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INTRODUCCION
Las bacterias pueden existir bajo dos formas de vida, la vida libre también conocida

como planctonica y formando biofilm, esta Gltima representa una antigua estrategia
de supervivencia procariota, donde las bacterias logran ventajas significativas de
proteccion frente a fluctuaciones medio ambientales de humedad, temperatura, pH,
concentracion de nutrientes, respuesta inmune del hospedero, tolerancia a los

antimicrobianos (Nazar, 2015).

Staphylococcus aureus (S. aureus), es una bacteria Gram positiva, considerada
patdgeno por su gran potencial para causar infecciones, debido a su amplio
contenido de factores de virulencia entre los que se encuentra la capacidad de
producir biofilm (Paharik y Horswill, 2016). La produccion de biofilm in vivo hace a

las cepas altamente resistente conduciendo a enfermedades cronicas.

En pacientes con dermatitis atopica (DA) la infeccion por este patégeno representa
uno de los principales problemas al que se enfrenta la practica clinica, las lesiones
cutaneas, y los patrones desregulados de respuesta inmunoldgica, permiten la
susceptibilidad en comparacion con la poblacion pediatrica normal, provocando
infecciones crénicas y recalcitrantes , asociadas a fenotipos de la enfermedad mas

severos, repercutiendo en la salud del paciente y su calidad de vida (Pérez, 2014).

La colonizacién por S. aureus puede estar asociada a la produccion de biofilm
debido a la resistencia inducida, provocando el fracaso de tratamientos
antimicrobianos y de la propia respuesta inmune del hospedero, culminando en la
exacerbacion y perpetuacion del curso de la dermatitis atdpica. Teniendo asi una
triada epidemiologica completa, protagonizada por un hospedero susceptible y un

patdgeno oportunista (Blicharz, 2019).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blicharz%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30858773
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MARCO TEORICO

Dermatitis atopica, definicién, prevalencia.

La DA es una enfermedad alérgica cronica de la piel coman y recurrente, donde se
pasa repetidamente por las etapas: exacerbacion y mejoria (Escarrer,2019). Se
manifiesta con hallazgos caracteristicos de piel seca, roja y pruriginosa en una
distribucion tipica (figura 1), (Williams, 2015). Esta enfermedad se desarrolla en la
infancia temprana, aparece en un 90% de los casos en los primeros afos de vida,
por lo cual se considera la enfermedad dermatologia pediatrica mas comun (Jihyun,
2019).

Edad Lesiones Localizacion

Lactante (-2af0s | Eccema exudativo Mejiltas, cuero cabelludo, Tonas de
extension de extremidades

Infantil 2-12anos | Eccemasubagudo  Flexura cubital y poplitea, 2ona
periorbitaria y peribucal, dorso de manos

Adolescente »12anos | Eccema aonico Flexuras, cuello, dorso de manos y pies

Liquenificacion

Fig 1. Fases clinico-evolutivas de la DA. (Escarrer, 2019)

Aunque la DA rara vez es letal, es una enfermedad cutanea inflamatoria comun
asociada con una carga médica significativa, afecta del 15% al 20% de los nifios en
todo el mundo (Nakatsuji, 2018). En una revision realizada por Silverbeng y
colaboradores reportan una prevalencia en México en nifios de 6 meses a de 6 afios
del 12.9%. A menudo la DA se liga con otras enfermedades alérgicas como el asma
y rinitis alérgica, junto con estas se constituye la llamada “triada atdpica” lo que

agrava aun mas la importancia de esta enfermedad (Escarrer,2019).


https://synapse.koreamed.org/ORCID/0000-0001-8493-2881
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En los paises industrializados la incidencia de la DA ha aumentado entre 2 y 3 veces
durante las ultimas tres décadas (Escarrer,2019). Esta situacion podria ser causada
por la llamada “HIPOTESIS DE LA HIGIENE” se ha visto en México quienes viven
en areas rurales tienen una prevalencia mas baja de padecer dermatitis atdpica en

relacion con los que viven entornos urbanos o suburbanos (Silverbeng,2021).

Etiopatogenia de la dermatitis atépica

Los mecanismos exactos de la patogenia de la enfermedad siguen sin estar claros,
es evidente tanto la disfuncion de la barrera cutanea como la desregulacion
inmunitaria causadas por factores genéticos, inmunolégicos y disbiosis microbiana,

son etiologias criticas de la patologia de la DA (Yang, 2020).

Enfermedad
caracterizada

Disbiosis de
la
microbiota

Barrera
epidérmica
alterada

Respuesta
inmune
alterada

Fig 2 Factores que caracterizan la etiopatogenia de la dermatitis atopica

Factores genéticos

Existen mutaciones en determinados genes que alteran la barrera cutanea y
producen una inflamacion persistente. El factor genético mas estudiado es la
mutacion en la Filagrina (FLG) (Kaufman, 2018). El déficit de FLG tiene una

importante repercusion en la barrera epidérmica (tabla 1) (Armengot, 2015).


https://www.actasdermo.org/es-filagrina-papel-barrera-cutanea-el-articulo-S000173101400043X#tbl0005
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Los polimorfismos de varios genes de vias inmunitarias se asocian con un mayor
riesgo de DA através de alteraciones en la via de sefializacion de tipo 2 de T-helper
(Th). La regulacion al alza de la interleucina (IL) 4 e IL-13 reduce la expresion de
FLG (Kim, 2019).

Factores inmunoldgicos

Los factores inmunolégicos incluyen citocinas inmunes de tipo 2, IL-4 e IL-13,
desempefian funciones importantes en la produccion de quimiocinas, la disfuncion
de la barrera cutanea, la supresion de péptidos antimicrobianos (AMP) y la
inflamacion alérgica. En los pacientes con dermatitis atopica se mantiene una
inflamacion persistente de la dermis debido a la activacién de los linfocitos T
bifasica, con infiltrado inflamatorio inicialmente de predominio TH2 y de forma tardia
TH1 (Mateos, 2011).

Los AMP, incluida la catelicidina y las B-defensinas humanas, son producidos por
los queratinocitos y desempefian un papel fundamental en la defensa del
hospedero, asi como en el control de las funciones fisiolégicas, como la inflamacion
y la cicatrizacion de heridas. En los pacientes con DA existe una baja de estos AMP.
Las expresiones de AMP son inhibidas por las citocinas Th2, que se producen de

una manera desmedida (Kim, 2019) y por la disbiosis en el microbioma.

Disbiosis en el microbioma

La piel es la barrera externa mas grande del cuerpo humano, es una defensa fisica
y quimica que protege contra patdgenos. Este tejido esta en equilibrio dindmico y
mantiene una relacion simbidtica con un ecosistema de microorganismos

denominado microbioma cutaneo (Ruiz, 2020).

La piel con DA ha disminuido la diversidad bacteriana asociada con el aumento
de Staphylococcus y con la reduccidon de Streptococcus, Propionibacterium,

Acinetobacter, Corynebacterium durante los brotes de DA (Kim, 2019).
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La relacion estudiada del microbioma de los pacientes con dermatitis atopica es la
de los Coagulasa negativos (CoNS) y S. aureus, debido a la competencia entre
estos por los mismos nichos ecoldgicos. Los CoNS estimulan la produccion de AMP
por parte de los queratinocitos, sin embargo, en los pacientes con DA esta
estimulacion se ve reducida al haber una disminucién de los CoNS, por un

predominio de S. aureus, en la poblacion del microbioma cutaneo.

Antibidticos
qd

Piel normal Piel inflamada

Fig 3 Disbiosis en piel con dermatitis atdpica. A. Se muestra una barrera epitelial confluente donde los CoNs estdn
en mayor proporcion que S. aureus, la relacion microbiota- hospedero esta equilibrada y existe la correcta
produccion de AMPs. B. En el caso de un paciente con DA la barrera epitelial se encuentra inflamada, S. aureus
domina la poblacion microbiana en la piel, y la poblacion de CoNs disminuye, el equilibrio del microbioma de
rompe y se genera la reduccion de AMPs, la presencia de las toxinas excretadas por S. aureus sobre estimula la
produccion de citocinas que perpettan el estado de inflamacion de la piel y a su vez la respuesta inmune reduce
la produccién de AMPs (Domenico, 2019).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Di%20Domenico%20EG%5BAuthor%5D
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Fig 4 Distribucion topogrdfica de bacterias en zonas cutdneas. Se muestra la clasificacion a nivel familiar de las bacterias que
colonizan un sujeto, con los filos en negrita. Los sitios seleccionados fueron aquellos que muestran predileccion por las
infecciones bacterianas de la piel y se agruparon en sebdceas o grasas (circulos azules), humedos (tipicamente pliegues
cutdneos) (circulos verdes) y superficies secas y planas (circulos rojos) (Powers, 2015)
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Tabla 1 Comparacién de la caracterizacion de la piel entre piel normal y con DA

Piel normal

Piel con dermatitis atopica

Microbioma cutaneo

e Colonizado por CoNS-
AMP

e Alta diversidad

e Alta prevalencia de
antimicrobianos y
antiinflamatorios de CoNS

e Menos colonizado por CoNS-
AMP

¢ Baja diversidad

e Incremento de la colonizacion
por S. aureus

e Alta prevalencia de factores de
virulencia de S. aureus, como
PSMa

Proteccion por
AMPs

¢ Inducible en lesiones o
estimulos bacterianos

e Induccién inhibida por citocinas
Th2

¢ Insuficiente para suprimir S.
aureus

¢ Degradado por autolisina de S.
aureus

Sistema
inmunolégico

¢ Sin inflamacion

Proinflamatorio Predominante de
Th2 Potencial inmune innato

¢ Entrada regulada de
microbios comensales

e Evaporacién baja de agua

e Potencial inmune innato suprimido
Optimo
pH e Acido e Alcalino /neutro
Funcion barrera ¢ Fuerte ¢ Defectos genéticos en la

barrera del hospedero

e Entrada mejorada de microbios
y alérgenos

e Alta evaporacion de agua

¢ S. aureus exacerba el dafo de
la barrera

¢ Rotura mecanica por rascado
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Staphylococcus aureus en Dermatitis atépica

La piel de los pacientes con DA es una barrera debilitada, con respuesta inmune
desregulada, es un blanco facil para la penetracion de patdégenos oportunistas como
S. aureus. S. aureus coloniza la piel en el 60-100% de los pacientes con DA en

comparacién con el 5-30% de los controles sanos (De Benedetto, 2009).

La mayoria de los pacientes con DA, se enfrentan a infecciones recurrentes por
parte de esta bacteria, que perpetua la inflamacion en la piel y a su vez agrava el
fenotipo de la enfermedad, pacientes que presentan zonas con lesiones 0 un
puntaje de SCORARD alto, cursan una infeccion con S. aureus respecto de
pacientes que no presentan lesion o bajo puntaje en SCORARD, afectando en gran

medida la calidad de la vida del paciente y su cuidador (Franco, 2010).

Colonizacion de
ApH de la piel S. aureus

'y Tt
Disrupcién de la barrera | AMPs J "“ Disbiosis
| | FDPs
A

4 Citocinas Th2

R &l

l——

‘Ceramidas

\/ Filagrina

Fig 5 Colonizacion por Staphylococcus aureus en la piel de la DA. La disfuncion de la barrera cutdnea, la deficiencia de AMP y
la disminucion de los niveles de Filagrina y FDP, el pH alterado de la piel, la sobreexpresion de citoquinas Th2, la disbiosis
microbiana y los perfiles de lipidos alterados, facilitan la colonizacion de S. aureus en la piel con DA.

DA, dermatitis atdpica; FDP, producto de degradacion de la filagrina; AMP, péptido antimicrobiano (Kim,2019).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=De+Benedetto+A&cauthor_id=19078985
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S. aureus cuenta con factores de virulencia para causar dafio, incluidos toxinas,
enzimas y otras proteinas, contribuye a cerrar un circulo beneficioso para esta
bacteria propiciando un aumento la inflamacion y la disfuncién de la barrera cutdnea
que se mantenian en la DA, justificando el agravamiento del cuadro clinico de los
pacientes (Kim, 2019).

S. aureus productor de biofilm desempefia un papel fundamental en la exacerbacion
de la DA. El biofilm de S. aureus crece rapidamente en la epidermis, induciendo

hipoxia y dafios en la barrera epidérmica protectora (Gonzalez, 2017).

Algo que causa alarma en la clinica es el alta recalcitrancia por parte de la
colonizacion de S. aureus en pacientes con dermatitis, y la no respuesta al
tratamiento que provoca la perpetuacion de la infeccion en los pacientes y retrasa
la resolucion de la DA (Di Domenico, 2019).

La tolerancia a un antimicrobiano puede estar mediada por un fenotipo latente
causado por la adaptacion a un ambiente anoxico y privacién de nutrientes, dentro
del biofilm, dando como resultado niveles metabdlicos y tasas de divisién celular
baja. Es importante indicar dentro del biofilm pueden existir bacterias que posean
genes de resistencia contra antimicrobianos especificos, pero el biofilm es un factor
de patogenicidad confiere proteccién y supervivencia, no resistencia a antibiéticos,
su participacion en este aspecto es la formacion de tolerancia, que puede ser fisica
si se ve al biofilm como una barrera protectora, en la cual los antimicrobianos no
pueden diseminar hasta el fondo, o por el estado metabdlicamente inactivo que
adoptan algunas colonias dentro del biofilm, que impide que el antibiético golpee su
objetivo microbiano, incluso puede ocurrir lo mismo con los efectores del sistema

inmunoldgico, impidiendo la eliminacion de las poblaciones (Archer, 2011).
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Por lo tanto, una vez que se suspenden los regimenes de antibidticos, los que
persisten son capaces de salir espontaneamente de su estado de reposo y producir
una reactivacion de la infeccion, y por ende se exacerban los sintomas de la

dermatitis atépica.

Un estudio realizado por Di Domenico en 2018, hizo una comparacion entre la
concentracion minima inhibitoria para erradicar a S. aureus en forma plactonica y
formador de biofilm, como resultados se observé que S. aureus era sensible a una
gran cantidad de antibioticos de forma plactonica, pero era “resistente” a estos
mismos antibiéticos cuando formaba biofilm, demostrando que el biofilm puede ser

un factor que le confiere proteccion contra agentes antimicrobianos a S. aureus.

&

N

S. aureu

Exito del tratamiento

S. aureu Semanas Desaparece mm—p
después
S. aureus SEET
O |
:fFracaso de??ratamiento

Fig 5 Cuando se administra una terapia antimicrobiana contra S. aureus en pacientes con DA, puede haber 3 posibles panoramas, el
primero que la bacteria sea resistente y no tenga efecto la terapia sobre esta. El sequndo que la bacteria sea eliminada y el tratamiento
sea exitoso. La tercera que la bacteria “desaparezca” pero al paso de unas semanas se reactive la infeccion, por la tolerancia conferida
por el biofilm, el antibidtico logra matar las bacterias superficiales del biofilm y las metabdlicamente activas, pero no logra llegar a las
bacterias mds profundas e inactivas, cuando se suspende el tratamiento pensando que este ha sido eficaz, estas bacterias que lograron
persistir al paso del tiempo pueden diseminarse y colonizar otros sitios de la dermis recalcitrando la infeccion.
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Biofilm de Staphylococcus aureus

Los biofilm bacterianos representan una antigua estrategia de supervivencia
procariota, las bacterias logran ventajas significativas al proporcionarles proteccion
frente a fluctuaciones medioambientales (Nazar, 2015).

El biofilm se define como una comunidad microbiana sésil en donde las células
crecen y se unen a una superficie u otras células y se incrustan en una matriz
polimérica protectora extracelular. Este modo de crecimiento presenta fisiologias
alteradas con respecto a la expresion génica y la produccion de proteinas (Ortega,
2018).

El biofilm juega un papel importante si se habla de la patogénesis en infecciones
estafilocécicas. Las bacterias incrustadas en el biofilm pueden sobrevivir en
condiciones de estrés, dafio por rayos UV, toxicidad por metales, condiciones
anaerobicas, exposicibn a acidos, salinidad, gradientes de pH, desecacion,
bacteriofagos, amebas, y resistencia a antimicrobianos y defensa inmunoldgica del
hospedero (Archer, 2011).

Composicion y estructura del biofilm de Staphylococcus aureus

Los biofilm estan estructurados principalmente por colonias de bacterias sésiles,
gue componen el 15%-20% del volumen del biofilm, embebidas en una matriz
extracelular (ECM) o glicocalix, esta es capaz de secuestrar y concentrar nutrientes
ambientales como el carbono, el nitrégeno y el fosfato, la matriz es muy hidratada
debido a que incorpora grandes cantidades de agua dentro de su estructura
(Donlan, 2015).
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Matriz extracelular. -

La ECM del biofilm de S. aureus se asemeja a un pegamento complejo que recubre
todas las células en la estructura madura y estd compuesta por factores del
hospedero, proteinas secretadas y derivadas de la lisis, polisacaridos y DNA
extracelular (eDNA) (Lister, 2014).

La ECM del biofilm retiene y mantiene préximas a las células entre si, consiguiendo
un elevado grado de interaccion, comunicacion intercelular y la formacion de
microconsorcios sinergisticos. Las colonias forman estructuras dependiendo de las
condiciones ambientales. Existe una red de canales intrincados que fluyen a través
de estas estructuras complejas y proporcionan cierta accesibilidad a nutrientes
esenciales incluso en las regiones mas profundas del biofilm (Kirmusaoglu, 2016).
Sin embargo, es necesario resaltar los organismos que forman parte del biofilm no
se encuentran completamente inmovilizados, sino que tienen la capacidad de
moverse en el interior del biofiilm y hasta llegar a desprenderse del mismo
(Moormeier, 2017)

Polisacarido PIA o PNAG.-
Los exopolisacéaridos (EPS), son compuestos de la matriz, ayudan a las bacterias

a adherirse a una multitud de diferentes superficies y células hospederas y
bacterianas, proporcionan proteccion contra la avalancha de antimicrobianos en el
medio ambiente, depdsitos para la adquisicion de nutrientes y ayudan en la creaciéon
de arquitecturas distintas, que potencian alin mas un entorno adecuado para la

bacteria y pueda persistir (Lister, 2014).

A diferencia de otras bacterias, como Pseudomonas aerugiosa, que tienen varios
tipos de EPS, los estafilococos solo producen una molécula de EPS dominante (Joo,
2012), y aunque al igual que otras bacterias Gram positivas S. aureus produce
acidos teicoicos implicados en la colonizacion y la formacién de biofilm, debido a su
presencia ubicua y enlace superficial covalente no se consideran EPS

(Weidenmaier, 2008). EI EPS presente en el biofilm de S. aureus es N-acetil-
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glucosamina polimérica (PNAG), también conocida como la adhesina intercelular de
polisacéaridos (PIA) (Nguyen,2020).

Fig 7 Estructura del PIA (Nguyen, 2020).

PIA también se encuentra en muchas otras bacterias filogenéticamente
diversas. En Escherichia coli, por ejemplo, PIA se llama PGA y se codifica en
el locus pgaABCD (Wang, 2004). PNAG es producido por enzimas codificadas en
el locus icaADBC. Esta compuesto por residuos de [3-1,6-N-acetilglucosamina (80-
85%) y una fraccién aniénica con un menor contenido de residuos D-glucosaminil
des acetilados que contienen fosfato y succinato unidos por enlaces éster (Limoli,
2015).
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Fig 8 Formacion de PIA. El locus icaADB contiene cuatro genes diferente icaA, icaD, icaB e icaC. El gen icaA codifica N-
acetilglucosaminiltransferasa la cual es la principal enzima sintetizadora de PIA a partir de UDP-N-acetilglucosamina. Sin
embargo, la actividad de transferasa de IcaA es baja y solo alcanza una alta eficacia en presencia de IcaD. IcaAD sintetizan
una cadena de poli- acetilglucosamina en crecimiento. Es probable que esta cadena sea exportada por la proteina de
membrana IcaC, aunque también se ha especulado que IcaC estad involucrada en la O-succinilacion de PIA. IcaB es una
enzima que se une a la superficie externa bacteriana e introduce cargas positivas en la molécula de PIA, que de otro modo
seria neutra, mediante la des acetilacion de algunos residuos de acetilglucosamina. El cardcter cationico es vital para la
adherencia a la superficie y la funcionalidad de PIA. La produccion de PIA requiere de mucha energia, por lo cual es un
proceso que requiere estricta regulacion. La produccion de PIA y la expresion de ica dependen de las condiciones
ambientales, como la anaerobiosis , la concentracion de sal, glucosa y alcohol. El locus ica contiene un regulador, IcaR,
este regulador se une a una region especifica de ADN aguas arriba de icaA, lo que da como resultado una fuerte supresion
de la transcripcion de icaADBC (Nguyen, 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/transferase
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Inicialmente se penso que la PIA era crucial para la formacion de biofilm, pero los
estudios han demostrado que S. aureus es capaz de formar biofilm independiente
de este PS, y la importancia de PIA parece depender de la cepa y/o condiciones
ambientales (Fitzpatrick, 2005).

Curiosamente, cuando existe una delecion del operén icaADB de S. aureus, las
cepas de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) son capaces de desarrollar
biofilm, mientras que las cepas de S. aureus sensibles a meticilina (MSSA) se ven
afectadas en la formacién de biofilm, esto plantea que la formacién de biofilm de
manera independiente de ica es especifica de la cepa, la produccion de la proteina
A (SpA) es esencial para la formacion de biofilm, también las proteinas de unién a
fibronectina (FNBP) pueden arbitrar la formacion, a través de un papel esencial por
la regulacion principal de autolisina (Atl) y el factor sigma (sigB), ademas, la proteina
asociada a biofilm y las proteinas relacionadas con Bap de S. aureus pueden
conferir el desarrollo de biofilm independiente de la produccion de PIA a través de
la agregacion de célula a célula, y se caracterizan por su alto peso molecular, y su

presencia en la superficie bacteriana (Archer,2011).

Proteinas. -
Se pueden agrupar las proteinas en dos grandes grupos, por un lado, se tienen las

proteinas intracelulares que probablemente se liberaron por lisis celular y se
incorporan inespecificamente al ECM (Foulston, 2014). Y el otro grupo son las
proteinas que le permiten a las bacterias adherirse y formar su ECM, es importante
recordar que hay matrices extracelulares que solo se basan en proteinas, como en

el caso de los biofilm independientes de ica.

La proteina de superficie Bap de S. aureus se identific6 como el principal factor
determinante de la adherencia exitosa a la superficie, asi como de la acumulacion
intercelular durante el desarrollo de biofilm. El papel de varios componentes de la
superficie microbiana reconocen las moléculas de la matriz adhesiva (MSCRAMM)

se extiende mas alla del vinculo inicial. Las FnBPA y FnBPB y la proteina repetida
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de serina-aspartato (SdrC) promueven interacciones célula-célula que conducen a

una mayor formacion de biofilm (Sugimoto, 2013).

Otra proteina bien estudiada es SasG media la formacion de biofilm logrando la
autoadhesion y la adhesion intercelular mediada por zinc (Schilcher,2020). Y la
adhesina Eap mejora la adherencia de S. aureus a la matriz extracelular, y también

puede auto asociarse para inducir la agregacion de S. aureus (Abraham, 2012).

DNA extracelular. -

El DNA extracelular (eDNA) es un componente muy importante cuando se habla de
produccion de biofilm, se encuentra practicamente en todos los biofilm bacterianos
no Unicamente en el de S. aureus, numerosos estudios buscan una solucion para
prevenir infecciones cronicas causadas por biofilm, utilizan DNAsas, concluyendo
que al utilizarlas se elimina o se evita la formacion del biofilm (Whitchurch, 2002).

Demostrando su papel fundamental dentro del biofilm.

Debido a la carga negativa del polimero de eDNA potencialmente actia como un
polimero electrostatico ancla las células a una superficie, a los factores del
hospedero y entre si, desempefiando un papel importante en la formacién de biofilm
de S. aureus, especialmente en la formacion de biofilms independientes de PNAG
(Dengler, 2015).

El eDNA se produce a través de la autolisis de una subpoblacion de las células del
biofilm (Thomas, 2009), y este tipo de lisis estd mediado por la actividad de las
hidrolasas de mureina que degradan el peptidoglicano y tipicamente juegan un
papel importante durante los reordenamientos de la pared y la division celulares, la
autolisis esta regulada a través de la actividad de dos operones, cidABC vy IrgA
(Sadykov, 2012). Rice et al, descubrié una mutacion de cidA, conducia a un biofilm
menos adherente y contiene niveles bajos de eDNA, demostrado que el
gen cidA esta implicado en la lisis celular necesaria para la liberacién de eADN y el

desarrollo de biofilm.
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Fig 9 eDNA y formacion de biofilm: eDNA conduce a una mayor formacion de biofilm. Se ha visto que el tratamiento de biofilm
con DNAsa degrada el eDNA e inhibe la formacion de biofilm. La liberacion de DNA se arbitra a través de la lisis celular y se
controla mediante la expresion de los genes Irg y cidA . La regulacion positiva del gen Irg da como resultado la inhibicion de la
lisis celular, evitando liberacion de ADN y la formacion de biofilm. Por el contrario, la expresion del gen cidA mejora la lisis celular,
la liberacion de ADN y la formacion de biofilm.

eDNA, ADN extracelular; Irg, reqgulador de la mureina hidrolasa y muerte celular; cidA, requlador de la mureina hidrolasa y de la
muerte celular (Archer,2011).

Control genético del metabolismo del biofilm

La formacién de biofilm es un proceso complejo y ampliamente regulado, no existe
una via de sefializaciéon Unica y bien determinada para el fenotipo formador de
biofilm, atribuido a multiples factores que contribuyen a la matriz extracelular del
biofilm, varian segun la especie bacteriana pero también, dentro de la misma

especie, segun el tipo de cepa. (Schwartz, 2012).

Para que una bacteria pueda sobrevivir dentro de un biofilm, debe pasar por
cambios globales en la regulacion génica para adaptarse (Harraghy, 2005). Se ha
visto que SigB actia en las primeras etapas del biofilm, para formar un biofilm
temprano (Archer, 2011). SigB es un importante regulador de la virulencia de S.
aureus, el factor de aglomeracion, la proteina A de unidon a FnBPA y la coagulasa,
estan todos regulados al alza por SigB, mutantes del gen sigB no puede formar
biofilm, a mayor expresion de SigB siempre va acompafiada de una mayor
formacion de biofilm (Lui, 2018).
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La via por la cual actia SigB en la formacion del biofilm no esta del todo
determinada, Lui et al, demostraron la expresion de nuc, termonucleasa implicada
en la degradacion del biofilm se ve reprimida su expresion en presencia de SigB, o
cual permite exista una acumulacion masiva de eDNA en el desarrollo del biofilm.
Por otra parte, la eliminacion de SigB conduce a la regulacion positiva del precursor
de la termonucleasa (Lui, 2018). Multiples estudios han concluido S.
aureus deficiente en sigB no puede formar biofilm y que esta deficiencia da como
resultado una regulacion al alza de RNAIII, un componente vital del sistema agr que
promueve la dispersion del biofilm y reduce su formacion (Valler, 2001).

Los factores que tienen una correlacion con la dispersion del biofilm y un fenotipo
plancténico como la B-hemolisina, enterotoxina B, la estafilopoinas y la leucotoxina

D estan todos controlados negativamente por SigB (Kullik,1997).

Una vez establecido un biofilm temprano por SigB, el comportamiento dentro de la
poblacion bacteriana y el estado de densidad o crecimiento del microorganismo se
controla mediante un mecanismo de sefializacion célula-célula o comunicacion
bacteriana llamado quorum sensing (QS), a través de sefiales, que pueden
pertenecer a la misma especie o0 a una diferente, sintetizadas a través del ribosoma
bacteriano, y requeridas para la supervivencia y propagacion de la bacteria en

medios ambientes naturales u hostiles (Paharik, 2016).

La regulaciéon dependiente de la densidad de la mayoria de los factores de virulencia
estd mediada por loci reguladores como el regulador de genes accesorios (agr) y

los loci reguladores accesorios estafilococicos (SarA) (Dunman,2001).

El sistema agr, es un sistema de deteccion de quérum peptidico presente en todos
los estafilococos y un regulador dominante de la patogénesis y el desarrollo de
biofilm en S. aureus (Paharik, 2016).

El sistema agr funciona mediante la deteccion de niveles extracelulares de AIP
producido por estafilococos durante el crecimiento. La naturaleza quimica de esta

sefal AIP es variable dependiendo de la especie, e incluso puede tener multiples
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tipos dentro de una especie. Brevemente, el AIP se libera fuera de la célula donde
se acumula en el medio, y a una concentracion particular, AIP se une a la histidina
quinasa agrC expuesta en la superficie, dando como resultado la fosforilacién del
regulador de respuesta agrA, que a su vez induce, la transcripcion reguladora
RNAIII principal molécula efectora. Paralelamente, agrA activa la transcripcion de
los transcritos de las modulinas solubles en fenol alfa y beta (PSMa y PSMB).

(Kirmusaoglu, 2016).

Durante las primeras etapas de desarrollo de biofilm, se requiere una expresion de
agr baja, mientras que en la ultima etapa la activacion de agr, induce la dispersion
al estado plancténico. El proceso de dispersion esta mediado por proteasas
reguladas por agr, prominentemente las enzimas estafilopoinas, que tienen como
receptor las proteinas de la matriz del biofilm (Mootz, 2013). La regulacion de agr
sobre las proteasas es a través de Rot, cuya represion transcripcional se reduce
cuando se induce agr (Mootz, 2015). Las PSM tienen actividad tensoactiva anti-
biofilm y en conjunto degradan la matriz del biofilm para permitir la dispersion
(Kirmusaoglu, 2016).

Las condiciones ambientales son un factor critico en el control de la funcién Agr, el
pH bajo por ejemplo puede reprimir la actividad de Agr. Para el desarrollo de un
biofilm de S. aureus in vitro, se debe proporcionar un exceso de azucar (Glucosa)
para desencadenar la disminucion del pH y promover la formacion de biofilm. La
expresion de factores regulados por Agr, como las estafilopoinas, debe reprimirse
para que las células de S. aureus se adhieran e inicien el desarrollo de biofilm.
Desde un punto de vista de estudio del biofilm in vitro la represion de Agr, es muy
importante, pero en una infeccién por biofilm in vivo el hecho de que S. aureus pueda

dispersar su biofilm es vital para colonizar y persistir (Archer, 2011).
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Fig 10 El crecimiento post-exponencial activa el locus agr, que contiene dos promotores divergentes, P2 y P3, que dirigen la
expresion de las transcripciones de ARNII y ARNIII, respectivamente, EI ARNII codifica cuatro proteinas, AgrB, AgrD, AgrCy AgrA,
todas las cuales son necesarias para la regulacion del factor de virulencia mediada por agr. AgrD y AgrB actuan para generar una
molécula sensora de quorum octapeptidica (péptido autoinductor [AIP]), que, después de alcanzar una concentracion umbral
extracelular, estimula la activacion de AgrC y AgrA, el sensor y el regulador, respectivamente, de una via reguladora de dos
componentes. AgrA activado da como resultado la regulacion positiva de la produccion de ARNII'y ARNIII; esta ultima es la molécula
efectora de la respuesta agr. La expresion de ARNIII regula la expresion de varios factores de virulencia y genes asociados a biofilm
para degradar la matriz y se puedan liberar las microcolonias y la regula a la baja de la transcripcién de proteinas de la superficie
celular. las células platdnicas liberadas son capaces de colonizar y evadir respuesta inmune del hospedero por la expresion de sus
factores de virulencia activos (Kirmusaoglu, 2016). (Imagen adaptada de Marquina, 2010)
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Los principales reguladores mundiales, el regulador accesorio estafilocécico

(sarA)y el regulador génico accesorio (agr )

La proteina SarA de S. aureus influye en la expresion de algunos factores de
virulencia asociados a la pared celular y extracelulares, el locus sar contiene tres
transcritos superpuestos denominados sarA, sarC y sarB, se ha encontrado que

SarA, es la principal proteina reguladora codificada dentro de sar (Dunman, 2001).

SarA se une a regiones conservadas denominadas cajas Sar, homologa al sitio de
unién de SarA en el promotor agr, los genes objetivo codifican proteinas de la
superficie celular (spa, codifican proteina A), y exoproteinas (hla, codifican alfa-
hemolisina) (Chien, 1999). La unién de SarA a agr aumenta la transcripcion tanto
de ARNII como de ARNIII y, por lo tanto, contribuyen indirectamente a la regulacion
del factor de virulencia (Chien, 2002).

En un estudio realizado con un mutante de agr, se encontr6 que SarA puede regular
la expresion de spay hla, o que indica que SarA controla la regulacién de ciertos
factores de virulencia directamente, de manera independiente de agr (Pratten,
2001).
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Fig 11 Regulacion agr/sarA/sigB: Cuando SarA se expresa, da como resultado la regulacién de las proteasas y la
termonucleasa, lo que permite el desarrollo de un biofilm inmaduro, por su parte SigB regula a la baja proteasas, pero
promueve la expresion de factores de adherencia que apoya en la formacion inicial del biofilm. Un biofilm inmaduro
aumenta en densidad celular y componentes de la matriz hasta que se desarrolla un biofilm maduro. Las bacterias viven
comunicadas dentro de este biofilm y en esta etapa, la densidad de AIP en toda la comunidad bacteriana alcanza un umbral
de deteccion de qudrum e induce la expresion del gen agr. Induccion de agr da como resultado una regulacion al alza de
la expresion de péptidos similares a detergentes, proteasas y nucleasas termoestables; lo que lleva a la liberacion de células
bacterianas del biofilm, provocando la dispersion de este (Archer, 2011). SarA, regulador accesorio estafilococico; sigB,
factor sigma B ; AIP, péptidos autoinductores; agr, requlador de genes accesorios.
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Tabla 2 Genes involucrados en la formacién de biofilm de S. aureus

Gen Proteina Funcioén Referencia
icaADBC Adhesina Dar estructura al biofilm,  (Heilmann,2003)
intercelular (PIA)  adherencia, proteccion
mecanica.
icaR IcaR Supresion de la (Nguyen, 2020)
formaciéon de PIA
hla alfa-hemolisina  Interaccion célula-célula (Caiazza, 2003)
clfA Factor de Adherencia, evasion de (Vaudaux,1995)
aglutinacion A, la respuesta inmune.
proteina de union
fibrindgeno
ditA Esterificaciéon con  Adherencia, proteccién (Groos, 2001)
D-alanina de los mecanica

acidos teicoicos

SigB Respuesta Control de adhesinas, (Rachid,2000)
alternativa al represion de nuc.
factor sigma-

estrés

agr AIP. AgrA, AgrB. Comunicacion y (Kirmusaoglu, 2016)

AgrC, AgrD regulacion celular dentro
del biofilm.
SarA sarA, sarC y sarB Control sobre la (Pratten, 2001)

expresion de agr, control
de adhesinas.

cid cidA, cidB, cidC  Promueve la lisis celular  (Sadykov, 2012)
Irg IrgA, IrgB Inhibe la lisis celular (Rice, 2007)
Nuc Termonucleasa Degradacion de eDNA (Moormeier, 2013)

Adaptada de Jefferson,2004.



FES Cuautitlan, UNAM gaiﬁ

Bioquimica Diagndstica Sy

Desarrollo del biofilm de Staphylococcus aureus

La formacion de biofilm bacteriano es un proceso complejo y multifactorial. Al igual
que otras especies bacterianas, el desarrollo del biofilm de Staphylococcus aureus
posee etapas similares, cumpliendo las 3 basicas, adherencia a una superficie,
maduracion y dispersion, sin embargo, se han observado dos procesos en la etapa
inicial para formar el biofilm de S. aureus madura en capas gruesas de células. El
desarrollo del biofilm de S. aureus avanza a través de un proceso de desarrollo de
cinco etapas que incluye 1) fijacion, 2) multiplicacién, 3) éxodo, 4) maduracién y 5)

dispersion (Moormeier, 2017).

ADHERENCIA  MULTIPLICACION EXODO MADURACION DISPERSION

Fig 12 Descripcidon de las 5 etapas de desarrollo del biofilm de S. aureus, A) fijacién, B) multiplicacién, C) éxodo, D)
maduracién y E) dispersion. Bdsicamente S. aureus se une a una superficie, por conducto de interacciones hidréfobas o
MSCRAMM, dependiendo el origen de la superficie, posterior a la unién, el biofilm comienza como un monocapa
confluente de células compuesta por un eADN y una matriz proteica. Al alcanzar la confluencia, se produce un periodo de
éxodo (reproduccion) masivo de células en el que se libera una subpoblacion de células del biofilm, para permitir la
maduracion de estas poblaciones en forma de micro colonias tridimensionales, compuestas de proteinas que incluyen PSM
y eDNA, a través de la deteccion de quérum, inicia la modulacién de la matriz de biofilm y la dispersiédn (Moormeier, 2017)
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Adherencia del biofilm de Staphylococcus aureus.-

Cuando las condiciones favorecen la formacion de biofilm, comienza con la
adherencia de las bacterias a una superficie que actia como sustrato para la
adhesién. Una superficie podria ser atractiva o repulsiva para las bacterias segun
los diferentes parametros, incluidas las interacciones hidrofébicas y electrostaticas,
las fuerzas hidrodinamicas y la temperatura. Las bacterias pueden adherirse a una
superficie bidtica o abidtica gracias a la participacion de moléculas bacterianas
especificas de la superficie (Reffuveille, 2016).

S. aureus tiene factores de virulencia para comenzar la formacién del biofiim a
través de la union a mdultiples componentes del hospedero como fibronectina,
fibrinbgeno, colageno y citoqueratina, estos factores juegan un papel minimo
cuando se unen directamente a los materiales abioticos. En ausencia de moléculas
de la matriz del hospedero, como la superficie plastica de un dispositivo médico
permanente o ensayos de determinacion de biofilm, la union depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del dispositivo y de las superficies bacterianas (Otto,
2013). Uniéndose principalmente a través de interacciones electrostaticas e
hidrofébicas, entre las moléculas de superficie bacterianas especificas en este
proceso, como la proteina de superficie autolisina (Aap) y los acidos teicoicos
(Moormeier, 2017).

La carga de los acidos teicoicos juega un papel fundamental en el paso inicial de la
formacién del biofilm, en superficies abitticas, S. aureus puede adherirse a
superficies hidrofobicas o ligeramente cargadas negativamente, como el
poliestireno o el vidrio, respectivamente. La interaccion directa de bacterias y
superficies depende de las fuerzas de vander Waals, que generalmente son
atractivas, incluso si las bacterias y las superficies estan cargadas por igual, las
fuerzas de Van der Waals pueden superar la repulsion y conducir a la adhesion
(Gross, 2001)
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La unién a una superficie bidtica como el tejido humano se rige por interacciones
completamente diferentes y mucho mas especificas (Otto, 2013). El genoma de
Staphylococcus aureus codifica mas de veinte adhesinas (Speziale, 2014), la
adhesién estafilococica de biofilm estd mediada por proteinas ancladas a la pared
(CWA) covalentemente, proteinas asociadas no covalentemente y factores no
proteicos (Paharik, 2016).

Multiplicacion del biofilm de Staphylococcus aureus. -

La segunda etapa de desarrollo del biofilm es la multiplicacion, una vez que la
bacteria logro fijarse a una superficie, y en presencia de una fuente de nutrientes,
las células de S. aureus comenzaran a dividirse y acumularse. No obstante, antes
de la produccién de un ECM en el que incrustarse, las células hijas recién formadas
son vulnerables al desprendimiento, especialmente en presencia de las fuerzas de

corte asociadas con el flujo de fluido (Moormeier, 2017).

Las proteinas CWA facilitan la acumulacion del biofilm al promover la union
intercelular poco después de la fijacion (Speziale, 2014). Durante la etapa de
multiplicacion, S. aureus utiliza proteinas citoplasmaticas que se liberan por una
“autdlisis regulada” similar a la de eDNA, para componer la matriz, como la enolasa
y la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) que se unen al eDNA
liberado en condiciones de pH bajo (Foulston, 2014) PIA funciona como
componente del ECM precoz durante la formacién temprana del biofilm de S.

aureus. (Moormeier, 2013).
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Tabla 3 funcion de las proteinas CWA

Familia Proteina Funcion
1. MSCRAMM CIfA Adhesién al fibrinégeno; degradacién de C3b.
Clf-Sdr Evasién inmune
CIfB Union al fibrinbgeno, queratina y loricrina.
Colonizacién nasal por adhesion.
a las células epiteliales descamadas
SdrC Union a B-neurexina. Adhesion a células
epiteliales nasales descamadas
SdrD Adhesion células epiteliales nasales descamadas.
FnBp FnBpA Union al Fibrindgeno, fibronectina y elastina,
adhesion a la matriz extracelular; invasion del
huésped celular.
FnBpB Unién a fibronectina. Adhesion a la matriz
extracelular; invasion del huésped celular
Cna Cnha Unién de colageno. Adhesion a la matriz
extracelular
2. NEAT IsdA Unidn al Hemo, fibrindégeno, fibronectina,
citoqueratina y loracrina.
Captura de hemo y absorcién de hierro; nasal
colonizacién
IsdB Unién hemo, hemoglobina y 3 integrinas.
Captura de hemo y absorcion de hierro;
Invasion de células no fagociticas.
IsdH Union a hemoglobina. Hemo captura y adquisicion
de hierro; inmune evasién por degradacién de
C3b.
3. paquetes de Proteina Union de IgG, IgM y TNRF1. Evasion de la
tres hélices A respuesta inmune; aumento de la inflamacién
durante neumonia e infeccion de la piel.
4. G5-E SasG Adhesion a células epiteliales descamadas;

formacioén de biofilm.

Tomada de Jan,2017.
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Fig 13 Modelo de interacciones celulares durante la etapa de multiplicacion del desarrollo del biofilm, durante las etapas
iniciales del desarrollo, las células plancténicas se unen a una superficie a través de interacciones electrostaticas (indicadas
por los simbolos +y -) que involucran dcidos teicoicos, PS y autolisina A. A medida que el desarrollo progresa en la etapa de
multiplicacion, una subpoblacion de las células muere y lisa (circulos negros) liberando ADN extracelular (lineas rojas) y
proteinas citoplasmdticas (évalos azules claros) en el medio extracelular, encerrando las células vivas existentes (circulos
azules) en una mezcla de proteinas citoplasmdticas y ADN genémico (Moormeier, 2017).

Exodo del biofilm de Staphylococcus aureus.-

Es un evento de dispersién temprana independiente del sistema Agr, donde
ocurre la formacién de microcolonias a partir de distintos focos de células que
permanecen en la capa basal y da como resultado la reestructuracion del biofilm,
mediada por la degradacion dependiente de nuc. El eDNA es degradado dentro de
la matriz del biofilm por nuc una nucleasa secretada de produccion propia que
reduce la biomasa total del biofilm de S. aureus (Moormeier, 2017).

Esta es una fase estrictamente regulada del desarrollo, donde solo una
subpoblacién de células dentro del biofilm expresa nuc dependiente de Sae, lo que
resulta en la secrecion de nucleasa que modera el desprendimiento de la mayoria
de la poblacion del biofilm acumulado (Moormeier, 2013).
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La reduccién de la poblacion celular durante el desarrollo precoz del biofilm a través
del éxodo, juega un papel indispensable para la formacion de la estructura
secundaria (madura) (Moormeier, 2017). En estudio realizado por Moormeier y
colaboradores, demuestran, en ausencia del éxodo, como en una mutante de S.
aureus nuc, no se observa formacion de microcolonia ni el paso de la estructuracién

del biofilm precoz a maduro (Moormeier, 2013).

Maduracién del biofilm de Staphylococcus aureus

La maduracion del biofilm comprende la adaptacion vy fijacion de las microcolonias
proporcionando un area de superficie incrementada para el intercambio de
nutrientes y la eliminacion de desechos, asi como para promover la diseminacion

de las células del biofilm a sitios distales (Moormeier, 2017).

Entre las microcolonias existen distintas velocidades de crecimiento, con diferentes
patrones de expresion génicay propiedades fisicas. Algunas microcolonias adoptan
un estado de crecimiento rapido colocandose en la parte las externas y distales del
biofilm y por otra parte existen microcolonias de lento crecimiento en la parte mas
interna del biofilm, los operones asociados con la muerte celular cidABC y IrgAB,
han permitido delinear estos dos tipos de microcolonias, la de rapido crecimiento
que exhibid expresién constitutiva de IrgAB pero retrasé la expresion de cidABC, en
respuesta a la naturaleza hipoxica de la microcolonia a medida que aumenta de
tamafio. La microcolonia que crece a un ritmo mas lento y expresa cidABC

constitutivamente, sin expresion de IrgAB (Moormeier, 2013).

Estas microcolonias, junto con la matriz temprana que se habia formado constituyen
un biofilm maduro, con caracteristicas de subpoblaciones metabdlicamente
diversas que permiten disminuir (o eliminar) el tiempo requerido para adaptarse al
estrés por nutrientes y oxigeno, asi como proporcionar un contexto metabdlico

importante para resistir los factores antibacterianos (por ejemplo, a través de la
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tolerancia a los antimicrobianos por formacion de células persistentes) presente en

el medio ambiente y persistir en la zona colonizada (Moormeier, 2017).

Dispersion del biofilm de Staphylococcus aureus. -

Ya establecido el biofilm maduro, este se puede dispersar debido a las condiciones
ambientales. Si el estrés al que estd sometido el biofilm se vuelve demasiado
grande, se promueve la dispersion de las células, aumentando las posibilidades de
que estas células se encuentren con un ambiente mas habitable. En gran medida la
dispersién del biofilm de S. aureus esta bajo el control de la deteccidon del QS de
Agr, el sistema Agr depende de la densidad celular y de la acumulacion de
moléculas de sefial llamadas autoinductores, mas especificamente AIP (Moormeier,
2017).

Las colonias que se dispersan del biofilm y logran encontrar un ambiente mas

habitable pueden volver a formar biofilm comenzando el ciclo de nuevo (Figura 12).
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JUSTIFICACION

El microbioma de la piel de pacientes con DA se encuentra preferentemente
colonizado por S. aureus, provocando un agravamiento en el fenotipo de la
enfermedad, mayores gastos en tratamiento, perdida del suefio entre otros factores

gue afectan la calidad de vida del paciente con DAy su cuidador (Marron, 2020).

Algunas referencias indican el tratamiento con antibiético para S. aureus, no
presenta la respuesta deseada, este solo reduce o elimina aparentemente a S.
aureus, y la recolonizacion frecuente ocurre en pocas semanas con una mejoria
clinica limitada. La dificultad para erradicar la colonizacion por S. aureus con la
terapia antibiética convencional puede evocar la presencia de biofilm (Di Domenico,
2018).

Staphylococcus productor de biofilm se ha vuelto notorio por causar infecciones
cronicas, recalcitrantes, con poca respuesta a terapias antimicrobianas, llevado a
un aumento significativo en los gastos asociados con infecciones de S. aureus
durante la dltima década, con costos anuales estimados cercanos a los $450
millones (Parvizi, 2010 ).

En consecuencia, una mejor comprension del desarrollo y frecuencia de biofilm de
S. aureus, en piel de pacientes con DA permitiria generar estrategias de tratamiento
adecuado y reducir las cargas significativas causadas por este patdgeno.


https://www.nature.com/articles/s41598-018-27421-1#auth-E__G_-Di_Domenico
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/mmi.13634#mmi13634-bib-0086
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OBJETIVO

Determinar el grado de produccion de biofilm en aislados de Staphylococcus aureus

de nifios mexicanos con dermatitis atopica del Instituto Nacional de Pediatria.

Objetivos particulares

1 Cuantificar la produccion de biofilm en los aislados por medio de la técnica
de cristal violeta en placa.

1 Determinar si hay relacion entre presencia de biofilm del S. aureus y el que
esta colonizando a los pacientes con DA, forman biofilm preferentemente.

1 Determinar si el grado de produccion de biofilm influye en el agravamiento

del fenotipo de la dermatitis atopica.
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METODOLOGIA

Cepas de S. aureus

Se estudiaron 127 aislados de S. aureus provenientes de 4 niflos mexicanos con
Dermatitis atdpica, de un cepario conformado entre 2017 y 2018 en el Instituto
Nacional de Pediatria (INP). Los aislados clinicos de S. aureus se obtuvieron del

cultivo de hisopados de piel de 7 regiones anatémicas durante 5 visitas.

Tabla 4 Caracteristicas de los pacientes trabajados

Paciente | Caracteristicas de DA Zonas anatémicas seguidas
SCORARD objetivo disminuyo 15 o mas | Codo derecho con lesion,
puntos de la visita 1 a la 5 (Respuesta al | Codo izquierdo con lesion
tratamiento favorable) antebrazo  derecho  sin
lesién, antebrazo izquierdo
sin lesién y narina
Dermatitis persistente moderada severa en | Rodilla derecha con lesion,
todo el estudio (No respuesta al antebrazo izquierdo sin
tratamiento) lesion y narina

26 SCORARD objetivo disminuyo 15 o mas | Codo izquierdo con lesién,
puntos de la visita 1 a la 5 (Respuesta al | antebrazo  derecho  sin
tratamiento favorable) lesion y Narina
Dermatitis persistente moderada severa en | Codo derecho con lesién,
todo el estudio (No respuesta al Antebrazo derecho sin
tratamiento) lesion y Narina

Cultivo de S. aureus para el ensayo de biofilm.

Cada cepa se crecio en placas de agar infusion cerebro corazéon a 37°C por 24
horas. Enseguida, los crecimientos se ajustaron a una concentracion 0.5 escala de
MacFarland (1.5 x 108 UFC/mL) en SSF 0.9%.

Ensayo de cristal violeta para evaluar la produccién de biofilm.

Para la produccion de biofilm se uso el ensayo semicuantitativo descrito por Singh

et al (2017), donde se utiliza como control las cepas ATCC de Staphylococcus
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epidermidis, control positivo S. epidermidis ATCC RP62 (alta productora de biofilm)
y negativo S. epidermidis ATCC 12228 (no productora de biofilm) (Singh, 2017).

El ensayo se realiz6 en una microplaca de 96 pozos con fondo plano, bajo el
siguiente protocolo: Colocar en cada pozo 190uL de caldo BHI suplementado con
222.2mM de glucosa, 116.9mM sacarosa y 1000mM de NaCl (anexo 1), agregar
10uL de la correspondiente suspension bacteriana ajustada al 0.5 de MacFarland
(Fig. 14), todo esto en condiciones de esterilidad e incubar a 37°C por 24 horas,
todo por triplicado.

Concluido el tiempo de incubacion, cerca del mechero se remueve el caldo BHI
residual utilizando micropipeta y puntas diferentes para cada pozo (sin tocar el fondo
del pozo) con el fin de no mezclar el contenido entre los mismos.

Una vez que el pozo contiene la menor cantidad de caldo posible, se procede a
realizar lavados con PBS1x. Colocar 200uL de PBS 1x en todos los pozos de la
placa y retirar este PBS1x con micropipeta y puntas diferentes para cada pozo (sin
tocar el fondo del pozo) con el fin de no mezclar el contenido entre los mismos. El
siguiente lavado con PBS1x, se realiza agregando 200uL en todos los pozos y
retirando el PBS invirtiendo la placa en un solo movimiento brusco sobre el
recipiente de desechos utilizado, para eliminar completamente el excedente se
golpea suavemente la placa contra toallas de papel, hasta completar 2 lavados para
eliminar las bacterias plancténicas antes de la fijacion, es importante durante los
lavados no tocar la base de la placa.

El biofilm se fija por calor, introduciendo la placa a la incubadora a una temperatura
60°C por 20 minutos, al terminar la fijacion se deja a temperatura ambiente y se

almacena sellando la placa con papel parafilm, hasta su lectura en el INP.
Proceso antes de leer en el lector de placas. —

El biofilm fijado se tifie, afiadiendo 175uL de colorante cristal violeta a 0.5% (anexo
1), en agitacién durante 5 minutos y se remueve el colorante con micropipeta y

puntas distintas para no mezclar el contenido entre pozos.
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Al retirar el colorante, se lava la placa con agua destilada 3 veces de la misma forma
gue se realizaron los dos ultimos lavados con PBS, y se deja secar a temperatura
ambiente (10 minutos aproximadamente). Una vez seca la placa, el colorante se
eluye con 150puL de una solucion alcohol: acetona (80:20) (anexo 1).

Posteriormente se debe leer la absorbancia de la placa a una longitud de onda de

550nm (anexo 2).

Se presentan los criterios utilizados para la categorizacion de los niveles de

produccion de biofilm en aislados clinicos (referencia):

Densidad optica de corte (ODcut) = promedio de las OD de control negativo + 3

veces la desviacion estandar de las OD del control negativo.

1. Sila OD es menor o igual a la ODcut = El aislado no forma biofilm

2. Si la OD es mayor a la ODcut pero menor al valor de 2 veces ODcut = El aislado

es débil formador de biofilm
3. Sila OD es mayor a 2 veces la ODcut pero menor al valor de 4 veces ODcut = El
aislado es mediano formador de biofilm

4. 3. Sila OD es mayor a 4 veces la ODcut= El aislado es fuerte formador de biofilm

1T 2 3 4 5 6 74 8 9 10011 12
A B B B C+C+ C+ C- C- C- M1 M1 M1
B M2 M2 M2 M3 M3 M3 M4 M4 M4 MS MS MS
(@ M6 M6 M6 M7 M7 M7 M8 M8 M8 M9 MS M9
D ™M10 M10 M10 M11 M11 M11 M12 M12 M12 M13 M13 M13
E M14 M14 M14 M15 M15 M15 M16 M16 M16 M17 M17 M17
F m12 m12 M18 M19 M19 M19 M20 M20 M20 M21 M21 M21
G M22 M22 M22 M23 M23 M23 M24 M24 M24 M25 M25 M25
H M26 M26 M26 M27 M27 M27 M28 M28 M28 M29 M29 M29

Fig. 14 Plantilla de microplaca para ensayo de biofilm de S. aureus. B. Blanco, C+: control positivo, C-: control negativo, M:
aislados clinicos de S. aureus.
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Ensayo de Cristal violeta para evaluar la
produccién de biofilm

Placa de 96 pozos. 1
Caldo BHI suplementado

Colocar en cada pozo de la
placa 190uL de caldo BHI.

‘ Caldo BHI suplementado

Suspensién igualada al 0.5
MeE

Afadir 10uL de suspensién
bacteriana o control al pozo

I Suspension igualada al 0.5 McF

v

Incubar a 37°C / 24h.

|

Remover caldo BHI.
PBS1X l

Lavar 3 veces con PBS la
placa.

4 . 4 PBS1X
Fijar la placa incubandola a
60°C/ 20 minutos

Cristal violeta 0.5% 1
Tenir con 175uL de cristal
violeta y agitar 5 minutos
Cristal violeta 0.5%
Aqua destilada l

Lavar 3 veces con agua
destilada la placa ’
! :

Dejar secar

Alcohol/ acetona 1

Eludir el colorante con

150uL de alcohol/acetona
l Alcohol/ acetona (80:20)

Aaua destilada

Leer placa a 550n
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RESULTADOS
La propensién para formar biofilm in vitro, por las cepas de Staphylococcus aureus

aisladas de nifilos con DA del instituto de pediatria, presento el siguiente patréon de

produccion de biofilm.

Tabla 5 Resultados de produccién de biofilm

Paciente Zona anatémica Grado de produccién de biofilm Total de aislados
seguida

No Bajo Mediano Alto productor
productor  productor productor

CD con lesion 4 6 10
Cl con lesion 3 3
Al sin lesion 1 1
AD sin lesion 6 5 11
Narina 3 5 8
RD con lesion 1 1 7 4 13
Al sin lesion 7 5 12
Narina 1 5 6 12
Cl con lesion 2 10 12
Narina 1 5 2 8
AD sin lesion 3 3
CD con lesion 9 3 12
AD sin lesion 2 4 2 8
Narina 1 3 6 4 14
Total 2 21 65 39 127

CD. Codo derecho, Cl. Codo izquierdo Al. Antebrazo izquierdo, AD. Antebrazo derecho
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GRAFICA 1 GRADO DE PRODUCCION DE BIOFILM DE AISLADOS DE S.
aureus, DE PIEL DE NINOS CON DA

ONO PRODUCTOR

ODEBIL
PRODUCTOR
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PRODUCTOR

OALTO
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n=127

Descripcion de resultados por aislados. —

En el grupo de aislados trabajados 127, 1.6% (2 aislados) son no productores de
biofilm, 16.5% (21 aislados) son débiles productores de biofilm, 51.2% (65 aislados)
medianos productores de biofilm, y 30.7% (39 aislados) altos productores de biofilm.

La distribucién del grupo de aislados de S. aureus se divide en 3, fosas nasales,
piel lesionada, y piel no lesionada, el 33.1% (42/127) de los cuales el 97.6 (41/42)
producen biofilm, 39.4% (50/127) donde el 98% (49/50) producen biofilm, y 27.6%
(35/127) en donde 100% producen biofilm respectivamente.

Entre las cepas productoras de biofilm aisladas en piel con lesion la prevalencia es
10.2% (5/49) bajos productores de biofilm, 55.1% (27/49) medianos productores de
biofilm y 34.7% (17/49) altos productores de biofilm, en zona de piel sin lesién, 23%
(8/35) bajos productores de biofilm, 49% (17/49) medianos productores de biofilm y
29% 10/35) altos productores de biofilm y en zona de narina 19.5% (8/41) bajos
productores de biofilm, 51.2% (21/41) medianos productores de biofilm y 29.3%
(12/41) altos productores biofilm.
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GRAFICA 2 GRADO DE PRODUCCION DE BIOFILM DE AISLADOS DE S.
aureus, DE ACUERDO CON LA ZONA AISLADA EN LA PIEL DE NINOS CON DA
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A. Grado de produccién de biofilm en aislados de S. aureus en piel CON lesion de nifios con DA.
B. Grado de produccién de biofilm en aislados de S. aureus en piel SIN lesion de nifios con DA.
C. Grado de produccion de biofilm en aislados de S. aureus en narina
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Descripcion de los resultados por paciente. -

El paciente 4 presento un patrén de produccion de biofilm de débil-mediano
productor en las tres zonas trabajadas, en visita 3 de antebrazo derecho sin lesion

y codo derecho con lesion dos aislados fueron débiles productores y un aislado

mediano productor.

Fig. 15 Produccion de biofilm por aislado, zona y visita del paciente 4

V: Visita No productor Bajo productor - Mediano productor €Alto productor AD: Antebrazo derecho
CD: Codo derecho N: Narina
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El paciente 9 Presento un patron de produccion de biofilm de mediano-fuerte
productor en la mayoria de sus aislados de las zonas trabajadas, visita 1 de rodilla
derecha con lesion, un aislado es débil productor y otro no productor, visita 3 de
misma zona, se determinaron 2 altos productores y un mediano productor, visita 3
de antebrazo izquierdo sin lesion, dos fuertes productores un mediano productor,
en la zona de narina se mostro un crecimiento diverso en todas las visitas, en la
primera se encontraron alto, mediano y débil productores, en las siguientes visitas

2,3y 5, dos altos productores y un mediano productor.

Vi Vi Vi
i 1 i
] 1
v ¥ v
v2 V2 V2
i = :
] 1
L 2 v L
V3 V3 V3
i | :
1 1
v v v
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1
]
1
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Fig. 16 Produccidn de biofilm por aislado, zona y visita del paciente 9.

V: Visita No productor Bajo productor - Mediano productor @AIlto productor RD: Rodilla derecho Al:
Antebrazo izquierdo N: Narina
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Al paciente 26 se siguieron los aislados de codo izquierdo con lesion y se observo
que en visita 1 y 3 hubo dos altos productores y un mediano productor, en la zona
de narina, visita 1 crecid un alto productor y un mediano productor, en visita 2 un
bajo productor, un mediano productor y un alto productor, el patron mostrado por

los aislados fue de mediano-alto productor en la mayoria.
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Fig 17 Produccion de biofilm por aislado, zona y visita de paciente 26

V:Visita @ No productor ( Bajo productor  Mediano productor@ Alto productor Cl. Codo izquierdo N: Narina
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El paciente 16 presento un patrén mediano-fuerte productor en la mayoria de sus
aislados, en la zona de antebrazo derecho, se observé un patron de produccion
distinto en todos los aislados, en la visita 1 hay un débil y un mediano productor,
visita 2 dos fuertes y un mediano productor y en la visita 4 dos medianos y un débil
productor, con respecto a la zona de narina en la visita 1 se encontraron dos

medianos y un no productor, y en la visita 2 dos medianos y un fuerte productor.

My

AD

)

CcD

®: ¢
Paciente 16 @

Fig. 18 Produccion de biofilm por aislado, zona y visita del paciente 16.

V:Visita No productor Bajo productor Mediano productor @ Alto productor AD: Antebrazo derecho

CD: Codo derecho N: Narina
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GRAFICA 3 RESULTADOS GENERALES DE GRADO DE PRODUCCION DE
BIOFILM PACIENTE 9
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GRAFICA 4 RESULTADOS GENERALES DE GRADO DE PRODUCCION DE BIOFILM
PACIENTE 9
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GRAFICA 5 RESULTADOS GENERALES DE GRADO DE PRODUCCION DE
BIOFILM PACIENTE 26
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GRAFICA 6 RESULTADOS GENERALES DE GRADO DE PRODUCCION DE
BIOFILM PACIENTE 16
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DISCUSION

Se analizo la capacidad de producir biofilm y el grado de produccion en 127 aislados
de S. aureus provenientes de zonas de piel con lesion, sin lesién y narinas de 4
nifios con DA del INP.

En los 127 aislados trabajados se observo el patron de mediano productor como el
predominante (Grafica 1). El 1.6% de los aislados no produjo biofilm, concordando
con la investigacion de Gonzalez y su grupo de trabajo, donde una de sus
conclusiones fue que la presencia de S. aureus que coloniza a los pacientes con
DA, preferentemente se produce en forma biofilm, permitiéndole generar mayor

tolerancia a factores eliminatorios y persistencia en el sitio (Gonzalez, 2017).

Los pacientes con DA tienden a tener una mayor prevalencia de colonizacion de S.
aureus, y un alto numero de cepas aisladas tienen la capacidad de formar biofilm
en un patron mediano-alto, y este patrén no solo se observé en aislados de zonas
con lesién en las cuales se cree gue el biofilm permite perpetuar el ciclo inflamatorio
de la piel, el patrén se mantuvo tanto en zonas sin lesion y narinas siendo esta
dltima zona muy importante, las narinas son el reservorio por excelencia de S.
aureus y estas representarian una fuente potencial para infectar a pacientes con DA
(Franco, 2010).

Con estos datos se podria descartar la hipétesis “A mayor lesién mayor presencia
de biofilm” y plantear una nueva hipoétesis de dispersion de Staphylococcus aureus
en los niflos con DA. Las narinas representan un reservorio donde se encuentra S.
aureus gue forma biofilm, este puede infectar una zona sin lesién en la piel de un
paciente con DA, con el paso del tiempo el desarrollo de la bacteria podria conducir
a las lesiones cutaneas y al conocido fenotipo de inflamacién que perpetua S.
aureus cuando coloniza a pacientes con DA. Por tanto, se pueden aislar cepas que
producen biofilm en zonas sin lesion, narinas, inclusive un mayor grado de

produccion en estas zonas que en las lesionadas, a causa de los factores
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ambientales que podemos encontrar en una u otra. Por ejemplo, una cepa de S.

aureus debe ser mas patdgena para poder colonizar un sitio sano que uno dafiado.

Los datos obtenidos arrojan el grado de produccién de biofilm no tiene correlacion
con la intensidad de la DA, como se podria creer, zona con lesion y zona sin lesion
existe una prevalencia similar de produccion de biofilm en las cepas trabajadas,

34.7% y 29% de biofilm respectivamente.

Algo importante a considerar son las diferencias ambientales que existen entre los
sitios de aislamiento, aunque se clasifique las zonas con lesién o sin lesion las
condiciones ambientales de la rodilla no son similares a las del antebrazo por
ejemplo, en el grupo de pacientes trabajados se cuenta con dos a los cuales se les
hisoparon las mismas zonas, paciente 4 y 16, las areas muestreadas son codo
derecho con lesion, antebrazo derecho sin lesidn y narina, el paciente 4 pertenece
al grupo de pacientes que presento una mejoria al recibir tratamiento, y su patrén
de produccién es bajo-mediano productor (Grafica 3) , en cambio el paciente 16
pertenece al grupo de pacientes que no presento mejoria y su patroén es mediano-
alto productor (Grafica 6), con estos datos se puede pensar que la gravedad de la
dermatitis si se podria ver apoyada por la produccién de biofilm de S. aureus solo
que al no comparar zonas anatémicas iguales, el grado de produccién podria variar

por las condiciones ambientales intrinsecas y extrinsecas de la zona (Allen,2014).

El biofilm es la forma en que colonizan la mayoria de los Staphylococus en la piel
no solo S. aureus, debido a que la piel es una zona altamente desafiante, por las
fluctuaciones ambientales a las que son sometidas los habitantes y a su vez es la
principal barrera de proteccion para el cuerpo contra el exterior, las bacterias para
sobrevivir deben adaptarse y el biofilm es un factor de virulencia muy importante
para lograrlo. S. aureus cuenta con un arsenal de factores de virulencia para causar
dafio, no solo el biofilm de esta manera una cepa productora de biofilm puede
mantenerse y persistir, pero si ho cuenta con otros factores de patogenicidad muy

posiblemente no podra causar dafio, y es posible aislar cepas altas productoras en
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zonas donde no existe lesibn o en pacientes que mostraron una mejoria al

tratamiento (Di Domenico,2019).

Por otra parte, algo que llamo la atencién es la heterogeneidad de produccion de
biofilm que se observé en algunos pacientes entre sus aislados en la misma zona y
visita, desde 2017 el doctor Rafael Pefia Miller evidencio el dogma central de la
microbiologia establece que en un medio ambiente constante y homogéneo,
bacterias genéticamente idénticas expresan el mismo fenotipo. No se cumplia
estrictamente debido a avances tecnolégicos se puede observar que poblaciones
clonales de bacterias pueden estar compuestas de distintas subpoblaciones, cada
una expresando un fenotipo diferente. Esta heterogeneidad fenotipica les permite
a las comunidades microbianas realizar tareas complejas mediante la
implementacion de estrategias cooperativas de division de trabajo, asi como
sobrevivir a medios ambientes hostiles e impredecibles utilizando estrategias de

apuesta-cobertura (Pefia, 2017).

De esta forma una infeccién provocada por multiples subpoblaciones distintas
puede hacer o no mas compleja su resolucion, algunas bacterias pueden ser
patogenas y otras no, algunas pueden ser sensibles al antibiotico utilizado y otras
no, y con los datos de este trabajo, algunas bacterias pueden ser mas tolerantes

gue otras, permitiéndoles evadir sistemas de eliminacion y persistir.

Actualmente los estudios revisados en la literatura se basan Unicamente en la
produccién de biofilm, algunos estudios como el de Allen et al. (2014) estudian el
biofilm in situ a través de técnicas de microscopia evaluando caracteristicas del
biofilm como grosor, viabilidad de colonias, organizacién y distribucién, para
correlacionar estas caracteristicas dependiendo el grado de lesion presentado,
encontrando que en zonas con lesion se observan biofilm méas gruesos de S. aureus
(Allen, 2014).

Otros estudian cualitativamente al biofilm por técnicas en caja Petri como rojo Congo

y meétodos de adherencia en tubo observando la presencia y la correlacion con
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ensayos de resistencia a antibiéticos para observar si existe una relacion entre
resistencia y produccion a biofilm, Senobar en 2021, no encontré relacion entre
estos factores, en su estudio se detectd el biofilm con mayor frecuencia en
aislamientos de MSSA y MRSA (p<0,0001 y p=0,0018 para MSSA, p=0,02 y
p=0,015 para MRSA, respectivamente) (Senobar, 2021).

Sin embargo otros estudios correlacionan la produccion del biofilm con la resistencia
a antibioticos como el descrito por E. G. Di Domenico en 2018 donde se estudio
nifios con distinto fenotipos de DA en cuanto a SCORARD, evaluando el biofilm por
la misma técnica realizada en este trabajo, reportaron que para pacientes con una
dermatitis severa existian mayores aislamientos de altos productores de biofilm, y
también encontraron que al hacer la susceptibilidad a antimicrobianos por la técnica
de concentracion minima inhibitoria la mayoria de las cepas fueron sensibles a los
antibioticos, pero al evaluar la susceptibilidad por la técnica de anti biofilm-test (ABT)
las cepas ahora resultaron resistentes a los antibioticos, relacionando la produccién
de biofilm con la tolerancia a antibioticos y la necesidad de concentraciones mas
altas u mayor tiempo de exposicion al agente para erradicar las cepas productoras
de biofilm (Di Domenico, 2018). Otros estudios identifican presencia o ausencia de
genes que codifican componentes importantes para la produccion de biofilm, como
IcaADBC (Rohde, 2001).

Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los obtenidos por Leszek
Blicharz y su grupo de trabajo, al evaluar la propension a formar biofilm en pacientes
con DA, encontraron en zonas con lesion 76,3 % (29/38), sin lesion 48,5 % ( 16/33) y
narinas 79,1 % (34/43), existia la misma incidencia a formar biofilm y no se encontré
correlacion entre lesion y grado de producciéon de biofilm, otra similitud entre los
resultados fue la colonizacion en la narinas aunque Unicamente evaluaron débiles
productores de biofilm y altos productores de biofilm, y nosotros evaluamos 4 grados

de produccién de biofilm, que nos permite tener un panorama mas certero.

Algo importante a destacar es que en el estudio que realizamos se evaluaron

distintas clonas de un mismo sitio en distintas visitas, esto permitio observar el
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comportamiento de las cepas a través del tiempo en un estudio longitudinal a
comparacion de lo descrito en las referencias que solo se basan en una poblacién
homogénea, contemplando la heterogeneidad de cepas que puede haber en un

mismo sitio.

Este estudio permitio clasificar el grado de biofilm de las cepas, por una técnica
metodoldgicamente asequible y conocer si los aislados producen biofilm de una
manera cuantitativa, ademas de que se trabajaron distintos aislados la técnica mas
empleada para evaluar este hecho es una técnica que presenta algunas limitaciones
cuando hablamos de tipos de biofilm que una bacteria puede producir, la técnica de
cristal violeta permite el estudio del biofilm basado en exopolisacéridos (Nguyen,
2020), no se conocen las caracteristicas de la cepa pero apoyar en un futuro este
estudio con la determinacién de lcaADBC por PCR nos permitiria saber el tipo de
biofilm que produce la bacteria y si la determinacion del grado de produccion de

biofilm es el adecuado (Di Domenico, 2018).

Otra limitante al estudio fue el nimero de aislados trabajados por pacientes se
redujo a 3 y en algunos casos no se contaba con los tres aislados, una poblacion
mas homogénea entre nimero de aislados y zonas podria permitir una mejor
correlaciéon de los datos y un panorama mas certero entre grado de produccion de

biofilm y gravedad de la dermatitis.

Pese a las limitantes el estudio brinda un panorama y una construccion de linea de
trabajo clara sobre el grado de produccion de biofilm en pacientes con dermatitis
atopica y a su vez pone en manifiesto la importancia de la heterogeneidad de cepas
y la colonizacién de S. aureus en las fosas nasales importantes para para evitar y

tratar infecciones de S. aureus en pacientes con DA.
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CONCLUSIONES

Se determino el grado de produccién de biofilm de los 127 aislados trabajados,

clasificandolos en altos, medianos, bajos y no productores de biofilm, la mayoria de

los aislados son medianos productores 51.2% (65/127).

0

Se cuantifico la produccién de biofilm de los aislados de S. aureus por medio
de la técnica de cristal violeta en placa.

Se determino que si existe una relacion entre la presencia de biofilm de S.
aureus y la colonizacion de pacientes con DA que forman biofilm
preferentemente, 98.4 % (125/127) producen biofilm.

Los resultados obtenidos no correlacionan el grado de produccién de biofilm
con la gravedad de la DA, el biofilm es un determinante de patogenicidad
importante para la colonizacion y la persistencia en sitios, se requieren de
otros factores de virulencia para causar dafio como lo son enterotoxinas,
proteinas de evasion a la respuesta inmune, genes de resistencia a
antibiéticos, entre otros.

Se observo heterogeneidad de produccion de biofilm, lo que permite deducir
gue una misma region anatdmica de encuentra subpoblaciones distintas de
S. aureus colonizando.

Los hallazgos de S. aureus en narinas permiten generar hipotesis de
infeccion partiendo de que la zona de narinas podria ser el foco principal de

infeccion para pacientes con DA.
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ANEXOS
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ANEXO 1 REACTIVOS UTILIZADOS PARA EL ENSAYO DE CRISTAL VIOLETA

Reactivo Forma de preparacion

Caldo BHI suplementado con Glucosa | Pesar

(222.2nM), Sacarosa (116.9nM), NaCl | BHI 37g /L
(1000nM) Glucosa 40.09g/L
Sacarosa 40.01g/L
NaCl 58.44g/L

-Colocar en tubos falcon de 50mL y
esterilizar a 121°C/10lb/10minutos

Cristal violeta 0.5% Medir

5mL/L

-Colocar en tubos falcon de 50mL y
refrigerar

Solucién salina fisioldgica 0.9% (SSF) | Pesar

9g NaCl/L

Dispensar un volumen de 4mL en
tubos con tapa de 10mL y esterilizar
121°C/15Ib/15 minutos

Alcohol-acetona 80:20 Medir

800mL de alcohol etilico

200mL de acetona

-Colocar en tubos falcon de 50mL y
refrigerar

BHI: Infusién cerebro corazén, mL: mililitros, L: litros, g: gramos, nM: nanomolar, %: porciento, |b:
libras, °C: grados centigrados.
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ANEXO 2 UTILIZACION DEL SOFTWARE Gen 5 Y EQUIPO EPOCH

1. Conectar el equipo a la computadora a través del cable de interfaz
2. Encender computadora

3. Encender equipo presionando el interruptor en la parte inferior derecha y

posteriormente el botén negro.

4. Entrar al software Gen 5 dando click en el siguiente icono en el escritorio.

5. De forma predeterminada el administrador de tareas se abre, con las
opciones de nuevo experimento y los protocolos recientemente abiertos

Recant

GZMB ELISA.pIt

- o g Take3 Application:
instrument Control

Nucleic Acd Quantification

P4 [Protein A2S0
Setup Ll Run Imager Manual Mode
[ > ]

|  ExitGens |

N
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6. De lado izquierdo se encuentran los experimentos y protocolos guardados

para poder solo seleccionarlos y ejecutar.

= ™ Task Manager RS

» istin ot b

Recent
[GZMB ELiSA.pre

Take3 Application:

Setup .é. Run Imager Manual Mode

’ 2 8

Exnsnng protocol...




FES Cuautitlan, UNAM
Bioguimica Diagnostica

8. Se abre la siguiente pantalla

File Plate Protocol Take3 Window System Help

Protocoloe =
informe de

=8 Protocol’
g Procedure

8 Plate Layout

[ Data Reducticn
Lo Report/Export Builders
-&E Plate1
% Audhrail

VUV JUSLITLIS U]

Ventana de
procedimiento
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9. En la ventana de procedimiento se podran seleccionar las caracteristicas del
experimento como tipo de placa, para este experimento la placa utilizada es 96

pOZOs.

& Procedure - Synergy HT iComl% @

Select steps Plate Type: 96 WELL PLATE - Use id
Actions
Read Select weels: 9 Per step At runtime
Set Temperature -
Shaks : _> — =
Dispense
Kinetic
Start Kinetic
Menitor Vel
Pause
Delay
Piate Out/In
Stop/Resume
Process Mode
vWeill Mode
Flate Mode
Other
Comment
Options \ |

10. Presionar Read y se desplegara una opcion con otras condiciones para el
experimento se debe seleccionar absorbancia, punto final, y solo una longitud de
onda a 550nm y en la opcién de Step label colocar un nombre referente que en

nuestro caso fue Biofilm Staph 550 y seleccionamos OK
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Step Label: <default>
DetectionMethod:  [Absorbance -
Read Type[} [Endpoint vl [TIPathlength Correction Edit
Read Speed: [Normd v]
Wavelengths
OB @F o3 D4 o5 @
450 o
1

11. El protocolo aparecera en la ventana de procedimiento y se seleccionaré ok

de nuevo.

Select steps Plate Type! 96 WELL PLATE v |[useid
Actions | Cuvatte

Read Select wells: @ Per stap ) At runtime

Set Temperature
Description Comments
Shake

e ey
Dispense

Kinetic
Start Kinatic

Monitor Well
Pause

Delay

Flate Out/In
Stop/Resume
Process Mode
viell Mode
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12. Se abrira la siguiente pantalla

v OOND EATY  ERPEINTWIRG

ate Takes ingdo ten Help

Fii
EBlld. o@E2. 0 . = +,
2 x

~ iZ Plae l X |
R |
©

Ele

EE -

13. El usuario procedera a colocar la placa en el soporte del equipo tomandola
por el centro, evitando en todo momento tocar la base de esta, debera observar

gue la posicion sea la correcta, y presionara ok y se comenzara la lectura.

14. Tomar foto a los resultados y dar click en la parte en cancelar la exportacion

de resultados.



15. Una vez que se quiera realizar

seleccionar el protocolo ya guardado.

FES Cuautitlan, UNAM
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URA
cuaumTI

una nueva lectura serd suficiente con

T
"
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