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1. Resumen
Introduccion. El grupo de los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) ha emergido
como uno de los principales agentes etioldégicos asociados a las infecciones de prétesis
articulares (IPA). El principal factor de virulencia que posee este grupo de
microorganismos es su capacidad de formar biopeliculas sobre superficies vivas (tejidos
del hospedero) e inertes (componentes protésicos). La produccion de las biopeliculas
esta regulada por el operdn icaADBC o por un mecanismo alterno denominado PIA-
independiente, que codifica para tres proteinas: Bhp, Aap y Embp. Ademas, un
problema grave en el tratamiento de los SCN es que presentan una alta resistencia a
oxacilina, la cual esta determinada por la presencia del gen mecA que es transmitido
entre cepas de origen nosocomial por medio de un elemento genético movil conocido

como cassette estafilococico cromosomal (SCCmec).

Objetivo. Caracterizar fenotipica y genotipicamente cepas de SCN aisladas de

infecciones de prétesis articulares.

Metodologia. Se incluyeron 66 cepas clinicas de SCN aisladas de IPA entre enero de
2011 y diciembre de 2015 en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. Su identificacion y
susceptibilidad se obtuvo con el sistema automatizado Vitek 2. La resistencia a
oxacilina se confirmd con la amplificacion del gen mecA. En las cepas mecA (+) se
tipifico el SCCmec por el cual adquirieron la resistencia. La produccion de biopelicula
fue detectada fenotipicamente mediante el ensayo semicuantitativo de adherencia con
cristal violeta. La caracterizacion genotipica se realizé amplificando con PCR punto final

los genes del operon icaADBC, bhp, aap y embp.



Resultados. La especie aislada con mayor frecuencia fue S. epidermidis (83%),
seguida por S. hominis (8%). Las pruebas de susceptibilidad mostraron que S.
epidermis, S. hominis y S. lugdunensis fueron las especies con mayor resistencia a

antibiéticos, principalmente a penicilinas y fluoroquinolonas.

Las cepas mostraron alta resistencia a oxacilina (77%), la cual se correlacion6 con
la presencia el gen mecA. El SCCmec mas frecuente fue el tipo IVa que se presentd en
el 51%, el IVb en el 2%, el IVc en el 4%, el IVd en el 6% y el V en el 2%; en tanto el
35% de las cepas no se logré determinar. La formacion de biopelicula se detectd
fenotipicamente en el 45% de las cepas, de las cuales la mitad formaron biopeliculas
fuertes y las restantes biopeliculas débiles. El operon icaADBC se encontré en 24% de
los aislamientos. El gen embp se detectd en 48% de las cepas, el aap en el 65% y bhp

en el 26%.

Conclusiones. S. epidermidis fue el principal microorganismo del grupo de los SCN
aislado de infecciones de protesis articulares. Se encontré una alta resistencia a los
antibioticos de primera eleccién, principalmente a penicilinas. EI SCCmec tipo 1Va, fue
el principal mecanismo de transferencia del gen mecA. En las cepas productoras de
biopeliculas, se encontré que el principal mecanismo asociado a su formacion es la

expresion del operdn icaADCB vy de la via alternativa el gen aap.



2. Antecedentes
2.1 Infecciones de protesis articulares

Las cirugias ortopédicas pueden involucrar la insercion de dispositivos médicos, tales
como el material de osteosintesis o protesis articulares (PA), cuya funcion es la de
reparar fracturas o articulaciones desgastadas.” Las PA tienen la finalidad de mejorar la
movilidad de los pacientes y, con ello, ofrecer una mejor calidad de vida; pero bajo

ciertas condiciones pueden infectarse y provocar efectos graves en los pacientes.?

La infeccién de proétesis articular (IPA) representa la complicacion mas temida que
puede presentarse después de un procedimiento de reemplazo articular (artroplastia),
debido a los altos costos que genera su tratamiento y a que puede causar secuelas
irreversibles.® El costo asociado al tratamiento puede ser muy elevado, porque
generalmente involucra constantes lavados quirdrgicos y un uso prolongado de
antibiéticos; ademas, cuando la infeccion es persistente, la artroplastia fracasa y se

recurre a la remocién completa del material protésico. *

En México se ha reportado que la frecuencia de las infecciones relacionadas al
reemplazo articular de rodilla es del 0.68% al 1.60%, dependiendo de los factores de
riesgo del paciente; analogamente los de cadera ascienden de 0.67% Yy hasta el
2.4%. Debido a ello, se estima que anualmente se presentan entre 6,000 y 20,000

casos de infecciones asociadas solamente a reemplazo articular de cadera y de rodilla.

1



En una gran mayoria de infecciones protésicas se requiere de un tratamiento

combinado médico-quirdrgico, el cual involucra debridamiento de la zona infectada o

retiro de la PA, y terapia antimicrobiana para lograr la erradicacién de la infeccién. > El

tratamiento temprano es un elemento decisivo en cuanto a la posibilidad de salvar la

artroplastia.®

2.1.1 Factores de riesgo y manifestaciones clinicas de las IPA

Existen factores de riesgo para la adquisicion de este tipo de infecciones, los cuales se

agrupan en dos categorias: los que se basan en evidencias y aquellos que no*>; pero

gue presentan una relacion directa con este tipo de afeccion (tabla 1).

14,5

Tabla 1. Factores de riesgo para infeccion de protesis articulares.

Factores de riesgo basados en

evidencia

Artritis reumatoide

Heridas superficiales previas a la
infeccion
Obesidad/ Diabetes mellitus tipo Il

Tiempo de cirugia >2.5 h

Paciente inmunosuprimido

Factores de riesgo sin evidencia

Bacteremia o cadidemia en el afio previo a la
artroplastia

Episodios previos de IPA en otro sitio anatdmico

Falta de integridad de la piel
Uso de drogas inyectables

Infeccién activa en otro sitio anatbmico

Guia de practica clinica, CENETEC (2013)



Las manifestaciones clinicas de IPA dependen de los factores de virulencia del agente
etioldgico que las causan, de la forma en que inicia la infeccion, de la respuesta inmune
del hospedero, de la articulacién involucrada y de la estructura del tejido blando que
rodea la protesis. Los principales signos clinicos de la IPA son dolor, hinchazén o
derrame de liquido articular, eritema o calor alrededor de la articulacion, tumefaccién y
fiebre.>®° Aunados a las manifestaciones clinicas, también se toman en cuenta
parametros de laboratorio tales como el aumento en la velocidad de sedimentacion
globular, leucocitosis y el incremento de la concentracion de la proteina C reactiva,
debido a que estos pueden indicar la ocurrencia de un proceso infeccioso o

inflamatorio.*

Una vez que se diagnostica la IPA, se pueden adoptar varios métodos terapéuticos. La
seleccion del tratamiento adecuado depende de los factores del hospedero (edad,
movilidad basal, comorbilidades, etc.), virulencia y susceptibilidad antimicrobiana del
organismo infectante, duraciébn de la infeccion, factores inherentes a la protesis
(estabilidad del implante, de cirugias o infecciones previas) y la expectativa del

paciente.>1°

2.1.2 Clasificacion y formas de infeccion
Un implante articular se puede infectar de tres maneras: durante la cirugia, en el
periodo perioperatorio, o bien, si el paciente presenta algln tipo de bacteremia.?
Las IPA se clasifican en funcion del periodo de tiempo transcurrido, desde que se

realiza el implante hasta que se presentan. Es decir:



a) Temprana: Son las que ocurren en los primeros tres meses después de la
intervencion.
b) Intermedia: Las que se presentan de 3-24 meses después de la artroplastia.

c) Tardia: Las que aparecen 24 meses después de la artroplastia.

Cuando se trata de infecciones tempranas, la causa mas comun suele ser una
inoculacion perioperatoria (manipulaciéon antes, durante y después de la cirugia),

mientras que las infecciones tardias se adquieren por via hematdgena (bacteremias).®

2.1.3 Microbiologia de las IPA
La etiologia es bien conocida, predominando las infecciones causadas por
microorganismos Gram positivos®, que constituyen al menos el 75% de los casos,
especialmente aquellos originados por el género Staphylococcus (60%); de estos, el
25% se deben a S. aureus y el 35% a Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)™.
Evidentemente otros microrganismos tales como Streptococcus spp., Enterococcus
spp. y bacilos Gram negativos (Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., vy
Klebsiella spp.) también son aislados frecuentes a partir de las infecciones ortopédicas,

principalmente en IPA crénicas.®

2.2 Staphylococcus coagulasa negativos (SCN)
El género Staphylococcus son cocos Gram positivos, anaerobios facultativos,
pertenecientes a la familia Micrococcaceae. Actualmente estan descritas 43 especies y
23 subespecies, tanto de origen humano como animal. La definicion del grupo

heterogéneo de Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) se basa en procedimientos
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diagnosticos que satisfacen la necesidad de diferenciar microbiolégicamente a
Staphylococcus aureus (coagulasa positivo) de aquellas categorizadas histéricamente
como no patdégenas (SCN), aunque con el paso de los afios se ha encontrado que en

este Ultimo grupo se encuentran algunos de los principales patégenos nosocomiales

e _
Coagulase-positive/variable
s el

Animal- Houra

(figura 1).**

assaciated Human-associated CoNS associated
and other CoPs
CoMs
5 e 5. epidermidis-like “group®”:
et el 5. epidermidis, 5, haemalyticus, 5. sapro-
< felis 5. capitis, 5. hominis, phyticus 5. aureus
s, c e 5. pettenkoferi, subsp. subsp. aureus
E f‘w 5. simwlans, 5. warneri, saprophyticus
s and others
and others

Figura 1. Clasificacién del género Staphylococcus®™

En los seres humanos, S. epidermidis es el agente causal de IPA de mayor prevalencia,
seguido por S. haemolyticus, S. hominis y S. lugdunensis. Sin embargo, se sabe que
inclusive especies menos virulentas de SCN pueden causar infecciones; bajo
condiciones que las favorezcan, aun cuando su reservorio natural no sea el humano;

algunos ejemplos se presentan en la tabla 2.>"*



Tabla 2. Staphylococcus coagulasa negativos relacionados con infecciones en

humanos’.
Especies frecuentemente Subespecies Habitat natural
asociadas con enfermedad
S. epidermidis Humanos, mamiferos domésticos
S. haemolyticus Humanos, primates
S. lugdunensis Humanos
S. saprophyticus Humanos, mamiferos
S. capitis capitis Humanos
S. capitis ureolyticus Humanos, primates
S. caprae Humanos, caprinos
S. carnosus Carnicos, pesacados
S. hominis Humanos
S. lentus Humanos, mamiferos domésticos
S. pasteuri Humanos, mamiferos
S. petrasii Humanos
S. pulvereri Humanos, pollo
S. saccharolyticus Humanos
S. schleiferi schleiferi Humanos
S. schleiferi coagulans Perros
S. simulans Humanos mamiferos
S. warneri Humanos, primates, mamiferos domésticos
S. xylosus Humanos, mamiferos, aves.



2.2.1 Importancia clinica de los SCN
La importancia clinica de los SCN ha incrementado durante las Gltimas dos décadas,
debido a que, aunque se sabe que su nicho microbioldgico es la piel y mucosas, bajo
ciertas circunstancias pueden convertirse en patdégenos oportunistas.®?* El interés en el
estudio de las infecciones causadas por este grupo de microorganismos se ha
relacionado con el aumento en los procedimientos quirargicos que implican la utilizacion
de dispositivos médicos, como implantes protésicos, catéteres y dispositivos

intravasculares, principalmente.?

La virulencia de los SCN esta fundamentalmente relacionada con la capacidad de
ciertas cepas para expresar adhesinas y formar biopeliculas sobre los dispositivos
protésicos y catéteres intravasculares, dentro de los cuales los microorganismos se
agregan y forman macrocolonias. Estas crecen protegidas por una matriz extracelular
gue les permite evadir la accién de antimicrobianos, anticuerpos y otros mecanismos de
defensa del hospedero.*?'® La produccién de biopeliculas, es considerada como un
factor importante de virulencia en las cepas de SCN, ya que su dificil erradicacion

puede favorecer el desarrollo de infecciones crénicas.™®
Ademés, los SCN pueden sintetizar enzimas tales como lipasas, ADNasas,

termonucleasas, hemolisinas y exoenzimas que degradan los tejidos del huésped

contribuyendo a la persistencia de la infeccion.*?
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2.2.2 Identificacién, diagnoéstico y tratamiento
Desde el punto de vista del diagnéstico microbiolégico y clinico, el cultivo e
identificacion de las especies de SCN son complicados, porque bioguimicamente los
Staphylococcus sp dan resultados similares, dificultando la identificacion de la
especie.?® El método estandar para su propagacion e identificacion consiste en su
cultivo en un medio enriquecido como lo es el agar sangre de carnero, ya que ademas
de ofrecer condiciones Optimas de crecimiento, permite diferenciar caracteristicas
macroscopicas entre los SCN (colonias pequefias, blanquecinas y puntiformes) y S.
aureus (colonias mas grandes, blanquecinas o con pigmento amarillo segun el tiempo

de crecimiento y presentan hemdlisis). *°

En el caso de las muestras clinicas provenientes de componentes protésicos, el valor
diagnéstico aumenta, si antes de ser cultivadas son sometidas a un proceso de
sonicacién, que consiste en desprender las células adheridas al dispositivo mediante la

aplicacion de ondas de ultrasonido de baja frecuencia (40kHz/s)****,

Para identificar al nivel de especie, se han implementado sistemas comerciales que
permiten discernir entre microorganismos con base en su actividad metabolica. Tal es el
caso del sistema VITEK 2 de Biomérieux, el cual utiliza tarjetas de identificacion que
contienen 64 pozos con diferentes sustratos disefiados por el fabricante y reactivos
colorimétricos. Estas tarjetas son inoculadas con una suspension de un cultivo
microbiano puro y el perfil metabdlico es interpretado de forma automatica, con

resultados confiables. Aunado a la identificacion, este sistema también ofrece tarjetas

11



de sensibilidad a antibioéticos, por lo que favorece la obtencion de un perfil completo de

identificacién y susceptibilidad para cada cepa analizada.®

El problema mas dificil en el diagnostico de los SCN es la evaluacion de su relevancia
clinica, debido a que al tener su nicho ecolégico en piel y mucosas pueden presentarse
tres situaciones; i) contaminacion de la muestra durante la toma y procesamiento de la

misma; ii) colonizacion fisiolégica; iii) una infeccién clinicamente significativa.*®

Para determinar si una infeccion es clinicamente significativa se deben considerar
diferentes factores, ademéas de los resultados microbiolégicos; por ejemplo las
manifestaciones clinicas (fiebre y dolor, principalmente), los resultados de sangre
periférica y liquido sinovial, la evaluacion histologica del tejido periprotésico y, en

algunos casos, resultados radiograficos.*®*’

2.2.3 Patron de susceptibilidad antimicrobiana de los SCN.
Se ha encontrado que todas las especies del grupo de los SCN, tanto de origen
humano como animal, son un importante reservorio de elementos genéticos méviles
gue conducen a desarrollar resistencia a antibidticos beta lactamicos, asi como a otras
clases de antimicrobianos, lo que conlleva a una gran dificultad para disefiar una

estrategia terapéutica general.*®

En el caso de cepas que presentan resistencia a beta lactamicos como las penicilinas

sintéticas (por ejemplo, Oxacilina), se recomienda el uso de glucopéptidos como la

12



vancomicina y la teicoplanina, o de oxazolidinonas como el linezolid, aunque cada vez

se encuentran con mayor frecuencia casos de multiresistencia.™® ***°

2.3 Formacién de biopeliculas en Staphylococcus coagulasa negativos.
La patogenicidad de este grupo de micoorganismos se refleja en que causan
infecciones cronicas y persistentes, asociadas principalmente con la capacidad que
tienen de adherirse a estructuras vivas (ejemplo: heridas) e inertes (ejemplo:
dispositivos meédicos) colonizandolas mediante la formacion de biopeliculas,

probablemente su mayor factor de virulencia.'**?

Las biopeliculas representan comunidades microbianas que crecen agregadas Yy
rodeadas por una matriz extracelular o glicocélix, la cual ellos mismos producen (efecto
slime), y les permite adherirse covalentemente a diversas superficies. La matriz
extracelular estd compuesta por exopolisacéridos (50-90% de carbono organico total),
fimbria amiloide y adhesiva, proteinas de superficie no fimbriales y ADN extracelular

(eDNA) 19,22,23

En el caso de Staphylococcus spp, los exopolisacaridos que conforman su matriz
extracelular estan compuestos por poli-N-acetilglucosamina (PNAG).?® Esta estructura
propicia la formacion de numerosos puentes de hidrogeno que dan lugar a una
estructura altamente hidratada y muy resistente a la traccion, lo que permite a las
células bacterianas tener una interaccion muy cercana e intercambiar material genético
facilmente.?? La naturaleza resiliente de las biopeliculas también se atribuye a la

formacion de comunidades altamente organizadas, gracias a la expresion de
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autoinductores que generan sefiales quimicas dentro de la biomasa (quorum
sensing;QS); ello da lugar a la "divisién del trabajo" de la poblacion, con subpoblaciones
de bacterias que muestran una expresion génica diferencial, en respuesta a la
disponibilidad local de nutrientes y oxigeno.*%%

Aunque las diferencias en la formacion de biopeliculas pueden existir incluso dentro de

una Unica cepa cultivada bajo diferentes condiciones ambientales, la estructura y

composicion de la matriz extracelular siguen principios comunes.?®

2.3.1 Biosintesis de las biopeliculas
El proceso de biosintesis de las biopeliculas es muy complejo y se encuentra regulado
por las condiciones del medio de crecimiento y en especial por la disponibilidad de

nutrientes y las caracteristicas estructurales de las biopeliculas.?®

Aun se desconoce el mecanismo exacto necesario para formar una biopelicula
estafilococica funcional y madura; sin embargo, se han estudiado y caracterizado cuatro
pasos esenciales en el proceso; (i) Fijaciobn de las bacterias a una superficie; (ii)
Acumulacién bacteriana; (iii) Maduracion de la biopelicula y (iv) Disgregacion de la

matriz extracelular (Figura 2). 4%

14



i) FHACION

ii) ACUMULACION

iii) MADURACION

iv) DISGREGACION

A) Adsorcion.
Fuerzas de atraccion
fisico-quimicas.

B) Adhesion.

Formacion de
agregados
bacterianos que
permiten iniciar la
biosintesis de la

Se incrementa la
densidad
bacteriana y se
forma propiamente

Cuando los nutrientes
son insuficientes, los
microorganismos se

disgregan y al estar en
estado libre pueden
iniciar nuevamente el

Proteinas plasmaticas
son reconocidas por
MSCRAMMS (proceso
irreversible)

la biopelicula.

matriz extracelular. ciclo en otra superficie.

Figura 2. Representacidn esquematicas de las fases para la formacién de biopeliculas®.
MSCRAMMS, por sus siglas en inglés: Microbial Surface, Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules.

Fase de fijacion. El paso inicial en la formacion de biopeliculas es la adsorcién de las
bacterias a una superficie mediante interacciones inespecificas y de naturaleza
hidrofoba; generalmente se trata de fuerzas electrostaticas débiles que permiten que
este paso sea reversible.”® En el caso de las IPA, cuando los dispositivos médicos son
implantados, inmediatamente se recubren con proteinas plasmaticas, las cuales pueden
ser reconocidas por componentes de la pared bacteriana, formando uniones
covalentes; Fase de adhesién. Los componentes en que se basa esta etapa se
conocen como «componentes microbianos de superficie que reconocen moléculas de
matriz adhesiva» (MSCRAMMSs, por sus siglas en inglés: Microbial Surface

Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules).*! En el caso de S. epidermidis

posee decenas de MSCRAMMSs que interactian con proteinas de matriz extracelular,
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pero las mas importantes son SdrG/Fbe, Embp, AtIE, Aap y GehD, que se unen a

fibrinégeno, fibronectina, vitronectina y colagena, respectivamente.

Fase de acumulacion. Una vez que las bacterias logran adherirse, comienzan a
dividirse y a formar pequefios agregados, generando una mayor cercania entre las
mismas. De esta manera, se forma una pequefia comunidad de bacterias que
comienzan a generar sefiales quimicas, en respuesta a metabolitos secundarios, ya
que funcionan como activadores de un mecanismo de sefalizacién quimica que utilizan
las bacterias para comunicarse entre si, conocido como QS.** Cuando la concentracion
local de sefiales quimicas producidas por el QS alcanza un nivel umbral, sugiere que la
poblacién microbiana ha alcanzado una densidad minima, lo que desencadena el inicio

de cambios fenotipicos importantes.

El principal cambio fenotipico en esta etapa (acumulacion) es el inicio de la biosintesis
de la matriz extracelular en la que las células creceran embebidas. Durante este paso el
QS induce la expresion de genes que codifican para los componentes de la matriz
extracelular.®*®* En este sentido se ha encontrado que la mayoria de las cepas
formadoras de biopeliculas en S. epidermidis, expresan principalmente los genes del
operén icaADBC, que codifica para el polisacarido de adhesion intracelular (PIA),
principal componente de dicha matriz. También se han encontrado cepas de S.
epidermidis que producen biopeliculas gracias a la expresion de genes diferentes a los
gue codifican para PIA, denominados PIA-independientes, y el cual es dirigido por
expresion de genes que codifican para adhesinas involucradas en esta fase del ciclo,

tales como como son: aap (proteina asociada a acumulacion), bhp (proteina asociada a
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biopeliculas) y embp (proteina de uniébn a matriz extracelular). Ademas de estas
moléculas, durante la fase de acumulacion también se sintetizan otros componentes de
la matriz, como &acidos teicoicos y DNA extracelular, que tienen la capacidad de

interactuar con PIA.%®

Fase de maduracion. Cuando la sefializacion celular crece lo suficiente, el
microorganismo responde en masa y se comporta como grupo®. En esta etapa se ha
formado propiamente la biopelicula; es decir, la sintesis de todos los componentes de la
matriz extracelular permite que la poblacién bacteriana adquiera una conformacion
tridimensional en forma de “hongo”, gracias a la que ahora tiene la capacidad para
llevar a cabo su metabolismo e incrementar la densidad poblacional. La matriz
extracelular provee a las bacterias las condiciones 6ptimas para la asimilacion de
nutrientes, a través de canales de agua que favorecen la microcirculacién; asi mismo,

la nueva estructura les confiere resistencia a condiciones desfavorables.®’

Fase de disgregacion.

Cuando el sustrato es insuficiente o se ha generado un exceso de productos de
degradacion del metabolismo bacteriano, los microorganismos pueden dispersarse en
forma aislada o en conglomerados y colonizar nuevas superficies para iniciar un nuevo
ciclo.®® La dispersion de los microorganismos depende de la degradacién de la matriz
extracelular, la cual es consecuencia de la expresion de genes que codifican para
DNAsas, hidrolasas y moléculas con propiedades tensoactivas que desestabilizan la

matriz.* Un ejemplo de moléculas con propiedades tensoactivas son las modulinas
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solubles en fenol (PSM), una clase de péptidos descritos previamente como agentes

proinflamatorios en S. epidermidis.?

La sintesis de estas proteinas se encuentra regulada por el gen accesorio regulador

(agr), cuya activacion causa un aumento en la produccién de las mismas.*°

2.3.2 Mecanismos moleculares para la formacion de biopeliculas en SCN
Para el establecimiento de una biopelicula madura y funcional, es necesaria la sintesis
de una gran variedad de moléculas de adhesion, incluyendo al polisacarido de adhesion
intracelular (PIA), a factores proteinicos como una proteina homdloga a Bap en S.
aureus (Bhp en S. epidermidis), la proteina asociada a acumulacion (Aap) y la proteina
de union a matriz extracelular (Embp); ademas, se requiere de acidos teicoicos y DNA

extracelular.**

2.3.2.1 Operén icaADCB
El principal elemento para la formacion de biopeliculas es el polisacarido de adhesion
intracelular (PIA), el cual esta conformado por residuos de poli-N-acetil-glucosamina, y
cuya biosintesis se asocia a la expresion del operén icaADCB, éste constituido por un
gen regulador (icaR) y cuatro genes efectores (icaA, ica D, icaB e icaC). Su expresion

esta directamente relacionada con las fases de fijacién y acumulacién bacteriana.?**!

El PIA se forma a partir de poli-N-acetilglucosamina (PNAG) por la enzima N-
acetilglucosamina transferasa; codificada por el locus de adhesion intercelular (ica), y

particularmente por el gen icaA. La expresion de icaA por si misma solo induce a una
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baja actividad enzimatica, pero la coexpresion de icaA e icaD conduce a un aumento
significativo en la actividad de la N-acetilglucosamina transferasa, que cataliza la
formacion de oligomeros con aproximadamente 20 residuos. La expresion del gen icaC

sirve para transportar a los oligdmeros de PNAG al exterior de la célula, en donde son

desacetilados por la proteina codificada por icaB (Figura 3).***
A
Terehor aeide
o § 3 Desacetilacion
~N icaA <= icaD IcacC
e [ ] [ ]I }{ } . { a8

Activacion de GIcNAc/ . /
W — e — Transporte
o > oo ! S Cccoco Z
B sigB. sarA
and luxS
- - ] [ . a ' N
< . i v 4

Nature Reviews | Microbiology

Figura 3. Representacion esquematica de la biosintesis de PIA.?

GIcNAc: B-1,6-N-acetilglucosamina

A) 1) La sintesis del exopolisacarido poli-N-acetilglucosamina (PNAG) se inicia con la
activaciéon de la B-1,6-N-acetilglucosamina (GICNAc) gracias a la GIcNAc transferasa
gue esta codificada por icaA; esta enzima necesita una proteina de membrana
accesoria (IcaD) para llevar a cabo su actividad. 2) La cadena de PNAG creciente es
exportada por la proteina de membrana IcaC. 3) Después de la exportacion, la
desacetilasa IcaB, situada en la superficie celular, elimina algunos de los grupos N-
acetilo, dando al polimero un caracter catiénico que es esencial para la fijacion de la
superficie). B) Las proteinas Ica estan codificadas por el locus del gen ica que contiene
el operdn icaADBC y el gen icaR, que codifica para una proteina reguladora. La
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expresion del operén icaADBC estd regulada directamente por el promotor icaA o
mediante la expresion de icaR, ambos controlados por una serie de proteinas
reguladoras globales (SigB, SarA y LuxS). *EI sombreado verde representa la carga

negativa y el sombreado azul representa la carga positiva. C, carboxilo; N, amino.

Aunque el PIA es un factor altamente significativo para la formacioén y maduracion de
biopeliculas, se han encontrado cepas de S. epidermidis clinicamente relevantes que
no codifican para el operon icaADBC y que, por lo tanto, no sintetizan PIA. En estas
cepas, la fase de acumulacion bacteriana esta dirigida por una via alterna denominada
ica-independiente, en la cual participan tres genes que codifican para las siguientes

proteinas: Aap, Bhp y Embp.**

Tabla 3. Proteinas involucradas en la via alternativa para la formacion de biopeliculas.

Gen Proteina que codifica Fase de formacion de la
biopelicula involucrada
Bap/bhp | Proteina asociada a biopelicula (S. aureus) / Fase de fijacion. Es una proteina
Proteina homoéloga (S. epidermidis) de adhesion superficial
Embp Proteina de union a la matriz extracelular Fase de acumulacion
Aap Proteina asociada a acumulacion Fase de acumulacién

2.3.2.2 Proteina Aap
Aap es una proteina de 220 kDa que es esencial para las fases de acumulacion y
fijacion en S. epidermidis RP62A (ATCC 35984), encontrandosele en aproximadamente

el 90% de los aislados clinicos de esta especie.*
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Esta organizada por un péptido sefal en el extremo amino, seguido por un dominio A
gue contiene un numero de repeticiones variables de 16 aminoacidos y que esta
implicado en la colonizacibn de la piel y en la adherencia a células epiteliales
descamadas. Ademas, esta compuesta por una region B comprendida por entre 3y 14
dominios que contienen 128 aminoé&cidos (Figura 4).%°

Se ha encontrado que la eliminacion del dominio Aap A por una proteasa bacteriana o
del hospedero promueve la acumulacién celular y la formacion de la biopelicula, en
tanto que la region B expuesta favorece la adhesion célula-célula a través de un
mecanismo dependiente de Zn®* que implica la formacién de estructuras trenzadas

similares a las uniones de la regién Aap B.*’

o] e R ]

Figura 4. Esquema de la organizacién estructural de la proteina Aap.
S: Péptido sefial, W: Pared celular, M: Membrana celular, Dominio A, Region B: En la que
destaca un nimero repetido de dominios G5 y E, los cuales difieren entre cepas.*’

2.3.2.3 Proteina Bhp
El gen bhp es un homdlogo del gen bap en S. aureus y codifica para la proteina Bhp en
S. epidermidis, la cual corresponde a una molécula de superficie que tiene un peso de
284.4 kDa; se ha demostrado que en ausencia del PIA, la Bhp induce la formacion de la
biopelicula, promoviendo tanto la fijacion primaria a superficies, como la adhesién
intercelular.*®*° En contraste con la Aap, Bhp se ha encontrado en 15 a 45% de los

aislamientos de S. epidermidis.*®
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2.3.2.4 Proteina Embp
Es una proteina de 1 MDa cuya funcion en la formacién de biopeliculas resulta
suficiente en ausencia del PIA o Aap, debido a que combina propiedades de unién a la

matriz extracelular y promueve la adhesion intercelular.®

2.4 Resistencia a oxacilina en SCN
La resistencia a este antibidtico es mediada por el gen mecA, el cual codifica para una
proteina de unién a una penicilina de baja afinidad a la que se denomina PBA-2. La
presencia de este gen se encuentra altamente relacionada con aislados de origen
nosocomial y se transfiere a través de un elemento genético movil que contiene una
gran cantidad de polimorfismos, conocido como cassette estafilococico cromosomal

(SCCmec).**

2.4.1 Cassette estafilococico cromosomal (SCCmec)
La resistencia a meticilina en Staphylococcus spp esta mediada por el gen mecA, el
cual forma parte del cassette estafilococico cromosomal (SCCmec). Este ultimo
corresponde a un elemento genético mévil compuesto por tres elementos principales®%:
e Complejo gen mec; éste esta comprendido por el gen mecA, por genes
reguladores, mecl (represor) y mecR1 (inductor), asi como por una secuencia de

insercion.?>>3

e Complejo de genes ccr; es el responsable de la insercion y escision del cassette
en el genoma bacteriano.?® Esta compuesto por los genes ccr y por los marcos

abiertos de lectura (ORF) circundantes, varios de los cuales tienen funciones
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desconocidas. Actualmente se han identificado tres genes ccr, filogenéticamente
distintos: ccrA, ccrB y ccrC, cuya clasificacion y nomenclatura se basa en la
similitud de sus secuencias de DNA; si los diferentes haplotipos tienen una
similitud <50% y se consideran distintos si el parentesco es mayor del 85% se
agrupan en el mismo haplotipo. En el caso de los genes ccrA y ccrB se han
encontrado cuatro haplotipos diferentes (con base en este criterio), en tanto que
para el gen ccrC sélo se reconoce uno (similitud =87%).>* En la figura 4 se
ilustran las relaciones filogenéticas y las similitudes de la secuencia de DNA de
los genes ccr mas representativos para algunas especies de SCN; ademas se

incluyen las cepas de referencia en las que se han estudiado. °***
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ccrCl1 allele 4(M)
ccrCl allele 5(S. haemolyticus JCSC1435)
cerCl allele 6(S. haemolyticus 25-60)
ccrCl allele 2(TSGH17)
ccrCI allele 3(85/2082)
cerCl allele 8(PM1)
cerC1 allele %(S. epidermidis 13-48)
_l:cchI allele 1(WIS)
cerCl allele 9(S. saprophyticus ATCC15305)
ccrAI(MSSA476)
ccrAI(S. hominis GIFU12263)
ccrA1(NCTC10442)
cerAI(S. saprophyticus ATCC15305)
ccrAI(S. saprophyticus TSU33)
ccrA2(MW2)
ccrA2(N315)
_E ccrA2(CA05)
ccrAS(S. pseudintermedius KM241)
— ccrA3(85/2082)
ccrA4(S. epidermidis ATCC12228)
ccrA4(CHE482-1)

_: ccrA4(]IDE288)
ccrA4(CHE482-2)
ccrBA(S. epidermidis ATCC12228)

- — ccrB4(HDE288)

ccrB4(CHE482-1)
[ ccrB4(CHEA482-2)

ccrB2(CA05)
—Ewmwn
ccrB2(N315)
— ccrB3(S. pseudintermedius KM241)

L ccrB3(85/2082)
cerB6(S. saprophyticus ATCC15305)
ccrBI(MSSA476)
_|:0ch1 *(NCTC10442)
ccrBI(S. hominis GIFU12263)
ccrB7(S. saprophyticus TSU33)

Figura 4. Relacién filogenética de los diferentes haplotipos de los genes ccr y las especies en
las que se han estudiado.*

La razoén por la cual este complejo determina la integracion o eliminacién del
cassette del genoma bacteriano, tiene que ver con el hecho de que este grupo de

genes codifican para recombinasas e integrasas sitio- especificas.>
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e J; Regiones de union (junkyard); contienen diversos genes que codifican para
incrementar la resistencia bacteriana o para algunos factores de virulencia, asi
como algunos pseudogenes, es decir, componentes no esenciales para el

cassette.>

mec cer

complex complex

" SCCmec|

(=34 kb) S  ET———

scCmecll 00 e SR e e

(=53 kb) % :

SCCHG [SCCmercury) SCCinec Il

SCCmec I r L —— A )
aetame (composite)
(examples) (+67 kb)

SCCmec VIl

(=33 kb)

SCCmec XI

L (=30 kb)
Pseudo (¥) SCCmec A
(e.g. WSCC,p 051017 =16 kb)ﬂ,’ fusC., copB copC
scc o N
(e.g. SCCcap1, =27 kb;/’ o
or SCCHG, =32 kb; .’ scc °°“1§$5‘”"§'iﬁ9~~':.'-'-""“' capl
or SCCpbp4, =19kb) & - -~ O SCCpbpd o 3 ACME It
—e e r A 3

ACMES Bt =

(e.9 ACME II, =34 kb) pbp4 copA cad  mer arc copA
Pisudo SCC-like and others ACME composite island
(S 3 eehn E—r T
(examples) kdp

SCCmec remnants _

(e.g. WSCCyey.qp =12 kb)

Figura 6. Representacion esquematica de los SCCmec™*

Representacion de los elementos principales en algunos tipos de SCCmec; en donde
las bandas color rojo corresponden al complejo mec, las amarillas al complejo ccr y las
grises a las regiones de union (J). Ademas se sefialan algunos genes que codifican
para resistencia a otros agentes antimicrobianos; en color violeta el gen fusC
(resistencia a acido fusidico), en color verde los genes que confieren resistencia al
efecto toxico de algunos metales como cobre (copB Y copC), cadmio (cad), mercurio

(mer); en color naranja la resistencia a arsénico (arc). También genes que codifican

25



para factores de virulencia; en color café se sefiala el gen capl que codifica para un

polisacarido de la capsula; y en rosa otro subtipo de proteina de union a penicilina
(PBP4)

A la fecha se han reportado 11 tipos y varios subtipos de SCCmec (I-XI). En SCN, los
subtipos mas frecuentes son el lll, IV y V, ya sea solos o en diversas combinaciones.
Los SCCmec mejor caracterizados hasta el momento son del | al V; algunas de sus

principales caracteristicas se presentan en la tabla 4.%*
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Tabla 4. Tipos de SCCmec y sus caracteristicas

Tipo

Tamafo

(pb)

Caracteristicas principales

Referencia

34,364

Soélo contiene transposones o plasmidos que confieren

resistencia a meticilina y a metales pesados

54

53, 017

En adicion con los genes que confieren resistencia a meticilina
(mecA y mecRl), contiene al transposon Tn554 que es

responsable de la resistencia a eritromicina y estreptomicina

54

66, 896

En adicién con los genes que confieren resistencia a meticilina
(mecA y mecRI), contiene los transposones Tn554, yTn554
(resistencia a cadmio) y el plasmido pT181 (resistencia a

tetraciclinas y mercurio)

54

67,354

Es el mas frecuentemente relacionado con las infecciones
adquiridas. Es un elemento pequefio que sélo lleva genes de
resistencia relacionados con mecA
Existen cuatro subtipos (IVA, IVB, IVC y IVD), los cuales s6lo

difieren en la region “rio arriba” del complejo ccr

54

27.624

Solo lleva genes que codifican para la resistencia a oxacilina

54

27



3. Planteamiento del problema
El grupo de los Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) ha emergido como uno de
los principales agentes etioldgicos asociados a las infecciones de prétesis articulares
(IPA), las cuales generan altas tasas de morbilidad y mortalidad, ademas de altos

costos econdmicos a los sistemas de salud y a los mismos pacientes que las padecen.

Hasta ahora, la virulencia de SCN se asocia principalmente a altos indices de
resistencia antimicrobiana y a su capacidad para formar biopeliculas; sin embargo, ain
no resulta muy claro que estos microorganismos no contengan otros genes de

patogenicidad.

4. Justificacion
Se ha observado que en aislados clinicos de SCN asociados a infecciones de protesis
articulares se presentan diferentes respuestas a las alternativas terapéuticas
empleadas; ello se debe a que existe una gran diversidad genotipica y fenotipica en
cada clona, aun cuando pertenezcan a la misma especie. Por esta razén, en el
presente trabajo se busca establecer fenotipica y molecularmente, los mecanismos de
virulencia en una coleccion de SCN aislados a partir de pacientes del Instituto Nacional

de Rehabilitacion.
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5. Objetivos
5.1 Objetivo general
Caracterizar fenotipica y genotipicamente cepas de Staphylococcus coagulasa

negativos aislados de infecciones en prétesis articulares.

5.2 Objetivos particulares
1. Identificar y determinar el perfil de susceptibilidad de los SCN aislados a partir de

IPA, mediante un sistema automatizado (Vitek 2).

2. Cuantificar in vitro la produccion de biopeliculas en los SCN.

3. Detectar por PCR punto final al gen mecA y a los genes asociados a biopeliculas:

icaADBC, aap, bhp y embp.

4. Tipificar molecularmente el Cassette Estafilococico Cromosomal (SCCmec).

6. Metodologia

6.1 Tipo de estudio

Estudio transversal y descriptivo.

6.2 Seleccidn de cepas

De una coleccién de Staphylococcus aislados de Infecciones asociadas a protesis
articulares, se seleccionaron aquellos Staphylococcus coagulasa negativos
identificados entre 2011 y 2015 en el Laboratorio de Infectologia del Instituto Nacional

de Rehabilitacion.
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6.3 Identificacién y pruebas de sensibilidad

Los aislados se identificaron mediante el sistema automatizado VITEK 2 (bioMéreux,

Francia), empleandose las tarjetas GP; de la misma forma se obtuvo su perfil de

susceptibilidad, utilizando tarjetas AST-GP67, las cuales fueron procesadas de acuerdo

con las instrucciones del fabricante. Los antibioticos probados se muestran en la tabla

1.

Tabla 1. Antibiograma para Staphylococcus sp.

Antibiotico Abreviatura
Penicilina PE
Oxacilina OXA

Gentamicina GN

Ciprofloxacino CIP
Levofloxacino LVX
Moxifloxacino MXF

Eritromicina E

Clindamicina CC

Synercid (estreptograminas Ay B) SYN
Linezolid LzD

Vancomicina VN

Tetraciclina TE

Rifampicina RF

Trimetroprim/sulfametoxazol SXT
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6.4 Caracterizacion fenotipica

6.4.1 Produccion de biopeliculas in vitro

La produccion de biopeliculas se realizO mediante un ensayo semicuantitativo in
vitro con cristal violeta, descrito por Christensen y col®®. Brevemente, crecimos los
aislados durante 18 h en caldo tripticase soya suplementado con 2% de glucosa (TSB-
G); posteriormente el cultivo se diluyé y se llevé a una concentracién de 1x10®
células/mL (0.5 en la escala de McFarland). De esta solucién se depositaron 20 pL en
una microplaca de poliestireno fondo plano de 96 pocillos, las cuales contenian 180 pL
de medio TSB-G al 2% (las cepas se inocularon por triplicado). Las placas se
incubaron a 37°C/24 h; a continuacién se decanté el medio de cultivo y se efectuaron 3
lavados para cada pocillo, con 200 uL de solucion salina al 0,85%(p/v), a fin de eliminar
aquellas bacterias que crecieron en forma libre; se dejaron secar a temperatura
ambiente durante 20 minutos y posteriormente, se agregaron 150 pL de la solucién de
cristal violeta 0,2% (p/v), que se dej6 actuar durante 15 minutos; se decantd el colorante
y nuevamente se realizaron lavados con solucién salina para eliminar el exceso; se
secaron a temperatura ambiente durante 20 minutos y se extrajo el colorante con 150
pL de alcohol etilico, finalmente se midi6 la densidad 6ptica (DO) en un
espectrofotometro para placas ELISA (xMark, Bio-Rad) a una A=492nm, incluyéndose a
los aislados clinicos y a las cepas de referencia ATCC 12228 (control negativo) y ATCC

35984 (control positivo).

El procedimeinto se realiz6 por duplicado en experimentos independientes.
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6.4.2 Tratamiento de resultados para caracterizacion de biopeliculas
Para cada cepa se calcul6 el promedio de la densidad éptica obtenida en las seis
réplicas y se determiné su desviacion estandar para asegurar la concordancia entre los
resultados obtenidos. La categorizacion del tipo de biopelicula se llev6 a cabo con base
en la densidad 6ptica de la cepa que se us6 como control negativo (ATCC 12228), asi

como con los criterios de Stepanovic y col®* (ver Tabla 2).

Tabla 2. Criterios para caracterizar productores de biopelicula.

Criterio Tipo de biopelicula | Abreviatura
DO< 2(DO control negativo) No productor NP
2(DOcontrol negativo) < DO < 4(DOcontrol negativo) Productor débil PD
DO> 4(DOcontrol negativo) Productor fuerte PF

6.5 Caracterizacion genotipica
6.5.1 Extraccién de material genético

Para la extraccion de DNA de las 66 cepas se preparé una solucion de CHELEX-100 al
10% (Bio-Rad); ésta es una resina de intercambio catibnico que permite separar los
contaminantes del material genético (principalmente los metales catidnicos) para poder
llevar a cabo la reaccion de polimerizacién. Se colocaron 200 pL de esta solucion en
tubos Eppendorf de 1.5 mL y se afiadié una alicuota correspondiente a 1x10° células de
cada cepa de SCN; la mezcla se homogeneizdé con ayuda de un vortex y se colocé

durante una hora a 95°C en el equipo Heating Block Fisher Scientific™. Transcurrido el
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calentamiento, las mezclas se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 minutos, el
sobrenadante se retir6 con mucho cuidado, evitando tocar el pellet; éste se conservo y

almacend en congelacién (-20°C) para su posterior utilizacion.

6.5.2 Amplificacion de genes

La deteccién de genes fue llevada a cabo mediante PCR punto final, empledndose
iniciadores cuya secuencia fue previamente descrita (ver Tabla 4). La mezcla de
reaccion contenia Buffer 10X (AppliedBiosystems), MgCl, (AppliedBiosystems),
desoxinucleotidostrifosfato ~ (Invitrogen), @ Taq polimerasa (AmpliTag  Gold,
AppliedBiosystems), oligonucleétidos (Sigma Aldrich), DNA y agua grado molecular
libre de DNAsas y RNAsas hasta completar un volumen de 50 pyL por reaccién. Las

condiciones de reaccion para cada gen amplificado se presentan en la Tabla 3.

Para la amplificacion se utilizd el termociclador Veriti (AppliedBiosystems) con las
condiciones descritas en la Tabla 3. Se utilizaron 10 pl de cada una de las reacciones;
para detectar los productos de PCR y se corrieron en un gel de agarosa grado
molecular al 1.5% (Invitrogen) durante una hora. El marcador de peso molecular

utilizado fue de 100 pb (Invitrogen).
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Tabla 3. Condiciones de reaccion para amplificacion de genes.

Gen

mecA

IcaA

icaD

IcaB

icaC

aap

bhp

embp

Condiciones de reaccion

Buf | MgCl, | dNTPs Oligonucleotidos | Taqg polimerasa
fer | (mM) )
10X (mM) (pmol)
(ML)
5 3 4 25 2.5
5 2 6 10 0.5
5 1.5 6 10 1.5

DNA

(ng)

20

20

20

Volumen
de
reaccion

(bL)

50

50

50

Condiciones del ciclo

1 ciclo 94°C/3 min
30 ciclos 94°C/30 s
30 ciclos 55°C/3 s
30 ciclos 72°C/45 s
1 ciclo 72°C/10 min
1 ciclo 94°C/5 min
40 ciclos 94°C/30 s
40 ciclos 55°C/3 s
40 ciclos 72°C/1 min

1 ciclo 72°C/7 min

1 ciclo 95°C/7 min
35 ciclos 94°C/1 min
35 ciclos 57°C/1 min
35 ciclos 72°C/1 min

1 ciclo 72°C/7 min

Control Referencia

positivo

S. aureus
ATCC
43300 82

S.
epidermidis
ATCC

35984
83

S.
epidermidis
ATCC

35984
84
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SCCmec

15

10

15

20

50

1 ciclo 95°C/5 min
10 ciclos 95°C/45 s
10 ciclos 65°C/45 s
10 ciclos 72°C/1 min
25 ciclos 95°C/45 s

25 ciclos 55°C/45 s

S.
epidermidis
ATCC
35984

85
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Tabla 4. Secuencia de oligonucleétidos para la amplificacion de genes utilizados en el estudio.

Gen Oligonucledtidos Tamafio de Referencia
amplicén
Resistencia a mecA 5°- AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C-3° Adelante 533pb 82
oxacilina
5- AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C-3’ Atras
icaA 5"-ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA-3 Adelante 103pb 83
5"-GGA AAT GCC ATA ATG ACA AC-3 Atras
icaD 5"-ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG-3 Adelante 198pb 83
5-CGT GTT TTC AAC ATT TAATGC AA-3 Atras
Operoén ica
icaB 5-CTG ATC AAG AAT TTA AAT CAC AAA-3’ Adelante 302pb 83
5-AAA GTC CCATAAGCC TGT TT-3 Atras
icaC 5"-TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT T-3° Adelante 400pb 83
5-TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG-3’ Atras
aap 5"-AAA CGG TGG TAT CTT ACG TGA A-3 Adelante 510pb 84
o 5"-CAA TGT TGC ACC ATC TAAATC AGC T-3 Atras
ind;/[;;llc(:j?énte bap 5"-ATG GTA TTA GCA AGC TCT CAG CTG G-3 Adelante 1020pb 84
5"-AGG GTT TCC ATC TGG ATC CG-3’ Atras
embp 5"-AGC GGT ACA AAT GTC AAT-3’ Adelante 500pb 84
5-AGA AGT GCT CTAG CAT CAT CC-3 Atras
SCCmec IVa | 5-GCCTTATTCGAAGAAACCG-3’ Adelante 776pb 85
5-CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG-3 Atras
SCCmec IVb | 5-TCTGGAATTACTTCAGCTGC-3’ Adelante 493pb 85
5-AAACAATATTGCTCTCCCTC-3’ Atras
Tipificacion SCCmeclvVc | 5-ACAATATTTGTATTATCGGAGAGC-3 Adelante 200pb 85
de SCCmec
5 -TTGGTATGAGGTATTGCTGG-3’ Adelante
SCCmec IVd 5"-CTCAAAATACGGACCCCAATACA-3’ Adelante 881pb 85
5-TGCTCCAGTAATTGCTAAAG-3’ Atras
SCCmec V 5"-GAACATTGTTACTTAAATGAGCG-3’ Adelante 325pb 85
5"-TGAAAGTTGTACCCTTGACACC.3’ Atras
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7. Resultados

7.1 Caracteristicas de las muestras incluidas en el estudio.
En total se estudiaron 66 cepas, cuya distribucion de especies y el tipo de infeccion de
la cual se aislaron se presentan en la tabla 4. La especie aislada con mayor frecuencia

fue S. epidermidis, y esta se encontrd principalmente en infecciones de cadera.

Tabla 4. Caracteristicas de aislamiento de las muestras clinicas incluidas en el estudio.

Microorganismo | n (%) | Tipo de muestra

SCN 66 (100) | Cadera | Rodilla
53 (80) | 13 (20)
S. epidermidis 55 (83) | 45(82) | 10 (18)

S. hominis 5 (8) 4(80) | 1(20)
S.lugdunensis | 1 (1.5) 0 1 (100)
S. sciuri 1 (1.5) |1(00) 0
S. capitis 1 (1.5) | 1(00) 0

S. caprae 1 (1.5) |1(00) 0
S. haemolyticus | 1 (1.5) 0 1 (100)
1

(1.5) | 1 (100) 0

S. lentus
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7.2 Perfil de resistencia a antibioticos.
Las pruebas de sensibilidad mostraron que S. epidermidis, S. hominis, S. lugdunensis,
S. haemolyticus y S. lentus fueron las especies con mayor resistencia a antibiéticos,
principalmente a penicilinas (PE, OXA) y quinolonas (CIP, LVX, MXF). Asi mismo se
encontro un bajo patron de resistencia a macrolidos (E, CC) y glucopéptidos (GN, TE) y
en el caso de la vancomicina y linezolid no se encontré ninguna cepa resistente (Tabla
5).

Tabla 5. Perfil de resistencia con respecto a cada especie.
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7.3 Caracterizacion fenotipica de biopelicula.
La prueba de adherencia con cristal violeta permitié6 determinar secuantitativamente la
produccion y el tipo de biopelicula presente en cada cepa, debido a que la intensidad de
color se asocia directamente con la densidad de bacterias adheridas a la microplaca

como se puede observar en la figura 2.

Control
positivo

PD

NP

Figura 2. Prueba cuantitativa de adherencia con cristal violeta. Control positivo (S.
epidermidis ATCC 35984), control negativo (S. epidermidis ATCC12228), No productores (NP),
Productor débil (PD) y productor fuerte (PF).

El punto de corte para tipificar la biopelicula y los criterios de clasificacion se presentan

en la tabla 6 y tabla 7 respectivamente.

Tabla 6. Densidad o6ptica del control Tabla 7. Clasificacion de produccion y tipo de
negativo (DOcn) y punto de corte del biopeliculas: no productores (NP), productores débiles
control neaativo (DOc). (PD) v oroductores fuertes (PF).
(DOcn) 0,033 Clasificacion Criterio
___ NP DO < 0.066
(DOc) | (DOcontrol negativo)*2 = PD 0.066 < DO < 0.132
0.066 PF DO= 0.132

La caracterizacion cuantitativa del tipo de biopelicula se hizo con base en el promedio
de absorbancias de las seis repeticiones, los resultados obtenidos para las 66 cepas y
los controles se presentan en la figura 3.
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Figura 3. Prueba cuantitativa de adherencia con cristal violeta. Promedio de las seis
mediciones de absorbancia para cada cepa, en donde el control positivo es S. epidermidis

ATCC 35984 y el control negativo S. epidermidis ATCC 12228.
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Con base en estos criterios de caracterizacion se encontrd que el 45% (30/66) de las

cepas fueron productoras de biopeliculas, de estas el 50% (15/30) se categorizaron

como productoras fuertes (PF) y el otro 50% (15/30) como productoras débiles (PD).

Figura 4 y 5 respectivamente.

Cepa

51567
51504
51467
$1373
51249
51049
5848
S661
S587
S563
S536
S274
5162
S113
5103
ATCC 35984
ATCC 12228
I

-0.5 0

15 2 Absorbancia

Figura 4. Representacion grafica de las cepas productoras de biopeliculas fuertes (n=15) que
son aquellas con una densidad Optica mayor a 0.132. También se sefialan las cepas de
referencia; control negativo (S. epidermidis ATCC 12228) y control positivo (S. epidermidis

ATCC 35984).

51580
51571
51302
51178
51052
5783
5751
S675
5583
5357
5352
5319
5112
5104
s086
ATCC35984
ATCC 12228

Cepa

[T

o |
N

0.8 1 1.2 1.4 1.6

Absorbancia

Figura 5. Representaciéon grafica de las cepas productoras de biopeliculas DEBILES (n=15)
gue son aquellas con una densidad Optica menor a 0.132 pero mayor a 0.066. También se
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sefialan las cepas de referencia; control negativo (S. epidermidis ATCC 12228) y control
positivo (S. epidermidis ATCC 35984).

7.4 Caracterizaciéon genotipica.
En la tabla 8 se presentan los resultados generales de la caracterizaciéon molecular para
cada especie de SCN incluida en el estudio. Los genes incluidos en dicha
caracterizacion son mecA, SCCmec (resistencia a oxacilina) y los relacionados con la

formacién de biopeliculas; Operén ica ADCB e ica independiente (aap, bhp y embp).
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Tabla 8. Resultados de la caracterizacién molecular de SCN.

(+): Positivo, (-): Negativo.

Las cepas sombreadas en color gris son productoras de biopeliculas fuertes, las sombreadas
en azul son productoras débiles y las celdas sin sombrear corresponden a cepas no

productoras.
Genes relacionados con la formacion de
SCC biofilm
Cepa Microorganismo | mec A mec Operon ica Ica independiente
ica ADBC aap bhp embp

S085 S. epidermidis + IVa - - + -
S086 S. hominis + o - - + R
S099 S. epidermidis + IVa - + - +
S100 S. epidermidis + IVa - + - +
S102 S. hominis + - - + + -
S103 S. lentus + IVa + + + +
S104 S. epidermidis + - + + + +
S112 S. epidermidis - - + + 5 +
S113 S. epidermidis - - + = + +
S162 S. epidermidis - - - + = +
S174 S. epidermidis + - - + - -
S267 S. epidermidis + Ivd - + - +
S273 S. epidermidis + IVa - + - +
S274 S. epidermidis + IVa - i3 = i
S319 S. epidermidis + IVa - + - +
S336 S. epidermidis - - - - - -
S352 S. epidermidis + - - + + +
S353 S. epidermidis + - - + + ¥
S357 S. hominis + vV = + - R
S418 S. epidermidis - - - - - +
S422 S. epidermidis + - - + - -
S534 S. epidermidis + IVa - - + -
S536 S. epidermidis + IVa + + - +
S563 S. epidermidis + - + + - R
S569 S. epidermidis + IVa - + R T
S583 S. epidermidis + IVa + + - +
S587 S. epidermidis + IVa + + = +
S588 S. epidermidis + IVa - + + +
S591 S. epidermidis + IVa - + - +
S647 S. epidermidis + IVa - - - -
S660 S. epidermidis - - - - - -
S661 S. epidermidis + IVc + + - +
S675 S. epidermidis + = + = + o
S751 S. caprae - = - + - +
S783 S. hominis - - = - + R
S787 S. hominis + IVa - + - -
S812 S. sciuri + - - - + -
S830 S. epidermidis + - - - - -
S848 S. epidermidis + IVa + 4 - o
S894 S. epidermidis + - - - - -
S1013 S. epidermidis - - - - - +
S1049 S. epidermidis - - + = - -
S1052 S. epidermidis + = - + - -
S1143 S. epidermidis + - - - - -
S1149 S. epidermidis + - - + - +
S1178 S. epidermidis + IVa - + + +
S1249 S. epidermidis + IVa - + - -
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S1259 S. epidermidis + IVa - + - -
S1261 S. epidermidis - - - - - -
S1262 S. epidermidis + IVb - + - -
S$1302 S. epidermidis + Ivd + + = T
S1321 S. epidermidis + IVa - - - -
S1328 S. epidermidis + vd - - - -
S1373 S. epidermidis - - + + - =
S1434 S. epidermidis + IVa - + - -
S1435 S. epidermidis + IVa - + - -
S1454 S. epidermidis + - - + + +
S1455 S. capitis - - - - - -
S1467 S. epidermidis - - + + + +
S1471 S. epidermidis + IVa - + + +
S1504 S. epidermidis - + + - =
S1506 S. epidermidis + IVa - + - -
S1516 S. haemolyticus + - - - - -
S1567 S. epidermidis + Ve A + - -
S1571 S. epidermidis + IVa - - + -
S1580 S. lugdunensis 1 - - + + +
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7.4.1 Amplificacion genes relacionados con el biopeliculas de S.
epidermidis

Se realiz6 PCR duplex para la amplificacion de los cuatro genes que participan en la
biosintesis del PIA: icaA (103 pb), icaB (302 pb), icaD (198 pb); icaC (400 pb). Los
cuatro genes del operdon se encontraron en el 24%(16/66) de las cepas estudiadas.
(Figuras: 6 y 7, Tabla 8). Los genes que codifican para las proteinas del mecanismo
ica independiente: aap (510 pb), embp (500 pb) y bhp (1020 pb); se encontraron en:

65%(43/66), 48%(32/66) y 26% (17/66), respectivamente. Figuras: 8,9, 10y Tabla 8

300 pb
302 ph, icaB

100 pb .
103 ph, icaA

Figura 6. Electroforesis de los genes icaA e icaB:
MPM: Marcador de peso molecular de 100 pb.
Los carriles marcados del 1 a 4 son cepas de S.epidermidis (S563, S536, S583 y S587). Carril 5

control positivo: S.epidermidis ATCC35984. Carril 6 control negativo S.epidermidis ATCC1228.
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«— 4300 pb, icaC

198 ph, icaD

Figura 7. Electroforesis de los genes icaC e icabD:
MPM: Marcador de peso molecular de 100 pb.
Los carriles marcados del 1 a 4 cepas de S.epidermidis (S563, S536, S583 y S587). Carril 5
control positivo: S.epidermidis ATCC35984. Carril 6 control negativo S.epidermidis ATCC1228.

o i 1A Az alg alds s s dlE 17 ks

510pb

Figura 8. Electroforesis del gen aap.
MPM: Marcador de peso molecular de 100 pb.

Los carriles marcados del 2 al 17 pertenecen a las cepas de estudio (S099, S100, S103, S104,
S113, S162, S174, S267, S273, S319, S336, S352, S353, S357. S418 y S534). El carril 1 es el
control negativo S. epidermidis ATCC12228 y el carril 18 corresponde al control positivo S.
epidermidis 35984.
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500pb

Figura 9. Electroforesis del gen embp:
MPM: Marcador de peso molecular de 100 pb.
Los carriles marcados del 2 al 10 pertenecen a las cepas de estudio (S099, S100, S103, S104,
S102, S174, S267, S273, S274 y S319). El carril 1 es el control negativo S. epidermidis
ATCC12228 y el carril 11 corresponde al control positivo S. epidermidis 35984.

9 10 11 12 13 14 15 16 17

:3 R heas 1020pb

Figura 10. Electroforesis del gen bhp:
MPM: marcador de peso molecular de 100 pb.
Los carriles marcados del 2 al 16 pertenecen a las cepas de estudio (S099, S102, S112, S162,
S174, S267, S273, S274, S319, S336, S357, S352, S353, S418 y S534). El carril 1 es el control
negativo S. epidermidis ATCC12228 y el carril 17 corresponde al control positivo S. epidermidis
35984.
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7.4.2 Amplificacion del gen mecA

La resistencia a oxacilina fue corroborada con la amplificacion del gen mecA. El 77%
(51/66) de las cepas resistentes a oxacilina también tenian el gen mecA, (Figura 11y
12). Se tipificaron molecularmente las 51 cepas mecA (+) para determinar a que
cassette estafilocécico cromosomal (SCCmec) pertenecian. Se encontr6 que el
SCCmec de tipo IVa fue el més frecuente en las cepas estudiadas (Tabla 9, Figuras 13,
14y 15).

Tabla 9. Distribucién del tipo de
SCCmec en las 51 cepas resistentes

a oxacilina.
Tipo de SCCmec | No. de cepas
M mecA (+) SCCmec IVa 26
SCCmec Vb 1
EmecA (-) SCCmec IVc 2
SCCmec Ivd 3
SCCmec V 1
Figura 11. EI 77% de las cepas fueron ND 18
resistentes a oxacilina, de los cuales todos
tenian el gen mecA. *ND. No se detecto
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Figura 12. Electroforesis del gen mecA. MPM: marcador de peso molecular de 100pb. El
carril marcado con el numero 1 pertenece al control negativo y el marcado con el nimero 10 al
control positivo: S. aureus ATCC 43300. Los carriles 2 al 9 corresponden a las cepas de estudio
(S112, S174, S267, S273, S274, S319, S352 y S357)

Las figuras 13, 14 y 15 corresponden a la amplificacion del cassette estafilococico

cromosomal en las cepas resistentes a oxacilina.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

%/—/

776pb

493pb SCCmec
" <« SCCmec IVa

IVb

Figura 13. Electroforesis para tipificar SCCmec IVay IVb
MPM: marcador de peso molecular de 100pb. Los carriles 1 al 19 pertenecen a las cepas de
estudio (S086, S102, S1262, S104, S112, S113, S162, S174 S085, S336, S352, S353, S273,
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S418, S274, S675, S751, S783 y S787) y se encontr6 que en el carril 3 hay una banda
correspondiente al SCCmec IVb (493pb) y en los carriles 9, 13 y 15 bandas de 776pb que
corresponden al SCCmec de tipo IVa.

881pb

SCCmec — m

Ivd

Figura 14. Electroforesis para tipificar SCCmec IVd y V
MPM: marcador de peso molecular de 100pb. Todos los carriles pertenecen a las cepas de
estudio (S085, S086, S267, S273, S274, S319, S534, S536, S357, S583 y S587). En el carril 3
se muestra la banda correspondiente al SCCmec IVd (881pb) y en el 14 se observa la
amplificacion del SCCmec V (325pb).

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

200pb
SCCmec

IVc

Figura 15. Electroforesis para tipificar SCCmec IVc.
MPM. Marcador de peso molecular de 100pb. Todos los carriles pertenecen a las cepas de
estudio (Positivos S661 y S1567) y tal como se observa en los carriles 12 y 16 se encontré una
banda de 200pb que corresponde al SCCmec de tipo IVc.
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8. Discusion.

En los ultimos afos las infecciones de protesis articulares (IPA), se han caracterizado
como una de las principales complicaciones asociadas a los procedimientos de
reemplazo articular. Con base en la literatura consultada se encontré que los agentes
etiologicos que se aislan con mayor frecuencia en este tipo de infecciones son
microorganismos del género Staphylococcus spp> 2.

De acuerdo a un estudio publicado por Tande y col. se reporta al grupo de los
Staphylococus coagulasa negativos como la causa mas comun de IPA (13-42% de los
casos). Dicho estudio contempla 1,979 casos de reemplazo articular de cadera y 1,427
de rodilla recopilados de la base de datos de la Clinica Mayo (Arizona, EUA). Al
comparar esta distribucion de SCN con la reportada en publicaciones de estudios
realizados en el Instituto Nacional de Rehabilitacion se encontraron resultados muy
similares (SCN en el 31% de los casos)®?*,

En el presente trabajo se incluyeron solo aquellas cepas pertenecientes al grupo de los
SCN, aisladas de IPA en un periodo de tres afios (n=66). Se encontrd a S. epidermidis
como el principal agente causal (83% de los casos), seguido por S. hominis (8%), y
otros microorganismos de este grupo en menor proporcioén (Tabla 4). La distribucion de
especies de SCN reportada en la literatura coincide en que S. epidermidis es el agente
etiolégico de mayor incidencia’®'*®’. En tanto que S. lugdunensis, S. hominis y S.
capitis han sido muy estudiadas en los ultimos afios debido a que también son muy
frecuentes 49194,

Un problema importante en este grupo de microorganismos es que han desarrollado

altos porcentajes de resistencia a los antibioticos, principalmente a aquellos de primera
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linea.®? La incidencia de las IPA causada por bacterias multidrogo resistentes ha
aumentado drasticamente en la Ultima década, probablemente debido al uso excesivo
y, a menudo inadecuado, de antibiéticos®™. La resistencia bacteriana a multiples clases
de antimicrobianos complica notablemente el tratamiento de las IPA con respecto a las
infecciones causadas por organismos sensibles, lo que da como resultado un aumento
de la morbilidad y los costos.%

En un estudio publicado por Drago y col. en el que se evalué el perfil de susceptibilidad
en 124 cepas de SCN involucradas en infecciones de proétesis articulares, se encontrd
una alta resistencia a penicilinas (90.3%), asi mismo como a las fluoroquinolonas
(ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino) y macrolidos, que mostraron una
actividad significativa contra cepas estafilococicas con tasas de resistencia de entre
45,2% y 41,5%, respectivamente. Como era de esperarse, los antibiéticos mas activos
fueron linezolid y glicopéptidos: todos los aislamientos fueron susceptibles a linezolid y
vancomicina, mientras que solo un aislado de S. epidermidis resulto resistente a la
teicoplanina. La conclusion en dicho estudio fue que el 59,3% de aislamientos de S.
epidermidis y el 30,4% de otros SCN fueron resistentes a al menos tres clases de
antibiéticos.*

Los resultados reportados por Drago y col. son equiparables con los encontrados en
este trabajo, ya que como se presenta en la Tabla 5 los SCN incluidos presentaron una
alta tasa de resistencia a penicilinas y fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino y
mixifloxacino) principalmente. En tanto que para vancomicina y linezolid no se
encontraron cepas resistentes. La diferencia mas significativa fue que se encontré que

el 10% de los aislados fue resistente a teicoplanina.
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Con respecto al patron de resistencia entre especies, ambos estudios coinciden en que
S. epidermidis es el microorganismo mas resistente, seguido por S. hominis y S.
lugdunensis; en tanto que para las otras especies, los resultados son variables.®
Debido a que el abordaje terapéutico inicial de las IPA es generalmente empirico, y la
unica forma de dirigir el tratamiento antimicrobiano es aislando el agente causal, el
conocimiento de los patrones de resistencia de los microorganismos mas
frecuentemente involucrados en IPA a nivel local puede ayudar a optimizar el
tratamiento empirico.>*+%

Como se menciond, uno de los principales problemas en las IPA causadas por SCN es
su alta tasa de resistencia a los antibiéticos de primera eleccion, como las penicilinas,
mas especificamente la oxacilina.’®** Su resistencia es mediada por la presencia del
gen mecA, cuya transmision ocurre muy facilmente entre las especies de SCN;
principalmente las que son de origen nosocomial.>® En la Tabla 5 se puede observar
que el 77% de las cepas resistentes a oxacilina, todas poseian el gen mecA. Estos
resultados son consistentes con los reportados por otros autores, en donde se reportan
tasas de resistencia a oxacilina de entre 70 y 80%, dependiendo de la especie, la cual
es mediada por dicho gen.**®®

En los ultimos afios, el papel de integrones y cassettes génicos en la difusion de la
resistencia a los antibidticos entre las bacterias patégenas ha sido bien documentado.”
Tal es el caso del elemento genético movil de transferencia horizontal conocido como
SCCmec (resistencia a oxacilina), del cual se han reportado al menos 11 tipo diferentes
pero los mas comunes en SCN son son del | al V (segun la literatura

consultada).>**""®"" En este trabajo se encontré que la mayoria de las cepas tenian el

cassette de tipo IVa (51%),IVb (2%), IVc (4%) y IVd (6%), y el tipo V (2%), aunque
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desafortunadamente en el 35% de las cepas no se logré determinar debido a que no se
contaba con todos los primers y solo se buscaron los SCCmec de tipo I, II, Ill, IV y V.
Aun cuando no se consiguio tipificar a todas las cepas mecA (+), se puede concluir que
el SCCmec mas frecuente en la poblacion de estudio fue el de tipo IV, y estos
resultados coinciden con lo reportado por Zhang y col.?®

De acuerdo con estudios de epidemiologia molecular realizados en SCN aislados de
distintos tipos de infecciones se ha visto que estos estan armados con un arsenal de
genes que le ayudan a formar biopeliculas en distintos tipos de superficies (vivas e
inertes), las cuales les ayudan a sobrevivir en ambientes extremos (carencia de
nutrientes) y a tolerar moléculas con actividad antimicrobiana, favoreciendo el
desarrollo de infecciones cronicas.®®®*®® Los principales mecanismos moleculares
asociados a la biosintesis de biopeliculas son: el operon icaADCB (sintesis de PIA) y
una via alterna denominada PIA independiente, en la que estan involucradas tres
proteinas que tienen relacion con las fases de adhesion y acumulacién (Aap,Bhp y
Embp).?®

En este estudio, antes de buscar las caracteristicas genéticas asociadas a la capacidad
de formar biopeliculas en los SCN, se buscé caracterizar fenotipicamente a las cepas
productoras de biopeliculas, mediante la prueba semicuantitativa de adherencia con
cristal violeta propuesta por Christensen y col., en la que se clasifico a los SCN de
acuerdo a su capacidad de formar biopeliculas y a la intensidad de las mismas (Figura
4), siguiendo los criterios de Stepanovic y col. (Tabla 7). Se encontré que el 45% de las
cepas fueron productoras de biopeliculas, de las cuales el 50% se categorizaron como
productoras fuertes (Figura 4) y el otro 50% como productoras débiles (Figura 5). De

las cepas que produjeron biopeliculas fuertes el 93% eran S. epidermidis y un hubo un
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solo aislado de S. lentus, mientras que de 15 cepas productoras de biopeliculas débiles,
10 eran S. epidermidis (66%), 3 S. hominis (20%), 1 S. lugdunensis (7%) y 1 S. caprae
(7%).

Como se presenta en la Tabla 8 los cuatro genes que participan en la biosintesis del
PIA (icaA, icaB, icaC e ica D) se encontraron en 12 de las 15 cepas productoras de
biopeliculas fuertes (75%), mientras que para las productoras débiles sélo se encontrd
en 5 de 15 (33%). La biosintesis de poli-N- acetilglucosamina, era hasta hace unos
afnos el principal marcador de virulencia en los microorganismos productores de
biopeliculas’?, debido a que forma parte de la matriz extracelular que protege a las
bacterias de la accién de antimicrobianos y de la respuesta inmune del huésped,
aungque como se describio anteriormente también hay factores proteicos que intervienen
en la fase de acumulacioén y por lo tanto, tienen una funcién homologa en la formacién
de biopeliculas®*1%.

Entre las proteinas mejor estudiadas se encuentra Aap, cuya expresion esta muy
relacionada con la fase de acumulacion debido a que tiene la propiedad de mediar la
adhesioén intercelular, lo que induce a la formacion de agregados bacterianos mas
grandes y por lo tanto fenotipicamente se asocia con biopeliculas fuertes.?* ® Tal como
se presenta en la tabla 8, el gen aap que codifica para la proteina Aap se encontré en
el 65% de las cepas, de las cuales el 80% produjeron biopeliculas. Ademas las 3 cepas
productoras de biopeliculas fuertes que no tenian el operdn icaADCB, si presentaron
este gen. Por otra parte los SCN que poseian ambos mecanismos, produjeron

biopeliculas de mayor intensidad (Figura 4), lo que sugiere que su asociacion

contribuye a la formacion de biopeliculas mas resistentes.
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Con respecto a los genes embp y bhp se encontraron en el 48% y 26% de las cepas,
respectivamente, principalmente en las cepas que produjeron biopeliculas débiles o en
aguellas no productoras. EI mecanismo de accion de las proteinas codificadas por estos
genes es muy similar a aap, ya que promueven la adhesion intercelular, por lo que
también estan involucradas en la fase de acumulacion.*®4**° Hay estudios que indican
gue su presencia es suficiente para producir biopeliculas en ausencia de icaADCB,
aunque en este trabajo se encontraron tres cepas de S. hominis que solo tenian el gen
bhp y produjeron biopeliculas débiles (Tabla 8) y ningun caso de embp. Sin embargo, el
conocimiento de la capacidad de S. hominis para formar un biopeliculas aun es
limitado; Szczuka et al. sefialan en un estudio realizado en el 2015 en 56 cepas de S.
hominis, que icaADCB fue el principal mecanismo asociado a la produccion de
biopeliculas'®, por lo tanto no se puede buscar una relacién directa, debido a que solo

se trabajo con 5 aislados de esta especie.
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Conclusiones

e Los SCN son la causa mas comun de IPA; Staphylococcus epidermidis es el
agente causal encontrado con mayor frecuencia, seguido por S. lugdunensis y S.
hominis.

e Los Staphylococcus coagulasa negativos asociados a IPA presentaron altos
porcentajes de resistencia a antibioticos, principalmente a penicilinas y
guinolonas.

e La resistencia a oxacilina es un grave problema en el tratamiento de pacientes
con IPA, debido a que es uno de los antibiéticos de primera eleccién y se
transmite entre cepas de origen nosocomial mediante un elemento génico movil.

e EI SCCmec encontrado con mayor frecuencia en la poblacién de estudio fue el
de tipo IVa.

e Se encontré que el principal mecanismo asociado a la produccién de biopeliculas
fuertes es el operén icaADCB.

e En general los resultados de este estudio muestran que al menos las cepas que
nosotros estudiamos presentan alta diversidad genética, principalmente en la

presencia de genes asociados a biopeliculas,
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