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Introduccion

La piel estda sometida permanentemente a la interaccion con todo tipo de
componentes ambientales y por ende actua como la primera barrera defensiva del
cuerpo humano: desde su compacta y hermética estructura hasta su capacidad de
secretar péptidos antimicrobianos. Entre toda su complejidad también se incluye la
presencia de una vasta microbiota que dificulta la colonizacién de microorganismos
patdogenos, sea de manera directa, por la secrecién de moléculas antimicrobianas; o
de forma indirecta por la reduccion en la disponibilidad de espacio y nutrientes.

La microbiota de la piel esta compuesta por una gran cantidad de géneros
bacterianos, principalmente, Corynebacterium, Cutibacterium, Micrococcus,
Staphylococcus y Streptococcus. De entre ellos, los miembros del género
Staphylococcus tienen una especial relevancia por su papel en la infeccién de
heridas, la contaminacion de catéteres e incluso la exacerbacién de ciertas
condiciones autoinmunes, como la dermatitis atépica y la psoriasis. Staphylococcus
aureus es el estafilococo de mayor importancia clinica, no sélo por su elevada
resistencia a una vasta cantidad de moléculas antimicrobianas, sino también por su
capacidad de producir una alta variedad de factores de virulencia que le dotan de
una capacidad unica para resistir y evadir la respuesta inmunitaria mientras
perpetua los ciclos de inflamacion.

La finalidad de este proyecto fue identificar y caracterizar presuntos Staphylococcus
aureus aislados con anterioridad de la piel de voluntarios sanos, con el objetivo de
armar un banco de cepas que funcionaran como controles comparativos respectos a
otros estafilococos dorados encontrados en sujetos que padezcan alguna afeccion
meédica, como dermatitis atopica. Para lo anterior, se reactivaron 8 cepas,
almacenadas anteriormente a -70°C, realizando estrias para aislamiento en agar
soya-tripticaseina; posteriormente, se les aplico la prueba de la coagulasa utilizando
plasma fresco de conejo con EDTA, las cepas positivas se seleccionaron y se
sembraron en caldo soya-tripticaseina para su caracterizacién bioquimica por medio
de las pruebas de catalasa, DNAsa termoestable, reduccion de nitratos, urea,
fermentacién de manitol, hemdlisis y resistencia a antimicrobianos; al mismo tiempo,
se realiz6 la extraccion de su DNA por columna de silice; finalmente, se realizé una
PCR para la amplificacion del gen 16s y nucA, para la identificacion molecular. Los
resultados obtenidos se plasmaron en una serie de tablas comparativas donde se
incluyo a cada una de las bacterias analizadas.

Planteamiento del problema y justificacion
Las bacterias del género Staphylococcus son comensales comunes de la piel

humana, pero algunas cepas, especialmente Staphylococcus aureus, pueden
volverse patdgenas y causar infecciones graves. La identificacion de factores de



virulencia, resistencia a antibidticos y capacidad para producir enzimas clave en
estas cepas puede proporcionar informacion crucial para entender su potencial
patogénico y las condiciones que podrian convertirlas en agentes infecciosos.

Objetivo General

Identificar y caracterizar cepas de Staphylococcus aureus aisladas de la piel de
voluntarios sanos, estableciendo un banco control para futuras comparaciones con
cepas de pacientes con enfermedades autoinmunes.

Objetivos especificos

1. Verificar la pureza de las cepas previamente almacenadas a -70°C mediante
la evaluacién de la morfologia colonial, en agar soya-tripticaseina.

2. Aplicar la prueba de la coagulasa a cada cepa reactivada para sustentar
como un posible miembro de la especie aureus.

3. Realizar la caracterizacion bioquimica de las cepas, por medio de las pruebas
de catalasa, DNAsa termoestable, nitratos, urea, fermentacion de manitol y
hemodlisis.

4. Evaluar la resistencia de las cepas a antimicrobianos, utilizando la técnica de
Kirby-Bauer.

5. Extraer y verificar la pureza del ADN gendémico de cada cepa coagulasa
positiva.

6. Realizar la identificacion molecular de la bacteria aplicando una PCR de
punto final para amplificar el gen 16 s y el gen nucA.

7. Comprobar la presencia de amplicones con una electroforesis en gel de
agarosa.

Antecedentes

La funcién principal de la piel es actuar como barrera fisica, quimica e inmunolégica
entre el cuerpo y su entorno, por esta razon la piel esta asociada a una comunidad
diversa de microbios, como bacterias, hongos y virus que viven en su superficie.
Esta comunidad microbiana y su entorno se denomina microbioma. El microbioma
comensal es clave para mantener la funcién de barrera de la piel, ya que participa
en procesos fisiolégicos esenciales de ésta (Lee & Kim, 2022). A partir de ensayos
en cultivos se pueden identificar a los microorganismos de la piel y examinarlos
mediante secuenciacién de ADN (Edslev et al., 2020). La estrategia mas comun
para analizar y describir las diferentes especies de microorganismos que componen
la microbiota de la piel es la secuenciacion basada en amplicones, este método se
ha empleado extensamente para estudiar las comunidades bacterianas,
enfocandose en el gen del ARN ribosémico 16s, que es altamente conservado; es
importante considerar que se pueden obtener resultados poco coherentes debido a



contaminacién ambiental o por reactivos en este tipo de métodos independientes de
cultivo (Grogan et al., 2019).

Samaras y Hoptroff (2020) mencionan que en el microbioma de la piel pueden
encontrarse miembros de los géneros Cutibacterium, Staphylococcus 'y
Corynebacterium. En conjunto, estas bacterias suelen constituir entre el 45% vy el
80% del microbioma cutaneo total cuando se consideran sus abundancias relativas
promedio.

El género Staphylococcus se compone de bacterias Gram-positivas y anaerobias
facultativas, que se agrupan regularmente segun la producciéon de coagulasa,
enzima que cuenta con la capacidad de transformar el fibrinégeno en fibrina. Los
estafilococos coagulasa positiva son en general patdbgenos, como S. aureus, que es
el de mayor importancia del género (Thomson et al., 2022).

Staphylococcus aureus tiene la caracteristica de ser B hemolitico, catalasa y
coagulasa positivo, es una bacteria con clasificacion coco Gram positivo que se
agrupa en racimos (Pasachova Garzén et al.,, 2019), ademas, es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, ya que este
patdogeno puede provocar una gran variedad de enfermedades, que van desde
infecciones cutdaneas moderadas hasta casos graves como neumonia y sepsis
mortal (Cheung et al., 2021). El tratamiento de las infecciones causadas por S.
aureus se ve complicado debido a su creciente resistencia a los antibidticos, a
diversos factores de patogenicidad y virulencia, y a la expresién de una amplia
gama de proteinas presentes en la superficie de la bacteria. Estas proteinas juegan
un papel crucial en la colonizacion e invasion celular en el huésped, asi como en la
formacion de biopeliculas. La combinacion de estos mecanismos de patogenicidad y
virulencia permite que la bacteria persista tanto en el huésped como en el entorno,
sobreviviendo a condiciones adversas, al sistema inmunolégico y a los
antimicrobianos (Caldas & Macas, 2023).

La enzima coagulasa es una prueba para la confirmacién de la especie aureus, al
ser coagulasa positiva, también se puede hacer prueba de catalasa, ya que S.
aureus produce oxigeno, al interactuar con el perdxido de hidrogeno. Los medios de
cultivo también facilitan la identificacion de la especie, en el agar manitol salado, que
contiene agentes inhibidores para restringir el crecimiento a solo especies de
Staphylococcus, las colonias tipicas de S. aureus adquieren un color amarillo como
resultado de la fermentacién del manitol. El agar DNAsa se emplea para identificar
cepas patodgenas, dado que la actividad desoxirribonucleasa es un indicador de
patogenicidad, en este medio se evalua la capacidad del patégeno para hidrolizar el
ADN, lo que se evidencia por la aparicion de halos transparentes en el agar. En
medios como el agar Baird Parker, las colonias de S. aureus se ven de color negro
debido a la reduccion del telurito (Pasachova Garzon et al., 2019).



En un estudio en 2019 Hernandez Aguilera y colaboradores realizaron pruebas para
la identificacion de S. aureus realizaron pruebas bioquimicas de catalasa,
coagulasa, oxidasa, DNasa, Voges-Proskauer y ureasa, ademas del método
cualitativo de difusion en disco de Kirby-Bauer como prueba de susceptibilidad a
antimicrobianos. En la identificacion de Sthapylococcus Thomson et al. (2022)
incubaron a 37°C por 24 horas en agar salado manitol sus muestras y aquellos que
resultaron ser coagulasa positivo los aislaron en agar sangre.

Zhou et al. (2022) mencionan que los métodos de PCR se han establecido
progresivamente como una de las técnicas mas eficientes para la deteccion de
Staphylococcus spp., destacando por ser rapidos, precisos y sencillos y que en la
actualidad se han identificado dianas moleculares especificas para detectar
especies patégenas comunes de Staphylococcus spp. mediante ensayos de PCR.
Entre las dianas especificas habituales para S. aureus se encuentran nuc, entB,
mecA, femA, femB, kan, sa422 vy tuf.

Wood et al. en 2021, obtuvieron nueve muestras negativas en el cultivo de S.
aureus confirmandolo mediante la secuenciacion del ARNr 16s que contenia ADN
bacteriano y utilizaron un fluorémetro Invitrogen Qubit 4 para cuantificar la carga de
ADN de cada una de las muestras.

Materiales y Métodos

El proyecto se llevé a cabo en el laboratorio de inmunobiologia de la Facultad de
Quimica en la Universidad Nacional Autbnoma de México, fue una investigacion
microbioldgica descriptiva muestral en donde se utilizaron 8 cepas de posibles
Staphylococcus aureus aislados de la piel de voluntarios sanos, aplicando técnicas
clasicas de microbiologia y biologia molecular.

A. Reactivacién de cepas

1. Tomar con un asa bacteriolégica un poco de la cepa a aislar y sembrar en
caja petri con medio agar soya-tripticaseina mediante estrias.
2. Incubar la caja petri con la bacteria.

B. Pruebas bioquimicas

Realizar prueba de coagulasa utilizando plasma fresco de conejo con EDTA.
Realizar prueba de catalasa utilizando peréxido de hidrogeno.

Realizar prueba de DNAsa termoestable utilizando agar DNAsa.

Realizar prueba de reduccidn de nitratos y de fermentacién de manitol
utilizando caldo nitrato para la reduccion de nitratos y agar manitol salado
para la fermentacion de manitol.

5. Realizar prueba de urea utilizando medio de urea.

6. Realizar prueba de hemdlisis utilizando agar sangre.

A\



C. Resistencia a antimicrobianos

1.

Realizar prueba de resistencia a antimicrobianos utilizando la técnica de
Kirby-Bauer.

D. Extraccion de ADN

1.
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9.

Colocar en medio liquido soya-tripticaseina una colonia aislada de la cepa e
incubar en agitacion.

Tomar 1.8 mL del medio con la cepa incubada, llevar a centrifugar y retirar el
sobrenadante.

Lavar la biomasa con PBS estéril y centrifugar.

Agregar buffer de lisis y hacer choque térmico.

Anadir solucion de lisozima.

Incubar en bafio seco.

Anadir binding buffer y proteinasa K.

Incubar en bafio seco.

Agregar isopropanol y homogenizar.

10. Verter en un sistema de columna y centrifugar.

11. Anadir buffer inhibidor a la columna con los acidos nucleicos y centrifugar.
12.Lavar 3 veces y secar la columna.

13. Anadir buffer de elucion y centrifugar.

14.Medir la concentracién obtenida en nanodrop.

E. Identificacién molecular con PCR punto final

ok wbd -~

Preparar master mix con primers especificos para el gen.

Preparar muestra de ADN con master mix en tubo para PCR.

Llevar muestra al termociclador y comenzar los ciclos.

Retirar la muestra del termociclador luego de 35 ciclos.

Preparar gel de agarosa 1% con TBE 1X e indicador y dejar solidificar.
Colocar el gel en camara de electroforesis horizontal y cubrir con solucion
TBE 1X.

Colocar en cada pozo del gel la muestra, el control negativo y el control
positivo respectivamente.

Encender la camara a 100 mV por 15 minutos.

Comprobar la presencia del amplicén con un transiluminador.



Resultados

Al hacer una revision en resultados anteriores, se descartd a una cepa como posible
aureus, por lo que todas las pruebas se realizaron Unicamente a las 7 cepas

restantes.

A. Reactivacion de cepas

Las cepas se lograron reactivar obteniendo colonias aisladas, la cepa H35b fue la
unica que presentd contaminacion al observar dos colonias con morfologia
diferente, por lo que se sembrdé cada colonia nuevamente, a continuacion se
presentan los resultados en formato de tabla para su mejor visualizacion.

Tabla 1. Resultados de cultivos en caja petri

Cepa

Foto del cultivo

Foto de las colonias aisladas

H19a

H19b

H19c




H19d

H35b

C74a

C70d-1




B. Pruebas bioquimicas

- Prueba de coagulasa
Se obtuvo un resultado positivo para todas las cepas, en el caso de la cepa H35b,
una de las colonias resultdé coagulasa negativa, por lo que se consideré como
contaminante, permitiéndonos purificar la cepa dejando sélo a la colonia coagulasa
positiva.

Tabla 2. Resultados de prueba de coagulasa

Cepa Positivo o negativo Evidencia fotografica

P

H19a Positivo

H19b Positivo
H19c Positivo
H19d Positivo
H35b Positivo
C74a Positivo

C70d-1 Positivo




muestran las imagenes de los resultados.

- Prueba de catalasa
Todas las cepas dieron positivas a la prueba de catalasa, a continuacién se

Tabla 3. Resultados de prueba de catalasa

Cepa

H19a

H19b

H19c

H19d

H35b

C74a

C70d-1

Imagen

r—

- Prueba de DNAsa termoestable
Por motivos presupuestarios no se logro realizar esta prueba.

- Prueba de reduccion de nitratos
Todas las cepas dieron resultado negativo para esta prueba.

- Prueba de fermentacion de manitol
Todas las cepas presentaron fermentacion de manitol.

Tabla 4. Resultados de prueba de fermentacion de manitol

Cepa

H19a

H19b

H19c

H19d

H35b

C74a

Imagen

Las cepas dieron un resultado negativo para ureasa.

- Prueba de ureasa

Tabla 5. Resultados de prueba de ureasa

Cepa

H19a

H19b

H19c

H19d

H35b

C74a

C70d-1

Imagen




- Prueba de hemalisis

Todas las cepas mostraron hemdlisis en el agar sangre.

Tabla 6. Resultados de prueba de hemdlisis

Cepas Imagen Descripcidn
H19ay H19b En ambas cepas se
presenta un cambio de
coloracion en medio
H19c y H19d La cepa H19c (izquierda)
no muestra una hemdlisis

tan intensa como la cepa
H19d, en donde podemos
ver un cambio de color.

C74ay C70d-1

Para ambas cepas se
presenta hemolisis
alrededor del cultivo.

H35b y ATCC 6538

La hemolisis en H35b se
logra apreciar con el
cambio de color del
medio, sin embargo
ninguna de las cepas

presenta una hemolisis
tan fuerte alrededor del
cultivo como el ATCC
utilizado




Para finalizar este apartado se muestra una tabla comparativa de las pruebas
bioquimicas (tabla 7).

Tabla 7. Tabla comparativa de resultados en pruebas bioquimicas. Positivo (+) y negativo (-)

H19a | H19b H19c H19d H35b C74a | C70d-1
Coagulasa + + + + + + +
Catalasa + + + + + + +
Nitratos - - - - - - -
Manitol + + + + + + +
Ureasa - - - - - - -
Hemoalisis + + + + + + +

C. Resistencia a antimicrobianos
En la tabla 8 se muestra el diametro de los halos presentes en los cultivos en
centimetros para cada antibidtico y su resultado, apareciendo una R en caso de
presentar resistencia o S en caso de ser sensible al antibiético correspondiente.

Tabla 8. Resultados de la prueba para antimicrobianos (Halos de inhibicion en cm)

H19a | H19b | H19¢ | H19d H35b C74a | C70d-1

Penicilina 24 25 2.3 2.1 2.2 3.4 3.5
Interpretacion R R R R R S S

Cefoxitina 2.5 2.1 25 24 25 25 24
Interpretacion S R S S S S S
Ciprofloxacina 2.8 2.9 2.6 2.4 2.7 24 2.1
Interpretacion S S S S S S S

Gentamicina 2.7 3.0 2.7 2.7 2.7 25 2.6
Interpretacion S S S S S S S

Clindamicina 2.9 25 2.6 2.5 - 3.0 27
Interpretacion S S S S - S S

Eritromicina 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 25 23
Interpretacion R R R R R S S




D. Extraccion de ADN

Se presentan en formato de tabla las concentraciones obtenidas y la pureza del
ADN extraido.

Tabla 9. Resultados de extracciones de ADN

CEPA ng/uL A260/280 A260/230
H19a 6.7 2.1 2.66
H19b 5.1 2.16 0.27
H19c 3.9 1.79 0.48
H19d 54 1.92 0.46
H35b 7.9 1.94 0.52
C74a 30.8 1.34 0.48

C70d-1 9.0 2.02 0.4

E. Identificacidn molecular con PCR punto final

Resultados de PCR punto final para gen 16s

La ubicacion en los pozos fue la siguiente:

1. ATCC 6538 (Control positivo)
E. faecalis (Control negativo)
ATCC 6538 (Control positivo)
Control de Mezcla sin ADN (Control negativo)
Control ATCC sin primers (Control negativo)
H19a
H19b
H19c
9. H19d
10.H35b
11.C74a byl AEERI R
12.Vacio . LR
13.C70d-1 :
14.Vacio

© N OA WD

Figura 1. Resultados de PCR para gen 16s



Resultados de PCR punto final para gen nuc

La ubicacion en los pozos fue la siguiente:

1. ATCC 6538 (Control positivo)

2. E. faecalis (Control negativo)

3. Vacio

4. Control de Mezcla sin ADN (Control negativo) | ! i :

5. Control ATCC sin primers (Control negativo) e i el
6. ATCC 6538 (Control positivo) Gl |
7. H19a _

8. H19b 6789101121314

9. H19c :
10.H19d S T o
11. H35b *

12.C74a

13.C70d-1

14.E. faecalis (Control negativo)

Figura 2. Resultados de PCR para gen nuc

Se presentaron problemas con las muestras de los pozos 9 y 10, asi que se repitio
la técnica para la cepa H19c y H19d al no tener bandas claras, en la figura 3

tenemos:
1. ATCC 6538 (Control positivo)
2. E. faecalis (Control negativo)
3. Control de Mezcla sin ADN (Control negativo)
4. Control ATCC sin primers (Control negativo)
5. H19c
6. H19d

Figura 3. Resultados de PCR
para gen nuc en dos cepas



Conclusion

La reactivacion de las bacterias permiti6 comprobar la pureza de las cepas
almacenadas y asegurar un banco de muestras confiable. La mayoria de las cepas
fueron compatibles con el perfil bioquimico de S. aureus, aunque algunas
diferencias fenotipicas resaltaron la importancia de la biologia molecular para su
confirmacion. Ademas, el perfil de susceptibilidad antimicrobiana mostroé resistencia
a penicilina y eritromicina, alineandose con reportes de otros autores, lo que destaca
la necesidad de monitorear la resistencia antimicrobiana para un adecuado manejo
terapéutico. La pureza del ADN permiti6 confirmar la identidad de las cepas
mediante PCR, detectando el gen 716s en todas y el nuc en cinco. Con estos
resultados, se logré establecer un banco de S. aureus de voluntarios sanos para
futuras comparaciones con cepas de pacientes con enfermedades autoinmunes.
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