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SARM-AH Staphylococcus aureus resistente a la Meticilina, adquiridos en hospitales 

SCCmec Casete cromosómico de resistencia a Meticilina 

SDS Dodecil Sulfato de Sodio 

SNP´s Polimorfismos de Nucleótido Único 

SpA Proteína A 

spa Gen de la Proteína A 

spa-typing Caracterización molecular del gen de la Proteína A de S. aureus 

SSR´s Secuencias cortas repetidas 

T Nucleótido Timina 

TNFR1 Receptor tipo 1 del factor de necrosis tumoral  

TNF-α Factor de necrosis tumoral  α 

X Región X del gen de la proteína A 

Xr Región Xr del gen de la proteína A 
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I. RESUMEN.   

 

Staphylococcus aureus es una bacteria de distribución mundial que es responsable de una 

amplia gama de enfermedades infecciosas en diversos hospederos. La proteína A, uno de 

los múltiples factores de virulencia de S. aureus, es de naturaleza polimórfica y en 

epidemiología molecular se utiliza para la caracterización de S. aureus. Se han descrito 

diversas funciones que la proteína A ejerce sobre células del  hospedero como la activación 

de la expresión de interferón y del receptor al factor de necrosis tumoral alfa 1 (TNFR1). 

En este trabajo se logró establecer una asociación entre el polimorfismo de la proteína A y 

el origen de la cepa de S. aureus a la que pertenece, lo cual permitió determinar una 

tendencia evolutiva de la proteína A de S. aureus. Además, se identificaron Polimorfismos 

de nucleótido único (SNP´s) en las secuencias “firma” que delimitan la región Xr del gen 

de la proteína A, por lo que se propone un criterio nuevo de aceptación. 
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II. SUMMARY 

 

Staphylococcus aureus is a bacterium with a worldwide distribution, which is responsible 

for a number of infectious diseases found in various hosts. Protein A is one of the many 

virulence factors of S. aureus. The polymorphic nature of protein A is used for molecular 

characterization of S. aureus. Several functions of protein A have been described such as 

activation of interferon gene expression and tumor necrosis factor α1 receptor (TNFR1). In 

this work we were able to establish an association between protein A polymorphisms and 

the source of the S. aureus strain. These data allowed us to determine an evolutive trend of 

SpA. In addition, a new criteria for SpA characterization and acceptance is proposed, which 

is based on single nucleotide polymorphisms (SNP’s) identification in the signature 

sequences that flank the Xr region of SpA. 
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III.  INTRODUCCIÓN GENERAL. 

 

1. Staphylococcus aureus, un problema de salud pública a nivel mundial. 

 

Staphylococcus aureus forma parte de la familia Staphylococcaceae dentro del género 

Staphylococcus, en el cual se han descrito  40 especies diferentes. S. aureus es un coco 

Gram-positivo, sin movilidad, no forma esporas, puede encontrarse solo, en pares, en 

cadenas cortas o en racimos. A pesar de ser un anaerobio facultativo, crece mejor en 

condiciones aerobias. El microorganismo produce diversas enzimas (como catalasa y 

coagulasa, hemolisinas y diversas enzimas hidrolíticas, entre otras) que le confieren su 

virulencia. Sus colonias miden de 1 a 3 mm de diámetro, producen un pigmento amarillo 

típico debido a la presencia de carotenoides y muchas cepas producen hemólisis entre las 

24 y 36 horas (Bustos-Martínez et al., 2006). Es un microorganismo mesófilo que requiere 

aminoácidos y vitaminas para su crecimiento, tiene la capacidad de fermentar glucosa y 

manitol con producción de ácido. Tolera valores de pH entre 4.0 y 9.8, siendo su óptimo 

cercano a la neutralidad. Una característica importante de S. aureus es su tolerancia a 

concentraciones altas de NaCl (aprox. 20%). Esta característica, junto con su capacidad 

fermentativa del manitol, es un criterio para su aislamiento e identificación (Mendoza, 

2005, Bautista-Trujillo et al., 2013). 

S. aureus es un patógeno que puede presentar múltiples factores de virulencia y resistencia 

a diversos antibióticos. Esta bacteria es agente causal de múltiples enfermedades en 

humanos y animales, tales como piodermas, osteomielitis, endocarditis, mastitis entre otras 

(Leonard y Markey, en 2008, Hamdan-Partida et al., 2010). 
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2. Factores de Virulencia. 

 

Se considera a un factor de virulencia como aquella molécula o característica de un 

microrganismo que le confiere la capacidad de invadir un tejido o le permite la 

supervivencia y adaptación al medio ambiente proporcionado por el huésped. Resulta 

interesante que muchos de los factores de virulencia no se encuentran en el cromosoma 

bacteriano o también llamado “núcleo del genoma” (Dobrindt et al., 2010), sino que se 

localizan en elementos exógenos al genoma bacteriano, es decir, están localizados en 

elementos genéticos móviles (transposones), islas de patogenicidad (PAI´s, por sus siglas 

en inglés) o elementos genéticos adquiridos por transferencia horizontal, como es el caso 

del casete cromosómico de resistencia a meticilina (SCCmec), bacteriófagos integrados en 

el genoma como profagos, entre otros. Sin importar su origen estos genes o grupos de genes 

contribuyen a la adaptación del patógeno (Dobrindt et al., 2010). Gracias a la variabilidad 

de estos factores podemos observar prevalencia de ciertos genotipos de S. aureus en 

poblaciones específicas, tal es el caso de los genes de coagulasa y la hemolisina α que 

presentan variaciones que se asocian al nicho donde es encontrado S. aureus (DeLeo y 

Chambers, en 2009; Kawaguchiya et al., 2011; Urushibara et al., 2012). 

 3. Epidemiologia de S. aureus. 

Pocos años después de la introducción de la penicilina en 1942, aparecieron las primeras 

cepas de S. aureus resistentes a este antibiótico. Aunque inicialmente se presentaron de 

forma esporádica en el ámbito nosocomial, en 1946 ya representaban el 60% de las cepas 

de S. aureus aisladas en los hospitales del Reino Unido y pocos años después se habían 

extendido ampliamente en la comunidad. La introducción de otros agentes 

antiestafilocócicos como estreptomicina, tetraciclinas, sulfamidas, cloramfenicol y 

eritromicina originó la aparición de cepas de S. aureus resistentes a estos fármacos. Este 

patrón de resistencia era frecuente en los hospitales a finales de los años 50, lo que dificultó 

de nuevo el tratamiento de las infecciones por S. aureus (Livermore yWarner en 2009). 
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3.1. Infecciones nosocomiales.  

 

La aparición de la meticilina en 1960 y, posteriormente de otras penicilinas resistentes a la 

penicilinasa y de las cefalosporinas de primera generación, supuso un nuevo avance en el 

tratamiento de las infecciones estafilocócicas. Sin embargo, Jevons y Parker (1964) 

comunicaron poco después el aislamiento en el Reino Unido de las primeras cepas de S. 

aureus resistentes a la meticilina (SARM). Estas cepas que eran resistentes únicamente a 

los antibióticos β-lactámicos, aparecieron de forma esporádica y ocasionaron escasos 

problemas clínicos. En los años posteriores se fueron identificando cepas resistentes en 

todo el mundo como sucedió con la vancomicina, antibiótico de elección para el 

tratamiento de infecciones por S. aureus y para el que han aparecido cepas con diferentes 

niveles de resistencia (Tenover, 1999, Livermore et al., 2003) 

En la actualidad S. aureus permanece como el patógeno con mayor frecuencia de 

aislamientos en infecciones en la comunidad y en el ámbito nosocomial. En la última 

década la epidemiología de S. aureus ha cambiado mucho y en particular las cepas 

resistentes a meticilina (SARM “S. aureus resistente a meticilina” ó MRSA por sus siglas 

en inglés) porque generalmente se encontraban asociadas a los hospitales (SARM-AH 

“Adquiridos en Hospitales”). Sin embargo actualmente nos enfrentamos a una 

reemergencia de esté patógeno ya que los estudios referentes en todo el mundo muestran 

una tendencia de las SARM a estar presentes en la comunidad (SARM-AC “Adquiridos en 

la comunidad”) en la que no se presenta la estancia en nosocomios como factor de riesgo 

(Hamdan-Partida et al., 2010). S. aureus es el responsable de una gran cantidad de 

afecciones en humanos, entre las cuales se pueden mencionar: endocarditis, intoxicación 

por alimentos, síndrome de shock tóxico, septicemia, enfermedades de la piel, infecciones 

de tejidos blandos y osteomielitis además de mastitis ovina o bovina (Koreen et al., 2004). 

Al igual que las cepas de S. aureus sensible a la meticilina (SASM), las cepas SARM se 

introducen en el medio hospitalario a través de pacientes, visitantes o trabajadores 

sanitarios. El reservorio fundamental lo constituyen los pacientes ingresados que están 

infectados o colonizados, extendiéndose a otros pacientes principalmente por medio de las 
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manos del personal sanitario (infección cruzada). A medida que progresa un brote 

epidémico, aumenta el número de portadores nasales de SARM que constituyen, a menudo, 

la propia fuente de infección. La transmisión a través del entorno inanimado (reservorio 

ambiental) puede ser digna de mención, especialmente en ciertas áreas, como en las 

Unidades de Cuidados Intensivos (Bedolla, 2008), donde la inmovilidad y la intubación de 

los pacientes favorecen la colonización por este patógeno. La transmisión también puede 

producirse por vía aérea, en los pacientes intubados, o por proximidad con pacientes 

afectados de neumonía. El porcentaje de portadores de S. aureus, así como la densidad de la 

colonización, aumenta en los grupos de pacientes sometidos a punciones frecuentes, como 

los enfermos hospitalizados, diabéticos con dependencia de insulina, usuarios de drogas por 

vía parenteral y hemodializados (Koreen et al., 2004, Hamdan-Partida et al., 2010). 

En general, la infección se produce en zonas con alteraciones previas de la barrera 

mucocutánea debido a heridas traumáticas, intervenciones quirúrgicas, instrumentación, 

drogadicción parenteral, enfermedades dermatológicas, úlceras isquémicas, etc. A partir de 

esta fuente endógena, S. aureus, que se comportaba hasta entonces como comensal, rompe 

el delicado equilibrio que impedía su capacidad de proliferación y ocasiona una infección 

local o generalizada. La morbilidad será variable y dependerá de factores propios del 

huésped (edad, estado de salud previo, nivel de riesgo de contagio, etc.), del tipo de 

infección (focal o sistémica) y de la precocidad del tratamiento (Vergison et al., 2012). 

Existen factores asociados que favorecen la adquisición nosocomial de infección por 

SARM, entre los que destacan: i) la manipulación diagnóstico-terapéutica (catéter 

intravascular, sondaje vesical, intubación oro-traqueal, etc.), ii) estancia en Unidades de 

Cuidado Intensivo, iii) enfermedad grave de base, iv) antibioterapia previa, v) estancia 

nosocomial prolongada, vi) cirugía previa o herida quirúrgica, vii) úlceras isquémicas. Las 

medidas más eficaces para el control de las infecciones por S. aureus en general y SARM 

en particular, son las barreras que limitan su extensión. Entre las precauciones habituales 

figuran el lavado de las manos antes y después de cualquier contacto con infectados, y el 

empleo de barreras que eviten el contacto con fluidos o sangre, como guantes de un solo 

uso y bata. Aunque en la mayoría de los servicios hospitalarios suele bastar con las 
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precauciones habituales de contacto, en el transcurso de brotes con pacientes afectados de 

neumonía por SARM, es necesario utilizar mascarilla. Cuando se recurre a los cultivos 

microbiológicos de vigilancia para el control de un brote, suele utilizarse mupirocina, tres 

veces al día, durante 5 días, para la erradicación nasal de portadores SARM. El cuidado de 

los pacientes con SARM debe ser riguroso para evitar contagios (Hamdan-Partida et al., 

2010). 

3.2. Infecciones en la comunidad. 

 

El principal reservorio de S. aureus es el ser humano, ya que se puede encontrar tanto en 

portadores sanos, especialmente en las fosas nasales (de manera particular), así como en los 

pacientes infectados. La colonización  se puede asentar sobre la mucosa nasal, orofaringe, 

epidermis íntegra (es decir, sin una lesión de entrada para el patógeno), úlceras crónicas 

cutáneas, heridas en fase de cicatrización o en la uretra de portadores de sonda. Además, 

esta bacteria ha demostrado poseer una gran capacidad para sobrevivir en un ambiente 

adverso y, por la acción de sus determinantes de patogenicidad (cápsula mucoide, 

polisacáridos, componentes antigénicos de la pared, producción de enzimas como catalasa, 

coagulasa, hialuronidasa, estafiloquinasas, lipasas, β-lactamasas, o la secreción de diversas 

toxinas como la exotoxina epidermolítica, enterotoxinas o la toxina del síndrome de choque 

tóxico), producir la infección (Koreen et al., 2004, Bustos-Martínez et al., 2006, Apolonio-

Alonso et al., 2011). 

3.3. S. aureus como patógeno en animales. 

 

En los últimos años la detección del aumento de la incidencia de los SARM-AH ha logrado 

despertar alerta en los sectores de salud en todo el mundo. De la misma forma se han 

detectado alrededor del mundo la presencia de SARM en animales domésticos (Leonard et 

al., 2008). 

La producción lechera es una práctica afectada en gran medida por este patógeno, ya que se 

considera como el agente etiológico con mayor virulencia de la mastitis bovina afectando 

considerablemente la producción lechera y añadiendo un factor de riesgo a la sociedad. 
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Cabe mencionar que las enfermedades gastrointestinales provocadas por alimentos en su 

mayoría son ocasionadas por el consumo de lácteos contaminados por lo que la salud de la 

glándula mamaria tiene una función predominante en la salud pública (Akineden et al., 

2008). 

 4. La Proteína A de S. aureus. 

 

La proteína A (SpA) es uno de los factores de virulencia de S. aureus más estudiados. Tiene 

un tamaño aproximado de 42-kDa y está covalentemente anclada a la pared celular de S. 

aureus, a través de su dominio carboxilo terminal (Gómez et al., 2006). SpA está 

compuesta por cinco dominios en tándem (E, D, A, B, C y X mostrados en la Figura 1.1). 

La región Xr, contiene un número variable de Secuencias Cortas Repetidas (SSR´s, por sus 

siglas en inglés) que son secuencias cortas en tándem conformadas cada una por 24  a 26 pb 

y es utilizada para caracterizar molecularmente los aislamientos de S. aureus (Shopsin et 

al., 1999, Harmsen et al., 2003, Gómez et al., 2006). Esta proteína es un factor de 

virulencia de S. aureus ya que tiene la propiedad de unirse a la Fracción cristalizable (Fc) 

de las Inmunoglobulinas (Ig), principalmente a la Inmunoglobulina “G” (IgG). Además, es 

un activador del receptor del Factor de Necrosis Tumoral 1 (TNF-1), el cual promueve  la 

inflamación (Gómez et al., 2006). Se ha reportado en la literatura que este factor de 

virulencia está presente en el 90 a 100% de aislamientos de S. aureus, provenientes de 

humanos, y en el 30% en los aislamientos provenientes de bovinos (Gómez et al., 2006); 

sin embargo, en este trabajo, se ha encontrado que todos los aislamientos de bovinos (37) 

de S. aureus de origen bovino presentan el gen spa. La interacción de SpA con la región Fc 

de los anticuerpos, evita que S. aureus sea fagocitado, debido a que la bacteria se une a la 

IgG por la interacción de SpA con la región Fc, impidiendo que sea reconocida por el 

receptor de los macrófagos y ocasionando una baja en la opsonización. Además, el 

complejo SpA-IgG no puede estimular la fijación del complemento por la ruta clásica 

(Gómez et al., 2006). 
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En trabajos anteriores sea reportado que SpA es sintetizada durante la fase de crecimiento 

exponencial de S. aureus. Además, se han reportado cepas que expulsan a  SpA al medio, 

ya que probablemente, algunas proteínas maduras no son capaces de anclarse a la pared 

celular. Algunas cepas SARM se caracterizan por expulsar SpA al medio donde se 

encuentra S. aureus (Duggleby and Jones, 1983, Lofdahl et al., 1983). También se ha 

reportado que SpA es exocitado en microvesículas liberadas por S. aureus y que son 

capaces de inducir apoptosis en líneas celulares Hep-2 de un modo dependiente de la dosis 

(Gurung et al., 2011). 

4.1. El gen de la proteína A de S. aureus. 

 

El gen de la proteína A (spa) presenta una región polimórfica, SSR´s de la región X, a la 

cual se le ha atribuido la capacidad de activar la vía del interferón tipo 1 (IF-I) (Martin et 

al., 2009). Además, presenta la región de unión a IgG que comprende las regiones 

homólogas E, D, A, B y C (Moks  et al., 1986). 

Destaca la peculiaridad de presentar un codón TTG como codón inicio de la traducción en 

la posición 184 que es precedido por una posible secuencia Shine-Dalgarno (Uhlén et al., 

1983;Uhlén et al., 1984) 

 

Fi

gura 1.1. Esquema del gen de la Proteína A. En la imagen se representa la estructura del gen spa. En  la 

región 5´ se codifica el péptido señal “S”, posteriormente se encuentran los 5 dominios de unión a IgG 

dispuestos en tándem “E, D, A, B y C”; en la región 3’ se encuentra la región X subdividida en “Xr” (región 

de repetidos “SSR´s”) y “Xc”. 
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4.2. Secuencias Cortas Repetidas (Xr). 

 

Las Secuencias Cortas Repetidas (SSR´s) se encuentran en la región X del gen spa, 

propiamente en la región Xr. A esta región se le denomina SSR debido a que las secuencias 

de esta región se conforman por uno o varios repetidos con cierto grado de homología de un 

tamaño aproximado de 24 a 30 pb ubicados hacia la derecha dominio “C” de la región de 

unión a IgG en el sentido 3´del gen (Shopsin et al., 1999). 

En esta región podemos encontrar dos secuencias “firma” (signature sequences: 

“RCAMCAAAA” en 5´ y “TAYATGTCGT” en 3´) flanqueando los SSR´s. Esta región es 

conocida como Xr (Región X de repetidos) y es la base para un sistema de tipificación 

genética de S. aureus denominado spa-tipos. La secuencia de nucleótidos posterior a la 

firma en 5´corresponde a la región Xc de la cual se ahonda en un apartado propio que trata 

específicamente de esta región (Harmsen et al., 2003). 

4.3.  Polimorfismos de Nucleótido Único. 

 

Los Polimorfismos de Nucleótido Único o SNP´s (por sus siglas en inglés) son mutaciones 

puntuales en la secuencia de nucleótidos de un gen o alguna región regulatoria del genoma. 

Estos cobran su relevancia ya que se relacionan con grupos específicos de una determinada 

población o se asocian con enfermedades tales como el cáncer, enfermedades del corazón, 

padecimientos cardiacos, diabetes y desórdenes psiquiátricos (Kwok, 2003). Como se 

mencionó anteriormente, las variaciones en la región Xr son la base para la asociación de S. 

aureus con enfermedades infecciosas gracias a que los spa-tipos (spa-typing) presentan 

buena concordancia con Multilocus Sequence Typing (MLST) y SCCmec-typing además de 

otorgarle dispersión a los perfiles de análisis de macrorrestricción en electroforesis en geles de 

campos pulsados (PFGE). Debido a esto el spa-typing se usa en todo el mundo para la 

caracterización molecular de S. aureus (Harmsen et al., 2003, Schouls et al., 2009). 
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5. Análisis bio-informático: Posible presencia de SNP´s en las regiones EDABC 

de la proteína A. 

 

El análisis de las secuencias reportadas del gen spa reportadas en la base de datos de 

GenBank del National Center of Bioinformatics Institute (NCBI) muestra que el marco de 

lectura de todo el gen de SpA presenta polimorfismos a lo largo de todas las regiones de 

unión a IgG, a pesar de que se ha considerado que dicha región es constante. Con la 

finalidad de observar posibles SNP’s en la secuencia mencionada, se generaron 

alineamientos sobre la secuencia de aminoácidos de las secuencias de las diferentes SpA 

encontradas dando como resultado la identificación de los SNP´s y secuencias de inserción 

o eliminación (INDEL´s) esquematizados en la Figura 1.2 (Roben et al.; 1995; Jansson et 

al., 1998; Shopsin et al., 1999; Blanco-Gelaz et al., 2006; El-Sayed et al., 2006; Oviedo-

Boyso et al., 2008; Martin et al., 2009; Garofalo et al., 2012). 

Este hecho cobra relevancia debido a que en los ensayos realizados para la identificación de 

las interacciones de SpA con receptores celulares, se utilizan indistintamente aislamientos 

clínicos, cepas de referencia o  fuentes de SpA comerciales sin tener en consideración los 

SNP’s que puede presentar cada proteína. Por ejemplo, al dilucidar la interacción de SpA 

con TNFR1 se usó solo una SpA sin tomar en consideración las variantes con las que 

cuenta SpA (Gómez et al., 2006) por lo que es de primordial relevancia utilizar 

aislamientos que concuerden con la patología estudiada ya que se ha demostrado que la 

región Xr es capaz de dar trazabilidad a cada aislamiento, por lo que de manera general uno 

o varios spa-tipo concuerdan con un origen o patología específicos. 

Existen trabajos en los cuales se demuestra que los diferentes dominios E, D, A, B y C 

pueden anclar las IgG's de forma independiente aunque con distinto grado de afinidad, 

siendo el dominio D el más eficiente debido a que presenta mayor grado de afinidad por la 

porción Fc (Jansson et al., 1998). Sin embargo, en el presente trabajo se observa que el 

dominio con mayor conservación es el E en los genomas de cepas de S. aureus (tomando en 

consideración sólo aquellos que cuentan con el proteoma editado y publicado en NCBI) por 
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lo que resulta interesante un análisis de conservación en estas regiones, ya que se cuentan 

con reportes sobre aislamientos que tienen INDEL´s en esta región (Baum et al., 2009). 

La región X se encuentra subdivida en dos porciones: la región Xc cuya secuencia se 

caracteriza por ser conservada y la región Xr donde encontramos secuencias polimórficas 

como se describe en la sección 4.5 (Shopsin et al., 1999, Harmsen et al., 2003). En la 

porción Xc se encuentra el motivo LPXTG que marca la unión de SpA a la pared celular 

por lo que mutaciones o INDEL´s en esta porción podrían ser factores que marquen una 

falla en la secreción de SpA  

La porción Xr cobró importancia epidemiológica ya que siendo un marcador molecular 

basado en un solo gen ha podido equipararse con otras técnicas como el MLST para la 

genotipificación de S. aureus (Nubel et al., 2011) 

En los últimos años se ha comenzado a generar trabajos sobre el efecto que tiene la región 

Xr en las células del hospedero y se ha observado que esta región es capaz de activar la vía 

del interferón tipo 1 (Martin et al., 2009). En este trabajo cabe destacar la utilización de 

aislamientos caracterizados por spa-tipos y que corresponden a una patología en específico 

con la cual el estudio es sustentado. Sin embargo, la activación del interferón tipo 1 en spa-

tipos que se asocian a otro tipo de patología queda aún por analizarse. 

 6. Caracterización molecular de S. aureus mediante los spa-tipos 

 

Está técnica se basa en el análisis del polimorfismo de la región Xr del gen spa (Harmsen et 

al., 2003). Estas secuencias reciben una nomenclatura de acuerdo con su orden secuencial 

(como lo indicado en la Figura 1.2) y posteriormente a esta sucesión de repetidos se asigna 

su spa-tipo (Shopsin et al., 1999, Harmsen et al., 2003). 

 

Para la clasificación de las SSR´s a cada repetido individual se le asigna un nombre y al 

conjunto de repetidos se le asigna un tipo (en conjunto spa-tipos ver figura 1.2). De esta 

forma se logra un conjunto de datos, que son analizados utilizando el software 

RidomStaphType (http://www.ridom.de/spaserver/). La base de datos mundial en la 

http://www.ridom.de/spaserver/
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actualidad cuenta con de 313 repetidos reportados y más de 100,000 spa-tipos encontrados. 

Además de los oligonucleótidos sugeridos en la literatura (Harmsen et al., 2003) 

RidomStaphType recomienda la utilización de un protocolo de amplificación y 

secuenciación ya que las secuencias reportadas deben encontrarse indispensablemente entre 

las dos secuencias firma antes mencionadas. Debido a estas condiciones existen secuencias 

de aislamientos que no son aceptados en RidomStaphType por la carencia de las secuencias 

firma. Sin embargo, esto no impide que aislamientos con carencia de las secuencias firmas 

pueden caracterizarse, lo cual se lleva a cabo amplificando  y secuenciando regiones con 

mayor amplitud en la secuencia blanco de spa (Baum et al., 2009). En resumen, el análisis 

de secuencia de Xr es sencillo ya que se basa en la secuenciación de un solo loci lo que en 

un principio es fácil comparado con otras técnicas (Cookson et al., 2007, Schouls et al., 

2009).  

 

Figura 1.2. Esquema que muestra la estructura de un spa-tipo. Se cuenta con la indicación de las firmas 

(FI, FD) las cuales flanquean a la región y en la parte central se encuentran los repetidos marcados con una r y 

un número. Fuera de la región Xr se encuentra un par de oligonucleótidos, un adelantado y un reverso 

utilizados para amplificar la región correspondiente (Carmona-Gasca et al., 2012). 
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 7. Funciones de SpA. 

 

La proteína A de S. aureus juega un papel importante en la patogénesis, debido a su 

interacción especifica con la porción constante de las Inmunoglobulinas (Fc) de diversos 

mamíferos (Moks  et al., 1986). Cada dominio (EDABC) del gen spa puede unirse con gran 

afinidad a la región Fc de la IgG. Esta interacción con la Fc de la IgG permite eludir la 

fagocitosis (Foster and Hook, 1998) debido a que la bacteria se une a la IgG por  el receptor 

Fc y no puede ser reconocido por los neutrófilos (Gómez et al., 2006). Además, el 

complejo formado por la SpA con IgG no puede estimular la fijación del complemento por 

la ruta clásica evadiendo así al sistema inmune (Gómez et al., 2006).  

 

En un estudio publicado por Jansson et al., 1998 se demuestra que la interacción de SpA 

con las IgG´s se encuentra presente en cada uno de los dominios, aunque existen 

diferencias significativas por la afinidad que presentan de forma individual dando como 

evidencia que cada uno de los dominios son repeticiones con algún grado de divergencia. 

Estas variaciones podrían explicar de igual forma las diferencias encontradas en la 

interacción de los dominios de SpA con TNFR1. 

 

Además de estas funciones Martin et al., 2009 generaron construcciones a partir de la 

región Xr, utilizando cepas de tipo pandémico en EUA (USA 300 y Newman) y un par de 

aislamientos clínicos. Con ellas lograron determinar la activación de la señalización 

intracelular correspondiente la vía del Interferón (IFN). Estas construcciones tienen en 

común sólo un repetido (r07) el cual contiene una secuencia de aminoácidos que se 

encuentra conservada en la mayoría de los repetidos reportados hasta el momento. 

 

 8. Componentes de la respuesta inflamatoria donde interviene SpA. 

 

La inflamación es una respuesta inespecífica que da frente a las agresiones generadas por 

agentes extraños al organismo, como es el caso de agentes tóxicos, virus, bacterias, hongos 

y algunos otros agentes que no son considerados patógenos entre ellos podemos encontrar 
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vidrío, polen, telas, etc., la respuesta inflamatoria en este caso depende de la sensibilidad 

que presenta el organismo a estos agentes (Rock et al., 2010). La inflamación o respuesta 

inflamatoria tiene varios mediadores, como es el caso de las citocinas  interleucina 1 (IL-1), 

interferón β y el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), que tienen acción en todo el 

organismo, estas son producidas por monocitos, macrófagos y algunos linfocitos T (Mateos 

Poumián, 2004).  

La presencia de estas citocinas  promueve la inflamación, por lo que también se les 

denomina “citosinas pro-inflamatorias” y como consecuencia son capaces de estimular 

distintas respuestas celulares que a continuación se enumeran. 

 La activación de TNFR1 tiene como consecuencia la expresión de TNF-α, el cuál 

puede activar la ruta de las caspasas generando apoptosis en las células adyacentes y 

estimulando la producción de interleucinas (Mateos Poumián, 2004). 

 La expresión de IL-1 promueve la síntesis de prostaglandinas, leucotrienos, la 

expresión de ciertos proto-oncogenes, la producción de otras interleucinas, 

promueven la liberación de histamina por mastocitos, además de ser un pirógeno 

(Fenton, 1992). 

 El interferón tiene acción directa sobre células cancerígenas disminuyendo su 

proliferación además su expresión también es inducida por compuestos bacterianos 

tóxicos, además la cascada de señalización del interferón tipo 1 es uno de los 

mayores efectores inmunológicos y es esencial para la respuesta a infecciones 

virales y la coordinación de la respuesta inmune innata y adaptativa (Jonasch and 

Haluska, 2001, Martin et al., 2009, Ho and Ivashkiv, 2006)  

Anteriormente se ha demostrado la participación de SpA en la inducción de estas citocinas , 

por ejemplo la interacción de SpA con el receptor del factor de necrosis tumoral 1 (TNFR1) 

en células endoteliales de pulmón, provocando la expresión de TNF-α y siendo un factor 

crítico en la patogenia de S. aureus, el cual depende de los dominios de unión a IgG de SpA 

(Goméz et al., 2006, Goméz et al., 2004). 
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También se ha demostrado que cuando SpA es endocitada en células endoteliales de 

pulmón es capaz de activar la producción de IF tipo 1, la activación de la vía de 

señalización JAK-STAT y la producción de IL-6, aunque aún no es claro el beneficio 

obtenido por S. aureus al provocar que estas citosinas se encuentren presentes se ha 

observado que son indispensables para que S. aureus prolifere y genere patogenia en el 

huésped (Martin et al., 2009).  

 IV. Justificación. 

La proteína A de S. aureus participa en la patogenicidad de esta bacteria, contribuyendo a 

la evasión de la respuesta inmune. A cada una de las funciones anteriores se asocia una 

región específica de la proteína. Existen evidencias de que dichas regiones presentan 

polimorfismos en sus secuencias. Además, la región Xr del gen spa se ha utilizado como 

marcador para la caracterización de aislamientos de cepas de S. aureus de origen clínico 

debido a que presenta SSR’s. Por lo anterior, es importante caracterizar los polimorfismos 

presentes en cada una de las regiones funcionales del gen spa en aislamientos clínicos de 

diferente origen y evaluar la asociación de estos polimorfismos con la especificidad de 

hospedero o de patogenia. Al caracterizar spa se puede vislumbrar en qué grado puede 

participar SpA como factor de virulencia en las clonas encontradas en distintos ambientes. 

Así mismo, estudios de la variación genética de la secuencia del gen spa revelarán datos 

para que se puedan generar anticuerpos específicos contra las clonas de S. aureus. 

 V. Hipótesis. 

Los polimorfismos de nucléotido único (SNP’s) presentes en la región de unión al Fc de las 

IgG’s, en la región de activación de TNFR1 y los polimorfismos de secuencias cortas 

repetidas (SSRs) en la región X del gen spa que codifica para la proteína A (SpA) de 

Staphylococcus aureus, están correlacionados con el tipo de hospedero y la patología. 
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VI. Objetivos. 

 Objetivo general. 

Identificar los polimorfismos de nucleótido único (SNP´s) y de secuencias cortas repetidas 

(SSR´s) en el gen spa que codifica para la proteína A que se puedan asociar a la 

especificidad de hospedero o de patología. 

 

 Objetivos específicos. 

 

 Caracterizar los SNP´s de las regiones de unión a Fc y de activación a TNFR1 en 

aislamientos de S. aureus de origen bovino y humano. 

 Caracterizar los SSR´s de la región Xr de la proteína A en aislamientos de S. aureus 

de origen bovino y humano. 

 Establecer correlaciones entre el polimorfismo de cada región y la patología o la 

especificidad de hospedero. 
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VII. Estrategia experimental.  
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VIII. Resultados. 

Capítulo 1. Caracterización molecular de aislados de Staphylococcus aureus asociados 

a mastitis bovina mediante spa-typing en el municipio de Tarímbaro, Michoacán. 

RESUMEN. 

Staphylococcus aureus es el patógeno que se observa con mayor prevalencia en la mastitis 

bovina de acuerdo con el tipo de explotación y también es un patógeno importante en 

humanos. Es agente causal de diversas enfermedades de tipo infeccioso, por lo que 

representa un riesgo para la salud pública. Debido a esto los estudios de tipo 

epidemiológico de este patógeno en los últimos años han cobrado relevancia en los últimos 

años. Una de las formas de caracterización molecular de S. aureus es el spa-typing, que se 

basa en la secuenciación de la región Xr del gen de la proteína A de S. aureus. En el 

presente trabajo se analizaron las regiones Xr de diversos y se detectaron mutaciones en las 

secuencias firma que impiden el reporte oficial de los spa-tipos asociados. También se 

identificaron nuevas secuencias de repetidos, diferentes a las reportadas en la base de datos 

de RidomSpaServer. Por lo anterior, se proponen modificaciones a las secuencias firma que 

permitan registrar apropiadamente los spa-tipos de aislados de S. aureus de origen bovino.  

Palabras clave: Epidemiología, Proteína A, Región Xr, Ridomspa server, trazabilidad, 

Mastitis. 

Introducción. 

La mastitis bovina se define como una infección aguda, sobreaguda o crónica de la ubre, 

causada por la invasión bacteriana de los conductos lácteos ascendentes a partir del pezón 

(Turkyilmaz et al., 2010). Está enfermedad tiene un impacto tanto en la calidad y la 

cantidad de leche producida, como en la producción, y el bienestar animal. Probablemente 

la mastitis es la más costosa de las enfermedades infecciosas endémicas que afecta a las 

vacas y otras especies lecheras (Berry y Hillerton, en 2002). 

La mastitis conduce a una disminución en la producción del 4 al 30% de leche y a una baja 

en su calidad, además, incrementa los costos del cuidado de la salud del hato y predispone 



  

MVZ Francisco Ramón García Rodríguez 2013 
 

20 
 

al desecho prematuro de los animales infectados (Bedolla, 2008). La patología más 

importante es la forma subclínica ya que no muestra evidencia de inflamación pero revela 

cambios en la composición de la leche (como el conteo de células somáticas, que son parte 

de la respuesta inflamatoria y un indicador del estado de salud de la glándula mamaria). Por 

su parte la forma clínica se caracteriza por una inflamación notoria de la ubre que puede ir 

acompañada de improductividad de la glándula (Hillerton y Berry, en 2005). 

Hemolisinas, catalasa, lipasa, peptidoglicano, adhesinas como FnB y proteína A (SpA) son 

proteínas que participan en la virulencia de S. aureus y sirven también para evadir la 

respuesta inmune del huésped (Bustos Martínez J. A., 2006). 

El gen que codifica para SpA se encuentra en la cadena negativa del genoma de S. aureus. 

Para su estudio se divide en dos regiones, la llamada región de unión a IgG y una región 

variable denominada “X” (Shopsin et al., 1999, Gómez et al., 2006). La región de unión a 

IgG consiste en cinco dominios precedidos por un péptido señal (S, E, D, A, B y C) y la 

región X se subdivide en “Xc” la cual se considera constante y una región “Xr” donde se 

localiza el mayor número de polimorfismos (Moks  et al., 1986). 

Estos dominios son llamados región de unión a IgG debido a que SpA es capaz de 

interactuar con una porción de las Inmunoglobulinas (Ig) especialmente con la IgG 

(Inmunoglobulina “G”), aunque se ha demostrado que todos los dominios de esta región 

pueden interactuar con IgG (Jansson et al., 1998). 

La proteína A de S. aureus juega un papel importante como factor de virulencia, debido a 

su interacción específica con la porción Fc de las Inmunoglobulinas de diversos mamíferos 

ya que le confiere SpA confiere la capacidad a S. aureus de eludir a los neutrófilos(Foster y 

Hook, 1998; Gómez et al., 2006). 

En la región X se encuentran una serie de secuencias cortas repetidas denominadas SSR´s 

(por sus siglas en inglés) que tienen mucha similitud en su secuencia y tienen un tamaño 

aproximado de 24 a 30pb y se encuentran cercanas a la región carboxilo terminal de SpA 

(Shopsin et al., 1999).  
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Los estudios referentes a la región Xr mostraron que este locus presenta variaciones que 

correspondían a aislamientos cuyo origen era similar o se encontraban asociados como es el 

caso de los Staphylococcus aureus Resistentes a meticilina (MRSA, por sus siglas en 

inglés) (Shopsin y Kreiswirth, en 2001). Derivado de los hayasgos encontrados por la 

genotipificación de S. aureus por la región Xr y gracias a su poder discriminatorio 

(Harmsen et al., 2005) se generó una base de datos internacional 

(http://www.ridom.de/spaserver/) en la cual es posible encontrar y registrar todos los spa-

tipos (secuencias de la región Xr) estudiados a nivel mundial, así como información sobre 

cada aislamiento (como es el caso del MLST, SCCmec-type, PFGE, origen del aislamiento, 

lugar del aislamiento, patogía con la que se encuentra asociado, etc.). Para esto es asignada 

una nomenclatura y además se enumeran las condiciones necesarias para su aceptación 

como lo son: 1) la presencia de dos secuencias firma (“RCAMCAAAA” en 5´ y 

“TAYATGTCGT” en 3´ en ambos sentidos de la secuencia de nucleótidos delimitando los 

SSR´s (Shorh Sequence Repet´s); 2) inmediata a la primera firma se debe encontrar la 

primer secuencia de repetidos y antes de la segunda firma se acepta encontrar hasta 19 

nucleótidos antes de esta firma (Harmsen et al., 2003).  

Los spa-tipos son generalmente usados en el ámbito nosocomial como un marcador 

molecular para S. aureus ya que se trata de una técnica sencilla que puede dar trazabilidad a 

los aislamientos. Al clasificar aislamientos de origen bovino (en concreto provenientes de 

mastitis bovina) podremos obtener información valiosa respecto al fondo genético de S. 

aureus ya que se podrán comparar con los aislamientos circulantes en todo el mundo. 

En este trabajo, se utilizó la técnica de spa-typing para la caracterización molecular de S. 

aureus asociado a la mastitis bovina en el municipio de Tarímbaro Michoacán en las 

comunidades de Cotzio y Téjaro. Este municipio en particular destaca en su producción 

lechera ya que forma parte importante en el abasto de productos lácteos dirigidos a la 

capital del estado. Además en este municipio predomina un sistema de producción de tipo 

familiar denominado “de traspatio” (Méndez et al., 2000;Olivera-Mora M, 2008) dando un 

nicho peculiar para S. aureus.  

Materiales y métodos. 

http://www.ridom.de/spaserver/
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Se utilizaron aislados de Staphylococcus aureus obtenidos a través de un muestro aleatorio 

de distribución proporcional, realizado en el Municipio de Tarímbaro Michoacán en las 

localidades de Cotzio y Téjaro con un total de 13 unidades de producción, 96 vacas 

muestreadas y un total de 25 aislamientos caracterizados como S. aureus(Granados- 

Beltrán, 2010) y 12 aislamientos obtenidos en la misma región en un estudio anterior (datos 

no publicados). Estos aislamientos forman parte de un estudio de orientación observacional 

transversal que se realiza en el Estado de Michoacán. 

Una vez caracterizados los aislados fueron cultivados en 3 ml de caldo de infusión cerebro-

corazón (BHI) durante toda la noche en agitación a 37 ºC. Posteriormente se depositaron 

850 µl del cultivo en un criovial previamente esterilizado conteniendo 150 µl de glicerol 

(de Sigma ™), se agitaron y se almacenaron para su preservación a -80 ºC. De manera 

paralela, se mantuvo un cultivo en fresco en placas de agar Sal y Manitol y un cultivo 

inclinado y por picadura en BHI. 

Extracción de ADN. 

Se dispuso un cultivo de 2 a 3 ml en caldo BHI y fue incubado a 37°C en agitación durante 

toda la noche. A continuación, se agregaron 500 μl de cultivo a un tubo de 600 μl y se 

centrifugó a 10,000 rpm durante 10 minutos. La pastilla se incubó en 400 μl de solución de 

lisis la cual contiene buffer TE (10 mM Tris-HCl con 1 mM EDTA pH 8), 8 μl de Lisozima 

(1 μg) por ml y 16 μl de Lisostafina (1 μg por ml por cada muestra), a continuación se 

incubó a 37 °C durante 30 minutos; posteriormente se añadieron 40 μl de Dodecil Sulfato 

de Sodio (SDS Sigma ™), incubando a 55°C por 30 minutos. Transcurrido el tiempo se 

añadieron 20 μl de Proteinasa K, incubando a 55°C por 30 minutos. Después se incubó a 

95°C durante 10 minutos. El ADN fue precipitado agregando NaCl a una concentración 

final de 0.3 mM y 0.6 volúmenes de Isopropanol manteniendo los tubos a -20 °C por 15 a 

30 minutos. Posteriormente se centrifugó de nuevo a 10,000 rpm y el pellet se resuspendió 

en etanol al 70% manteniéndolos de nuevo a -20 °C durante 15 a 30 minutos. A 

continuación los tubos fueron secados a temperatura ambiente. Finalmente el ADN fue 

resuspendido en 100μl de Buffer TE. 
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Amplificación de la región Xr (spa-typing). 

Para la caracterización de los aislamientos con base en la secuencia de la región X del gen 

spa, se obtuvieron productos de amplificación con los oligonucleótidos spa-1095F (5′ AGA 

CGA TCC TTC GGT GAG C 3′) y spa-1517R (5′ GCT TTT GCA ATG TCA TTT ACT G 

3′) (Gilot et al., 2002). Para la amplificación de los fragmentos por PCR se prosiguió con el  

protocolo descrito con anterioridad (Harmsen et al 2003), utilizando de 30-80ng de ADN 

molde, 2.5 mM de dNTP´s, 0.2 μM de cada oligonucleótido y 1.2 u de DreamTaq ™ 

(Fermentas) en un volumen final de 50 μl. 

Secuenciación y análisis de secuencias. 

La secuenciación se realizó por el método de Sangeret al., 1977 utilizando los análogos de 

dideoxinucleótidos del kit Big Dye Terminator CycleSequencing Ready Reaction V 3.1 

(Applied Biosystems), en el Laboratorio Nacional de Genómica para la Biodiversidad del 

CINVESTAV-IPN. Las secuencias de la región Xr del gen spa se analizaron utilizando el 

software en línea (www.seqtools.com) o utilizando el software NiSspa, una rutina 

informática diseñada en el laboratorio (Carmona-Gasca et al., 2012).  

Resultados. 

En la colección perteneciente a aislados de bovino se encontraron los spa-tipos mostrados 

en la Tabla2.1, donde se muestran las secuencias claramente asignables a un spa-tipo 

previamente reportado en las bases de datos de RidomStaphType. En contraste también se 

muestran spa-tipos que no cuentan con las firmas necesarias para su reporte. Sin embargo, 

con análisis de las secuencias se pudieron identificar variaciones en la secuencia 

correspondiente con la firma y así determinar la sucesión de repetidos para cada 

aislamiento.  

 

 

 

http://www.seqtools.com/
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Tabla 2.1 Relación de spa-tipos encontrados en bovinos. 

Aislamiento Firma 5’ Secuencia de repetidos Firma 3’ spa-tipo Origen  ST 

ATCC 27543 GCACCAAAA 11-19-12-21-17-34-24-34-22-25 TACATGTCGT t008 MC, R 8 

NCTC 8325 GCACCAAAA 11-19-12-12-21-17-34-24-34-

22-25 

TACATGTCGT t211 R 8 

MRI-3 GCACCAAAA 11-19-12-21-17-34-24-34-22-25 TACATGTCGT t008 MSC 8 

MRI-12 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-33-34 TACATGTCGT t224 MSC 352 

MRI-21 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t267 MSC 97 

MRI-22 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-33-34 TACATGTCGT t224 MSC 97 

MRI-23 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-33-34 TACATGTCGT t224 MSC 97 

MRI-29 GCACCAAAA 26-30-17-34-17-17-16-12-17-16 TACATGTCGT t265 MSC 97 

MRI-32 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 97 

MRI-33 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-33-34 TACATGTCGT t224 MSC 97 

MRI-34 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 97 

MRI-35 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 97 

MRI-36 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 97 

MRI-37 GCACCAAAA 07-23-12-21-34  t4570 MSC 97 

MRI-147 GCACCAAAC 07-23 TACATGTCGT t605 MSC 126 

MRI-148 GCACCAAAA 07 TACATGTCGT t693 MSC 9** 

MRI-149 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 97 

MRI-150 GCACCAAAA 07-23-12-21-34 TACATGTCGT t4570 MSC 97 

MRI-151 GCACCAAAA 07-23-12-21-34 TACATGTCGT t4570 MSC 97 

MRI-152 GCACCAAAA 07-23 TACATGTCGT t605 MSC 479 

MRI-154 GCACCAAAA 07-23 TACATGTCGT t605 MSC 479 

MRI-155 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34 TACATGTCGT t189 H 188 

MRI-157 GCACCAAAA 07-23 TACATGTCGT t605 MSC 126 

MRI-158 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 1* 

MRI-159 GCACCAAAA 07-23-12-21-34 TACATGTCGT t4570 MSC 8 

MRI-160 GCACCAAAA 07-23 TACATGTCGT t605 MSC 126 

MRI-161 GCACCAAAA 07-23-12-21-34 TACATGTCGT t4570 MSC 352 

MRI-162 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965  H 97 

MRI-163 GCACCAAAA 07-23 TACATGTCGT t605 MSC 126 

MRI-164 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t267 MSC 97 
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MRI-165 GCACCAAAA 07-23 TACATGTCGT t605  MSC 97 

MRI-166 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t267 MSC 352 

MRI-167 GCACCAAAA 07-23-12-21-34 TACATGTCGT t4570 MSC 352 

MRI-170 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t267 MSC 352 

MRI-171 GCACCAAAT 07-23-12-21-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t267 MSC 352 

MRI-172 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 F 97 

MRI-173 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t267 MSC 352 

MIR-176 GCACCAAAA 07-17-34-34-34-33-34 TACATGTCGT t1965 MSC 97 

MRI-180 GCACCAAAA 07-23-12-21-17-34-33-34 TACATGTCGT t224 MSC 97 

En la tabla se muestran los diversos spa-tipos encontrados en el estudio. La X indica un repetido que no se 

encuentra reportado en la base de datos. Los aislamientos MRI-147 y MRI-171 muestran una firma en 5´ con 

un SNP. NA, no asignado. MC (mastitis clínica); R (cepa de referencia); MSC (Mastitis subclínica); F 

(fómite); (**) ST no asignados (*) ST nuevos no reportados en bases de datos (Ángel, 2012). Los spa-tipos 

fueron designados utilizando el software NiSspa. 

 

De las secuencias analizadas sólo al 84% se les pudo asignar un spa-tipo. En particular, en 

los aislamientos MRI-147 y MRI-171 se encontró un SNP (Polimorfismo de nucleótido 

único mostrado en la imagen 2.1) en la firma 5´ por lo que su caracterización formal no es 

posible por spa-typing según los criterios establecidos (Harmsen et al., 2003). Los spa-tipos 

con mayor frecuencia es el estudio t1965 (19%) y t4570 (14%). La frecuencia relativa de 

los spa-tipos se encuentra representada en la Figura 2.1. 

 

Figura 2.1. Frecuencia relativa de los spa-tipos en el estudio. En el grafico se localizan los spa-tipos y su 

frecuencia. 



  

MVZ Francisco Ramón García Rodríguez 2013 
 

26 
 

En la Figura 2e.2, se muestra un alineamiento representativo de las secuencias firma de los 

aislamientos que cuentan con todas las condiciones necesarias para su reporte, 

conjuntamente con los aislamientos MRI-147 y MRI-171 que cuentan con dos 

substituciones en los nucleótidos en la firma 5´ (RCAMCAAAA) en la que se encuentran 

dos degeneraciones R (A o G) y M (A o C). Sin embargo se puede observar que la firma en 

5´ que otorgaría el spa-tipo a los aislamientos MRI-147 y MRI-171 es RCAMCAAAH (H 

= A, C ó T) ya que presentan una mutación en el último nucleótido de la firma. 

 

Figura 2.2 Alineamiento de secuencias firma en el extremo 5´ de la región Xr de spa. En la figura se 

encuentran enmarcadas las secuencias firma en 5´ de diversos alineamientos generados en el estudio. Se 

indica SNP´s que formarían una nueva degeneración en la firma (RCAMCAAAH) que incluiría los 

aislamientos MRI-147 y MRI-171 en la base de datos de Ridom. Alineamiento generado con el software 

ChromasLite 2.0. 

 

Discusión. 

La identificación de diversos spa-tipos que afecta a una población bovina localizada en las 

comunidades de Cotzio y Téjaro pertenecientes al municipio de Tarímbaro Michoacán nos 

indica la diversidad de S. aureus ya que como se muestra en la Figura 2.1 existen  varios 

spa-tipos con la misma frecuencia conviviendo en el mismo lugar lo cual nos demuestra 

que no se comporta en forma clonal, es decir, diversos spa-tipos se encuentran agrupados 

en una población delimitada. 

Cabe resaltar la presencia del aislamiento MRI-3 en una población bovina, ya que cuenta 

con el spa-tipo t008, el cual, de acuerdo a la información disponible en RidomStaphtype 
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corresponde a aislamientos que afectan a seres humanos y no a bovinos. La secuencia-tipo, 

determinada por MLST, corresponde con un ST-8, genotipo asociado a infecciones de 

comunidad, principalmente en escuelas o cárceles, pero que también ha causado 

infecciones nosocomiales. Este caso no es una peculiaridad ya que en el estudio se contó 

con la cepa ATCC27543 la cual también cuenta con un spa-tipo t008, ST-8 y también es un 

aislado de bovinos. Este hallazgo indica que existe la posibilidad de contagios cruzados 

entre humanos y bovinos ya que de acuerdo al genotipo de los aislamientos t008 son típicos 

en aislamientos clínicos de humanos. 

En el estudio también contamos con otra cepa de referencia NCTC 8325 la cual es un 

aislado de osteomielitis, esta cuenta con spa-tipo t211 y se encuentra relacionada con las 

t008 ya que ambos spa-tipos comparten el mismo ST-8 por lo que pertenecen a un mismo 

complejo clonal. En el resto de los aislamientos se encontró un spa-tipo que corresponde a 

aislamientos relacionados con bovinos lo que corresponde a lo esperado.  

Debido a que no fue posible definir el spa-tipo de algunas cepas aisladas de bovinos, por la 

falta de secuencias consenso para enmarcar los repetidos, es posible que como 

consecuencia de este trabajo surja una nueva  propuesta sobre las firmas encontradas en los 

aislamientos de bovinos. De acuerdo a lo mencionado con anterioridad por Baum et al 2009 

las eliminaciones sobre el dominio C (lugar donde se ubica el primer Forward y antecede a 

la firma en 3´) son comunes en los aislamientos que no pueden ser caracterizados por spa-

typing por lo que un análisis, como el presentado podría establecer nuevos criterios de 

información para la designación de nuevas firmas o los propios INDEL´s (Inserciones o 

Eliminaciones (Insertions-Deletions) que pudieran generar variación a el criterio de 

clasificación. 

A pesar de las dificultades con el reporte de los aislamientos, los spa-tipos resultan una 

poderosa herramienta para la caracterización de S. aureus, que tal vez es debido a que se 

trata de un factor de virulencia que se encuentra involucrado en la invasión del huésped. 

Esto se fortalece por los datos analizados en el Capítulo 2, que permiten establecer en 

análisis de mínima dispersión, asociaciones con la patología. A pesar de que los SNP´s 

presentes en las firmas, no representan mutaciones en la secuencia de aminoácidos, su 
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diversidad nucleótidica implica marcadores moleculares cuyo poder discriminatorio puede 

compararse con MLST, ya que se trata de un factor de virulencia que interviene en la 

invasión primaria de los tejidos del huésped, por lo tanto, su impronta evolutiva se 

encuentra ligada a la evolución de la propia respuesta inmune del huésped, provocando que 

su secuencia (spa-typing) cobre relevancia en la caracterización de S. aureus. 

En la actualidad, un diagnóstico rápido es necesario para poder establecer las medidas 

necesarias para evitar la propagación de una enfermedad y dado que spa-typing se plantea 

como un marcador único que corresponde con MLST y PFGE resulta muy atractivo para 

planteamientos de contingencia sobre todo en el ámbito nosocomial y en la comunidad 

donde este patógeno ha logrado alarmar a las dependencias de salud alrededor del mundo. 

De la misma forma el monitoreo del comportamiento de S. aureus en nichos como el caso 

de mastitis bovina, revela información que generalmente pasa desapercibida en México por 

lo que la aportación del presente trabajo enriquece el conocimiento en nuestra área de 

trabajo. 
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Capítulo 2. Polimorfismos de productos de amplificación de la región EDABC del gen 

de la proteína A de Staphylococcus aureus en infecciones en humanos  y bovinos. 

 

RESUMEN. 

La proteína A de Staphylococcus aureus es uno de los factores de virulencia de este 

patógeno y se le considera primordial para las etapas tempranas de infección, ya que tiene 

la capacidad de unir a las IgG´s por la porción Fc eludiendo la fagocitosis y reclutamiento 

de neutrófilos. También se ha demostrado la interacción de SpA con receptores celulares. 

Tal es el caso del receptor del factor de necrosis tumoral alfa 1 (TNFR1), la vía del 

interferón 1 (IF-1) y del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). El gen spa consta de 

siete dominios divididos en dos regiones y un péptido señal, la región de unión a IgG 

compuesta por cinco dominios (E, D, A, B y C) y la región X conformada por dos 

fracciones una polimórfica (Xr) y una porción constante (Xc). Los polimorfismos presentes 

en la región de unión a IgG de spa se analizaron mediante análisis del polimorfismo en la 

longitud del producto de amplificación en aislamientos de origen humano y bovino. 

Introducción. 

S. aureus es un patógeno presente en todo el mundo y posee diferentes factores de 

virulencia lo cual lo hacen un patógeno exitoso que es capaz de sobrevivir en diversos 

ambientes (Enright, 2003, Bustos-Martínez et al., 2006). El estudio de la proteína A de S. 

aureus (SpA) es importante ya que es el factor de virulencia del que S. aureus se vale para 

evadir la respuesta inmune en una etapa temprana de infección. El gen spa presenta dos 

regiones polimórficas, las ya mencionadas SSR´s de la región X que recientemente se le ha 

atribuido la capacidad de activar la vía del interferón tipo 1 (IF-I)y la región de unión a 

IgG, que comprende una serie de dominios homólogos en tándem (regiones E, D, A, B y 

C). Estas regiones también pueden ser utilizadas para la discriminación entre aislados de S. 

aureus (Moks  et al., 1986, Brigido Mde et al., 1991). 
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SpA destaca debido a su interacción especifica con la porción Fc de las Inmunoglobulinas 

de diversos mamíferos  (Moks et al., 1986).. Cada dominio de SpA puede unirse con gran 

afinidad a la región Fc de IgG. Esta interacción permite eludir la fagocitosis (Foster y 

Hook, en 1998) debido a que la bacteria se une a la IgG por la región Fc, esto ayuda a que 

la bacteria no puede ser reconocida por los neutrófilos evitando la opsonización del 

patógeno. Además, el complejo formado por SpA con IgG no puede estimular la fijación 

del complemento por la ruta clásica, evadiendo así la respuesta inmune celular (Gómez et 

al., 2006). 

En reportes actuales, se han caracterizado algunas cepas de S. aureus, las cuales presentan 

eliminaciones en el gen spa, lo que ocasionó que no fuera posible su caracterización por la 

técnica de spa-typing, debido a que el oligonucleótido en 5´ se encuentra en el dominio C, 

en el cual estas cepas presentan eliminaciones. A pesar de esto, dos de las cepas en dicho 

estudio se identificaron como incapaces de producir SpA. También se reportaron dos cepas 

que secretan SpA en el medio, una de estas, presenta un codón de paro (STOP) en la región 

de repetidos, lo que impide la síntesis de la región Xc que es la responsable del anclaje 

covalente con el péptidoglicano presente en la pared celular de S. aureus; lo cual provoca 

que SpA sea expulsada al medio sin anclarse a la pared celular de S. aureus (Baum et al., 

2009). 

A pesar de que la región de unión a IgG de SpA se considera constante, es necesario 

analizar si existen SNP’s, que relacionen su capacidad de activar las diferentes respuestas 

que en la célula hospedera se le han atribuido. Para ello, en este trabajo se abordaron dos 

estrategias, una de análisis bioinformático (presentado en el capítulo correspondiente a 

antecedentes) de las secuencias del gen spa disponibles en las bases de datos, y otra basada 

en el análisis de longitud en los fragmentos de amplificación de diferentes zonas de la 

región de unión a IgG. 
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Materiales y métodos. 

Aislamientos bacterianos. 

Se utilizaron los aislamientos provenientes de mastitis bovina que se encuentran descritos 

en el Capítulo 1 de este documento, además de aislados amablemente donados del Instituto 

Politécnico Nacional pertenecientes a una colección a cargo del D. C. Ramón I. Arteaga 

Garibay (25 aislamientos caracterizados como S. aureus y 43 por determinar su género).  

El sembrado, la preservación y la obtención de ADN genómico se llevó a cabo de acuerdo 

con lo descrito en el Capítulo 1 de este documento. 

Diseño de Oligonucleótidos  

Con el fin de hacer un análisis sobre los polimorfismos encontrados en los distintos 

dominios  E, D, A, B y C del gen spa y el tipo de información que generarán, se procedió a 

utilizar el algoritmo de CODEHOPE utilizando un software disponible en línea 

“primers4clades” (Contreras-Moreira et al., 2009). Este software genera un análisis 

filogenético utilizando el modelo de máxima verosimilitud y propone el diseño de 

oligonucleótidos para generar amplicones que darán la máxima información respecto a la 

diversidad del gen o de su marco de lectura abierto, ya que los amplicones sugeridos 

regresan información de calidad de acuerdo al nivel de conservación de cada región (Figura 

3.1). Los oligonucleótidos obtenidos se modificaron para optimizar la reacción de PCR 

utilizando la utilidad Primer Select del software de Lasergene, (Burland, 2000) y se 

presentan en la Tabla 3.1. Esto, aunado al hecho de determinar la afección o procedencia de 

las cepas analizadas, podría utilizarse además como un indicador de patogenia. 

Amplificación de la región de unión a IgG. 

Para la amplificación de la región de unión a IgG, se usarán las mismas condiciones de 

PCR utilizadas para spa-typing, pero en este caso se usarán los oligonucleótidos que se 

muestran en la Tabla 3.2 dando como resultado amplicones de diversos tamaños en cada 

región. Además, se busca establecer un marcador propio para la región de unión a IgG, por 

lo que se generó un alineamiento de spa de los genomas publicados de S. aureus en NCBI.  
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Tabla 3.1 Oligonucleótidos utilizados en el estudio. 

Oligonucleótido Adelantado Reverso Tm 

(ºC) 

Región de 

amplificación*  

Spa-1  ACGCTGCACCTAASGCTAATGA  GTAAAGAAGAAGAYGGYAACGGARTA 64 S   E 

Spa-2  ACMGCAATTTTGTCAGCAGTA CCTWTTRRCAGAAGCTAAAAAGTT 60 E   D  A 

Spa-3  AGCCGTTACGTTGTTCTTC RAAMATGCCTAACTTAAAYGRWGYR 60 A  B  C 

Spa-4* AGTGTTGAGGCGTTTCAGAAGTTGT ACCTCAGCACATTCAAAGCCCCAC 65 S   Xc 

Se muestran los oligonucleótidos usados en el presente trabajo, del lado derecho se muestra la temperatura de 

alineamiento (TM) usados para cada par. *Diseño para amplificar el marco de lectura completo de SpA. 

*según el esquema mostrado en la figura 3.2 y abarcando los INDEL´s y SNP´s señalados en esta figura. 

 

Análisis de fragmentos obtenidos.  

Los tamaños de los fragmentos amplificados para la designación de alelos fueron 

determinados utilizando un software (Gelanalyzer2010™(Lazar, 2010)), diferenciándolos 

con un criterio de ± 50 pb. Con esta información se generó una matriz en la cual se utilizan 

los fragmentos correspondientes para cada aislamiento obtenidos con los tres pares de 

primers (mostrado en las Tablas 3.2 y 3.3) y se utilizó para alimentar un algoritmo de 

mínima dispersión (mínimum spanning tree 

http://pubmlst.org/perl/mlstanalyse/mlstanalyse.pl?site=pubmlst&page=mst&referer=pubm

lst.org) que ejemplifica la dispersión y agrupamiento de los aislamientos utilizados en este 

trabajo y correspondientes al estudio de mastitis con estos datos ejemplificando la 

diversidad que S. aureus presenta en esté nicho. 

Índices de diversidad. 

Para el trabajo se calculó el índice de diversidad de Simpson (Simpson, 1949)  para cada 

uno de los perfiles de alelos, utilizando el  software PAST (Ryan y Harper, en 2011); 

utilizando un intervalo de confianza del 95%. 

http://pubmlst.org/perl/mlstanalyse/mlstanalyse.pl?site=pubmlst&page=mst&referer=pubmlst.org
http://pubmlst.org/perl/mlstanalyse/mlstanalyse.pl?site=pubmlst&page=mst&referer=pubmlst.org
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RESULTADOS. 

Para la generación de oligonucleótidos, y para detectar posibles polimorfismos, se realizó 

una búsqueda en NCBI de los genes spa de los genomas reportados de S. aureus para 

detectar posibles polimorfismos. En la Figura 2.2 se muestra el alineamiento de SpA 

señalando las regiones del gen donde encontramos INDEL y SNP´s. En la Figura 3.2 se 

muestra una representación de las eliminaciones y SNP´s detectados a lo largo de todas las 

secuencias de aminoácidos de SpA. En cuanto a los dominios de unión a IgG se encontró 

que en el dominio D se pueden encontrar un mayor número de polimorfismos asociados a 

eliminaciones y el dominio A, se encuentran la mayor cantidad de SNP´s que generan 

mutaciones. En la región X, el dominio Xr donde se encuentran las secuencias de repetidos, 

se observan la mayor cantidad de SNP´s que representan mutaciones en spa, además de ser 

la región que presenta los SSR’s asociados a la determinación del spa-tipo. 

 

Figura 3.1. Mapa de primers obtenidos por el software primers4clades. Este mapa fue diseñado a partir 

de un alineamiento generado a partir de la secuencia de aminoácidos de la Proteína A y obtenidos de la base 

de datos de NCBI, pertenecientes a aquellas cepas de las cuales se tiene la secuencia de aminoácidos y de spa. 

En la parte superior se muestra el posicionamiento de los residuos de aminoácidos y en la parte inferior la 

localización de los primers, y un tamaño representativo del amplicon. Más bien es el mapa de los amplicones 

generados ya que no se distinguen los oligonucleótidos  
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Figura 3.2. Representación del gen de SpA. En la imagen se indican SNP´s y eliminaciones representadas 

por la siguiente nomenclatura: En líneas se encuentran indicados los SNP´s (mutaciones no silenciosas). En 

los recuadros rojos se encuentran señaladas las eliminaciones. En la parte superior de la figura se muestra un 

alineamiento de secuencias (obtenidas en NCBI) de SpA de algunas cepas (NCTC 8325, Mu50, TW20, 

COL0095 y SAB0050c), generados a través de software CLC MainWorkbench 6.8.2 y que representan las 

regiones donde se pueden localizar INDEL´S´sy en la parte inferior se muestran las regiones contra las que 

son dirigidos los primes propuestos en el presente trabajo.  

 

A pesar de que primers4clades utiliza algoritmos que prueban termodinámicamente los 

primers que sugiere, se procedió a utilizar el software DNAstar para ajustar el diseño de los 

juegos de primers que amplifiquen la misma región que la sugerida por primers4clades, 

esto debido al uso de codones y además de mejorar la calidad del amplicon, dando como 

resultado los  primers mostrados en la Tabla 3.1. 

spa-tipos y alotipos de la región de unión a IgG encontrados en aislados de S. aureus  

de la región de Cotzio y Téjaro. 

En la Tabla 3.3 se muestra una relación de spa-tipos y cuatro productos de amplificación 

(que forman parte de secuencias pertenecientes a la región de unión a IgG). En esta tabla se 

muestran los spa-tipos de una colección generada en los años 2004-2008 y pertenecen sólo 

al estudio de mastitis bovina en las localidades de Cotzio y Téjaro, municipio de Tarímbaro 

Michoacán. Cabe destacar que en la Tabla 3.3 se incluyen aislamientos encontrados en el 

personal que labora en las granjas de la región y un aislamiento de un fómite.  
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La determinación del tamaño de los fragmentos se realizó utilizando el software 

GELanalyser v.10 para cada uno de los oligonucleótidos dirigidos a la región de unión de 

IgG de spa y utilizando un criterio de asignación de ±50 pb, para evitar errores de 

interpretación los valores se presentan en la siguiente Tabla 3.2. 

Tabla 3.2. Asignación de alelos de acuerdo al fragmento de amplificación obtenido a 

través de cada juego de oligonucleótidos. 

SpA 1 Tamaño SpA 2 Tamaño SpA 3 Tamaño 

2 200 pb. 1 500 pb. 1 200 pb. 

1 100 pb. 3 700 pb. 2 280 pb. 

3 350 pb. 2 900 pb. 3 400 pb. 

4 250 pb. 4 1100 pb. 4 450 pb. 

En la tabla se encuentran representados cada asignación de tamaño tomando en consideración ±50 pb, por las 

diferencias de migración o de apreciación. En la columna se encuentran los 3 pares de oligos dirigidos a la 

secuencias de los dominios de unión a IgG seguido de su tamaño. Cada par de oligos genero 4 amplicones de 

diverso tamaño.  

Tabla 3.3. spa-tipos y alotipos de la región de unión a IgG encontrados en una 

colección generada de aislamientos de bovinos. 

 

AISLADO Alotipos 

SpA-1 

 

 SpA-2 

 

SpA-3 

spa-tipo Origen 

ATCC 27543 3 2 1 t008 Mastitis Clínica 

NCTC 8325 2 2 1 t211 Osteomielitis 

USA 300 2 2 1 t008 Aislamiento Clínico 

MRI 3 3 2 2 t008 Leche 

MRI 12 2 3 3 t224 Leche 

MRI 21 3 3 3 t267 Leche 

MRI 22 2 3 3 t224 Leche 

MRI 23 1 3 3 t224 Leche 

MRI 29 1 3 2 t265 Leche 

MRI 32 1 2 1 t1965 Leche 

MRI 33 3 1 1 t224 Leche 

MRI 34 2 2 1 t1965 Leche 
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MRI 35 1 2 1 t1965 Leche 

MRI 36 1 2 1 t1965 Leche 

MRI 37 1 1 2 t4570 Leche 

MRI 147 1 2 3 t605 Leche 

MRI 148 1 4 2 t693 Leche 

MRI 149 3 1 1 t4570 Leche 

MRI 150 4 2 3 t4570 Leche 

MRI 151 3 1 1 t4570 Leche 

MRI 152 2 2 4 t605* Leche 

MRI 154 2 2 4 t605*  Leche 

MRI 155 4 2 2 t189 Humano 

MRI 156 1 1 3 t605 Leche 

MRI 157 2 1 2 t605 Leche 

MRI 158 1 3 2 t1965* Leche 

MRI 159 3 2 2 t4570* Leche 

MRI 160 2 3 2 t605 Leche 

MRI 161 2 2 1 t4570 Humano 

MRI 162 2 3 2 t1965 Leche 

MRI 163 3 4 1 t605 Leche 

MRI 164 2 2 2 t267 Leche 

MRI 165 2 1 1 t605 Leche 

MRI 166 1 1 1 t267 Leche 

MRI 167 1 1 1 t4570 Fómite 

MRI 170 2 2 1 t267 Leche 

MRI 171 1 1 1 t267* Leche 

MRI 172 2 3 2 t1965* Leche 

MRI 173 2 2 2 t267 Leche 

MRI 174 1 1 2 t1965 Leche 

MRI 175 2 2 2 t224* Leche 

MRI 176 3 1 1 t1965 Leche 

MRI 180 4 2 2 t224 Leche 

Se muestran los aislamientos (MRI) seguidos de los alotipos representados por las regiones SpA-1 (Dominios 

E y D), SpA-2 (Dominios D, A y B) y SpA-3 (Dominios B y C), además de su spa-tipo correspondiente. *Se 

trata de secuencias que presentan nuevos repetidos por lo que se designaron spa-tipos de acuerdo a la 

similitud más próxima en su secuencia. 
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Figura 3.3. Figura generada a través de un algoritmo de mínima dispersión. En esta imagen se encuentra 

representada la información encontrada en la Tabla 3.3 (excluyendo el origen del aislamiento), en cada circulo 

se encuentra un spa-tipo el cual se encuentra indicado en el interior del circulo y en la parte inferior de esté se 

encuentra anotado el número de aislamientos.  De color rojo se indican aislamientos provenientes de 

asociados a humanos, en verde el aislamiento de fómite y con el fondo azul se representan los grupos más 

distantes. 

Los datos de la tabla 3.3 se encuentran representados en la Figura 3.3 la cual fue generada a 

través de un algoritmo de mínima dispersión el cual se basa en la agrupación o dispersión 

según sea el caso en base a la frecuencia de caracteres compartidos y la prevalencia de cada 

alotipo. En nuestro caso los aislamientos generaron dispersión ya que no comparten un 

fondo genético en común. Sin embargo se observa que los spa-tipos de humanos y de 

fómite no generan agrupamiento entre ellos ya que cuenta con un fondo genético 

compartido con los aislados de bovinos. 

Por otro lado, se detectaron distintos spa-tipos (t267, t224, t605, t1965 y t4570) que tienen 

una concordancia con lo reportado en RidomStaphType y que se han relacionado con el ST 

97 (Sequence Type 97 del MLST) el cual se ha relacionado con aislamientos de bovinos. 

Alotipos de la región de unión a IgG encontrados en la colección de aislamientos 

clínicos de humanos. 
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A continuación se muestra una relación de alotipos (Tabla 3.4) encontrados en la colección 

de aislamientos de humanos, aunque no se cuenta con spa-tipo para esta colección se puede 

observar que se comporta de forma clonal y dispersándose solo por su origen como se 

observa en la figura 3.4. 

Tabla 3.4. Relación de alotipos de la colección de aislamientos clínicos de humanos. 

AISLADO SpA-1 SpA-2 Spa-3 ORIGEN 

48VPAY 3 2 4 Hemocultivo 

49VPAY 3 2 4 Hemocultivo 

63VPAY 2 1 2 Secreción 

66VPAY 1 1 2 Secreción 

83VPAY 2 1 2 Úlcera 

84VPAY 2 1 2 Secreción 

86JPAY 2 1 2 Secreción Purulenta 

87JPAY 4 2 2 Expectoración 

88JPAY 4 2 2 Exudado 

89JPAY 1 3 3 Exudado Nasal 

90JPAY 1 3 3 Exudado Faríngeo 

91JPAY 1 3 3 Exudado Nasal 

92RPAY 2 1 2 Secreción de Catéter 

93RPAY 2 1 2 Punta de Catéter 

94RPAY 2 1 2 Secreción de Catéter 

95RPAY 3 2 4 Hemocultivo Periférico 

96RPAY 2 1 2 Hemocultivo Catéter 

97RPAY 3 3 3 Secreción Bronquial 

98RPAY 3 3 3 Secreción Bronquial 

99RPAY 4 3 3 Secreción Bronquial 

100RPAY 3 3 3 Secreción Bronquial 

101RPAY 4 1 2 Urocultivo 
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En esta tabla se muestran los alotipos de las regiones de unión a IgG de esta colección. En la Tabla se muestra 

el aislamiento seguido del alotipo obtenido de la amplificación de la región de unión a IgG además de su 

origen. Las regiones amplificadas son SpA-1 (Dominios E y D), SpA-2 (Dominios D, A y B) y SpA-3 

(Dominios B y C).  

 

 

Figura 3.4. Representación del diagrama de mínima dispersión de los aislamientos clínicos de humanos. 

EF Exudado Faríngeo; EN Exudado Nasal; SB Secreción Bronquial; H Hemocultivo; E Exudado; H 

Hemocultivo de Catéter; C Catéter; SC Secreción de Catéter; SP Secreción de Punta de Catéter; U Urocultivo; 

S Secreción; E Exudado. 

En la figura 3.4 se encuentran representados los aislamientos correspondientes a la 

colección de casos clínicos humanos. Es interesante observar que sólo se generan dos 

grupos los cuales su único elemento de dispersión es el origen del aislamiento, en el lado 

izquierdo se encuentran los aislamientos encontrados en exudados tomados de diversas 

mucosas y del lado derecho los aislamientos encontrados en secreciones de diversos tipos. 

En los aislamientos clínicos de humanos los amplicones de la región de unión a IgG no 

generaron grupos ni dispersión. Esto podría explicarse debido a que la presión de selección 

sobre SpA en estos aislamientos es muy similar.  
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Discusión. 

De acuerdo con el análisis bioinformático de las regiones que se encuentran más 

conservadas en los alineamientos son la región E y la región Xc, una posible explicación 

sobre la conservación de estos dominios es la posición en que se encuentran; el dominio E 

se encuentra en el extremo N-terminal donde se encuentra el péptido señal para que la 

proteína sea trasladada a la membrana; y el domino Xc se ancla covalentemente a la 

membrana externa de S. aureus donde SpA cumple su función por lo que su alto grado de 

conservación es necesario para que la proteína sea funcional (Heel et al., 2010). 

El análisis de mínima dispersión (figuras 3.3 y 3.4) sugiere que de acuerdo al nicho donde 

se encuentre S. aureus se conservan variaciones en la secuencia de spa que pudieran 

otorgar ventajas a este patógeno. Al analizar a nivel de secuencia los diversos dominios de 

spa se podrían enfatizar  aquellas diferencias de SNP´s que generen mutaciones no 

silenciosas y que puedan afectar la funcionalidad de SpA ya que se ha logrado demostrar 

que ciertas mutaciones sobre SpA alteran su función de manera drástica como ocurre en la 

cepa ΔSpAKKAA al grado de perder la propiedad de interactuar con la porción Fc de las IgG 

disminuyendo su virulencia (Kim et al 2010). Resultados presentados en el diagrama de 

mínima dispersión (Figura 3.3 y 3.4) sugieren que la región de unión a IgG puede ser 

altamente polimórfica y los polimorfismos estar relacionados con la función de SpA ya que 

los grupos de aislamientos que presentan un genotipo propio de afecciones humanas se 

encuentran en grupos definidos y distantes.  

Por lo que respecta a su capacidad de interacción con los distintos receptores como es el 

caso de TNFR1 las isoformas detectadas de SpA pueden afectar la interacción demostrada 

con anterioridad (Gómez et al., 2006). Estás variaciones se encuentran presentes en los 

cinco dominios de unión a IgG y debido a que cada dominio individual podría aumentar o 

perder la capacidad de unirse a la fracción Fc de las IgG´s, como se ha demostrado 

anteriormente (Birgeret al 1997). Estas variaciones pueden sugerir variedad en la virulencia 

en cada grupo de aislamientos como lo sugerido en el diagrama de mínima dispersión 

(Figura 3.3 y 3.4). 
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Se determinaron índices de diversidad de Simpson tomando en consideración los diferentes 

alelos encontrados y con un nivel de confianza del 95% obteniendo como resultado que el 

alelo encontrado con el juego SPA 1 cuenta con un índice de 0.9806, SPA 1 0.9809 y SPA 

3 0.9811, estos índices revelan que en cada uno de los alelos existe un alto grado de 

dominancia indicando poca diversidad.  

Al comparar los alotipos de humanos contra bovinos utilizando el índice de Simpson 

encontramos un valor correspondiente a 0.7890 utilizando un intervalo de confianza del 

95%) lo que nos índica un aumento en la diversidad de la región de unión a IgG. Esto 

podría explicarse debido a la diferencia en el origen de los aislamientos, sugiriendo que 

existe una relación directa entre el tipo de hospedero y las variaciones encontradas en spa. 

Conclusiones.  

La región de unión a IgG del gen spa de S. aureus presenta variaciones en su secuencia que 

aparentemente se encuentran relacionados con el origen del aislamiento. 

El gen de spa posee regiones polimórficas en la región de unión a IgG que de acuerdo al 

origen del aislamiento obtienen dominancia, es decir su biodiversidad disminuye. 

Los alotipos de SpA encontrados en aislados de glándula mamaria difieren de los alotipos 

encontrados en infecciones intrahospitalarias lo que indica adaptación a su nicho. Estás 

variaciones son suficientes para genotipificar a S. aureus que además corresponden con 

información obtenida a través de MLST y PFGE con la diferencia que se trata de un único 

marcador molecular. El trabajo demuestra que la secuenciación de la región Xr es capaz de 

generar trazabilidad en los aislamientos, ya que se lograron identificar aislamientos que 

corresponden a poblaciones bovinas alrededor del mundo y aislamientos que pueden 

infectar a humanos y bovinos tal es el caso de MRI-3 (t008) que se trata aislamiento 

reportado en humanos y MRI-160 (t605) que corresponde a aislamientos relacionados con 

mastitis bovina. . 

Los estudios referentes a las funciones de SpA han sido generados utilizando solo  algunos 

aislamientos de referencia por lo que en nuestro estudio demostramos la diversidad que 
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presenta S. aureus respecto a spa y que se encuentra relacionado con el nicho donde se 

encuentra este patógeno por lo que demostramos que un sustento epidemiológico es 

necesario para demostrar el papel que pudiera desempeñar SpA en una patología en 

específico.  

Gracias a la información disponible en las bases de datos mundiales de spa-typing es 

posible asociar los diferentes spa-tipos con un origen o patología determinado ya que 

determinados spa-tipos han sido encontrados en nichos específicos. En cuanto a la región 

de unión a IgG y de acuerdo con el análisis generado para la obtención de oligonucleótidos 

es posible que las secuencias encontradas entre el término del dominio E, el dominio D y el 

inicio del dominio A regresen información que complemente la información obtenida 

mediante spa-typing. 
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IX. Discusión general. 

 

La asignación de los spa-tipos correspondientes a la región Xr del gen de Spa encontrados 

en las localidades de Cotzio y Téjaro en el estado de Michoacán reveló que estos 

aislamientos se comportan de acuerdo a lo reportado a nivel mundial, es decir que 

contienen un fondo genético típico de aislamientos de S. aureus que afectan a bovinos 

(Delgado et al., 2011). En presente estudio se encontró el spa-tipo t008 el cual pertenece al 

aislamiento MRI-3 y cuenta con un ST-8.Este aislamiento presenta un fondo genético 

correspondiente a humanos aunque no es un caso peculiar ya que en el estudio se contó con 

la cepa de referencia ATCC27543 la cual cuenta con el mismo fondo genético y se trata 

también de un aislamiento proveniente de mastitis bovina. Sin embargo el fondo genético 

de estos aislamientos nos indica el riesgo de contagios cruzados entre humanos y bovinos. 

En nuestro estudio logramos obtener el 100% de las secuencias en la región Xr ya que 

todos los productos pertenecen a SpA (con un análisis en BLAST Altschul et al., 1990) en 

contraste con lo reportado, ya que en diversos estudios se observa un porcentaje de 

aislamientos que no son posibles de caracterizar mediante spa-typing(Klein et al., 2012); 

sin embargo, no se logró asignar un spa-tipo a todos los aislamientos, ya que como se 

menciona en el Capítulo 1 solo el 84% de los aislamientos cuentan con los requerimientos 

necesarios para su reporte en base de datos (Ridomspaserver); aunque la mayoría de los 

casos se encuentran polimorfismos (SNP´s) en la secuencias que indican la presencia de 

nuevos repetidos. Tal es el caso de los aislamientos MRI-147 y MRI-171 que en particular 

presentan un polimorfismo en una de las secuencias firma en 5´ (RCMAAAH). Estos 

hallazgos sugieren que un criterio de aceptación, dando una mayor amplitud, en la 

variación de las secuencias firma, podría ser considerado de forma alternativa a las pautas 

sugeridas en Ridomspaserver; ya que en reportes provenientes de todo el mundo 

demuestran que no todos los aislados de S. aureus pueden ser caracterizados. La amplitud 

en este criterio podría lograr que un gran número de S. aureus entraran en la caracterización 

molecular mediante la región Xr de SpA. Este esquema resultaría interesante ya que podría 

determinar correlaciones que con anterioridad podrían pasar inadvertidas, ya que diversos 
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aislamientos presentan dificultades para su caracterización por spa-typing(Baum et al., 

2009).  

A pesar de las dificultades que pudieran presentarse al caracterizar S. aureus por spa-typing  

y de acuerdo a lo reportado en la literatura, su utilización es indispensable para una 

caracterización completa de S. aureus ya que al ser usado en conjunto con la técnica de 

Multilocus Variable-number-repeats (MLVA), el spa-tipo es un factor que contribuye a la 

discriminación. En el caso del MLST complementa su caracterización con los datos 

cargados en las bases de datos disponibles. Para el caso de S. aureus asociado a infecciones 

en humanos, se recomienda la utilización combinada de PFGE, MLST y spa-

typing(Schouls et al., 2009), ya que entre las tres aportan las características de poder de 

discriminación y fondos genéticos compartidos, útiles para analizar la estructura genética 

de la población.  

En cuanto a la frecuencia de los spa-tipos provenientes de mastitis bovina encontramos al 

spa-tipo t1965 con una frecuencia del 19% y al t4570 con un 14% y el resto con una 

frecuencia menor. Sin embargo la mayoría de los spa-tipos encontrados cuentan con un 

fondo genético característico de aislamientos relacionados con mastitis bovina a excepción 

del aislamiento MRI-3 el cual de acuerdo con las bases de datos cuenta con un spa-tipo que 

corresponde a aislamientos relacionados con infecciones en humanos. Estos hallazgos nos 

indican la capacidad con la que cuenta el spa-typing para la caracterización molecular de S. 

aureus ya que en el estudio generado en nuestro grupo de trabajo demostró la capacidad de 

asociación generado en el grupo de trabajo, se logró asignar el MLST correspondiente a 

cada aislamiento dando como resultado la concordancia con el fondo genético encontrado 

para los spa-tipos. A excepción del aislamiento MRI-3, el resto de los spa-tipos concuerdan 

en la base de datos con aislamientos que son reportados en bovinos, lo cual sugiere 

trazabilidad mediante spa-typing. 

A pesar de la diversidad encontrada en la región Xr de spa y el papel que desarrolla al 

interactuar en la activación de Interferón, no se ha logrado determinar si los polimorfismos 

existentes alteren estas funciones. 
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Para el estudio de la región de unión a IgG del gen de SpA se diseñaron tres juegos de 

oligonucleótidos dirigidos a las regiones de spa (descritos en el Capítulo 2) que pudieran 

describir los INDEL´s o SNP´s que pudieran localizarse en la secuencia. Interesantemente 

se encontró que de acuerdo con el origen del aislamiento las combinaciones de fragmentos 

obtenidos varían por lo que se utilizó un algoritmo de mínima dispersión (figuras 3.3 y 3.4) 

observando que de acuerdo a su origen (aislamientos provenientes de humanos o 

aislamientos relacionados con mastitis bovina) estos conforman grupos diversos. 

Los grupos generados correspondientes a mastitis bovina se encuentran dispersos 

conformando 3 sub-grupos de los cuales la dispersión es generada por el origen propio del 

aislamiento obtenido mediante spa-typing y de acuerdo a lo descrito en el Capítulo 2. 

En contraste los aislamientos correspondientes a casos clínicos humanos, a pesar de que no 

fue posible determinar su spa-tipo se encontró que estos tienen un fondo genético con una 

variación menor que los aislamientos relacionados con mastitis bovina resultando en una 

dispersión menor lo que sugiere un comportamiento clonal en lo que respecta a la región de 

unión a IgG de spa. 

Se calcularon los índices de diversidad de Simpson para determinar la variabilidad de spa 

con los datos obtenidos de las diferentes regiones de unión a IgG como lo mostrado en el 

Capítulo 2 a pesar de que el índice de Simpson muestra un valor que corresponde a poca 

variación pero de acuerdo a la naturaleza del análisis las mínimas variaciones en un gen 

conservado en S. aureus son indicadores de diversidad que cobran relevancia al estar 

asociadas al origen del aislamiento (Said et al., 2010, Rolo et al., 2012). 

X. Conclusión General. 

 

1) Los spa-tipos determinados a los aislados de origen bovino, corresponden con spa-tipos 

previamente reportados para este tipo de patógeno, lo cual confirma una asociación del spa-

tipo con la patología y no con la región. 
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2) Todos los aislados presentaron elementos de secuencia que permiten su caracterización 

por spa-typing, pero se encontraron SNP’s en las secuencias firma de algunos de ellos, lo 

que impide la asignación formal del spa-tipo. Una asignación local de spa-tipos podría 

lograr un incremento en la capacidad de diagnóstico y trazabilidad de los aislamientos de S. 

aureus y lograr incrementar su poder discriminatorio. 

3) El polimorfismo en los productos de amplificación derivados de la región “conservada” 

de unión a IgG en el gen spa, permiten asociar el tipo de polimorfismo con su origen 

clínico. Esto sugiere que debe haber SNP’s y/o INDEL’s asociados a cepas de S. aureus 

que se encuentran en diferentes nichos y que estos cambios pudieran estar relacionados con 

su capacidad de evadir la respuesta inmune y activar receptores celulares que garantizan la 

supervivencia de S. aureus en el hospedero. 

XI. Perspectivas 

 Debido a que no fue posible definir el spa-tipo de algunas cepas aisladas de 

bovinos, por la falta de la secuencias consenso (firmas o “signatures”) en el extremo 

5´de la secuencia, se estableció una búsqueda de similitud en las secuencias 

obtenidas de nuestros aislamientos (como lo mostrado en el Capítulo 1), 

encontrando la firma “RCAMCAAAH” lo que difiere con la condición necesaria 

para el reporte en la base de datos correspondiente, por lo que es posible que de este 

trabajo surja una propuesta para la caracterización de cualquier aislado, generando 

una mayor flexibilidad para la aceptación de las secuencias de repetidos.  

 De acuerdo a lo mencionado con anterioridad por Baum et al (2009), las 

eliminaciones sobre el dominio C (lugar donde se ubica el primer adelantado y la 

firma en 3´) son comunes en los aislamientos que no pueden ser caracterizados por 

spa-typing por lo que un análisis, como el presentado podría establecer nuevos 

criterios de información para la designación de nuevas firmas o la identificación los 

propios INDEL´s que pudieran generar variación a la técnica. 
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 Al igual que los dominios de unión a IgG la región Xr es capaz de generar 

respuestas celulares, en específico la producción de IF-β, sin embargo también 

existen diferencias en la secuencia de Xr ya que se trata de una región híper-

polimórfica. Cada repetido puede constar de un número de 24 a 30 nucleótidos y 

pueden llegar a tener mutaciones sinónimas y no sinónimas, esto puede generar 

diferencias en la activación de la producción de IF-β o incluso activar otras 

respuestas celulares que aún no han sido descritas y ayudarían a entender la 

patogenia de S. aureus. 

 Con un nuevo criterio de delimitación de la región Xr, podrían encontrarse nuevas 

secuencias de repetidos o nuevos spa-tipos en nichos donde no han sido reportados 

y lograr obtener un panorama de los genotipos de S. aureus con mayor amplitud.  

 Al caracterizar la secuencia nucleótidica de las regiones de unión a IgG del gen spa 

podrían observarse diferencias entre SpA (SNP´s o INDEL´s) que pudieran generar 

efectos diferentes a los descritos en la actualidad. Una aproximación de este 

panorama pudiera observarse en los INDEL´s de SpA descritos en el capítulo 2, 

debido a que la interacción de SpA con TNFR1 es dependiente secuencia completa 

de la región de unión a IgG de SpA. 

 Debido a lo descrito en el capítulo 2, las diferentes Isoformas de SpA se encuentran 

asociadas de acuerdo a su origen, por lo que el efecto de SpA sobre células de 

distintos hospederos pudieran activar de forma diferencial las respuestas celulares 

descritas con anterioridad o provocar la activación de respuestas celulares 

completamente distintitas por lo que el presente trabajo pudiera ofrecer esquemas de 

caracterización para la generación de modelos de estudio sobre la patología y 

virulencia de S. aureus. 

 La interacción de SpA con la porción Fc de las IgG ha sido ampliamente descrita, 

sin embargo, la afinidad de las diversas isoformas de SpA se podría ver afectada por 

los INDEL´s descritos en el capítulo 2, sugiriendo diferentes grados de afinidad de 

SpA por la porción Fc de las IgG, de acuerdo al origen de S. aureus. Esto podría 
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llegar a esclarecer el grado de virulencia que presenta cada aislamiento. Una 

alternativa podría ser el análisis de RFLP con los fragmentos amplificados en este 

trabajo, para aumentar la cantidad de información con cada fragmento amplificado 

en función del tipo de mutaciones que presenta. 

 S. aureus se ha caracterizado por tener una amplia diversidad genética, ya que se 

han logrado establecer genotipos que afectan a una población en específico. Por lo 

que este trabajo pretende establecer nuevos criterios para la caracterización de SpA  

de S. aureus. 
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