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RESUMEN

En México hay un numero muy limitado de estudios epidemioldgicos de las cepas
de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) por lo que el problema de
resistencia esta muy subestimado en el pais; el uso indiscriminado de los antibiéticos y la
presion selectiva ambiental realizada por antisépticos y desinfectantes ha generado una
gran resistencia a los antibidticos disponibles ocasionando que cada vez sean mas
limitadas las opciones de tratamiento. Las cepas MRSA son muy persistentes y capaces
de diseminarse por todo el mundo; existen distintas clonas de estas cepas MRSA
conocidas como pandémicas: clona Ibérica, clona brasilefia, clona hungara, clona Nueva
York/Japoén y clona Pediatrica, las cuales son multiresistentes y muy persistentes,
encontrandose distribuidas por todo el mundo y son conservadas filogenéticamente.
Estas clonas generan en el ambiente hospitalario un problema de salud publica; por lo
que proponer nuevos métodos de control y evitar su diseminacion es de importancia
internacional. Una opcion que esta siendo explorada en la actualidad es utilizar
probiodticos los cuales producen sustancias capaces de controlar microorganismos
patdgenos; los cuales no han generado resistencia a estos antibiéticos naturales. Los
Lactobacillus spp. son de los probidticos mas utilizados; entre los cuales se encuentra
Lactobacillus reuteri (Lb. reuteri) que segrega intermediarios antimicrobiano como la
reuterina. En esta investigacion se evalud el efecto antimicrobiano de reuterina contra
cepas MRSA mediante el método de Concentracion minima inhibitoria (MIC), en el cual
se le agreg6 diferentes concentraciones de reuterina a diferentes cepas de la clona
Nueva York/Japon en una placa de 96 pozos hasta identificar la concentracion mas baja
en la que la reuterina inhibe el crecimiento de estas cepas. La literatura demuestra que
S. aureus tiene resistencia de hasta una concentracion de 1.5 mM de reuterina, mientras
que los resultados obtenidos en esta investigaciéon demuestran que las diferentes cepas
MRSA probadas tienen resistencia de 1.5-2.0 mM de reuterina con una diferencia muy
minima a pesar de que son mas multiresistentes y persistentes, por lo cual la reuterina si
tiene el potencial de ser utilizada como una nueva opcién de control de manera

internacional contra estas bacterias multiresistentes.
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ABSTRACT

In Mexico there is a very limited number of epidemiological studies of the different strains of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) which makes us underestimate the
problem of resistance in this country; the indiscriminate use of antibiotics and the constant
selective environmental pressure caused by antiseptics and disinfectants has generated a
great resistance to readily available treatment options. The MRSA strains are very persistent
and capable of spreading all over the world. There also exist different clones of MRSA
strains also known as pandemics: Iberian clone, Brazilian clone, Hungarian clone, New
York/Japane clone and pediatric clone, all of which are multiresistant and persistant, they are
found distributed all over the world and are phylogenetically conserved. These clones are
generated in hospital environments and are a public health problem, which in turn means the
proposing new methods of controlling or avoiding their ability to spread is of international
importance. One option being currently explored is the use of probiotics the produce
substances capable of controlling pathogenic microorganisms; which have not generated a
resistance to these natural antibiotics. Lactobacillus spp. is one of the most used probiotics,
in which are found Lactobacillus reuteri (lb. reuteri) that segregate intermediary
antimicrobials like reuterin. In this investigation it was evaluated the antimicrobial effects of
reuterin against MRSA strains using the minimum inhibitory concentration (MIC) method, in
which we add different reuterin concentrations to different New York/Japan clone strains to a
96 well tray until identifying the lowest concentration in which the reuterin inhibits the growth
of these strains. The literature demonstrates that s. aureus has a resistance up to a 1.5 mm
of reuterin, while the results obtained in the investigation show that different MRSA strains
have a resistance of 1.5-2.0 mM of reuterin with minimal difference despite being
multiresistant and persistent, therefore the reuterin has the potential to be used as a new

option of internationally controlling these multiresistant bacterias.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es una bacteria que posee un alto grado de patogenicidad y
es responsable de una amplia gama de enfermedades. Aproximadamente, 30% o
mas de los individuos estan constantemente colonizados asintomaticamente. La
colonizacién proporciona un reservorio mediante el cual la bacteria puede introducirse
cuando las defensas del huésped estan dafiadas y producir lesiones. S. aureus es
uno de los microorganismos que se aisla con mayor frecuencia en las infecciones
hospitalarias, representando una gran amenaza al tener un tratamiento dificil de
manejar debido a la aparicion de cepas resistentes a multiples farmacos por lo cual se
introdujo la meticilina como antibiotico de eleccion en su tratamiento sin embargo
aparecieron cepas de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) un afio
después. Actualmente el MRSA se ha clasificado como MRSA asociado al ambiente
hospitalario (HA-MRSA) vy otra clase de MRSA, que surgié en entornos comunitarios
entre 1997 y 1999, como MRSA asociado a la comunidad (CA-MRSA). Las técnicas
de tipificacién molecular se han aplicado ampliamente para estudiar la epidemiologia
molecular del MRSA surgiendo clones que causan un problema de salud publica
mundial, identificando cinco clonas pandémicas: Clona Ibérica, Clona Brasilefia, Clona
Hungara, Clona Nueva York/Japén, y Clona Pediatrica, los cuales tienen una relacion
filogenética y poseen una amplia habilidad para causar infecciones, persistir,
diseminarse de una region a otra y son multiresistentes. La resistencia antimicrobiana
(AMR) es actualmente el problema méas alarmante para la salud humana. Provoca
700.000 muertes / aflo y se estima que cada afio después de 2050 ocurriran 10
millones de muertes por la AM, siendo una de las primeras razones por el cual el
interés de usar los probidticos ha aumentado significativamente en los Ultimos afios.
Los Lactobacillus spp. Son uno de los probiodticos mas utilizados: Lactobacillus reuteri
produce 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA) o reuterina la cual es una sustancia
antimicrobiana eficaz de amplio espectro que inhibe el crecimiento de bacterias,

hongos y protozoos.
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1 ANTECEDENTES

1.1 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria que pertenece a la familia Micrococcaceae, del
género Staphylococcus, son cocos Gram positivos, con un diametro de 0.5 a 1.5 ym,
agrupados como células Unicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos
de uvas. Ogston (1883) introdujo el nombre de Staphylococcus, del griego staphyle que
significa racimo de uvas, para describir a los cocos responsables de inflamacion y
supuracion. Son bacterias no moviles, no esporuladas, no poseen capsula y son
anaerobias facultativas (Cervantes-Garcia, 2014). Staphylococcus aureus es una
bacteria considerada dentro de la flora microbiana sin embargo, es un patdgeno
potencial. Las narinas anteriores son el nicho principal de S. aureus, asi como otras
areas del cuerpo humano que pueden ser colonizadas como: las axilas, la ingle y el
tracto gastrointestinal, entre otras. Aproximadamente, 30% o0 mas de los individuos estan
constantemente colonizados asintomaticamente. La colonizacion proporciona un
reservorio mediante el cual la bacteria puede introducirse cuando las defensas del
huésped estan dafiadas como la piel al rasurarse, por aspiracion, insercién de catéteres
o por cirugia. (Cervantes-Garcia et al., 2015) Las mucosas Y la piel ofrecen una barrera
mecanica eficiente contra la invasion local de los tejidos. Si esta barrera se rompe a
causa de un traumatismo o de cirugia, S. aureus puede acceder a los tejidos
subyacentes y desarrollar una lesion local caracteristica como abscesos (Cervantes-
Garcia et al., 2014).

1.1.1 Patogenicidad de Staphylococcus aureus

S. aureus es uno de los microorganismos que se aisla con mayor frecuencia en las
infecciones hospitalarias, posee un alto grado de patogenicidad y es responsable de una
amplia gama de enfermedades. Produciendo desde lesiones superficiales de la piel,
abscesos localizados en otros sitios, bacteriemia y endocarditis infecciosa (El), asi

comode infecciones osteoarticulares, de piel y de tejidos blandos (Tong et al., 2015).
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Una pandemia global de especies resistentes de S. aureus y especies de Enterococcus
actualmente representa la mayor amenaza. MRSA mata a mas estadounidenses cada
afio que el VIH / SIDA, la enfermedad de Parkinson, el enfisema y el homicidio
combinados (Ventola, 2015). Las infecciones por S. aureus son comunes tanto en los
entornos adquiridos en la comunidad como en los adquiridos en el hospital y el
tratamiento sigue siendo dificil de manejar debido a la aparicién de cepas resistentes a
multiples farmacos como la meticilina. S. aureus se encuentra en el medio ambiente y
también se encuentra en la flora humana normal, que se encuentra en la piel y las
membranas mucosas (con mayor frecuencia en el &rea nasal) en un gran nimero de las
personas sanas (Taylor & Unakal, 2017). Ademé&s de producir diversas clases de
infecciones en las cuales estd presente la bacteria en el sitio infectado, es capaz de
producir infecciones distantes del sitio infectado, tales infecciones estan mediadas por la
secrecion de enzimas y toxinas sintetizadas directamente por la bacteria; cuando las
toxinas de S. aureus se introducen en el torrente sanguineo o se ingieren a través de
comida contaminada. Las enfermedades mediadas por las toxinas de S. aureus
incluyen: el sindrome de shock téxico (TSS), sindrome de piel escaldada (SSS) e
intoxicacion por alimentos. El sindrome de shock toxico era reconocido por primera vez
en 1978, inicialmente entre mujeres sanas que menstrian, lo que causa referido como
TSS menstrual estafilocécico, y mas tarde entre casos de TSS por estafilococos no
relacionados con la menstruacion asociados con infecciones invasivas como la
neumonia y la endocarditis infecciosa. El sindrome se caracteriza por sintomas
parecidos a la gripe, erupcion cutanea, fiebre, hipotension, dolor muscular, vomitos,
diarrea, confusion, dolor abdominal vy, finalmente, insuficiencia organica multiple. El
sindrome de piel escaldada estafilocécica (SSS) también conocido como Ritter von
Ritterschein, es una enfermedad en los recién nacidos, una infeccion comun en los nifios
pero rara en adultos, el sindrome es causado por la toxina exfoliativa (ET) secretada por
S. aureus. Se caracteriza por erupciones en todo el cuerpo y descamacion de la piel que
se resuelve dentro de los 10 dias de tratamiento. La intoxicacion alimentaria por
estafilococos ocurre cuando los alimentos se contaminan con una 0 mas enterotoxinas

estafilococicas (SE).
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Generalmente se produce a través del contacto directo de los manipuladores de
alimentos colonizados con S. aureus productor de enterotoxinas (Samar & Edet, 2018).
La heterogeneidad de estas enfermedades y la habilidad Unica de S. aureus para
desarrollar resistencia a cualquier agente antimicrobiano reflejan su extraordinaria
capacidad para adaptarse y sobrevivir en una gran variedad de ambientes (Cervantes-
Garcia et al., 2015).

1.1.2 Factores de riesgo

Los factores de riesgo comunmente asociados a la infeccion por S. aureus son
hospitalizacion prolongada, ingreso a cuidados intensivos, hospitalizacion reciente, uso
reciente de antibidticos, colonizacion por las cepas, procedimientos invasivos, infeccién
por VIH, ingreso a hogares de ancianos, heridas abiertas, hemodialisis, acceso a catéter
urinario a largo plazo. También se observa una mayor incidencia de infeccion de esta
bacteria entre los trabajadores de la salud que entran en contacto directo con los
pacientes infectados con este organismo (Siddiqui & Whitten, 2018). El area hospitalaria
con mayor frecuencia de infecciones nosocomiales es la Unidad de Terapia Intensiva.
Las infecciones mas frecuentes son en vias urinarias, seguidas por las de herida
quirdrgica, bacteremias y neumonias. Otro factor que se relaciona con el desarrollo de
infecciones nosocomiales es la edad. EI mayor nimero de muertes se tiene en personas

ancianas con infecciones severas (Bustos-Martinez, 2006).

1.2 Resistencia antimicrobiana

Los antibidticos han ayudado a prolongar la esperanza de vida al cambiar el resultado de
las infecciones bacterianas. En 1920, se esperaba que la gente en los Estados Unidos
tuviera un promedio de vida de tan solo 56.4 afios; ahora, sin embargo, es de casi 80
afos. Los antibidticos han tenido efectos beneficiosos similares en todo el mundo
(Ventola, 2015). Sin embargo, el uso exitoso de cualquier agente terapéutico se ve
comprometido por el posible desarrollo de tolerancia o resistencia a ese compuesto

desde el momento en que se emplea por primera vez (Davies & Davies, 2010). Desde su
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creacion millones de toneladas métricas de nuevas clases de antibidticos se han
producido en los ultimos 60 afios. EI aumento de la demanda de antibiéticos en muchos
sectores ha permitido el uso de medicamentos menos costosos y no aprobados. Por el
contrario, el uso enorme e irresponsable de los antibidticos, ha contribuido
significativamente a la aparicion de las cepas resistentes. Los microorganismos
resistentes a los antibiéticos se conocen como superbacterias y estas no son solo una
preocupacion de laboratorio sino que se han convertido en una amenaza global
responsable de los altos indices de mortalidad y las infecciones que amenazan la vida
(Zaman et al., 2017). La rapida aparicién de bacterias resistentes se esta produciendo en
todo el mundo, poniendo en peligro la eficacia de los antibioticos, que han transformado
la medicina y salvado millones de vidas. Muchas décadas después de que los primeros
pacientes fueron tratados con antibiéticos, las infecciones bacterianas se volvieron a
convertir en una amenaza (Ventola, 2015). Desde fines de la década de 1960 hasta
principios de la década de 1980, la industria farmacéutica introdujo muchos antibioticos
nuevos para resolver el problema de la resistencia, pero después de eso, los antibiéticos
comenzaron a agotarse y se introdujeron menos medicamentos nuevos. Esta crisis de
resistencia a los antibidticos se ha atribuido al uso excesivo e inadecuado de estos
medicamentos, asi como a la falta de desarrollo de nuevos medicamentos por parte de la
industria farmacéutica. Cuando finalmente se usan nuevos agentes antimicrobianos, la
resistencia es casi inevitable. Un fabricante que invierte grandes sumas de dinero en el
desarrollo de antibiéticos por lo tanto, puede descubrir que los beneficios se reducen
prematuramente cuando se desarrolla resistencia a un nuevo antibidtico. La
incertidumbre econdémica ha tenido un efecto de restriccion en los usuarios finales de
antibiéticos por lo cual el desarrollo de antibidticos ya no se considera una inversion
econdmicamente inteligente para la industria farmacéutica (Ventola, 2015). Ademas, los
microbidlogos y especialistas en enfermedades infecciosas han aconsejado moderacion
con respecto al uso de antibidticos. Por lo tanto, una vez que se comercializa un nuevo
antibiotico, los médicos, en lugar de recetarlo de inmediato, a menudo mantienen este
nuevo agente en reserva soélo para los peores casos por temor a promover la resistencia

a los medicamentos, y continlan recetando agentes mas antiguos que hayan

16



demostrado eficacia comparable. Por lo tanto, los nuevos antibiéticos a menudo se tratan
como medicamentos de "ultima linea" para combatir enfermedades graves. Esta préactica
conduce a la reduccion de la elaboracion de nuevos antibidticos y un menor retorno de la

inversion, ver Figura 1 (Ventola, 2015).

20
18
16
14
12

19
n 1 "
10
6
4
I 3
0 I

1980- 1985- 1990- 1995- 2000- 2005- 2010-
1984 1989 1994 1999 2004 2009 2014

| T A 5 T = =]

Figura 1. El nimero de nuevos antibidticos desarrollados y aprobados ha disminuido constantemente en
las Ultimas tres décadas (aunque cuatro nuevos medicamentos fueron aprobados en 2014), dejando
menos opciones para tratar bacterias resistentes. Fuente: Ventola, 2015.

El costo de la resistencia a los antimicrobianos es inmenso, tanto econémico como para
la salud y la vida humana. La Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo
Econdmicos (OCDE) publicé un nuevo informe que predice que 2.4 millones de personas
en Europa, América del Norte y Australia moriran por infecciones con microorganismos
resistentes en los Proximos 30 afios y podria costar hasta US $ 3,5 mil millones de
ddlares por afio. Muchos paises de ingresos bajos y medios ya tienen altas tasas de

resistencia, que se prevé que aumenten de manera desproporcionada. Por ejemplo, en
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Brasil, Indonesia y Rusia, 40 a 60% de las infecciones ya estan causadas por
microorganismos resistentes, y se pronostica que la resistencia aumentara de 4 a 7
veces mas rapido en estos paises que en otros paises de la OCDE (Hofer, 2018). La
resistencia antimicrobiana (AMR) es actualmente el problema mas alarmante para la
salud humana. La AMR ya provoca 700.000 muertes / afio y se estima que cada afo
después de 2050 ocurrirdn 10 millones de muertes por la AMR, mas de las 8.2 millones

de muertes que causa el cancer actualmente, ver Figura 2 (Tagliabue & Rappuoli, 2018).

AMR in 2050
10 million

tetanus
60 000

road traffic

accidents cancer
1.2 million 8.2 million
AMR now
700000
(low estimate)
measles cholera
130000 100 000~
- 120 000
diarrhoeal
disease diabetes
1.4 million 1.5 million

Figura 2. Se muestran las muertes anuales atribuibles a la resistencia antimicrobiana en comparacién con
otras importantes causas de la muerte actualmente como el tétano, accidentes de trafico, sarampion,
enfermedad diarreica, diabetes, célera y cancer. Fuente: Shallcross et al., 2015.

Cada dia se estan presentando y propagando alrededor de todo el mundo nuevos
mecanismos de resistencia en las bacterias que dificulta cada vez mas nuestra
capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes. Debido a este problema
la OMS en el afio 2017 publicé una lista de las bacterias que necesitan el desarrollo de

nuevos antibidticos; en la cual S. aureus se posiciona en el nivel 2 que corresponde a la
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prioridad elevada. Staphylococcus aureus es un microorganismo que posee
caracteristicas particulares de virulencia y resistencia a los antibidticos, el principal
impacto de este microorganismo se debe a que las cepas han adquirido resistencia, por
ejemplo, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y no sélo son
resistentes a este antibiético, sino también a multiples antimicrobianos; limitando sus
opciones de tratamiento, por ejemplo la vancomicina se utilizd de manera global a
principios de los afios 90 como unico antibidtico efectivo, sin embargo ya se han

encontrado algunas cepas con susceptibilidad disminuida.

1.3 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

La resistencia bacteriana es un proceso continuo, que inicid6 con la resistencia a
penicilina por S. aureus. La introduccion de las penicilinas resistentes a penicilinasas en
la década de los 60 condujo al desarrollo de resistencia a meticilina surgiendo la
aparicion de cepas de S. aureus resistente a la meticilina poco tiempo después de la
introduccién de este antimicrobiano en el tratamiento de infecciones por S. aureus
(Cervantes-Garcia, et al, 2014). Esta resistencia se debe a que las bacterias portan el
gen mecA, localizado en un elemento genético movil llamado cassette cromosomal
estafilococico (SCCmec). Este gen codifica una proteina de union a la penicilina (PBP2a)
que se diferencia de la PBP natural (penicillin binding protein 2A), no permite la union a
los B lactamicos. Por lo tanto la penicilina no inhibe la sintesis de la pared celular de la

bacteria, ver Figura 3 (Cervantes- Garcia, 2015).
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@eticilina

Figura 3. El elemento central de la resistencia a la meticilina en S. aureus es la adquisicién horizontal del
gen mecA, el cual se encuentra en un elemento genético movil grande, conocido como casete cromosomal
estafilococico mec ("staphylococcal cassette chromosome mec”, SCCmec). Fuente Garcia, 2015.

Las cepas MRSA se estan extendiendo rapidamente a nivel mundial (Zaman et al.,
2017). Ademas de que ha sido identificado como uno de los principales patégenos de
riesgo asociados con el desarrollo de resistencia antimicrobiana (AMR). La aparicion de
la resistencia a los antimicrobianos en S. aureus esta bien documentada y la especie ha
demostrado ser especialmente habil en la evolucion de la resistencia frente a nuevos
desafios de antibioticos (Harkin et al., 2017). La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
publicé una lista en el 2017 de «patdgenos prioritarios» resistentes a los antibiéticos, los
criterios para incluir patégenos en la lista fueron los siguientes: el grado de letalidad de
las infecciones que provocan; el hecho de que el tratamiento requiera o0 no una
hospitalizacion larga; la frecuencia con que presentan resistencia a los antibiéticos
existentes cuando infectan a las personas de las comunidades; la facilidad con la que se
transmiten entre animales, de animales a personas y entre personas; si las infecciones
que provocan pueden o no prevenirse (por ejemplo, mediante una buena higiene y
vacunacion); cuantas opciones terapéuticas quedan; y si se estan investigando y
desarrollando nuevos antibiéticos para tratar las infecciones que causan. En la que se
incluye Staphylococcus aureus en las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la
salud humana, la cual se ha elaborado para tratar de guiar y promover la investigacion y

desarrollo de nuevos antibioticos para combatir el creciente problema mundial de la
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resistencia a los antimicrobianos, posicionando a las cepas MRSA en el nivel Prioridad 2:
ELEVADA (OMS, 2017). El MRSA esta clasificado como MRSA asociado a la atencion
médica (HA-MRSA) vy otra clase de MRSA, que surgid en entornos comunitarios entre
1997 y 1999, como MRSA asociado a la comunidad (CA-MRSA). Tanto HA-MRSA como
CA-MRSA tienen el gen mecA en el SCC mec y cada uno tiene varios antecedentes
genéticos, que generalmente se identifican en funcién de los tipos de secuencia
multilocus (tipos ST), proteina A tipos de genes ( spa ) y tipos de SCC mec. (Khokhlova
et al.,, 2015). En la mayoria de las cepas CA-MRSA se ha observado que portan el
SCCmec tipo IV y algunas el tipo V. Mientras que los adquiridos en el hospital por lo

general portan los SCCmec tipo I, Il y lll, ver Cuadro | (Garcia, 2015).

Cuadro I. Principales caracteristicas y diferencias entre las cepas HA-MRSA y CA-MRSA.

Cepas MRSA hospitalarias
(HA-MRSA)

Cepas MRSA adquiridas en la comunidad
(CA-MRSA)

Resistentes a multiples antibidticos

Resistentes por lo general sélo a antibidticos
p-lactimicos y ocasionalmente a eritromicina

Contienen SCCmee tipos I, I y III

Contienen SCCmec tipos IVy V

Presentan una gran cantidad de toxinas

Presentan solo unas pocas toxinas en especial
la Leucocidina Panton-Valentine

Producen una gran cantidad de procesos infec-
ci0s0s

Producen principalmente infecciones en la
piel y tejidos blandos, neumeonia necrotizante
y septicemia

Cepas aisladas en pacientes con factores de
riesgo nosocomiales

Cepas aisladas en la comunidad en pacientes que
no tienen los factores de riesgo de una infeccion
nosocomial

Cinco clonas pandémicas: Ibérica, Brasilefia,
Hungara, Nueva York/JTapon y Pedidtrica

Dos clonas principales, la USA300 y la
USA400.

Fuente: Bustos-Martinez et al., 2006.

1.3.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado al ambiente
hospitalario (HA-MRSA)

Las cepas de HA-MRSA son la causa mas comun de infecciones adquiridas en el
hospital. S. aureus resistente a la meticilina es la principal causa de infeccién de la piel y
tejidos blandos en pacientes que acuden a los servicios de urgencias para tratamiento,

con una tasa creciente en clinicas de atencion primaria y unidades de cuidados
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intensivos (Green et al.,, 2012). Las infecciones por HA-MRSA han sido causadas por
clones diseminados internacionalmente, estos clones resistentes a multiples farmacos se
diseminaron a nivel mundial y representaron la mayoria de las infecciones por HA-MRSA
en varias regiones (Gordon & Lowy 2008). A principios de la década de 1990, el MRSA
representaba del 20% al 25% de los aislamientos de S. aureus de pacientes
hospitalizados. En 1999, MRSA representaba mas del 50% de los aislamientos de S.
aureus de pacientes en unidades de cuidados intensivos (UCI) de acuerdo con el
Sistema Nacional de Vigilancia de Infecciones Nosocomiales. En 2003, ese porcentaje se
acercaba al 60%. Ahora se estima que aproximadamente el 70% de todos los S. aureus
aislados de las UCI son MRSA (Raygada & Levine, 2009). Las infecciones asociadas a
la atencion médica causadas por HA-MRSA incluyen infecciones del torrente sanguineo,
infecciones del tracto urinario, infecciones del tracto respiratorio, heridas quirdrgicas e
infecciones asociadas con dispositivos (Samar & Edet, 2018). Entre los factores de
riesgo para la infeccion por HA-MRSA estan la hospitalizacion prolongada, insercion de
catéter venoso central, dependencia de ventilador y hemodidlisis y proximidad a un

paciente con colonizacién o infeccion por MRSA (Raygada & Levine, 2009).

1.3.2 Staphylococcus aureus resistente a meticilina asociado a la comunidad
(CA-MRSA)

Durante décadas, MRSA ha afectado mas a los pacientes hospitalizados, pero en los
dltimos 15 afos, también se ha convertido en un problema grave en el ambito extra
hospitalario (Oquendo et al., 2017). En los afios 90 se empezaron a describir infecciones
por MRSA en grupos sin factores de riesgo como los presentes en los hospitales,
iniciandose con esto el reconocimiento de infecciones por MRSA contraidas en la
comunidad conociéndose como CA-MRSA para diferenciarlos de los MRSA adquiridos
en el hospital (HA-MRSA) (Cervantes-Garcia et al., 2015). Los pacientes con infecciones
adquiridas en la comunidad son definidos por Los Centros para la Prevencion y Control

de Enfermedades (CDC por sus siglas en ingles “Centers for Disease Control and
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Prevention”) como aquellos con signos de infeccién que vienen de la comunidad o estan
hospitalizados menos de 48 horas, sin historia clinica de infeccion previa de colonizacion
o infeccion por MRSA, sin antecedentes de hospitalizacion o internamiento en una casa
de reposo en el Ultimo afio y sin haber sido sometido a didlisis, cirugias o catéteres
permanentes. El surgimiento de patégenos en la comunidad depende de su habilidad
para sobrevivir en diferentes ambientes e interactuar exitosamente con el hospedero. Se
ha reportado, que S. aureus es uno de los patdgenos mas exitosos y adaptables al ser
humano ya que es altamente resistente a los ambientes desfavorables (ambientes secos,
concentraciones altas de sales), conduciendo a que la bacteria permanezca temporal o
permanentemente en el ser humano colonizando tanto la piel como la mucosa del mismo

(Cervantes-Garcia et al., 2015).

1.4 Epidemiologia MRSA

MRSA se ha convertido en un patégeno hospitalario endémico en muchos paises. El
Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de EE. UU. Informan que
las infecciones por MRSA ahora representan el 63% de las infecciones por estafilococos
en los EE. UU., Después de haber aumentado desde el 2% en 1974 y el 22% en 1995. En
el Estudio de Evaluacién y Vigilancia de Tigecycline (TEST), en el cual se recolectaron
datos de 33 centros en 11 paises latinoamericanos (Argentina, Brasil, Chile, Colombia,
Guatemala, Honduras, Jamaica, México, Panama, Puerto Rico y Venezuela), la
prevalencia general de MRSA (incluidas las cepas HA y CA-MRSA) entre los aislamientos
de S. aureus fue de 48.3% en 2004-2007. El Programa de Vigilancia Antimicrobiana
SENTRY en América Latina reveld0 un aumento en la prevalencia de MRSA entre las
infecciones estafilococicas en los centros médicos, del 33,8% en 1997 al 40,2% en 2006
(Mejia et al., 2010). En EUA se reporta una incidencia promedio del 3 al 5%. En México
se tiene reportado un promedio del 10 al 15%. El impacto mas importante de este
problema es la mortalidad, la cual se estima en promedio de un 5%. Asi, por ejemplo, se
estima que en México, en 1996 de los 6 600 000 pacientes que recibieron atencion

médica hospitalaria, entre 600 000 y 750 000 presentaron infeccion nosocomial y de éstos
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murieron entre 30 000 y 45 000 por esta causa (Bustos-Martinez, 2006). S. aureus es uno
de los agentes etiolégicos mas comunes de la infeccidén del torrente sanguineo, asi como
una causa frecuente de endocarditis infecciosa en el mundo. Entre estas infecciones por
S. aureus, MRSA representa mas del 60% de los aislamientos en la configuracion de la
UCI. Segun la estimacién de los CDC, la septicemia por SARM fue responsable de mas
de 30,000 hospitalizaciones en 2000 en los Estados Unidos. Desde 1999 hasta 2005, se
ha estimado que las hospitalizaciones por MRSA han aumentado mas del 80%. Durante
el estudio canadiense de vigilancia de salas (CANWARD) de 2007 a 2009, se
recolectaron 3,589 aislamientos de S. aureus de todas las regiones geogréficas de
Canada. Entre esos aislamientos, 889 fueron identificados como MRSA. HA-MRSA
comprendi6 72,4% (644) de aislados. En el ambito de la atencion médica, se predice que
las infecciones por MRSA afectaran a mas de 150,000 pacientes dentro de la Unién
Europea (UE) anualmente, lo que agregara € 380 millones en costos a los sistemas de
atencion meédica de la UE. Entre los estados miembros de la UE, existe una marcada
variabilidad en la proporcion de cepas de S. aureus que son resistentes a la meticilina,
qgue van del 1% a mas del 50%. En 2008, se estim6 que mas de 380,000 infecciones
adquiridas en el hospital debido a bacterias resistentes a los antibiéticos se adquirieron en
los estados miembros de la UE, Islandia y Noruega cada afio. De estas bacterias, MRSA
represento el 44% de las infecciones, el 22% del exceso de muertes y el 41% de los dias

extra de hospitalizacién (Lakhundi et al., 2018).

1.5 Clonas pandémicas MRSA

Han surgido clones de Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina que causan un
problema de salud publica mundial (Rodriguez-Noriega et al.,, 2010). La OMS define
como pandemia a la propagacion mundial de una nueva enfermedad. La epidemiologia
global requiere una coleccion de cepas de gran tamafio representativa de todos los
MRSA que circulan en diferentes areas geograficas y en diferentes periodos (Velazquez-
Meza, 2005). Las técnicas de tipificacion molecular se han aplicado ampliamente para

estudiar la epidemiologia molecular del MRSA, con el objetivo de distinguir los aislados
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gue estan relacionados de aquellos que no estan relacionados epidemiolégicamente.
Dos esfuerzos independientes y a gran escala han sido descritos recientemente para
establecer las relaciones epidemiologicas de los MRSA. El primero es la electroforesis
en gel de campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés) esta técnica se basa en la
digestion de ADN bacteriano con endonucleasas de restriccion que reconocen un
namero limitado de sitios en el genoma bacteriano, generando fragmentos que van
desde 30 Kb hasta méas de 1 Mb. (Lakhundi et al., 2018). Se identificaron alrededor de
3000 cepas de MRSA recolectadas en estudios de vigilancia e investigaciones de brotes
de 1994 a 2000, la iniciativa CENMET, (Lencastre 2011) (Rodriguez-Noriega, et al,
2010). Dando como resultado la identificacion de cinco clonas pandémicas: Clona
Ibérica, Clona Brasilefia, Clona Hungara, Clona Nueva York/Japén, y Clona Pediatrica
(Velazquez-Meza, 2005). Las cuales representaron el 68% de los aislamientos.
(Rodriguez-Noriega et al., 2010) y el segundo es el analisis por la tipificacion de
secuencias multilocus (MLST) el cual analiza siete genes expresados de manera
constitutiva que son esenciales para el funcionamiento celular de los organismos y por lo
tanto, estan presentes en todos los organismos, basandose en el perfil alélico de los
siete loci, MLST asigna un tipo de secuencia numérica (ST) a cada aislamiento. La
conclusion global de estos estudios después de analizar una gran coleccion de cepas
MRSA que circulan en diferentes areas geogréficas del mundo y de diferentes periodos
se encontré que las cepas MRSA tienen una estructura clonal conservada y que se
cuenta con un numero reducido de clonas con la capacidad de diseminacién global
(Velazquez-Meza, 2006). Estas se conocen como clonas pandémicas MRSA. En el afio
2000, Enright et al. aplicaron y validaron el esquema MLST para S. aureus contra PFGE.
Los autores observaron que los tipos de cepas agrupados via MLST tenian perfiles
PFGE similares, mientras que aquellos que tenian perfiles PFGE diferentes también

fueron diferentes cuando se describe con la técnica MLST (Lakhundi et al., 2018).
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1.5.1 Distribucién de las clonas pandémicas

La clona Ibérica se describio primeramente en Espafia en 1989 y posteriormente se
reporté en Portugal, Italia, Reino Unido, Alemania, Bélgica, Suiza, Francia, Polonia,
Republica Checa y EUA. La clona Hangara se encontrd por primera vez en hospitales de
Hungria en 1998 y después se localizo en Tailandia. La clona Nueva York/Japon se
determind como una clona dominante en hospitales de Nueva York en 1998 vy
posteriormente se encontré en Japén. La clona Pediatrica se identific6 en 1992 en un
hospital pediatrico de Portugal y después se localiz6 en Polonia, EUA, Argentina,
Colombia y Brasil. La clona Brasilefia descrita en un principio en Brasil en 1995, se ha
diseminado en Portugal, Argentina, Uruguay, Chile y Republica Checa. La determinacion
de las clonas MRSA en América Latina es reciente y se encontré que la clona Brasilefia
es la que predomina y persiste en Brasil (97%), Argentina (86%), Uruguay (100%) y Chile
(56%), ver Cuadro Il (Lakhundi et al., 2018).

Cuadro Il Distribucion de las principales clonas pandémicas MRSA.

Clona Pais o ciudad Afio de descripcion
Clona Ibérica Espaiia, Portugal, Italia, Reino Unido, Alemania, Bélgica, Francia, Republica Checa y EUA 1989
Clona Brasilefa Brasil, Portugal, Argentina, Uruguay, Chile y Repablica Checa 1992
Clona Pedidtrica Portugal, Polonia, EUA y Argentina 1992
Clona Hingara Hungria, Taiwan y China 1997
Clona Nueva York/Japon Nueva York, Nueva Jersey, Pensilvania, Connecticut, EUA; Tokio, Japén, y México 1998

Fuente: Velazquez-Meza, 2005.

MRSA es ahora una pandemia con transmision mundial de cepas, incluyendo la
diseminacion de clones de HA-MRSA de la década de 1960 y clones de CA-MRSA de
mediados de los 90 (Figura 4). Aunque los afios mencionados marcan los inicios oficiales
de estas cepas particulares de MRSA, existieron en la naturaleza durante bastante

tiempo antes de que se informaran por primera vez (Lakhundi et al., 2018).
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Figura 4. Distribucién mundial de las principales clonas pandémicas MRSA informadas en cada continente
0 region por ambas tipificaciones. El rojo representa las que pertenecen a HA-MRSA, el azul representa las
que pertenecen a CA-MRSA. Fuente: Lakhundi, et al, 2018.

La diseminacion de las clonas MRSA en amplias zonas geograficas probablemente
refleja su amplia habilidad para causar infecciones, persistir y diseminarse de una region
a otra, y aun a diferentes continentes (Bustos, 2006). Por lo cual es de suma importancia

investigar nuevas opciones de control para estas cepas.

1.6 Probidticos

Los probidticos se definen por la OMS como "microorganismos vivos que, cuando se

administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio en la salud al huésped" por

lo que el interés de usar los probidticos ha aumentado significativamente en los Gltimos

afios principalmente por el aumento de la resistencia a los antibidticos. Los probioticos

27



promueven un cuerpo sano a través de diversos mecanismos. Una generalizacién que
describe mecanismos comunes entre los géneros probidticos estudiados incluye la
resistencia a la colonizacion, la produccion de acido, y acidos grasos de cadena corta
(SCFA), la regulacion intestinal, la normalizacion de la microbiota, el aumento del
recambio de enterocitos y la exclusién competitiva de patdgenos. Aunque no se observa
ampliamente, hay muchos efectos entre las especies probidticas especificas, algunas de
las cuales son especificas de la cepa. Hay algunos requisitos previos para convertirse en
probioticos potenciales: sobrevivir en entornos de pH bajo y enriquecido con enzimas,
adherirse al epitelio para la interaccibn huésped-probiético y competir con
microorganismos patdgenos. Los Lactobacillus spp. son uno de los probidticos mas
utilizados y se pueden encontrar en una gran variedad de productos alimenticios en todo
el mundo. El género Lactobacillus comprende un gran grupo heterogéneo de bacterias
anaerobias facultativas, gram positivas y no porosas, que incluyen Lb. acidophilus, Lb.

rhamnosus, Lb. bulgaricus, Lb. casei y Lb. reuteri. (Mu et al., 2018).

1.7 Lactobacillus reuteri

Lactobacillus reuteri (Lb. reuteri) es una bacteria probiotica bien estudiada que puede
colonizar una gran cantidad de mamiferos. En los seres humanos, Lb. reuteri se
encuentra en diferentes sitios del cuerpo, incluido el tracto gastrointestinal, el tracto

urinario, la piel y la leche materna (Mu et al., 2018).

1.7.1 Lactobacillus reuteri y producciéon de antibiéticos

Lactobacillus reuteri es una bacteria heterofermentativa del &cido lactico que se ha
aislado del tracto gastrointestinal, vagina y leche materna. Lb. reuteri puede soportar una
amplia variedad de entornos de pH, emplea multiples mecanismos que le permiten inhibir
con éxito los microorganismos patogenos y se ha demostrado que segrega
intermediarios antimicrobianos Lb. reuteri produce 3-hidroxipropionaldehido (3-HPA) a
través de la fermentacion anaerdbica de glicerol. EI 3-HPA es una sustancia

antimicrobiana eficaz de amplio espectro que inhibe el crecimiento de bacterias, hongos
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y protozoos. Diversos estudios demostraron que la sintesis y la acumulacion de 3-HPA
tienen lugar en funciébn de diversos factores ambientales y genéticos, como la
concentracion de biomasa, la edad de las células, la temperatura, el pH, la concentracion
de glicerol y glucosa, el tiempo de incubacion y la presencia de células heterdlogas
durante biotransformacién de glicerol a 3-HPA (Ortiz-Rivera, 2018). Ademas de la
reuterina, se han determinado varias otras sustancias antimicrobianas, como el acido
lactico, el &cido acético, el etanol y la reutericiclina, Con la sintesis de estas sustancias,
Lb. reuteri ha demostrado ser eficaz contra una variedad de infecciones bacterianas
gastrointestinales. Se ha realizado una cantidad considerable de investigaciones para
determinar los efectos beneficiosos de Lb. reuteri contra virus y/u hongos. Existe
evidencia que muestra el beneficio de Lb. reuteri contra neumovirus, circovirus, rotavirus,
coxsackievirus y papilomavirus. Se ha sugerido que mejora la infeccion viral al regular la
microbiota y secretar metabolitos que tienen componentes antivirales. Ademas, algunos
estudios sugieren que también puede tener propiedades antifingicas, donde Lb. reuteri
antagoniza, detiene el crecimiento y eventualmente mata varias especies de Candida
(Mu et al., 2018).

1.7.2 Reuterina

Algunas cepas de Lb. reuteri puede sintetizar reuterina (3-hidroxipropionaldehido), un
agente antimicrobiano de amplio espectro producido durante el metabolismo anaerobio
del glicerol. La reuterina tiene potentes efectos antimicrobianos contra bacterias,
levaduras, hongos y protozoos (Ortiz-Rivera, et al., 2017). En la tercera via el glicerol se
deshidrata, por la accion de una glicerol/diol deshidratasa a 3-hidroxipropionaldehido (3-
HPA), el cual se reduce a 1,3-propanodiol (1,3- PDL), mediante una 1,3-propanodiol
deshidrogenasa, o se oxida a acido 3- hidroxipropiénico (3-HP). A partir del 3-HPA se
puede formar acroleina mediante deshidratacion quimica espontanea en condiciones de
pH &cido o temperatura elevada (Ribéreau-Gayon et al., 2006). Con respecto al 3-HPA,

se ha comprobado que en solucion acuosa se puede dimerizar y/o hidratar de forma

29



reversible, dando lugar a un equilibrio entre las tres formas (3-HPA, HPA-hidrato y HPA-

dimero), que se conoce como “reuterina o sistema-HPA” (Vollenweider & Lacroix, 2004).

Metabolismo glicerol
R Sistema
A HPA hidratada
HPA

1 ~
gliceraldehido | . - < »
J -

glicerol it

HO'

Reuterina
(HPA)

T T A

\ /
V
dihidroxiacetona )
acroleina
1, 3 - propanodiol

Figura 5. Via del glicerol para generar 3-HPA; reuterina y acroleina. Fuente: Martin-Cabrejas, 2017.

HPA dimérica ciclica

Se han propuesto varias hipotesis sobre posibles mecanismos de accion de la reuterina.
Inicialmente se observé que la reuterina actuaria sobre la sintesis de ADN inhibiendo las
enzimas sulfhidrilo implicadas en la actividad ribonucledtido reductasa (Talarico &
Dobrogosz, 1989), al situarse el dimero en el lugar de reconocimiento de la
ribonucledtido reductasa. Posteriormente se le atribuyé la accion antimicrobiana de la
reuterina a su capacidad para reaccionar con los grupos sulfhidrilo de las ribonucleétido
reductasas y de las tiorredoxinas. (Schauenstein, et al., 1977).

Finalmente se ha demostrado que induce estrés oxidativo en una amplia gama de
microorganismos gastrointestinales, ya que modifica el grupo tiol en ensayosinvitr o.
Afadiendo cisteina (aminoacido con grupo tiol) al medio se comprobé que la reuterina
s6lo actia en una concentracién muy alta, mientras que adicionando valina o serina
(aminoacidos sin grupo tiol) el aldehido demuestra su actividad antimicrobiana desde
bajas concentraciones (Schaefer y col., 2010). Siendo altamente eficaz para inhibir el

crecimiento de muchos patogenos (Navarro et al., 2017).
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1.7.3 Reuterina contra Staphylococcus aureus y MRSA

Chimchang J y et al, (2015) realizaron un estudio para detectar sustancias
antimicrobianas y actividad en 200 aislados de Lactobacillus. Se produjo reuterina y se
demostr6 una potente actividad antimicrobiana contra siete cepas indicadoras
patégenas con actividades inhibitorias muy fuertes contra S. aureus. (Chimchang et al.,
2015). Rivera-Ortiz y colaboradores (2017) realizaron una investigacion en la cual se
midio el efecto de la concentracion de reuterina en la inhibicion de diferentes
microorganismos, entre ellos Staphylococcus aureus; el cual fue el patbgeno mas
resistente que mostro resistencia de hasta 1,5 mM de reuterina, demostrando que si
tiene efecto antimicrobiano contra estos patdégenos sin embargo hay escasa informacion
acerca del potencial de la reuterina para inhibir cepas de MRSA y no se ha demostrado

la relacion filogenética con clonas pandémicas internacionales.

1.8 Hipotesis
La reuterina es capaz de inhibir las cepas de Staphylococcus aureus resistente a

meticilina relacionadas filogenéticamente con clonas pandémicas, por lo tanto, tiene el

potencial de ser utilizada como un método para su control.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

o Evaluar el efecto antimicrobiano de la reuterina sobre cepas de MRSA

filogenéticamente relacionadas con clonas de circulacion internacional.

1.9.2 Objetivos especificos
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+ Comparacion de los perfiles filogenéticos de las cepas aisladas de trabajos

anteriores (Ortiz-Rivera, 2009) con clonas pandémicas de circulacion internacional.
* Produccion y cuantificacion de reuterina

» Determinacion de la susceptibilidad a diferentes concentraciones de reuterina

contra cepas MRSA.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Resiembra de Staphylococcus aureus

Se resembraron las cepas de MRSA en caldo nutritivo, 100 uL de la cepa en 5 mL de

caldo nutritivo y fueron incubadas por 24 horas a 37 °C en agitacion.

2.2 Comparacién de los perfiles filogenéticos de las cepas MRSA

Se realiz6 el analisis visual de los perfiles filogenéticos de trabajos obtenidos
anteriormente mediante electroforesis de campos pulsados (Ortiz-Rivera, 2009)
comparando entre si los carriles identificando las diferencias y similitudes en el
patron de bandeo de las diferentes cepas MRSA seleccionando las que pertenecen a

la clona Nueva York/Japon.

2.3 Produccion y cuantificacion de reuterina

La produccion de reuterina se llevé a cabo utilizando un protocolo de dos pasos, el
cual consiste en la produccion de células de Lb. Reuteri en condiciones Optimas para
el crecimiento celular, seguido por la biotransformacion de glicerol a 3-HPA por

células en reposo incubadas en solucion acuosa de glicerol (Dolyeres et al., 2005).
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2.3.1 Preparacién y siembradel pre cultivo

Se preparé caldo MRSA (para inocular Lb. reuteri) del cual se pesaron 2.55 g de
polvo de caldo MRS y se disolvieron en 50 mL de agua. Posteriormente se transfirio
el caldo a tubos de 5 mL, obteniéndose 10 tubos con 5 mL de caldo MRS cada uno.

Una vez transferidos se procedio a esterilizarlos en la autoclave.

Se inocul6 al 1% en caldo MRS el cultivo de Lactobacillus reuteri cepa ATCC 55730,
la cual se encontraba refrigerada a -70 °C, posteriormente se incub6 a 37°C durante
15 horas.

2.3.2 Preparacion del medio de cultivo

Se pesaron 25.5 g de polvo del caldo MRS los cuales se disolvieron en 500 mL de
agua. Este procedimiento se realizé por duplicado para obtener 1 litro de caldo MRS,

y posteriormente, se disolvieron 3.5 mL de glicerol en un litro de caldo MRS.

2.3.3 Inoculacion del precultivo y el medio de cultivo

Una vez que el precultivo de Lactobacillus reuteri ya habia crecido en su periodo de
incubacién en los tubos de 5 mL, se transfirié un tubo de 5 mL con el precultivo a 500
mL de caldo MRS (quedando al 1%). Se realizé el mismo procedimiento por
duplicado (se obtuvo 1 litro de caldo MRS) y posteriormente se incubaron a 37°C por
15 horas.

Pasado el tiempo de incubacién del cultivo del caldo MRS al 1% se transfirieron a
tubos Falcon de 50 mL colocandose 50 mL del cultivo. Posteriormente, se

centrifugaron a 1500 rpm a 20°C por 10 minutos. Al centrifugarse se formdé un
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sedimento de color blanco, la pastilla de Lactobacillus reuteri y el sobrenadante fue
desechado por completo. Después se realizaron los lavados de Lb reuteri con 10 mL

de buffer fosfato a pH 7 y se desecho el sobrenadante.

Se peso un tubo Falcon vacio con su tapadera y sobre ese peso se le agrego 1 g del
sedimento de Lb. reuteri. Se obtuvieron 4 g totales del sedimento, por lo cual, fueron

4 tubos diferentes pesados con 1 g de sedimento de Lb. reuteri.

2.3.4 Produccion y cuantificacion de reuterina

A cada uno de los cuatro tubos obtenidos en el apartado anterior, se agregaron 30
mL de glicerol, se disolvié bien y se incubaron por 2 horas a 37°C. Una vez terminado
el periodo de incubacion, se centrifugaron a 4°C por 20 minutos a 12,000 rcf. Una vez
separadas las fases, se formé una vez mas un sedimento de Lb. reuteri el cual se
desecho; el sobrenadante se recupero, se filtro y se transfirié a otros tubos nuevos,
limpios y estériles, el filtrado es considerado el extracto acuoso de reuterina. Se
cuantificaron los cuatro tubos Falcon de reuterina que se obtuvieron, para esto se
realizd una disolucién donde se colocaron 297 uL de agua y 33 pL de reuterina.
Posteriormente, se mezclaron 330 L de la solucidn filtrada diluida (295 yL de agua y
33 pL reuterina) con 945 uL de HCI concentrado (J.T Baker), 150 yL de etanol al
95% y 75 uL de solucion de triptéfano. Esta mezcla fue incubada a 40°C durante 50
minutos y posteriormente se leyd la absorbancia a 560 nm, en donde el blanco
utilizado fue la misma preparacion de la mezcla pero sin la dilucién de reuterina. Se
realizé una curva de calibracion con acroleina; la cual resulta de la transformacion
del 3-HPA, misma via de la reuterina que a condiciones de temperatura elevadas se
puede deshidratar a acroleina. Se utilizaron diferentes concentraciones de acroleina
midiéndose su absorbancia a 560 nm, y a partir de la ecuacién de la recta se

determinaron las concentraciones de reuterina.
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2.4 Evaluacion del efecto antimicrobiano de reuterina con cepas MRSA

La evaluacion del efecto antimicrobiano de reuterina sobre las cepas MRSA se
realizd mediante el método de concentraciones inhibitorias minimas (MIC). el cual se
define como la concentracion mas baja de un antimicrobiano que inhibira el
crecimiento visible de un microorganismo después de la incubacién durante la noche
(JM, 2002). Pasado el tiempo de incubacién de la re siembra de S. aureus se midié
la absorbancia en la cual su densidad 6éptima debia de ser 0.6 a 595 nm si resultaba
mayor se debia hacer una dilucion con caldo nutritivo hasta obtenerla.
Posteriormente, se realizé una dilucion 1:10 con caldo nutritivo, agregando 5 mL del
cultivo (con abs de 0.6) en 4.5 mL de caldo nutritivo (MCD LAB). Después fueron
inoculadas las bacterias en una placa de 96 pozos en un medio de crecimiento
liquido en presencia de diferentes concentraciones de reuterina. En cada pozo se
agregaron 150 yL de la dilucion bacteriana y 150 pL de cada concentracién de
reuterina (realizandose por cada cepa). Como control positivo se agregaron 150 uL
de dilucion bacteriana y 150 pL de agua inyectable y como control negativo se
agregaron 150 yL de caldo con 150 pL de agua inyectable. El crecimiento se evalué
después de la incubacion durante un periodo de 24 horas y se leyeron las

absorbancias para determinar el valor MIC.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Comparacion de los perfiles filogenéticos de las cepas MRSA

Ortiz Rivera (2009) y Delgado Gardea (2011) realizaron la tipificacion por
electroforesis de campos pulsados a diferentes cepas de S.aureus del tipo MRSA vy
cepas susceptibles a meticilina aisladas de diferentes hospitales en Chihuahua. En la
figura 6 se observa que las cepas de los carriles 2 al 10 estan conservadas
genéticamente y pertenecen al linaje de la clona N/J que se encuentra en el carril 11.
Ademas, se observan las diferencias con las cepas susceptibles a meticilina de los

demas carriles (Ortiz-Rivera, 2009).

CepasMRSA Cepa de referencia
‘ clona N/J
[ \ Cepa de referencia clonaibérica
Subtipo T
ClonaC (¢ SubtipoC28 No relacionadas
1 2 345 6 7 8 910 11 1213 14 1516 17 18 19

Figura 6. Tipificaciobn por electroforesis de campos pulsados de diferentes cepas S aureus
susceptibles a meticilina y resistentes a meticilina aisladas en diferentes hospitales en Chihuahua.
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En este trabajo también se encontré una clona mayoritaria relacionada con la clona N/J y
sus subtipos (Delgado-Gardea, 2011). Como se observa en los carriles 4 a 14 (Figura 7)
las cepas encontradas también estuvieron genéticamente relacionas con la clona NY/J

observando claramente las diferencias con la clona ibérica, pediatrica y hungara.
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Figura 7. Tipificacion por electroforesis de campos pulsados de diferentes cepas S. aureus aisladas
de diferentes hospitales en Chihuahua.
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De esta manera, se identificaron los perfiles genéticos conservados entre las cepas
MRSA coincidiendo con la conclusion global de los estudios del proyecto CEM/NET
(1997), que los MRSA tienen una estructura clonal conservada en comparacion con los
S. aureus sensibles a meticilina (los cuales tienen patrones electroforéticos muy
diferentes), y que un numero reducido de clonas cuentan con la capacidad de
diseminacion global, las clonas pandémicas (Velazquez-Meza, 2005). Las cepas MRSA
identificadas pertenecen al linaje de la clona Nueva York /Japon siendo las cepas que

se utilizaron en esta investigacion.

3.2 Produccion y cuantificacion de reuterina

Para la cuantificacion de reuterina se realizo la curva de calibracién con acroleina a
partir de estandares con concentracion conocida y se realizaron las lecturas a una
absorbancia de 560 nm (Figura 8). La acroleina se puede formar a partir del 3-HPA
mediante deshidratacibn quimica espontanea en condiciones de pH acido o

temperatura elevada.

Concentracion|Absorbancia
(ue) (560nm)
10 0,065
15 0,109
30 0,271
50 0,557
60 0,702
80 0,988
100 1,203
150 1,889
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Figura 8. Curva de calibraciéon de acroleina eje (x) diferentes concentraciones de acroleina, eje (y)
absorbancia obtenida a 560 nm.

Posteriormente, se realizaron los calculos para determinar la concentracién de
reuterina que se produjo a partir de la ecuacion de la recta y la absorbancia obtenida
de reuterina de 0.922 en la que dio como resultado una concentracion de 43.32
mM. La concentracion de reuterina es uno de los factores que influyen en su
estabilidad. Cuando la concentracion de reuterina es superior a 4.9 M la forma que
predomina es el dimero; cuando la concentracion es menor a 1.4 M, predomina el
HPA hidratado, forma que prevalece a concentraciones bajas, incluso menores de
0.03 M, que son las empleadas en la mayoria de las investigaciones en las que la
reuterina se utiliza como antimicrobiano. El almacenamiento se mantuvo a 4°C el
cual no genera cambios quimicos en su estructura y puede durar hasta 150 dias
(Vollenweider et al., 2003).
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3.3 Evaluacion del efecto antimicrobiano de la reuterina contra cepas MRSA

Al estar filogenéticamente relacionadas tienen diferencias minimas por lo cual el
efecto que tiene la reuterina en una cepa de una clona MRSA tendra un efecto
similar en las demas cepas. Los resultados muestran evidencia que entre mas alta
era la concentracion de reuterina que se le agreg6 al cultivo de la clona Nueva
York/Japon fue disminuyendo su turbidez. Primeramente, se realizé un experimento
MIC exploratorio en los cuales se agregaron diferentes concentraciones de reuterina
para determinar a partir de cual ya no se observa turbidez. Posteriormente, a partir
de este resultado se fue disminuyendo la concentracion de reuterina para los
préximos experimentos. Las concentraciones seleccionadas fueron 2mM, 4mM,
6mM, 8mM y 10mM vy se probaron cinco cepas al azar: C21, G39, C07, G10 y G26.

Figura 9. Disminucién de turbidez de la clona Nueva York/Jap6n con diferentes concentraciones de
reuterina A (C21) B (G39) C (HCO07) D (G10) E (G26) 1(Control positivo agua y bacteria) ,2 (Reuterina
2mM),3 (4mM),4 (6mM),5 (8mM) 6 (10mM) y 7 (Control - caldo y agua inyectable).
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En las cepas C21, HC07, G39 y G26 no se observo turbidez a partir de 2 mM y en la
cepa G10 a partir de 4 mM, ver Figura 9. Demostrando que la reuterina si tuvo efecto
antimicrobiano contra cepas MRSA, a partir de estos resultados el rango de
inhibicion de la reuterina contra cepas MRSA fue de 2mM a 4mM. Con base en los
resultados anteriores se realizé el experimento con las mismas cepas refinando las
concentraciones de reuterina haciéndolas méas especificas: 1.5mM, 2mM, 2.5mM,
3mM, 3.5mM y 4mM. En el control + solo hay cultivo sin reuterina por lo cual se
observa la turbidez del crecimiento de la bacteria mientras que en los pocillos con
distintas concentraciones de reuterina se observa la disminucién de turbidez,
mostrando similitud al control —; en el cual no hay cultivo, observandose claramente

la inhibicidn de la bacterias a partir de la concentracion de 2 mM.

Concentraciones de reuterina miv Cep
= 3.5 3 2.5 2
——
AlC21
2 = > - ~ B34
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\ ' A s Hrfﬂ
ol ¥ a o
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Control
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Figura 10. Disminucion de turbidez de la clona Nueva York/Japon con diferentes
concentraciones de reuterina A (C21) B (G39) C (HCO07) D (G10) E (G26) 1(Control positivo
agua y bacteria) ,2 (Reuterina 1.5mM),3 (2mM),4 (2.5mM),5 (3mM) 6 (3.5mM), 7 (4mM) 8
(Control - caldo nutritivo y agua inyectable).
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Se realiz6 este procedimiento para todas las cepas, realizandolo por triplicado
identificando la concentracién en la cual ya no se observé turbidez, graficando los

valores en la siguiente gréfica, ver figura 11.

Concentraciones de reuterina (mM)

4
3,5
3 Observa inhibicion
2,5
2
1,5

Cepas|C21 G39 HCO7 G10G26 HCO4 J11 HC19 H50Cst T18 G16 G4l

Figura 11. Concentracién de reuterina la cual se observa inhibicion en diferentes cepas
MRSA.

Los resultados obtenidos mostraron que en todas las cepas ya no se observo
turbidez a partir de la concentracion de 1.5-2mM. Indicando que la concentracion

minima inhibitoria est4 en un rango de 1.5- 2mM.

Por ultimo se midieron los valores MIC de las 3 repeticiones de cada cepa,
obteniendo en el Cuadro Il el promedio de los resultados, en el cual la fila de la letra
A corresponden al control positivo y la fila de la letra H al control negativo ajustado
como blanco, en donde se observa el mismo comportamiento de la disminucién de la

absorbancia acercandose al control negativo.
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Cuadro Ill. Promedio de los valores MIC de cada cepa de la prueba de susceptibilidad a reuterina

C21  |G39 HCO7 |G10 G26 118 G16 G41 HC04 [J11 HC19 |H50CST
0,466| 0,507| 0,487 0,394| 0,4083| 0,459| 0,42667( 0,31967( 0,591 0,506| 0,4491| 0,733
0,049( 0,0473[ 0,088| 0,0833| 0,143 0,1213| 0,026 0,195| 0,2232] 0,165| 0,2133| 0,272
0,048( 0,1593(0,0403| 0,048| 0,036] 0,034 0,02867| 0,03067| 0,1108| 0,04544( 0,1878 0,04
0,156| 0,045]0,0317{ 0,0527| 0,0267| 0,0353| 0,02933 0,1| 0,0624| 0,04533| 0,0896 0,05
0,049( 0,0537( 0,0437| 0,0463| 0,0357| 0,1357( 0,034| 0,04833| 0,0362| 0,06078| 0,1176{ 0,055
0,042( 0,0437 0,033| 0,043] 0,029 0,0383 0,02333 0,054| 0,0349] 0,06267| 0,1164| 0,068
0,028| 0,0353] 0,0437( 0,0287| 0,0227] 0,035] 0,024 0,02667| 0,0697( 0,03167| 0,0469| 0,048

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

I(@MmoO|(m|>

Se calcularon las desviaciones estandar de las tres repeticiones realizadas por cada

cepa

Cuadro IV. Desviaciones estandar de las repeticiones de los valores MIC de cada cepa

C21 |G39 HCO7 |G10 HC04 [J11 HCL19 |H50CST [G26 118 G16 G41

0,003| 0,0026/ 0,003| 0,0017| 0,0564| 0,0325 0,0075] 0,09107| 0,0012f 0,002 0,0348| 0,16
0,001| 0,0015| 0,001| 0,0618| 0,0447| 0,0117( 0,01695| 0,03057| 0,001f0,15473[ 0,001| 0,098
6E-04| 0,2084) 0,0006( 8E-18| 0,0101| 0,0248| 0,03217( 0,0019 0 0] 0,0006| 0,016
0,001| 8E-18| 0,0006| 0,0012| 0,0506| 0,004[ 0,00608| 0,0108| 0,0006{ 0,00058( 0,0006| 0,05
6E-04| 0,0021) 0,0006{ 0,0015( 0,0056 0,0082| 0,00964 0,01577| 0,0006| 0,17696| 0,001| 0,024
0,002| 0,0006 0] 0,001) 0,0033] 0,028/ 0,03736| 0,01469| 0,001[0,00058| 0,0006 0,027
6E-04| 0,0012] 0,0015f 0,0006f 0,0674| 0,0047| 0,00434| 0,00379| 0,0006] 0,001]| 4E-18] 0,013

QMmoo |w|>

Se confrontaron los resultados con la literatura lo cual indica que el valor de la
concentraciéon minima inhibitoria de S. aureus es de 1.5mM (Ortiz-Rivera et al.,
2017). Sin embargo, las cepas MRSA al ser hospitalarias son multirresistentes y
persistentes, lo cual puede ser la causa de que su MIC este entre el rango de 1.5-2
mM.

3.4 Conclusiones

A partir de la concentracion 1.5-2mM de reuterina se mostré inhibicion en las

distintas cepas de la clona NY/J demostrando que si tiene efecto antimicrobiano

contra las cepas MRSA por lo cual tiene el potencial de ser utilizada para su método

de control.
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3.5 Difusion de resultados

ler CONGRESO INTERNACIONAL DE CIENCIAS QUIMICO-BIOLOGICAS
EVALUACION DEL EFECTO ANTIMICROBIANO DE LA REUTERINA CONTRA CEPAS DE

Introduccion

Staphylococcus aureus (S. aureus) es una bacteria con un alto grado
de patogenicidad y es responsable de una amplia gama de
enfermedades siendo uno de los microorganismos que se aisla con
mayor frecuencia en las infecciones hospitalarias (Tong et al., 2015).
Representa una gran amenaza al tener un tratamiento dificil de
manejar debido a la aparicién de cepas resistentes a mdiltiples
fdrmacos como las cepas de S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA) (Taylor & Unakal, 2017). La Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS) publicé una lista en el 2017 de las bacteria que se necesitan
urgentemente nuevos antibidticos en la cual se encuentran las cepas
MRSA en el nivel Prioridad 2: ELEVADA. Ademas han surgido clones
de cepas MRSA que causan un problema de salud publica mundial,
identificando por medio de electroforesis en gel de campo pulsado
cinco clonas pandémicas: Clona Ibérica, Clona Brasileia, Clona
Hungara, Clona Nueva York/Japén, y Clona Pedidtrica (Velazquez-
Meza, 2005). Actualmente se encuentran distribuidas por todo el
mundo reflejando su amplia habilidad para causar infecciones,
persistir y diseminarse de una region a otra, y aun a diferentes
continentes (Bustos-Martinez, 2006). Por lo cual es de suma
importancia investigar nuevas opciones de control para estas cepas.
Una opcién que esta siendo explorada en la actualidad es utilizar
probioticos, que son de controlar

capaces microorganismos

patégenos y no han generado resistencia a estos antibidticos
naturales. Los Lactobacillus spp. son uno de los probidticos mas
utilizados en donde se encuentra Lactobabillus reuteri (Mu et al.,
2018), el cual produce reuterina; una sustancia antimicrobiana
eficaz inhibir el crecimiento de muchos

altamente para

microorganismos (Ortiz-Rivera et al., 2017).

e -
Hipotesis

La reuterina es capaz de inhibir las cepas de Staphylococcus aureus

resistente a meticilina relacionadas filogenéticamente con clonas

pandémicas, por lo tanto, tiene el potencial de ser utilizada como un

meétodo para su control.

Objetivo
Evaluar el efecto antimicrobiano de la reuterina sobre cepas de MRSA

filogenéticamente relacionadas con clonas de circulacién

internacional.

Staphylococcus aureus RESISTENTE A METICILINA (MRSA) RELACIONADAS
FILOGENETICAMENTE CON CLONAS PANDEMICAS INTERNACIONALES
Fabiola Ivonne Flores Ramirez, Yuridia Ortiz Rivera
Universidad Auténoma de Ciudad Juarez

Metodologia

Anélisis visual de

Re siembra de
los perfiles - WA P,
filogenéticos cepas
MRSA

Realizacion del método de.
concentraciones
inhibitorias minimas
(MIC) en placa 96 pozos

Produccion de
reuterina por Lb.

Cuantificacion de

/‘ Leer absorbanu?

- reuterina
reuteri
Andlisis estadistico
ANOVA con disefio
factorial
Concentraciones de reuterina (mM)
4
35
3 Observa inhibicion
2,5
2
15

Cepas|C21 G39 HCO7 G10G26 HCO4 J11 HC19 H50Cst T18 G16 G4l
Figura 1. Concentraciénde reuterina la cual se observa inhibicién en diferentes cepas MRSA
- -z
Discusion

Al estar filogenéticamente relacionadas tienen diferencias minimas por
lo cual el efecto que tiene la reuterina en una cepa de una clona MRSA
tendra un efecto similar en las demas cepas. En el control + solo hay
cultivo sin reuterina por lo cual se observa la turbidez del crecimiento de
la bacteria mientras que en los pocillos con distintas concentraciones de
reuterina se observa la disminucién de turbidez, mostrando similitud al
control —; en el cual no hay cultivo, observdndose claramente la
inhibicién de la bacterias en las concentraciones que se muestran en la

figura 1.

Conclusion
A partir de la concentraciéon 1.5-2mM de reuterina se mostré inhibiciéon
en las distintas cepas de la clona NY/J demostrando que si tiene efecto
antimicrobiano contra las cepas MRSA por lo cual tiene el potencial de
ser utilizada para su método de control.
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