulada por los genes mecl y mecR1, los cuales
codifican una proteina represora y una transductora de sefial respectivamente (Hiramatsu
et al., 2002). ). Se han realizado algunos estudios sobre la distribucién de los genes
reguladores en aislamientos de S. aureus de origen humano, donde se observaron
mutaciones y deleciones en el gen mecl (Kobayashi et al., 1998; Petinaki et al., 2001;
Suzuki et al., 1993; Weller 1999), en contraste solo existe un reporte donde detectan

mutaciones en el gen mecl en los animales (Lee, 2006).

En México, se han llevado a cabo pocos estudios orientados a identificar aislamientos
MRSA obtenidos de leche de vacas en unidades de produccién lechera familiar, sin
embargo, no se han caracterizado los diferentes genotipos de los genes reguladores

mecR1 y mecl.
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II.LREVISION DE LITERATURA

1. Caracteristicas microbiolégicas de Staphylococcus aureus

El S. aureus es una bacteria potencialmente patdgena de gran importancia en
medicina humana y veterinaria causando un amplio espectro de enfermedades. Se estima
gue cerca del 20% de la poblacion humana es portadora persistente de S. aureus,
mientras que el 30% es portadora de forma intermitente y el 50% no es colonizada
(Wertheim et al., 2005).

Las especies del género Staphylococcus, se clasifican en coagulasa positiva (SCP) y
coagulasa negativas (SCN), éstas Ultimas también se encuentran presentes en mucosas y
en la piel. ElI S. aureus es la especie de SCP mas frecuente y de mayor importancia

debido a su papel como patégeno oportunista (Hermans et al., 2004).

S. aureus pertenece a la familia Micrococcaceae, género Staphylococcus, son cocos
Gram positivos, inmoviles, aerobios o anaerobios facultativos, microscépicamente
aparecen en forma de racimos, con un diametro variado de 0.5 a 1.5um, no produce
esporas o flagelos. El color amarillo clasico de las colonias de S. aureus se debe a la
produccion de carotenoides; sin embargo, se presentan frecuentemente variantes no

pigmentadas (Veldzquez, 2005; Kanafani y Fowler, 2006).

Del mismo modo, produce B-hemdlisis en medios con sangre, fermenta el manitol
(Figura 1), crece bien en altas concentraciones de NaCl, es catalasa, DNAsa y coagulasa
positivo, lo que permite diferenciarlo del resto de especies del genero Staphylococcus
(Bustos et al., 2006).
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Figura 1. A:p-hemdlisis en gelosa sangre: B: Fermentacion del manitol

1.1 Mecanismos de patogénesis

El S. aureus causa en el hombre lesiones superficiales del tejido cutaneo y
subcutaneo; dentro de éstas se incluyen foliculitis, forinculos, celulitis, abscesos e
impétigo, y también puede causar infecciones invasivas como neumonia, osteomielitis,
miocarditis, meningitis y artritis (Stapleton y Taylor, 2002). De igual forma produce varios
tipos de toxicosis, como intoxicacion alimentaria, necrélisis epidérmica toxica y sindrome
del choque toxico (Bustos et al., 2006).

Ademds, es un patdgeno de mayor importancia en medicina veterinaria, debido a
gue afecta a diversas especies de animales como al ganado bovino, aves de corral,
pequefios rumiantes, conejos, cerdos, caballos, entre otras. En estos animales ocasiona
diversas alteraciones clinicas entre las que destacan mastitis, artritis, dermatitis exudativa,
abscesos subcutaneos, osteomielitis y septicemias (Veldzquez et al., 2005; Hermans et
al., 2004).

El éxito de la colonizacion y la produccién estas enfermedades por S. aureus se
debe a la expresion de factores de virulencia, que favorecen la invasion celular, la evasion
de la respuesta inmune del hospedero, la multiplicacion de la bacteria e intervienen en la

aparicion de los sintomas de los diferentes cuadros clinicos (Gordon y Lowy, 2008).
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Estos factores de virulencia se clasifican en tres categorias: a) involucrados en la
adherencia a la célula o matriz extracelular, proteinas de union a fibrindgeno, fibronectina,
coldgeno y coagulasa; b) factores involucrados en la evasion de las defensas del
hospedero, como las enterotoxinas estafilocécicas (SEs), la toxina 1 del sindrome de
choque téxico (TSST), proteina A, lipasas y polisacaridos capsulares tipos 1, 5y 8; ¢)
factores involucrados en la invasion de la célula y penetracién de los tejidos, a toxina, B, y
y & hemolisinas (Bustos et al., 2006; Velazquez et al., 2005). (Cuadro 1).

Con relaciéon a las toxinas producidas por S. aureus se han clasificado en tres
grupos: hemolisinas, leucocidinas y toxinas pirogénicas superantigeno (PTSAg) (Grumann
et al., 2013).

A. Hemolisinaay

El 95% de S. aureus producen hemolisina a (a toxina), formadora de poros y con
actividad pro-inflamatoria. Causa lisis en células epiteliales, eritrocitos, fibroblastos,
monocitos, macrofagos y linfocitos (Grumann et al., 2013). Ademas, inhibe la actividad de

fagocitosis en los neutréfilos de vacas lecheras (Velazquez et al., 2008)

La hemolisina B, es una esfingomielinasa, la cual dafia las membranas ricas de este
lipido. La toxina 3 es también conocida como la toxina caliente-fria, debido a su actividad
en placas de agar de sangre de oveja. A 37°C, la toxina interactlia con los glébulos rojos
de oveja pero no se lisan, si las placas de agar son incubadas a 4°C, las células se lisan,
lo que se observa como una hemdlisis en placas (Huseby et al., 2007). Esta toxina se ha
identificado en el 72% de los S. aureus aislados de mastitis bovina, asi como también en
el 11% de los aislamientos nasales de humanos sanos y en el 13% de humanos con

septicemia (Aarestrup et al., 1999).
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Cuadro 1. Factores de virulencia producidos por Staphylococcus aureus

Componentes

estructurales

Funcién

Peptidoglicano

Acidos tecoicos

Proteina A

Polisacaridos

Presenta actividad endotdxica, activa el complemento e induce la

produccion de anticuerpos opsonizantes.

Median la unién de los Staphylococcus a las superficies mucosas.
Activa el complemento y bloquea la fraccion Fc de las
inmunoglobulinas por lo que previene la fagocitosis e inhibe la

opsonizacion.

Facilita la adherencia bacteriana e inhibe la fagocitosis

capsulares
Enzimas Funcion
Catalasa Degrada el peroxido de hidrogeno protegiendo al organismo durante la
fagocitosis.
Coagulasa Formacion de coagulos, convierte el fibrindgeno en fibrina, facilitando

Hialuronidasa

procesos sépticos y la formacién de abscesos.

Degrada el &cido hialurénico de la matriz del tejido conjuntivo

facilitando la propagacién de la infeccién.

Fuente: Chambersy DelLeo, (2009); Gordon y Lowy, (2008); Sibbald et al., (2006).
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B. Leucocidinas

Las leucocidinas relacionadas con infecciones humanas son: Leucocidina de Panton-
Valentine (Panton-Valentine leukocidin, PVL), y hemolisina (HIQACB), Leucotoxina ED
(LUKED) y Leucotoxina AB/GH (LukAB / GH) (Yoong y Torres, 2013).

a. Leucocidina de Panton-Valentine (LPV)

S6lo una minoria (2-3%) de S. aureus la producen, se caracteriza por provocar
destruccién leucocitaria y necrosis tisular. Su presencia se asocia a infecciones por S.
aureus asociado a la comunidad (CA-MRSA), y con infecciones de piel y partes blandas y
neumonias necrotizantes con una mortalidad elevada (Lina et al., 1999).

b. y hemolisina

Se encuentra en el 99% de los S. aureus (von Eiff et al.,, 2004) y es la Unica
leucotoxina que causa lisis a los eritrocitos, por lo que promueve la supervivencia de S.
aureus en sangre. Ademas se ha demostrado en modelo de ratones que se asocia a

bacteriemia y artritis séptica (Nilsson et al., 1999).

C. Toxinas pirogénicas superantigeno (PTSAQ)

Este grupo engloba tres tipos de toxinas: exfoliatinas, enterotoxinas y la toxina 1 del

sindrome del choque toxico.
a. Exfoliatinas

Se conocen tres tipos de exfoliatinas, ETA, ETB y ETD, codificadas por los genes
eta, etb y etd, respectivamente. El gen eta se localiza en el genoma mientras que etb se
encuentra en un plasmido y etd en una isla genémica. El cuadro clinico relacionado con
este tipo de toxinas es la epidermdlisis (Grumann et al., 2013).

b. Enterotoxinas
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Producen intoxicacion por alimentos contaminados, debido a su estabilidad en
condiciones desnaturalizantes, tales como el calor y pH bajo, y no se destruyen
completamente por coccion o por digestion. Causan nauseas, vomitos, dolor abdominal,
calambres y diarrea. La enfermedad es generalmente autolimitante (Thomas et al., 2007).

En este grupo estan incluidas las enterotoxinas (SEs) A, B, C,D,E, G, H, |, Ry T,
ademas las enterotoxinas—like estafilococicas J, K, L, M, N, O, P, Q, S, U, Vy X, las
cuales originalmente no inducen emesis. Se ha demostrado que el 80% de S. aureus
poseen de 5 a 6 genes de PTSAg (Xu y McCormick, 2012).

c. Toxina 1 del sindrome del choque téxico

Suprime la quimiotaxis de neutrdéfilos, induce la funcién supresora de los linfocitos T
y bloguea el sistema reticuloendotelial. La toxina actia como superantigeno estimulando
la liberacion de varias citocinas, prostaglandinas y leucotrienos. Es responsable del
sindrome del choque toxico caracterizado por fiebre alta, dolor de cabeza, vomito, diarrea

y mialgias (Xu y McCormick, 2012).

2. Mastitis por Staphylococcus aureus

En el Valle de Toluca prevalece el sistema de produccién lechera de tipo familiar, el
cual favorece el empleo familiar y el desarrollo regional (Bernal et al., 2007). Estas
unidades de produccion, se caracterizan por la explotacion del ganado en pequefas
superficies de terreno, por un manejo no tecnificado, generalmente con ordefio manual,
las instalaciones son rusticas y la produccién se realiza con escasas medidas de sanidad
(Méndez y Cazarin et al., 2000), lo que favorece a malas condiciones de manejo e higiene
del ordefio contribuyendo al desarrollo de la mastitis por S. aureus, enfermedad de gran

importancia sanitaria y econémica en la produccion lechera (Manjarrez et al., 2012).
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La mastitis bovina es la inflamacion de la glandula mamaria en respuesta a un dafo
local que puede ser de origen infeccioso, traumatico o téxico. Se considera como una
enfermedad compleja y es producto de la interacciéon de varios factores resumidos en el
animal, el medio ambiente y los microorganismos, jugando el hombre un papel decisivo
(Soca et al., 2005).

La mastitis dafia considerablemente la salud de la glandula mamaria y la calidad
sanitaria de la leche, afectando negativamente la economia del hato, asi como también,
representa un riesgo potencial a la salud publica por la posible contaminacion de la leche
y sus productos, por residuos de antibidticos y por la presencia de patégenos causales
(Pellegrino et al., 2011). Entre los agentes infecciosos de la mastitis, S. aureus, es

considerado el principal agente etiolégico (Zadoks et al., 2011).

El S. aureus coloniza la glandula mamaria a través del pezon, de lesiones de la piel y
alcanza el sistema de ductos y alvéolos, lo que ocasiona una repuesta inflamatoria aguda
0 cronica que afecta la composicion fisico-quimica de la leche y la capacidad de
produccion de la glandula (Veldzquez et al., 2005). El principal reservorio de la infeccion
es la ubre afectada (Keefe, 2012); la infeccién se transmite a través de la maquina de
ordefo, de las manos del ordefiador y toallas de papel usadas para secar la ubre (Zadoks
etal., 2011).

La mastitis por S. aureus se presenta con un cuadro agudo severo al inicio de la
lactacién, en tanto que a finales del segundo o tercer tercio de lactacion el cuadro puede
mostrarse con caracteristicas de inflamacién aguda o cronica (Avila y Gutiérrez, 2010).
Igualmente el S. aureus es la causa mas frecuente de mastitis gangrenosa, ademas
puede producir mastitis crénica la cual se caracteriza por la fibrosis de la glandula
mamaria, asi como, atrofia e induracién de los cuartos afectados (Velazquez et al., 2005).
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Si bien existen métodos para prevenir y controlar la mastitis bovina, la terapia con
antibioticos desempefia un papel determinante en la eliminacion de infecciones, aun
cuando esta practica conlleve a la seleccion de aislamientos resistentes que interfieren de

manera negativa en el tratamiento (Wolter et al., 2004).

En este contexto diversos estudios han reportado aislamientos de S. aureus aislados
de leche de vaca resistentes a los antibiéticos B-lactamicos, aminoglucésidos, tetraciclinas
macrolidos, donde se destaca que el mayor porcentaje de resistencia es para los [-
lactamicos (Gentilini et al., 2000; de Oliveira et al., 2000).

En los ultimos afios, la problematica de resistencia a los antibiéticos B-lactamicos por
S. aureus se ha ampliado debido muchas veces a la carencia de una politica reguladora
del uso de los antibiéticos con fines terapéuticos en medicina veterinaria. Este hecho
puede favorecer la transferencia horizontal de cepas multiresistentes de animales al
hombre, dejando en claro que el uso inapropiado de antibioticos constituye un riesgo

emergente para la salud publica (Pellegrino et al., 2011; Oliver y Murinda, 2012).

3. Resistencia a los antibiéticos B-lactamicos por Staphylococcus
aureus

La pared celular del S. aureus esta constituida por una malla de glicano (polisacérido)
y cadenas interconectadas por enlaces cruzados peptidicos conocidos como
peptidoglicano. La sintesis del peptidoglicano se lleva a cabo por enzimas unidas a la
membrana conocidas como proteinas de unién a la penicilina (penicillin binding proteins,
PBPs) (Llarrull et al., 2009).

Las PBPs actian como enzimas cataliticas produciendo una estructura reticulada de
peptidoglicano, dando como resultado una pared celular estable (Hiramatsu et al., 2002).

Estas proteinas biosintéticas pueden catalizar la actividad glicosiltransferasa (para la
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elongacion de la hebra glicano) y la actividad transpeptidasa (para la interconexion de la
hebra glicano por enlaces cruzados peptidicos) (Llarrull et al., 2009).

Los antibidticos B-lactdmicos son analogos estructurales de residuos de D-alanil-D-
alanina y se unen de forma covalente a la D-alanil-D-alanina de las PBPs, inhibiendo su
funcion transpeptidasa (Hiramatsu et al., 2002) y como consecuencia se ve afectada la
pared celular, produciendo lisis de la bacteria (Fluit et al., 2001).

En la década de los 40 aparecieron infecciones causadas por S. aureus con
resistencia a la penicilina, estas cepas producian una enzima llamada B-lactamasa, la cual
hidroliza el nucleo B-lactdmico esencial para la actividad antimicrobiana (Chambers y
DelLeo, 2009).

El gen blaZ es el causal de la produccién de estas B-lactamasas que pueden
transmitirse via plasmidos. La expresién de la B-lactamasa por el gen blaZ es inducida por
la presencia de antibidticos pB-lactamicos, a través de los genes reguladores blal y blaR1,

los cuales codifican una proteina represora y una proteina transductora de sefial

respectivamente (Plata et al., 2009).

Las B-lactamasas se clasifican de acuerdo a sus preferencias del substrato y sus
caracteristicas de inhibicion. Cuatro grupos son incluidos en esta clasificacion, la B-
lactamasa tipo 1, ataca a las cefalosporinas y no son inhibidas por el acido clavulanico; la
B-lactamasa tipo 2, actla sobre las penicilinas y cefalosporinas, los subgrupos de estas
enzimas se conocen como 2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e y 2f, los cuales se definen en base
al indice de hidrélisis de carbenicilina, cloxacilina, ceftazidime de amplio espectro,
cefotaxime o aztreonam vy la inhibicion de clavulanato respectivamente. Las B-lactamasas
de tipo 3, afectan solamente penicilinas naturales; la de tipo 4, se le atribuye el ataque a
las penicilinas que son relativamente resistentes a las demas p-lactamasas (Wax et al.,
2008).
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3.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

La meticilina fue introducida en Europa en 1959 y un afio después se detecto la
primera cepa de S. aureus meticilina resistente (“methicillin resistant S. aureus”, MRSA)
(Bustos et al., 2006). Esta resistencia fue denominada intrinseca, ya que no se debia a la
destruccién del antibidtico por la B-lactamasa (Vasquez et al., 2008).

Durante la década de los 70, el MRSA emergié como un serio problema en EUA
causando problemas esporadicos en hospitales y por 1990 las cepas MRSA se
convirtieron en la principal infeccion nosocomial por todo el mundo (Leonard y Markey,
2008). El S. aureus resistente a la meticilina se caracteriza por la producciéon de una
proteina de unién a la penicilina (PBP2a) de 78 kDa, codificada por el gen mecA
(Chambers, 1997). La PBP2a es una transpeptidasa que se caracteriza por presentar baja
afinidad a los B-lactamicos y por continuar la sintesis del peptidoglicano, manteniendo la
integridad de la pared celular durante el crecimiento y la division celular, cuando las

enzimas habituales son inhibidas por los antiboticos B-lactamicos (Gil, 2000) (Figura 2).

MSSA OoooMe(hlc‘llln O o

Cell wall §

Membrane
PBP1 2 3 4 PBP1 2 3 4

Cell wall synthesis PBPs inacti Bacteriolysis

Membrane

PBP1 2 3 4 2 PBP1 2 3 4 2

Cell wall synthesis——> PBP1-4 inactive ——— Cell growth
PBP2’ active

Figura 2. Mecanismo de resistencia a la meticilina por S. aureus. En S. aureus meticilina sensibles
(MSSA) todas las PBPs son inactivadas por los B-lactamicos, en cambio en MRSA la PBP2a sigue
sintetizando la pared celular por su baja afinidad a estos antibidticos (Kawada y Komatsuzawa,
2012).
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3.1.1. Casete cromosomal estafilocécico mec (SCCmec)

El gen mecA se encuentra en un elemento genético movil, conocido como casete
cromosomal estafilococico mec ("staphylococcal cassette chromosome mec”, SCCmec),
el cual se transfiere de forma horizontal (Katayama et al., 2000).

El SCCmec es un fragmento de ADN con un tamafio entre 21 a 67 kb, dependiendo
el tipo de SCCmec (Hiramatsu et al., 2001), se inserta al final del extremo 3’ de un marco
de lectura abierto ("open reading frame", ORF), denominado orfX, en un sitio Unico
(attBscc), cerca del origen de replicacion de S. aureus (Hiramatsu et al., 2002; Lindsay,
2010).

El SCCmec tiene tres componentes genéticos esenciales: el complejo del gen mec
(el gen mecA, genes reguladores y secuencias de insercion 1S431 y 1S1272), el complejo
del gen ccr (ccrA y ccrB) y una regién conocida como J (junkyard). La estructura y
secuencias de nucleédtidos de estos complejos se utiliza para definir el tipo de SCCmec
(Bustos et al., 2006; Hiramatsu et al., 2002).

El complejo mec de aproximadamente de 30 a 50 kb, se encuentran en S. aureus
resistente a la meticilina (Chambers, 1997). El complejo mec contiene el elemento de
insercion 1S431, que ha sido frecuentemente asociado con genes que codifican
resistencia a diversos antibiéticos y al mercurio (Hiramatsu et al., 2002), asi como también
el transposon Tn554 que contiene el gen ermA que codifica la resistencia a la eritromicina
(Chambers, 1997).

Con base en su estructura se han identificado cinco clases de complejo mec (A-E)
(Hiramatsu et al., 2001; Kondo et al., 2007).Los diferentes complejos mec son clasificados
de la siguiente manera: Clase A, mecl-mecR1-mecA-1S431; clase B, 1S1272—-AmecR1-
mecA- 1S431 (el dominio de unién a la penicilina (PB) del mecR1 es reemplazado por
I1IS1272); clase C1 y C2, I1S431-AmecR1-mecA-IS431; clase D, AmecR1-mecA-1S431
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(deleccion de PB de mecR1); clase E, AmecR1-mecA-IS431 (deleccion del dominio MS
de mecR1) (Merethe y Ericson, 2006) (Figura 3).

|

A 1S431
—

|
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B AlS1272 15431

éE

15431 18431
+—— AmecR1 —— —_—
Cs 4| 18431 H mecA }—-—IS431
— — —
D —-—-—‘IS431
AR ————— —_—

Figura 3: Clases del complejo mec identificados en S. aureus. Fuente (Merethe y Ericson, 2006).

El complejo ccr estda compuesto por genes que codifican para recombinasas
responsables de la movilizacién del SCCmec; ellas median su integracion y escision del
cromosoma. Se han reportado cinco tipos de ccr; cuatro de ellos son alotipos
denominados del 1 al 4, que comparten aproximadamente el 80% de la identidad y
presentan los genes ccrA y ccrB; el quinto tipo, denominado ccr5 o ccrC, presenta el gen

ccrC, no esté relacionado con los genes ccrA 'y ccrB (Jiménez y Correa, 2009).

La region J comprende tres fragmentos denominados J1, J2 y J3; puede contener
plasmidos o transposones portadores de genes de resistencia a antibidticos no -
lactAmicos y a metales pesados. El fragmento J1 se localiza entre el complejo ccr y el
extremo cromosdmico flanqueante derecho; el J2, entre los complejos ccr y mec, y el J3,

entre el complejo mec y el orfX (Jiménez y Correa, 2009; Kondo et al., 2007).
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Se han descrito hasta la fecha 11 tipos de SCCmec (I-Xl), los cuales se han definido
por la combinacién de las clases de ccr y mec El SCCmec tipo | (34.3 kb), se diseminé
entre las cepas MRSA aisladas en los afios 60, durante los primeros afios de la
guimioterapia, sélo contiene la resistencia a los antibiéticos que confiere mecA (lto et al.,
2004) (Figura 4).
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Figura 4. Organizacion genética de los tipos de SCCmec. Fuente: IWG-SCC, (2009).

En cambio los SCCmec tipos Il (53.0 kb) y Il (66.9 kb), presentes en cepas
dominantes en los afios 80, contienen mdultiples genes de resistencia a diferentes

antibidticos, el transposén Tn554 codifica la resistencia a eritromicina, el yTn554 la
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resistencia a cadmio, la secuencia de insercion IS431 facilita la adquisicion de resistencia
a los antibiéticos y la resistencia al mercurio, el plasmido pUB110 codifica la resistencia a
tobramicina/ bleomicina y el pT181 codifica la resistencia a tetraciclina. (Hiramatsu et al.,
2001).

Tanto el SCCmec tipo IV (20.9-24.3 kb) como el tipo V (28 kb) son elementos
pequefios, ya que les falta el fragmento donde se encuentran los transposones y
plasmidos, por lo tanto, no portan resistencia a otros antibidticos diferentes a los B-
lactamicos. Al igual que el tipo |, pero a diferencia del tipo Il, los tipos IV y V son altamente
transmisibles (lto et al., 2004; Deurenberg y Stobberingh, 2008).

3.1.2. Regulacién del gen mecA

El gen mecA es regulado por el gen represor mecl, mientras el gen mecRI es el
encargado de transmitir la sefial de deteccion de B-lactamicos (Gil, 2000), estos genes

reguladores (Camarena y Sanchez, 2003).

El gen mecl codifica una proteina represora de la transcripcion: Mecl. El gen mecR1
codifica una proteina de transduccion de sefial: MecR1. Las proteinas Mecl y MecR1
regulan la transcripcion inducible del mecA de la siguiente manera. MecR1 registra la
presencia de antibidticos p-lactamicos con su dominio extracelular de unién a la penicilina
(PB) y activa su dominio citoplasmico (MS) en forma de proteasa, por rompimiento
autocatalitico. Esta proteasa rompe la proteina represora Mecl que se encuentra unida al
sitio operador del gen mecA, liberando la represién de la transcripcion, por lo que se lleva
a cabo la expresién del gen mecA produciéndose la proteina PBP2a (Hiramatsu et al.,
2001) (Figura 5).

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 16



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

A

i aa Ha a 4 Mecl
Sustained GﬂuD_’uu 2 g

transcription o9

Induction of o) r:] (
transcription ) r

- mecA 1d”p‘br mecR1 = MEC| —

{ )

- MecR1
Signal inducer domain
transduction

PBP2a cell wall MecR1 - L >
cross-linking sensor domain = oy B-lactam
- i, i, s g, s, sy ok - e, gy (— -
— N e o N e s, e G e N N I X
- i

e, s e, e, S g, S, m— L — 1
- S e S I GG NS Ui I - Y

Figura 5. Regulacién del gen mecA por mecR1-mecl. En presencia de un antibiético B-lactamico,
MecR1 se activa y rapidamente induce la expresion del gen mecA y mecR1y mecl. Fuente: Berger-
Béchi y Rohrer, (2002).

Ademads, los genes reguladores de las B-lactamasas, blal y blaR1, co-regulan la
expresion del gen mecA debido a que son estructural y funcionalmente similares
(Chambers, 1997). Respecto a esta similitud las proteinas Mecl y Blal se pueden unir
como homodimeros a la region promotor/operador, tanto de mecA y blaZ. La represién de
la transcripcion por estos dos inhibidores es alun mas fuerte cuando ambos estan
presentes (Ender et al., 2008).

Otros factores involucrados en la expresion de la resistencia a la meticilina son los
factores fem (factor esencial para la resistencia a la meticilina) o aux (auxiliar), los cuales
comprenden seis tipos de genes: femA, femB, femC, femD, femE y femF, estos factores
estdn presentes en aislamientos sensibles y resistentes de S. aureus. La mutacion de
estos genes altera la composicion del peptidoglicano. ElI femA y femB codifican 2
proteinas citoplasmaticas que se requieren para la formacién del puente de pentaglicina

interpeptidica, que sirve de enlace cruzado del peptidoglicano. La interrupcion de estos
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genes reduce el nivel de resistencia de S. aureus a los antibiéticos B-lactamicos (Berger-
Bachi y Rohrer, 2002; Kobayashi et al., 1994).

Por otro lado, las cepas MRSA que contienen los genes mecl y mecR1 intactos han
sido definidas como pre-MRSA, donde el mecl reprime fuertemente la expresion de la
PBP2a y por lo tanto, el pre-MRSA es fenotipicamente sensible (Suzuki et al., 1993). La
induccion de la transcripcion del gen mecA es muy lenta, y la mutacién del gen represor
€S un requisito previo para expresion de la resistencia a la meticilina (Hiramatsu et al.,
2002).

Aunque el gen mecA estd presente en todos los MRSA, existe una considerable
variacion en la presencia de otros genes involucrados en la expresion de la resistencia a
la meticilina. Estudios previos han detectado mecR1-mecl en 60-95% de los S. aureus
mecA positivos (Suzuki et al., 1993; Kobayashi et al., 1996). Se ha concluido que los
MRSA que expresan fenotipicamente la resistencia no poseen el gen mecl o esta mutado,

lo que evita la represion de la transcripcion del gen mecA (Kobayashi et al., 1998).

En los ultimos afnos, se han realizado estudios sobre la distribucién de los genes
reguladores en aislamientos de MRSA de origen humano, donde se observaron
mutaciones y deleciones en el gen mecl, supresiones tanto en mecl y mecRl y
mutaciones en el promotor mecA/region operadora (Kobayashi et al., 1998; Petinaki et al.,
2001; Suzuki et al., 1993; Weller, 1999).
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El siguiente cuadro presenta las mutaciones descritas en el gen mecl por Kobayashi
etal., (1998) y Lee (2006).

Cuadro 2. Mutaciones detectadas en el gen mecl en cepas MRSA de origen humano.

Mutacion en el gen mecl

No. Cambio de posicién de nucleétido Cambio de coddn
1 43(G—-T) Val15 —Phe
2 163 (A—T) Lys 55 —coddn de stop
3 202(C—-T) GIn 68 —codon de stop
4 Delecion de 28 bases (28-55 0 29-56) Codén de stop después del 11

aminoécido

5 Adicién de C en la posicion 23*

*|dentificada en S. aureus aislado de pollos, descrita por Lee, (2006).

En este contexto, Suzuki et al., (1993), estudiaron con detalle la diversidad genética
de los genes reguladores, los cuales distinguieron 4 grupos diferentes: en el grupo A, las
cepas contienen completamente la region reguladora incluyendo el gen mecl, el cual
presenta mutacion; el grupo B, el gen mecl esta delecionado; grupo C los aislamientos
tienen deleccion del gen mecl y la region 3’ (dominio PB) del gen mecR1 y por Ultimo en

el grupo D, los MRSA no presentan ningun gen regulador.

4. Staphylococcus aureus resistente a meticilina de adquisicidon
hospitalaria (HA-MRSA)

La importancia de MRSA radica en que son los principales agentes causales de

brotes hospitalarios, en particular en unidades de quemados o quirdrgicas, donde la
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presencia de heridas profundas y dispositivos médicos tales como catéteres proporcionan
entornos propicios para su crecimiento (Shinefield y Ruff, 2009).

En este caso la principal via de transmision es por contacto directo, por lo general,
por las manos o guantes de los trabajadores de los hospitales, de igual forma los fémites
y portadores nasales juegan un papel importante en dicha transmision. Los pacientes
infectados contaminan facilmente el entorno y los MRSA pueden sobrevivir durante
semanas en los tejidos y superficies. Existen informes donde se confirma que los
trabajadores, principalmente las enfermeras son portadores de cepas epidémicas y no
epidémicas de Staphylococcus (Lin et al., 2007).

Asimismo, entre los factores que incrementan la probabilidad de adquirir este tipo de
infeccion incluyen: hospitalizacion prolongada, procedimientos quirdrgicos, presencia de
catéteres o protesis, dialisis y la permanencia en lugares de alto riesgo: unidades de
cuidados intensivos, sala de neonatos y unidades quirdrgicas, entre otras (Veladzquez,
2005; Benoit et al., 2008).

La importancia de estas cepas, se relaciona con su elevada prevalencia en los
hospitales en todo el mundo. Aunque los datos epidemiolégicos a menudo no son
comparables debido a las diferencias en el disefio del estudio y al tamafio de la muestra,
las tasas mas altas de MRSA (> 50%) se registran en el Norte y Sur de América, entre los
paises que destacan son Estados Unidos, Brasil, Chile, asi como también, Asia y Malta.
Tasas intermedias (25-50%) son reportadas en México, Venezuela, Tunez, India, China,
Australia, Africa y algunos paises de Europa como Portugal (49%), Grecia (40%), ltalia
(37%) y Rumania (34%). Prevalencias bajas (5-10%) se han observado en los Paises
Bajos, Canada y Arabia Saudita (Mejia et al., 2010; Stefani et al., 2012) (Figura 6).
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Figura 6. Prevalencia de HA-MRSA a nivel mundial. Fuente Stefani et al., (2012).

En general, se estima que el MRSA causa 171 200 infecciones nosocomiales en
Europa cada afio, lo que corresponde al 44% del total de las infecciones hospitalarias.
También se estima que causa 5 400 muertes y mas de un millébn de dias adicionales de

hospitalizacién asociados con estas infecciones (ECDC/EMEA, 2009).

La evolucibn de las cepas MRSA ha dado origen a clonas pandémicas,
identificAndose cinco tipos: Ibérica, Pediatrica, Hingara, Nueva York/Japon y Brasilefia,
provocando una alarma epidemiolégica a nivel mundial por su diseminacién y su corta

accion terapéutica en contra de ellas (Veldzquez, 2005).

5. Staphylococcus aureus resistente a meticilina de adquisicion
comunitaria (CA-MRSA)

En los afos 90, se describieron en Australia brotes por MRSA en grupos de
personas sin los factores clasicos de HA-MRSA, empezandose a reconocer como
infecciones de MRSA adquiridas en la comunidad (CA-MRSA) para diferenciarlo de

aquellos adquiridas en el hospital (Garcia, 2011).
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El Centro de Control y Prevencién de Enfermedades de EUA (CDC por sus siglas en
inglés), define que la infeccion por CA-MRSA ocurre en aquellas personas que no tienen
un historial clinico de infeccion, sin antecedentes de hospitalizacion o asilo en una casa
de reposo en el Ultimo afio, ademas de no contar con un historial médico en el Gltimo afio
de: hospitalizacion, cirugia, didlisis, catéteres permanentes o dispositivos médicos (Millar
et al., 2007).

El CA-MRSA se relaciona comunmente con infecciones de piel y tejidos blandos,
estas infecciones suelen manifestarse como celulitis, forinculos y abscesos; algunos
casos pueden ser severos y estar asociados a neumonia necrotizante, empiema, sepsis,
bacteremia, osteomielitis, fascitis necrotizante y purpura fulminans; en cuyo caso se

asocian a altas tasas de morbilidad y mortalidad (Benoit et al., 2008).

Las cepas CA-MRSA y las HA-MRSA difieren no solamente en su cuadro clinico y en
su epidemiologia, sino que presentan en general caracteristicas fenotipicas y genotipicas
distintas. Los CA-MRSA tipicamente poseen la toxina Leucocidina Panton-Valentine
(PVL), pero algunos clones no la contienen (Zhang et al., 2008). Ademas, el CA-MRSA se
caracteriza por causar brotes en comunidades cerradas, que afectan a grupos familiares,
militares, reclusos, nifios en guarderias y deportistas (Kennedy y DelLeo, 2009) (Cuadro
3).

El primer reporte descrito de CA-MRSA en México, fue en un hospital de Nuevo Le6n
en el afio 2011, otros casos se han reportado en paises de Sudamérica, Uruguay,
Argentina, Paraguay, Chile, Ecuador, Colombia, Venezuela y Brasil (Velazquez et al.,
2011; Ma et al., 2005; Garcia 2011).
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Cuadro 3. Diferencias entre CA-MRSA y HA-MRSA

CA-MRSA HA-MRSA
SCCmec IV, V, VI [, 11, 1l
Presencia del >95% <5%

gen pvl
Susceptibilidad

a antibiéticos

Poblacién

afectada

Factores de

riesgo

Transmision

Cuadro clinico

Resistentes a los antibioticos B-
lactamicos y en menor medida a

otras familias de antibi6ticos

Nifios y jévenes; atletas y
deportistas; personal militar;

reclusos; drogadictos

Estar en lugares con estrecho
contacto, lesiones en piel, falta de

higiene.

Propagacién de persona a
persona. Instalaciones compartidas
(por ejemplo, equipos de deporte,
toallas, piscinas). Propagacién del

medio ambiente a la persona.

Infecciones de piel y tejidos
blandos (celulitis, forinculos y
abscesos); en casos severos

causan neumonia necrotizante,
sepsis, bacteremia, osteomielitis,

fascitis necrotizante.

A menudo multiresistentes

Ancianos, personas
debilitadas y/o con

infecciones crénicas

Inmunodeprimidos, cirugia,
catéteres, hospitalizacion

previa

Propagacién de persona a
persona (entre enfermeras,
médicos, cirujanos, visitantes,
pacientes). Propagacion del

medio ambiente al paciente.

Cuadros clinicos graves. A
menudo bacteriemia sin foco
de infeccion obvio; Ulceras
abiertas, heridas quirdrgicas,

catéteres urinarios.

Fuente: Millar et al., (2007).
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En la actualidad se esta produciendo un rapido aumento en la prevalencia de CA-
MRSA en algunos paises, principalmente en EUA y a menudo, esti sustituyendo a las
cepas propiamente hospitalarias, de forma que la barrera entre ambos tipos es cada vez
menor. Esto se refleja en que cepas consideradas CA-MRSA en ocasiones estan
presentando resistencias a antibiéticos no B-lactamicos no propias de estos clones
(Deresinski et al., 2005). Ademas, recientemente estan surgiendo infecciones en la
comunidad producidas por clones cuyo origen parece estar relacionado con animales de
produccion (Wulf y Voss, 2008).

Sélo unas pocas clonas de CA-MRSA se han diseminado a través del mundo. Se
han identificado dos clonas principales, la USA300 y la USA400. La clona USA300 se ha
localizado en jugadores de futbol y presos, mientras que la cepa USA400 se ha

encontrado en varias poblaciones étnicas (Bustos et al., 2006).

6. Infecciones por Staphylococcus aureus resistente a la
meticilina en los animales

6.1 Animales de compaifia

S. aureus causa un amplio rango de infecciones oportunistas en animales de
compafiia, como infecciones superficiales de piel, infecciones post-operatorias y, en

ocasiones es el causante de importantes patologias (Cuny et al., 2010).

El primer reporte de infeccibn de MRSA en animales de compafia fue en gatos
(Lilenbaum et al., 1998). Desde entonces se han aislado en numerosos casos y en
diferentes paises, (Pinto et al., 2011; Zhang et al., 2011), donde la frecuencia de

aislamiento en gatos y perros es <10% (Leonard y Markey, 2008).
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De igual manera, se ha detectado MRSA en hospitales de equinos en Japon, EUA,
Reino Unido, Australia, Alemania e Irlanda, relacionandose con infecciones de piel y
tejidos blandos; artritis séptica, bacteremia, osteomielitis, e infecciones de implantes (Van
den Eede et al., 2009; Leonard y Markey, 2008). En estos casos la transmision de la
infeccion se da por contacto con el personal veterinario, ademas el ambiente contaminado
del hospital es una fuente importante de infeccion (Weese et al., 2005). Incluso se ha
aislado cepas MRSA en animales exG6ticos como en tortuga, loro y murciélago (Walther et
al., 2008).

Algunos estudios han mostrado que la mayoria de las cepas MRSA obtenidas de
animales de compafia, muestran caracteristicas similares a las aisladas en los humanos
(Strommenger et al., 2006). Por lo tanto, no se descarta el posible origen humano de
estas cepas, siendo el hombre el que probablemente extienda estos clones en hospitales,
en la comunidad y a los propios animales de compariia (Walther et al., 2009; Weese et al.,
2005).

Por el contrario, los animales portadores constituyen un reservorio de cepas MRSA,
pudiendo transferir dichos microorganismos al ser humano, aumentando asi la capacidad
de diseminacion y consecuentemente de infeccion (Walther et al., 2009).

6.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado al
ganado (LA-MRSA)

Dada la importancia de S. aureus como agente causal de mastitis bovina y el uso
generalizado de los antibidticos intramamarios en esta especie, ho es sorprendente que
los primeros aislamientos de MRSA en los animales se encontraran en la leche de vacas
(Lee, 2003). EI MRSA se ha aislado también en otros animales de produccién como
cerdos (Voss et al., 2005), y en menor medida en pollos (Lee, 2003;), ovejas y conejos
(Leonard y Markey, 2006).

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 25



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

El primer caso de transmision directa de MRSA entre el hombre y vacas con mastitis
subclinica fue documentado por Kaszanyitzky et al., (2007). La deteccion de MRSA en los
animales desempefia un papel importante en la epidemiologia ya que éstos representan
un reservorio natural y el contacto con animales portadores implica un riesgo para la salud
humana (Lee, 2003; Voss et al., 2005; Weese et al., 2005).

Asimismo el riesgo potencial de adquirir la infeccion por MRSA, se da por exposicion
ocupacional en granjas de cerdos y ganado bovino (Huijsdens et al., 2006; Graveland et
al., 2011b), este hecho también se ha documentado en las personas que trabajan con
caballos y perros (Lewis et al., 2008; van Loo et al., 2007).

Relacionado a lo anterior se ha reportado que los granjeros y sus familiares,
trabajadores de rastros y veterinarios presentan un mayor riesgo de colonizacion y de
infeccidbn por MRSA, asociado con la intensidad de contacto y al nUmero de animales
positivos (Wulf et al., 2008; Sakwinska et al., 2011). Con respecto a este tema, Voss et al.
(2005), describieron que los criadores de cerdos holandeses tienen 760 veces mayor

riesgo de ser colonizados por MRSA en comparacion con la poblacion holandesa.

En un estudio longitudinal, se demostré que la prevalencia de MRSA disminuye
rapidamente durante la ausencia del contacto con los animales, durante vacaciones y
entre los ciclos de produccion (Graveland et al., 2011b), observandose que la higiene de
la granja (limpieza y desinfeccion del establo) y el uso adecuado de los antibibticos se

asocia a una baja prevalencia de MRSA en los animales (Graveland et al., 2011a).

Actualmente, se ha descubierto en Dinamarca, Francia, Canada y en los Paises
Bajos, que la cepa MRSA CC398 (complejo clonal) de origen animal se encuentra en la
poblacién humana (Lewis et al., 2008). Vanderhaeghen et al., (2010) realizaron una
investigacion en Bélgica, donde detectaron una elevada prevalencia de cepas MRSA

aisladas de leche de vacas con mastitis clinica y subclinica. Todos estos aislamientos
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pertenecieron al CC398, el cual causa problemas en el tratamiento de las infecciones
debido a que presenta multirresistencia.

La infeccion por S. aureus en el hombre y en el ganado presenta un desafio
epidemiolégico mundial para los problemas de salud humana y animal. El incremento de
la prevalencia de MRSA implica un serio problema terapéutico en el ambiente hospitalario;
del mismo modo, S. aureus es uno de los principales agentes causales de mastitis bovina

entre el ganado vacuno lechero (Brody et al., 2008; Gil, 2000).

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 27



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

1. JUSTIFICACION

En el valle de Toluca, prevalece el sistema de produccién lechera de tipo familiar, el
cual favorece el empleo familiar y el desarrollo regional. En este tipo de sistema, las
condiciones de higiene y el manejo sanitario son deficientes, lo cual contribuye al
desarrollo de la mastitis, entre los agentes infecciosos de esta enfermedad, el S. aureus,

es considerado como el principal agente etiolégico.

En la actualidad, la infeccion por S. aureus en los hatos lecheros, se asocia a un
nivel elevado de resistencia a los antibitticos, particularmente a los B-lactamicos, este
hecho constituye una alerta epidemioldgica, debido a la emergencia de S. aureus

resistente a la meticilina (MRSA).

Se ha observado que las personas que tienen contacto directo con animales
positivos a MRSA tienen un alto riesgo de ser portadores de la infeccién, ademas se ha
documentado casos de transmision entre los miembros de la familia, lo que evidencia la

importancia del estudio de este tipo de aislamientos en el ganado bovino lechero.

En México, se han realizado pocas investigaciones orientadas a identificar S. aureus
resistente a la meticilina de origen bovino, ademas no se han analizado los genes mecR1
y mecl, dicho andlisis de los genes reguladores podria explicar las bases moleculares
sobre la diversidad genética y la resistencia a la meticilina de S. aureus en medicina
veterinaria. Es por ello, que el presente estudio estuvo orientado a detectar aislamientos
de MRSA en vacas, de unidades de produccion lechera familiar y determinar su variacion
genética con relacion a la deteccién de los genes mecA, mecR1 y mecl.
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IV. HIPOTESIS

Los aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA),
obtenidos de bovinos en unidades de produccién lechera familiar, muestran diferentes
genotipos del gen mecA y los genes reguladores, mecR1 y mecl.
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V. OBJETIVOS

General:

Detectar los diferentes genotipos del gen mecA relacionados con la presencia de los
genes reguladores mecR1 y mecl en aislamientos de S. aureus, de vacas de unidades de

produccion lechera familiar en el valle de Toluca.

Especificos:

» Identificar los aislamientos de S. aureus en muestras de leche de vaca por pruebas

fenotipicas bacteriolégicas y por PCR mediante la deteccién del gen femB.

« Determinar la sensibilidad in vitro de S. aureus a diferentes antibiéticos y la presencia

del gen blaZ.

» Identificar por PCR el gen mecA en aislamientos de S. aureus.

» Detectar por PCR los genes mecR1 y mecl en aislamientos MRSA y clasificarlos de

acuerdo a su ausencia o presencia.

» Detectar mutaciones en el gen mecl por secuenciacion.
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VI. MATERIAL Y METODOS

OBTENCION DE LA MUESTRA

En el presente estudio, se emplearon 85 aislamientos de S. aureus obtenidos de un
estudio previo, aislados de leche de vacas en el valle de Toluca (Lépez et al., 2011). Las
muestras de leche se adquirieron a partir de un muestreo estratificado en cuatro
municipios del valle de Toluca: Temoaya, Tenango del Valle, Toluca y Zinacantepec. El
tamafo de la muestra se obtuvo con base a la poblacién de vacas lecheras existentes en
cada municipio (INEGI, 2007) y con una prevalencia del 25% de S. aureus reportada por

estudios previos (Garcia y Tapia, 2006), ademas, se empleé la siguiente formula:

Donde:

n =tamano minimo de la muestra n=

L= numero de estratos (4)
Z=nivel de confianza (95%= 1.96) i1
pi = probabilidad de que el evento ocurra en el estrato i (25% = 0.25)
gi=1- pi(1- 0.25=0.75)

B = error estimado (5% = 0.05)

N;=poblacién de cada estrato

W= peso asignado al iésimo estrato

Tamarfio de muestra minino: n 276.

El muestreo se realizé en 27 unidades de produccion lechera familiar, cuyos
productores estuvieron de acuerdo al muestreo. Estas unidades se caracterizaron por la
aplicacion de manejo de ordefio manual y el empleo de mano de obra familiar. Las

muestras se obtuvieron de acuerdo al procedimiento descrito por National Mastitis
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Council, (1999). Se recolectaron 302 muestras de leche bajo condiciones asépticas, de
las vacas en linea de ordefio en diferentes etapas de lactacién y numero de parto (cuadro

4),

Del total de muestras de leche, se obtuvieron 85 aislamientos S. aureus los cuales
fueron conservados en caldo infusion cerebro corazon adicionado con 25% de glicerol v/v,

a una temperatura de -80°C.

Cuadro 4. Distribucion del nimero de muestras recolectadas en cada municipio.

No. (%) de unidades de

Municipios oroduccion No. (%) de muestras
Temoaya 7(26.0) 57 (18.9)
Tenango del valle 8(29.6) 81(26.8)
Toluca 8(29.6) 75 (24.8)
Zinacantepec 4(14.8) 89 (29.5)
Total 27(100) 302 (100)
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IDENTIFICACION BACTERIOLOGICA DE LOS AISLAMIENTOS de
Staphylococcus aureus.

Los aislamientos se inocularon en placas de agar base de gelosa sangre (BD
Bioxon, México) y agar sal y manitol (BD Bioxon, México), y se incubaron a 37°C durante
24 h. La identificacion de S. aureus se bas6 en la morfologia de la colonia; en el agar
base de gelosa sangre; las colonias de S. aureus presentan color blanco grisaceo o
amarillas, tienen forma convexa y la mayoria presentan hemolisis alfa o beta; en el medio
agar sal y manitol las colonias son de color amarillo debido a la fermentacion del manitol
(Bautista-Truijillo et al., 2013).

Se selecciond una sola colonia del medio agar sal y manitol y se sometié a las
pruebas de coagulasa, catalasa, fermentacion anaerobia del manitol y tincién de Gram
(Wichelhaus et al., 1999). Como control positivo para S. aureus se empleé la cepa ATCC
25923 y como negativo, la cepa S. epidermidis ATCC 12228 (Figura 7).

’

-&Jh!i‘?lv whilia

I

:

B- hemalisis por S Fermentacion de manitol Tincisn de Gram de Prueba de
aweus por S. aweus S. aureus coagulasa

Figura 7. Identificacién bacteriolégica de S. aureus por métodos microbiol6gicos y bioquimicos.
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CARACTERIZACION DEL ANTIBIOTIPO DE Staphylococcus aureus
RESISTENTE A METICILINA (MRSA)

Sensibilidad in vitro de S. aureus a los antibi6ticos.

La sensibilidad in vitro a diferentes antibiéticos se llevd a cabo por el método de
difusion en disco, siguiendo el procedimiento establecido por el Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012), empleandose los siguientes antibiéticos: Penicilina
(10V), Ampicilina (10ug), Gentamicina (10ug), Tetraciclina (30ug), Eritromicina (15ug),
Trimetoprim-sulfametoxazol (1.25/23.75ug), Cefalotina (30ug), Cefuroxima (30ug),
Cefotaxima (30pg), Ceftazidima (30ug). Para la deteccién de S. aureus resistente a la
meticilina, se emplearon los unidiscos de oxacilina (1ug), cefoxitina (30ug) vy
amoxicilina/acido clavulanico (20/10ug) para caracterizar la resistencia a la meticilina
(CLSI, 2012).

El inéculo se prepar6 empleando el método de suspension directa de colonias en
caldo Mueller-Hinton, se comparoé la turbidez del crecimiento bacteriano establecida por el
método de McFarland 0.5 (1.5 X 10® UFC/mL) (Anexo 1). Para inocular el agar Mueller-
Hinton se utilizd un hisopo estéril de algodon, el cual se humedecidé con la suspension y
se distribuy6 uniformemente en toda la superficie del medio, se dejaron secar 10 min y

posteriormente se depositaron los discos correspondientes.

El diametro de las zonas de inhibicién se determinaron después de 24 horas de
incubacién a 35°C, y fueron comparadas con los valores establecidos por CLSI, (2012),
para determinar el fenotipo de resistencia, intermedio y sensibilidad a los antibiéticos para
el género Staphylococcus spp. Como controles de la prueba se utilizaron las cepas de S.
aureus ATCC 25923 y ATCC 43300.

Para la deteccion del antibiotipo MRSA a partir de S. aureus resistente a la oxacilina,

se realiz6 la prueba de tamizado de oxacilina (oxacillin agar screen), en la cual, de cada
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aislamiento se hizo una suspension directa de colonias en caldo Mueller-Hinton, con una
suspension bacteriana a una densidad de 0,5 McFarland. De cada cultivo se inocul6 por
duplicado en placas de agar Mueller-Hinton adicionadas con 4% de NaCl y 6ug/mL de
oxacilina y se incubaron por 24 horas a 35 °C. Para esta prueba se consideraron como
MRSA aquellos aislamientos que resistieron esta concentracién. La cepa ATCC 29213
(sensible) y cepa ATCC 43300 (resistente), se emplearon como controles positivos.

DETECCION DE AISLAMIENTOS DE MRSA, MEDIANTE LA REACCION EN CADENA
DE LA POLIMERASA

Extraccion de ADN bacteriano
La extraccidon de ADN nuclear se llevd a cabo utilizando el kit comercial, GeneJET
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, EUA) y siguiendo las instrucciones del

fabricante (Anexo 2).
Cuantificacion del ADN

La concentracion y pureza del ADN extraido se cuantificO6 mediante el
espectrofotdmetro y programa informético de cuantificacion NANO-DROP. La pureza del
ADN se obtiene por la relaciéon entre la absorbancia de 260nm y 280nm. La preparacion

pura del ADN presenta un cociente entre 1.8 y 2.0.

Deteccidn de los genes femB y mecA por PCR multiplex

El total de los aislamientos de S. aureus, fueron probados para la identificacion de
MRSA, el cual se llevé a cabo mediante la deteccion del gen femB (especifico de
Staphylococcus aureus) y el gen mecA (codificante de la resistencia a meticilina)
(Kobayashi et al., 1994), los iniciadores utilizados se encuentran descritos en el cuadro 5.
Las condiciones de amplificacion empleadas fueron las siguientes: desnaturalizacién

inicial a 94°C por 5min; desnaturalizacion 94°C por 1min; alineacién a 55°C por 1min;
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extension a 72°C por 2min y extension final a 72°C por 7 min, por 30 ciclos. Como control
positivo se empled la cepa ATCC 43300.

Deteccion del gen blaz

La deteccion del gen blaz, que confiere resistencia del S. aureus a la penicilina, se
realiz6 de acuerdo a Schnellmann et al., (2006), las secuencias de los iniciadores
empleados y los tamafios de los amplicones se indican en el cuadro 5. Las condiciones de
amplificacién empleadas fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C por 3min;
desnaturalizacion a 94°C por 1min; alineacion a 50°C por 1min; extension a 72°C por

1min y extension final a 72°C por 5min, por 30 ciclos.

Deteccion de los genes mecR1y mecl.

Los aislamientos positivos al gen mecA fueron estudiados para los genes
reguladores mecR1 y mecl. Para esto, se utilizaron los iniciadores mecR1A para el
dominio citoplasmico (MS) y el mecR1B para el dominio de unién a la penicilina (PB) del
gen mecR1 (Kobayashi et al., 1996) (Cuadro 5). Como control positivo se utilizé la cepa
ATCC 43300 y como control negativo agua libre de nucleasas. Las condiciones de
amplificaciébn fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial a 94°C por 5min;
desnaturalizacion a 97°C por 1min; alineacién a 57°C por 1lmin; extension a 72°C por

2min y extension final a 72°C por 7min, por 30 ciclos.

Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 25uL. La mezcla
de reaccion consistié en 100ng de ADN, 200 uM de cada dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, y
dTTP), 10uM de los iniciadores excepto para los iniciadores femB 13uM, 1U de GoTag®
Flexi DNA Polymerase (Promega, EUA), 1.5 mM de MgCl, y Buffer 10X.
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Cuadro 5. Secuencias de los iniciadores utilizados en la PCR y tamafios de los productos

esperados
Tamarno
Gen Secuencia de nucleétidos (5’>3’) amplicén Referencia
(pb)
mecA Sentido: AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC 533
Antisentido:AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC
Kobayashi et
femB Sentido:TTACAGAGTTAACTGTTACC 651 al., (1994)
Antisentido:ATACAAATCCAGCACGCTCT
blaz Sentido: CAGTTCACATGCCAAAGAG 772 Schnellmann
et al., (2006)
Antisentido:TACACTCTTGGCGGTTTC
mecR1A Sentido:GTCTCCACGTTAATTCCATT 310
(dominio MS)
Antidentido:GTCGTTCATTAAGATATGACG
mecR1B Sentido:AAGCACCGTTACTATCTGCACA 236 Kobayashi et
(dominio PB) al., (1996)
Antisentido:GAGTAAATTTTGGTCGAATGCC
mecl Sentido:AATGGCGAAAAAGCACAACA 481

Antisentido: GACTTGATTGTTTCCTCTGTT

Visualizacion de los amplicones

Todos los productos de amplificacién de la PCR fueron analizados por electroforesis
en gel de agarosa al 2% tefiidos con bromuro de etidio (0,5 ug/mL) (SIGMA-Aldrich, EUA).

Ademés de ser comparados utilizando los marcadores de peso molecular, GeneRuler™

Low Range DNA Ladder 25 a 700 pb (Fermentas, EUA) para los genes femB, mecA,
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mecR1 y mecl y GeneRuler™ 50pb DNA Ladder 50 a 1000 pb (Fermentas, EUA) para el
gen blaZ. Después de realizar la electroforesis a 96 V por 70 min, los geles se
visualizaron en UV y se capturaron en un sistema de foto documentacion (minBIS Pro, Bio

Imaging Systems).

Clasificacion de los genes reguladores

Los aislamientos de MRSA se agruparon de acuerdo a la presencia y ausencia de
sus genes reguladores en: grupo A, los aislamientos contienen los genes reguladores
mecR1 y mecl; grupo B, en estos aislamientos solo el gen mecl esta delecionado; grupo
C, en este grupo en gen mecl y el dominio PB del gen mecRI estan suprimidos y el grupo
D, en el cual las cepas de S. aureus carecen de los genes reguladores (Suzuki et al.,
1993).

Secuenciacion del gen mecl

Los productos de la PCR positivos al gen mecl, fueron purificados utilizando el kit
QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, México), siguiendo las instrucciones del fabricante
(Anexo 3). Posteriormente, estos amplicones purificados fueron secuenciados
directamente, utilizando los mismos iniciadores empleados para la amplificacion y el
producto Big Dye Terminator® v.3.1 Cylce Sequencing (Applyed Biosystem, EUA). Las
secuencias fueron procesadas en un analizador de secuencias 3100 (Applied Biosystems,
EUA). Posteriormente, estos amplicones fueron secuenciados directamente, utilizando los
mismos iniciadores para la amplificacion y el producto Big Dye Terminator® v.3.1 Cylce
Sequencing (Applyed Biosystem, EUA). Las secuencias fueron procesadas en un

analizador de secuencias 3100 (Applied Biosystems, EUA).

La alineacion de las secuencias se realizd en el software CLUSTALW2, asimismo

las secuencias se compararon con la secuencia de la cepa de S. aureus pre-MRSA N315
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estudiada por Hiramatsu et al, (1992), la cual posee los genes mecR1 y mecl (GenBank
no. de acceso X63598.1).

ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar las diferencias estadisticas en el aislamiento de S. aureus y la
presencia de los genes de resistencia en los diferentes municipios; los resultados se
analizaron mediante la prueba de Chi-cuadrada de Pearson (x?), con un nivel a de 0.05, y
un intervalo de confianza del 95%. Con valores menores de 5 se utilizé el método de

correccion de Yates (Wayne, 2006).
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VII. LIMITE DE TIEMPO Y ESPACIO

La presente investigacion de realizo durante el periodo de agosto de 2011 a julio
2013. Los procedimientos de laboratorio se llevaron a cabo en el area de Inocuidad
Alimentaria del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal (CIESA)
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autbnoma del
Estado de México ubicado en el Km. 15.5 de la carretera Panamericana Toluca -

Atlacomulco.
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VIlIl. RESULTADOS

Distribucion geografica de los aislamientos de Staphylococcus aureus

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, mostraron que la frecuencia general
de aislamiento de S. aureus en hatos lecheros del valle de Toluca, fue del 28.1%. El total
de S. aureus fue de 85, los municipios estudiados presentaron poblaciones

estadisticamente diferentes (p< 0.05) al aislamiento positivo.

Asimismo, la distribucion municipal del aislamiento de S. aureus fue de la siguiente
manera; de las muestras obtenidas en el municipio de Temoaya, 29 (34.1%) fueron
positivas a S. aureus; en Tenango del Valle, 16 (18.9%) fueron positivas; en Toluca, asi
como, en Zinacantepec, se identificaron 20 (23.5%) aislamientos de S. aureus. Como
podemos notar en estos resultados, el municipio de Temoaya mostré la mayor numero de

positividad para S. aureus (cuadro 6).

Cuadro 6. Numero y porcentaje de aislamiento de Staphylococcus aureus por municipio.

Municipios No. (%) aislamiento de S. aureus
Temoaya 29 (34.1)
Tenango del valle 16 (18.9)
Toluca 20 (23.5)
Zinacantepec 20 (23.5)
Total 85 (100)
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Resistencia fenotipica de los aislamientos de Staphylococcus aureus

En cuanto al patréon de sensibilidad in vitro a los antibidticos, se observé un mayor
porcentaje de aislamientos de S. aureus con resistencia a los antibiéticos B-lactamicos. El
mayor porcentaje de resistencia se present6 frente a ceftazidima con un 91.8% (78/85),
seguido por 50.6% (43/85) a ampicilina y 44.7% (38/85) a penicilina y eritromicina. EI 20%
de los S. aureus mostraron resistencia a oxacilina, el 4.7% fueron resistentes a cefoxitina
y el 10.6% a amoxicilina/acido clavulanico. El total de aislamientos estudiados mostraron

sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol (cuadro 7).

Cuadro 7. Sensibilidad in vitro de aislamientos de Staphylococcus aureus a diferentes

antibioticos.

No. (%) No. (%) No. (%)
Antibiéticos aislamientos aislamientos aislamientos
sensibles intermedios resistentes
Penicilina 47 (55.3) 0(0) 38 (44.7)
Oxacilina 62 (73.0) 6 (7.0) 17 (20.0)
Cefoxitina 81 (95.3) 0(0) 4 (4.7)
Ampicilina 42 (49.4) 0(0) 43 (50.6)
Amoxicilina/acido
clavulanico 76 (89.4) 0(0) 9 (10.6)
Cefotaxima 49 (57.7) 12 (14.1) 24 (28.2)
Ceftazidima 1(1.2) 6 (7.0) 78 (91.8)
Cefuroxima 73 (85.9) 2 (2.3) 10 (11.8)
Cefalotina 75 (88.2) 4 (4.8) 6 (7.0)
Gentamicina 81 (95.4) 2 (2.3) 2 (2.3)
Eritromicina 26 (30.6) 21 (24.7) 38 (44.7)
Tetraciclina 58 (68.2) 2 (2.3) 25 (29.5)
Trimetoprim-
sulfametoxazol 85 (100.0) 0 (0) 0 (0)
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Ademas, 5 aislamientos de S. aureus no mostraron resistencia a ningan antibiotico,
sin embargo, se observaron diferentes fenotipos de multiresistencia, donde el 17.5%
(14/80) de los aislamientos fueron resistentes a 2 o 4 antibioticos, el 15.0% (12/80)
exhibieron resistencia a 3 antibidticos y 1.2% (1/80) fue resistente a 11 de los 13
antibioticos probados (gréfica 1).
Gréfica 1. Patron de multiresistencia de Staphylococcus aureus a los antibiéticos

probados.
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No. de aislamientos de S. aureus resistentes

Con respecto a los resultados obtenidos en la prueba de tamizado de oxacilina
(oxacillin agar screen), se observaron 13 (15.3%) aislamientos de S. aureus positivos a

dicha prueba, identificAandose como S. aureus meticilina resistente.

Identificacion de los aislamientos de S. aureus resistentes a la meticilina

Se identificaron 85 aislamientos como S. aureus, tomando como base las

caracteristicas morfoldgicas de las colonias y los resultados obtenidos en las pruebas

bioquimicas; asimismo, se confirmaron todos al ser positivos al gen femB por PCR. De los
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85 S. aureus solo cuatro (4.7%) portaron el gen mecA, relacionados con el genotipo
MRSA, los aislamientos restantes se consideraron como S. aureus sensibles a meticilina
(MSSA) (Figura 8).

gen femB

gen mecA
(533 pb)

Figura 8. PCR del gen mecA y femB de S. aureus. El carril M es el marcador de peso molecular;
carrill cepa control positiva ATCC 43300; carril 2 aislamiento MRSA 15; carril 3 aislamiento MRSA
113; carril 4 aislamiento MRSA 20; carril 5 aislamiento MRSA 20 y carril 6 control negativo.

En la distribucion de los aislamientos de MRSA, provenientes de los municipios del
valle de Toluca fue la siguiente: un aislamiento (1.2%), se detect6 en el municipio de
Temoaya; dos (2.3%) en Toluca y uno (1.2%) en Tenango del Valle. Los municipios
estudiados no mostraron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05), en cuanto a
la deteccion de MRSA.
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Determinacion del gen blaz

Los 38 (44.7%) aislamientos de S. aureus que mostraron resistencia fenotipica a la
penicilina, fueron positivos al gen blaZz por PCR, asociado a la produccion de -
lactamasas (figura 9). La deteccion del gen blaZz no mostré diferencias estadisticamente

significativas (p>0.05) en los municipios estudiados.

Figura 9. PCR del gen blaZ en aislamientos de S. aureus. El carril M es el marcador de peso
molecular; carril 1 cepa control positiva ATCC 43300; carril 2 aislamiento MRSA 15; carril 3
aislamiento MRSA 113; carril 4 aislamiento MRSA 20; carril 5 aislamiento MRSA 25; carril 6
aislamiento MSSA 16; carril 7 aislamiento MSSA 136; carril 8 aislamiento MSSA 205 y carril 9

control negativo.

Deteccién de los genes mecR1y mecl.

De acuerdo al patron de deteccion de los genes reguladores mecR1 y mecl, el
aislamiento MRSA CA-25 fue positivo para los genes mecR1 y mecl (grupo A); los
aislamientos MRSA C-Al15 y MRSA CA-113 fueron positivos al dominio MS del gen
mecR1 (grupo C) y el aislamiento MRSA CA-20 fue negativo a los dos genes reguladores

(grupo D) (figura 10 y cuadro 8).
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mecRA mecRB mecl
(310pb) (236pb) (431pb)

M1 23 456 7 8 9101112131415 M

Figura 10. Gel de agarosa al 2% de los amplicones de PCR de los genes, mecR1 y mecl. El
carril M es el marcador de peso molecular; carril 1, 6 y 11, cepa control MRSA ATCC 43300; carril
2, 7y 12 aislamiento MRSA 25; carril 3, 8 y 13 aislamiento MRSA 15; carril 4, 9 y 14, aislamiento
MRSA 113; carril 5, 10 y 15, aislamiento MRSA 20.

Cuadro 8. Identificacion de los genes reguladores en cepas de Staphylococcus aureus

resistentes a meticilina.

Producto de PCR
Cepa Clasificacion*
mecA mecR1A(MS) mecR1B(PB) mecl

ATCC 43300 * * * * A
MRSA CA-25 * * * * A
MRSA CA-15 * * - - C
MRSA CA-113  * * - - C
MRSA CA-20 * - - - D

(+)Presencia del gen; (-) ausencia del gen; *clasificacion propuesta por Suzuky et al., (1999).
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Secuenciaciéon del gen mecl

Los productos de PCR del aislamiento MRSA CA-25 y la cepa ATCC 43300 positivos
al gen mecl, se envid a secuenciar para detectar posibles mutaciones presentes en dicho
gen. Los resultados obtenidos a través del analisis de las secuencias, mostraron que, las
secuencias del gen mecl, fueron idénticas que en la cepa N315 pre-MRSA. Como se
observa en la figura 11 las secuencias de los aislamientos MRSA estudiados estuvieron

altamente conservadas.

ATCC43300 ATAATGEATAAT AR A CTATGARATATCAT TG AGRATEEEAAGTTATGAATATCATT €0
Nals ATAATCCAT AT AR A A CTATGARATATCAT CICC AR ATEEEAACTITATCAATATCATT €0
CEPRZS ATA AT AT AT AR A AT ATGAR A TATCAT CTCCAGRATEEEARCTTATCAATATCATT £0
A AAAAdAddd Al s dddidiididsdiddiiddddidididladadddsdaddadaddds
ATTC43300 TEEATCGAAR AN ATATE A AGTGCEAATARTATAATAGAAGARATACARAATECARRAGEAT 120
Hals TEEATCGAARA AT ATC A AGTGCEAATARTATAATAGAAGARATACARATECARRAGEAT 120
CEFRZS TEEATCGARARAAATATGCRAGTGCEAATARTATAATAGRAAGARATACARAATGCARRAGEAT 120
A R P P AP A AP R A A O A
ATCCS3300 TEEACTOCAARRACCATTOCTACACTTATAACGAGATIGTATAARR AGEEATTTATAGAT 180
Nals TEEACT AR A RO A TTOCTACACTTATAACGACATTCTATARRR ACEEATTTATAGAT 1680
CEPRZS TEEACT AR A RO A TTOCTACACTTATAACGACATTCTATARRR ACEEATTTATAGAT 1680
A AAAAdAddd Al s dddidiididsdiddiiddddidididladadddsdaddadaddds
ATTC43300 CETARRA ARG A A TAR R A TTTTTCAATATTACTCICII GTAGAAGARAAGTGATATAARA 240
Hals CETARRA ARG A A TAR R A TTTTTCAATATTACTCICII GTAGAAGARAAGTGATATAARA 240
CEFRZS CETARRA R R GACAATAR R AT TTITCAATATTACTCICIIGTAGAAGARAAGTGATATAARA 2490
A g S P P AP A AP R A A O AP
ATCCS3300 TATAARACATCTARRRACTTTATCARTARAGTATACARAGEOGETTTCAATTCACTTGTC 200
Nals TATAA R AT T AR R A CTTTATCART AR ACTATACR R AEEOCEETITTCAATTCACTITETC 200
CEPRZS TATAA R AT T AR R A CTTTATCART AR ACTATACRAREEOCEETITTCAATTCACTITETC 200
A AAAAdAddd Al s dddidiididsdiddiiddddidididladadddsdaddadaddds
ATTC43300 TIAAACTI TG AGARR R R GAAGAT CTATCACAAGATGAAATAGARAGAATTGAGARATATA 3E0
Hals TIAAACTITGTAGARR R R GAAGAT CTATCACAAGATGAAATAGARAGAATTGAGARATATA 3E0
CEFRZS TIAAACTTITGTAGAAR AR GARGATCTATCACAAGATGAARATAGARGAATTGAGARATATA 3E0

A AAAAdds s ddlddddididdiiddiiddiiiddididddtidddddddditddsdadddd

Figura 11. Andlisis de las secuencias del gen mecl. Cepa ATCC 43300 y en el aislamiento de
MRSA 25 comparadas con la cepa N315 pre-MRSA (GenBank no. de acceso X63598.1; Hiramatsu
et al, 1992).

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 47



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

From:Comité Editor (archmv@uach.cl)

Sent: Tuesday, October 29, 2013 5:51:46 PM

To:  josesimonmc@hotmail.com
Be careful! This sender failed our fraud detection
checks.
Show content

Estimado(a) Dr. Simon Martinez, Margarita Loépez, Martin Talavera, Juan
José Valdez, Valente Veldzquez:

Gracias por enviarnos su manuscrito "Genotipos de los genes mecA, mecRl y
mecI en aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina de
origen bovino en unidades de produccién lechera familiar, México" a
Archivos de Medicina Veterinaria. A través del sistema de gestién de
revistas online, podré seguir su progreso a través del proceso editorial
identificdndose en el sitio web de la revista:

URL del manuscrito:
v =

u =
Nombre de usuaria/o: simonmc

Si tiene cualquier pregunta no dude en contactarnos. Gracias por tener en
cuenta esta revista para difundir su trabajo.

Atentamente,

Claudia Cardenas A.

Asistente Editorial

Archivos de Medicina Veterinaria

. 8»

«Qf//lad//g

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 48



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

Genotipos de los genes mecA, mecR1 y mecl en aislamientos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina de origen bovino en unidades de produccion lechera familiar,
México

Genotypes of mecA gene and regulatory genes mecl and mecR1 isolates of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus from bovine from Family Dairy Farms, Mexico

M Lépez -Vazquez®, JS Martinez -Castafieda®, M Talavera-Rojas?, JJ Valdéz -Alarcon®, V

Velazquez -Ordofiez**

#Centro de Investigacion y Estudios Avanzados en Salud Animal, Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia, Universidad Auténoma del Estado de México, Toluca, Estado de
México, México.

bCentro Multidisciplinario de Estudios en Biotecnologia, Facultad de Medicina Veterinaria

y Zootecnia, Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Tarimbaro, Michoacan,
Mexico.

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 49



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

SUMMARY

In Mexico, like other countries the Staphylococcus aureus is the major pathogen identified in
bovine mastitis. The treatments of this disease, utilize mainly B-lactam antibiotics; however, in
Mexico exist reports of resistant Staphylococcus aureus to this type of antibiotics, however, at
present, the molecular mechanisms of MRSA not been extensively studied.

In this work, we studied S. aureus isolates from bovine, which were identified by PCR
amplification femB gene. The resistance of the isolates to B-lactam antibiotics was characterized by
antimicrobial susceptibility tests and by PCR of the genes, blaZ, and mecA; we also included
analysis of their regulatory genes mecl and mecR1. Ours results showed an increased resistance to
B-lactam antibiotics and erythromycin between the S. aureus; but, only 38 (44.7%) were positive for
blaZ gene. In other hand, all the S. aureus isolates were tested for mecA gene, and only four were
positive to this gene, these were grouped of followed form: one was positive for both mecR1 and
mecl genes (Group A), two do not showed mecl gene and PB domain of mecR1 gene (group C) and
one do not showed both regulatory genes (group D). In conclusion, we have identified the presence
of MRSA isolates on family dairy farms in the state of Mexico, and theirs resistance to p-lactam
antibiotics; was analyzing molecularly, indicated, that this, could be regulated by different

genotypes of the mecA, mecR1 and mecl genes present in the MRSA isolates.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin-resistant, mecA gene, bovine

Palabras clave: Staphylococcus aureus, resistencia a meticilina, gen mecA, bovino
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INTRODUCCION

En México, existen un gran namero de unidades de produccion lechera familiar, debido a que
estas ayudan a la generacion de autoempleo en las comunidades rurales. Estas unidades de
produccidn, se caracterizan por la explotacién del ganado en pequefias superficies de terreno, por un
manejo no tecnificado, generalmente con ordefio manual; las instalaciones son rusticas y la
produccién se realiza con escasas medidas de sanidad (Méndez y Cazarin y col 2000), lo que
favorece a malas condiciones de manejo e higiene del ordefio, contribuyendo al aumento de la
prevalencia de Staphylococcus aureus (S. aureus) en el hato lechero (Manjarrez y col 2012). Entre
los agentes infecciosos de la mastitis, S. aureus, es considerado el principal agente etiol6gico
(Zadoks y col 2011). En la actualidad, la infeccion por S. aureus en los hatos lecheros, se asocia a
un nivel elevado de resistencia a los antibidticos, particularmente a los p-lactamicos, este hecho
constituye una alerta epidemiolégica, debido a la emergencia de S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA) (Haran y col 2011).

El MRSA, produce una proteina de unién a la penicilina (PBP2a), la cual tiene baja afinidad
por los antibidticos B-lactamicos (Chambers 1997). La PBP2a es codificada por el gen mecA, el cual
se transfiere de manera horizontal a través del SCCmec (staphylococcal cassette chromosome mec)
(Katayama y col 2000). Hasta el momento se han descrito once variantes del cassette SCCmec en
base a la distribucion de sus genes, regiones espaciadoras y a la presencia de alelos de los genes de
las recombinasas ccr (Shore y col 2011). La transcripcion del gen mecA es regulada por los genes,
mecR1 que codifica una proteina de transduccion de sefial, (MecR1), y mecl que codifica la proteina
represora de transcripcion, (Mecl) (Hiramatsu y col 2002). Ademas, los genes blaR1 y blal
reguladores del gen blaZ participan en la co-regulacion de la transcripcion del gen mecA (Lewis y
col 2000). La transcripcién del gen mecA se produce cuando la proteina MecR1 se expone a la
presencia de B-lactdmicos con su dominio extracelular de union a penicilina (PB), activando su
dominio citoplasmico (MS) en forma de proteasa; a continuacion, se escinde la proteina represora
MECI la cual estd blogueando la region operadora del mecA y de esta manera es posible la
expresion de PBP2a (Zhang y col 2001).

Se han llevado a cabo estudios sobre la identificacion de los genes mecR1 y mecl en S. aureus

de origen humano, (Kobayashi y col 1996, Weller 1999, Petinaki y col 2001), en contraste solo
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existe un reporte realizado en animales (Lee, 2006). En relacion con los resultados obtenidos por
Suzuki y col (1993), los aislamientos MRSA se agruparon de acuerdo a la deteccion de sus genes
reguladores en: grupo A, para aquellos aislamientos que contienen completamente los genes
reguladores; grupo B, estos aislados no portan el gen mecl; grupo C, en este grupo el gen mecl y el
dominio PB del gen mecRI estan suprimidos y por ultimo, el grupo D, los aislamientos carecen de
los genes reguladores.

El objetivo de este estudio fue identificar la distribucion de aislamientos MRSA en bovinos, de
unidades de produccion lechera familiar en el Estado de México, ademas de caracterizar los
genotipos de los genes mecA, mecR1 y mecl e identificar con esto el grupo genético que mas

prevalece en este tipo de hatos lecheros.

MATERIAL Y METODOS
Recoleccion de la muestra

Se muestrearon 27 unidades de produccion lechera familiar ubicadas en cuatro municipios del
valle de Toluca, Estado de México: Temoaya, Tenango del Valle, Toluca y Zinacantepec (figura 1).
La obtencion de las muestras se llevé a cabo utilizando el procedimiento descrito por National
Mastitis Council (NMC 1999). Se recolectaron 302 muestras de leche por ordefio manual bajo
condiciones asépticas, a partir de un muestreo estratificado de las vacas en linea de ordefio de
diferentes etapas de lactacién y numero de parto. EI nimero de muestras recolectadas en los
municipios estudiados se distribuyeron de la siguiente manera: Temoaya 57, Tenango del Valle 81,

Toluca 75 y Zinacantepec 89.

Identificacion y caracterizacion de los aislamientos de S. aureus

Para la identificacion fenotipica de S. aureus, las muestras de leche, se inocularon en placas de
agar base de gelosa sangre (BD Bioxon, México) y agar sal y manitol (BD Bioxon, México). Los
criterios para la identificacion de S. aureus se basaron de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas
de las colonias en los medios de cultivo (Bautista-Trujillo y col 2013). Se seleccioné una sola
colonia del medio agar sal y manitol y se someti6 a las pruebas de coagulasa, catalasa y tincion de
Gram (Wichelhaus y col 1999). Como cepas controles se utilizaron: S. aureus ATCC 25923 y S.
epidermidis ATCC 12228.

Sensibilidad in vitro a los antibiéticos
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La prueba de sensibilidad in vitro se llevo a cabo por el método de difusion en disco, de
acuerdo al Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2012), se emplearon los siguientes
antibidticos (Bio-Rad, México): Penicilina (10U), Ampicilina (10ug), Gentamicina (10ug),
Tetraciclina (30ug), Eritromicina (15ug), Trimetoprim-sulfametoxazol (1.25/23.75ug), Cefalotina
(30pg), Cefuroxima (30ug), Cefotaxima (30ug), Ceftazidima (30ug). Asi como también se
utilizaron discos de oxacilina (1pg), cefoxitina (30pg) y amoxicilina/acido clavulanico (20/10ug)
para caracterizar la resistencia a la meticilina (CLSI 2012). Se empled la cepa control S. aureus
ATCC 25923. Aquellos aislamientos que fueron resistentes a la oxacilina se sometieron a la prueba
de oxacillin agar screen, para la deteccion de MRSA. Este método se realiz6 siguiendo el
procedimiento descrito por CLSI (2012) empleando agar Mueller-Hinton adicionado con 4% de
NaCl y 6pg/mL de oxacilina, identificandose como MRSA aquellos que resistieron esta

concentraciéon. Como control positivo se utilizé S. aureus ATCC 43300.

Extraccion del ADN de la bacterias

La extraccion de ADN se llevo a cabo utilizando el kit comercial, GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Thermo Scientific, USA) y siguiendo las instrucciones del fabricante.
Determinacién del gen femB

La confirmacion de S. aureus se llevo a cabo por PCR, mediante la deteccion de un fragmento
del gen femB, los iniciadores utilizados estan descritos en el cuadro 1.
Determinacién de los genes de resistencia

Los genes que confieren resistencia del S. aureus a la penicilina (blaZ) y a la meticilina (mecA),

se realizd de acuerdo a Schnellmann y col (2006) y (Kobayashi y col 1994) respectivamente, los
iniciadores utilizados estan descritos en el cuadro 1. Los aislamientos positivos al gen mecA fueron
estudiados para los genes reguladores mecR1 y mecl. Para esto, se utilizaron los iniciadores mecR1A
para el dominio citoplasmico (MS) y el mecR1B para el dominio de unién a la penicilina (PB) del
gen mecR1 (Kobayashi y col 1996). Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen
de 25uL. La mezcla de reaccién consistié en 100ng de ADN, 200 uM de cada dNTP (dATP, dCTP,
dGTP, y dTTP), 10uM de los iniciadores excepto para los iniciadores femB 13uM, 1U de GoTaq®
Flexi DNA Polymerase (Promega, USA), 1,5 mM de MgCl, y Buffer 10X; y las condiciones de

amplificacidon fueron especificas para cada par de iniciadores y estan indicadas en el cuadro 1.
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Todos los productos de amplificacion fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al
2% tefiidos con bromuro de etidio (0,5 pg/mL) (SIGMA-AIdrich, USA). Ademas fueron medidos
utilizando los marcadores de peso molecular, GeneRuler™ Low Range DNA Ladder 25 a 700 pb
(Fermentas, USA) para los genes femB, mecA, mecR1 y mecl, GeneRuler™ 50pb DNA Ladder 50 a
1000 pb (Fermentas, USA) para el gen blaZ. Después de la electroforesis a 96 V por 70 min, los
geles se visualizaron y capturaron en un sistema de foto documentacion (minBIS Pro, Bio Imaging

Systems).
Clasificacion de los genes reguladores

Los MRSA se agruparon de acuerdo a la ausencia o presencia de sus genes reguladores en:

grupo A, grupo B, grupo C y grupo D, de acuerdo a Suzuki y col (1993).

RESULTADOQOS
Identificacion y caracterizacion de los aislamientos de S. aureus

A partir de las 302 muestras obtenidas, se identificaron 85 aislamientos como S. aureus,
tomando como base las caracteristicas morfoldgicas de las colonias y los resultados obtenidos en las
pruebas bioguimicas, asimismo se confirmaron al ser todos positivos al gen femB por PCR. Los 85
aislamientos se distribuyeron en los municipios estudiados de la siguiente manera; 29 (34,1%) en
Temoaya; 16 (18,9%) en Tenango de Valle, 20 (23,5%) en Toluca y Zinacantepec (figura 1).

Caracterizacion fenotipica y genotipica de los aislamientos de S. aureus resistentes a la meticilina

El patron de sensibilidad in vitro a los antibi6ticos de S. aureus se muestra en el cuadro 2;
todos los aislamientos mostraron sensibilidad a Trimetoprim-sulfametoxazol, mientras tanto que 43
(50,6%) fueron resistentes a ampicilina; 38 (44,7%) a penicilina, asi como también a eritromicina;
17 (20%) a oxacilina 'y 4 (4,7%) a cefoxitina. Con relacion a la prueba de oxacillin agar screen, 13
(15,3%) aislamientos fueron positivos, ademas todos los aislamientos resistentes a la penicilina
fueron positivos al gen blaZ. De los 85 S. aureus solo 4 (4,7%) portaron el gen mecA, identificados
como MRSA (cuadro 3), éstos fueron resistentes a oxacilina y ademas mostraron fenotipo de
mutliresistencia.

Identificacion de los genes mecR1 y mecl.
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En la deteccion de los genes reguladores, una cepa de campo fue positiva para los genes mecR1
y mecl (grupo A); dos fueron positivas al dominio MS del gen mecR1 (grupo C) y una fue negativa
a los dos genes reguladores (grupo D); (cuadro 3); la distribucion geografica a la cual corresponden
estos grupos de aislados, esta representada en la figura 1.

DISCUSION

Este estudio, fue disefiado para identificar aislamientos de MRSA en vacas que pertenecen a
unidades de produccion lechera familiar en México, basandonos en el analisis de los genes
reguladores mecR1 y mecl.

El porcentaje de aislamiento de S. aureus en los hatos lecheros de produccion familiar fue del
28,1%, concordando con otros estudios realizados en diferentes regiones de México, por ejemplo, el
estudio realizado en la region centro-este del Estado de México, donde reportaron una tasa de
positividad de S. aureus del 23,04% (Manjarrez y col 2012), por otra parte Ochoa-Zarzosa y col
(2008), determinaron un 29,2% de frecuencia de S. aureus en hatos de Morelia, Michoacan,
Meéxico. Se ha observado que la frecuencia de aislamiento de S. aureus se relaciona a las deficientes
condiciones de higiene presentes en los hatos lecheros a pequefia escala, con relacion a lo anterior
se ha demostrado que la mala higiene durante el ordefio contribuye significativamente al desarrollo
de infeccion intraglandular mamaria por S. aureus y otros agentes de importancia clinica en la
mastitis (Avila y Gutiérrez 2002).

Los aislamientos de S. aureus estudiados, presentaron mayor resistencia a los antibidticos f3-
lactdmicos y eritromicina. A diferencia de estos resultados, Ochoa-Zarzosa y col (2008) observaron
que todos los aislamientos de S. aureus fueron resistentes a ampicilina, ceftazidima y penicilina. La
resistencia se observo también en aquellos antibiéticos que se utilizan frecuentemente en el
tratamiento de la mastitis bovina, como los aminoglucésidos, tetraciclinas y macrélidos, lo cual
concuerda con reportes previos (Kumar y col 2010).

El porcentaje de resistencia para eritromicina observado en este estudio (44,7%) fue elevado en
comparacion con los reportados por Valero-Leal y col (2010) en Venezuela y Pellegrino y col
(2011) en Argentina, quienes informaron un 3,7% y 36,5%, respectivamente.

En contraste se han reportado mayores resistencias a los antibiéticos comparados con nuestros

resultados, destacando la investigacion realizada por Li y col (2009) donde obtuvieron el 90,7% de
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aislados resistentes a varios antibioticos; con mayor resistencia a penicilina y ampicilina (77,3%),
del mismo modo, los resultados descritos por Daka y col (2012), mostraron mayores resistencias a
los p-lactamicos, eritromicina y vancomicina, lo que pone de manifiesto la necesidad del
seguimiento en las tendencias de la resistencia de S. aureus en la industria lechera.

De acuerdo a diversos estudios se observa una variacion en cuanto al patrdn de resistencia de
S. aureus obtenidos de vacas lecheras (De Oliveira y col 2000, Gentilini y col 2000), estas
diferencias en la resistencia se podrian atribuir a los diferentes antibidticos que se utilizan para el
tratamiento de infecciones en el ganado bovino en las diferentes areas geograficas dependiendo de
la normatividad de cada pais.

En este estudio, los 38 aislamientos de S. aureus resistentes a penicilina portaron el gen blaz,
este resultado concuerda con el trabajo de Gao y col (2012). La importancia de deteccion de este
gen en vacas lecheras se asocia a la persistencia de mastitis en el ganado, debido al fracaso
terapéutico (Haveri y col 2007).

Cabe mencionar que solo 4 aislamientos de S. aureus portaron el gen mecA (4,7%)
identificandose como MRSA, asimismo se han reportado frecuencias menores a las observadas en
este estudio, que van del 1 a 1,5% de MRSA obtenidos de ganado bovino lechero (Lee 2003,
Turutoglu y col 2009, Vandendriessche y col 2013). En contraste se han informado prevalencias
mas altas de MRSA en mastitis bovina que van del 10,2 al 13,1% en la India (Kumar y col 2010,
Kumar y col 2011).

La identificacion de S. aureus resistente a meticilina en vacas lecheras desempefia un papel
importante en la epidemiologia ya que éstos representan un reservorio natural y el contacto con
animales portadores puede implicar un riesgo para la salud humana (Fitzgerald 2012).

De igual manera se han identificado MRSA a partir de muestras de terneros, medio ambiente,
leche en tanque, veterinarios, empleados de rastros y trabajadores de granjas (Huber y col 2010,
Haran y col 2011, Lim y col 2013), asimismo en productos céarnicos (Vandendriessche 2013) y
productos lacteos (Normanno y col 2007). El riesgo de transmision de MRSA a los humanos a
través de los alimentos puede ser bajo de acuerdo a algunos estudios, sin embargo no se puede
descartar el riesgo que su presencia en productos lacteos conlleva (Lee 2003, Normanno y col
2007).
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Todas las cepas MRSA se caracterizan por presentar el gen mecA, pero esto no sucede con
otros genes involucrados en la expresion de la resistencia. Esto se fundamenta en estudios previos
donde demuestran que del 60 al 95% de los S. aureus positivos a mecA, poseen los genes mecR1 y
mecl (Suzuki y col 1993, Kobayashi y col 1996). Ademas se ha concluido que los MRSA que
expresan fenotipicamente la resistencia no poseen el gen mecl o se encuentra mutado, lo que evita la
represion de la transcripcion del gen mecA (Kobayashi y col 1998).

De los cuatro MRSA identificados, solo tres fueron positivos al gen mecR1, igual que la cepa
control ATCC 43300; en contraste con el gen mecl el cual se detectd en una cepa. Estos resultados
coinciden con estudios anteriores donde se identifica en menor proporcion el gen mecl (Weller y col
1999, Lee 2006). Por su parte, Felten y col (2002), observaron que el 92,8% de los S. aureus
estudiados portaban el gen mecR1 podria estar truncado, ademas de que todos los aislamientos
fueron negativos al gen mecl.

En este estudio, también identificamos que uno de los aislamientos de MRSA fue negativo a
los genes mecR1 y mecl, este hallazgo también ha sido descrito por Petinaki y col (2001) y Felten y
col (2002) donde reportaron que el 14,3% y 4,8% de los MRSA fueron negativos a los genes
reguladores respectivamente.

De acuerdo a la deteccion de los genes reguladores el 25% de los aislamientos estudiados se
clasificaron en el grupo A, el 50% al grupo C y el 25% al grupo D. Nuestros resultados son
diferentes a los reportados por Kobayashy y col (1996), donde el 94,3% de los MRSA
correspondieron al grupo A; el 2,5% al grupo By D y 0,8% al grupo C.

En el caso de los aislamientos de MRSA clasificados en el grupo C fueron fenotipicamente
resistentes en ausencia del gen mecl que reprime la expresion del mecA. Del mismo modo, el
aislamiento MRSA negativo a los genes reguladores, expreso la resistencia a la meticilina, en este
caso es probable gue existen otros mecanismos implicados en la expresion de la resistencia, como
son los genes reguladores blaR1 y blal, ya que dicha cepa fue positiva al gen blaz (Petinaki y col
2001). Futuros estudios sobre resistencia a la meticilina en aislamientos de MRSA de origen
veterinario son necesarios para dilucidar su diversidad genética en nuestro pais.

En conclusion los aislamientos de  MRSA identificados en unidades de produccion lechera

familiar en el Estado de México muestran diferentes genotipos en cuanto a los genes mecA, mecR1
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y mecl; ademas es el primer estudio que reporta estos genotipos en aislamientos de MRSA de vacas
lecheras en México.
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RESUMEN

En México, al igual que en otros paises el Staphylococcus aureus, es uno de los principales
patdgenos, identificados en la mastitis bovina. El tratamiento de esta enfermedad, se realiza
principalmente utilizando antibi6ticos B- lactdmicos; sin embargo en México existen reportes de
Staphylococcus aureus resistente a este tipo de antibiéticos, sin embargo, actualmente los

mecanismos moleculares de MRSA no han sido ampliamente estudiados.

En este trabajo, se estudiaron aislamientos de S. aureus de bovinos, los cuales se identificaron
por PCR del gen femB. La resistencia de los aislamientos a los antibidticos B-lactamicos fue
caracterizada por pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y por PCR de los genes blaZ y mecA;
también se analizaron sus genes reguladores mecR1 y mecl. Nuestros resultados mostraron una
mayor resistencia a los antibidticos B-lactamicos y a la eritromicina entre los S. aureus y solamente
38 (44,7%) fueron positivos al gen blaZ. Por otro lado, todos los S. aureus fueron probados para el
gen mecA, y solo cuatro fueron positivos, estos fueron agrupados de la siguiente forma: uno fue
positivo a los genes mecl y mecR1 (grupo A), dos no presentaron el gen mecl ni el dominio PB del
gen mecR1 (grupo C) y uno no mostrd ningin gen regulador (grupo D). En conclusion, nosotros
identificamos la presencia de MRSA en unidades de produccion lechera familiar en el Estado de
México, y su resistencia a los antibiéticos B-lactamicos; analizada molecularmente, indico, que esta,

puede ser regulada por diferentes genotipos de los genes mecA, mecR1 y mecl presentes en MRSA.

Key words: Staphylococcus aureus, methicillin-resistant, mecA gene, bovine
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MVZ. Margarita Lopez Vazquez 59



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

AGRADECIMIENTOS

Se agradece al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada a
Margarita Lopez Vazquez, con numero de registro becario 265008, para cursar los estudios de
Maestria en el Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Agropecuarias y Recursos Naturales
de la Universidad Auténoma del Estado de México (PCARN-UAEM).

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 60



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

REFERENCIAS

Avila TS, CA Gutiérrez. 2002. Comparacion del estado de la ubre y la calidad sanitaria de la leche
de vacas ordefiadas manual o mecénicamente. Vet Méx 33, 387-394.

Bautista-Trujillo GU, JL Solorio-Rivera, | Renteria-Solérzano, SI Carranza-Germéan, JA Bustos-
Martinez, Rl Arteaga-Garibay, VM Baizabal-Aguirre, M Cajero-Juarez, A Bravo-Patifio, JJ
Valdéz-Alarcon. 2013. Performance of culture media for the isolation and identification of
Staphylococcus aureus from bovine mastitis. J Med Microbiol 62, 369-376.

Chambers HF. 1997. Methicillin Resistance in Staphylococci: Molecular and Biochemical Basis
and Clinical Implications. Clin Microbiol Rev 10, 781-791.

CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute. 2012. Performance Standards for Antimicrobial
Susceptibility Testing. Twenty-second Informational Supplement M100-S22. CLSI,
Wayne, PA, USA.

Daka D, S G/silassie, D Yihdego. 2012. Antibiotic-resistance Staphylococcus aureus isolated from
cow’s milk in the Hawassa area, South Ethiopia. Ann Clin Microbiol Antimicrob 11:26.

De Oliveira AP, JL Watts, SA Salmon, FM, Aarestrup. 2000. Antimicrobial Susceptibility of
Staphylococcus aureus Isolated from Bovine Mastitis in Europe and the United States. J
Dairy Sci 83, 855-862.

Felten A, B Grandry, PH Lagrange, | Casin. 2002. Evaluation of Three Techniques for Detection of
Low-Level Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA): a Disk Diffusion Method
with Cefoxitin and Moxalactam, the Vitek 2 System, and the MRSA-Screen Latex
Agglutination Test. J Clin Microbiol 40, 2766-2771.

Fitzgerald JR. 2012. Livestock-associated Staphylococcus aureus: origin, evolution and public
health threat. Trends Microbiol 20, 192-198.

Gao J, M Ferreri, F Yu, X Liu, L Chen, J Su, B Han. 2012. Molecular types and antibiotic
resistance of Staphylococcus aureus isolates from bovine mastitis in a single herd in China.
Vet J 192, 550-552.

Gentilini E, G Denamiel, P Llorente, S Godaly, M Rebuelto, O De Gregorio. 2000. Antimicrobial
Susceptibility of Staphylococcus aureus Isolated from Bovine Mastitis in Argentina. J
Dairy Sci 83, 1224-1227.

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 61



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

Haran KP, SM Godden, D Boxrud, S Jawahir, JB Bender, S Sreevatsana. 2011. Prevalence and
Characterization of Staphylococcus aureus, Including Methicillin-Resistant Staphylococcus
aureus, Isolated from Bulk Tank Milk from Minnesota Dairy Farms. J Clin Microbiol 50,
688-695.

Haveri M, A Roslof, L Rantala, S Pyoréld. 2007. Virulence genes of bovine Staphylococcus aureus
from persistent and nonpersistent intramammary infections with different clinical
characteristics. J Applied Microbiol ISSN 1364-5072.

Hiramatsu K, Y Katayama, H Yuzawa, T Ito. 2002. Molecular genetics of methicillin resistant
Staphylococcus aureus. Int J Med Microbiol 292, 67-74.

Huber H, S Koller, N Giezendanner, R Stephan, C Zweife. 2010. Prevalence and characteristics of
meticillin-resistant Staphylococcus aureus in humans in contact with farm animals, in
livestock, and in food of animal origin, Switzerland, 2009. Euro Surveill 5, 19542,

Katayama Y, T Ito, K Hiramatsu. 2000. A new class of genetic element, staphylococcus cassette
chromosome mec, encodes methicillin resistance in Staphylococcus aureus. Antimicrob
Agents Chemother 44, 1549-1555.

Kobayashi N, H Wu, K Kojima, K Taniguchp, S Urasawa, N Uehara, Y Omizu, Y Kishi, A
Yagihashi, | Kurokawa. 1994. Detection of mecA, femA, and femB genes in clinical strains
of Staphylococci using polymerase chain reaction. Epidemiol Infect 113, 259-266.

Kobayashi N, K Taniguchi, K Kojima, S Urasawa, N Uehara, Y Omizu, Y Kishi, A Yagihashi, |
Kurokawa, N Watanabe. 1996. Genomic diversity of mec regulator genes in methicillin
resistant Staphylococcus aureus and Staphylococcus Epidermidis. Epidemiol Infect 117,
289-295.

Kobayashi N, K Taniguchi, S Urasawa. 1998. Analysis of Diversity of Mutations in the mecl Gene
and mecA Promoter/Operator Region of Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus and
Staphylococcus epidermidis. Antimicrob Agents Chemother 42, 717-720.

Kumar R, BR Yadav, RS Singh. 2010. Genetic Determinants of Antibiotic Resistance in
Staphylococcus aureus Isolates from Milk of Mastitic Crossbred Cattle. Curr Microbiol 60,
379-386.

Kumar R, BR Yadav, RS Singh. 2011. Antibiotic resistance and pathogenicity factors in

Staphylococcus aureus isolated from mastitic Sahiwal cattle. J Biosci 36, 175-188.

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 62



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

Lee JH. 2003. Methicillin (Oxacillin)-Resistant Staphylococcus aureus Strains Isolated from Major
Food Animals and Their Potential Transmission to Humans. Appl Environ Microbiol 69,
6489-6494.

Lee JH. 2006. Occurrence of methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains from cattle and
chicken, and analyses of their mecA, mecR1 and mecl genes. Vet Microbiol 114, 155-159.

Lewis RA, KG Dyke. 2000. mecl represses synthesis from the beta-lactamase operon of
Staphylococcus aureus. J Antimicrob Chemother 45, 139-144.

Li J, H Zhou, L Yuan, T He, S Hu. 2009. Prevalence, genetic diversity, and antimicrobial
susceptibility profiles of Staphylococcus aureus isolated from bovine mastitis in Zhejiang
Province, China. J Zhejiang Univ Sci B 10, 753-760.

Lim SK, HM Nam, GC Jang, HS Lee, SC Jung, TS Kim. 2013. Transmission and Persistence of
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus in Milk, Environment, and Workers in Dairy
Cattle Farms. Foodborne Pathog Dis 10, 731-736.

Manjarrez LAM, ZS Diaz, GF Salazar, CB Valladares, CAC Gutiérrez, PA Barbabosa, RM
Talavera, FMU Alonso, OV Velazquez. 2012. Identificacion de biotipos de Staphyloccocus
aureus en vacas lecheras de produccion familiar con mastitis subclinica en la region centro-
este del Estado de México. Rev Mex Cienc Pecu 3, 265-274.

Méndez y Cazarin MD, RT Rascon, DV Arreola. 2000. Evaluacion productiva, de efecto ambiental
y de problemas relevantes en explotaciones lecheras de pequefia escala. Livest Res Rural
Dev 12:http://www.cipav.org.co/lrrd/Irrd12/1/manul21.htm.

NMC, National Mastitis Council. 1999. Laboratory Handbook on Bovine Mastitis. National
Mastitis Council Inc 2820 Madison, USA pp 47.

Normanno G, M Corrente, G La Salandra, A Dambrosio, NC Quaglia, A Parisi, G Greco, AL
Bellacicco, S Virgilio, GV Celano. 2007. Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
(MRSA) in foods of animal origin product in Italy. Int J Food Microbiol 117, 219-222.

Ochoa-Zarzosa A, PD Loeza-Lara, F Torres-Rodriguez, H Loeza-Angeles, N Mascot-Chiquito, S
Sanchez-Baca, JE Lopez-Meza. 2008. Antimicrobial susceptibility and invasive ability of
Staphylococcus aureus isolates from mastitis from dairy backyard systems. Antonie van
Leeuwenhoek 94, 199-206.

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lim%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23746358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nam%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23746358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jang%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23746358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20HS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23746358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jung%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23746358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23746358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23746358

Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

Pellegrino MS, ID Frola, LM Odierno, Cl Bogni. 2011. Mastitis Bovina: Resistencia a antibi6ticos
de cepas de Staphylococcus aureus asiladas de leche. REDVET 12, 1-14,

Petinaki E, A Arvaniti, G Dimitracopoulos, | Spiliopoulou. 2001. Detection of mecA, mecR1 and
mecl genes among clinical isolates of methicillin-resistant staphylococci by combined
polymerase chain reactions. J Antimicrob Chemother 47, 297-304.

Schnellmann C, V Gerber, A Rossano, V Jaquier, Y Panchaud, MG Doherr, A Thomann, R Straub,
V Perreten. 2006. Presence of New mecA and mph(C) Variants Conferring Antibiotic
Resistance in Staphylococcus spp. Isolated from the Skin of Horses before and after Clinic
Admission. J Clin Microbiol 44, 4444-4454,

Shore AC, EC Deasy, P Slickers, G Brennar, B O’Connell, S Monecke, R Ehricht, DC Coleman.
2011. Detection of staphylococcal cassette chromosome mec type XI carrying highly
divergent mecA, mecl, mecRI, blaz and ccr genes in human clinical isolates of clonal
complex 30 methicillin-resistant Staphylococcus aureus. Antimicr Agents Chemother 55,
3765-3773.

Suzuki E, K Kuwahara-Arai, JF Richardson, K Hiramatsul. 1993. Distribution of mec regulator
genes in methicillin-resistant Staphylococcus clinical strains. Antimicrob Agents Chemother
37, 1219-1226.

Turutoglu H, M Hasoksuz, D Ozturk, M Yildirim, S Sagnak. 2009. Methicillin and aminoglycoside
resistance in Staphylococcus aureus isolates from bovine mastitis and sequence analysis of
their mecA genes. Vet Res Commun 33, 945-956.

Valero-Leal K, Y Olivares, A Perozo, E Valbuena, L Boscan, G Colina, W Brifiez. 2010.
Susceptibilidad a los agentes antimicrobianos en cepas de Staphylococcus aureus aisladas
en leche de bovinos con mastitis subclinica y leche de tanque. Revista cientifica 20, 367-
376.

Vandendriessche S, W Vanderhaeghen, SF Valente, M Hallin, B Catry, K Hermans, P Butaye, F
Haesebrouck, MJ Struelens, O Denis. 2013. Prevalence, risk factors and genetic diversity of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus carried by humans and animals across livestock

production sectors. J Antimicrob Chemother 1-7.

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 64



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

Weller TMA. 1999. The distribution of mecA, mecR1 and mecl and sequence analysis of mecl and
the mec promoter region in staphylococci expressing resistance to methicillin. J Antimicrob
Chemother 43, 15-22.

Wichelhaus TA, S Kern, V Schafer, V Brade, KP Hunfeld. 1999. Evaluation of modern
agglutination tests for identification of methicillin-susceptible and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 18, 756-8.

Zadoks RN, JR Middleton, S McDougall, J Katholm, YH Schukken. 2011. Molecular
Epidemiology of Mastitis Pathogens of Dairy Cattle and Comparative Relevance to
Humans. J Mammary Gland Biol Neoplasia 16, 357-372.

Zhang HZ, CJ Hackbarth, KM Chansky, HF Chambers. 2001. A proteolytic transmembrane
signaling pathway and resistance to beta-lactams in staphylococci. Science 291, 1962-

1965.

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 65


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhang%20HZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11239156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hackbarth%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11239156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chansky%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11239156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chambers%20HF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11239156

Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores utilizados en la PCR y condiciones de amplificacion

Table 1.Sequences of the primers used for PCR and amplification conditions

Tamaho
Gen Seruencia de nuckotidos (5337 amplicén Condiciones de Refe .
{5b) amplificacion
mecd Sentido: AAAATCGATEGETAAAGGTIGGEE 333 Deznanralizacion  inicial
Antizantido: AGTTCTGCAGTACCGGATTIGE 4°C  por 5 fvin;
desnaturalizacion 04°C por
1 min; alinescion: 55° -
femB Sentido TTACAGAGTTAACTGTTACT 851 " 77 - Eobaysshiy
por L min; extension: TIC g (1004)
Antizentide: ATACAAATCCAGCACGCTCT por 1 min. 30 cicles, ¥
extenzion final a T2°C por
T min.
mecRId  Sentido GTCTCCACGTTAATTICCATT 310
{dominio )
MED Antidentido GTCOGTTCATTAAGATATGACG Desnanralizacion  inicial
o 04°C  por 5 min
R, Eobayashiy
deznsturalizacion 97°C por
T ool { 1906)
mecRIE  Sentido: AAGCACCGTTACTATCTGCACA 236 1 min slinescion: 5TC
{dominio por 1 min; extension: 72°C
gy Antisntido:GAGTAAATTTTGETCGAATGCC por 2 min 30 ciclos, ¥
extenzion final a T2°C por
T i,
mec ] Sentido: AATGGOGAAAAAGCACAACA 481
Antizantide: GACTTGATTGTTTCCTCTGTT
hiaZ Sentido: CAGTTCACATGCOCAAAGAG T2 Desnatwralizacion  inicial
4°C  por 3 fvin;
Antizantido: TACACTCTTGGCGETTITC e . Schmelimeann
dasneturalizacion 84°C por
s ool ¢ 3006
1 min; slinescion: 30°C ¥ el { 2002}

por 1 min; axtension: 7T2°C
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Cuadro 2. Sensibilidad in vitro a los antibi6ticos de Staphylococcus aureus

Table 2. in vitro sensitivity to antibiotics of Staphylococcus aureus

No. (%) aislamientos  No. (%) aislamientos  No. (%) aislamientos

Antibioticos
sensibles intermedios resistentes
Penicilina 47 (55,3) 0 (0) 38 (44,7)
Oxacilina 62 (73,0) 6 (7,0) 17 (20,0)
Cefoxitina 81 (95,3) 0 (0) 4 (4,7)
Ampicilina 42 (49,4) 0 (0) 43 (50,6)
Amoxicilina/acido
clavulanico 76 (89,4) 0(0) 9 (10,6)
Cefotaxima 49 (57,7) 12 (14,1) 24 (28,2)
Ceftazidima 1(1,2) 6 (7,0) 78 (91,8)
Cefuroxima 73 (85,9) 2 (2,3) 10 (11,8)
Cefalotina 75 (88,2) 4 (4,8) 6 (7,0)
Gentamicina 81 (95,4) 2 (2,3) 2 (2,3)
Eritromicina 26 (30,6) 21 (24,7) 38 (44,7)
Tetraciclina 58 (68,2) 2 (2,3) 25 (29,5)
Trimetoprim-
sulfametoxazol 85 (100,0) 0(0) 0(0)
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Cuadro 3. Identificacion de los genes reguladores en aislamientos de Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina.

Table 3. Identification of regulatory genes in methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains

Producto de PCR
Cepa Clasificacion*
mecA mecR1A(MS)  mecR1B(PB) mecl
ATCC43300 * * * * A
25 + + + + A
15 * * - - C
113 * * _ _ C
20 * _ - - D

(+)Presencia del gen; (-) ausencia del gen; *clasificacion propuesta por Suzuky y col (1993).
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TOLUCA

20 23,5%)

ZINACANTEPEC

20 23.5%)

. TEMOAYA
/ J‘\- 29 (34,1%)
il TENANGO DEL

s VALLE
16 (18.9%)

Figura 1. Distribucion geogréfica del nimero de aislamientos de S. aureus, identificados en
cada municipio. Los cuatro aislados MRSA estan representados en el mapa del Estado de México

con su grupos correspondiente. a, mapa de México, b, mapa del Estado de México.

Figure 1. Geographical distribution of the number of S. aureus isolates identified in each
municipality. The four MRSA isolates are represented on the map State of Mexico with their

corresponding groups. a, map of Mexico, b, map State of Mexico.
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mecRA mecRB mecl
(310pb) (236pb) (481pb)

M12345¢6 78 911112131415 M

Figura 2. Gel de agarosa al 2% donde se identifican los amplicones de las PCR de los genes
reguladores mecR1ly mecl de los aislamientos de MRSA. El carril M es el marcador de peso
molecular; carril 1, 6 y 11, cepa control MRSA, ATCC 43300; carril 2,7 y 12 aislamiento MRSA
25; carril 3, 8 y 13 aislamiento MRSA 15; carril 4, 9 y 14, aislamiento MRSA 113; carril 5, 10 y 15,
aislamiento MRSA 20.

Figure 2. 2% agarose gel which identifies the PCR amplicons of mecR1and mecl genes from
MRSA isolates. Lane M, molecular weight markers. Lanes 1, 6 and 11, MRSA strain control ATCC
43300; lanes 2, 7 and 12, MRSA isolate 25; lanes 3, 8 and 13, MRSA isolate 15; lanes 4, 9 and 14,
MRSA isolate 113; lanes 5, 10 and 15 MRSA isolate 20.
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Tipificacion molecular de Staphylococcus aureus resistente a meticilinay
estudio de genes de resistenciay virulencia.

INTRODUCCION

El S. aureus es el principal patdgeno involucrado en la mastitis bovina, igualmente se
encuentra relacionado con elevados porcentajes de resistencia a los antibiéticos
empleados en su tratamiento, particularmente a los B-lactamicos, esto ha favorecido la
aparicion de aislamientos de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA). En los ultimos
afos, se han realizado trabajos orientados a detectar MRSA en los animales domésticos y
de produccién, particularmente en vacas y en cerdos (Haran et al., 2011;
Vandendriessche et al., 2013; Arriola et al., 2011); sin embargo, existe poca informacion
respecto a la caracterizacién genética de los MRSA obtenidos de vacas lecheras en

unidades de produccién familiar en México.

ESTANCIA ACADEMICA

El objetivo de dicha estancia, fue tipificar aislamientos de S. aureus, obtenidos de
bovinos lecheros del valle de Toluca, mediante la deteccion de mecanismos de
resistencia, genes de virulencia; ademas, a través de la identificacién de los genes agr, la

tipificacion por spa v los diferentes tipos de Sccmec.
Desarrollo técnico

Para llevar a cabo lo anterior, se seleccionaron 10 aislamientos de S. aureus de
muestras de leche de vacas, tomando en cuenta su sensibilidad y resistencia a la
meticilina, los cuales se caracterizaron por PCR mediante la deteccién de los genes nuc
(especifico de S. aureus) y mecA (gen de resistencia a meticilina); asi como la regién

conservada del ARNr 16S siguiendo el protocolo descrito por CRL-AR, (2009).

Para la deteccion de los mecanismos de resistencia de estos aislamientos, se realizo
en primer lugar, la prueba de sensibilidad in vitro. Esta prueba se hizo mediante el método
de difusién en disco, de acuerdo al Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012),

en la cual se probaron los siguientes antibidticos: penicilina (10U), oxacilina (1ug),
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cefoxitina (30ug), gentamicina (10upg), tobramicina (10ug), estreptomicina (10 pg),
tetraciclina (30pg), ciprofloxacina (5ug), eritromicina (15ug), clindamicina (2ug),
trimetoprim-sulfametoxazol (1.25/23.75ug), acido fusidico(10ug), cloranfenicol (30ug),
teicoplanina (30 ug), linezolid ( 30ug), mupirocina (200ug).

En segundo lugar, se determinaron por PCR especificas los genes que codifican la
resistencia a dichos antibioticos (Schnellmann et al.,, 2006; Sutcliffe et al., 1996;
Vakulenko et al., 2003).

También se detectaron por PCR multiplex los genes de virulencia que codifican para
la Leucocidina de Panton-Valentine (genes IukS/F-PV) (Lina et al., 1999); cna; TSST-
1(tst); toxinas exfoliativas, ETA, ETB y ETD (eta, etb, etd); hemolisinas alfa, beta, delta y
gamma (hla, hlb, hid, hig) (Jarraud et al., 2002; Yamaguchi et al., 2002).

La tipificacion molecular de todos los aislamientos estudiados, se realiz6 mediante la
secuenciacion del ADN de la proteina A de S. aureus (spa) (Harmsen et al., 2003), donde
las secuencias obtenidas se analizaron utilizando el software Ridom Staph-Type, version
de 1.5.21 (Ridom GmbH). La deteccion de los alotipos agr se llevé a cabo en dos PCR
multiplex, de acuerdo a las condiciones descritas por Shopsin et al., (2003). Los
aislamientos de S. aureus positivos al gen mecA (MRSA) fueron probados para la
tipificacion de los SCCmec (Kondo et al., 2007; Zhang et al., 2005).

Con base a los resultados obtenidos, se observé que tres aislamientos de S. aureus
se identificaron como MRSA y siete fueron considerados como S. aureus meticilina
sensibles (MSSA) (figura 1).
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gen ARNF 165
(886ph)

gen meed

(527pb)

gen nuc
(255pb)

FIGURA 1. PCR-multiplex para la amplificacion del fragmento del gen nuc, mecA y 16S. El carril M
es el marcador molecular Hyper ladder™ | (Bioline); carril 1 cepa control positiva C1920; carril 2
aislamiento MRSA 15; carril 3 aislamiento MRSA 25; carril 4 aislamiento MRSA 20; carril 5
aislamiento MSSA 260; carril 6 aislamiento MSSA143; carril 7 cepa control S. epidermidis ATCC
12228.

En la actualidad, se han realizado estudios orientados a identificar aislamientos de
MRSA en vacas lecheras alrededor del mundo, en los cuales se observa una frecuencia
de aislamiento del 1 al 13% (Lee, 2003; Turutoglu et al., 2009; Moon et al., 2007; Kumar
et al. 2010; Kumar et al. 2011). La importancia de deteccién de MRSA en los animales de
produccion, se fundamenta en estudios realizado por Kaszanyitzky et al., (2007) y
Turutoglu et al., (2009), donde se demuestra la posibilidad de transmisién zoondética de

cepas MRSA entre animales y humanos.

En cuanto a la resistencia fenotipica a los diferentes antibidticos, todos los
aislamientos MRSA fueron resistentes a los B-lactamicos, sin embargo, se exhibieron
diferentes patrones de resistencia a los demas antibioticos. Igualmente, fueron sensibles a
cloranfenicol, mupirocina, linezolid, trimetoprim-sulfametoxazol, estreptomicina vy
tetraciclina. En cambio los aislamientos MSSA, fueron sensibles a todos los antibioticos

testados, excepto un aislamiento que mostré fenotipo intermedio a eritromicina (cuadro 1).
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Como se observa en el cuadro 1, los S. aureus mecA positivos mostraron resistencia
multiple a diferentes antimicrobianos, estos resultados coinciden con reportes previos, en
donde los MRSA fueron resistentes a los B-lactamicos, amiglocésidos, tetraciclinas,
macrolidos y lincosamidas (Ochoa-Zarsoza et al., 2008; Kumar et al., 2011; Haenni et al.,
2011).

Cuadro 1: Resistencia fenotipica y genotipica de los aislamientos de S. aureus.

Aislamiento ..,  Fenotipo de resistencia iri(aerr]r?lttie%?o Genes de resistencia
MRSA CA-15 + PEN-OXA-FOX-E-CIP mphC, msrA, msrB, blaz
MRSA CA-20 . PEN-O)_I(_E-I(ég_-;'ET-STR- E erm(A), Irgllja(g), mphC,
MRSA CA-25 N PEN’OXA’F%(E;E'CCi'GEN' bg?(ﬁgfiq?éf;éggh)ﬁé-

aph(27).

MSSA CA-36 ) E Inu(A), mphC
MSSA CA-129 )

MSSA CA-142 ]

MSSA CA-238 ]

MSSA CA-24 ]

MSSA CA-260 ]

MSSA CA-143

Cc' resistencia inducida a clindamicina en presencia de eritromicina.

En los Ultimos afos, la resistencia multiple a los agentes antimicrobianos ha sido

reportada en S. aureus aislados de leche de vacas con mastitis (Vanderhaeghen et al.,
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2010; Peles et al., 2007; Li, 2009). Lo anterior, es el reflejo del uso indiscriminado de los
antibioticos, tanto en produccion animal como en salud humana (Valero-Leal et al., 2010).

Los aislamientos MRSA portaron el gen blaz, relacionado con la resistencia a la
penicilina. En cuanto a la resistencia a los macrélidos-lincosamidas, se observaron los
genes erm(A), msrA, msrB y mphC en diferentes combinaciones. Un aislamiento MRSA
presentd los genes antd’-la y aac(6’)-le-aph(2””) que codifican resistencia a los

aminoglucdsidos (cuadro 1).

En la actualidad, los macrélidos-lincosamidas-estreptograminas (MLS) se utilizan
ampliamente en el tratamiento de infecciones por Staphylococcus y la resistencia a dichos
antibiéticos es frecuente (Lina et al., 1999). En el presente trabajo, dos MRSA fueron
positivos a los genes erm(A) y mphC, relacionados con la resistencia a la eritromicina,
también se detectd en estos aislamientos el gen Inu(A). Por el contrario, el aislamiento
MRSA CA-15 mostro los genes mphC, msrA, msrB, éstos también han sido reportados en
Staphylococcus obtenidos de leche mastitica bovina en la India (Kumar et al., 2010), en
contraste con el estudio realizado por Ochoa-Zarsoza et al., (2008), donde identificaron

los genes erm(B), erm(C), Inu(A) y msr(A).

Con respecto a los genes que codifican la resistencia a los aminoglucésidos, un
MRSA fue positivo a los genes aac(6’)-le-aph(2”") y ant (4")-la. Entre los mecanismos de
resistencia a aminoglucésidos, el mas frecuente es el mediado por el gen aac(6")-le-
aph(2””) que se detecta en cepas de S. aureus resistentes a la meticilina. Este gen
proporciona resistencia a todos los aminoglucésidos con excepcion de la estreptomicina.
Otro mecanismo de resistencia frecuente en las cepas MRSA es el mediado por el gen
ant (4")-la (Torres y Cercenado, 2010).

En cuanto a la deteccién de los genes de virulencia, se obtuvo que todos los S.
aureus estudiados fueron negativos a los genes codificantes de las toxinas exfoliativas
(eta, etb, etd), asi como también, al gen tst, que codifica para la toxina del sindrome del

choque toxico (TSST-1) (cuadro 2), estos resultados son similares a los descritos en
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muestras de leche de vaca, reportados en diferentes paises como, Hungria (Peles et al.,
2007), en EUA (Haran et al., 2011) y en Alemania (Fel3ler et al, 2010). Sin embargo,
Monecke et al., (2007) y Haenni et al., (2011), detectaron S. aureus de origen bovino
positivos a tst.

Cuadro 2. Factores de virulencia de los aislamientos de Staphylococcus aureus.

Aislamiento Genes de virulencia

15 cna, pvl, hla, hib, hid
20 cna, hla, hib

25 cha, hla, hib, hid,hig
36 cna, hla, hib, hid
129 cna, hla, hib, hid
142 cna, hla, hib, hid
238 cna, hla, hib, hid
24 cna, hla, hlb, hid
260 cna, hla, hlb, hid
143 cna, hla, hlb, hid

En cambio, todos los aislamientos fueron positivos al gen cha y a los genes de las
hemolisinas hla y hlb; nueve fueron positivos a hld y un aislamiento al gen hlg (cuadro 2);
con relaciéon a estos resultados Monecke et al., (2007), report6é que todos los aislamientos
de S. aureus fueron positivos a hla, hld y hlg y negativos a hlb, en cambio Kumar et al.,
(2011), observaron un 94.3% de positividad a hib.
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En este trabajo, los genes hla y hlb que codifican las hemolisinas a y
respectivamente, fueron los mas predominantes en los S. aureus estudiados. Por su
parte, Franco et al., (2008) detectaron el 78% de los S. aureus portadores de hemolisinas,
de los cuales el 12 % portaron la a-hemilisina, el 29 % correspondié a B-hemolisina y el

37 % mostré ambas hemolisinas.

Adicionalmente a estos genes de virulencia detectados, el aislamiento MRSA CA-15
presentd el gen IukS/F-PV que codifica a la toxina PVL, este resultado también fue
observado por Haran et al., (2011), en S. aureus obtenidos de muestras de leche en
tanque; sin embargo, existen estudios donde los S. aureus de muestras de leche fueron

negativos a este factor de virulencia (Haenni et al., 2011; FeRler et al., 2010).

Con relacion a lo anterior, s6lo una minoria (2-3%) de S. aureus la producen y se
caracteriza por provocar destruccion leucocitaria y necrosis tisular. Este hallazgo es
interesante debido a que esta toxina se considera un determinante genético del clon
USA300 de origen humano (Millar et al., 2007). Su presencia se asocia a infecciones por
S. aureus de adquisicion comunitaria (CA-MRSA), asimismo con infecciones de piel y

partes blandas y neumonias necrotizantes con una mortalidad elevada (Lina et al., 1999).

En el presente estudio 6 spa-tipos fueron encontrados de los cuales t89, t114 y t007
fueron los mas predominantes, aunque también se encontraron lo spa-tipos t008, t543 y
t237 (cuadro 3). La identificacion de diversos spa-tipos asociados a vacas lecheras, nos
indica que la poblacién de S. aureus en las unidades de produccion lechera familiar

estudiadas es diversa.

En diferentes paises, se han determinado los spa-tipos asociados a S. areus
obtenidos de muestras de leche de vacas. En Bélgica, los S. aureus se relacionaron a los
spa-tipos t011, t567 y t108 (Bardiau et al.,, 2013); en Corea Hwang et al., (2010), se
detectaron 14 spa-tipos, t164, t2094, 11987, 1286, t127, 1148, t324, t664, t1151, t519, t034,
t1456, t002, t008; en México, Garcia-Rodriguez et al., (2013), los spa-tipos con mayor
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frecuencia en su estudio fueron 1965 (23.08%), t605 (17.95), t4570 y t267 (15.38%);
ademads, se identificaron los en menor proporcion t224, t008, t189, t211, t265 y t693.

Cuadro 3. Tipificacion molecular de Staphylococcus aureus

R I 2T

15 | 008 va
20 I 007 I
25 I 007 I
36 ' 1237
129 ' t189
142 1 114
238 ' t189
24 ' t189
260 ' 543
143 1 114

De igual manera, se identificaron los tipo agr | y lll, en los aislamientos de S.
aureus, en cuanto a los aislamientos de MRSA, dos portaron el SCCmec tipo Il y uno el

tipo IVa (cuadro 3).

Con los resultados anteriores, se observé que el aislamiento MRSA CA-15 fue
tipificado como t008-agrl-SCCmec IVa y PVL positivo, este hallazgo parece indicar que
dicho aislamiento pertenece al CC8 (USA 300) de origen humano, lo que confirma la

habilidad de este clon de adaptarse a diferentes hospederos (Sakwinska et al., 2011). Sin
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embargo, para confirmar si pertenece a este complejo clonal es necesaria la tipificacion

por MLST de dicho aislamiento.

La importancia de identificar este tipo de aislamientos en vacas lecheras radica en
gue éstas cepas juegan un papel importante en la transmisién de la infeccion dentro del
hato; asi como también, estos animales representan un reservorio natural para la
infeccion al hombre, favoreciendo la amplificacién de la infeccion (Lee, 2003; Voss et al.,
2005; Weese et al., 2005).

Podemos concluir que los S. aureus estudiados mostraron diferentes patrones de
resistencia a los antibioticos probados, mostrando la tendencia de poseer resistencia
multiple, ademas, estos aislamientos fueron positivos a las hemolisinas, y uno porté la
PVL. La identificaciébn de un aislamiento MRSA perteneciente al complejo clonal 8,
confirma la presencia de cepas MRSA de origen humano en la poblacién bovina lechera,

por lo que existe transmision de cepas MRSA del hombre a la vaca o viceversa.
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IX. DISCUSION

En el presente trabajo se realizo la identificacion de aislamientos MRSA en vacas, de
unidades de produccién lechera familiar en el valle de Toluca, asimismo, se caracterizaron
los genotipos de los genes mecR1 y mecl.

El porcentaje de aislamiento de S. aureus en las unidades de produccion lechera
familiar previamente estudiadas, fue del 28.1 %. Este resultado se encuentra entre los
porcentajes reportados en estudios previos, realizados en el valle de Toluca, donde la
prevalencia de S. aureus fue del 23% al 66% (Garcia y Tapia, 2006; Alcantara y Sanchez
2006; Manjarrez, 2012), por otra parte Ochoa-Zarzosa et al., (2008), determinaron un
29,2% de frecuencia de S. aureus en hatos de Morelia, Michoacan, México. Es por ello
qgue el nivel de infeccién por S. aureus en el hato, depende de su prevalencia en la
poblacion y la dindmica de la infeccién asociada con los factores de virulencia propios del
agente (Wolter et al., 2004).

La importancia de la deteccién de S. aureus en vacas lecheras, se debe a que este
microorganismo causa comunmente mastitis subclinica, la cual se asocia a grandes
pérdidas econdémicas, debido a la reduccion en la produccion lactea; a cambios en la
composicion de la leche, lo que afecta la elaboracién de guesos; al sacrificio temprano de
las vacas y a los costos en el tratamiento, ademas, afecta el valor higiénico de la leche
(Seegers et al., 2003; Veladzquez et al., 2005).

Los métodos para controlar y prevenir la mastitis bovina se basan en programas de
higiene durante el ordefio, la terapia de las vacas secas y el tratamiento con antibidticos
(Chaffer y Rimbaud, 2005), esta lltima practica en muchas ocasiones conlleva a la
seleccién de aislamientos de S. aureus resistentes, lo cual interfiere de manera negativa
en el tratamiento (Wolter et al., 2004). Ademas, otro aspecto desfavorable, resulta de la
acumulacion de residuos de antibiéticos en el animal y su implicacion en la salud humana
(Pellegrino et al., 2011).
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Los farmacos de primera eleccion utilizados para el tratamiento de la enfermedad,
son los B-lactamicos, seguidos por los macrélidos, aminoglucésidos y lincosamidas. Entre
estas familias de antibidticos, los S. aureus exhiben una mayor resistencia a los B-

lactamicos (Gentilini et al., 2000).

En el estudio, los aislamientos de S. aureus presentaron mayor resistencia a los
antibioticos B-lactamicos. Estos resultados son similares a estudios realizados en otros
paises, como el descrito por Schmidt, (2011), donde reporté que el 47.8% de los S.
aureus fueron resistentes a la penicilina y el 65.6% a ampicilina, en KwaZulu-Natal,
Sudafrica. Por su parte, Gao et al., (2012), reportaron un 96.3% de resistencia a la

penicilina y 66.0% a eritromicina en Beijing, China.

A diferencia de estos resultados, en México, Franco et al., (2008), determinaron un
porcentaje de S. aureus resistente a la penicilina y oxacilina del 68% y 69%,
respectivamente. De igual manera, Ochoa-Zarzosa et al., (2008) observaron que todos los
aislamientos de S. aureus obtenidos de vacas lecheras, fueron resistentes a ampicilina,

ceftazidima y penicilina.

Los aislamientos de S. aureus estudiados fueron resistentes a la ceftazidima
(91.8%), ampicilina (50.6%) y penicilina (44.7%). En contraste se han reportado mayores
resistencias a los antibidticos B—lactamicos comparados con nuestros resultados,
destacando la investigacion realizada en China por Li y col (2009) donde obtuvieron el
90.7% de cepas resistentes a varios antibidticos; con mayor resistencia a penicilina y
ampicilina (77.3%). Resultados similares han sido observados en diferentes paises (Daka
et al.,, 2012; El Behiry et al., 2012), lo que pone de manifiesto la necesidad del

seguimiento en las tendencias de la resistencia de S. aureus en la industria lechera.

El porcentaje de resistencia de S. aureus observado en este estudio para

eritromicina (44.7%) fue mayor en comparacion con los reportados por Valero-Leal et al.,
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(2010) y Faria Reyes et al., (2005) en Venezuela, y Pellegrino et al., (2011) en Argentina,
quienes informaron un 3.7%, 10% y 36.5%, respectivamente.

En cuanto a los aislamientos resistentes a la tetraciclina y gentamicina la frecuencia
fue menor a la reportada en granjas lecheras en la India, donde la resistencia fue del 36%
y 30% respectivamente (Kumar et al., 2010; Kumar et al., 2011), de igual manera en
Turquia se reportd que el 100% y el 93.8% de los S. aureus fueron resistentes a

gentamicina y tetraciclina respectivamente (Turkyilmaz et al., 2010).

Como podemos notar entre los diferentes estudios reportan una variaciéon en cuanto
al patron de resistencia de S. aureus obtenidos de vacas lecheras, estas diferencias en la
resistencia se podrian atribuir a los diferentes antibidticos que se emplean para el
tratamiento de la mastitis en las diferentes areas geograficas, dependiendo de la
normatividad de cada pais (De Oliveira et al., 2000; Waage et al., 2002).

Con relacion a los resultados anteriores, se observo el fenotipo de multiresistencia
en los aislamientos de S. aureus estudiados. En los Ultimos afios, la problemética de la
multiresistencia a los agentes antimicrobianos en S. aureus aislados de vacas lecheras,
se ha profundizado debido a la carencia de politicas reguladoras sobre el uso de los
antibioticos con fines terapéuticos en medicina veterinaria (Valero-Leal et al., 2010). La
principal importancia radica en que se favorece la transferencia horizontal de estos
aislamientos multiresistentes de los animales al hombre, dejando claro que el uso
inapropiado de antibioticos constituye un riesgo emergente para la salud publica
(Pellegrino et al., 2011).

Los 38 aislamientos resistentes a la penicilina evaluados en la sensibilidad in vitro,
fueron positivos al gen blaz, lo que confirma la accién de las B-lactamasas como
mecanismo de resistencia en estos aislamientos. En este contexto, se ha descrito la
modalidad de resistencia con niveles de resistencia bajos, por hiperproduccion de B-

lactamasas, en la que no se demuestra la presencia del gen mecA, a este grupo se le ha
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catalogado Staphylococcus aureus con resistencia bordeline (BORSA) (Camarena y
Sanchez, 2003).

El resultado anterior concuerda con el trabajo de Gao et al, (2012), donde
demostraron que todos los aislamientos resistentes a penicilina fueron positivos al gen
blaZ, ademés, este gen se detecta cominmente en aislamientos de S. aureus de
muestras de leche (Zschock et al., 2011; Fel3ler et al., 2010). La importancia de deteccion
de este gen en vacas lecheras se debe a que se asocia a la persistencia de mastitis en el
ganado, debido al fracaso terapéutico (Haveri et al., 2007).

La frecuencia de aislamiento de S. aureus resistente a los B-lactamicos se relaciona
con el antibiotipo MRSA, en el presente estudio se identificaron por PCR del gen mecA,
cuatro (4.7%) aislamientos como MRSA, este valor es similar a los descritos por Haran et
al., (2011) y Bardiau et al., (2013). Asimismo se han reportado frecuencias menores de
MRSA obtenidos de ganado bovino lechero, en Japon, Turquia y Bélgica, que van del 1 a
1,5% (Lee 2003; Turutoglu et al., 2009; Vandendriessche et al., 2013).

De acuerdo a los estudios realizados entre los afios, 1997 al 2004 y 2003 al 2009, en
diferentes regiones de Corea se reportd una frecuencia de MRSA en muestras de leche
del 1.5% y 4.2% respectivamente (Moon et al.,, 2007; Holmes y Zadoks, 2011). En
contraste se han informado prevalencias mas altas de MRSA en mastitis bovina que van
del 10.2 al 13.1% en la India (Kumar y col 2010, Kumar y col 2011), ademas en Bélgica se
reporté un 9.3% de MRSA (Vanderhaeghen et al., 2010).

De igual manera, se han identificado MRSA a partir de otras fuentes como pueden
ser: terneros, medio ambiente, leche en tanque, veterinarios, empleados de rastros y
trabajadores de granjas (Huber et al., 2010; Haran et al., 2011; Lim et al., 2013), también
en productos carnicos (Vandendriessche, 2013) y productos lacteos (Normanno et al.,
2007). Algunos de estos trabajos concluyen que los aislamientos estudiados no son de
origen animal y que la mayoria procede de personas que tienen contacto con los animales
(Turutoglu et al., 2009; Sakwinska, 2011; Haenni et al., 2011).
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La identificacion de S. aureus MRSA en vacas lecheras desempefia un papel
importante en la epidemiologia de la infeccibn ya que éstos representan un reservorio
natural y el contacto con animales portadores puede implicar un riesgo para la salud
humana (Cuny et al., 2010; Fitzgerald, 2012; Bardiau et al., 2013).

Asimismo, el riesgo de transmision de MRSA a los humanos a través de los
alimentos puede ser bajo de acuerdo a algunos estudios, sin embargo no se puede
descartar el riesgo que su presencia en productos lacteos conlleva (Lee, 2003; Normanno
et al., 2007).

Cabe mencionar que todos los aislamientos con el genotipo MRSA se caracterizan
por presentar el gen mecA, no es asi con otros genes involucrados en la expresion de la
resistencia a la meticilina. Esto se fundamenta con estudios previos donde demuestran
que del 60 al 95% de los S. aureus mecA positivos poseen los genes reguladores mecR1
y mecl (Suzuki et al., 1993; Kobayashi et al., 1996).

De los cuatro MRSA identificados en esta investigacion, solo tres fueron positivos al
gen mecR1, en contraste, con el gen mecl el cual se detectd solo en un aislamiento. Estos
resultados coinciden con estudios anteriores de otros autores, donde todos los MRSA
fueron positivos a mecR1 y en menor proporcion al gen mecl (Weller, 1999; Lee, 2006).
Por su parte, Felten et al., (2002), observaron que el 92,8% de los S. aureus estudiados
portaban el gen mecR1 y podria estar truncado, ademas de que todos los aislamientos
fueron negativos al gen mecl. Sin embargo, un aislamiento MRSA fue negativo a mecR1y
mecl, este hallazgo también fue observado por Petinaki et al., (2001), donde reportaron

que el 12.2% de los MRSA fueron negativos a los genes reguladores.

De acuerdo a la deteccidon de los genes reguladores, un aislamiento se clasific6 en
el grupo A (25%), dos al C (50%) y uno al D (25%). Nuestros resultados son diferentes a

los reportados por Kobayashi et al.,, (1996), en un trabajo realizado con cepas
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hospitalarias de origen humano, donde el 94.3% de los MRSA correspondieron al grupo
A; el 2.5% al grupo By D y 0.8% al grupo C.

Los aislamientos del grupo C se caracterizaron por tener deleciones del domino PB
del gen mecR1 y del gen mecl, en este caso Chambers, (1997) menciona que la
produccion de PBP2a es inducible debido a que pueden estar involucrados los genes
reguladores blaR1 y blal.

Se ha estudiado que las cepas MRSA aisladas del hombre, que expresan
fenotipicamente la resistencia no poseen el gen mecl o se encuentra mutado, lo que evita
la represion de la transcripcion del gen mecA (Kobayashi et al., 1998). Con respecto a
esto, los MRSA obtenidos en la década de 1970 muestran deleciones en el dominio PB
del mecR1, mientras tanto los aislamientos actuales tienden a presentar polimorfismo en
el gen mecl y mutaciones en el promotor mecA (Suzuki et al., 1993; Hurlimann et al.,
1992).

En nuestro estudio, el aislamiento MRSA CA-25 y la cepa ATCC 43300 positivas al
gen mecl, no mostraron mutaciones, a pesar de que expresaron fenotipicamente
resistencia. El analisis de las secuencias mostraron ser idénticas a la cepa N315 pre-
MRSA (GenBank no. de acceso X63598.1; Hiramatsu et al, 1992).

En este contexto, destaca el estudio realizado por Weller, (1999), donde report6 diez
MRSA de origen humano positivos al gen mecl, de los cuales cuatro presentaron
secuencias similares a la de referencia y seis mostraron en el nucleétido 202 una
sustitucion de C por T, resultando en un codén de terminacion en el centro del marco de
lectura abierto, esta mutacién también fue descrita por Suzuki et al., (1993) y Kobayashi
et al., (1998).

Comparando nuestros resultados con el Unico estudio realizado en MRSA de origen

bovino, observaron que de los 12 MRSA positivos al gen mecl, 9 tuvieron secuencias

MVZ. Margarita Lopez Vazquez 89



Variacion genética del antibiotipo meticilina resistente de aislamientos de Staphylococcus aureus
de origen bovino en el valle de Toluca

idénticas a la de referencia y los 3 restantes portaron una sustitucion de C por T en el
nucledtido 202 (Lee, 2006).

En este caso, las secuencias conservadas en estos aislamientos, sugieren que
existe otro mecanismo para la evadir la represion de la resistencia mediada por el gen
mecl (Weller, 1999; Lee, 2006). Futuros estudios sobre la resistencia a la meticilina en

cepas MRSA de origen veterinario son necesarios para dilucidar su diversidad genética.
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X. CONCLUSIONES

Se identificaron 85 S. aureus a partir de muestras de leche, siendo todo positivos al gen
femB.

Los aislamientos de S. aureus mostraron un mayor porcentaje de resistencia a los
antibioticos B-lactdmicos y a eritromicina. Los 38 aislamientos resistentes a la penicilina,

fueron positivos al gen blaZ.

4.7% de los S. aureus portaron el gen mecA, mostrando resistencia maltiple.

En la clasificacion de los genes reguladores, el aislamiento MRSA CA-25y la cepa ATCC
43300, pertenecieron al grupo A, los MRSA CA-15 y CA-113 se asignaron al grupo C y

por ultimo el aislamiento MRSA CA-20 perteneci6 al grupo D.

Las secuencias del gen mecl fueron idénticas a la secuencia de referencia N315 pre-
MRSA.
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VII. ANEXOS

ANEXO 1. METODO DE 0.5 MCFARLAND

1. Agregar .5mL de 0.048 mol/L de BaCl, (1.175% w/v BaCl, -2H,0) a 99.5 mL de 0.18
mol/L de H,SO, (1% v/v), en constante agitacién hasta obtener una suspension.

2. Verificar la correcta densidad de la turbidez mediante la medicion del a absorbancia en

un espectofotometro. La absorbancia a 625nm deberia de ser 0.08 a 0.13 para el

standard de McFarland.

Transferir la suspensién de sulfato de bario en alicuotas de 4 a 6 mL.

Guardar los tubos en un lugar oscuro a temperatura ambiente.

Antes de cada uso mezcla vigorosamente la solucién.

2

Verificar cada mes la densidad.
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ANEXO 2. PROCEDIMIENTO PARA EXTRACCION DE ADN
Thermo Scientific Genejet Genomic Dna Purification Kit

e Buffer de lisis:

20mM Tris-HCI (ph 8.0)

2mM EDTA

1.2% Triton X-100

Lisozima 20mg/mL agregar inmediatamente antes de usarse.

1.

Colocar 2x10° de células bacterianas en un tubo de 2mL y centrifugar por 10 min
a 5000 x g. Desechar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 180uL del buffer de lisis e incubarlo por 30 min a 37°C.
Agregar 200uL de la solucién de lisis y 20uL de proteinasa K, mezclar con vortex
obteniendo una suspension uniforme.

Incubar la muestra a 56°C, vortex ocasionalmente hasta que las células sean
completamente lisadas (~30 min).

Agregar 20uL de RNase A, mezclar con vortex e incubar a temperatura ambiente

por 10 min.

6. Agregar 400uL de etanol 50% y mezclar.

7. Transferir el lisado al tubo en columna del kit. Centrifugar por 1 min a 6000 x g.

10.

Descartar el tubo de coleccién conteniendo el liquido y pasar la columna dentro de
un tubo nuevo.

Agregar 500uL de buffer de lavado | (con el etanol agregado). Centrifugar por 1
min a 8000 x g.

Agregar 500uL de buffer de lavado II. Centrifugar por 3 min a mas de 12000 x g.
Opcional si quedan residuos centrifugar por 1 min a 13 000 x g y cambiar de tubo.
Agregar 200uL de buffer de elucién en el centro de la membrana. Incubar por 2

min a temperatura ambiente y centrifugar por 1 min a 8000 xg.
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ANEXO 3. PROCEDIMIENTO PARA LA PURIFICACION DE
PRODUCTOS DE PCR

QIAquick PCR Purification Kit Protocol

Afnadir etanol (96-100%) al Buffer PE antes de su uso.

Todos los pasos de centrifugacion son a = 10.000 xg (~ 13.000 rpm).

1. Afadir 5 volimenes de buffer PB a 1 volumen de la muestra y la mezcla de PCR.

2. Colocar la columna de QIAquick en un tubo de 2 ml.

3. Agregar el producto de PCR a la columna QIAquick y centrifugar durante 30-60s.

4. Deseche el filtrado.

5. Para lavar, afiadir 0,75 ml de tampon PE a la columna QIAquick y centrifugar durante
30-60 s.

6. Desechar el sobrenadante y colocar la columna QIlAquick en el mismo tubo.

7. Colocar la columna QIAquick en un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

8. Anadir 50ul de buffer EB (10 mM de Tris - Cl, pH 8,5) o H20 en el centro de la
membrana QlAquick y centrifugar la columna durante 1 min. Alternativamente, para
aumentar la concentracion de ADN, afiadir 30 ul de tampdn de elucion, se deja reposar la

columna durante 1 min, y luego centrifugar.
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