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RESUMEN. 

Staphylococcus aureus es un microorganismo que ha adquirido relevancia medica 

al paso del tiempo a causa de sus características particulares de virulencia y 

resistencia a los antibióticos. En los humanos causa una amplia variedad de 

enfermedades infecciosas como infecciones cutáneas, septicemia, neumonía e 

intoxicación alimentaría. El principal impacto de este microorganismo se debe a 

las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina (MRSA), que tradicionalmente se 

encontraban limitadas al ámbito hospitalario. Sin embargo, en años recientes las 

cepas MRSA, también se han encontrado en comunidades y se ha ido 

incrementando sustancialmente su incidencia. Los porladores sanos de cepas de 

Staphylococcus aureus tiene un papel importante en la diseminación de esta 

bacteria . Se investig6 la presencia de S. aureus en las fosas nasales y la faringe 

de 1243 voluntarios en una comunidad mexicana sana. El porcentaje de 

portadores sanos fue del 59.8%. Se encontró que la colonización de la faringe es 

más frecuente que la de nariz (46.5% frente a 37.1%. P<O,0001). De los 

portadores de S. aureus, 22.2% fueron portadores exclusivos nasales y el 38% 

portadores exclusivos de la faringe. Se aislaron 1039 cepas, de las cuales el 

12.6% fueron resistentes a la meticilina (MRSA). De las cepas MRSA, el 32.1 % se 

aislaron de portadores exclusivos de faringe. La mayoría de las cepas aisladas de 

las narinas anteriores y la faringe del mismo portadores fueron idénticas o 

similares. Sin embargo, algunas cepas fueron diferentes. Al analizar los patrones 

genómicos de las cepas MRSA aisladas de los portadores exclusivos nasales o 

faríngeos por eleclroforesis de campos pulsados (PFGE), se encontró que las 

cepas nasales y faríngeas se agrupan en diferentes grupos. También se realizó un 

estudio prospectivo durante 6 años para investigar la persistencia de S. aureus en 

la faringe. Los resultados mostraron que el 13% de los sujetos fueron portadores 

persistentes. La mayoría de ellos fueron colonizados con la misma clona de S. 

aureus en todo el tiempo del estudio, y sólo tres presentaron diferentes clonas. 

Este estudio demuestra que S. aureus coloniza con regularidad la fa ringe de 
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personas sanas, donde puede persistir durante años. Se aislaron 131 cepas de 

MRSA en una población mexicana sana. El SCCmec tipo IV fue el casete 

cromosomal más comúnmente encontrado (69.06 % de los aislados), seguido del 

SCCmec tipo 11 (20.1%). el SCCmec tipo V (2.1% de los aislados) y el SCCmec 

tipo 111 (0.76%) no se encontraron aislados del SCCmec tipo 1. El 8.6% de los 

aislados no se pudo tipificar. Se detectó que 31 cepas de S. aureus (23.66%) 

presentan el gen de la leucocidina Panton-Valentine. 

Así mismo encontró que 29 cepas MRSA (22.13%), que previamente hablan sido 

tipificadas como cepas con SCCmec tipo IV y SCCmec tipo V, presentaban el gen 

de la toxina leucocidina Panton-Valentine (PVL). Se determinó que cepas CA

MRSA se encuentran circulando en la población mexicana sana. 
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INTRODUCCION. 

Staphylococcus aureus es un microorganismo versátil con diversos factores de 

virulencia y mecanismos de resistencia a los antibióticos. Aunque tradicionalmente 

este microorganismo estaba limitado a un ámbito hospitalario, en la actualidad la 

colonización de cepas de Staphylococcus aureus melicilina resistentes (MRSA) 

está aumentando rápidamente en la comunidad y, por lo tanto, son un problema 

de salud importante en todo el mundo. Este microorganismo es una de las 

bacterias patógenas que más frecuentemente está involucrado en la etiología de 

diversas infecciones en los seres humanos incluyendo osteomielitis, endocarditis 

invasora, artritis séptica y septicemia. 

La introducción de técnicas de tipificación molecular dentro de las investigaciones 

epidemiológicas ha provisto de nuevas herramientas para conocer el origen y las 

vías de diseminación de este microorganismo. Una de las conclusiones 

importantes que ha surgido de este tipo de estudios es que un número pequeño 

de clonas son las responsables de las infecciones estafilocócicas en todo el 

mundo. 

La electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE, por sus siglas en inglés), es 

el método más confiable para la tipificación molecular y el estudio de la 

epidemiología local y global de los MRSA, lo que contribuye a definir las rutas de 

transmisión y controlar la diseminación de resistencia entre estafilococos, así 

como identificar infecciones nosocomiales y comunitarias. 

De ahí la importancia de realizar este tipo de estudios moleculares en nuestro país 

ya que aquí casi no se conoce la epidemiología molecular de este 

microorganismo, se conoce poco de sobre todo en pOblación mexicana abierta y 

sana. 
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ANTECEDENTES 

Caraclerlsllcas microbiológicas. 

Staphylococcus aureus es un microorganismo de gran importancia médica, se le 

ha reconocido como uno de los principales agentes patógenos para el humano 

desde hace muchos a~os . Forma parte de la familia Microccocaceae (Howe, 

1996). Constijuida también por los géneros Micrococcus, Planococcus y 

Stomacoccus. El género Staphylococcus se compone de 33 especies, de las que 

sólo 6 son importantes en el campo de la salud pública: S. aureus, S. epidermidis, 

S. haemo/yticus, S. saprophyticus, S. lugdunensis y S. schleiferi. Cabe mencionar 

que de éstas, sólo S. aureus es coagulasa positiva, en tanto que las restantes 

integran el grupo de los estafilococos coagulasa negativa (Martins y Cunha, 2007). 

Los estafilococos son cocos Gram positivos, de 0.8 a 1.0 ~m de diámetro, que se 

presentan aislados, en pares, tétradas o cadenas cortas y en grupos irregulares o 

racimos, no móviles, no esporulados, anaerobio facultativo, fermentadores de 

glucosa y otros carbohidratos como el manijal, las colonias produce pigmentos 

carotenoides (Figura 1). 

Figura 1. Morfología celular y colonial de Staphylococcus aureus 
www.unpisi.itlimages/staffilococco.jpg. 
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S. aureus posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una gran 

cantidad de infecciones: 1) produce lesiones superficiales de la piel y abscesos 

localizados en otros sitios; 2) causa infecciones profundas como osteomielitis y 

endocarditis; 3) es causante de infecciones respiratorias como neumonía; 4) es la 

principal causa de infecciones nosocomiales; 5) causa intoxicación alimentaria al 

liberar sus enterotoxinas en los alimentos; 6) produce el síndrome del shock tóxico 

al liberar superantígenos en el torrente sanguíneo; 7) también causa septicemia, 

impétigo y fiebres (Shopsin y Kreiswirlh, 2001). 

Estos microorganismos se identifican mediante las siguientes pruebas 

bioquímicas: 

1). Prueba de la catalasa, es utilizada para diferenciar los estafilococos que 

presentan la enzima catalasa del género Streptococcus que son catalasa negativa . 

Esta prueba detecta la presencia de citocromo oxidasas en los estafilococos 

debido a que poseen la enzima catalasa. 

2) La prueba de la coagulasa, es el principal criterio usado para identificar S. 

aureus ya que es la única especie que da positiva a esta prueba; sin embargo, 

algunas cepas de S. aureus no producen esta enzima en niveles detectables. 

Todas las cepas de este microorganismo posee el gen de la coagulasa (coa), sin 

embargo, algunas cepas de S. aureus no producen esta enzima en niveles 

detectables (Fischetti y col. 2006). 

3) Fermentación del manitol, S. aureus a diferencia de S. epidermidis y otras 

especies coagulasa negativas, es capaz de fermentar el manitol; el medio utilizado 

es agar sal y manitol, que es selectivo para estafilococos, S. aureus se detecta por 

la presenda de un halo amarillo alrededor de las colonias, lo que indica la 

producción de acido a partir del manitol. Pero no es la única especie de 

estafilococos que pueden fermentar manitol. 

Las cepas de S. aureus dan positivas, además, las siguientes reacciones: ~

glucosidasa, arginina descarboxilasa, N-acetilglucosamina, aceloína, reducción de 

nitratos, ureasa y resistencia a la polimixina B (disco 300 U) (Kloos y Bannennan, 
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1995). Poseen igualmente una desoxirribonucleasa o ONasa, una nucleasa 

exocelular que despolimeriza el AON. A esta enzima se la denomina 

termonucleasa por ser termoresistente en las cepas de S. aureus. 

S. aureus organismo comensal o patógeno en el humano. 

Staphylococcus aureus es un microorganismo cuyo potencial patogénico es bien 

conocido, como también lo es su importancia en las infecciones extra hospitalarias 

y en las hospitalarias, se le ha reconocido como uno de los principales agentes 

patógenos para el humano. Es parte de la microbiota normal del hombre, siendo el 

sitio de portación principal las fosas nasales, donde actúa como reservorio, 

seguido de la faringe y las regiones perianal, inguinal, axilar y rectal (Coello y col. 

1994), por lo que debe ser considerado como un patógeno oportunista. Cuando 

una persona entra en contacto con S. aureus puede ser colonizada, desarrollar 

infección y/o convertirse en portador (Wenzel y col. 1998). Se habla de 

colonización cuando este microorganismo es aislado de una muestra dínica en 

ausencia de signos de infección. Las zonas más frecuentes de colonización son: 

las lesiones cutáneas, el tracto respiratorio y el tracto urinario; puede persistir 

durante meses o años (Sanford y col. 1994). El ser portador es un factor de riesgo 

importante en las infecciones por esta bacteria. Puede causar una amplia variedad 

de infecciones: lesiones superficiales, infecciones sistémicas con riesgo de vida 

(endocarditis, osteomielitis, neumonía, abscesos cerebrales, meningitis y 

bacteriemia), y enfermedades producidas por toxinas (intoxicación alimentaria , 

síndrome de la piel escaldada o síndrome de shock tóxico). 

Esta bacteria ha demostrado un gran poder de adaptación a los agentes 

antimicrobianos, adquiriendo paso a paso resistencia a todos los antibióticos 

disponibles para el tratamiento de las infecciones que ocasiona (Jensen 2009). 

Actualmente existen cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina 

adquiridos en la comunidad (CA-MRSA), que causan infecciones no asociadas a 
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hospitales. Se caracterizan por ser susceptibles a diversos antibióticos. este tipo 

de Staphylococcus aureus resistentes a meticil ina portan el elemento genético 

SCCmec (casete cromosomal estafiloc6cico mee) de tipo IV, V o VI, que se 

caracterizan por ser los SCCmec de menor tamaño conteniendo sólo un elemento 

genético de resistencia a antibióticos: el gen mecA (Bonnstetter y col. 2007). 

Factores de virulencia de S. aureus. 

S. aureus produce una gran variedad de proteínas que contribuyen a su habilidad 

para colonizar y causar enfermedades en el humano. Casi todas las cepas 

producen un grupo de enzimas y citoloxinas las cuales incluyen cuatro 

hemolisinas (alfa, beta, gamma y delta), nucleasas, proteasas, lipasas, 

hialuronidasa y colagenasa. La principal función de estas proteínas puede ser el 

convertir los tejidos locales del huésped en nutrientes que requieren las bacterias 

para su crecimiento. Algunas cepas producen una o más proteínas adicionales 

como la toxina 1 del síndrome del shock tóxico (TSST -1), las enterotoxinas 

estafilocócicas (SE), las toxinas exfoliativas (ETA y ETB) Y la leucocidina (Dinges y 

col. 2000). 

Los factores de virulencia se clasifican teniendo en cuenta si forman parte 

estructural de la bacteria o si son enzimas o toxinas (tabla 1 ). 

En base a esto los factores se han clasificado en tres categorías: 1) los 

involucrados en la adherencia a la célula huésped o matriz exlracelular, como las 

proteínas de unión a fibrinógeno, fibronectina, colágeno y coagulasa; 2) aquellos 

que están involucrados en la evasión de las defensas del huésped, como las 

enterotoxinas eslafiloc6cicas: la TSST -1 , la toxina leucocidina de Panton-Valentine 

(PVL), proteína A, lipasas, y polisacáridos capsulares y 3) los involucrados en la 

invasión de la célula huésped y penetración de los tejidos, como la toxina a, 

hemolisinas ~, y y 6.(42). (Velázquez-Meza, 2005; Bustos y col. 2006) 

9 



Tabla 1. Principales factores de virulencia de S. aureus 

Estructurales 

Peptidoglucano 

Proteína A 

Factores de adhesión 

Ácidos teicoicos 

Polisacáridos 

capsulares 

Enzimas Toxinas 

Catalasa Toxina a 

Hialuronidasa Hemolisina a 

lipasas Hemolisina 13 

Coagulasa Hemolisina V 

Nucleasas Hemolisina l) 

Proteasas Leucocidina de Panton-Valentine (PVL) 

Estafilocinasa Enterotoxinas estafilocócicas (SE) 

Colagenasa Toxina 1 del síndrome del shock tóxico (TSST-

1 ) 

Toxinas exfoliativas (ETA y ETB) 

En la Figura 2, se muestran los diferentes factores de vi rulencia que presenta 

Staphylococcus aureus. 

........--

Figura 2. Factores de virulencia de Staphylococcus aureus, con productos 
estructurales y de secreción (Gordon, 2008). 

Componentes importantes de la Pared Celular. El peptidoglucano es el 

componente básico que confiere forma y estabilidad al microorganismo y 

representa el 50% de la pared celular. Este polisacárido está compuesto por 

subunidades de N-acetilmurámico (con una cadena de 4 aminoácidos L-alanina-D

glutámico-L-lisina-O-alanina) y N-acetilglucosamina unida mediante enlaces (r3-
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1.4). Las cadenas peptídicas laterales están unidas al residuo de ácido murámico 

por un puente de pentaglicina, adherido a la L-lisina de una cadena y a la D

alanina de la otra cadena. Otros componentes de la pared son los ácidos 

teicoicos, están unidos de forma covalente al peptidoglicano y otros a la 

membrana citoplasmática. La adherencia a la mucosa nasal esta mediada por los 

ácidos teicoicos (Fueyo, 2005). 

Proteína A Y otras proteínas de adhesión. La protefna A esta embebida en la 

capa externa del peptidoglicano, tiene un peso molecular de 42 KDa presente en 

cantidades variables en distintas cepas, su reacción con los mecanismos del 

hospedador consiste en enlazar con la parte terminal Fc de las inmunoglobulinas, 

excepto con la IG3. Entre las adhesinas asociadas a la pared celular que 

promueven la adherencia de las bacterias a las células del hospedador están las 

proteínas de unión a la fibronectina y al colágeno. Finalmente, muchas cepas 

están recubiertas por una capa externa de polisacáridos, que suele considerarse 

como -cápsula-, que puede liberarse durante la infección focal y ser detectada en 

el suero del hospedador infectado (Mandell y col. , 2000). 

EXOTOXINAS. 

Las exotoxinas de Staphylococcus aureus se pueden agrupar en tres grupos 

generales: i) Agentes activos de membrana ii) Toxinas Superantígenos 

Pirogénicos (PTSAgs) y iii) toxinas exfoliativas. 

Los agentes activos de membrana son hemolisinas, citotisinas y leucocidinas que 

contribuyen en general a la patogénesis de las diferentes enfermedades 

estafilocócicas. Los superantígenos de toxinas pirogénicas de S. aureus incluyen 

una gran familia de antígenos. Estas toxinas comparten actividades 

inmunomoduladoras como resultado de su función de superantígeno que 

promueve la habilidad de muchas toxinas pirogénicas como la toxina del 

síndrome de shock tóxico (TSS, siglas en inglés de Toxic shock syndrome). 

Algunos superantígenos, como el de las enterotoxinas estafilocócicas, tienen 
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actividades adicionales como dotarlos de la capacidad de inducir otras 

enfermedades como la intoxicación alimentaria estafiloc6cica (SFP). Las toxinas 

exfoliativas tienen actividad proteasa que les permite provocar patologías 

específicas en la piel. 

Alfa Toxina o Alfa Hemolisina. Es una toxina citolítica formadora de poros, es 

una de las toxinas más potentes conocidas. La alfa toxina es especialmente toxica 

para los conejos, los eritrocitos de conejo son muy sensibles a la lisis por esta 

toxina. En eritrocitos humanos es aproximadamente 1000 veces menos sensible. 

El gen que codifica la alfa-hemolisina (hla), fue clonado a partir del cromosoma de 

S. aureus y secuenciado en 1984 por Gray y Kehoe. 

La proteína tiene un peso molecular de 33 KDa . Esta toxina está bajo control del 

gen regulador por el sistema agro Los monómeros de alfa-hemolisinas son 

secretadas por S. aureus y se integran en la membrana de una célula diana, 

donde forman heptámeros cilíndricos. Esta forma oligomérica es capaz de Iisar las 

células eucarionles. (Dinges y col. 2000) 

Beta Hemolislna (Esfingomielinasa e). La beta-hemolisina de S. aureus, fue 

identificada por primera vez en 1935 por Glenny y Stevens, se demostró que era 

muy hemolítica para eritrocitos de ovejas, pero no para eritrocitos de conejo. No es 

dermonecrótica en conejillos de Indias y no es letal en ratones. Glenny y Stevens 

señalaron también que la actividad hemolítica de esta toxina se mejora por la 

incubación por debajo de 10°C después del tratamiento a 3rC, dando lugar a la 

denominación hemolisina "caliente-frío" . La beta-hemolisina es secretada en el 

medio de cultivo como una exotoxina con un peso molecular de 35 KDa. El gen 

h/b, se encuenlra en un fragmenlo de DNA cromosomal de 4 Kb llamado G/al y 

codifica un polipéptido de 330 aminoácidos. La beta-hemolisina es producida por 

un gran número de cepas de S. aureus, particularmente de aislados de animales 

(Dinges y col. 2000). 

Delta Hemolisina. Es un péptido de 26 aminoácidos que esta codificada por el 

gen hld, dicho gen está también regulado por el sistema regulatorio agr, el cual 
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controla la producción de diversos factores de vi rulencia, como el gen de delta

hemolisina. 

La delta-hemolisina puede causar un gran daño en la membrana de una amplia 

variedad de células de mamíferos. La delta-hemolisina es producida por el 97% de 

las cepas de S. aureus. Se cree que entre el 50 y 70% de las cepas de 

estafilococos coagulasa negativa producen esta toxina. Aunque la delta

hemolisina causa una amplia gama de efectos citotóxicos, su importancia en la 

etiología de la enfermedad no está clara. La delta hemolisina es capaz de lisar los 

eritrocitos y otras células de mamíferos, formando estructuras subcelulares como 

esferoplastos y protoplastos (Dinges y col. 2000). 

Gamma Hemol isina. Hay dos tipos de toxinas bicomponente producidas por S. 

aureus, gamma-hemolisina y la toxina leucocidina Panton-Valentine (PVL). Cada 

una de estas toxinas se fonna como dos proteínas secretadas no asociados, 

conocidas como componentes S y F (S para el lento y F para el rápido cuando se 

eluyen dichas proteínas en una columna de intercambio jónico) (Fischetti y col. 

2006). La gamma-hemolisina la producen prácticamente todas las cepas de S. 

aureus. Las toxinas afectan los neutrófilos y los macrófagos, y la gamma

hemolisina además, es capaz de lisar muchas variedades de eritrocitos de 

mamíferos. La gamma-hemolisina no es identificable en la placas de agar sangre, 

debido al efecto inhibidor del agar sobre actividad de la toxina (Dinges y col. 

2000). 

Estas toxinas dañan la membrana de la célula huésped y los eritrocitos por acción 

sinérgica; PVL junto con y-hemolisinas y otras leucocidinas (Ieucocidina R bovina), 

pertenece a una familia recientemente descrita de toxinas sinergomenotrópicas. 

La secuenciaci6n de la leucocidina R de Staphylococcus aureus P83 sugiere que 

las leucocidinas estafilococicas y la hemolisina gamma son miembros de una 

misma familia . Esta actividad resulta de tres proteínas (HigA y HlgC, pertenecen a 

la clase S y HlgB, pertenece a la clase F), formando dos pares (S +F): HigA + Hlg 

By HlgC + HlgB (Fischetti y col. 2006). 
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Toxina leucocidina Panton-Valentine (PVl) es una citoxina que causa la 

destrucción de los leucocitos y necrosis del tejido. Es producida por cerca del 5% 

de las cepas de S. aureus. Esta toxina está asociada a infecciones como 

furúnculos, abscesos cutáneos e infecciones necróticas de la piel. PVL actúa junto 

con y-hemolisinas y otras leucocidinas (Ieucocidina R bovina). Los dos 

componentes del PVL, LukS-PV y LukF-PV, son proteínas secretadas antes de 

que se ensamblan en un heptámero que es formadora de poros en las membranas 

de los leucocitos polimorfonucleares (PMN), lo que lleva a la lisis de los PMN. A 

diferencia de otras leucocidinas de S. aureus formadores de poros, la citoxicina 

PVL no es hemolítica. 

Cuando LukS-PV se une a los PMN, una proteína cinasa (A ó C) de los PMN, 

fosforila a LukS-PV seguido a esto por la inducción de los canales de calcio. Esto 

sugiere la inducción de eventos de transducción de señales que pueden 

desencadenar la producción de interleucinas y mediadores inflamatorios. 

Dependiendo de la concentración de PVL, puede causar la lisis PMN o apoptosis, 

esta última a través de una nueva vía que presumiblemente involucra la formación 

de poros en el membrana mitooondrial mediada por PVL (Boyle y Daum, 2007). 

En concordancia con la actividad citolítica de PVL en los PMN, la neutropenia es 

un hallazgo clinico frecuentemente asociados con cepas Slaphylococcus PVL

positivo, en neumonía necrotizante. La lisis mediada por PVL en los PMN define el 

primer paso en la patogénesis ya que media la evasión de esta primera línea de 

defensa del huésped. Esto conduce a la necrosis tisular y sepsis grave (Boyle y 

Daum, 2007). 

Una y col. en 1999 reportaron que entre el 50 y 93% de las cepas de S. aureus 

que causan infección primaria en la piel producen PVL. Además, estudios de GHlet 

y col. en 2002 demostraron una fuerte asociación entre la presencia de PVL y la 

neumonía necrotizante en niños saludables y adultos jóvenes. En estos estudios 

los autores sugieren la propensión de cepas de CA-MRSA que causan infecciones 
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en la piel y tejidos blandos y ocasionalmente neumonía necrotizante por la 

habilidad de estas cepas de producir PVl. 

Enterotoxinas y otros Superantígenos. Las toxinas pirogénicas superantígenos 

(PSTAg) son proteinas extracelulares de tamaño entre 22.5 y 28.5 KDa, ricas en 

aminoácidos hidrofílicos. S. aureus produce tres grupos de PSTAg: enterotoxinas 

(SEs), toxinas de schock tóxico (TSST) y toxinas exfoliativas (ETs) (Dinges, 2000; 

Torres y col, 2001; Alou! y Müller-Alouf, 2003). Cada molécula está constituida 

fundamentalmente por una estructura beta, aunque también tiene algunas partes 

de alfa-hélice. El término pirogénico hace referencia a su potencial para provocar 

fiebre, mientras el término superantigeno (SAg), es por su habilidad para estimular 

inespecificamente a un número alto de linfocitos T en el hospedador, provocando 

la producción de citocinas (Fueyo, 2005). 

El grupo más numeroso y frecuente de PTSAg, es el de las SEs. Hasta el 

momento, han sido reconocidos 18 SEs serológicamente distintas, denominadas 

A, B, e (con cinco variantes), O, E, G, H, I (las tres últimas con variantes 

antigénicas) J, K, L, M, N, O, P, Q, R, U; cada una de ellas es codificada por un 

gen que se denomina por el prefijo se seguido de la letra a la corresponde la 

enterotoxina (sea-seu). 

Tanto las SEs como sus genes presentan diferentes grados de homología y se ha 

propuesto la organización de parte de los genes en cuatro Mclusters· (Fueyo, 

2005). Las enterotoxinas estafilocócicas son producidas por cepas de S. aureus 

muy especificas: sin embargo, pocas de ellas son capaces de sintetizar más de un 

serotipo de enterotoxinas (Fueyo, 2005). 

Toxina del Síndrome de Shock Tóxico. (TSST-1) es un superantígeno con un 

tamaño de 22 KOa producido por entre el 5% y el 25% de las cepas de 

Staphylococcus aureus. Es la causa del sindrome de shock tóxico al estimular la 

liberación de grandes cantidades de interleucina-1. interleucina-2 y factor de 

necrosis tumoral (TNF). En general, la toxina no es producida por bacterias que 
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crecen en la sangre, sino que se produce en el sitio local de una infección y luego 

entra en el torrente sanguíneo. T55T-1 es codificada por tstH, está presente en el 

cromosoma bacteriano en un elemento genético móvil de 15.2 Kb que se 

encuentra en una isla de patogenicidad del estafilococo (Oinges y col. 2000). 

Toxinas Exfoliativa . En este grupo se encuentra la toxina que está implicada en 

el síndrome estafilocócico de piel escaldada (SSSS) del inglés Staphylococcal 

scalded skin syndrome. Esta toxina se encuentra relacionada en infecciones de 

piel , impétigo, enfermedad de Ritter's, necrosis epidermal toxica; predominante en 

bebes y niños. Se encuentran dos formas antigénicas, designadas como ErA y 

ETB, en S. aureus; aunque también se han reportado dos variantes ETC y ErO en 

otros estafilococos coagulasa negativos. 

El gen estructural eta, está localizado en el cromosoma de las cepas, se ha 

demostrado que algunas cepas que albergan a un fago pueden movilizar este gen 

y convertir a las cepas en eta- cuando antes eran productores de la toxina. Los 

genes etb y etd son localizados en plásmidos y en islas de patogenicidad (Fischetti 

y coi. 2006). 

Enzimas extracelulares. 

S. aureus producen un gran número de enzimas extracelulares y su acción se 

presenta en zonas próximas a los focos infecciosos. Estas enzimas hidrolizan 

macromoléculas orgánicas en el medio ambiente para proveer nutrientes de bajo 

peso molecular para la bacteria. La degradación de constituyentes del tejido es 

una parte esencial para la patogenicidad estafilocócica y puede promover la 

propagación de la bacteria en el tejido del huésped. Algunas enzimas 

extracelulares contribuyen para la virulencia del estafilococo ya que actúan sobre 

moléculas involucradas en la defensa contra la infección. Se encuentran diferentes 

enzimas con diversas actividades entre las que se tienen: coagulasa, 

estafilocinasa (Sak), diversas serinas proteasas, cisteina proteasas, 

metaloproteasas, lipasas, lipasa esterasa, fosfolipasa C, enzima modificadora de 
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ácidos grasos, hialuronidasa, termonucleasas, ~-Iactamasas , endo-~-N

acetilglucosamida y N-acetilmuramil-L-alanina amidasa (Fischetti y col . 2006). 

Coagulasa. Esta enzima se encuentra en dos formas: a) el factor de agregación 

(cumping factor) o coagulasa ligada, la cual se une al fibrinógeno facilitando así la 

agregación bacteriana y b) la coagulasa libre o extracelular. Ambas intervienen en 

la formación de coágulos, convirtiendo el fibrinógeno a fibrina, facilitando procesos 

sépticos y permitiendo la formación de abscesos. Existe una fuerte correlación 

entre la producción de la coagulasa y la virulencia de las cepas. La detección de la 

coagulasa libre es la prueba que diferencia a S. aureus de los estafilococos 

coagulasa negativa. Esta proteína esta codificada por el gen coa. La producción 

de la coagulasa es el principal criterio para la identificación de S. aureus. La 

producción de coagulasa es regulada negativamente por agro 

Cata lasa. Esta enzima degrada el peróxido de hidrogeno protegiendo al 

microorganismo durante la fagocitosis. 

Hialuronidasa. El ácido hialurónico es un componente de la matriz extracelular 

de vertebrados. Enzimas extracelulares pueden hidrolizar el ácido hialurónico del 

tejido conjuntivo y facilita la propagación de la infección. El ácido hialurónico está 

compuesto de un polisacárido lineal compuesto de unidades repetidas de ácido 0-

glucorónico (1-~-3)-N-acetil-D-glucosamina (1-~-4) . La hialuronidasa de S. aureus 

degrada el ácido hialurónico por un mecanismo de eliminación ~ teniendo 

disacáridos de ácido N-acetil glucosamina y ácido glucorónico por molécula, 

llamados lisados hialurónicos (Fischetti y col. 2006). 

Penicilinasa. Esta enzima es producida en la actualidad por casi todas las cepas 

de S. aureus. Es una betalaclamasa que inactiva la penicilina mediante la 

hidrólisis de su anillo beta-Iactámico. 
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Estafilocinasa (Sak). Es una proteína que forma un complejo con el 

plasminógeno, y se convierte en una serina proteasa plasmina activada, cuyo 

sustrato es C3 y IG3.humanas. La plasmina se una a la superficie de S. aureus y 

remueva IgG, C3b e iC3b, de esta superficie, revertiendo así el efecto de la 

opsonización. Además de activar la plasmina, la estafiloquinasa suprime 

directamente las propiedades bactericidas de la defensina a, lo cual lo hace un 

importante factor de colonización (Lambris y col. 2008). 

Proteasas. Muchas cepas de S. aureus producen actividad proteolítica. Estas 

enzimas pertenecen a la familia de serina, metalo y cisteína proteasas. 

Termonucleasa. Es producida por casi todas las cepas de S. aureus y la 

presencia de esta puede ser usada como criterio para identificar a esta especie. 

Sin embargo, cepas de S. hycus y S. inlermedius también pueden producir 

pequeñas cantidades de esta enzima. La termonucleasa hidroliza cadenas 

sencillas y dobles de ONA y RNA en el extremo S' del enlace tostodiesler, esle 

mecanismo es dependiente de calcio. 

Sistema Regulatorio "quorum sensing" 

Las bacterias permiten la regulación de la expresión génica en respuesta a 

fluctuaciones de la densidad celular. En las bacterias se producen y excretan 

moléculas químicas a modo de señales (autoinductores) cuya concentración se 

incrementa en función de la densidad celular. Las bacterias utilizan rutas de 

comunicación quorum sensing para regular diversas actividades fisiológicas 

incluyendo simbiosis, vi rulencia, competencia, conjugación, producción de 

antibióticos, movilidad, esporulación y formación de biopelículas (Miller y Baseler, 

2001). En S. aureus, el locus agr{accessory gene regulator) es el responsable del 

control de la expresión de numerosos determinantes de virulencia vía quorum 

sensing (Jarraud y col. 2002, Fueyo, 2006). 
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Actualmente el bloqueo del quorum sensing se presenta como una nueva 

estrategia para atenuar la infección y una alternativa al tratamiento con 

antimicrobianos. 

La mayoría de las enfermedades de S. aureus resultan de la acción combinada de 

varios determinantes de patogenicidad con diversas funciones: adherencia, 

invasión de los tejidos, evitar la fagocitosis y toxicidad. En el desarrollo y 

pronóstico de la enfermedad, también son factores determinantes los 

dependientes del hospedador (Garcla-Rodriguez y Picazo, 1999; Mandell y col. 

2000; Torres y col. 2001; Fueyo, 2005). 

Resistencia Antimicrobiana. 

Staphylococcus aureus es un claro ejemplo de patógeno en evolución. A lo largo 

de los años, ha demostrado una progresiva adaptación al medio circundante y un 

gran éxito para sobrevivir en condiciones diversas y cambiantes, así como para 

ser la causa de infecciones graves en todas las etapas de la vida. 

Poco tiempo después de la introducción de la penici lina en 1941, se detectaron las 

primeras cepas de S. aureus productoras de penicilinasa en pacientes 

hospitalizados. En menos de una década más del 25% de los aislamientos eran 

resistentes a la penicilina, y en dos décadas más el 75% eran resistentes. 

En 1949 apareció la meticilina, una penicilina semisintética , como antibiótico de 

elección para estas cepas. Los primeros casos de S. aureus con resistencia a la 

metiellina (MRSA) se describieron en Londres en 1961 por Jevons (Gil, 2000). 

Este hecho no fue aislado, ya que de forma casi inmediata se aislaron cepas 

MRSA en otros países de Europa, Australia y Estados Unidos. A partir de 1965 en 

Europa y de 1974 en Estados Unidos, la infección por MRSA constituye una causa 

importante de infección nosocomial. 

Desde la aparición de los primeros casos de infección por MRSA ya se observó 

que estas cepas presentaban también resistencia a otros antimicrobianos, hecho 
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que no ocurría entre los aislamientos sensibles a la meticilina. Esta " coevo lu ci6 n ~ 

de la resistencia, que se ha mantenido hasta el presente, limita las opciones 

terapéuticas de las infecciones producidas por MRSA. Aunque la resistencia de S. 

aureus a los aminoglucósidos parece relacionada en su inicio con el uso tópico de 

neomicina y gentamicina , un paso más en la adquisición de factores de resistencia 

lo constituyó en 1976 el aislamiento de cepas con resistencia a la meticilina y la 

gentamicina. Desde entonces, la resistencia a los aminoglucósidos ha sido un 

marcador habitual en MRSA. A finales de la década de 1980. la infección por S. 

aureus multirresistente adquiere todas las connotaciones propias de la infección 

nosocomial, con mayor incidencia, aunque no exclusiva, en las unidades de 

cuidados intensivos, de neonatos y de quemados, y el espectro de la 

multirresistencia se amplía a otros antimicrobianos como cloranfenicol, 

tetraciclinas, macról idos, lincosamidas, aminoglucósidos y fluoroquinolonas. Este 

hecho, obligó a incrementar el consumo de glucopéptidos en el tratamiento de las 

infecciones por S. aureus y trajo como consecuencia la aparición de cepas con 

sensibilidad disminuida a la vancomicina (Hiramatsu y col. 1997). 

En 1996 se describe en Japón el primer aislamiento de S. aureus con sensibilidad 

disminuida a la vancomicina (VISA: Vancomycin-Intermediate Staphylococcus 

aureus) y la existencia de cepas con resistencia heterogénea a este 

antimicrobiano, y poco más tarde aparecen cepas con estas mismas 

caracteristicas de sensibilidad en Estados Unidos, Europa y España. La reciente 

descripción en 2002 de cepas de MRSA con resistencia de alto grado a la 

vancomicina, y la demostración de su transferencia plasmidica in v;vo, constituyen 

actualmente un motivo de preocupación. 

En definitiva, S. aureus es capaz de desarrollar resistencia a los antimicrobianos 

mas rápidamente de lo que la industria farmacéutica tarda en crearlos. Si bien esta 

resistencia se ha manifestado principalmente en cepas de origen hospitalario , en 

los últimos años han aparecido brotes comunitarios de infección por MRSA en 

niños y adultos por lo demás sanos y sin ninguna relación con centros sanitarios. 

Si se mantienen los mismos patrones observados con la evolución de la 

resistencia en los aislamientos hospitalarios de S. aureus, es de esperar que la 

20 



prevalencia de S. aureus multirresistente en la comunidad aumente en la próxima 

década (Mansilla, 2006). 

Resistencia a meticilina. 

El elemento central de la resistencia a la meticilina en S. aureus es la adquisición 

horizontal del gen mecA. el cual se encuentra en un elemento genético móvil 

grande, conocido como casete cromosomal estafiloc6cico mee rStaphylococcal 

cassette chromosome mee", SCCmee). Este casete no es endógeno de esta 

bacteria y se encuentra integrado en el cromosoma de las cepas MRSA. El gen 

mecA codifica para una proteína de unión a la penicilina (PBP) de 78 KDa, 

llamada PBP2a, la cual presenta baja afinidad para la meticilina y todos los 

antibióticos ~-Iactámicos que se han desarrollado, incluyendo las isoxazoil 

penicilinas (por ejemplo. la oxacilina). La proteína PBP2a continúa sintetizando 

peptidoglicano para la pared celular aun cuando las PBP normales estén inhibidas 

por los antibiólioos (Bustos y 001. 2006; Gil, 2000; Gordon y Lowy 2008; 

Velázquez-Meza, 2005). 

La meticilina es un derivado semisintético de la penici lina. Esta droga fue 

introducida en Europa en 1959, y un año después se detectó la primera cepa S. 

aureus metici lina resistente (MRSA), más tarde, en 1963, se reportó el primer 

brote nosocomial causado por MRSA desde entonces se han notificado cepas de 

S. aureus multirresistentes en todo el mundo (Velázquez-Meza, 2005). 

Estructura del casete cromosomal estafilocócico mee (SCCmec). 

Ito Y col. en el año 2001, elucidaron la estructura completa del casete cromosomal 

del elemento mee (SCCmee), en S. aureus y el de sus tipos principales, como se 

muestra en la Figura 3, en la cual se esquematiza la estructura de los principales 

tipos de SCCmee. Se ha elucidado la estructura completa de los diferentes tipos 

del casele cromosomal SCCmec (Gordon y Lowy 2008; 110 Y col. 2001; 110 Y col 
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2002; Ito y col. 2004), y diversos subtipos, debido a la alta diversidad genética en 

cuanto a la organización estructural que puede mostrar dicho casete cromosomal, 

hasta el momento se han reportado alrededor de ocho tipos diferentes del 

SCCmec y un determinado número de variantes o subtipos (lA. IIA, IIB, IIG, liD, 

IIE, lilA, IIIB, IVA, IVB, IVe, IVE, IVF, V, VI , VII Y VIII) (110 Y col. 2001; Oliveira y 

col. 2001; Ma y col. 2002; Okuma y col. 2002; Shore y col. 2005), clasificados 

principalmente en base a las secuencias de la región J Gunkyard). Algunos tipos 

del SCCmec tiene involucrado resistencia a otros antibióticos. 

Existen diferencias sustanciales en cuanto al tamaño y secuencias nucleótidas en 

los diferentes tipos de SCCmec. El análisis de la estructura de dicho elemento 

revela secuencias terminales repetidas e invertidas y conservadas en los puntos 

de integración y conservan la organización genéticas alrededor del gen mecA. 

Dicho elemento está localizado específicamente en el extremo 3' de un fragmento 

de lectura abierta (ORF) orfX cuya función hasta el momento es desconocida (lto, 

1999). Esta región se encuentra cerca del origen de replicación de S. aureus. 

SCCmec es considerada una isla genómica (G island), o mejor dicho una isla de 

resistencia de antibióticos (lto y col. 2001 , Oliveira y col. 2006 y Ito y col. 2007). 
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SCCmec. (Ita y col. 2001 ; Ito y col. 2004; Ma Y col. 2002; Shore y col. 2005; O l ive~a y o e 
col. 2006, Zhang Y col. 2009). Intemational Working Groop on !he ClassifiC8lion 01 
Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC), 2009. 

Se localizan también recombinasas del casete cromosomal (ccr) genes 

responsables del movimiento de SCCmec. La presencia de recombinasas como 

CerA y CcrB, influyen en la escisión e integración del casete cromosomal 

estafiloc6cico mee (Wang, 2010). Se encuentran cuatro alotipos de los genes de 

las proteínas CerA y cere, que son los genes cerA 1, cerA2, ccrA3 y ccrA4 y cerB: 

ccrBl , cerB2, cerB3 y cerB4, respectivamente. 
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Tabla 2. Tipos SCCmec identificados en S. aureus 

Tipo SCCmec Complejo ccr gene! Complejo mec gene 

I 1 (A1B1) B 

11 2 (A2B2) A 

111 3 (A3B3) A 

IV 2 (A2B2) B 

V 5 (C) C2 

VI 4 (A4B4) B 

VII 5 (C) C1 

VII I 4 (A4B4¡l! A 

I los genes cc,. en el complejo genético, están ind icados en los paréntesis. 
b los genes ccrA4B4 encontrados en el SCCmec lipo IV también se encuentran en el 
SCCmec tipo VIII . 

Hasta el momento se han reportado cuatro clases del complejo mee y cinco tipos 

del complejo ccr. 

Las partes restantes del casete cromosomal SCCmee se llaman regiones J 

Gunkyard) (regiones J1 , J2 Y J3), que constiluyen los componentes esenciales del 

casete, aunque en algunos casos, estas regiones suelen llevar la resistencia a 

algunos antibióticos. J1 es la región que se encuentra del lado derecho del 

complejo cer, J2 es la región entre el complejo eer y el complejo mee, esta región 

contiene al transposon Tn554 y J3 es la región que se encuentra entre los 

complejos mee y la parte 5' del casete. Por lo tanto, la organización estructural de 

SCCmee puede resumirse como 5' J3-mec-J2-cer-J1 3', como se muestra en la 

Figura 4. Por otra parte, existen numerosas diferencias en las regiones J. 
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Figura 4. Estructura esencial de los diferentes tipos del casete cromosomal 
SCCmee de Staphylococcus aureus. 

Los elementos SCCmee se han clasificado en función de las características de los 

genes cer, y sobre las diferencias en el gen mee, asl como también las regiones J 

y en los llenes requladores. También se diferencian sellún las determinantes 

genéticas adquiridas como el resultado de la integración de plásmidos y 

transposones (Ita y col. 2004). 
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Las regiones J no siempre son especificas para cada tipo de SCCmec, pero 

algunas regiones J se comparten entre los diferentes tipos de elementos SCCmec. 

De las tres regiones, se considera que J1 es la más esencial, porque se supone 

que refleja la forma original del SCC en el que se han ido integrado los genes mec. 

Por otra parte, se han identificado varias regiones J1 diferentes en los SCCmec 

tipo 11 y IV. La presencia o ausencia de plasmidos integrados en la región J3, que 

codifican genes de resistencia a los antibióticos también se pueden utilizar como 

marcadores para clasificar los diferentes tipos de SCCmec en los estudios 

epidemiológicos (htlp:/Iwww.staphylococcus.neV). 

Hasta el momento se han encontrado 8 diferentes casetes SCCmec, tipos I-VIII. 

Ito y colo , en el año 2001, identificaron las estructuras completas de tres tipos de 

elementos SCCmec (1, 11 Y 111) posterior a ello, se encontraron tres nuevos tipos de 

SCCmec de menor tamaño. En el año 2009, el International Working Group on the 

Classification 01 Staphylococcal Cassette Chromosome Elements (IWG-SCC), se 

organizó para formar una red intelectual para contribuir a l estudio de los elementos 

SCC, i) establecer un consenso sobre un sistema de nomenclatura uniforme para 

los elementos de SCC, (ii) definir los requisitos mínimos para la designación de 

nuevos elementos de SCC, y (jii) establecer directrices para la identificación de los 

elementos de SCC para el estudio epidemiológico. En la tabla 3, se agrupan las 

principales características de los SCCmec. 

SCCmec Tipo 1. Fue identificado en una cepa MRSA en el Reino Unido en 1961, 

se identi ficó en una clona pediátrica; tiene un tamaño aproximado de 34 Kb. Este 

casete no tiene plásmidos ni transposones que confieren resistencia a otras 

drogas parecidas a la meticilina o resistencia a melales pesados. Sin embargo se 

ha encontrado un subtipo lA, que difiere por la presencia de un plásmido 

integrativo (pUB110) reportado por Shore y col. en el 2005. 

SCCmec Tipo 11. Se identificó en una MRSA aislada en Japón en 1982, tiene un 

tamaño cercano a 53 Kb Y lleva el Tn 554 quien es responsable de la resistencia a 
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la eritromicina y estreptomicina. Se han encontrado diversos subtipos de este 

casete, que pueden variar en el tamaño y secuencias nucleotídicas. 

SCCmec Tipo 111. Aislado de una cepa de Nueva Zelanda en 1985, tiene un 

tamaño de aproximadamente 66 Kb. contiene los genes de mecA y mecR1, tiene 

un complejo de recombinasas tipo 3 (ecrA3 , cerB3), transposones Tn554 y 

'l'Tn554 (confiere resistencia a et cadmio), y el ptasmido pT181 (responsable de la 

resistencia al mercurio y a la tetraciclina). Además, se encuentran las secuencias 

de inserción IS431 y IS256. Por otro lado, tiene cortada una copia de genes eer, 

situada entre dos elementos 1S431 , esto sugiere que posiblemente el SCCmee 

tipo tlt en el pasado se derivó de ta fusión de dos etementos SCC ( tto y col. 2001). 

SCCmec Tipo IV. Tiene un tamaño entre 20-24 Kb, fue identificado en una clona 

pediátrica y en dos cepas MRSA comunitarias. Contiene el complejo de genes eer 

tipo 2 (ccrA2 y ccrB2), el complejo mee clase B y la IS272. Es el más pequeño de 

los casetes cromosomales mee, lo que le confiere movilidad genética, no lleva 

otros factores de virulencia, ni genes adicionales de resistencia a otros antibióticos 

(Ma y col. 2002). Este casete se encuentra asociado a cepas adquiridas en la 

comunidad. La detección del gen que codifica a la exotoxina leucocidina de 

Panton-Valentine, se asocia frecuentemente con infecciones supurativa en piel y 

tejidos blandos y se relaciona con las cepas MRSA adquiridas en la comunidad 

(CA-MRSA), dicho gen se puede utilizar como un marcador para determinar a las 

cepas de origen comunitario. La importancia de la identificación de la exotoxina 

leucocidina Panton-Valentine es la detección de cepas CA-MRSA (Vandenesch y 

col. 2003). 

SCCmec Tipo V. Tiene un tamaño cercano a 28 Kb, fue encontrado en Australia 

en el año 2004, por Ita. y col. 2004. El SCCmee V es más grande que el subtipo 

IVb, la principal diferencia se encuentra con la presencia de un sistema de 

restricción- modificación codificada por los genes V22 y V23 que se encuentra en 

este tipo. Al igual que el tipo IV solamente posee genes de resistencia a la 
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meticilina, sin embargo, difieren de otros elementos como un nuevo tipo de gen 

ccr, llamado tipo C, el cual solamente presenta una copia en contraste con otros 

elementos que contienen un par de estos genes (Martins y Cunha, 2007). Este tipo 

de cassette tipo V se asocia con cepas comunitarias CA-MRSA. 

SCCmec Tipo VI. En el 2006, Oliveira y col. redefinen la estructura de una 

variante del SCCmec IVS (20-24 Kb), pero con un alotipo cerAS nuevo, el alotipo 

4. La cepa HDE288 es el prototipo para el SCCmec VI caracterizada por tener 

ccrAB4 y su elemento SCCmec ha sido totalmente caracterizado por PCR y 

secuenciaclón de nucle6tidos. Esta cepa se encontró en una clona MRSA 

pediátrica en un hospital pediátrico en Portugal en 1992. Este tipo de cepas 

MRSA se ha detectado en Polonia, Argentina. Colombia y Estados Unidos 

(Oliveira y col. 2006). 

Los tipos SCCmec VII y VIII se han descrito recientemente y sus características 

están en estudio. 

En la tabla 3 se hace un resumen de las principales características que presentan 

los primeros tipos del SCCmec. 

Estudios recientes indican que los tipos 11 y IV se encuentran circulando en cepas 

MRSA en México (Velázquez Meza, 2005). 
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Tabla 3. Principales caracteristicas de los diferentes tipos de SCCmec. 

Peso Complejo meeR meel Tipo eer 
Molecular del gene 1 

Kb moc. 

Tipo I 34 B + - 1 MRSA aislada en 
Reino Unido en 

1961 . 
Ita. y col. 2001 

Tipo 11 52 A + + 2 MRSA aislada en 
Japón 

en 1982. 
110. Y col. 2001 

Tipo 111 66 A + + 3 MRSA aislada en 
Nueva Zelanda en 

1985. 
110. Y col. 2001 

Tipo IV 20-24 B + . 2 Identificado en una 
clona pediálrica yen 

dos cepas MRSA 
comunitarias en 

USA 2002. 
Ma y col. 2002 y 

Oliveira y col. 2002. 

Tipo V 28 C2 + - 5 Cepa MRSA 
comunitaria 

Australiana en el 
2004. 

110 Y col. 2004. 

Tipo VI 20-24 B + - 4 Cepa MRSA 
comunitaria aislada 

en Portugal en 1992. 
Oliveira y col. 2006. 

Tipo VII -42 C1 5 Cepa MRSA 
comunitaria aislada 

en Taiwan. 
Higuchi y col. 2008. 

Tipo -32 A 4 Cepa MRSA 
VIII comunitaria aislada 

en Canadá. 
Zhang y col. 2009. 
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Evolución de S. aureus. 

Antes de que aparecieran los antibióticos una bacteriemia causada por S. aureus 

tenía una mortalidad aproximada del 62%, aún ahora este porcentaje permanece 

elevado, entre el25 y 63% (Howe y col. 1996). 

En años recientes las infecciones por S. aureus han reemergido, debido a que la 

bacteria se ha vuelto resistente a los antibióticos con los que normalmente se le 

combatía (Chambers, 1997; Howe y col. 1996). En la actualidad se tiene un 

aumento en el número de epidemias causadas por cepas de S. aureus resistentes 

a la meticilina (Chambers, 1997; Kluytmanz y col. 1997; Shopsin y Kreiswirth 

2001 ). 

En el Reino Unido en 1992, menos del 3% de los aislados de S. aureus 

provenientes de septicemias fueron S. aureus meticilina resistentes, en estos 

tiempos se ha encontrado cerca del 40% de los aislados obtenidos. En Estados 

Unidos y Japón, se encuentran porcentajes muy similares (Biedenback y col. 

2004). 

Esto ha provoca que la mayoría de los paises tomen medidas para tratar de 

controlar las cepas de S. aureus resistentes a la meticilina. 

Las cepas MRSA son el patógeno resistente a antibióticos más comúnmente 

identificado en los hospitales de EUA, las cuales causan infecciones 

nosocomiales. A estas cepas se les denomina MRSA adquiridas en hospitales 

(HA-MRSA). El aumento en infecciones de cepas MRSA se debe a varios factores, 

que incluyen el uso de antibióticos de amplio espectro, un mayor número de 

pacientes inmunocomprometidos en los hospitales y una mayor utilización de 

medios invasivos, como catéteres y sondas, que faalitan la entrada y colonización 

de cepas MRSA a la sangre y tejidos. 

Las infecciones nosocomiales son un problema relevante de salud pública de gran 

trascendencia económica, social, de importancia dinica y epidemiológica debido a 

que presentan altas tasas de morbilidad y mortalidad. Las infecciones 

nosocomiales se definen como aquellas infecciones que no estaban presentes ni 

en periodo de incubación al momento en que el paciente ingresó al hospital. En 

México, se reporta una incidencia del 10 al 15%. El área hospitalaria con mayor 
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frecuencia de infecciones nosocomiales es la Unidad de Cuidados Intensivos 

(UCI). Las infecciones más frecuentes son en vías urinarias, seguidas por las de 

herida quirúrgica, bacteriemias y neumonfas. Un factor que se relaciona con el 

desarrollo de infecciones nosocomiales es la edad. 

En México, se cuenta con la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiológica 

(RHOVE), la cual reportó que en el periodo de 1998-2003, S, aureus ocupó el 

tercer lugar en morbilidad y cuarto lugar en mortalidad (Velázquez Meza, 2005). 

Además, a finales de los 90's, emergieron cepas MRSA en adultos y ninos sanos 

en las comunidades, a las que se les dio el nombre de S. aureus meticilina

resistentes asociadas a la comunidad (CA-MRSA), las cuales han perdido los 

tradicionales factores de riesgo de las cepas MRSA hospitalarias, son susceptibles 

a pocos antibióticos y presentan la inclusión de factores de virulencia específicos 

(Naimi y col. 2003; Weber, 2005), La infección causada por CA-MRSA, puede 

causar neumonía necrotizante fatal en niños, un caso de este tipo fue reportado 

por el Centro de Control y Prevención de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos 

en 1999, la cepa es trasmitida por contacto piel con piel. Los rasgos comunes de 

estas cepas CA-MRSA es la presencia del gen de la Leucocidina Panton-Valentine 

(PVL) y del casete cromosomal mee IV (SSCmee IV) (Vandenesch y col. 2003), 

En la comunidad la mayoría de las infecciones de S. aureus, como infecciones de 

la piel y infecciones en tejidos blandos, son causadas por cepas de S. aureus 

susceptibles a la meticilina (MSSA), 

Las cepas de CA-MRSA representan un problema de salud pública, ya que se ha 

incrementado considerablemente el número de casos en muchos países (Kanafani 

y Fow1er 2006). Se han producido varios brotes epidémicos de CA-MRSA en los 

últimos 6 u 8 años. Algunos de estos brotes se han registrado en: cárceles, 

equipos de fútbol ; militares, homosexuales y nativos americanos de Alaska y de 

las Islas del Pacífico. En todos estos casos la población afectada no tenía los 

factores de riesgo establecidos para adquirir infecciones por HA-MRSA. Los 

síntomas dínicos causados por CA-MRSA son principalmente infecciones en la 

piel y tejidos blandos, neumonía necrotizante y septicemia (Sanjay, 2005). Las 
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diferencias entre los tipos CA-MRSA y HA-MRSA se pueden resumir en la tabla 4 

(Bustos y col. 2006). 

Desde el punto de vista microbiológico las cepas CA-MRSA son genéticamente 

diferente del clásioo Staphylococcus aureus meticilina multiresistente que 

conocemos del ámbito hospitalario (HA-MRSA). Posee atributos de virulencia 

específicos como una exotoxina: la leucocidina de Panton-Valentine, 

habitualmente presente en menos de 5% de Staphylococcus aureus y asociada 

con procesos inflamatorios severos en piel y partes blandas y neumonía 

necrotizante. Posee también mayor rapidez de duplicación celular y una alta 

capacidad de diseminación. A su vez, los genes de resistencia a meticilina, se 

encuentran en una región de reciente identificación (SCCmec IV) distinta a la que 

poseen los MRSA hospitalarios clásicos, por lo que el origen de estas cepas no lo 

oonstituyen las diseminadas desde el hospital hacia la comunidad, sino que este 

nuevo agente nace de la asociación de dos genotipos: el genotipo resistente de un 

Staphylococcus epidermidis y el genotipo de un Staphylococcus aureus meticilina 

sensible más virulento. 
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Tabla 4. Principales diferencias entre los dos tipos de cepas de S. aureus meticilina 
resistentes: adquiridas en comunidad (CA-MRSA) y adquiridas en hospitales (HA-
MRSAI (Bustos v col. 20061. 

HA-MRSA CA-MRSA 

Resistentes a múltiples Resistentes a antibióticos ~ - I actá mi cos y en 
antibióticos algunas ocasiones a eritromicina. 
Portadoras de SCCmec tipo 1, 11 Portadoras de SCCmec tipo IV y V 
v 111 
Productoras de diversas toxinas Productoras de algunas toxinas, siendo la más 

destacada la leucocidina Panton-Valentine (PVL) 

Causantes de amplia variedad Producen principalmente infecciones en la piel y 
de infecciones tejidos blandos. neumonía necrotizante y 

septicemia 
Aisladas principalmente en Cepas aisladas en la comunidad en pacientes 
pacientes con factores de que no tienen los factores de riesgo de una 
riesgo nosocomial infección nosocomial 
Se ha determinado la existencia Dos clonas principales, la USA300 y la USA400 
las clonas pandémicas: 
Brasileña, Húngara, Ibérica, 
Nueva York/Japón y pediátrica 

Resistencia a vancomicina. 

Debido a la resistencia a la meticilina, se introdujo la vancomicina de manera 

global a principios de los años 90 como único antibiótico efectivo contra S. aureus. 

Sin embargo, ya en 1997 se encontraron cepas con resistencia intermedia a la 

vancomicina (VISA) y en el 2002 se detectaron las primeras cepas resistentes a 

este antibiótico ("vancomycin resistant S. aureus". VRSA). La resistencia a la 

vancomicina se debe a la adquisición del gen van, el cual se transfiere a través de 

un plásmido. Para que la vancomicina ejerza su acción debe llegar a la membrana 

citoplásmica y unirse a las moléculas precursoras nacientes de la pared celular. 

Esta unión inhibe la incorporación de los precursores a la pared celular en 

formación. Al parecer, la resistencia a la vancomicina es debida a cambios en la 

permeabilidad de la pared bacteriana al antibiótico, y cambios en la biosintesis del 

peptidoglucano. Las cepas VISA producen cantidades elevadas de 

peptidoglucano, dando como resultado una pared celular gruesa y de forma 

irregular. Además, se presenta menos entrecruzamiento entre las hebras de 

peptidoglucano. Esta pared gruesa y desordenada puede atrapar a la vancomicina 
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en la periferia de la célula, con el consiguiente bloqueo de la acción del antibiótico 

(Bustos y col. 2006; Gordon y Lowy, 2008; Kanafani y col. 2006). 

Portadores sanos de S. aureus. 

S. aureus puede formar parte de la flora normal de piel y mucosas, se localiza 

principalmente en el tracto nasofaríngeo. Se ha estudiado ampliamente a los 

individuos sanos como portadores nasales de S. aureus y se distinguen tres 

patrones de portadores: los persistentes, los intermitentes y los no·portadores 

(Kluylmans y col. 1997; VandenBergh y col. 1999). 

En la población adulta sana, aproximadamente el 20% son portadores persistentes 

de S. aureus, el 60% son portadores intermitentes y el 20% restante son no· 

portadores persistentes. Sin embargo, se ha observado en estudios longitudinales 

que el estado de portador muestra cambios a través del tiempo en el mismo 

individuo (Peacock y col. 2001; VandenBergh y col. 1999). 

Al parecer existen factores tanto del hospedero como de la bacteria que influyen 

en el proceso de colonización y persistencia del microorganismo en los 

portadores. Se sugiere una influencia genética del hospedero en base a la 

variación en el estado de portador en relación a diferentes grupos étnicos, así 

como una predisposición familiar a ser portadores (Peacock y col. 2001). También 

se ha observado una variación en el fenotipo del hospedero, en un estudio se 

encontró que los portadores pierden actividad antimicrobiana en el fluido nasal, 

mientras que en los no·portadores se presenta actividad bactericida (Cale y col. 

1999). 

También se ha demostrado una pobre adherencia del S. aureus al epitelio ciliada, 

adhiriéndose mejor a las narinas anteriores, donde el epitelio de esta región es 

estratificado, queratinizado y no es ciliado (Shuter y 001. 1996). 

Se ha observado que la adherencia de S. aureus en células epiteliales 

descamadas es significativamente mayor en los portadores que en los no· 

portadores (Aly y col. 1977). También se ha detenninado que las cepas MRSA se 

adhieren a las células del epitelio nasal de igual manera que las cepas sensibles a 

la meticilina (Ward, 1992). Sin embargo, parece que actualmente las cepas MRSA 
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son menos transportadas en la comunidad, por lo que es posible que estas cepas 

presenten una desventaja biológica en relación con las cepas susceptibles a la 

meticilina (Peacock y col. 2001). Pero este panorama parece haber cambiado 

debido a la aparición de las cepas adquiridas en la comunidad MRSA. 

Al aplicar las técnicas de tipificación molecular en estudios longitudinales, se 

encontró que los portadores persistentes acarrean por lo regular una sola cepa, 

mientras que los portadores intermitentes pueden ser colonizados por cepas 

diferentes todo el tiempo (Hu y col. 1995). 

Los portadores sanos pueden transmitir al S. aureus en casos de 

inmunodeficiencia, cortadas, en implantaciones quirúrgicas, así como provocar 

infecciones nosocomiales (Kluytmans y col. 1997; Corbella y col. 1997). También 

las personas que manejan alimentos pueden transmitir el S. aureus a la comida y 

se pueden provocar intoxicaciones alimentarias (Tondo y col. 2000; Weber, 2005). 

Debido a esto, los portadores sanos de S. aureus son un factor de riesgo 

importante en la infección por este microorganismo, tanto en la comunidad como 

en los hospitales y en los lugares de preparación de alimentos. 

Una de las medidas preventivas y necesarias es la interrupción del estado de 

portador del S. aureus para disminuir el riesgo de infecciones, la aparición de 

cepas CA-MRSA aumenta esta necesidad. Por lo que es importante contar con un 

mayor conocimiento de los fundamentos biológicos del estado de portador del S. 

aureus. 

Tipificación molecular de S. aureus. 

Las técnicas de tipificación molecular también se han incrementado en los 

estudios epidemiológicos de las cepas MRSA, para conocer la evolución entre las 

diferentes clonas de MRSA. 

Las epidemias de enfermedades infecciosas resultan de la exposición de un 

agente etiológico común. Generalmente, este agente se deriva de una sola célula 

cuya progenie es genéticamente idéntica o cercanamente relacionada. En 
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términos epidemiológicos, los organismos involucrados en las epidemias están 

relacionados clonalmente, es decir, tienen un origen común. Los organismos 

relacionados clonalmente son miembros de la misma especie que comparten 

factores de virulencia, rasgos bioquímicos y características genómicas. Sin 

embargo, existe suficiente diversidad a nivel de especie que organismos aislados 

de diferentes fuentes y/o en diferentes regiones geográficas pueden ser 

diferenciados y clasificados en subtipos o cepas. 

El proceso de tipificación es de gran importancia epidemiológica para reconocer 

entre otras cosas: epidemias, detección de transmisión cruzada de patógenos 

nosocomiales, determinación de la fuente de infección, reconocimiento de cepas 

particularmente virulentas y monitoreo de programas de vacunación (Olive y Bean, 

1999). 

Cualquier método de tipificación debe tener un elevado poder de diferenciación. 

Debe ser capaz de diferenciar claramente cepas no relacionadas, como aquellas 

que provienen de diferente lugar, pero al mismo tiempo debe demostrar la relación 

de todos los organismos aislados de individuos infectados de la misma fuente. 

En un sistema de tipificación, la velocidad de mutación puede influenciar 

directamente la estabilidad de los patrones durante los ciclos de replicación de una 

clona bacteriana . La velocidad de mutación, incluyen mutaciones puntuales, 

rearreglos genéticos y transferencia horizontal de elementos genéticos móviles, 

como fagos y transposones, y es diferente de una especie bacteriana a otra (Olive 

y Bean, 1999). 

Debido a la importancia clínica y epidemiológica del S. aureus, se han realizado 

numerosos estudios de tipificación molecular del S. aureus. Dentro de los métodos 

utilizados se encuentran: el análisis de DNA polimórfico amplificado al azar 

(RAPO) (Oong y col. 1997, VandenBergh y col. 1999. Van Leeuwen y col. 1996, 

Van Leeuwen y col. 1999); el análisis del polimorfismo longitudinal de fragmentos 

de restricción (RFLP) (Grady y col. 1999; Yugueros y col. 2001); asl como una 

tipificación basada en el tamaño de los fragmentos del DNA por citometría de flujo 

(Larson y col . 2000); y recientemente, la tipificación por fragmentos de restricción 

de muttilocus (MLRFT) (Oiep y col. 2003). También se ha utitizado la reacción en 

36 



cadena de la polimerasa (PCR), en su variante Multiplex, en donde se permite la 

identificación simultánea de los diferentes tipos y variantes del elemento mee en 

las cepas de S. aureus meticilina resistente (Henegariu y col. 1997). 

Multiloeus sequence typing (MLST) por sus siglas en inglés, es un método que 

permite la tipificación de aislados de especies bacterianas utilizando las 

secuencias de fragmentos internos de siete genes house-keeping. Se utilizan 

fragmentos de 450 a 500 pb de cada gen, para conocer con precisión la secuencia 

de ambas cadenas utilizando un secuenciador automático de ADN. Para cada gen 

house-keeping, las diferentes secuencias presentes dentro de una especie 

bacteriana se asignan como alelas distintos y para cada aislamiento, los alelas en 

cada uno de los siete loci permiten definir el perfil de alelos o tipo de secuencia 

(ST). La comparación de la secuencia nucleotidica se puede comparar en un sitio 

web htlp:/Isaureus.mLst.neVindex.asp. (Urwin y Maiden, 2003). Sin embargo, ha 

sobresalido la electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) y se le considera 

como el "estándar de oro" en la lipifieación (Olive y Bean , 1999). La PFGE se ha 

utilizado ampliamente en la tipificación de cepas de S. aureus tanto en infecciones 

nosocomiales (Aires de Sousa y col. 2001 ; Oong y col. 1997; Hu y col. 1995; 

Mulvey y col. 2001 ; Shopsin y Kreiswirth, 2001; VandenBergh y col. 1999), como 

en intoxicaciones alimentarías (Kluytmans y col. 1995; Monserrat y col. 1994). 

Para una bacteria dada, la interpretación epidemiológica de los patrones de PFGE 

dependerá de las escalas de espacio y tiempo que uno considere. Para evaluar la 

evolución de los patrones de tipificación, se deben utilizar experimentos de 

periodos largos (hasta por varios años) de cultivo de los microorganismos in vitro. 

Sin embargo, esto no refleja las condiciones in vivo de transmisión y multiplicación 

de los microorganismos, por lo que se deben utilizar condiciones naturales de 

crecimiento de los microorganismos (Biedenback y col. 2004). 

Por lo que en la actualidad se cuenta con una metodología poderosa para 

caracterizar molecularmente cepas de S. aureus de interés clínico o contestar 

preguntas relacionadas con el conocimiento básico del S. aureus. 
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Electroforesis en campos pulsados (PFGE). 

La PFGE, permite evaluar la mayor parte de ONA cromosomal, es hoy en dia, la 

técnica que tiene el mejor poder discriminatorio y la mejor reproducibilidad, 

además de que permite tipificar la mayor cantidad de especies bacterianas, 

teniendo grupos clona les. Este método permite evaluar la relación entre 

aislamientos vinculados epidemiolágicamente y por tanto, derivados recientes de 

un microorganismo precursor común, esta técnica también permite diferenciar 

aislamientos no relacionados (Maslow y Mulligan, 1996). Los métodos basados en 

PCR tienen la ventaja de ser más rápidos, más económicos y requerir 

infraestructura que está más ampliamente disponible; sin embargo, dan 

información de un sector reducido de ONA cromosomal de las bacterias y son 

menos reproducibles (La barca, 2002). 

Este método se fundamenta en que las moléculas de ONA se pueden separar en 

una matriz de agarosa sometidas a un campo eléctrico que se altema en dos 

direcciones. La PFGE se considera la técnica de -estándar de oro· de los métodos 

de tipificación molecular. Esta técnica permite separar moléculas de ONA que 

tienen un tamaño entre 5 Kbp Y hasta 10 Mpb. Las moléculas de diferentes 

tamaños difieren en la velocidad de separación y en la resolución dependiendo 

del peso molecular dado y se desplazan avanzando en dirección al polo positivo 

bajo la acción de un campo eléctrico. Cuando el campo eléctrico cesa, las 

moléculas de ONA se relajan recuperando su estado inicial. La aplicación de un 

segundo campo eléctrico, con una orientación distinta del primero, obliga al ONA a 

cambiar su conformación y reorientarse de nuevo para pooer avanzar en la 

dirección del segundo campo eléctrico. Este principio fue el que llevó a la 

descripción de las técnicas de PFGE y su util idad en la separación de moléculas 

grandes de DNA, del orden de varios cienlos de kb (Schwartz y Cantor 1984). 
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Criterios para la interpretación de los patrones de PFGE de acuerdo a 
Tenover. 

Los patrones de PFGE obtenidos a partir de cepas analizadas pueden indicar el 

grado de relación que existe entre ellas. Por ejemplo, si una cepa es epidémica, 

los aislados deben tener patrones idénticos y fácilmente diferenciables de los 

aislamientos epidemiológicamente no relacionados. Sin embargo, con frecuencia 

cambios genéticos, que ocurren muchas veces de forma aleatoria, alteran el perfi l 

de tos patrones de la cepa epidémica en el curso de un brote. 

En ocasiones, aislamientos no relacionados epidemiológicamente pueden 

presentar un genotipo idéntico o muy parecido, particularmente si pertenecen a 

una especie o subtipo con una diversidad genética limitada . Este es el caso de 

ciertos microorganismos multirresistentes, endémicos en ciertos hospitales o áreas 

sanitarias (por ejemplo, S. aureus resistente a meticilina) o de ciertos subtipos 

bacterianos que, en una especie dada, se han hecho más prevalen tes en todo el 

mundo (por ejemplo, ciertos serotipos de Streptococcus pneumoniae) . En estos 

casos puede ser difícil discemir si las cepas que se están estudiando pertenecen a 

un brote, especialmente si la cepa es endémica. 

A la hora de interpretar los patrones de PFGE, debe examinarse la colección 

completa de cepas a estudiar en busca de un patrón epidémico, que seria el más 

común entre los aislamientos. A continuación todos los otros patrones deben 

compararse con éste y a la vez entre si. Es preciso contabilizar el número de 

fragmentos distintos de cada cepa con todas las demás, fragmento a fragmento 

(Singh y col. 2006; Tenover y col. 1995). 

En función del número de diferencias entre dos patrones se clasifican los 

aislamientos según Tenover y col. (1995) en; 

Idénticos. Cuando los dos aislamientos presentan el mismo número de bandas y 

éstas tienen aparentemente el mismo tamaño. En este caso ambos aislamientos 

representan la misma clona. 
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Genéticamente relacionados. Cuando el número de bandas diferentes entre los 

dos aislamientos sea inferior o igual a 3. Esto es debido a que un único cambio 

genético, en el más desfavorable de los casos (mutación espontánea que afecte a 

un lugar de restricción: creando uno nuevo o haciendo desaparecer uno ya 

existente), se traduce en un máximo de tres diferencias entre los patrones de un 

aislamiento y su ancestro. En este caso, las dos cepas pueden considerarse 

genéticamente relacionadas (una subtipo de la otra o ambas derivadas de un 

ancestro común) y sus diferencias pueden ser la consecuencia de los cambios 

genéticos que se acumulan en las sucesivas generaciones bacterianas. 

Posiblemente relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones pueden 

ser atribuidos a dos hechos genéticos independientes, el número de cambios 

puede llegar a ser hasta de 6 (inserciones O delaciones de DNA; o ganancia o 

pérdida de lugares de restricción). Aunque estos aislamientos puedan también 

corresponder a una línea evolutiva común, su relación genética no es tan cercana 

y por tanto, es menos probable su relación epidemiológica. Este número de 

variaciones puede verse entre aislamientos separados por largos periodos de 

tiempo (> 6 meses), entre aislamientos que proceden de brotes que han afectado 

a un gran número de personas o entre aislamientos que proceden de situaciones 

endémicas prolongadas. En estos casos, antes de llegar a una conclusión sería 

interesante analizar las características fenotípicas de los aislamientos, su 

sensibilidad antibiótica y aplicar otros marcadores genotlpicos si fuera necesario. 

No relacionados. Cuando los cambios entre los dos patrones son atribuibles a 

tres o más cambios genéticos independientes, lo cual se traduce en un número de 

diferencias entre los dos patrones superior a 6. En este caso interpretaremos que 

las dos cepas pertenecen a clonas distintas, sin relación epidemiológica. 

Esta clasificación de la relación genética entre microorganismos, pretende ser sólo 

orientativa. Es preciso individualizar cada situación, tener en cuenta otras 

40 



caracterlsticas de los microorganismos y sobre todo, la información epidemiológica 

que deriva de una investigación clínica cuidadosa (Tenover y coL 1995). 

Se pueden también analizar los patrones de PFGE mediante sistemas 

informáticos que objetivan el número de diferencias entre dos aislamientos y les 

asignan una "distancia genética". En estos sistemas, se precisa captar la imagen 

del gel primero, normalizarlo e identificar las bandas que quieren ser incluidas en 

el análisis. Son sistemas muy útiles para analizar colecciones que incluyen 

muchos microorganismos. 
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HIPOTESIS. 

Se tiene un bajo porcentaje de cepas MRSA, en la comunidad mexicana. 

S. aureus puede permanecer de manera persistente en la faringe. 

Las cepas de S. aureus que se encuentra en la cavidad nasal son diferentes a las 
cepas que colonizan la faringe. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

S. aureus se localiza predominantemente en las narinas anteriores. donde el 
epitelio no es ciliado, a diferencia de las demás parte del sistema respiratorio. que 
presentan un epitelio ciliada. Una gran cantidad de individuos también son 
portadores de S. aureus en faringe y estos también representan una fuente de 
infección (Ber1<ovitch y col. 2002. Christensen y col. 1977. Shopsin y 001. 2001). 
Por lo tanto, no está claro si los portadores de S. aureus en faringe es un 
subgrupo de la pOblación que puede mantener el S. aureus en este sitio 
anatómico, o si los microorganismos son sólo residentes temporales, y si estas 
bacterias son iguales o diferentes a las encontradas en la cavidad nasal. Además, 
los redentes reportes de cepas de S. aureus metici lina-resistentes aisladas en la 
comunidad han permitido la especulación de un cambio en la epidemiologla de S. 
aureus (Brosera y col. 2006). 

Por lo que se plantean tres preguntas: 

1. ¿S. aureus puede permanecer de manera persistente en faringe o sólo es un 
residente temporal? 

2. ¿Las cepas de S. aureus que se encuentran en cavidad nasal, son iguales o 
diferentes a las que oolonizan la faringe? 

3.- ¿Se encuentran cepas de S. aureus meticilina-resistentes. tanto MRSA como 
CA-MRSA, en la comunidad mexicana y en qué proporción se encuentran los 
portadores sanos de estas cepas? 
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El realizar una tipificación molecular de cepas de S. aureus aisladas de nariz y 

faringe de individuos aparentemente sanos de la comunidad, contestaría las 

preguntas aquí planteadas. 
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OBJETIVO GENERAL. 

Identificación, caracterización molecular y determinación de factores de virulencia 

de cepas de Staphylococcus aureU$ aisladas en una comunidad mexicana. 

Objetivos Específicos. 

1. Analizar aspectos epidemiológicos de S. aureus en la población estudiada. 

2. Determinar los patrones de resistencia a los antibióticos de las cepas de S. 

aureus aisladas. 

3. Deleclar cepas MRSA. 

4. Realizar una tipificación molecular clonal de las cepas de S. aureus aisladas de 

la faringe y de la nariz. 

5. Estudiar la persistencia de cepas de S. aureus en faringe. 

6. Realizar la genotipificación del elemento SCCmec de las cepas de S. aureus 

Meticilina Resistentes (MRSA). 

7. Detectar el gen de la exotoxina leucocidina Panton-Valentine en las cepas 

MRSA aisladas. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

Población de estudio. 

Se llevó a cabo un estudio desde el año 1998 hasta el año 2006, en el Distrito 

Federal. Los voluntarios fueron seleccionados de locaciones a donde se pudiera 

llevar un estudio a largo plazo, como fueron escuelas y fábricas, las personas 

dieron el consentimiento para esto. Un grupo de voluntarios fue muestreado 

durante un periodo de 6 años. Los criterios de inclusión que se utilizaron fueron 

que no tenían que haber sido hospitalizados recientemente y también no debían 

tener enfermedades crónicas. 

Se estudiaron 1243 voluntarios y se tomaron muestras de las narinas anteriores y 

de la faringe. Cuando sólo se aislaba S. aureus de una de las dos partes del 

voluntario, se clasificaban como portadores exclusivos de la nariz O de la faringe. 

El rango de edad de los voluntarios fue de 1 a 96 años, con una media de edad de 

21 años. 54% fueron mujeres y 46% fueron hombres. La población fue dividida en 

seis grupos con un rango de 10 años. El primero incluyó un rango de 1 a 10 años, 

el segundo de 11 a 20 años y así sucesivamente hasta los 50 años y el último 

grupo contiene a todos los individuos mayores de 50 años. 

Por otro lado, se tomaron muestras de la garganta de 108 voluntarios a lo largo de 

seis años (1998 a 2003). Se definió como portador persistente a aquel individuo 

que fue infectado por S. aureus al menos por cinco años de manera continúa a lo 

largo de los 6 años del estudio y el portador intermitente al que fue portador de S. 

aureus en más de dos ocasiones pero no consecutivas, durante el tiempo que 

duró el estudio. Aquellos voluntarios que nunca presentaron S. aureus se 

consideraron como no portadores. 

Cepas de Colección. 

Cepas control de S. aureus SCCmec tipo 11 y SCCmec tipo IV de la colección de 

cepas del Departamento de Evaluación de Vacunas del CISEI-Instituto Nacional 

de Salud Pública (INSP). 
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Además se emplearon como controles las cepas S. aureus ATCC BAA-44 (cepa 

Ibérica, SCCmec tipo 1), S. aureus AlCC BAA41 (New York/Japón, SCCmec 11). S. 

aureus Al CC BAA-39 (cepa Húngara, SCCmec tipo 111) y S. aureus AlCC BAA-

1556 (cepa USA 300, SCCmec tipo IV, luk'), S. aureus AlCC 29213, S. aureus 

AlCC 43300 y S. epidermidis AlCC 14990. S. aureus NCl C 8325 fue la cepa 

centrol para PFGE. 

Identificación de Staphylococcus aureus. 

Las muestras se obtuvieron con un hisopo de algodón estéril y fueron 

transportadas en tubos de caldo nutritivo de soya tripticaseína (peptona de 

caseina 17.0g/L; Peptona de soya, 3.0g/L; Cloruro de sodio; 5 .0g/L; Fosfato 

dipotásice 2.5g/L; Dextrosa, 2.5g/L pH final 7.3±0.2) (Bioxon). Las muestras se 

incubaron a 3rC durante toda noche. Posteriormente se sembraron en agar de 

sal y manitol (Extracto de carne 1.0g/L; Mezcla de peptonas 10.0g/L; Cloruro de 

sodio 75 .0g/L; D-Manitol 10.0glL; Agar 15.0g/L; Rojo de Fenol 0.025g/L; pH final 

7.4±0.2) (Bioxon). Las colonias de los estafilococos coagulasa positiva aparecen 

rodeadas de una zona amarilla brillante por la degradación del manitol. 

Siaphylococcus spp. coagulasa negativos, presentan colonias rodeadas de una 

zona roja o rosado. 

Las muestras también se sembraron en el medio de agar sangre (Bioxon) 

(Extracto de Levadura 5.0 gIL, infusión de musculo cardiaco 2.0 gIL , peptona de 

caseina 13 giL , cloruro de sodio 5.0 giL, Agar 15 gil; pH final 7 A±O.2; adicionado 

con el 5% sangre de borrego). Las muestras, fueron incubadas a 3rC durante 

toda noche. Las colonias de estafi lococos son redondas, blancas, bordes enteros, 

superficie lisa, brillantes, consistencia variable, sin olor y en algunas ocasiones, 

hemoliticas. 

Pruebas Bioquímicas. 

Prueba de coagulasa 

La prueba de coagulasa se llevó a cabo adicionando 0 .3 mL de plasma humano 

(utilizando una mezcla de plasma de cinco individuos) a 0.8 mL de un cultivo de 24 
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horas en caldo soya tripticaseina de una cepa pura y se incubó a 3rC. Se debe 

de tener en cuenta que las muestras fuertemente positivas pueden producir el 

coágulo dentro de las primeras 4 horas, se debe entre las 3 y 4 horas de 

incubación, ya que después de este tiempo se pueden producir fibrinolisinas que 

pueden romper el coágulo y dar falsos negativos. Cabe mencionar que pueden 

existir cepas que producen una reacción de coagulasa débil. Se consideró la 

reacción positiva si se presentaba cualquier grado de coagulación visible dentro 

del tubo en el tiempo estipulado (Koneman y col. 2001). 

Prueba de catalasa. 

La cata lasa cataliza la conversión del peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno. 

La prueba se llevó a cabo colocando una asada del microorganismo en un 

portaobjetos, se agregó una gota de H20 2a13% (recién preparada) y se observó la 

liberación de burbujas de oxigeno. 

Identificación de estafilococos mediante galerias API Staph System. 

La identificación de los aislados de estafilococos se realizó utilizando las galerías 

API Staph System (bioMérieux, France), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Se realizó un precultivo en una caja de agar soya triplicaseína, se incubó de 18 a 

24 horas a 37"C. Se abrió una ampollela de medio API Slaph y se preparó una 

suspensión bacteriana homogénea con una turbidez equivalente a 0.5 de 

McFarland . Con la ayuda de una pipeta, se rellenaron los microtubos y no las 

cúpulas, sin sobrepasar el nivel del tubo de las galerías previamente armadas en 

su cámara de incubación. Se debe crear anaerobiosis en las pruebas ADH y URE, 

rellenando la cúpula con aceile de parafina para provocar un menisco convexo. 

Las galerías se Incubaron durante 18 a 24 horas a 3rC. Después de la 

incubación, se llevaron a cabo las siguientes reacciones: 

Prueba de VP (Voges-Proskauer). Agregar una gota de reactivos VP1 y VP2. Un 

color violeta indica la reacción positiva. 

Prueba de NIT. Agregar una gota de reactivo NIT 1 Y otra gota de reactivo NIT 2. 

Esperar 10 minutos, un color rojo indica la reacción positiva. 
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Prueba PAL. Colocar una gola de reactivo de ZYM A Y ZYM B. Esperar 10 

minutos, un color violeta indica una reacción positiva. 

Al final se obtuvo un perfil numérico de acuerdo a las reacciones que resultaron 

positivas. El perfil numérico se comparo en la página hUp:/Iapiweb.org. 

Conservación de las cepas de Staphylococcus aureus. 

Las cepas se conservaron en congelación en ca ldo soya tripticaseina con gl icerol 

al 20% a -7DoC. Para recuperarlas se sembraron en ca ldo soya tripticaseína, se 

incubaron a 37°C, durante 24 horas y posteriormente fueron resembradas en agar 

sal manitol e incubadas a 3rC durante 24 horas. Se verificó la morfología colonial 

y celular. 

Determinación de patrones de resistencia a los antibióticos. 

Identificación de cepas MRSA. 

La sensibilidad a la oxaci lina se determinó por los siguientes métodos: difusión por 

discos; screening en agar Mueller-Hinton con oxaci lina 6 ug/mL y NaCI al 4% y 

concentración inhibitoria mínima (CIM) por dilución en agar a diferentes 

concentraciones de oxacilina hasta 516 ~g / mL (CLSI, 2006). Se consideraron 

cepas de Staphylococcus aureus meticilina sensibles (MSSA) aquellas que 

presentaron una resistencia a la oxacilina s 2 ~ g/ mL y cepas MRSA aquellas con 

una resistencia a la oxaci lina 2: 4119/mL, según las recomendaciones del CLSI 

(CLSI,2006). 

Susceptibilidad antimicrobiana. 

Método de Kirby-Bauer. 

Las cepas de S. aureus aisladas fueron examinadas para la resistencia a 

diferentes antibióticos. La susceptibilidad fue determinada por difusión de discos 

de antibióticos en agar Mueller-Hinton, de acuerdo al método recomendado por el 

Instituto de Estándares de Laboratorio y Clínica (Clinical and Laboratory Standars 

Inslilule, CLSI, 2006) manual M7 -Ag. Se utilizaron discos (BO BBL Sensi-Oisc; 
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Secton Dickison and Comp. Sparks MD). Las concentraciones de los discos fueron 

penicilina (10U); eritromicina (15 ~g) ; gentamicina (10 ~g) ; cefalotina (30 ~g) ; 

trimetropim-sulfametoxazol (25 ~g) ; fosfomicina (50 ~g) ; ciprofloxacina (5 ~ g) ; 

tetraciclina (30 ~ g) ; c/indamicina (2 ~g) ; oxacilina (1 ~g) Y vancomicina (30 ~ g) . 

Las cepas control que se utilizaron fueron S. aureus ATCC 29213 (sensible a la 

oxacilina) y S. aureus ATCC 43300 (resistente a la oxacilina). 

Método de Cribado (screening en placa en agar sal-oxacilina). 

Para la detección de cepas MRSA se realizó un screening de acuerdo al método 

del Clinical and Laboratory Standards Institule (CLSI, 2006), M7-A7 Vol. 26. No. 2. 

Se utilizó agar Mueller-Hinton adicionado con oxacilina 6 ~ g/mL y NaCI al 4%. Se 

inocularon las placas de agar Mueller-Hinton con una suspensión bacteriana en 

caldo soya tripticaseína a una concentración de 0.5 McFarland , se incubaron de 

18 a 24 horas a 37°C y se verificó el crecimiento que presentaban en este medio. 

Las cepas control que se utilizaron fueron S. aureus ATCC 29213 (sensible a la 

oxacilina) y S. aureus ATCC 43300 (resistente a la oxaci lina). 

Determinación de la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM). 

Se preparó agar Muller-Hinton con NaCI al 4%, adicionado con oxacilina a 

diferentes ooncentraciones de 2, 4, 6, 6, 10, 12, 14, 16, 32, 64, 126, 256 Y 516 

~g/mL Con estas concentraciones se puede determinar si las cepas presentan 

resistencia heterogénea o resistencia homogénea, se consideran cepas con 

resistencia heterogénea cuando se tiene una resistencia menor a 16 ~g Jm L de 

oxacilina y una resistencia homogénea cuando las cepas presentan una 

resistencia mayor a esta concentración. Se preparó un inoculo ajustando la 

suspensión bacteriana a 0.5 de McFarland en un tubo con caldo soya tripticaseína 

(Bioxon) utilizando un Densitómetro celular bioMérieux. Para la inoculación, se 

utilizó un hisopo estéril y se sembró en un cuadrante de la placa dividida en 9. Las 

placas ya inoculadas se incubaron a 3rC, durante 24 horas. Se utilizó la cepa 

control de S. aureus ATCC 25923 (sensible a la oxacilina) y S. aureus ATCC 

43300 (resistente a la oxacilina). Esta prueba se realizó de acuerdo a lo indicado 
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por los lineamientos del CLSI del año 2006, sin embargo, en los lineamientos 

actuales del CLSI del 2010, se recomienda colocar una alícuota de 10 IJL del 

inóculo bacteriano en el área del agar Mueller-Hinton con oxacilina. 

Extracción de DNA GenÓmico. 

Las bacterias de S. aureus se crecieron en 5 mL de caldo soya tripticaseina y se 

incubaron con agitación a 3rC, durante 16 a 18 horas. El ONA genómico de las 

cepas se extrajo utilizando el equipo comercial Wizard® Genomic DNA Purification 

de Promega (No. Catálogo A1123), siguiendo las recomendaciones del proveedor, 

a la extracción se le agregó 5 ~L de solución de lisostalina (Sigma) 0.5 ~glml. 

El DNA obtenido se cuantificó y se evaluó la pureza por espectrofotometria, las 

absorbancias se leyeron a 230 nm, 260 nm y 280 nm. Se analizó la integridad del 

DNA corriendo 5~L del DNA extraido en geles de agarosa aI1%, TAE 1X (40mM 

Tris-Acetato, 1mM EDTA), a 90 V. Los geles se tiñeron con bromuro de elidio (0.5 

mg/mL concentración final) y se visualizaron en un transiluminador de luz 

ultravioleta, el ONA se guardó a -20°C hasta el momento de utilizarlo. 

Purificación de productos de PCR a partir de gel de agarosa. 

Se corrieron electroforéticamente los productos de amplificación de los genes 

nucA, gen mecA, gen lukPV; en un gel de agarosa a11 % con TBE al 0.5X (45 mM 

Tris-borato, 1 mM EDTA), el gel se tiñó con una solución de bromuro de etidio (0.5 

mg/mL concentración final) y se visualizó en un transiluminador marca BioRad. La 

purificación se llevó a cabo utilizando un equipo comercial Wizard® SV Gel and 

PCR Clear>-Up System. Marca Promega, (No. de Catálogo A9281), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. 

Se cortó el gel de agarosa adonde se encuentra la banda que se requiere purificar, 

se colocó en un tubo de microcentrifuga y se le agregaron aproximadamente 150 

IJL de solución de Membrane Binding, en una relación de 10 IJL por 10 mg de 

agarosa. Se mezcló y se incubó a 50° a 65°C por 10 minutos hasta la disolución 

de la agarosa. Se transfirió el contenido del tubo de microcentrífuga a la columna 
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de purificación SV Minicolumna ensamblada en otro tubo de microcentrifuga (tubo 

de colección) y se incubó 1 minuto a temperatura ambiente. Se centrifugó la SV 

Minicolumna ensamblada en una microcentrífuga a 14000 rpm durante 1 minuto. 

Se removió la SV Minicolumna y descartó el liquido del tubo de colección. Se 

regresó la SV Minicolumna al tubo de colección, posteriormente se lavó la 

columna adicionando 700 ~L de solución Membrane Wash, que previamente se 

di luyó con etanol al 95%, la SV Minicolumna nuevamente se centrifugó durante 1 

minuto a 14000 rpm. Se repitió el lavado con 500 IJL Y se centrifugó nuevamente 

durante 5 minutos a 14000 rpm. 

Se transfirió la SV Minicolumna a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL. Se 

agregaron 50 IJL de agua libre de nucleasas directamente al centro de la columna 

sin tocar la membrana con la punta de la pipeta. Se incubó a temperatura 

ambiente durante 1 minuto y se centrifugó durante 1 minuto a 14000 rpm. Se retiró 

la SV Minicolumna y se congeló el tubo de microcentrifuga que contiene el DNA 

eluído a 4°C o 20°C. Se realizó nuevamente una electroforesis para poder tener 

una referencia de concentración y tamaño para proceder a la secuenciación. 

Detección de genes por PCR. 

Detección del gen nucA por PCR. 

Las cepas de S. aureus producen una enzima extracelutar, la nucleasa 

termoestable (termonucleasa [TNase]) con una frecuencia similar a la que se 

produce la enzima coagulasa. Por lo que se utiliza la detección del gen nuc como 

control de la especie aureus. Para la detección de este gen se utilizaron los 

iniciadores que se muestran en la tabla 5. 

T bl 5 S • • ecuenclas d I I I . d rr. A e os n cla ores que ampll Ican e l gen nuc . 
Nombre Secuencias de los iniciadores Tamaño de Amplificado 
nucA fw S'-GCGATTGATGGTGATACGGTI-3' 4470b 
nucA rey S'-AGCCAAGCCTTGACGAACTAAAGC-3' 

La amplificación por PCR se llevó a cabo en un termociclador marca (BioRad) 

usando Go Taq@ Flexi DNA Polimerasa (Promega). La mezcla de la reacción se 

llevo a cabo en un volumen final de 20 IJL. Se utilizó buffer 1 X de ampl ificación 
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para PCR, 1.5 ~L de MgCl, 25 mM, 8 ~L de cada uno de los iniciadores nucA Fw y 

nucA Rev (solución de 20 !-1M), 4IJL de cada desoxinucleotidos trifosfatos, O.161JL 

de Taq. polimerasa (5 Uf ~L) . 

Las condiciones de corrida de la PCR fueron: desnaturalización por 5 min, 37 

ciclos de: desnaturalización a 94 oC por 1 min, alineamiento a 55°C por 30 s y una 

extensión a 72°C por 90 s posteriormente se llevó a cabo una extensión final a 

72"C por 5 min (Brakstad y col. 1992). 

Los productos de amplificación se resolvieron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1%. utilizando buffer TBE O.5X (Tris, 50 mM, ácido bórico 50 mM y 

EDTA 0.2 mM, a pH 8) Y posteriormente fueron teñidos con una solución de 

bromuro de etidía (0.5 mg/mL concentración final) . La visualización de los 

amplificados se realizó en un transiluminidor de luz ultravioleta marca Gel Ooc XR 

de BiowRad, usando el software Quantity One para capturar la imagen. 

Detección del gen mecA por peRo 

La determinación del gen mecA, se realizó mediante PCR. Se utilizaron iniciadores 

diseñados con el programa Primer3 Output. Se utilizó la secuencia nucleotídica del 

gen mecA con numero de acceso: Gene 10. 2861157. 

Para cada reacción de PCR se utilizaron los componentes para un volumen de 25 

~L , utilizando 1.5 mM de MgCI, ; 10 mM de cada uno de los dNTP's (200 ~M), en el 

caso de los iniciadores mecA Fw y mecA Rev a una concentración de 800 nM, 1 

Uf~L de Taq polimerasa GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega (No. catálogo 

M8291), y aproximadamente 5 ng de ONA de las muestras. La secuencia de los 

iniciadores se muestra en la Tabla 6. 

Las condiciones para realizar la PCR fueron: Pre-desnaturalización a 94°C por 5 

min, 35 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 s, alineamiento a 60°C por 30 s, 

y elongación a 72°C por 1 min y una extensión final a 72°C por 5 min o 
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Tabla 6. Secuencias de los iniciadores que amplifican el gen mecA. 

Iniciadores Secuencias Tamaño del amplificado 

mecA Fw 5'CTTTGCTAGAGT AGCACTCG 3' 500 pb 

mecA Rv 5'GCTAGCCA TTCCTTT ATCTTG 3' 

También se utilizó la reacción de PCR, descrita por Olivei ra y l encaslre en 2002, 

util izando los iniciadores MECA P4 Y MECA P7, previamente diseñados por las 

secuencias del gen mecA con No. de acceso Y00688, que se muestran en la tabla 

7. 

Tabla 7. Secuencias de los iniciadores que amplifican el gen mecA. (Oliveira y 
Lencastre. 2002). 

Iniciadores Secuencias Tamaño del amplificado 

MECA P4 5'TCCAGA TT ACAACTTCACCAGG3' 162 pb. 

MECAP7 5' CCACTTCATATCTTGT AACG3' 

En cada reacción los componentes agregaron para un volumen final de 25 IJL, 

utilizando buffer de amplificación 1X, 1.5 mM de MgCI2 ; 200 IJM de cada dNTP's, 

los iniciadores MECAP4 y MECAP7a una concentración de 800 nM, Taq 

polimerasa 1 U/lJl y aproximadamente 5 ng de ONA de las muestras. 

Las condiciones para la PCR fueron: Pre-desnaturalización a 94°C por 5 min, 35 

ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 s, alineamiento a 55°C por 30 s, y 

elongación a 72°C por 1 min y una extensión final a 72°C por 5 mino 

El control utilizado para la reacción fue: control positivo S. aureus ATCC 43300 y 

control negativo S. aureus ATCC 29213 (mecA , oxa} 

Los productos de amplificación se resolvieron por eleclroforesis en geles de 

agarosa al 2%, util izando buffer TBE 0.5X (Tris, 50 mM, ácido bórico 50 mM y 

EDTA 0.2 mM, a pH 8) Y posteriormente fueron teñidos con una solución de 

bromuro de elidio (0.5 mg/mL concentración final). La visualización de los 

amplifi cados se realizó en un Iransiluminador de luz ultravioleta marca Gel Ooc XR 

de Bio·Rad, usando el software Quantity One para capturar la imagen. 
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Los productos se purificaron con el equipo comercial Wiza r ~ SV Gel and PCR 

Clean-Up System. Marca Promega, (No. de Catálogo A928), se mandaron 

secuenciar en el Lab. de Biología Molecular, de la Universidad Autónoma 

Metropolitana, Unidad Iztapalapa y en la Unidad de Biología Molecular, del 

Instituto de Fisiologla Celular de la UNAM. 

Se analizó el alineamiento de la secuencia del gen mecA, utilizando el programa 

de análisis de secuencias BLAST del Genebank y en la página 

http://www.staphvlococcus.neV. Departamento de Bacteriología, de la Escuela de 

Medicina, Universidad de Juntendo, Japón. 

Detección del gen de la exotoxina Leucocidina PantonNalentine por PCR. 

Para detectar la presencia del gen de la toxina Leucocidina Panton- Valentine 

(PVL), en una reacción de PCR en todas las cepas previamente identificadas 

como MRSA, se utilizaron los iniciadores para PVL que se muestran en la tabla 8. 

Las condiciones se mencionan en Lina, 1999. 

Tabla 8. Secuencias de los Iniciadores que amplifican los genes de la exotoxina 
Leucocldina Panton- Valentine (PVL). 
Iniciador Secuencias Tamaño AmplifICado 

lukPVL-l 5'ATCATIAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCA-3' 433pb 

lukPVL-2 5' GCATCAASTGTATIGGATAGCAAAAGC-3'. 

La cepa control para la detección del gen lukPV fue Staphylococcus aureus 

metici lina resistente ATCC BAA1556 (cepa USA 300, SCCmec Tipo IV, LKP' ) Y S. 

aureus ATCC BAA 1680 (SCCmec IV, LKP'). 

Los productos de PCR se analizaron y separaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1%, utilizando buffer TBE 0.5X (Tris, 50 mM, ácido bórico 50 mM y 

EOTA 0.2 mM, a pH 8) Y posteriormente fueron teñidos con una solución de 

bromuro de elidio (0.5 mg/mL concentración final). La visualización de los 

amplificados se realizó en un transiluminidor de luz ultravioleta marca Gel Doc XR 

de BioRad), usando el software Quantity One para capturar la imagen. 
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Los productos de PCR se purificaron utilizando una columna Wizard® SV Gel and 

PCR Clean-Up System (Promega) y se mandaron secuenciar utilizando los 

oligonucle6tidos lukPVL-1 y lukPVL-2, en la Unidad de Biologia Molecular, del 

Instituto de Fisiología Celular de la UNAM, en un secuenciador, Mod. 3100, de 

Applied BioSystems. 

Se analizó el alineamiento de la secuencia del gen lukPV utilizando el programa 

de análisis de secuencias BLAST del Genebank. 

Identificación y Genotipificación del elemento SSCmec. 

Para realizar la identificación del elemento SSCmec se utilizó una PCR multiplex 

descrita por Henegariu y col. y las modificaciones propuestas por Oliveira y 

Lecastre, 2002. La PCR Multiplex se realizó en un volumen final de 25 lJ l, buffer 

1X de GoTaq@ Flexi, 200 ~M de cada deoxinucleótido trifosfato, 400 nM de los 

iniciadores CIF2 F2, CIF2 R2, MECI P2, MECI P3, RIF5 F10, RIF5 F13, pUB110 

R1 y pT181 R1 ; 800 nM de los iniciadores DCS F2, DCS R2, MECA P4, MECA 

P7, Y IS431 P4; y 200 nM de los iniciadores KDP F1 , KDP R1, RIF4 F3 Y RIF4 R9; 

1.25 U GoTaq® Hot Start Polymerasa (Promega) y aproximadamente 5 ng de 

ONA. La secuencia nucleotídica de los iniciadores se muestran en la tabla 9 . Las 

condiciones del terrnociclador son: 94°C por 4 min, seguido de .30 ciclos de 94°C 

por 30 s, 53°C por 30 s y 72°C por min y una post-extensión de 4 min a 72°C. 

55 



Tabla 9. Secuencias de los iniciadores que amplifican los diferentes tipos de 
SCCmec. (Ollveira, 2002). 

Locus Iniciadores Secuencia de ( 5'-3' ) 

A CIF2 F2 TTCGAGTTGCTGHATGAAGAGGG 

CIF2 R2 ATTTACCACAAGGACTACCAAGC 

B KOP Fl AATCATCTGCCATTGGTGATGC 

KDP R1 CGAATGAAGTGAAAAGAAAGTTGG 

e MEC1 P2 ATCAAGACTTGCA TTCAGGC 

MEC1 P3 GCGGTTTCAATTCACTTGTC 

o OCS F2 CATCCTATGATAGCTTGGTC 

DCSR1 CTAAATCATAGCCATGACCG 

E RIF4 F3 GTGATTGTTCGAGATATGTGG 

RIF4 R9 CGCTTTATCTGTATCTATCGC 

F RIF5 F10 TTCTTAAGTACACGCTGAATCG 

RIF5 R13 GTCACAGTAATTCCATCAATGC 

G 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 

pUB110 R1 GAGCCATAAACACCAATAGCC 

H 15431 P4 CAGGTCTCTTCAGATCTACG 

pT181 R1 GAAGAATGGGGAAAGCTTCAC 

mocA MECAP4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 

MECA P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 

No. de Acceso AB033763, Tipo SCCmec 1.(110. 'J col. 1999). 
ti No. de Acceso 086934, Tipo SCCmec 11. (Ito y col. 2001). 
e No. de Acceso AB037671, Tipo SCCmec 111 . (110 Y col. 2001). 

Localización Tamaño 

del 

AmpUcon 

Ipb) 

18398-18419 495 

18892·18871 ' 

10445-10467 264 

10728·10707b 

42428-42244 209 

42636-42617b 

38011-37992 342 

37670-37689' 

45587-45607' 243 

45829-45809c 

59573-59594 414 

59986-59965' 

49963-49982 381 

50343-50323t1 

29654-29673 303 

29976- 29956c 

11 90-1211 162 

1351-1332d 

También se realizó la PCR multiplex para la tipificación del SCCmec descrita por 

Boye y coi. en 2007. La PCR se llevó en un volumen final de 25 ~ I , utilizando 1.5 

mM MgCI,; 200 ~M de cada uno dNTP's (10 mM), en el caso de los iniciadores ~ y 

03 a una concentración de 0.2 ~M cada uno, cctCF y cctCR 0.25 ~M , 1272Fl Y 

1272Rl , 0.08 ~M Y 5RmecA y 5R431 de 0.1 ~M , se utilizó 1 U / ~I de Hot-Start

Taq8 ONA Polimerasa (Promega) y aproximadamente 5 n9 de ONA de las 

muestras. La secuencia de los iniciadores se muestra en la Tabla 10. 
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SCCmec 

1 

11 

11 ,111 

1,11, IV 

111 

111 

Control 

Inlemo 



Las condiciones para la PCR fueron: Pre-desnaturalización a 94°C por 4 min, 

seguido de 30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 30 s, alineamiento a 55°C 

por 60 s y elongación a 72°C por 1 min con una final extensión a 72°C por 5 mino 

Tabla 10. Iniciadores usados para del PCR multiplex y el resultado de los patrones 
de los drferentes tipos de SCCmec I al V (Bo e, 2007). 

Iniciado Secuencias de los (5'-3') Tamaño Secuencia Tipos de SCC mec 

res 

~ ATTGCCTTGATAATAGCCYTCT 

03 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 

ccrCF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT 

ccK;R CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT 

1272F1 GCCACTCATAACATATGGAA 

1272R1 CATCCGAGTGAAACCCAAA 

5RmecA TATACCAAACCCGACAACTAC' 

5R431 CGGCTACAGTGATAACATCC 

8. 110 Y col. 2001 . 
b. 110 Y col. 2004 . 

C. Boye y col. 2007. 

del blanco 
I II 111 IV 

Amplk:ón 

937 pb ccrA2-B X X 

518pb ccK; I X 

41 5 pb 151272 X I X 

359 pb mocA-

15431 

Los productos de PCR se analizaron y separaron por electroforesis en geles de 

agarosa al 1.5%, utilizando buffer TBE 0.5X (Tris, 50 mM, ácido bórico 50 mM y 

EDTA 0.2 mM, a pH 8) Y posteriormente fueron teñidos con una solución de 

bromuro de elidio (0.5 mg/mL concentración final). La visualización de los 

amplificados se realizó en un transi luminidor de luz ultravioleta marca BioRad).EI 

tipo de SCCmec fue determinado con los perfiles de bandas obtenido. 

Se utilizaron para ambas PCR multiplex, las cepas control de S. aureus SCCmec 

tipo 11 y SCCmec tipo IV de la colección de cepas del departamento de evaluación 

de vacunas del CISEI-INSP. Las cepas S. aureus ATCC BAA-44 (cepa Ibérica, 

SCCmec tipo 1), S. Bureus ATCC BAA41 (cepa New York! Japón SCCmec tipo 11), 

S. Bureus ATCC BAA-39 (cepa Húngara, SCCmec tipo 111 ) y S. Bureus ATCC BAA-

1556 (cepa USA 300, SCCmec tipo IV). 
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Eleclroforesis de campos pulsados (PFGE) 

El análisis del genotipo de las cepas de MRSA por PFGE se realizó con la 

metodologla propuesta por Mulvey y col. (Oxacillin resistant Staphytococcus 

aureus on PulseNet (2001). 

Se cultivo una colonia de cada cepa en tubos con 5mL de caldo soya tripticaseína 

con el fin de obtener un cultivo joven de bacterias y su DNA en excelentes 

condiciones, se incubó toda la noche a 3rC y se agitó a 100 rpm . 

Se verificó la densidad óptica a 610 nm para tener una concentración equivalente 

de 1 x10
9 

bacterias/mL o una concentración McFarland de 3. Se tomaron 300~ L 

de cultivo en tubos de microcentrífuga estéril de 1.5mL. Se centrifugó a 13000 rpm 

por 4 minutos y se decantó el sobrenadante. Se adicionaron 500~L de buffer PIV 

(10mM Tris base, 1M NaCI, pH 7.6), se centrifugó a 13000 r.p.m. por 4 minutos, se 

retiró el sobrenadante, y se verificó que el paquete celular midiera 

aproximadamente 2mm de diámetro. Se adicionaron 150~L de buffer PIV y se 

incubó a 50°C por 5 minutos. Se agregaron 150~L de agarosa de bajo punto de 

fusión (Certified™ de Bio-Rad) 1.6% en buffer PIV, se mezcló completamente el 

paquete celular con el pipeteo. Se depositó la agarosa con las células en los 

moldes dejando un menisco y se refrigeró por 15 minutos a 4°C. 

Los bloques de agarosa se colocaron en un tubo de 1.5mL de microcentrífuga. Se 

adicionaron 500~L de buffer de Lisis Celular [6mM Tris pH 7.6, 100mM EDTA, 

51M NaCI, 5.0g Srij 58 (polioxietilen 20 cetyl ether), 17mM Lauril Sarcosi! de Sodio 

(pH 7.6); 0.05mg/mL de Ribonucieasa A, 1.0 mg/mL de Lisozima, 50~g/m L de 

lisostafina}. Se incubó a 35°C toda la noche. Posteriormente se lavó con buffer TE 

lX (TE 10X: 50mM Tris pH 7.6, 50mM EDTA pH 7.5) Y se adicionaron 500~L de 

buffer ESP (398mM EDTA, 34mM Laurit Sarcosi! de Sodio, 500mg Proteinasa K) y 

se incubó a 50°C toda la noche. A continuación se lavó con TE 1 X, incubándose 

por 30 minutos a 35°C, este lavado se repitió de 3 a 5 veces (mantener el bloque 

en TE 1X). Medio bloque se dejó estabilizando durante 30 minutos con el buffer J 

de la enzima de restricción 10X (100mM Tris-HCI, 70 mM MgCI2, 500mM KCI, 

10mM DTT (1-4 Dithklthreitol) pH 7.5J. 
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La digestión enzimática se llevó a cabo con 25 U de la enzima de restricción Sma 

1, a temperatura ambiente durante toda la noche. 

Se prepararon 100mL de agarosa al 0.8% para PFGE (Pulsed Field Certified 

Agarose, Ultra Pure DNA Grade Agarosa, Bio-Rad) en TBE O.Sx. Una vez 

solidificado el gel se incorporaron los bloques en los pozos y se aplicó una capa 

de agarosa al 2% como un sellador. La corrida se realizó en el equipo de 

electroforesis con campos pulsados CHEF-RD® II de Bio-Rad. El buffer de corrida 

fue TBE 0.5X, con las siguientes condiciones: voltaje 6 volts, cambio de 

orientación inicial 5s, final 45s, durante 21 h. Posteriormente se tiño el gel con una 

solución de bromuro de etidio (0.5 mg/mL concentración final) , por 20 minutos y se 

observó en un Transi luminador Gel Doc XR de Bio-Rad, usando el software 

Quantity One para capturar la imagen. 

Análisis de los patrones de PFGE 

Los patrones se normalizaron utilizando el patrón de la cepa de S. aureus NCTC 

8325 y las cepas de la colección del Departamento de Evaluación de vacunas del 

CISEI-INSP. Para el análisis de los geles se utilizó el Software Gene Tools de 

Syngene versión 3.07. Los patrones de la PFGE se analizaron con el software 

Gene Directory de Syngene versión 1.02.0, utilizando el coeficiente de similitud de 

Dice y para el dendograma el método de medias aritméticas por pares no 

ponderados (Unweighted Pair Group Method of Averages; UPGMA) con un límite 

de tolerancia del 1.25%. Se designaron los tipos en función de una o más 

diferencias en las bandas entre cepas. 
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RESULTADOS Y DISCUSiÓN 

Portadores de Staphylococcus aureus. 

En el periodo de 1998 a 2006. se aislaron e identificaron cepas de Staphylococcus 

aureus a partir de 1243 voluntarios sanos de una población mexicana . Las cepas 

de Staphylococcus aureus se aislaron en placas de medio de agar sal manitol y 

agar sangre Se confirmó la pureza de los cultivos. A todas las cepas que 

presentaron las características morfológicas de dicha bacteria, se les realizaron 

las pruebas de cata lasa y coagulasa, aquellas cepas que dieron positivas las 

pruebas se confirmó la identificación para Staphylococcus aureus mediante las 

galerlas API Slaph Syslem. 

Se encontró que 743 voluntarios eran portadores sanos de este microorganismo, 

que corresponde al 59.8%del total de la población estudiada y no portadores al 

40.2% como se muestra en la Tabla 11 . 

T bl 11 P a a t ' d orcen ajes r1 d e po a ores d SI h I e apnylococcus aureus. 

Tipo de Portadores No. de Porcentajes 
voluntarios 

Total do Portadores 
(n= 1243) 

Voluntarios 
Staphylococcus aureus 743 59.8 100 
Nasal 461 37.1 62 
Faringe 578 46.5 77.8 
Nasal y Faringe 296 23.8 39.8 
Nasal exclusivamente 165 13.3 22.2 
Faringe 282 22.7 38 
exclusivamente 
MRSA 107 8.6 14.4 

Se encontró que S. aureus coloniza la faringe en un porcentaje del 46.5% que es 

un porcentaje más alto que el de la colonización de la nariz, que es del 37.1% 

(P<0.001). esto es muy importante porque Kluytmans y col. en 1997 y Lowy en 

1998 reportan que las narinas anteriores es uno de los sitios principales de 

colonización primaria, donde alrededor del 30% de las personas sanas son 

portadores de esta bacteria, en este trabajo se reporta un porcentaje de 
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colonización más elevado en la faringe. El 39.8% de la población estudiada 

comparten la colonización de S. aureus en las dos cavidades nariz y faringe. Los 

resultados reportados por Nitsson y Ripa en el 2006, concuerdan con los 

obtenidos en este trabajo, estos investigadores hicieron un estudio en el 2003, en 

donde la población en estudio eran pacientes de una unidad de ortopedia en 

Suecia y encontraron que S. aureus fue aislado en el 48% de la población de 

cualquiera de los dos sitios nariz o faringe. El 40% eran portadores faríngeos de S. 

aureus, mientras que tan solo el 31% eran colonizados en la cavidad nasal (P 

;;0.037). Esta similitud es importante debido a que este hecho se repite pesar de 

las diferencias respecto a las condiciones sociales y económicas que imperar 

entre Suecia y México. 

De los 743 portadores de S. aureus, 296 (39.8%) fueron portadores de este 

microorganismo en la nariz y faringe al mismo tiempo; 165 (22.2%) portadores 

exclusivos de la nariz y 282 (38%) fueron portadores exclusivos de la faringe 

(Tabla 11). 

La presencia de S. aureus en las narinas fue mayor en los hombres (40.9%) que 

en las mujeres (33.9%; p;; 0.011). También se encontró que el mayor grupo de 

edad que presentaba colonización de este microorganismo eran los comprendidos 

entre 1 a 10 años con un 45.9%, mientras que otros grupos de edad presentan un 

porcentajes entre el 31 a 37%; p;; 0.0077. El mismo análisis se realizó para los 

portadores de la fa ringe y se encontró un porcentaje de 50,82% para el grupo de 

las edades entre 1 a 10 años mientras que para las edades entre 11 y 20 fue 

50,39%. Los otros grupos de edades presentaron porcentajes entre el 33 y el 43% 

(P = 0,0077). 

Las personas que son portadores nasales son más propensas a ser también 

portadores faríngeos, (OR ;; 3,09, P <0,0001). Esta asociación se incrementa 

cuando los portadores son menores de 19 años de edad (OR = 1.3, P = 0,029). 

Estos resultados indican que es importante muestrear no sólo la nariz, también 

otros sitios de colonización, como puede ser la zona perianal, zona inguinal, 
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axilas, vagina, sobre todo para personas que están involucradas en áreas 

hospitalarias, en preparación de alimentos, etc. 

Susceptibilidad antimicrobiana. 

Cuando se analizó la susceptibilidad antimicrobiana mediante la prueba de 

difusión en disco (Figura 5), se encontró que las cepas de S. aureus aisladas 

presentaban resistencia para varios antimicrobianos. Se detectó un porcentaje de 

resistencia muy elevado para la penicilina (91 %), para la eritromicina 23.1 %, 

oxacil ina 15.9%, tetraciclina 15.5%, cefalotina del 7.1%, y clindamicina del 6.2%. 

Cuando se probó para ciprofloxadna, fosfomicina, trimetoprim-sulfametoxazol y 

gentamicina, la resistencia fue menor al 2%. Sólo una cepa de S. aureus (66F) 

presentó una resistencia intermedia a la vancomicina. Estos resultados son muy 

similares a los descritos por otros autores (Hernández y col. 2003). A nivel mundial 

se reporta que las cepas de S. aureus sólo son sensibles a la penicilina en 

aproximadamente un 5%. Aires de Souza reportó en el año 2001 que la clona de 

MRSA hospitalaria (I::NH::M) predominante que circu laba en México presentaba 

una resistencia del 100% a la penicilina, del 100% a la oxacilina y del 79% a la 

gentamicina, dicha cepa fue recobrada en un hospital pediátrico. Es importante 

conocer el fenotipo de resistencia antimicrobiana que presentan los aislados de S. 

aureus, para poder predeci r si se trata de una cepa epidémica y poder sugerir un 

tratamiento. 
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Figura 5. Antibiograma de S. aureus reallzado mediante difusión en discos para los 
antibióticos: penicilin. (P 10), oxacilina (OX 1), eritromicina (E 15), gentamlcin. (GM 10), 
tetraciclin. (TE 30), cef.lotin. (CF 30) , clindamicin. (CC 2) v.ncomicina (VA 30) Y 
ciproflox.cino (CIP 5). 

El 15.9% de las cepas de S. aureus aisladas resultaron ser resistentes a la 

meticilina mediante el método de difusión en disco de Kirby-Bauer. Además, se 

encontraron cepas que presentaban resistencia a más de dos antibióticos, esto es, 

cepas muniresistentes. 

Identificación de Cepas MRSA. 

Concentración Inhibltoria mlnlma (CIM) para oxacllina, 

Se detenminó la concentración inhibitoria minima a la oxacilina de las cepas de 

Staphy/ococcus aureus aisladas. Se consideraron como cepas MRSA a las 

bacterias que presentaron una concentración inhibitoria mlnima mayor o igual a 

4~g/mL de oxacilina de acuerdo a los estándares del CLSI (2006). En la Figura 6 

se puede observar un ejemplo de la prueba realizada. Esta prueba se realizó 

utilizando un hisopo de algodón para colocar la muestra, sin embargo en los 

nuevos lineamientos de CSLI del 2010, se recomienda colocar una alícuota de 10 

~L del inoculo previamente estandarizado sobre el aréa de la caja de agar Mueller

Hinton con oxacilina. 

Mediante el CIM se encontró que de las 1039 cepas de S. aureus aisladas de la 

población estudiada, 908 (87.4%) fueron MSSA y 131 (12.6%) resultaron ser 

MRSA. 
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Figura 6. Determinación de la concentración inhibitoria mlnima para oxacilina de las cepas 
de Staphyfococos aurous. 

En la grafica 1, se muestra la frecuencia del número de cepas con respecto a las 

diferentes concentraciones inhibitortas mínimas para la oxacilina. De las 131 

cepas aisladas de S. aurous meücilina resistentes el 77.6% presentaron una 

resistencia heterogénea y el 22.4% presentaron una resistencia homogénea. 

Tomaz y col. , definieron en 1991 , cuatro clases de expresión fenotípica de 

resistencia a la meticilina, la clase 4, que es definida por una resistencia 

homogénea de aijo nivel (CIM > 800 ~g/mL) y las clases 1, 2 Y 3 con resistencia 

heterogénea con una resistencia a la meücilina de CIM de 1.5 a 3; 6 a 12 y 50 a 

200 ~g/mL respectivamente. Sin embargo, en este estudio no se encontraron 

cepas con resistencia mayor a 256 ~g/mL , por lo que se siguieron los crtterios 

establecidos por Hartman y Tomasz en 1986. 

Sader y col. en 1997 realizó un estudio sobre resistencia a los antimicrobianos de 

los agentes patógenos causantes de infecciones nosocomiales y comunitarias en 

Amértca Latina, encontró que un 29.2% de Staphylococcus aureus son resistentes 

a la meticilina (Sader y Jones, 2000). Reyes y col. mencionan una investigación de 

infecciones invasivas en 11 Hospitales de Chile, que encontraron un 40% de 

Staphy/ococcus aureus resistentes a la meticilina, así como dos estudios en 

Hospitales cubanos en donde se encontraron un 22% y 21.4% de cepas MRSA. 

(Reyes y col. 2010). Aires de Sousa y col. en el ano 2001 , reportaron que en 

Latinoamértca durante los anos de 1997 a 1998 el 21 % de las infecciones fueron 

atribuibles a S. aureus y que de estas cepas el 29% eran resistentes a la oxacilina. 
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En México, Cornejo y col. en el 2005, encontraron que el 4% de cepas 

hospitalarias de S. aureus eran resistentes a la rneticilina , un porcentaje muy bajo 

a lo reportado en otros lugares. En un estudio reciente también realizado por 

Cornejo y col. en el 2010, encontraron un porcentaje mucho más alto (86.4%) de 

cepas de HA-MRSA, aisladas entre los anos 2006-2007, en un hospital 

Oncológico de la Ciudad de México (Cornejo y col. 2006; Cornejo y cel. 2010). 

Como se puede ver los porcentajes de cepas MRSA que se reportan son 

diferentes dependiendo del lugar y país donde se realizó el estudio, lo que si 

queda claro es que la presencia de cepas MRSA es frecuente y es un peligro para 

la salud pública. 
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Grafica 1. Frecuencia de la Concentración Inhibitoria Minirna de las cepas MRSA. 

Portadores de cepas MRSA. 

La aparición de cepas MRSA en la comunidad ha aumentado la importancia de la 

detección de este patógeno entre las población sana. La búsqueda de estas cepas 
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ha sido tradicionalmente restringida a las fosas nasales (Cole y col. 2001; 

Kluytmans y col. 1997; Peacock y col. 2001), sin embargo, estudios recientes han 

demostrado la importancia de la la garganta como un sitio muy común de la 

colonización (Mertz y coi. 2009; Nilsson y Ripa, 2006; Ringberg y coi. 2006). 

Los resultaron de este trabajo mostraron que del total de la población estudiada, 

se encontró que el 8.6% (107 individuos) eran portadores de cepas de 

Staphylococcus aureus meticllina-resistentes (MRSA), que representan el 14.4% 

con respecto a los portadores de S. aureus. 

Se aislaron un total de 1039 cepas de S. aureus de la población estudiada, 908 

(87.4%) fueron MSSA y 131 (12,6%) fueron MRSA. Todos los aislamientos de 

MRSA fueron positivos para los genes mecA y nucA, mediante detección por PCR. 

De las cepas aisladas de MRSA, el 31 .3% provenían de portadores exclusivos de 

nariz, el 32.1 % de portadores exclusivos de faringe y el 36.6% se aislaron de la 

nariz y faringe del mismo portador. 

El porcentaje de cepas MRSA encontradas entre hombres y mujeres fue similar 

52.3% (56 cepas) y 47.7% (51 cepas), respectivamente. Cuando se analizaron por 

grupos de edad, el 33.6% de las cepas se encontraron en el grupo de 1-10 años, 

seguida por el grupo de edad 11-20 años (25.2%), para los otros grupos el 

porcentaje disminuye a medida que aumenta la edad. 

Uemura y col. en el 2004, encontraron que de 157 voluntarios sanos de la 

Universidad de Ryukyus, en Japón, el 22% eran portadores de cepas MRSA 

exclusivos de nariz, el 15% de portadores exclusivos de faringe y el 14% de 

portadores en nariz y faringe. Estos resultados son diferentes a los reportados en 

este trabajo, sin embargo, esta discrepancia puede deberse a que el tamaño de la 

muestra reportada por Uemura y col. donde se estudiaron 157 voluntarios en 

comparación con la muestra estudiada en este trabajo, lo cual puede explicar las 

variaciones en el porcentaje. 

En San Francisco, Cal. USA., en el año de 2002, se reportó que en una poblaCión 

urbana de personas marginadas y sin hogar, se tenía una prevalencia del 12.2% 
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de cepas MRSA. Como se puede ver, se encuentran diferencias significativas en 

los porcentajes de portadores de cepas MRSA en las diferentes poblaciones, esto 

se debe posiblemente a las diferencias económicas y sociales que se presentan 

en cada país, además de las diferencias de las poblaciones estudiadas 

(Charlebois y col. 2002). 

El Sistema de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales Nacional (National 

Nosocomial Infectious Surveillance System, NNIS) de USA identificó en hospitales 

de tercer nivel un incremento de MRSA del 4% en 1980 al 55% en 2001. En 

Europa, en paises como Dinamarca, Alemania y algunos otros paises se tiene una 

prevalencia menor al 1 %, mientras que paises como Japón y Estados Unidos 

exceden al 30% (NNIS, 2004). 

Calderón y col. en el 2001 y Echaniz y col. en el 2006 reporlaron cepas de MRSA 

aisladas en hospitales de México. El porcentaje de cepas de MRSA reportado por 

Calderón y col. aisladas de los hospitales de Ciudad de México fue de 14.2% entre 

1998 y 2000. 

Los resultados obtenidos en este estudio mostraron un porcentaje menor, sin 

embargo, las cepas de MRSA estudiadas por Calderón y col. y Echaniz y col. son 

cepas aisladas en ambientes hospitalarios. Este es el primer trabajo que investiga 

la presencia de S. aureus en las fosas nasales y la garganta en una comunidad 

saludable mexicana, por lo que pueden ser diferentes de los reportados para 

ambientes hospitalarios. 

Identificación del gen mecA. 

En las cepas de Staphylococcus aureus, que fueron identificadas previamente 

como MRSA por las pruebas de sensibilidad microbiana, se determinó la 

presencia del gen mecA, 131 cepas presentaron un amplicón de aprox. 160 pb, 

como se muestra en la Figura 7. En tres cepas que se habían identificado como 

MRSA por el método de difusión en disco o por el método CIM, no se pudo 

amplificar el gen mecA por PCR. 
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Estudios realizados por Aires de Sousa y col. en 2001 , sugieren que se 

encuentran cinculando clonas provenientes de la clona I Brasileña que tienen 

deletados los genes mecA y meel , posiblemente algunas de nuestras cepas 

también tienen una deleci6n en el fragmento que amplifican nuestros iniciadores 

para el gen mecA. 

Wong y col. 2010, mencionan que se pueden encontrar elementos SCC, con 

ausencia del gen mecA, pero contienen otros genes característicos (por ejemplo 

cluster de genes para la cápsula, resistencia al ácido fus¡dico y el operón de 

resistencia a mercurio), que también se han identificado en los estafilococos. 

Estos elementos comparten las siguientes características con SCCmec: 

portadores de genes de cery del complejo de genes cer (ccrAB y/o cerC). 

Por otro lado, van Griethuysen y col. en el 2005, encontraron que el gen mecA se 

puede perder por el método de conservación por congelación, ellos encontraron 

que de las cepas conservadas se perdió el gen mecA en el 14% de las mismas, en 

el caso de este estudio se encontraron algunas cepas donde no se pudo detectar 

el gen mecA posiblemente lo perdieron durante la congelación-descongelación de 

las cepas. 

Figura 7. Detección del gen mecA por PCR. Carril 1: S. aureus ATCC 43300, Carril 2: S. 
8ureus ATCC 33591, Carril 3: S. oureus ATCC 29213, Carril 4: Cepa 22F, Carril 5: Cepa 
22N, Corril6: Cepa 60 F, Carril 7: Cepa 63N, Carril 8: Cepa 67F, Cerril 9: Cepa 6OF, Cerril 
10: Cepa 105 N, Cerril 11 : Cepa 120N, Carril 12: Cepa 167N, Carril 13: Cepa 192F, Carril 
14: Cepa 213F, Carril 15: Cepa 217N, Cerril 16: Cepa 220N, Carril 17: Cepa 224F, Carril 
18: Cepa 244F, Cerriles 10 Y 20: Marcador de peso molecular de 100 pb. 
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Tipificación del casete cromosomal SCCmec, de las cepas de MRSA aisladas 
de la comunidad. 

En las 131 cepas previamente identificadas como MRSA, se determinó el tipo de 

casete cromosomal SCC mee que presentaban mediante la técnica de PCR 

mulliplex reportada por Oliveira y col. 2002 y la descrita en Boye y col. 2007. 

Mediante la PCR multiplex de Oliveira se encontró que 47 de las cepas 

correspondían con los tipos de SCCmec 11 y IV (Figura 8), pero habla 84 cepas en 

las que se tenia problema para poder discemir las diferentes bandas que 

presentaban y por lo tanto, no se podía determinar el tipo de SCCmec 

correspondiente, probablemente debido a que se presentaba amplificación 

selectiva para algunos de los diferentes fragmentos. 

También se utilizó el método de PCR multiplex descrito por Boye y col. en 2007. 

Con este método se pudo determinar el tipo de SCCmec de 49 cepas aisladas, 

como se muestra en la Figura 9. Los resultados obtenidos con este método 

concuerdan con los resultados obtenidos con el método de Oliveira. 

No se logró determinar por ninguno de los dos métodos de PCR multiplex 

planteados, el tipo de SCCmec de 35 cepas, debido a que las amplificaciones 

presentaban patrones no compatibles con el bandeo establecido para las 

diferentes cepas control de los SCCmec estudiados. 

Para solucionar este problema, se amplificó el gen mecA de las cepas con 

problemas, se obtuvo un producto de amplificación de alrededor de 500 pb como 

se muestra en la Figura 10, se purificó y se mandó secuenciar y las secuencias 

obtenidas se compararon en la página http://www.staphylococcus.net. Después de 

todos los métodos utilizados, no se logró identificar el tipo de SCCmec presente en 

únicamente 10 cepas MRSA. 
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Figura 8. Detenninación del tipo de casete cromosomal SCCmec mediante la PCR 
multiplex de Oliveira. EledroIoresis en agarosa al 2%. Carril1 : S. aufI/Us SCCmec IV; 
C8rri1 2: S. 8umus SCCmec 111; C8rri1 3: S. 8umus SCCmec IV. Carril 4: S. 8ureus 
SCCmec l. Carril. 5: S. aumus SCCmec 11. Carril 6: Marcador de Peso Molecular 100 pb 
(Promega). Carril 7: S. aumus SCCmec 111; Carril 8: S. aumus cepa 310N. Carril 9: S. 
aufI/Us SCCmecl; Carril 10. Control de reactivos (NTC). 

Figura 9. Detenninaci6n del tipo de casete cromosomal SCCmec medlanta la PCR 
mu~ i plex de Boye y col (2007). Electro/oresis en agarosa al 1.5%. Carril 1: S. aureus 
1518F. Carril 2. S. aumus 1523 F; Carril 3. S. 8umus 1544 N; 1 CBrrI14: S. aumus 618 F; 
Carril 5: S. aumus 1620 N; Carril 6: S. 8umus 1320 F; Carril 7: S. 8umus 220 N; Carril s: 
S. aureus 300 N; Carril 9: S. aureus 646 F; Carril 10: S. aureus 675 N; Carril 11 . Marcador 
de Peso Molecular 100 pb. Carril 12: 218 F; Carril 13: S. aureus 991N; Carril 14: S. aureus 
993 F; C8rri115: S. aureus SCCmec tipo 1; C8rri116: S. aureus SCCmec tipo 11 ; C8rril17: 
S. aureus SCCmec tipo 111 ; Carril 18: S. aureus SCCmec tipo IV. CsrriI 19: Control de 
Reactivos (NTC). 
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Figura 10. Electroforesis de la detección del gen macA por PCR Carril 1: S. Bureus ATCC 
29213. Carril 2: S. Bureus ATCC 43300, Carril 3: S. aureus ATCC 33591 , Carril 4: 
Marcador de Peso Molecular 100 pb (Promega). Carril 5: S. Bureus ATCC 33591 , Carril 
6:5. Bureus Cepa 22F, Carril 7: S. Bureus 60F, Carril 6: Control de reactivos (NTC). 

En resumen de las 131 cepas de MRSA aisladas, el SCCmec tipo IV fue el casete 

cromosomal más comúnmente encontrado (69% de los aislados), seguido del 

SCCmec tipo 11 (20.1%), el SCCmec tipo V (2.1% de los aislados) y el SCCmec 

tipo 111 (0.76%) no se encontraron aislados del SCCmectipo 1. 

Las cepas con SCCmec tipo IV por lo general presentan CIM bajos para la 

oxacilina y rara vez son resistentes a otros antibióticos. El 85% de las cepas 

aisladas con SCCmec tipo IV presentaron un CIM <256 mg/L. Sin embargo, 40 

cepas con este casete presentaron resistencia a otros de los antibióticos como 

eritromicina y tetraciclina. 

Aquel/os aislados donde se determinó el SCCmec por seeuenciación, se encontró 

que la mayorla pertenecen al SCCmec tipo IVa, el cual presenta una alta 

homologia con la cepa de S. aureus USA300, que conresponde a una clona 

pediátrica y que se encuentra predominante en ambientes comunitarios. 

El 8.6% de los aislados no se pudo tipificar por ninguna de las técnicas de PCR 

Multiplex ni por secuenciación. 
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El que no se haya podido tipificar el tipo de SCCmec que presentan algunas de las 

cepas aisladas podrla deberse a que tienen una variante diferente a los tipos de 

SCCmec que se buscaron en este estudio, por lo que a futuro se podría ampliar la 

búsqueda a otras variantes que se han descrito recientemente Berglund y col . 

2008, Ito y col. 2004, Ma y col. 2002, Oliveira y col. 2006 y Zhang y col. 2009. 

Por otro lado, Wong y col. encontraron cepas con regiones deletadas del casete 

cromosomal o con deleciones parciales de este casete o tipos de SCC homólogos, 

que pueden aportar resultados discrepantes. En un esfuerzo por detenninar las 

posibles causas de estas deleciones, se han caracterizado cepas de S. aureus 

sensibles a la meticilina (MSSA) y cepas de S. aureus meticilina resistentes 

(MRSA), con la colaboración de 10 instituciones en los E.E.U.U y Canadá (Wong y 

col. 2010). 

El Grupo Internacional de trabajo para la dasificación de los elementos del casete 

cromosomal de estafilococos (IWG-SCC), recomienda determinar la secuencia 

nucleotidica de cualquiera de los nuevos elementos SCCmec que se encuentren 

(IWG-SCC, 2009). 

Dicho grupo recomienda que se presente un infonne de los posibles nuevos tipos 

de elementos SCC con el fin de asignar nuevas clasificaciones de los SCCmec 

encontrados . El grupo de trabajo proporcionará una página Web dedicada al 

elemento SCCmec con información actualizada sobre los elementos SCCmec, un 

detallado sistema de clasificación basado en las diferencias en las regiones J, y 

actualmente disponible en http://wwwmétodos detipificación . Staphylococcus.net 

o http://www.SCCmec.org/ (en construcción). Se espera que todos los 

investigadores se refieran a este sitio web para obtener la infonnación pertinente 

sobre los aspectos epidemiológicos de la caracterización de los elementos 

SCCmec. 

Por lo que un trabajo a futuro es tratar de caracterizar las cepas a las que no se 

pudo detenninar el tipo de SCCmec, para tratar de ver si presentan a uno de los 

nuevos tipos de SCCmec reportados o se trata de uno totalmente diferente. 
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Tipificación molecular de cepas MRSA aisladas de la comunidad. 

De las 131 cepas de MRSA previamente identificadas solamente 87 de estás 

cepas se sometieron a Electroforesis en Campos Pulsados (PFGE). Para el 

análisis del Dendrograma obtenido a partir de los perfiles de PFGE, se realizaron 3 

cortes (cutoff) con respecto al porcentaje de similitud de los patrones de bandas 

del PFGE: si el porcentaje era <65% se consideran cepas diferentes; del 65% al 

80% son cepas posiblemente relacionadas; del 80% al 95% son consideradas 

cepas genéticamente relacionadas y del 95% al 100% las cepas se consideran 

idénticas. 

El análisis de los patrones genómicos de la restricción del DNA cromosomal de las 

cepas MRSA con la enzima Sma 1, generó de 7 a 18 fragmentos de DNA con un 

tamaño de 10 a 727.5 Kb, como se observa en las Figuras 11 y 12. 

En la Figura 13 se muestra el dendrograma generado de los perfiles de PFGE de 

las cepas MRSA. Se encontró una gran diversidad genética en las cepas 

estudiadas ya que se observan 18 clusters de cepas posiblemente relacionadas , 

cuando se realizó el corte de 65% de similitud . Se observan cepas diferentes 

como la 342 y 475N Y cepas relacionadas como la 463F y 1320F. En el mismo 

portador se tiene cepas idénticas en la nariz y faringe como la 296N y 296F o 

cepas relacionadas como la 22N y 22F. Esto nos indica que existe una gran 

diversidad genética en las cepas MRSA que se encuentran circulando por la 

comunidad estudiada. 
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Figura. 11 . Electroforesis de los perfiles gen6micos por PFGE de cepas de 
StBphytococcus BU"'US MRSA Carril 1: S. BU"'US NCTC 8325; Carril 2: S. BU"'US 1 05N; 
Carril 3: S. BU"'US 247N; Carril 4: S. BU"'US 252N; Carril 5: S. BU"'US 252N; Carril 6: S. 
Bureus 270 N; Carril 7: S. BU"'US 470N; Carril 8: Marcador de PM Lambda ladder 
(BioLabs); Carril 9: S. Bureus 611 N; Carril 10: S. BU"'US 690N; Carril 11 : S. BU"'US 991 N; 
Carril 12: S. aureus 1544N; Carril 13: S. aureus SCCmec 11; Carril 14: S, aureus SCCmec 
111 ; Carril 15: S. Bureus SCCmec IV. 
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Figura 12, Electroforesis de los perfiles gen6micos por PFGE de cepas de Staphylococcus 
BU"'US MRSA, Carril 8, Marcador de PM Lambda ladder (BioLabs); Carriles 1 y 15: S. 
BU"'US NCTC 8325; carril 13: S. BU"'US SCCmec 11 ; carril 14: S. BU"'US SCCmec IV; 
carriles 2 al 7 y 9 al 12: cepas de S. BU"'US 246F, 677F, 217N, 244F, 545F, 608N, 637F, 
657F Y 662F respectivamente. 
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Figura13. Dendrograma generado por los perfiles de PFGE de cepas MRSA. 
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Tipificación molecular de cepas MRSA aisladas de nariz y faringe del mismo 
portador. 

Se obtuvieron los perfiles genómicos por PFGE de 14 pares de cepas MRSA 

aisladas de la cavidad nasal y faríngea del mismo porlador como se muestra en la 

Figura 14 y se realizó el dendrograma a partir de estos perfiles (Figura 15). Se 

puede observar que existen voluntarios que son porladores de la misma cepa 

MRSA tanto en la cavidad nasal como en la faringea, tal es el caso de los 

porladores 296 y 689 (Figura 15). El portador 1237 tenía cepas MRSA 

estrechamente relacionadas al 95%. Otros 5 portadores (22, 687, 691 , 639 Y 637) 

estaban colonizados por cepas relaciOnadas (entre el 65% y 85%) . También se 

pueden encontrar porladores con Merentes cepas de MRSA en nariz y faringe, 

como los portadores 470 , 612, 642, 687 Y 691 como se muestra en la Figura 15. 

S33J1 

.:l6J1 

3395 

242.5 

194.0 

1.55 

!l7J1 

4850 

Figura 14. Eleclroforesis de los perfiles genómicos por PFGE de cepas de Sfaphylococcus 
aureus MRSA de portadores nasales (N) y faríngeos (F). Carril 1: S . • ureus NCTC 8325; 
Carril 2: S. aureus SCCmec IV; Carril 3: S. aureus 22N; Carril 4: S. aureus 22F; Carril 5: 
S . • ureus 675N; Carril 6: S . • ureus 675F; Carril 7: Marcador de PM Lambda ladder; Carril 
B: S. aureus 691N; Carril 9: S. aureus 691F; Carril 10: S . • ureus 469N; Carril 11 : S . 
• ureus 469Fa; Carril 12: S . • ureus 469Fb; Carril 13: S. aureus NCTCB325. 
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Figura15. Dendrograma donde se comparan los perfiles por PFGE de cepas MRSA 
aisladas de la nariz (N) y de la faringe (F) de un mismo portador. 
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Tipificación molecular de las cepas S. aureus MRSA aisladas de portadores 
exclusivos de nariz o de faringe 

Se tipificaron cepas MRSA aisladas de 28 portadores exclusivos de faringe y de 

26 portadores exclusivos de nariz. Se obtuvo un dendrograma a partir de los 

perfiles obtenidos por PFGE (Figura 16), se puede observar que se generaron tres 

regiones principales, dos donde se agruparon principalmente cepas obtenidas de 

la nariz y otra región donde se tienen cepas provenientes mayoritariamente de la 

faringe. Estos resultados indican que por alguna razón las cepas se agruparon en 

relación al nicho ecológico de donde se obtuvieron, esto puede deberse a que las 

cepas presentan diferentes tipos de adhesinas u otros factores, lo que les permite 

colonizar diferentes nichos. 
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Figura16. Dendrograma generado de Jos perfiles por PFGE de cepas MRSA aisladas de 
portadores exclusivos de la nariz (N) y portadores exclusivos de la faringe (F) . 
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Tipificación molecular de cepas de S. aureus sensibles a la meticilina 
(MSSA), aisladas do la comunidad. 

También se tipificaron cepas de S. aureus sensibles a la meticilina (MSSA), para 

poder tener una visión más completa de las cepas de este microorganismo que 

circulan en la comunidad. La Figura 17 muestra un ejemplo de 10$ perfiles 

genómicos por PFGE de cepas MSSA, cuando se digirió con la enzima Smal. 

En la Figura 18 se presenta el dendrograma de cepas MSSA aisladas de la 

comunidad. Se pueden observar diecinueve grupos diferentes, cuando se realizó 

el corte al 65% de similitud. Se encontraron cepas que están posiblemente 

relacionadas en diferentes portadores, como por ejemplo las cepas de faringe 63F 

y 317F Y las cepas de nariz 991N y 252N. Las cepas obtenidas de la nariz y 

faringe del mismo portador resultaron ser idénticas en la mayoría de los 

portadores. como las cepas 11N y 11F o 1172N y 1172F. Aunque también se 

encontraron cepas relacionadas o diferentes como la 382N y 382F. Estos 

resultados indican que se presenta una amplia diversidad genética de las cepas 

MSSA que circulan en la población estudiada. 
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Figura 17. Perfiles gen6micos de cepas MSSA aisladas de la nariz y de la faringe de un 
mismo portador. PFGE generado por digestión del DNA con la enzima Sma 1. Nasal (N) y 
faringe (F) Carriles 1 y 13: S. Bureus NCTC 8325; Carril 2: S. Bureus 1189N; Carril 3: S. 
aureus 1189F; Carril 4: S. aureus 1210N; Carril 5: S. aureus 1210F; Carril 6: S. Bureus 
1237N; Carril 7: S. aureus 1237F; Carril 8: Marcador de Peso Molecular lambda ladder. 
Carril 9: S. aureus 1320 N; Carril 10: S. Bureus 1320F; Carril 11 : S. aureus 1514N; Carril 
12: S. aureus 1514F. 
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Figura18. Dendrograma generado por los perfiles de PFGE las cepas MSSA presentes 
en la población estudiada. Cepas nasales(N), faringeas (F). 
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Tipificación molecular de cepas de S. aureus sensible a la meticilina (MSSA) 
aisladas de la nariz y de la faringe del mismo portador. 

Al igual que las cepas MRSA, también se analizaron las cepas MSSA de personas 

que eran portadores de S. aureus tanto en la faringe como en la nariz al mismo 

tiempo. 

En la Figura 19 se observa el perfil de PFGE de algunas de las cepas aisladas de 

nariz y faringe del mismo paciente. Se puede ver que las cepas 321 N Y F, 326 N Y 

F Y 338 N Y F son clonalmente idénticas, mientras que las cepas 360 y 342 N Y F 

tienen una relación clonal y la cepa 362 N Y F son cepas diferentes. Estos 

resultados muestran que la mayoría de las cepas aisladas de las fosas nasales 

son las mismas que se presentan en la faringe o tienen relación clonal. Sin 

embargo, cuatro portadores, presentan cepas diferentes en la garganta y fosas 

nasales al mismo tiempo. Además, las personas también pueden ser colonizadas 

por otras especies de estafilococos como los coagulasa negativa que cohabitan en 

una misma cavidad, lo que puede a conllevar a tener trasferencia de información 

genética horizontal. 

El análisis de los palrones de PFGE generados por 16 cepas MSSA aisladas de la 

nariz y faringe de la misma persona se muestra en la Figura 19. Se encontró que 

13 (81 %) son la misma cepa o c10nalmente relacionados, y sólo tres pares eran 

diferentes o no relacionados (19 %). Esto es muy importe ya que hasta el 

momento no hay estudios que indiquen diferencias en cuanto a la clonal idad de 

cepas que colonizan a la nariz y a la garganta. Además nuestros resultados 

demuestran que S. aureus en muchas ocasiones no sólo se encuentra en las 

narinas anteriores sino que además se presenta en la faringe, resultados similares 

fueron encontrados por Nilsson y Ripa y col. 2006. 

Nuestros datos también confirman la existencia de cepas diferentes de S. aureus 

transportadas en la nariz y faringe de la misma persona, datos que apoyan la idea 

de Uemura y col. (2004). que la microbiota estafiloc6cica en la nariz y la garganta 

se formaron de manera independiente y la atención para evitar la propagación de 
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este microorganismo y para el control de las infecciones nosocomiales también se 

debe dirigir a los portadores de S. aureus en la faringe. 

Diferentes autores sugieren que el portar este microorganismo en las diferentes 

cavidades de un individuo es un proceso multifactorial . que implica los factores del 

hospedero y los faclores de virulencia de la bacteria . Entre estos factores se 

pueden encontrar los mecanismos necesarios para la colonización y el tipo de 

epitelio de las diferentes cavidades. La presencia nasal de S. aureus ha sido la 

más estudiada y es considerada un factor de riesgo en la clínica y en la 

comunidad (Nilsson y Rippa. 2006). Sin embargo, la incidencia real de S. aureus 

en la faringe puede ser más grande que la encontrada en la nariz, como muestran 

nuestros datos y los de Uemura y col. (2002), por lo que ser portador faríngeo de 

S. aureus representa también un factor de riesgo. 
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Figura 19. Dendrograma de los peñiles genómicos por PFGE de las cepas MSSA aisladas 
de la nariz y la faringe del mismo portador. Cepas nasales(N), faringeas (F) . 
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Estudio de la persistencia cepas S. aureus en la faringe. 

Se estudiaron 108 voluntarios a lo largo de 6 años, de 1998 a 2003. Se encontró 

que 14 individuos (13%) nunca fueron portadores de S. aureus, 80 personas 

(74%) fueron portadores intermitentes y 14 voluntarios (13%) fueron portadores 

persistentes. En otros estudios longitudinales. se ha encontrado que entre el 10 y 

el 35% de los portadores son portadores persistentes, entre el 20 y 75% son 

portadores intermitentes y entre el 5 y el 70% son no portadores (Armstrong y col, 

1976; Hu y col. 1995; Riewerts y col. 1995; VandenBergh y col. 1999). Esta 

variación en los porcentajes que se encuentra en los diferentes estudios puede 

deberse a la diferencia de las poblaciones estudiadas, tiempo del estudio, tiempo 

de toma de las muestras. técnicas de cultivo y criterios para la definición de un 

portador persistente o intermitente. Sin embargo, este es el primer estudio de 

persistencia en faringe, los demás estudios son de persistencia en nariz, lo que 

también puede influir en los porcentajes de los portadores. 

El análisis de los perfiles genómicos por PFGE de las cepas de S. aureus aisladas 

de 12 portadores a través de los años del estudio, muestran que dos portadores 

las cepas son las mismas o relacionadas, como los portadores 9. 10 Y 13 (Figura 

20). Mientras que en otros casos se observan diferentes clonas a través de los 

años, como en el caso de los portadores 5, 4 Y 15 (Figura 20). También se 

observa la evolución de la cepa como en los portadores 1 y 6 donde las clonas no 

son iguales pero se mantienen formando un mismo grupo, lo que sugiere que la 

cepa presentó cambios durante el tiempo del estudio. 
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Figura 20. Dendrograma generado por los patrones de bandas de la PFGE cepas de 
portadores persistentes de S. aureus en faringe. Cepas aisladas de 12 portadores 

persistentes (portador laño). 

Detección del gen de la exotoxina Leucocidina Panton-Valentine en las 

cepas MRSA. 

Se analizaron 131 cepas que previamente habían sido identificadas como 

Staphylococcus aureus meticilina resistentes, se encontró que 31 (23.66%) de 

estas cepas presentan el gen de la toxina leucocidina Panton-Valentine. La 

detección se realizó por PCR, obteniéndose un producto de ampl ificación de 433 
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pb, como se muestra en la Figura 21 . Para estar seguros que el amplic6n 

pertenece al gen lukPV, se mandó secuenciar dicho fragmento, obteniéndose un 

porcentaje de similitud del 99% con el gen lukS-PV, lukF-PV de la cepa de 

Staphylococcus aureus NN47 No. GenBank: AB532027.1. 

433 pb • 

Figura 21 . Detección del gen de la toxina luk PV por PCR Carril 1: S. aureus SCCmec 
tipo " Carril 2: S. su,""s SCCmec IV luk+ ATCC CBAA-1556;CarrI13.: S. su'""s SCCmec 
IV; Carril 4. Marcador de peso molecular 100 pb (Promega); Carril 5. S. sureus SCCmec 

11; Carril 6. Control negativo (NTC). 

Se encontró que 29 (22.13'10) cepas MRSA que previamente habían sido 

tipificadas como cepas con SCCmec tipo IV Y SCCmec tipo V, presentaban el gen 

de la toxina leucocidina Panton-Valentine (PVL) , por lo que se determinó que son 

cepas CA-MRSA. Estos resultados son muy parecidos a los encontrados por 

Valsesia, G. y col. 2010, quienes identificaron tasas muy aitas de cepas positivas 

para PVL-MRSA (28%), porcentaje mayor a lo reportado por Krziwanek y 001. en el 

2007 y Wannet y col. en el 2005, en paises europeos que fue entre un 3 y 15% de 

las cepas de PVL-MRSA. 

La importancia de este estudio es que se determinó que cepas CA-MRSA se 

encuentran circulando en población mexicana sana. 

Por otro lado se observa que las cepas CA-MRSA encontradas en México se 

encuentran en diferentes grupos del Dendrograma de las cepas MRSA, por lo que 
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se encuentra una alta heterogeneidad genómica en las cepas que circulan en 

nuestro pa fs. 

También se detectó el gen de la PVL en 4 (3 .73%), cepas MRSA que fueron 

tipificadas como SCCmec tipo 11. Además, se encontró que estas cepas de S. 

aureus SCCmec tipo 11 que son LKP+, presentan un patrón de resistencia a los 

antibióticos gentamicina, clindamicina y trimetropim- sulfoametoxazol, por lo que 

debe tratarse de cepas HA-MRSA. 

Las infecciones producidas por cepas de CA-MRSA parecen ser un problema de 

infecciones emergentes en todo el mundo. El locus PVL representa un marcador 

genético estable en las cepas CA-MRSA, lo que explica la frecuencia de las 

infecciones primarias de la piel y de vez en cuando neumonfa necrotizante 

asociada a estas cepas (Vandenesch y col. 2003). A pesar de la ventaja selectiva 

conferida por la combinación de los rasgos genéticos es decir, el locus PVL y 

SSCmec IV en un fondo agr3) no está claro, la propagación de un número limitado 

de clones en cada continente sugiere que estas cepas CA-MRSA son 

especialmente adecuados para ser con éxito agentes patógenos de la comunidad. 
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CONCLUSIONES. 

60 % de la población estudiada fueron portadores sanos de Siaphylococcus aureus. 

S. aureus coloniza en mayor proporción la faringe de los portadores. 

La presencia de S. aureus en las narinas fue mayor en los hombres que en las 

mujeres. 

Las cepas de S. aureus presentaron un elevado porcentaje de resistencia a la 

penicilina (91%), seguida de eritromicina, oxacilina y tetraciclina. 

Del total de 1039 cepas de S. aureus, solamente el 12,6% fueron MRSA. 

las cepas MRSA, colonizan de manera similar la nariz y la faringe. 

De las 131 cepas de MRSA aisladas. El SCCmec tipo IV fue el casete cromosomal 

más comúnmente encontrado, seguido del SCCmec tipo 11 . 

29 cepas MRSA, que tienen el SCCmec tipo IV y SCCmec tipo V . presentaron el 

gen de la toxina leucocidina Panton-Valentine (PVL). 

Se determinó que existen cepas CA-MRSA circulando en la población mexicana 

sana. 
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO. 

1.- La población estudiada es este trabajo fue una comunidad del Distrito Federal, 
habrá que estudiar diferentes regiones geográficas de nuestro pals. 

2.- La prueba de Concentración Inhibitoria Mínima fue realizada de acuerdo a los 
lineamientos del CLSI del 2006, ahora se cuentan con nuevos lineamientos para 
realizar esta prueba y hay que adecuarse a los próximos lineamientos que publique 
el CLSI en el 2011 . 

3.- La tipificación de las cepas de MRSA por PFGE se realizó en 87 de las 131 
cepas identificadas, ya que se seleccionaron estas cepas por el morfotipo que 
presentaban. 

4.- Falta realizar una correlación entre el fenotipo de resistencia a antibióticos yel 
tipo de SCCmec de las cepas MRSA estudiadas. 

5.- En el estudio de persistencia de S. aureus, es dificil control a la población abierta, 
ya que muchas veces los voluntarios acuden a centros hospitalarios. 

PERSPECTIVAS. 

En nuestro país se requiere llevar a cabo más estudios sobre la presencia de 

Staphylococcus aureus en diferentes poblaciones sanas, de diversas regiones 

geográficas, para conocer las clonas predominantes que se encuentran ci rcu lando 

en México. 

Comparación del perfil genético de las cepas de S. aureus encontradas en la 

población estudiada con el perfil genético de las cepas pandémicas y todas las 

cepas USA (100 a la BOO), para tratar de identificar si existe una relación entre las 

cepas aisladas mexicanas y las cepas de referencia. 

Caracterización del SCCmec de las cepas de S. aureus que no se pudieron tipificar 

para tratar de determinar si pertenecen a un nuevo tipo de cassette cromosomal. 

Detección de factores de virulencia, como adhesinas, toxinas y hemolisinas en las 

cepas de Staphylococcus aureus de la población estudiada. 
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Investigación del locus agr, que presentan las cepas de S. aureus estudiadas para 

conocer el tipo de control de la expresión de los diferentes factores de vi rulencia. 

Se está terminando el manuscrito en el que se reporta los tipos de SCCmec 

encontrados, junto con la PVl y por lo tanto, asegurar la existencia de cepas de CA

MRSA, en nuestro pars. 
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Heallhy ca rriers o( Staph)"loroccus O/Ifl'ljS stnlins ha,·e an important role In the dissemina tion oC this 
baclerium. To investigale Ihe presence or S. aureus in the throat and anterior nares, samples rrom 1,243 heallhy 
volunleers In a Med can communlty ,,·ere uumlned. The percentage oC healthy curriers lI"as 59.84. Results 
sholl"ed Ihal oolonizalion or Ihe Ihroal occurred more rrequenlly Ihan Iha t or Ihe nares (46_5% versus 37.1%, 
P < 0.00(1). or the S. aUlTus cam ers, 22_2% were e"dus lve nasal carrien and 38% were elldus ive throat 
c8rriers_ A lolal or 1,039 slrnins were isolaled; 12.6% lI"ere shuwn lo be mcthicillin-n:s islanl S. aureus (MRSA). 
OC MRSA slm ins, 32.1% ,,·ere isola led rrom exdllsi\'e Ihroat carriers. Mosl or Ihe s tm ins isolaled rrom the 
anlerior nares and Ihroat oC Ihe SIlme carrien ,,·ere Ihe same or re laled; huwever, sorne were dil"erent. 
Pulsed-field gel electrophoresis (PI<'GE) pallern analysis orthe MRSA stT'dlns lsola ted Crom lhe exduslve nasal 
camers or exdusive Ihroal carriers s hOll·ed Ihal Ihey Ixlong lo dil"erent duslers_ A 6-year prospective study 
was perronoed lo investigate the persistence or S. aureus In the Ihroal. Resul ts sho,,·ed Iha l 13% or subjects ,,·ere 
persistenl carriers. Mosl or Ibem were coloni1.ed wilh Ihe same done or S. lJureus throughoul Che lime or the 
sludy, and just three had dil"erenl dones. Anlimlcrobial susceplibilily lesting showed Ihal 91.1% or Ihe slrains 
wcre penlclllin reslstant. The presence or mocA and nucA genes (in order to confino methicillin resis lance) and 
oC Ihermostable nudease or S. lJureus was examined_ l'his study showed that some strains or S. DljlTUS regu lad y 
coloni1.ed the throals or heallhy people and could penist ror years. 

Slaph)"lococcus aureus remains one of Ihe IDOSI fre(IUenlly 
occurring communily-acquired as well as hospital-acquired 
palhogens., wilh high rates of hospilal-acqui red infections (1 1). 

Recently, Ihe epidemiology of S. al/rel/S. in particular melhi
eillin-resislanl S. al/r"e1lS (MRSA), has changed with Ihe emer
gence of community-acqui red MRSA (CA-MRSA) (6, lO). 

Reporls from differenl parts of Ihe world indicale thal CA

MRSA has emerged as a new palhogen (3. 26, 32). 
S. ault'Us is a tnmsienl o r persistenl parl of Ihe residenl flora 

in ¡he anterio r nares of Ihe iX'pulalion ( 15). The anlerior nares 
are considc red lO be lhe primary colonizat ion sile, and approx
imalely 30% of heallhy pcople cany Ihis baeterium (15). 

The human throal is less well sludied Ihan Ihe nares as a 
earriage sile; neverlheless. sorne isolalions have bcen reporled 
( 19,22,25). Colonizal ion of Ihe Ihroal bul nol of Ihe na res lllay 
be more common Ihan is currenl ly acknowledged. Recenl slud
ies confirmed Ihe obsclValion Ihallhe Ihroal may be seleelivc!y 
colonized and escape currenl rouline screening programs (1, 
16, 18,27,33). Unrecognized carriers may spread MRSA and 
rcnder infection control programs fut ile ( 18, 19,27). 

Three ma in carriage patlerns have been described when 
individuals are repealedly sampled in Ihe anlerior nares for S. 
aurelts ovcr longer periods of time: the so-called noncarriers, 

• Corre:sponding author. Mailing addres.s: DeplO. Alención a la 
Salud, Universidad Autónoma Mctropolitana-Xochimilro. Calz. Del 
HUl'SO 1100, Col. Villa Quietud, CQ)'oac~ n 04960. Mexico Cil)', Mell
ioo. l'hollC: (52) 55 54837502. Fax: (52) 55 548372 18. E-maíl: jbuslos 
@correo.wc.uam.mx. 
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who were never reported 10 carry Ihe organism j Ihe persislenl 
carrien, who repeatedly cultured posit ive; and the occasional 
ur inlenniUcnt earriers, who fmm lime lo l ime yielded posilive 
cultures (31). The persistenee of single S. aureus clones in sorne 
of Ihe earrie rs con lirms prcvillu~ rCJXlrls on Ihe cxchange of S. 
aurel/s slrains over lime in naSll I earriers (5, 13, 24). It is 
undear, Iherefore, whclher ¡hrOal carriers are a subgroup of 
Ihe populalion who can ma in!ain S. UlllTllS in Ihis analomical 
sile or whether Ihe mieroorganisms a re temporary residcnts. 

The a im oC this work was lO delennine the freq lleocy and 
pcrsislence of cil rriage uf S. aUr"eus, espccially Ihe MRSA 
slrains, in Ihe throal in relal ion to anterior nares in a Mexican 
open populalion and illso 10 delennine Ihe clonal re lalionships 
of nasa l and th roat strains by pulsed-field gel eleelrophorcsis 
(PFGE) analysis as well as Ihe persistence o f carriage over Ihe 
years, whieh has nOI been documented. 

MATERlALS AND MFI110DS 

Po""lalion "udy. A prospc:ctive OOservalional .IUdy from 1998 10 2006 was 
ca rri.,d oul . Volunlecrs .. .., re sekelcd from !oca1iorlS where wc rould follow lhem 
ror a long perio<! or lime. $uch as $Chook (11" faClori~ wc e.1p1aincd llK: re""'" 
rO' lhe study, and wc askcd lhcm ro r oonsenl. VolunlceB wcre enrollcd al equat 
lime ¡nlcrvals o."'r llK: 6-y<:ar lI",iod. AH vol~nte c rs _re not recc nlJy hot<pilal
izcd anddaimcd llOI lo ha~ ch,,,,,;,; discases. AfIe. proviling inrurmcd oonsenl, 
].243 \"O!.unleeB who WCre not a....,,'c uf any ~ilmcnl al IIK: lime: uf lhe ... n'pling 
we ' e scrcen-cd fm nflSiOl and Ihroal (~rr;'ge. If isoIates or S. """14 .. ..,re fmm 
only One of t ~ two pa,uof tIK: bo<Iy, .. .., dc flll,-.. I the ca rriagc as toclos¡".., naut 
Or uc\usive lhroa t C3rr ~ ~g~. Age ""'ges wcr ~ fro ... I tO %years. ... ·ilh a mean age 
of 21 yealll. Fifiy·four peT~nl W(:K r~m ~ks, and 46% .... -cTC males. The ( ntire 
pop"blion"M divide.! ¡nlO si>: gruups: lhe firsl ~ ~"" h indudc:d a ]O-l""aT ag~ 
rango: (110 S(l l""aB lotal) "nd lhe last onc ronsÍS1ed Q( imJ¡"iduals ove . S(I)"Can 
old . Among a]1 \uluntccrs. a groop of lOS ... ..,re annually sampkd f<;>r Ihroal 
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s. r;olm lo< upw6 ~a .. (199810 2003). W~ Iictlnet.l peDisten' t'a . ~ a..caH" 
by ¡1Ie \'OIUIII«. or ¡he S. a .......... SII-¡'RS lo. :>116 yu" oflhe S¡ud)! and define.! 
¡"ICf.rulltnl eania&e as cvidena: of lile: bxltria on 11 IeU11WO occasions bull>Ol 

oonscquc:nlly lIurinllhe 6 )UD in whi<;h ~ t.:lJ"I~cd lhe vo/\lIII«'. 
So:rwlllnl fOt ....... 1 .1Id ,lorolOl carria~. Spccimens wc.c oocaincd .... ¡lb 51trilc 

0011011 s· ... abo! moislcncd wilh stc ri!e salinc; samples "'e re: tllkcn MIl"" same time 
¡mm ¡he anterior n~rc:s an..! f,om lile pt)Slcrior wal1 uf lhe p/laryI\.1- lirsl 1M 
tllmal . nd lile .. (usin, a dilrc...,m swab) !he nares. alway! in 1ha1 or<lc r. 

Sor TrypliCIo!M: br04h (8ioxon) _ iooculalcd ",ilh lile lWlIb s¡ompk¡; afte. 
~mi¡llt in!;ubat;"" al 35 10 31'C, ¡he llfOlh _ wbcull un:d 01110 5% bIood 

_pi' pUlaI aOO phcnol n:d I1W1nitol ~ I "PI (Oocoid) . nd ino:ubatcd a. 3S 10 

37"C for 24 h. Mannilol rCmlll:nl~lion ' p!UM IIobICl ,,'ele lurthet analywi 
Ilcmolylis .... ICOfW • posi~ ir. de .. _ of beta ·llemolyM; ...,.. obicnoed 

on bIood ipJ. 

1Iioc~ 1 Idtt!tilino ....... uw.g stand¡n! .. io:"rubi.lI pnlI\ICOk, fM colon ... 
fmon pu"" cuttun:s WCIC sOO;tttcd 10 Gram scainin& rnnion. aulase 1e5t, &nd rubr 
~ 1e5l. 'n.o: biochrmic:ol propenios ""'" dde. minN .&re ibc API Staph 
¡ysIcm (bioMtric:ux. fraooe).S. /l'U/nIS ATCC292Il .. 1d ~~ 
ATCC 149'Xl ....e.e usc:d &1 p<l6iI¡"~ and nq;¡tiYe COlltruls, .c5p«IMIy. 

.... ntl .. kroblal s lIsct¡llibillly lestlne. AU ~alCS "''''' e 1Cf«..ro fo •• tsi!!.la,1Ce 
10 ditrefcnt anlibiolics.: penic~ lin ( 10 U). cry¡lIromycin ( IS ,.,), ¡cmHIllicin (10 
... ,), oxpllalOlhin (JO ... ,), l.imelhoprim<$OOlf.meth.oJuoWc (25 ... ,), fosfomycin 
(SO "E). cipl'OfI,nac", (5 ... &1 tctraoC)'dinc (JO ",), dindamycin (2 .... ), o:uollin 
( 1 111), and "a~n (JO ... &) (BO BBl StIl&¡'Disc; Becton Dickimoo aoo 
C<lmpany, Sp;¡.ks, 1010). s....:"ptibilily .... <kte.n.ined by lhe disk di.usion 
mcthocl. rccooml(ndet! by tlle a..sl publicalK:.! M2-M (7), aoo fo.- o:uocillin, 
MIC1II'II dctcnnino:dacwrdinclO the a..sl publia .. ;"" M1·A1 (8); a ~made 
blOlh mic:rodillllion tray 1l1'li usc:d. and oxadIlin,.,. supplitd bySicma. S. II'IUl'>IJ 

ATCC.QJOO _ lhe po$n¡"c 00",001, and S. 1I',It'tV1 ATCC 29213 ... -as lite 

O>CpliYe wnuol. 
PJt:t: IJI"" " Methicillirt-scmili"., S. """,,, (MSSA) and MRS.A isoI.ICS WCfe 

I)'paJ by PFOE. I'TCll"ratiQo, or ONA ano! fC:Il'JIution or the Sm;oI-digc5led fra,. 
rrocnlS """ni perfotnled as dcscrihcd by Muh"", el 111. (21). Samplei """.e ron (In 

• O Il:.F-DR 11 systcm (BilrRad). Gel$ """re phOIographed and digil i7.<:d usin, 
"BiQ.1bd Ge l [)Qo;.lbc PFGE pal1e .... ""'ni com par~ d following lhe crile." or 
TCllO'l'Cr et al. (28) rOl bacterial 5lrain typin&-

o.tl . ".1,.5; •• PfGE p:oUems _ re anliyud ,,'i!h Gene Too! IIOfl""". e .00 
<Xne l)ifC(lory soflWll"" (Synr;cne, Unitc<l Kin,oom). ' llIe ""fc""lltt standard S. 
.. _ NCrC 8325 ..-as indudcd in cach r;cl for band normalization. Pt:rccnl 
simüritics __ 'e obIaincd froo> lile U~icblcd p;o.ir JVOUp ... -ÍlII m~thtmalio;:al 

ave •• (UP MG¡\) bascd (In Dice codicicntt.. Band ¡I(lIir ion loIo:rancc..-as sel 
II 1 .2:5~. A similariry f;OCfio;:icnl of 8O'JI, w • .,lcd(d to dc6ne the pulsaJ-ficld 
'YP" dll$lc" (17~ 

UdKdOll oI~ a,..¡ ..... Cfnft by PCR ... pliftat llon. Gc:nomic DNA from 
Slaphylococgl culturn .... (lIlfllCled ";th lhe WlUfd ccnomic DNA puriliclllion 
kit (I'romcp, Madisoo. WI), foIlowi"ll tlte lupplicr'1 ill5lJUCtÍOnl. PCR assays 
WCre performcd for mteA andmocA gt'JIQ"';nc"I'CR kit (~n); prime" and 
cooditiom for ....-cA """re"" rcponed by OliYei .. and de 1"c_I"" (23). ano! 
those: for " ........ """re lOS rCl)Ol'\cd by IIr3uuwl et :11. (2). Using :t T l 'erson~l 

·1'hco.mot')'Ckr ( lIiom<Ira), I'CR pW<lucts """re Mnalyt(d min, a 1% elhidiunl 
bromidc-slai~d .P'OS/: V I. 

SUot.bdcalanalysis. Rcsults...-c"" analyzcd usin, $I.1i5fical lOf ...... "" JMI' ""'. 
oion 7 (SAS I""itute Ir,,;.), ....m, lhe c h~~.., indcpendcnt tc:s!. likclillood 
ralio, foIr P < 0.05. 

Rt::SULTS 

S, aurftLf carriers.. o r the 1,243 voluntcers analy.I:t':d, the 
pcrcenlagc or heahhy S. aw'ell.f earricrs considcring Ihe narcs. 
Ihe tl1roat, and both siles was 59.8% (743 volunleers). S. Qlmms 

was found mainly colon izing thc Ihrmtl (46.5%), whilc Ihc 
anle rio r nares colonizalion was 37.1% (/' < O.(JOl). Of Ihe 743 
S. al/rf'US earricrs, 296 (39.8% ) were nasal and Ihroal carriers, 
165 (22.2%) were exclusive nasal earriers. and 282 (38% ) were 
exclusive Ihroal carriers (Table 1), ll.e presenee of S. UII""S in 
Ihe nares was grcalcr in mOlle carricrs (40.9%) than in rcmalc 
carriers (33.9%; P - 0.01 J), and il was grealer in Ihe agc group 
110 IOyears (45.9%) Ihan in Ihc olher age gTOUps (31 lO 37%; 
P - 0.0077). TIte samc analysis was made for Ihe Ihroat car
riers, and pcrecnlages o r 50.82% for agcs I lO 10 ycars and 

J. OJN. MICR06KlL 

TABLE 1. Prrcentagcs or Swphyloc:o«us aumu c-.trriers 

RaIC (* ) o( 

No. o f .-oIunlCcr. poUtMty amon¡: 
'l')-pc uf carri." (n " 12 43) '1'",.1 

>'OI ~ nt«J1 
Carr;"rI 

S/apJrylococcrlJ Qureus 743 59.8 100 
Nasal 461 31,] 62 
TIlroot '" .., na 
N¡¡s;¡1 Hnd thro¡¡I 296 23.8 39.8 
Exclusive nasal 165 13J 21.2 
ExclusM: throal 282 22.7 38 
MRSA 107 .. 14.4 

50.39% for ,Iges 1I lo 20 ycars wcre oblained. The othcr age 
groups had pcreenlages belween 33 and 43% (/' = OJX)77) . 

Individu,lls wilh nasal earriage are mo re likely lO have Iltroal 
earriagc also (odds ralio (OR} ;;; 3.09, '~ < O.CXXJ I), This asso
ciation iocre 'Iscs when individuals a re under 19 ycars old 
(OR - 1.3. P :c 0.029). 

Anllmicrobi.ll.l s usct'plibility_ S. IlIIrellS isolaled slrains 
were penicillin (91.1 %), erythromycin (23.1%), IClracyclinc 
(15.5%), eephalOlhin (7.1% ), and clindamycin (6.2%) resis
tanl. Wilh o lhe r anlimicrobial agenlS lesled (ciprofloxacin, 
fosfomycin, Irimelhoprim-sulfamelhoxazole, and gentamicin), 
resiSlance was :52%. No vancomycin resislaoce was round. 

MRSA carriers. Of743 S. UurtllS earriers, 107 (14.4%) were 
M RSA earrlers. Pe reenl carriage of M RSA slrains was similar 
bclwcen mates ami remates, 52.3% und 47.7%, respeclivety. 
When analyzcd by age group, 33.6% was found in Ihe 1- lO 
lO-ycar-old group, followcd by Ihe 11- lo 20-year-old group 
(25.2%), and ror Ihe olher groups, Ihe pcreenlage decreascd as 
Ihe age it'ICreascd. 

A 10lal of 1,039 S. a/lrellS slrains were isolaled from lhe 
sludied popula lion; 908 (~.4 % ) wcre MSSA, aOO 131 (12.6%) 
were MRSA. AH MRSA isolmes were posit.ive for mecA aOO 
nI/cA gellCs as lesled by PCR. Of Ihe MRSA isolales 31.3% 
were isolaled from exclusive nasal earriers, 32.1% were i~ 
I:tled fmm exclusive Ihroal carriers, and 36.6% ","ere isolaled 
fro m Ihe nares and Ihe throal oC Ihe same carrier. 

PI<'GE analysis. Using PFGE paUeTII analysis. results 
showed thal when 16 pairs o f MSSA stra ins isolaled frorn Ihe 
na res :lIId Ihe Ihroat of Ihe same carriers were compared, 13 
(81%) were lhe same slrain o r clonally re laled aOO only Ihrec 
pairs wcre differenl or not relalcd (19%). Thcse resu1ts show 
Ihal ma;I of lhe slrains isolaled from lhe nares are Ihe same 
earricd in lhe throal or clona lly re lated; howcver, sorne carriers 
have dilferenl slrnins colonizing Ihe thmal and Ihc nares al lhe 
samc lime. 

A dcndrograrn of PFGE paUcrns (Fig. 1) showcd 14 MRSA 
pairs of slrains isolaled b om bolh na res and thr0.11 of Ihe same 
ca rric r, ,md it was found Iha l 9 pa irs wcrc Ihe samc Slrain or 
re1aled and only 5 pairs showed dilfcrenl band paltems and 
wcre not related_ showing Ihal MRSA slmins could be dill'er
ent when lhey are iso1alcd from differenl niches of the samc 
earric r (volunleel1i 470, 612, 642. 687, and 691). 

When 54 MRSA slrains isolaled from 28 excluSÍ\'e Ihroal 
catrien or 26 exclusr.'e nares carrien were analyzed, resul ts 
from lhe I'FGE dendrogram showed thn:e regions (Fig. 2): 
one in which mOSl of Ihe Slrains we re isolalcd from Ihe nares, 

o 
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FIG. l . Smal-I'FGE ucndrogramcompMing pain ol MRSA strains 
i§Olated from Ihe nafC"ll IlI\U the Ihroal. Rlu r1eell camen ..... ere 11.11 11.

I ~ed fOl" S. au"us strains in Ihc nares (N) and Ihe throal (F). Mosl N 
und F pairs are e:m ying lhe 5lI n1C or related S. au'l'U$ strains. 

a sccond in which most of the strains werc from the Ihro.1t, and 
:1 smatlcr, third one ..... here na res strains prcdominated. Thcsc 
resul ts may indicatc tha t some spccial fentures make thcsc 
M RSA strains prder to colonize either the na res or Ihe throa!. 

Perslslence or s. (lJU?US In Ihe Ihroal_ To delennine the 
pcrsislencc of Ihroat carriage, a 81O\lp of 108 volun1eers were 
screencd fo r 6 years ( 1998 lo 20(3); 14 ( 13%) never carricd S. 
al/reus, 80 (74% ) wcre inle rmiuent carric rs, and 14 ( 13%) wcre 
persistent carric rs. 

When S. allfell,. slrains isolaled from 12 persistenl Ihro:t l 
c.1 rrie rs wcrc analY-lcd using I'FGE, nine ctlrriers showed Ihc 
same or clonally re laled pers islenl slmins during Ihe period of 
Ihe sludy. When Ihe dendrogmm obIa incd was analy.a:d, rc
sul ts sho\Ored Ihal sorne carriers hckl the same stra ins for long 
pc riods of lime, while Olhe rs were colonized wilh dilfe rent 
clones (data nOI shown). 

U1SCUSSION 

The emergence of MRSA in Ihe community has increased 
Ihe importance of screening for Ihis patnogen among Ihe 
heallhy populalion. Screcning lo search for such st mins has 

bcc n Iradiliona lly reSlriclcd to Ihe nares (9, 15,24, 34); how
cvc r, recenl sludies have dcmonslrated Ihe imporl,lIIcc o f the 
throal as a vcry comlllo n sitc of colonizal ion (19, 22, 25). 

PreviO\ls invesligalions had found a variable frequem.)' of S. 
UII1"CIU Ihroal ca rriage ranging from 4% up 10 64% (34). Sev
e ra l sludies had shown Ih:l! individua ls may have colonizaüon 
exelusivcly in the Ihroal thal would be missed on screening 
limited 10 Ihe anle rio r nares ( 18, 20, 27, 33). 

As in a prcvious study by Nilsson and Ripa (22), our results 
a lso suggest thallhe prescncc of S. al/rellS is more frequenl in 
Ihe Ihroal Ihan in the nares. Percenlagcs rcported by them 
(40% for Ihe Ihr0.11 and 31% fo r the nares) were similar 10 
Ihose found in Ihis sludy (rabie 1). This is importanl because 
social aoo economic circumstances a re d ifferenl for Swcden 
and Mexico. 

Ir only the na res werc tcslcd, 38% (282) of Ihe total of S .. 

(¡¡¡relU carricrs would be missed, :md a lso Ihe 32.1% of Ihe 
MR$A slrains isolaled from Ihe exclusive th roal carricrs, sug
gest ing that a 81ea l pcrccnlage of them a re excludcd from the 
screenings. and as Mertz el al. ( 19) rcported, we also think Ihal 
an additional lhroat scrccning is important during Ihe ¡nvesti
gal ion of carrie rs wilhin a communily. 

An interesling resull was Ihal the prcsence of S. allreus was 
grellle r in Ihe na res of men Ihan in Ihe na res of sludied women 
(1' .. O.O Il ), whieh suggcsls Iha t gender is rek.'vanl as a (;010-
nizalion fealure, as has becn rcpor1ed previously ( 14). How
cver, when thnxll colonizalion was compared bctween mcn 
¡¡nd wnmcn, nu slalislical significancc ..... as obsc ,",,'Cd . 

GOrwit"Zcl al. ( 14) reportcd Ihat carricrs less Ihan 20 years of 
age a re more frequenlly colonizcd Ihan Ihe o lder ones; our 
resulls showcd Ihe same frequency, wilh 63.3% (471) of cam 
c rs bcing 20 years o r younge r. Results showed thal coloniza
t ion wilh S. a l/rel l S dcneases as people grow older, as Men z et 
a l. ( 19) also found. 

As expeeled, most of Ihe S. U"'t'US slr:lins (91.1 %) were 
penicillin resistanl due 10 Ihe extcnded use o r Ihis ant ibio lic 
worldwidc in lhe pas l. 

PFGE of masl of lhe MSSA slrains isoluted from Ihe na res 
and Ihe Ihro;ll of Ihe same carrie r showed idenliea l o r rclalcd 
profiles; howevcr, a few were ditrc rcnl. O ur dilla ronfi rm Ihe 
exiSlence of d ilfercn! clones of S. a l/relU carried in Ihe nares 
lInd the Ihroa l, a fin ding which supporls the idea of Uemura el 
al. (29) Ihal slaphylococcal nora in Ihe nose and Ihe Ihroat 
were independenlly fonncd and Ihal a ltent ion should also be 
di rected 10 the carr ien of S. UII1"CI /S in Ihe Ihroat fo r the control 
o f nosocomia l in rect ion. 

Like Ihe MSSA strains, the MRSA slrains isolated in this 
study from Ihe nares and Ihe Ihroal of Ihe same carrier have 
the sa me PFGE prolilc or a relaled one, a find ing which is in 
agreement wilh the resul ts repor1ed by $matl el al. (27); how
ever, we a1so fo und diffe rcn t MRSA slntins in Ihe throal and 
Ihe nares. and Ihese dala supportlhe ract that S. QurtlU has 10 
be screened in both the nares and the Ih roal. 

\Vhen PFGE pmfilcs for exclusive nasoll carriers o r exclusive 
Ihro;ll carrien were ana l)'"led, wc de lennined Ihal exclusive 
nasoll Iypcs wcre groupcd maslly in IWO diffe renl rcgions and 
exclusive Ihro:lI isolales were grouped moslly in one region 
(Fig .. 2). Here we a re comparing ~ 'O diffc rcnl environments 
wilh d ilfe rent fealUres Ihat could determine lhe prefe rence ror 
colon izalion of each p.1 rt icular Slrain. 
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lsolation of MRSA sImios from hospitals in Mcxico has 
beco reported (4, 12). The percentage of MRSA slmins re
ported by Caldcrón-Jaimcs el a l. (4) isolatcd from hospitals in 
Mcxico City was 14.2% bctwccn 1998 and 2000. Our results 
showcd a smallcr value, bU I MRSA strains are prcfcrcnti:llly 
isolatcd from hospital cnvironmcnls. This Is ¡he firsl work tha! 
sludics ¡he prcscnce of S. allreus in Ihe nares and Ihnmt within 
a hcalthy Mcxican cornmunity, and so il may be diffc rcnt from 
¡hose reported fo r hospital environmenls. 

Pcrsistencc o f S. 1l/lfeUS in thc anterior nares has bcen el
tcnsivcly studied (9, 15,24, JO, 3 1); howcver, few works had 
studied pcrsistence in the thrmll. VandcnBcrgh et al. (31) 
rcp<m ed persistent and intcrmillcnt carriage and noncarriage 
ror nasal samplcs. 11Ic same paUern was foun d in our rcsul ts 
when throat carric rs wcre studied. R c.~ ult ss howcd that 13% of 
the studied populat iofl f1cvt:r carried S. mm:us, 74% were in
tcrmiUcnt cl1rricrs, and 13% wcrc persistent carriers. Nilsson 
and Ripa (22) reponed 31 % persistent c..1Triers in thdr study in 
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a 2-year period; wc continucd sampling sorne c:miers for a 
longer period of time, and wc beiieve that this was the reason 
for a lower value. 

Persistence of S. Ul4re,u in the throal in some cases for up to 
6 years was fou nd; few persistenl carricrs were colonacd with 
differcnt clone.<¡ of S. UlUl'4U ovef time. However, Ihe presenl 
dala showed thal most S. allrells persislenl strains produce 
PFGE pattems Ihal are relalively stablc over Ihe years, sug
gesling thal these strdins remain genctically ulIchangcd during 
the lime of colollization. 

Thc prcscnl sludy invesliga ted lhe cJonaJily of S. Qureus 

nasal and thro.11 carriage; resulls dcmonstrated slrain diversily 
among carricrs colonizcd wilh S. aun'lU. 

Much work has becn done 10 idcntify nasal MRSA carries; 
how .... vcr, throal carriers may conlribllte 10 spread MRSA in· 
fccllons and Ihe decolonizalion schemes could fa il ( 18). OUT 
rcsults support what was previously reporled (18, 27, 33): cul
luring Ihe! anlerior nares ¡¡Ione is insu fficienl for elJicienl dc
tection of MRSA carriel1l. 

This study showcd tha! Ihe throat is an importanl h.1bital of S. 

,mmu, including MRSA, and lhe bacteria could pcrsist as colo
nizers for many years. In oondusion, any sacening for S. UlUCUS, 

in panicular screening fOl M RSA within a oornmuníty, should 
includc cultures from both lhe anlerior nares and lhe throa\. 
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