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ABREVIATURAS

Aap Proteina asociada a la acumulacion de la biopelicula*
Agr Gen accesorio regulador*

ASC Agar sangre de carnero

AtlE Autolisina*

Bhp Proteina homologa asociada a la biopelicula*
CWA Proteinas de superficie ancladas a la pared*
ADN Acido desoxirribonucleico

ADNsas Enzimas que hidrolizan el ADN

dNTPs Desoxinucleotido trifosfato*

DO Densidad 6ptica

eDNA Acido desoxirribonucleico extracelular*

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas*
Embp Proteina de union a la matriz extracelular*

EPS Sustancia polimérica extracelular*

Fbe Proteina de union a fibrinégeno*

G5-E Familia de repetidos de G5-E*

GIcNACc N-acetil-B- D-glucosamina transferasa*

IC Infeccion de catéter

INR Instituto Nacional de Rehabilitacion

IPA Infeccion de protesis articular

LPXTG Secuencia especifica de aminoacidos: Leucina-Prolina-cualquier

aminoacido-Treonina-Glicina*
MPM Marcador de peso molecular

MSCRAMMs  Componentes de la superficie microbiana que reconocen
moléculas adhesivas de la matriz*

NCBI Centro Nacional para la Informacion Biotecnolégica*
NEAT Familia de motivos NEAT*
Nicho Funcioén de una especie en un habitat o comunidad bioldgica.



NIH
NP
ORF
PBP2a
PCR
PD
PF
PIA
PNAG
PS
PS*
PSMs
QS

SAMR
SCCmec
SCN
SCOPE
Sdr
Sec
SEMR
Ses
SIDA
SS
TSB-G
USA
uv

Institutos Nacionales de Salud, Estados Unidos de América*
No productor

Marco de lectura abierto*

Proteina de unidén a la penicilina*

Reaccion en cadena de la polimerasa*
Productor débil

Productor fuerte

Polisacarido de adhesion intercelular*
poli-N-acetilglucosamina*

Aislados de piel sana

Aislados de piel sana del personal de salud
Modulinas solubles en fenol*

Quorum sensing*

Secuencia sefal*

Staphylococcus aureus meticilina resistente
Cassette cromosomico estafilococico mec*

Estafilococo coagulasa negativo*

Vigilancia y control de patégenos de importancia epidemiolégica*

Repetidos de serina-aspartato*

Sistema de secrecion sec

Staphylococcus epidermidis meticilina resistente
Proteinas de superficie de Staphylococcus epidermidis*
Sindrome de inmunodeficiencia adquirida

Sefal de distribucion*

Caldo soya tripticasa adicionado con glucosa*

Estados Unidos de América*

Radiacion ultravioleta*

Region de anclaje a la pared bacteriana*

*Por sus siglas en inglés



RESUMEN

Staphylococcus epidermidis es un comensal habitual de la piel y membranas en el
ser humano, si bien actualmente es considerado un patdégeno asociado a
infecciones nosocomiales y dispositivos médicos implantados, debido a su
capacidad para formar biopeliculas, generalmente en practicas invasivas como las

cirugias o la colocacion de algun biomaterial.

Las biopeliculas corresponden a comunidades de microorganismos que crecen
inmersos en una matriz polimérica extracelular, la cual les permite adherirse a
superficies inertes o tejido vivo, protegiendo a los integrantes de la accion de los
antimicrobianos y de la respuesta inmunolégica del hospedero. En la superficie
celular de S. epidermidis, ademas de adhesinas de tipo polisacarido (PIA/PNAG),
se localiza a un conjunto de proteinas denominadas Ses, cuya principal funcion

consiste en la interaccién con las proteinas del hospedador.

Para determinar la presencia de los genes que codifican para algunas adhesinas
proteicas de S. epidermidis, en esta tesis se analizaron cepas de S. epidermidis del
Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra” (INR),
provenientes de dos nichos: piel sana (PS) e infeccién de prétesis articular (IPA),
obtenidas durante el periodo del 2011 al 2015. A estas cepas se les realiz6 PCR
punto final para detectar la presencia de los genes ses, encontrdndose una fuerte
presencia del gen mecA en aislados de IPA, asi como una alta resistencia a diversos
antibioticos. Asi mismo, observamos una mayor formacion de biopelicula in vitro en
las cepas IPA, comparadas con las cepas PS. También se observé una mayor
presencia de los genes ses en las cepas PS, y menor presencia de los mismos en

las cepas IPA.

De manera interesante, el gen sesl no se detect6 en cepas de PS, por lo que su
presencia parece ser exclusiva de los aislados de IPA. Los resultados obtenidos
contribuyen a conocer la presencia de los genes ses en cepas aisladas de PS e IPA,
lo cual podria resultar relevante en la formacién de biopeliculas por S. epidermidis

provenientes de pacientes del INR en México.



1. INTRODUCCION
Caracteristicas de Staphylococcus

El nombre Staphylococcus proviene de los términos etimoldgicos Staphyle (racimo
de uvas) y kokkos (grano); fue introducido por Ogston en 1883 para referirse a un
grupo de micrococos que causaban inflamacion y supuracion y, actualmente, el
género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae, que comprende

treinta y seis especies diferentes y siete subespecies. [6: 15 30

Los estafilococos son células esféricas Gram positivas con un diametro de 0.5 a
1.5 uym, que se agrupan en pares, tetradas, cadenas cortas o racimos. Son
inmoviles, no esporulados, no capsulados o con una incipiente capsula,
generalmente catalasa positiva porque tienen la capacidad de descomponer el
peroxido de hidrogeno en oxigeno y agua. [, la mayoria de las cepas son
anaerobias facultativas, con dos excepciones: S. aureus spp. anaerobius y S.
saccharolyticus, que muestran un rapido crecimiento bajo condiciones de

anaerobiosis, ademas de ser catalasa negativa. 0. 62

En medios sélidos como el ASC (agar sangre de carnero), después de 18 a 24 horas
de incubacion, sus colonias son convexas, opacas, lisas, de color blanco-crema a
grisaceo y translicidas, con un diametro de 1 a 3 mm; ademas, crecen en

condiciones aerobias o de microaerofilia a una temperatura 6ptima de 37°C. 3%

La especie mas representativa de este género es Staphylococcus aureus, cuya
principal caracteristica es su capacidad de producir la enzima coagulasa, por lo que

se considera coagulasa positiva; el resto, son denominadas estafilococos



coagulasa-negativa (SCN) siendo Staphylococcus epidermidis su agente mas

frecuente. [5 41.43]

Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis es un comensal habitual de la epidermis (piel y
membranas en humanos y otros mamiferos) [; su localizacién es mayor en las
areas mas humedas del cuerpo, como: axilas, ombligo, cavidad nasal, conjuntiva,
region glatea e inguinal, fosa cubital de brazos y area del popliteo en rodillas. !
Cabe sefialar que en el 2005 se secuenci6 el genoma de dos cepas de referencia:
la primera cepa fue S. epidermidis RP62A (ATCC 35984), que tiene un tamafio de
genoma de 2,6 Mb y es productora de biopelicula y, la segunda, es S. epidermidis

(ATCC 12228) y no produce biopelicula. 2 38l

En los Ultimos afios, S. epidermidis ha cobrado relevancia clinica, por ser un
patdgeno oportunista en pacientes inmunodeprimidos (neonatos prematuros,
pacientes trasplantados o con cirugias recientes, individuos con sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), qguemaduras graves, quimioterapia asociada a
cancer, etcétera). [® 201 Asi mismo, sobresale en pacientes en quienes se han
implantado dispositivos médicos (protesis, catéteres, dispositivos cardiacos), dada
su capacidad para adherirse y colonizar tejido vivo y superficies inertes, formando
biopeliculas que originan infecciones dificiles de tratar. [> 17 221 De hecho, se ha
sugerido que la formacion de biopeliculas es el factor de virulencia mas importante

en S. epidermidis. 8l



Factores de virulencia

A diferencia de S. aureus que posee diversos factores de virulencia, aparentemente
S. epidermidis tiene un numero reducido de ellos, los cuales estan relacionados
principalmente con la formacién de biopeliculas (ver Tabla 1). También se sabe que
este SCN secreta algunas toxinas peptidicas anfipaticas conocidas como modulinas
solubles en fenol (PSMs por sus siglas en inglés: Phenol-soluble modulins); un
ejemplo son PSM-B, PSM-y y PSM-3. 8 Sin embargo, recientemente se descubrié
gue ciertas cepas producen un factor denominado PSM-mec, que pertenece a la
familia de las PSMs. La PSM-mec deriva del gen psm-mec localizado dentro del
cassette cromosomico estafilocécico “SCCmec”, que codifica para un péptido
citolitico encontrado en cepas meticilina resistentes. *?l De acuerdo con Yang et al.
631 se ha observado que la adquisicion del gen psm-mec promoveria la formacion

de la biopelicula en S. epidermidis.

La formacion de biopeliculas en dispositivos médicos implantados, hacen que S.
epidermidis se convierta en uno de los patégenos invasivos que recientemente ha

tomado relevancia clinica, ademas de S. aureus. 48]



Tabla 1. Factores de virulencia descritos para S. epidermidis.

solubles en fenol)

hid, psmB1ly psmp2

(Disgregacion de biopelicula)

Factor de Virulencia ‘ Gen ‘ Funcién Referencia
Toxinas
PSM-mec (Modulina psm-mecA Promuevg la f?rmaaon de 42, 63]
soluble en fenol) biopelicula
PSMs (Modulinas psma, psmd, psme, Actividad tensoactiva (38]

Formacion

de la biopelicula a través de la unidn primaria a superficies inertes

AtlE

atlE

Abundante autolisina que afecta
la hidrofobicidad de la superficie

(38]

Acidos teicoicos

Multiples genes

Favorecen la adhesion a la
fibronectina

(40]

Formacion de la biopelicula a través de la unién primaria a proteinas de la matriz

extracelular

Unidn a colagenatipol,ya

intercelular)

para la formacién de la biopelicula

SdrF sdrF . P [40]
materiales pldsticos (Dacron)
Unidn a fibrinégeno (adherencia a
Sdr(.E’(Fbe:. Pr.otlel'na de sdrG/fbe su.pe.rfilcies recubiertéf con (58]
unién a fibrinégeno) fibrindgeno); adhesiony
agregacion plaquetaria
AtlE atlE Unidén a proteinas dfa la matriz [38]
extracelular, como vitronectina
Embp (Proteina d L, - .
m . p (Proteina . © Unidn a superficies recubiertas
unién a la matriz embp . . [58]
por fibronectina
extracelular)
Agregacion Celular
Aap (Proteina asociada Induce la formacion de la
., aap . , [53]
a la acumulacion) biopelicula
Bhp (Protei iad .
b (Pro .elna'asoua @ bhp Promueve la adherencia [7]
a la biopelicula)
PIA /PNAG (PoI.|sl,acar|do icaADBC Adhesina intercelular necesaria
de adhesion [38]

Tomado de (Otto, M., 2009) y actualizada por nosotros.




Relevancia clinica

Generalmente, la interaccién de S. epidermidis con la piel es de bajo riesgo, porque
no tiene la capacidad de causar infecciones invasivas en personas sanas “8; sin
embargo, debido a su abundancia en la piel, se internaliza rapidamente por fisuras
en la epidermis, causadas por heridas quirurgicas, insercion de agujas, catéteres y
dispositivos médicos. 13 16 Anteriormente, S. epidermidis era considerado
contaminante de muestras clinicas y puntas de catéteres intravenosos, sin
relevancia clinica. No obstante, es el patbgeno mas importante asociado a
infecciones nosocomiales (bacteriemias, heridas operatorias, catéteres cortos o
permanentes) y dispositivos médicos implantados. 2 La implantacion de
dispositivos médicos ha ido en aumento alrededor del mundo e involucra la insercion
de un cuerpo extrafio como: protesis articular, 6sea o dental, valvulas cardiacas,
marcapasos, dispositivos intrauterinos, lentes de contacto, catéteres venosos o de
didlisis y dispositivos para fijar fracturas éseas (placas, clavos y tornillos). 12 23l
Durante la colocacién del dispositivo médico, S. epidermidis se internaliza por
inoculacion directa del dispositivo o por via hematdgena, y causa infecciones
cronicas y persistentes, las cuales pueden ser superficiales o profundas.
Légicamente puede provocar el retiro de los dispositivos médicos contaminados y
en el peor de los casos, ocasionar el deceso del paciente si no es detectado
tempranamente. 3 En 2017, Sabaté-Bresco et al. [*8l reportaron que S. epidermidis
es el responsable de aproximadamente el 20% de todas las infecciones por

dispositivo médico ortopédico.



De acuerdo con cifras obtenidas en USA, S. epidermidis es el agente etiolégico
mas aislado por hemocultivos y andlisis de catéteres; y los reportes de la Vigilancia
y Control de Patégenos de Importancia Epidemioldgica (SCOPE) indican que esa
especie es la mas aislada en bacteriemias nosocomiales asociadas a catéteres

intravenosos de corta y larga duracion. (8

En la actualidad, la capacidad de S. epidermidis para formar biopeliculas que
causan infecciones dificiles de tratar convencionalmente, ha provocado altas tasas
de morbilidad y mortalidad y costos elevados para los pacientes y los sistemas de
salud. 2 Sumado a ello, en la mayoria de los aislados de S. epidermidis, se ha

detectado resistencia a la meticilina. 48l

Staphylococcus epidermidis Meticilina Resistente (SEMR)

A finales de los afios sesentas, el uso continuo de penicilinas y penicilinas semi-
sintéticas como meticilina y oxacilina originé la aparicion de estafilococos meticilina
resistentes: S. aureus (SAMR) y S. epidermidis (SEMR). 21 La resistencia a
meticilina ocurre por la adquisicion del gen mecA, el cual codifica para la proteina
PBP2a (por sus siglas en inglés: Penicilline-binding protein 2a), que tiene baja
afinidad por los antibidticos betalactdmicos (penicilinas, cefalosporinas vy
carbapenémicos). El gen mecA en S. epidermidis le confiere resistencia hacia esta
familia de antibiéticos 16 54 no es enddégeno y se encuentra ampliamente
distribuido, tanto en S. aureus como en otras especies de SCN; forma parte de un

elemento genético movil, denominado cassette cromosomico estafilococico mec



(SCCmec, por sus siglas en inglés: Staphylococcal cassette chromosome mec), que
se inserta en el cromosoma de S. epidermidis, particularmente, en un sitio especifico
préximo al origen de replicacion. 281 Del origen y evolucién del gen mecA poco se
sabe, salvo que proviene de muliltiples eventos de trasferencia horizontal - 47;
ademas, estudios in vivo han demostrado la trasferencia del gen mecA de cepas de
S. epidermidis a cepas de S. aureus. 61 La transmisiéon nosocomial de cepas SERM
se realiza facilmente, por contacto entre los pacientes, a través de las manos
contaminadas del personal hospitalario, y al tocar las superficies o el instrumental
médico contaminado. Las cepas SERM representan aproximadamente entre 80-
90% de los aislados en el &mbito nosocomial, y gran parte contiene el elemento
genético movil “SCCmec”. 15 171 Es probable que la transicion de un S. epidermidis
comensal a un patégeno invasivo esté relacionada con la continua recombinacion
génica entre los SCN y la especie S. aureus, con la transferencia de factores de
virulencia a través de elementos genéticos méviles; que evolutivamente le han
conferido resistencia antimicrobiana y virulencia a S. epidermidis. 24
Aproximadamente un 80% de la resistencia de SCN a los antimicrobianos proviene

de elementos genéticos exdgenos. 3¢

En buena parte, el aumento a la resistencia de los antibidticos por parte de S.
epidermidis se debe al uso irracional de los antibidticos (la automedicacion) y su
éxito como patdgeno invasivo se sustenta en la formacién de biopelicula (por el

término en inglés, biofilm o slime).



2. JUSTIFICACION

Staphylococcus epidermidis es un microorganismo comensal que en los ultimos
afios ha emergido como uno de los patdgenos oportunistas mas importantes,
principalmente en infecciones asociadas al uso de dispositivos médicos. Hasta
ahora sus principales factores de virulencia son la resistencia antimicrobiana y su
capacidad para formar biopeliculas; estas ultimas causan infecciones crénicas y son
dificiles de tratar convencionalmente, por lo que generan altas tasas de morbilidad

y mortalidad, asi como elevados costos econdmicos a los sistemas de salud.

El incremento de la resistencia antimicrobiana en S. epidermidis y la falta de nuevos
antibiéticos, hace urgente la necesidad de buscar nuevos “blancos terapéuticos”
para prevenir o erradicar las infecciones ocasionadas por esta bacteria. Uno de
estos “blancos” se ubica en las proteinas de superficie que se anclan a la pared,
conocidas como Ses, de las cuales algunas participan en la formacion de

biopeliculas.

Hasta ahora, la deteccion de genes ses se ha llevado a cabo en cepas de laboratorio
o de referencia; por ejemplo, en S. epidermidis (RP62A); sin embargo, su presencia
en cepas de origen clinico o en las aisladas de piel sana ha sido poco estudiada.
Por lo tanto, es importante efectuar estudios genotipicos que permitan conocer la
frecuencia y distribucion de los mismos en cepas aisladas de distinto origen, para
que en trabajos posteriores se midan niveles de expresion, principalmente de los

genes ses A, B, C, E, G, H e I; los cuales han sido poco analizados.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Detectar genes que codifican a proteinas de superficie de Staphylococcus
epidermidis (Ses): A, B, C, E, G, H, I; en cepas asociadas a dos diferentes nichos:
piel sana de fosa cubital del brazo e infeccion de protesis articular de cadera y

rodilla.

Objetivos especificos

e Resembrar cepas clinicas de Staphylococcus epidermidis aisladas de
infeccion de proétesis articular (cadera y rodilla); asi como cepas control
aisladas de la fosa cubital del brazo de personas sin proétesis (piel sana).

e Realizar a todas las cepas su perfil de susceptibilidad antimicrobiana a
distintas familias de antibioticos.

e Identificar las cepas formadoras de biopeliculas con base en sus
caracteristicas fenotipicas y moleculares.

e Detectarlos genes ses: A, B, C, E, G, H e, a partir de cepas clinicas y control
por PCR punto final.

e Determinar la frecuencia de estos genes detectados por PCR punto final.

10



4. ANTECEDENTES
4.1 Biopelicula: Definicién y estructura

En general, las biopeliculas representan un estado habitual del crecimiento
bacteriano y de la supervivencia en la naturaleza [?8; se definen como una
comunidad de microorganismos que crecen inmersos en una matriz extracelular, la
cual permite a los integrantes adherirse a superficies inertes o al tejido vivo,

simulando ser una torre o un hongo (ver Figura 1). B

Figura 1. Microscopia electronica de barrido de la biopelicula de S. epidermidis.
(https://www.niaid.nih.gov/research/michael-otto-phd)

11
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La composicibn de la biopelicula es variable entre los estafilococos;
fundamentalmente se componen de agua (97% del total), células bacterianas y la
matriz extracelular, la cual es un complejo formado por sustancias poliméricas
extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés: Extracellular Polymeric Substance),
que son auto-secretadas por la bacteria, destacando principalmente los
polisacaridos, proteinas, lipidos, minerales y ADN extracelular (€DNA, por sus siglas

en inglés: extracellular DNA) como resultado de la lisis bacteriana. [

La matriz extracelular proporciona el soporte y la estructura a la biopelicula, su
arquitectura consiste en una compleja red de canales, las cuales permiten la
comunicaciéon entre las células y el flujo de los nutrientes, agua y difusién de
oxigeno, llegando a las zonas mas profundas de la estructura. [*2 Ademas ayuda a
proteger a las células frente a situaciones adversas como estrés, deshidratacion,
cambios de pH, choque osmatico, radiacion ultravioleta (UV), metales téxicos,

exposicion a acidos, etcétera. 56l

La matriz extracelular esta compuesta en la mayoria de las cepas por el PIA/PNAG
(PIA, por sus siglas en inglés: Polysaccharide Intercellular Adhesine). El polisacarido
de adhesion intercelular o poli-N-acetilglucosamina PNAG (por sus siglas en inglés
poly-N-acetyl-glucosamine), tiene un tamafio de aproximadamente 780 kDa y su
funcion consiste en facilitar la adhesion y agregacion entre las bacterias. [* Para la
sintesis del PIA/PNAG son necesarias enzimas codificadas en un operén llamado

icaADBC gue se detallara posteriormente.

El PIA/PNAG es fundamental para la formacion de la biopelicula en multicapas y
para la virulencia de S. epidermidis en las infecciones asociadas a dispositivos
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médicos; de hecho, es el componente mas estudiado en las biopeliculas
estafilocécicas. % 44 Sin embargo existen cepas que no forman biopelicula
mediante PIA/PNAG (PIA negativas), sino por un mecanismo alternativo llamado
PIA/PNAG independiente, utilizando adhesinas intercelulares de caracter proteico.
[12] La capacidad de fijacion y formacion de la biopelicula depende de factores tales
como la superficie de union, la disponibilidad de nutrientes, temperatura, pH y la

presencia de otras bacterias. (5]

4.1.1 Formacion de la biopelicula
4.1.2 Mecanismos moleculares e interacciones

La formacién de la biopelicula en S. epidermidis es un proceso complejo, dinamico
y multifactorial; en general, se han descrito cuatro fases: 1) fijacion, 2) agregacion
celular, 3) maduracion y 4) dispersion (ver Figura 2). 51 Estas fases no estan
definidas, se encuentran entremezcladas, y en cada una estan implicados
mecanismos genéticos y moleculares, que son expresados y regulados de acuerdo

con las condiciones del medio. [37]
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Fijacion

En la fase inicial del proceso de formacion de la biopelicula, las células de S.
epidermidis se unen a una superficie inerte [*4, proceso que involucra a dos etapas:
1) Adsorcion, se basa en interacciones inespecificas y reversibles entre la
superficie de las células bacterianas y la superficie inerte, destacando las fuerzas
fisicoquimicas como las de Van der Waals y las hidrofébicas, etc 5 37 y 2)
Adhesidn, ocurre de manera especifica e irreversible, entre las células bacterianas
y la superficie inerte recubierta con matriz extracelular del hospedero; esto es a
través de componentes microbianos de superficie que reconocen moléculas de
matriz adhesiva (MSCRAMMSs; por sus siglas en inglés: Microbial Surface
Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules). > 12 Cabe sefialar que
cuando un dispositivo médico es implantado, éste se empieza a recubrir de
proteinas plasmaticas y productos de la coagulacion del hospedero (trombina vy
plaguetas), las cuales son reconocidas por proteinas/adhesinas de superficie
ancladas covalentemente a la pared celular de S. epidermidis (CWA, por sus siglas
en inglés: Cell Wall Anchored); ello forma uniones especificas estables ligando-
receptor. [> 8 48] Se han descrito diversos MSCRAMMs en S. epidermidis; el mas
caracterizado es una proteina de union al fibrinégeno (SdrG/Fbe), que se une a
superficies recubiertas con fibrinbgeno y promueve la adhesién, ademas de la
agregacion plaquetaria. P! También existen otras adhesinas importantes como
Embp, que promueve la union a superficies recubiertas por fibronectina; SdrF/GehD,
la unién al colageno; AtIE es una autolisina que degrada la pared celular bacteriana

e induce cambios en la hidrofobicidad de la superficie bacteriana, favoreciendo su
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unién a la vitronectina; EbpS para la unién a la elastina, y las proteinas Ses, que

mas adelante seran descritas. [> 40. 48]

Es por eso que la fijacion inicial a un dispositivo médico puede ocurrir sobre el
material virgen (dependiendo de su naturaleza) o sobre materiales recubiertos por

proteinas del hospedero. €0

Agregacion celular

Es la fase mas importante durante la formacion de la biopelicula en S. epidermidis;
en ella, las células bacterianas que logran adherirse, se multiplican y forman
pequefios agregados bacterianos como si se tratara de microcolonias. > 371 La
estrecha cercania entre los agregados bacterianos permite la interaccion célula a
célula y propicia sefiales quimicas a través de metabolitos secundarios (péptidos),
gue actuan como activadores del sistema quorum sensing (QS). El quorum sensing
es un sistema de comunicacién bacteriana, donde se generan moléculas que sirven
como sefiales que inducen la expresion de genes y mecanismos celulares, como la
produccion del polisacarido (PIA/PNAG) que integra la matriz extracelular de la

biopelicula en S. epidermidis. [35 37]

La agregacion celular y la acumulacién en multicapas que constituyen la biopelicula
dependen de la capacidad de las células para realizar la biosintesis del PIA/PNAG,
la molécula PIA/PNAG se sintetiza por la expresion de los productos del operén

icaADBC, que comprende un gen regulador (icaR) y cuatro genes efectores (icaA,
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icaD, icaB e icaC). ! IcaA e IcaD sintetizan una N-acetilglucosamina transferasa
(GIcNAC) localizada en la membrana que cataliza la formacion de oligdmeros de
PNAG en el citosol. IcaC es una proteina de membrana que transporta los
oligdmeros de PNAG (que fueron sintetizados en el citosol) hacia la membrana
externa. IcaB es una proteina presente en la pared celular que se encarga de
desacetilar los oligdmeros de PNAG, introduciendo una carga positiva en los
mencionados oligbmeros, importante para la adhesion del PNAG a la superficie
bacteriana y la interaccion electrostética con la pared de otras bacterias (ver Figura

3). 17

17



N lcaA IcaD

|

Gl =g
1 GIcNAc transferasa (IcaAD) | N

Activacion | !
-DM—\‘ / 2)| Transporte (icaC) |
o © ° m

Figura 3. Biosintesis del PNAG en Staphylococcus epidermidis. Modificada de Otto,

M., 2012.

Existe un nimero reducido de cepas de S. epidermidis que no poseen el operén
icaADBC, pero son productoras de biopelicula. ] En estos casos, la agregacion
celular y formacion de la biopelicula es mediada por factores de caracter proteico
qgue sustituyen funcionalmente al PIA/PNAG, a través de un mecanismo alterno
conocido como PIA independiente. [*8! Las principales proteinas mediadoras en este
mecanismo son: Aap, Bhp y Embp. Bl En un estudio de Rohde et al., 2007, se
reporté que 27% de las cepas formadoras de biopelicula son icaADBC negativas
(independientes de PIA), y que su mecanismo de formacion de biopelicula es en

parte mediado por Aap.
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Otras moléculas que participan en la agregacion celular de la biopelicula son el ADN
liberado al medio extracelular producto de la lisis bacteriana (ADN extracelular) y
los &cidos teicoicos que favorecen la interaccion electrostatica con el PNAG,
actuando como pegamento. El ADN extracelular es importante para la trasferencia
de genes de resistencia entre las células bacterianas y aporta rigidez a la estructura

final de la biopelicula. 15 3]

Maduracioén

En esta etapa, la biopelicula se encuentra metabdlicamente activa, aumentando la
poblacion bacteriana y asumiendo una estructura tridimensional en forma de “torre
u hongo”. Dentro de la matriz extracelular, se forma una red de canales de agua que
suministran los nutrientes esenciales a la mayoria de las células que se ubican en

el interior de la biopelicula. 3]

Dispersion

La dispersion de las células bacterianas puede ser unicelular o en agregados y esta
mediada por mecanismos que incluyen fuerzas mecanicas, el flujo sanguineo y la
actividad enzimatica extracelular. La diseminacion de las células bacterianas hacia
otros sitios de infeccion es primordial para iniciar el ciclo de formacién en una nueva
superficie. 71 La degradacion de la matriz extracelular implica la expresion de
genes, como el gen accesorio regulador (agr, por sus siglas en inglés: accessory

gene regulator), que induce la expresion de proteasas, hidrolasas del PIA/PNAG,
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nucleasas para desintegrar el ADN extracelular y moléculas surfactantes (modulinas
solubles en fenol o PSMs), que solubilizan los componentes de la matriz, para que
la biopelicula pueda dispersarse al estado planctonico, cuando haya escasez de
nutrientes o en el momento que la biopelicula presente una alta densidad

bacteriana. [4°!

4.2 Patogénesis de las biopeliculas

S. epidermidis tiene la capacidad de formar biopeliculas sobre la superficie de
dispositivos médicos, adhiriéendose de manera irreversible; la biopelicula actia
como una barrera fisica que protege a las células bacterianas de la accion de los
antibiéticos y de la respuesta inmunologica del hospedero (fagocitosis por
leucocitos, y accion por radicales libres de oxigeno, sustancias exdégenas y diversas
proteasas). [® 121 A pesar del uso profilactico de los antimicrobianos, previo a la
colocacién de un dispositivo médico (lo que reduce la incidencia de una infeccion),
aun no ha sido posible prevenir la contaminacion totalmente; ya que, una vez
establecida la biopelicula en la superficie del implante, el tratamiento resulta poco
efectivo haciendo inevitable el retiro o la sustitucion del implante. En muchas
ocasiones, las biopeliculas se localizan en areas del cuerpo que son de dificil

acceso, dificultando el tratamiento y la erradicacion del microorganismo. 1240l

Las infecciones causadas por biopeliculas representan un reto médico, porque son
infecciones que no es posible erradicar totalmente y, por lo tanto, causan episodios
recurrentes. Normalmente, los antibiéticos son capaces de eliminar a las bacterias
en estado plancténico (estado libre), pero no a las bacterias que se encuentran en
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la biopelicula. Esto se debe a que dentro de la biopelicula las bacterias son casi mil
veces mas resistentes a los antibiéticos. ! La capacidad de las biopeliculas para
sobrevivir a altas concentraciones del antibiético, tiene que ver con un fenébmeno
multifactorial y complejo que involucra varios mecanismos, como: a) Falla de
penetracion del antibidtico. Generalmente, la matriz extracelular es una barrera
fisica que impide el paso de los antibidticos, ademas de que cominmente contiene
carga positiva (cationica), que modifica la permeabilidad de entrada de antibiéticos
cargados positivamente, tales como los aminoglucdésidos. ! b) Presencia de células
persistentes. Estas células son una pequefia subpoblacion fenotipica que sobrevive
dentro de la biopelicula (no se multiplican ni mueren) ante la exposicion prolongada
a los antimicrobianos en concentraciones letales, sin presentar mutaciones que les
confieran resistencia. [ %1l ¢) Zonas diferenciadas de actividad metabdlica. Dentro
de las biopeliculas, las bacterias estdn bajo un gradiente de nutrientes y en
consecuencia, las células de la capa superficial o de la periferia de la biopelicula
son las metabdlicamente activas, comparadas con las células mas internas cuyo
metabolismo tiende a cero. 1244 Evidentemente, la mayoria de los antibiéticos son
efectivos contra las células en crecimiento (fase exponencial) y por lo tanto las
células internas no son vulnerables al efecto toxico de ellos, por ejemplo, la
penicilina y la ampicilina no acttan contra células que no estan en crecimiento, por
lo tanto, las cefalosporinas, aminoglucosidos y fluoroquinolonas son mas activos
sobre células en division (fase exponencial). ! Por ello, el fracaso de los
tratamientos de eleccion y la recurrencia de las infecciones asociadas a

biopeliculas.
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Datos del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) estiman que al
menos el 80% de las infecciones humanas estan asociadas a biopeliculas, lo que
incrementa la estancia hospitalaria y la mortalidad. 9! La problematica mundial de
las infecciones asociadas a biopeliculas, ha generado la busqueda de nuevos
“blancos”, buscando prevenir y combatir las infecciones por bacterias productoras
de biopeliculas. Uno de ellos son las proteinas de superficie ancladas a la pared
celular de S. epidermidis, denominadas CWA (Ses), algunas de las cuales

intervienen en la formacién de la biopelicula.

4.3 Proteinas de superficie ancladas a la pared (CWA)
4.3.1 Caracteristicas generales

Las CWA, conforman una familia de proteinas presentes en bacterias Gram-
positivas, como S. epidermidis (Ses); estan ancladas covalentemente al
peptidoglicano de la pared celular y permanecen expuestas a la superficie para
interactuar especificamente con las proteinas de la matriz extracelular del

hospedero. [

Algunas proteinas CWA son cruciales en la patogénesis de S. epidermidis y su
expresion en la superficie del microorganismo puede darse bajo condiciones in vitro
o in vivo. [ La presencia de las proteinas CWA es variable entre los estafilococos;
en S. aureus se han descrito alrededor de 24 proteinas CWA, a diferencia de lo que
ocurre en S. epidermidis, en el que solo se han encontrado aproximadamente doce

de ellas. * 71 En general, conservan una estructura en comun: una secuencia sefial,
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un dominio A 6 un dominio central, una region que atraviesa la pared celular y una
sefal de distribucién para el anclaje de la proteina al peptidoglicano. Son secretadas
y transportadas a través de la membrana plasmética, mediante el sistema de
secrecion Sec, para unirse covalentemente al peptidoglicano de la pared celular por

medio de transpeptidasas (sortasas) presentes en la membrana celular. 19 52

Las proteinas de superficie presentes en S. epidermidis (Ses), son: la proteina
asociada a la acumulacion (agregacion celular) de la biopelicula (Aap o SesF), la
proteina homodloga asociada a la biopelicula (Bhp o SesD), las proteinas de
repeticion del dipéptido serina-aspartato (Sdr: SdrG/Fbe y SdrF), la proteina de
union a la matriz extracelular (Embp) y las proteinas SesA a SesJ. * 71 Estas
proteinas CWA participan en las diferentes fases de formacion de la biopelicula,
regulando la adherencia primaria y la agregacién celular de la biopelicula en S.

epidermidis. [40. 531

4.3.2 Clasificacion de las proteinas CWA

Las investigaciones recientes, sugieren clasificar a las proteinas CWA de los

estafilococos en cuatro familias, con base a su estructura y funcién. 40 531

e Familia MSCRAMMSs. Esta familia esta implicada en la adhesion bacteriana
a la matriz extracelular del hospedero. Se une a superficies recubiertas por
fibrindgeno, colageno, fibronectina, etcétera. [*%1 Estas proteinas tienen un

extremo N-terminal de aproximadamente 40 aminoacidos; un dominio A en
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donde esta el sitio de unién a ligandos y se divide en regiones N1, N2 y N3;
tienen dos dominios B (sélo en los SdrC-E) denominados Bspr, y una region
R (SD repeats R) con repeticiones de serina-aspartato previa a la region de
anclaje (W). En el extremo C-terminal, contienen una secuencia de

distribucion para el anclaje de la proteina al peptidoglicano (SS). [7- 19 53]

Familia de motivos NEAT (por sus siglas en inglés Near Iron Transporter
motif protein family). Esta familia de proteinas contiene un dominio de
trasportador de hierro. Su funcién es unir hierro o hemoglobina y facilitar el

trasporte de éstos hacia el interior de la bacteria. [

Familia de proteinas de paquetes de tres hélices (del inglés, three helical
bundle motif family). Esta familia contiene en el N-terminal, una proteina A
con cuatro o cinco médulos homdlogos que consiste un paquete de tres
hélices estructurado de manera independiente que puedan unir diferentes

ligandos. 53]

Familia de repetidos de G5-E (del inglés G5-E repeat family). Contiene
dominios alternados de G5 y E, el dominio G5 se caracteriza por cinco
residuos conservados de glicina dentro de un segmento de 78 residuos que
forma seis hojas beta; y el dominio E es un segmento espaciador de 50

residuos similar a G5. 10
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Figura 4. Esquematizacion de la clasificacion en familias de las proteinas de
superficie ancladas covalentemente a la pared de S. epidermidis (CWA). La
estructura de las familias de las proteinas en general, es la siguiente: A) Familia
MSCRAMMSs. En el N-terminal, una secuencia sefial (S) representada en color azul
claro, un dominio central letra A en donde estan los subdominios N1-N3, B1-B2,
son regiones que se desconoce su funcion, la regién (R), son repeticiones
dipeptidicas de serina-aspartato, tienen una region que atraviesa la pared celular
(W) en color rojo, y en el C-terminal una sefial que dirige la proteina (SS)
representada en color azul fuerte. B) Familia de motivos NEAT, después de la
secuencia sefal (S) tiene un dominio NEAT, una region C-terminal hidrofilica (C),
previo a los segmentos W y SS. C) Familia de proteinas de paquetes de tres
hélices, después del N-terminal (N), hay varias regiones de paquetes de tres hélices
(E, A, B, C, D), seguida de dos dominios Xr y Xc previos al C-terminal. D) Familia
de repetidos de G5-E, después de la secuencia sefial (S), un dominio A diferente
de las MSCRAMMSs, seguido de repetidos alternados de dominios G5-E y al final los
dominios W y SS (Modificada de Foster et al., 2014; Speziale et al., 2014).
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4.3.3 Procesamiento, secrecién y anclaje

En bacterias Gram positivas como S. epidermidis la sintesis de las proteinas CWA
se realiza en los ribosomas, iniciando desde extremo N-terminal hacia el carboxilo
C-terminal. Las proteinas CWA tienen una secuencia sefal (péptido sefal) en el
amino N-terminal de aproximadamente 40 aminoacidos (S, por el término en inglés;
Secretory signal sequence), encargada de guiar a la proteina hacia su destino
dentro de la célula. Este péptido sefial serd reconocido y dirigird a la proteina al
sistema de secrecidon Sec, para que sea exportada a través de la membrana
plasmatica, después tienen un dominio A o dominio central que es variable entre las
familias de proteinas. Y por ultimo en extremo carboxilo C-terminal, una regién de
anclaje para la proteina que atraviesa la pared celular bacteriana (W, por el término
en inglés: Wall spanning region), seguida una sefial de distribucion para el anclaje
covalente de la proteina al peptidoglicano (SS, por el término en inglés: Sorting
signal). 81 Ademas de una secuencia especifica de aminoacidos de Leucina-
Prolina-X-Treonina-Glicina (LPXTG, por el término en inglés: leu-pro-x-thr-gly,
donde X es cualquier aminoacido), que esta entre la region (W) y la sefial de
distribucion (SS), la cual; es procesada por una enzima (transpeptidasa) sortasa A
(del término en inglés: sortase A), que corta el péptido entre los aminoacidos
treonina (T) y glicina (G) catalizando la unién covalente del grupo carboxilo de la
treonina con el grupo amino del peptidoglicano mediante una reaccion de

transpeptidacion. 53 €0l
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4.4 Proteinas de superficie de S. epidermidis (Ses)

Se denominan proteinas de superficie de S. epidermidis (Ses, por sus siglas en
inglés: Staphylococcus epidermidis surface protein). De acuerdo a Bowden et al.,
2005, se encontraron por estudios bioinformaticos como homdlogos en S.
epidermidis RP62A, identificando diferentes CWA (Ses) con una estructura
conservada de aminoacidos para poder anclarse al peptidoglicano de la pared
celular del microorganismo; seguido de un dominio hidrofébico transmembranal y
varios aminoacidos cargados positivamente en el C-terminal, ademas de una
secuencia sefal en el N-terminal. La funcién de algunas de estas proteinas CWA

todavia no es clara, ya que el campo de estudio alin esta en investigacion. 18]

Las proteinas de superficie Ses que se han descrito son: A, C,D,E,F,G,He ly
mas reciente Ses J. [l SesH, SesG y Sesl, pueden usarse como marcadores de
patogenicidad. 18 A continuacion solo las proteinas Aap (SesF), Bhp (SesD), SesC,
SdrF y SdrG (Fbe) seran detalladas. Cabe sefalar que el perfil de las proteinas varia
entre cada cepa dependiendo del sitio donde se aisle, ya sea de cepas aisladas de

infeccion o de tejido sano (piel).

4.5 Aap (SesF)

La proteina asociada a la acumulacion (Aap, por sus siglas en inglés: accumulattion-
associated protein), conocida como SesF es homoéloga a SasG en S. aureus, es una
proteina extracelular con un tamafio de 246.3 kDa. [l Fue encontrada en S.

epidermidis RP62A (ATCC 35984), pertenece a la familia de los repetidos de G5-E
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y su funcién es promover la union primaria a superficies e inducir la agregacion
celular durante la formacién de la biopelicula. % 53 Aap, estd presente en
aproximadamente 90% de las cepas de S. epidermidis. '8 Tiene un dominio A
(amino N-terminal), que facilita la unién a los corneocitos (células de queratina, que
hacen que la epidermidis sea hidréfoba) permitiendo la colonizacién de la piel. Este
dominio, después es proteolizado para que las regiones del dominio B (5 a 17
repetidos) puedan interactuar y promuevan la agregacion celular de la biopelicula
que es mediada por Zn?*; y después, una regiéon denominada E (G5-E) con cinco
residuos de glicina conservados. [18 53 58] En el carboxilo (C-terminal), se localiza

una secuencia de aminoacidos LPDTG de reconocimiento de la sortasa A. ["]

4.6 Bhp (SesD)

La proteina homéloga asociada a la biopelicula (Bhp, por sus siglas en inglés:
Biofilm associated homolog protein); conocida como SesD, tiene un tamafio de 250
kDa, fue identificada inicialmente como la proteina AAK29746 (NCBI) en S.
epidermidis RP62A (ATCC 35984) y su funcién es inducir la agregacion celular de
la biopelicula en ausencia de PIA. [l Aproximadamente esta presente en un 15 a

45% de las cepas aisladas. [> 18]
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4.7 SesC

Es una proteina con un tamafio de aproximadamente 68 kDa, y se expresa durante
el crecimiento de la biopelicula. [l Diversos ensayos inmunoldgicos de expresion de
la proteina en cultivos aislados sugieren que SesC es fundamental para la formacion
de la biopelicula. 8 Sin embargo; ain no se ha determinado su funcién molecular
en la formacion de la biopelicula. 1 Mas adelante se detallar4 que esta proteina

puede ser blanco potencial de generacion de vacunas contra S. epidermidis.

4.8 SdrF y SdrG (Fbe)

Las proteinas SdrF y SAG (Fbe), pertenecen a la subfamilia MSCRAMMSs, con una
region de repetidos SD (Sdr, por sus siglas en inglés: Serine-aspartate dipeptide
repeat protein). [ La proteina de union al colageno (SdrF), tiene un tamario de 175
kDa, y se une con alta afinidad a superficies hidr6fobas recubiertas de colageno del

hospedero. "]

La proteina de unién a fibrinégeno (SdrG/Fbe), por sus siglas en inglés: fibrinogen-
binding protein), tiene un tamafio de 93.7 kDa y es necesaria para la union primaria
de S. epidermidis a superficies recubiertas de fibrinbgeno humano; promoviendo la
adhesion y agregacion plaquetaria en complicaciones tromboticas causadas por S.
epidermidis. [> 7581 E| gen que codifica para SdrG/Fbe es comUin en aislados clinicos
de S. epidermidis. [ De acuerdo a un estudio por Van Mellaert et al., 2012, indican
gue un 78% de cepas aisladas de infeccion ortopédica tienen el gen, mientras que

el 91% fue encontrado en cepas asiladas de infeccion de catéter.
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4.9 Proteinas Ses y su potencial como antigenos vacunales

A causa de la creciente problematica de salud que estan representando las
infecciones asociadas a los dispositivos médicos; ha surgido la necesidad de
investigar alternativas preventivas de inmunoprofilaxis e inmunoterapia para evitar
el riesgo patogénico de S. epidermidis con la formacién de biopeliculas. 58 El
desarrollo de una vacuna contra S. epidermidis es una de las estrategias mas
prometedoras en pacientes que van a ser implantados con algun dispositivo médico,
donde existe el riesgo de una infeccion estafilocécica por biopelicula, asi como en
pacientes que estén en estado grave, inmunocomprometidos y neonatos. En estos
casos, si la vacuna resulta efectiva, actuaria disminuyendo la morbilidad vy
mortalidad asociadas a infecciones por S. epidermidis que en los ultimos afios han
ido en aumento. (12 58 Sin embargo, S. epidermidis al ser un comensal de la piel,
puede estar en contacto con el sistema inmunolégico, por lo tanto, los anticuerpos
anti S. epidermidis estan presentes de forma basal. En consecuencia, el desarrollo
de una vacuna con células enteras de S. epidermidis tendria poca probabilidad de

ser protectora, comparada con las vacunas tradicionales. 58]

Las proteinas: SdrG, SdrF, y las proteinas Ses; se han convertido en blancos
potenciales para el desarrollo de vacunas con la finalidad de inhibir con éstas la fase
inicial en la formacion de la biopelicula por S. epidermidis. 8 Investigaciones
recientes, detectaron titulos de anticuerpos mas altos de las proteinas (Ses): SesG,
SesH y Sesl en sueros de pacientes convalecientes con infeccion por S.
epidermidis, concluyendo que la expresion de dichas proteinas ocurre durante el

proceso infeccioso. 8]
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Shahrooei et al., 2012, amplificaron el gen sesC en el 100% de sus aislados,
mientras que Yao et al., reportan la presencia del gen en un 86% en cepas clinicas
y un 55% en cepas comensales, indicando un posible papel de SesC durante la
patogénesis de S. epidermidis. 8 Es probable que SesC sea un blanco potencial
para el desarrollo de una vacuna en infecciones asociadas a biopeliculas y que los

anticuerpos anti-SesC, sean utilizados como inmunoterapia. [& 58l

Para SdrG, se ha visto que el gen se encuentra preferentemente en la forma
invasiva de S. epidermidis, y no en la forma comensal. Estos datos hacen de SdrG
otro candidato potencial para generar vacunas que puede distinguir entre cepas

invasivas y cepas comensales de S. epidermidis. 58]

Un aspecto importante a considerar para el desarrollo de una vacuna contra S.
epidermidis, es el costo-eficiencia de la vacuna, la cual puede funcionar tanto en
pacientes que solo tienen implantes de corto plazo como catéteres venosos, asi
como en pacientes con dispositivos médicos permanentes. En este ultimo caso, la
aplicacion de la vacuna seria una inversién econémica mas favorable que brindaria
proteccion inmunolégica al paciente y evitaria la eliminacion 6 sustitucion del

dispositivo ademas de probables reincidencias de la infeccion. 58]
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5. METODOLOGIA
5.1 Tipo de estudio

Estudio descriptivo: Transversal

5.2 Cepas de estudio

Se incluyeron 51 cepas donadas del acervo microbiologico del Laboratorio de
Infectologia del INR, que fueron aisladas de infecciones asociadas a protesis
articulares (cadera y rodilla) de pacientes del INR en el periodo de 2011 a 2015.
Adicionalmente se analizaron 24 cepas aisladas de piel sana (fosa cubital del brazo)
de individuos sin protesis articular utilizadas como cepas control en un estudio

previo del INR, para un total de 75 cepas analizadas durante el estudio.

Resiembra de cepas: las 75 cepas del estudio fueron previamente descongeladas
y sembradas en placas ASC se incubaron durante 18 a 24 horas a 37°C para tener
cepas viables. Las cepas de referencia utilizadas fueron S. epidermidis ATCC
12228, S. epidermidis ATCC 35984, S. aureus ATCC 29213 y S. aureus ATCC

43300.

5.3 Identificacion de las cepas y susceptibilidad antimicrobiana

La identificacion bacteriana se realiz6 mediante el sistema automatizado VITEK 2-
compact (BIOMERIEUX, Francia), empleandose tarjetas para GP (cocos y bacilos
no formadores de esporas Gram positivos); de la misma forma se obtuvo el perfil de

susceptibilidad antimicrobiana utilizando las tarjetas AST-GP67, las cuales fueron
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procesadas de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los 15 antibiéticos que
se probaron fueron: penicilina (PE), oxacilina (OXA), ciprofloxacina (CIP),
levofloxacina (LVX), moxifloxacina (MXF), gentamicina (GN), vancomicina (VN),
eritromicina (E), clindamicina (CLI), synercid: estreptograminas A y B (SYN),
linezolid (LZD), tetraciclina (TE), rifampicina (RF) y trimetoprim/sulfametoxazol

(SXT), nitrofurantoina (NIT).

5.4 Formacién de biopelicula in vitro

La deteccion de formacién de biopeliculas por las cepas de S. epidermidis se realizo
por medio un ensayo semicuantitativo in vitro por el método de tincidn con cristal
violeta. [*1I Este método, se basa en el crecimiento de colonias bacterianas durante
24 horas en una microplaca de dilucion, y la adherencia bacteriana en la parte
inferior de la microplaca evidencia la formacion de biopeliculas, la cual es lavada,
tefiida con cristal violeta y detectada midiendo la densidad 6ptica de las biopeliculas

formadas de acuerdo a los criterios de Stepanovic et al. 5]
-Procedimiento:

Después de la resiembra de las cepas de S. epidermidis en ASC, se tomé una asada
de cada cepa y se inoculé en tubos de ensaye que contenian 2mL de caldo soya
tripticasa adicionado con glucosa al 2%(TSB-G) se incubaron 24 horas a 37°C
(incubadora bacteriol6gica BINDER, USA). Se realizd una suspension al 0.5 en la
escala de MacFarland (1.5X108 células/mL) en medio TSB con el nefelémetro

(DensiCHEK-plus BIOMERIEUX, Francia). El crecimiento de la biopelicula se hizo
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en una microplaca de poliestireno estéril fondo plano de 96 pocillos (marca Nunc),
donde se colocaron 180uL de medio TSB-G al 2% y 20uL de la suspension de cada
aislado. Las placas se incubaron 24 horas a 37°C en condiciones estaticas.
Después del tiempo de incubacion se decant6 el medio de cultivo (sobrenadante),
se realizaron tres lavados con 200uL de solucion salina al 0,85% (p/v) para eliminar
las células bacterianas que crecieron en forma libre dejandose secar a temperatura
ambiente por 20 minutos. Posteriormente se agregaron 150uL de la solucion de
cristal violeta al 0.1% (p/v) a cada uno de los pocillos, se dejé actuar durante 20
minutos, se decanté el colorante, se realizaron tres lavados para eliminar el exceso
del mismo y se dejo secar a temperatura ambiente 20 minutos. A continuaciéon a
cada pocillo se le agregaron lentamente 150uL de etanol al 95% para suspender el
colorante y realizar la medicion indirecta de bacterias adheridas tanto al fondo como
en las paredes del pocillo. Se dejaron secar a temperatura ambiente sin agitar por
20 minutos. Finalmente se midi6é la densidad éptica (DO) de la microplaca en un
espectrofotometro para placas de ELISA (xMark™, BIO-RAD) a una A= 490 nm. La
absorbancia del cristal violeta es directamente proporcional a la cantidad de

biopelicula producida.

Los aislados se inocularon por cuadruplicado. Como control negativo se utilizé S.
epidermidis ATCC 12228 cepa no productora de biopelicula y control positivo S.

epidermidis ATCC 35984 cepa productora de biopelicula.
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5.5 Interpretacién de la lectura de las microplacas para caracterizacion de

biopeliculas

Por cada aislado se calcul6 el promedio de la densidad Optica obtenida en las cuatro
réplicas, y se calcul6 la desviacion estandar para verificar la correlacion entre los
resultados obtenidos. La interpretacion del tipo de biopelicula se realizé con base
en la densidad Optica resultante de la cepa usada como control negativo de S.

epidermidis (ATCC 12228), y los criterios de Stepanovi¢ et al. *% (Tabla 2).

Tabla 2. Criterios de interpretacion del tipo de biopelicula.

Tipo de biopelicula Criterio

Productor fuerte (P F) DO muestra > 4(DO) control negativo

Productor débil (PD) 2(DO) control negativo < DO muestra < 4(DO) control negativo

No productor (NP) DO muestra < Z(DO) control negativo

e DO= densidad 6ptica
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5.6 Caracterizacion genotipica

5.7 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN de las 75 cepas de S. epidermidis se utilizo la resina
Chelex-100 al 10% (BIO-RAD), que es una resina quelante de iones metalicos que
protege al ADN de los contaminantes celulares. Primero se tom6 una pequefia
asada de los aislados en ASC equivalente a 1.5x108 células/mL y se depositaron en
tubos eppendorf estériles de 1.5mL que contenian 300uL de solucién salina. Las
muestras se suspendieron por agitacion durante 20 segundos y fueron
centrifugadas a 10,000 rpm durante 5 minutos (Micro CL 21 centrifuge, Thermo
Fisher Scientific™). Se retir6 el sobrenadante dejando el boton en el fondo de tubo
y se agregaron 200uL de resina Chelex-100 al 10% (BIO-RAD), la suspension se
homogeniz6 con vortex y se colocé en un termobloque (Heating Block Fisher
Scientific™) a 96°C durante 40 minutos. Posteriormente las muestras se
suspendieron por agitacion durante 10 segundos y se centrifugaron a 10,000 rpm
por 5 minutos. Se tomaron aproximadamente 100uL del sobrenadante que contenia
el ADN extraido evitando tocar las perlas de la resina Chelex-100 y se depositaron
en una nueva serie de tubos eppendorf estériles para ser etiguetados y
almacenados a -20°C hasta su posterior uso en la reaccion de la PCR, en tanto que

los tubos eppendorf con el boton se desecharon.
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5.8 Amplificacion del gen mecA

La deteccion del gen mecA se realizd por PCR punto final. Fueron utilizados
cebadores disefiados por Louie et al. B La mezcla de reaccion contenia: 5uL de
buffer 10X, 3mM de MgClz (Applied Biosystems), 4mM dNTPs (Invitrogen), 2.5 U de
Tag polimerasa (AmpliTag Gold, Applied Biosystems), 25pmol de cada
oligonucledtido (Sigma Aldrich), 20ng (5uL) de ADN molde y agua grado biologia
molecular (estéril, libre de nucleasas y ADNasas) para un volumen final de 50 uL
por muestra de reaccion. Para la amplificacion se utiliz6 un termociclador Veriti
(Applied Biosystems) bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a
94°C por 3 minutos, 32 ciclos (desnaturalizacién a 94°C por 30 segundos, alineacion
55°C por 30 segundos y extension 72°C por 45 segundos), seguido de una
extension final a 72°C por 10 minutos de polimerizacion. Los productos de la PCR
se detectaron por electroforesis a 100 volts durante 1 hora en gel de agarosa al 1%
(Invitrogen). ElI marcador de peso molecular fue una escalera de 100pb (1.5uL)
(Invitrogen), 3uL de colorante SYBR Green (intercalante tipo bromuro de etidio) y
como control positivo la cepa de S. aureus ATCC 43300. Los geles fueron

fotografiados en el fotodocumentador (BIO-RAD GeL DOcXR*Image Lab Software).
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5.9 Amplificacion de los genes ses de S. epidermidis: sdrF, sdrG, sesA, sesB,

sesC, sesD (bhp), sesE, sesF (aap), sesG, sesH, y sesl

Para la amplificacion por PCR punto final de los genes ses: sdrF, sdrG, sesA, sesB,
sesC, sesD (bhp), sesE, sesF (aap), sesG, sesH, y sesl, se utilizaron cebadores
que previamente fueron disefiados en el laboratorio (Tabla 3). La mezcla de
reaccion contenia: 5uL de buffer 10X, 6 de MgCl2 (Applied Biosystems), 1 dNTPs
(Invitrogen), 1.5 U de Taq polimerasa (AmpliTaq Gold, Applied Biosystems), 10pmol
de cada oligonucleétido (Sigma Aldrich), 20ng (5uL) de ADN molde y agua grado
biologia molecular para un volumen final de 50uL por muestra de reaccién. Para la
amplificacion se utilizé el mismo termociclador Veriti (Applied Biosystems) bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 95°C por 10 minutos, 30 ciclos
(desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, alineacion 57°C por 45 segundos y
extensién 72°C por 45 segundos), seguido de una extensién final a 72°C por 7
minutos de polimerizacion. Los productos de la PCR se detectaron por electroforesis
a 120 volts durante 1 hora en gel de agarosa al 1%. El marcador de peso molecular
fue una escalera de 100pb (1.5uL) (Invitrogen), 3 pL de colorante SYBR Green
(intercalante tipo bromuro de etidio) y como control positivo la cepa de S.
epidermidis (ATCC 35984). Los geles fueron fotografiados en el fotodocumentador

(BIO-RAD Gel Doc XR* Image Lab Software).
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Tabla 3. Secuencia de oligonucleotidos empleados para la amplificacion de los
genes ses de S. epidermidis.

. . . . Yy Tamano
Gen Iniciadores Secuencia del oligonucleoétido Tm .
amplicén (pb)

sdrF Adelante 5°-TTC AAT ACT CGT GGG TGC TAC- 3’ 54.5°C 146
Atras 5°-CGA TAA AGA GGT GAC AGA GAA CG-3’ 55.0°C

sdrG Adelante 5°-CAG TCA GAA CAG ATG AAG AGG G- 3’ 54.8 °C 146
Atras 5°-ATT GCCTTC TGA GTC TAG TGC- 3’ 54.6 °C

sesA Adelante 5°-TCT GCT ATT AGT CCT GCA ACG- 3’ 54.5°C 190
Atras 5°-GAG TTG ACT GCG CTT GAT TG- 3° 54.5°C

sesB Adelante 5°-CAA TGA CAC AAC GACACA TGC- 3’ 55.0°C 173
Atras 5°-CGA CAC CAG CAC CAG ATT TA-3° 54.9°C

sesC Adelante 5°-GTG TCT ACC TCA AGC TGT CAT G-3° 55.3°C 153
Atras 5°-GTT GGA TTT TGT CAG CGA TGG- 3’ 54.6 °C

sesD (bhp) Adelante 5°-TGA AGT AGCTGTTGG TTT CGG -3 55.2°C 181
Atras 5°-CGT ATT CTT ACC GTG ACT CTG AC- 3’ 54.8 °C

sesF (aap) Adelante 5°-GCT GGT AAA ACT TGG ACG GC- 3’ 56.8 °C 131
Atras 5°-GCT CTC ATA ACG CCA CTT GC- 3’ 56.5°C

sesG Adelante 5’-CAT CGC AAC AGA GAC AAA AGG- 3’ 54.3°C 156
Atras 5°-GCT ATT TGG GTT GCT TCA CC- 3’ 54.4°C

sesH Adelante 5°-AGG AGA AAA GCC CAG TAATACC-3’ 54.3°C 154
Atras 5°-TCTTTT GTT TTA CCT GTT TCC GG- 3’ 53.8°C

sesl Adelante 5'-CGG GTT CTC TAT CAATTG GAG G- 3’ 55.4°C 176
Atras 5°-GTT TGC GTC TCT AGG AGT CTG- 3’ 549 °C

mecA Adelante 5" -AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3° 64.1°C 533
Atras 5 -AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C-3° 65.5 °C
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6. RESULTADOS

6.1 Cepas de estudio

Se analizaron un total de 75 cepas de S. epidermidis aisladas de dos diferentes
nichos (piel sana e infeccion de prétesis articular), 24 de las cepas corresponden a
piel sana de individuos sin protesis articular (PS) y las 51 restantes a aislados de
infeccion de prétesis articular (IPA); de diferentes pacientes atendidos en el Instituto
Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra”. Las caracteristicas
demograficas de los pacientes con IPA fueron las siguientes: 59% (n=30)
corresponden al sexo femenino y 41% (n=21) al sexo masculino. El intervalo de
edad de todos los pacientes era entre 23 y 95 afos. Las articulaciones infectadas

de donde se aislaron las cepas fueron: 82% (n=42) de cadera y 18% (n=9) de rodilla.

6.2 Resultados de susceptibilidad antimicrobiana

En la Tabla 4, se muestra el porcentaje de la resistencia antimicrobiana que
presentaron las cepas a los antibiéticos probados. En ambos grupos, las cepas
presentaron los mas altos porcentajes de resistencia a los siguientes antibiéticos:
penicilina; PS (96%) e IPA (80%), y oxacilina; PS (25%) e IPA (78%). Todas las
cepas fueron sensibles a synercid (estreptograminas A y B), linezolid, vancomicina

y nitrofurantoina.

A todas las cepas oxacilina resistentes 81% (n=46) se les buscoé la presencia del
gen mecA; de las cepas de PS, 6 tienen el gen mecA, mientras que en las cepas

IPA, 40 poseen dicho gen, ver Figura 5.
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Tabla 4. Porcentaje de resistencia antimicrobiana en las cepas analizadas.

Antibidtico Staphylococcus epidermidis
(NT=75)
PS (%)= 32 IPA (%)= 68
R (%) R (%)

Penicilina 96 80
Oxacilina 25 78
Ciprofloxacina 12 61
Levofloxacina 12 61
Moxifloxacina 12 56
Gentamicina 12 43
Vancomicina 0 0
Eritromicina 50 39
Clindamicina 33 27
Synercid (estreptograminas Ay B) 0 0
Linezolid 0 0
Tetraciclina 18 18
Rifampicina 0 10
Trimetoprim/sulfametoxazol 25 41
Nitrofurantoina 0 0

Nt =Total de aislados de S. epidermidis

R (%) = de aislados resistentes

PS (%) = Aislados de Piel sana

IPA (%) = Aislados de Infeccién protésica articular



Tabla 5. Resultados de la caracterizacion genotipica de las cepas de piel sana (PS)
de S. epidermidis.

Tipo Tipo Genes ses que codifican para las proteinas Ses
Cepa mui:tra bi:f‘ielm A sdrF sdrG sesA sesB sesC :::pD) sesE (ZZS:) sesG sesH sesl
Productoras fuertes (PF)

P2 2 PF 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0

P8 2 PF 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0

P9 2 PF 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 0
P56 2 PF 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0

Productoras débiles (PD)

P24 2 PD 0 0 1 1 1 1 0 0 0

P50 2 PD 1 1 1 1 1 0 1 1 1
No productoras (NP)

P3 2 NP 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

P7 2 NP 0 0 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0
P46 2 NP 0 0 0 1 1 1 0 1 1 1 1 0
P10 2 NP 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0
P13 2 NP 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0
P59 2 NP 0 0 1 1 1 1 1 0 0 0 1 0
P48 2 NP 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0
P51 2 NP 0 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0
P62 2 NP 0 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
P15 2 NP 0 0 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0
P23 2 NP 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 1 0
P35 2 NP 0 1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
P47 2 NP 0 1 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
P55 2 NP 0 1 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0

P5 2 NP 1 0 1 1 1 1 0 1 0 0 1 0

P6 2 NP 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
P20 2 NP 1 0 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0
P57 2 NP 1 0 0 1 1 1 0 1 0 0 1 0

Cepa: (P)=Aislados de piel

Tipo de muestra: 2=Piel sana

Tipo de biofilm (biopelicula): PF=productor fuerte, PD=productor débil, NP= no
productor

mecA y genes ses: (0): Negativo, (1): Positivo
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Tabla 6. Resultados de la caracterizacion genotipica de las cepas clinicas (IPA) de S.

epidermidis.
Tipo Tipo oc Genes ses que codifican para las proteinas Ses
Cepa mu:‘;t,a bi:f?lm A sdrfF sdrG sesA sesB sesC (sl:;; sesE (saeas:) sesG sesH  sesl
Productoras fuertes (PF)
S1504 1 PF 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S1467 0 PF 0 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0
S113 0 PF 0 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
S162 0 PF 0 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0
S$1373 1 PF 0 1 1 0 1 1 0 1 1 0 1 0
S274 0 PF 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S536 0 PF 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S1249 0 PF 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S563 0 PF 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0 1 0
S583 0 PF 1 0 1 1 1 1 0 1 1 1 1 0
S587 0 PF 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S661 0 PF 1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
S848 0 PF 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0
Productoras débiles (PD)
S112 0 PD 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
S099 0 PD 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S319 0 PD 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S104 0 PD 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
S352 0 PD 1 0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
S675 0 PD 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
51052 0 PD 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
$1178 1 PD 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0
S1571 1 PD 1 0 1 1 1 1 1 1 0 0 1 0
51302 0 PD 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
No productoras (NP)
S336 0 NP 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
S418 0 NP 0 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0
S660 1 NP 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
S1261 1 NP 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0
$1013 0 NP 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0
S085 0 NP 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0
S100 1 NP 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S174 0 NP 1 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0

N
w



5267 0 NP 1 1 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0

Tipo Tipo e Genes ses que codifican para las proteinas Ses
Cepa mu(litra bi:f?lm A sdrF  sdrG sesA sesB sesC (s:;;)) sesE (s;zs:) sesG  sesH sesl
S273 0 NP 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
S353 0 NP 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0
S422 0 NP 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S534 0 NP 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0
S569 0 NP 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S588 0 NP 1 0 1 0 0 1 1 1 1 0 1 0
S591 0 NP 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
S647 0 NP 1 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0
S830 0 NP 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5894 0 NP 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
$1143 0 NP 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 1 0
$1149 0 NP 1 0 1 1 1 1 0 1 1 0 1 0
$1259 0 NP 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
$1262 0 NP 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0 0
$1321 0 NP 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0
51328 0 NP 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 0
$1435 0 NP 1 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0
$1454 1 NP 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0
$1471 1 NP 1 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0

Cepa: (S)= Aislados de infeccién

Tipo de muestra: O=cadera y 1=rodilla

Tipo de biofilm (biopelicula): PF=productor fuerte, PD=productor débil, NP= no
productor

mecA y genes ses: (0): Negativo, (1): Positivo
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6.3 Amplificacion del gen mecA

Se realiz6 PCR punto final para detectar la presencia del gen mecA, en las cepas
gue presentaron resistencia a oxacilina. En la Figura 5, se muestra un ejemplo de

los productos de la PCR para el gen mecA.

MPM C(-) + + + + + +

600
500
400
300
200
100

Figura 5. Gel representativo de los productos de la PCR para el gen mecA en las
cepas oxacilino resistentes. Carril 1 (MPM escalera de 100 pb-invitrogen), carril 2:
control negativo (S. aureus ATCC 29213), carril 3: control positivo (S. aureus ATCC
43300), carril 4: aislado PS57, carril 5: aislado PS56, carril 6: aislado PS50, carril 7:
aislado PS20 y carril 8: aislado PS6.
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6.4 Formacién de biopeliculas in vitro

Para detectar la formacion de biopeliculas se realiz6 un ensayo semicuantitativo in
vitro utilizando el método de tincion con cristal violeta, el cual distingue entre cepas
productoras fuertes (PF), productoras débiles (PD) y no productoras (NP), ver

Figura 6.

Control negativo Control positivo Blanco de correccién

Figura 6. Formacion de biopeliculas in vitro por el método de cristal violeta. Se
ejemplifican algunos de los aislados de PS por cuadruplicado en placas de ELISA.
El control positivo es S. epidermidis (ATCC 34984), el control negativo S.
epidermidis (ATCC 12228) y el blanco de correccion es caldo soya tripticasa (TSB-
G) adicionado con glucosa al 2%.

Tabla 7. Criterios de interpretacion del tipo de biopelicula.

Tipo de biopelicula Criterio
DO control negativo = 0.034
DOm < 0.068
2 (DO) control negativo = 0.068
0.068 < DOm <0.136
4 (DO) control negativo = 0.136
DOm = 0.136

No productor (NP)

Productor débil (PD)

Productor fuerte (PF)

e DOm= densidad 6ptica de la muestra
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Posteriormente se compar6 la formacioén de biopeliculas en ambos grupos (PS e
IPA); el porcentaje predominante en ambos grupos es el de cepas no productoras
de biopelicula (NP) representado en color amarillo, ver Figura 7.

A B

Figura 7. Resultados de la formacion de biopeliculas in vitro. A) Aislados de piel
sana (PS); B) Aislados de infeccion de prétesis articular (IPA). Productor fuerte (PF)
en color verde, productor débil (PD) en color azul y no productor (NP) en color
amarillo.

6.5 Deteccion de los genes ses

En la Figura 8 y 9, se muestra un ejemplo de los productos de la PCR punto final
para los once genes ses: sdrF, sdrG (fbe), sesA, sesB, sesC, sesD (bhp), sesE,
sesF (aap), sesG, sesH, y sesl en la cepa de referencia de S. epidermidis RP62A

(ATCC 35984).
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300 —
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Figura 8. Gel representativo de los productos de la PCR para los genes ses de la
cepa de referencia RP62A (ATCC 35984, control positivo). Carril 1 (MPM escalera
de 100pb-invitrogen), carril 2: sesA (190 pb), carril 4: sesB (173 pb), carril 6: sesC
(153 pb), carril 8: sesD (bhp) (de 181 pb), carril 10: para seskE (199 pb), carril 12:
sesF (aap) (131 pb), carril 14: sesG (156 pb), carril 16: sesH (154 pb), carril 18: sesl
(176 pb). Los carriles 3,5, 7, 9, 11, 13, 15 y 17 son controles negativos (mezcla de
reaccion sin ADN).

300 —

200 —

100 —

Figura 9. Gel representativo de los productos de la PCR para los genes ses de la
cepa de referencia RP62A (ATCC 35984, control positivo). Carril 1 (MPM escalera
del00pb-invitrogen), carril 2: sdrF (146 pb), carril 4: sdrG (146 pb) y carril 3: control
negativo (mezcla de reaccién sin ADN).
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Finalmente, se compard la presencia de los genes que codifican para las proteinas
Ses en cepas de (PS) e (IPA), y se encontrd la mayor diferencia porcentual en los
genes: sesA (83%), sesB (100%), sesC (92%), sesE (67%) y sesH (87%); los cuales
se detectaron con mayor frecuencia en las cepas aisladas de (PS). Mientras que en
las cepas de (IPA) solo se encontr6 diferencia en sdrG (Fbe) (80%), sesF (69%) y

sesl (2%); ver Figura 10.
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sdrF  sdrG sesA  sesB o sesC sesD sesE sesF sesd sesH ses)
(Bhp) leap)

mP5 mIPA
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Figura 10. Porcentaje de presencia de los once genes que codifican para las
proteinas Ses en las cepas de (PS) e (IPA). En color azul se representan a los
aislados de (PS) y en color naranja a los aislados de (IPA).

En general, los resultados indican que existe diferencia entre los aislados (PS) e
(IPA). Estas diferencias pueden tener una relevancia como indicativo del papel de

algunos de estos genes en las infecciones producidas por S. epidermidis.
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7. DISCUSION

S. epidermidis es el mayor comensal de la piel y membranas en humanos. (€l
Actualmente se ha convertido en un importante patdégeno invasivo; asociado a
infecciones nosocomiales y dispositivos meédicos implantados, esto por su
capacidad para adherirse a tejidos vivos o superficies inertes, y formar biopeliculas.
[5.17] Se estima que es el responsable del 43% de las IPA alrededor del mundo. 5
En el presente estudio se analizaron fenotipicamente y molecularmente sus
principales factores de virulencia (susceptibilidad antimicrobiana y biopeliculas),
ademas, determinamos la frecuencia de los genes ses en 75 cepas de S.epidermidis

aisladas de dos diferentes nichos: piel sana (PS) e infeccion de protesis articular.

La resistencia a los antimicrobianos, particularmente a las penicilinas como la
oxacilina es la capacidad que han desarrollado las bacterias como S. epidermidis,
para impedir que los antibiéticos actien contra ellos (OMS). El uso indiscriminado
de los antibidticos, ha generado que mas cepas presenten altos porcentajes de
resistencia antimicrobiana, y como consecuencia los tratamientos convencionales
sean ineficientes. Por ejemplo, un estudio publicado por Du et al. 14, describen
comparativamente el perfil de susceptibilidad antimicrobiana con aislados de S.
epidermidis entre 2010 y 2011, en un hospital en China, y encontraron que un 38%
(PS*) y 95% de (IC) eran resistentes a meticilina (SEMR), con sensibilidad a linezolid
y vancomicina. En nuestro estudio, encontramos porcentajes de resistencia mas
bajos a la oxacilina, que pudiesen indicar una diferencia porcentual entre los
aislados (PS) e (IPA), asi como sensibilidad de las cepas a linezolid y vancomicina

como antibiéticos de ultima linea. Cherifi et al.l!%; en un estudio similar reportan
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resistencia a penicilina de 88% (PS*) y 100% (IC), levofloxacina 24% (PS*) y 70%
(IC), gentamicina 12% (PS*) y 50% (IC), y rifampicina 0% (PS*) y 5% (IC) también
con sensibilidad a linezolid y vancomicina. En conclusion, el porcentaje de
resistencia que nosotros encontramos para penicilina, fluoroquinolonas
(levofloxacina y ciprofloxacina), gentamicina, y rifampicina (ver Tabla 4 y Figura 1
anexa) es semejante a los reportados por estos ultimos autores (Du et al. y Cherifi
et al.), reforzando asi los datos encontrados en estas tesis, donde el perfil de
resistencia es mas alto en las cepas clinicas (IC) en comparacion con las cepas
comensales (PS*) (ver Figura 1 anexa), pudiendo ser un factor que aumente la
virulencia de las cepas invasivas de S. epidermidis capaces de formar biopeliculas.
De forma general, las diferencias en el perfil de resistencia a los antibidticos entre
los aislados de PS e IPA, se deben especialmente a la presion selectiva ejercida
por el uso irracional de los antibidticos, que contribuye a la aparicién de mecanismos

de resistencia, por ejemplo: cepas mecA-positivas y la propagacion de éstas (OMS).

En este estudio, caracterizamos fenotipicamente las cepas formadoras de
biopelicula, mediante un ensayo semicuantitativo in vitro de adhesién en microplaca
con cristal violeta, descrito por Christensen et al. 111 (ver Figura 6); y los criterios de
la biopelicula producida por Stepanovi¢ et al. 5% (ver Tabla 2). Encontramos el
mayor porcentaje (45%) de cepas formadoras de biopelicula en los aislados de IPA,
donde 20% son PD y 25% PF, comparado con el (25%) obtenido de las cepas de
PS (8% PDy 17% PF, ver Figura 7). En un estudio publicado por Mateo et al. 3],
analizaron comparativamente la formacién de biopelicula in vitro en cepas aisladas

de PS y de IC aisladas entre 2003 y 2004, reportando que 88.4% de las cepas de
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IC producian biopelicula (44.2% PD 'y 44.2% PF), y 64.3% en las de PS (64.3% PD
y 0% PF). Otro estudio similar por Arciola et al. [¥], realizado Ginicamente con aislados
de infeccion de prétesis asociadas a dispositivos médicos del Instituto Ortopédico
Rizzoli en Italia, reportan 67% de cepas formadoras de biopelicula (15% PD y 52%
PF). Los datos obtenidos en esta tesis son similares a los reportados por Mateo et
al. y Arciola et al., donde la diferencia en los porcentajes entre PD y PF se mantiene,
aunque los valores netos son menores en nuestro caso, concluyendo que las cepas
formadoras de biopelicula se encuentran mas en el &mbito nosocomial (IC e IPA) y
en menor proporcién en cepas comensales (PS) aisladas fuera del ambito

hospitalario.

En el caso de las cepas NP, Mateo et al. 132 reportan 36% en PSy 11.5% en IC, y
nosotros encontramos 75% en PS y 55% en las de IPA, esta diferencia entre IPA'y
PS es relevante ya que indica que hay un mayor niumero cepas NP en aislados de
PS, comparadas con las de IPA, y que concuerdan con los reportados por Mateo et

al. sélo que con porcentajes mas altos.

Para concluir, el aporte mas importante de esta tesis es la deteccion de los genes
que codifican para once proteinas (Ses) presentes en S. epidermidis por la técnica
de PCR. Estos genes, fueron identificados previamente en la cepa de referencia
RP62A (ATCC 35984), por Bowden et al., 2005; sin embargo su presencia en cepas
aisladas de PS e IPA ha sido poco estudiada (ver Tabla 5 y6). Uno de los genes
mas ampliamente estudiados es el gen sesF (aap), distribuido tanto en cepas
comensales como en cepas aisladas de infeccion. [*8 El gen aap promueve la unién

primaria a superficies y la agregacién celular durante la formacion de la biopelicula.
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[40. 53] En nuestro estudio, ver Figura 10, encontramos la presencia del gen aap en
el 37% de las cepas PS y 69% en las de IPA, de las cuales 28.5% formaron
biopelicula (12.5% PSy 16% IPA) respectivamente. Estos datos, son similares a los
reportados por Hellmark et al. [2°l; con un 71% en cepas de PS y 64% en las de IPA,
solo que en las de PS nuestro porcentaje fue menor. Sin embargo, un estudio similar
por Najar-Peerayeh et al. 34; en un hospital de Teran, Iran; reafirma los datos
obtenidos para las cepas clinicas con un 64.4% de frecuencia de dicho gen. La alta
prevalencia en aislados clinicos o IPA, podria estar implicada en la formacion de
biopelicula por el mecanismo independiente de PIA y ser relevante en aislados de

IPA. [58]

Al igual que aap, el gen sesD (bhp) es importante para la adhesion y agregacion
celular de la biopelicula por el mecanismo independiente de PIA/PNAG. [34 48l
Nosotros encontramos este gen en 12% de las cepas PS y 25% en las IPA (ver
Figura 10), estos datos son similares a los descritos por Rohde et al. %], con
presencia del gen bhp del 26.7% en PSy 18.8% en IC. Otro de los genes implicados
en la adhesién intercelular y necesario para la unién de S. epidermidis a superficies
recubiertas de fibrinégeno es el gen sdrG (fbe), presente tanto en cepas comensales
como en cepas clinicas. [*°! Lo encontramos en un 67% de las cepas de PS 'y 80%
en las IPA. Mekni et al. [33], reportan 92% en cepas comensales y 98% en cepas IC,
estos porcentajes son parecidos a los obtenidos aqui, aunque nuestro porcentaje
fue menor para las de PS. En un estudio similar Arciola et al. [? en aislados de

infeccidon ortopédica de un hospital italiano, encontraron el 78% de dicho gen, ambos
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estudios y nuestros resultados podrian indicar que su prevalencia es

preferentemente alta en la forma invasiva. 158

Uno de los genes que podrian ser un blanco potencial para el desarrollo de vacunas
contra S. epidermidis es el gen sdrF que esta presente tanto en cepas comensales
como en cepas clinicas. 57 58 En nuestro estudio lo encontramos en 22% de las
cepas PS y 22% en las IPA, ver Figura 10, sin embargo Shahrooei et al. 158,
describen 72% en cepas de PS y 88% en aislados clinicos. Estos porcentajes son
mas altos a los que nosotros encontramos, por lo que la prevalencia del gen en

ambos nichos: PS e IPA, es importante para colonizar la superficie de la piel. [*7]

Uno de los genes mas conservados en S. epidermidis, es el gen sesC. 2”1 Nosotros
lo detectamos en el 92% de cepas PS y en un 29% de las IPA, ver Figura 10, de
las cuales 35% formaron biopeliculas (10% y 25%), respectivamente. En un reporte
por Van Mellaert et al. 58], encontraron 55% en PS 'y 86% en cepas clinicas. Estos
porcentajes son invertidos a los que obtuvimos, haciéndolos controversiales en el
papel de sesC en la formacion de la biopelicula, ya que todavia no se ha definido

su funcion en este ciclo. [27]

Finalmente, el gen sesl que codifica para la proteina Sesl, es una de las proteinas
actualmente descritas en la que se han encontrado altos titulos de anticuerpos en
pacientes con cuadro de infeccion, indicando que su expresion es Unicamente en
los procesos infecciosos por S. epidermidis. 8 Nosotros encontramos la presencia
del gen sesl en un 2% de las cepas IPA (ver Figura 10) y no lo detectamos en las
cepas de PS, este porcentaje aunque es bajo es representativo, porque de acuerdo
a reportes por Soderquist et al. 52, lo detectaron en 62% de las cepas IPA, pero no
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hubo presencia en ninguna cepa de PS. El resto de los genes: sesA, sesE, sesG y
sesH, estan siendo investigados a fondo, en algunos casos como el gen sesE, se
sugiere que podria participar en la agregacion celular de la biopelicula, pero su

funcion aun es desconocida. 124

De manera general, las cepas comensales difieren de las cepas aisladas de
infeccion por factores implicados en la adhesion y agregacion celular de la
biopelicula de acuerdo a un estudio publicado por Harris et al. 24, donde analizaron
en cepas comensales y aislados de infeccién asociadas a dispositivos médicos, la
presencia o ausencia de algunos genes ses como: bhp, sdrF, sesC, sesE, sesG,
sesH y sesl. Estos autores plantean que la ausencia del operdn icaADBC es mas
comUn en aislados de cepas comensales. [?1 Esto podria tener implicacion en la
presencia o ausencia de estos genes en cepas aisladas de diferentes nichos como:
(PS) o (IPA), porque nosotros observamos mayor porcentaje de presencia de los
genes ses en las cepas comensales (PS), ver Figura 10, donde frecuentemente
estd ausente el operon icaADBC, y por tanto la adherencia y agregacion celular
durante formacion de la biopelicula tendria que ser mediada por el mecanismo
independiente de icaADBC, en el que estan involucradas las adhesinas proteicas
como: Aap, Bhp, Embp, AtIE, y los genes que codifican para las proteinas de

superficie Ses.

Los resultados que se presentan en esta tesis tienen relevancia no sélo para el
Instituto Nacional de Rehabilitacion, sino que proporcionan informacién sobre los
principales marcadores de virulencia de S. epidermidis durante la formacion de

biopelicula en dispositivos médicos tanto a nivel general, como para un centro de
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referencia médico especializado en medicina de rehabilitacion y ortopedia en el

pais.
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8. CONCLUSIONES

Se encontrd una gran prevalencia del gen mecA en aislados de infeccidn de protesis
articular (IPA), asi como una alta resistencia antimicrobiana principalmente a

penicilinas y quinolonas.

Se observd mayor formacion de biopelicula in vitro en las cepas IPA, en

comparacion con las cepas comensales (PS).

Encontramos mayor presencia de los genes ses, en las cepas comensales (PS), y

en menor proporcidn en las cepas de infeccion de protesis articular (IPA).

El gen sesl, no se detectd en cepas de PS, indicativo de que su presencia esta

solamente relacionada a aislados de infeccion de protesis articular (IPA).

Los resultados obtenidos dan pie a conocer la prevalencia de los genes ses en
cepas asiladas de diferentes nichos: PS e IPA, provenientes de pacientes del INR

en México.
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9. PERSPECTIVAS

Debido a que el principal factor de virulencia de S. epidermidis es la formacién de
biopeliculas, éstas se han convertido en pieza clave para la busqueda de “blancos”
terapéuticos con la finalidad de evitar su establecimiento tras la colocacién de un
dispositivo médico. Un factor importante, es el avance en el estudio de los genes
ses que codifican para las proteinas ses, la investigacion de éstas proteinas
contribuira a conocer el papel que desempefan tanto en aislados controles como
en aislados de infeccién protésica, por medio de ensayos de expresion tanto en
estado libre como en biopeliculas; permitiendo asi el desarrollo de vacunas
profilacticas y terapéuticas, que puedan inducir una respuesta inmune protectora
antes de la colocacion de un dispositivo o frente a las biopeliculas ya formadas. Asi
como la implementacion de otras alternativas de inmunizacién con el uso de

anticuerpos monoclonales para su total prevencion.
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Anexo. Figura 1
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Figura 1. Gréfico tendencial de la resistencia antimicrobiana entre las cepas de PS
e IPA. En color rojo se muestran los aislados de (PS) y en color verde a los aislados
de IPA.
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