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RESUMEN

Staphylococcus aureus es un patdgeno oportunista que puede causar infecciones
leves, moderadas o graves en el hombre, en el ambito hospitalario puede colonizar
piel y membranas mucosas en el personal de salud, facilitando su transmision a los
pacientes durante su atencion. El objetivo de esta investigacion fue comparar la
produccion de biopelicula en cepas de S. aureus susceptibles y resistentes a la
meticilina de una coleccion de aislados procedentes del personal clinico que labora en
la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del Instituto Autonomo Hospital Universitario de
Los Andes. Para ello, se realizd la determind la susceptibilidad a la meticilina en
utilizando el método de microdilucion en caldo, la produccion de biopelicula por el
método de formacidn en microplaca en presencia o0 no de glucosa. Los resultados de
este trabajo demostraron que la resistencia a la meticilina de S. aureus se ubico en
52,2% (12/23) de las cepas y el 30,4% (7/23) de los aislados la formaron biopelicula.
Al comparar la produccion de biopelicula y la susceptibilidad a la meticilina se observé
que las cantidades de exopolisacarido desarrollada en las cepas susceptibles mostraron
leves variaciones con respecto a los aislados meticilinorresistentes. La presencia de
glucosa aumenta el desarrollo de exopolisacarido en cepas formadoras de biopelicula.
La formacion de biopelicula es independiente de la susceptibilidad a la meticilina y la
presencia 0 no de glucosa. La resistencia a la meticilina y la formacion de biopelicula
fueron condiciones que favorecieron la colonizacion del personal clinico por cepas
de S. aureus, los cuales a su vez pudieron originar infecciones asociadas a la atencion
sanitaria.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, Biopelicula, Susceptibilidad y Resistencia a
la Meticilina



INTRODUCCION

El estudio de las biopeliculas o biofilms se inicié en el siglo XVII, cuando Van
Leeuwenhoek determind la presencia de microorganismos bacterianos en la placa
dental. Sin embargo, no fue sino hasta el afio de 1978 cuando se describieron, por
primera vez, comunidades bacterianas en forma de matriz glucoproteicas sobre
superficies de ecosistemas acuaticos. En general, las bacterias pueden encontrarse
ampliamente distribuidas en la naturaleza formando biopeliculas. (Donlan y
Costerton, 2002; Burmolle y col., 2006).

Las biopeliculas bacterianas se forman cuando un microorganismo unicelular
constituye junto con otros, una comunidad multicelular con capacidad de adherirse a
una superficie sélida y producir una matriz de exopolisacarido (Mah y O’Toole,
2001). No obstante, los microorganismos antes de establecerse en una superficie
determinada, se encuentran en una fase denominada planctonica, es decir, son
microorganismos disgregados o libres que se trasladan de una superficie a otra, y su
capacidad para adherirse a las mismas les permite permanecer en un ambiente que sea

favorable para su desarrollo. (Watnick y Kolter, 2000).

A pesar de que en la naturaleza predominan las biopeliculas integradas por varias
especies bacterianas, unicamente aquellas constituidas por una sola especie son las
mas estudiadas por su importancia clinica. Un ejemplo de ello es el caso de las

biopeliculas formadas por Staphylococcus aureus. (Davey y O’Toole 2000).

S. aureus es un patdgeno oportunista que causa infecciones leves, moderadas o
graves en el hombre. En el ambito hospitalario, este microorganismo puede colonizar
con frecuencia las membranas mucosas Yy la piel del personal clinico, facilitando su
transmisién hacia los pacientes durante su atencion, lo que evidencia la capacidad que
tiene esta bacteria para establecerse y luego diseminarse a otros hospederos.

(Rongpharpi y col., 2013).



Por otra parte, S. aureus es una bacteria asociada frecuentemente a infecciones
asociadas a la atencion sanitaria (IAAS); en estos casos el tipo de contagio esta
relacionado con la utilizacién de dispositivos médicos invasivos (como catéteres
intravasculares, valvulas cardiacas, proétesis articulares) en los centros asistenciales,
donde S. aureus puede circular libremente en las diferentes areas de servicios,
principalmente en las salas de emergencias y en las unidades cuidados intensivos
(UCI). (O’Toole y col., 2000; McCarthy y col., 2015).

Diversos estudios sefialan que la capacidad de S. aureus para adherirse y formar
biopelicula en los dispositivos médicos invasivos, asi como el tejido lesionado luego
de una cirugia, es un factor de virulencia importante de este patégeno. Asimismo, se
ha descrito que la exposicion a ciertas concentraciones de glucosa induce la
formacion de biopelicula en esta especie bacteriana (Raffa y col., 2005; Agarwal y
Jain, 2011).

Por otra parte, las cepas de S. aureus formadoras de biopeliculas pueden mostrar
resistencia a los antimicrobianos, especialmente a la meticilina (McCarthy y col.,
2015). En este contexto, se conoce que este tipo de resistencia en el ambiente
hospitalario es un problema clinico importante, debido a que estos microorganismos
muestran resistencia a los B-lactamicos, limitando asi, las opciones terapéuticas en el
tratamiento de procesos infecciosos causados por este patdogeno (Uhlemann y col.,
2014; Yildiz y col., 2014).

Las infecciones asociadas a las biopeliculas por lo general son dificiles de tratar
debido a que estas formas de crecimiento bacteriano protegen al S. aureus de la
accion fagocitica de los anticuerpos del hospedero e incrementan la resistencia a los
antimicrobianos, ya que disminuyen o no permiten la entrada de estos agentes hacia
su interior, impidiendo que actden en sus respectivos blancos bacterianos. Por lo
tanto, este mecanismo de proteccion de las bacterias puede conferirles una resistencia

a los antibidticos hasta mil veces mayor en comparacion con los microorganismos



cuando se encuentran en fase plancténica. (Donlan, 2001; Stewart y Costerton,
2001).

La resistencia a los antibioticos y la capacidad de formar biopelicula contribuye al
éxito de S. aureus como patdgeno nosocomial. En este contexto, estudios recientes
han reportado que la resistencia de S. aureus a la meticilina (SARM) y su exposicion a
concentraciones de glucosa, modula la expresion de importantes proteinas de
superficies que intervienen en la formacion de éste exopolisacarido, originando un
fenotipo SARM formador de biopelicula (Rocchetto y col., 2008; Pozzi y col., 2012).



CAPITULO |

EL PROBLEMA

Planteamiento del Problema

Desde el punto de vista clinico-microbioldgico, las cepas SARM productoras de
biopelicula asociadas al personal clinico son de gran importancia, debido a que estos
microorganismos son los responsables de procesos infecciosos relacionados con la utilizacion
de dispositivos médicos en pacientes inmunocomprometidos (Pozzi y col., 2012). Con base

a lo mencionado anteriormente se plantea lo siguiente:

¢Cudl sera la frecuencia de la produccién de biopelicula en S. aureus susceptible y

resistente a la meticilina?

Justificacion de la investigacion

En Venezuela son escasas las investigaciones acerca de la formacion de
biopelicula en cepas SARM que colonizan al personal que ofrece asistencia sanitaria,
y en general, se desconoce la relacién entre la produccion de este exopolisacarido y la
resistencia a la meticilina. Por ello, no sélo es importante identificar las cepas
formadoras de biopelicula, sino determinar también la susceptibilidad de este
patdogeno a este farmaco, con la finalidad de plantear medidas efectivas que
disminuyan la colonizacion del personal clinico por cepas SARM que desarrollen

exopolisacarido.



El estudio de la formacion de biopelicula en S. aureus permitira establecer su
relacion con la la susceptibilidad a la meticilina. Por ello, se hace necesario determinar
las cepas SARM e identificar los microorganismos que desarrollen biopelicula. De
esta manera, la investigacion permitird aportar datos epidemioldgicos locales
importantes para la optimizacion de conductas en el control de infecciones por cepas

SARM formadoras de biopelicula.
Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Comparar la produccién de biopelicula en cepas de Staphylococcus aureus
susceptibles y resistentes a la meticilina de una coleccion de aislados procedentes del
personal clinico que labora en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del Instituto

Auténomo Hospital Universitario de los Andes.

Objetivos Especificos

Establecer la procedencia de las cepas de S. aureus de acuerdo al origen del

aislamiento.

e Determinar la susceptibilidad a la meticilina en las cepas de S. aureus
utilizando el método de microdilucion en caldo.

e Estimar la produccién de biopelicula en las cepas de S. aureus utilizando el
método de formacién en microplaca.

e Comparar la cantidad de biopelicula producida en las cepas de S. aureus
segun la susceptibilidad a la meticilina.

e Establecer la relacion entre la cantidad de biopelicula producida en las cepas

de S. aureus y la presencia o no de glucosa.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

S. aureus es la principal especie del género Staphylococcus y la mas patdgena,
logrando colonizar y causar infecciones agudas en el hombre debido a un
traumatismo o una cirugia, que al no ser tratadas se diseminan a tejidos circundantes
via hematogena. Los cuadros clinicos ocasionados por S. aureus abarcan desde
simples afecciones de la piel hasta infecciones que comprometen la vida del paciente,
tales como neumonias, septicemias, osteomielitis, endocarditis y meningitis entre
otras. ( Sabater y col., 2008).

Las infecciones ocasionadas por S. aureus constituyen un problema relevante en
las areas intrahospitalarias debido al surgimiento y diseminacion de cepas resistentes
a los antimicrobianos, principalmente a la meticilina. Asimismo, los microorganismos
resistentes a este farmaco, muestran tambien resistencia a todos los antibioticos f3-
lactdmicos utilizados ampliamente como tratamiento de primera linea de procesos
infecciosos originados por este patdgeno, limitando asi las opciones terapéuticas
(Sabet y col., 2012; Rongpharpi y col., 2013). En la actualidad, se estima que, en
Europa, Estados Unidos, Japon y Latinoamérica, aproximadamente el 40% de los S.

aureus aislados son resistentes a la meticilina. (Armas y col., 2015).

En el ambiente hospitalario, el nimero de portadores de S. aureus se distribuye de
manera desigual segun las areas de hospitalizacion, encontrandose con mayor
frecuencia en las salas de emergencias y en las unidades de cuidados intensivos. De
igual forma, el personal médico que ofrece asistencia sanitaria es también portador

potencial de este patdgeno. (Shibabaw y col., 2013).



En este contexto, se ha descrito que el estado de portador de S. aureus puede tener
un rol importante en la epidemiologia y patogenia de la infeccion, debido a que el
porcentaje de portadores en el personal clinico es mas elevado (entre 70 y 90%) con
respecto a la poblacién general (33%). (Eveillard y col., 2014).

En Venezuela, la frecuencia del estado de portador nasal de S. aureus (SARM) en
el personal de salud oscila entre el 18 y 45% (Castellano y col., 2005). Asimismo,
para el afio 1999 Rodriguez y cols., reportaron una elevada presencia de este
microorganismo (32%) en fosas nasales del personal médico del Hospital Militar Dr.
Carlos Arvelo, Caracas. Igualmente, Castellano y cols. (2005) describieron que la
presencia de portadores de S.aureus y SARM en el personal de enfermeria del
Hospital Universitario de Maracaibo fueron muy similares (18,25% y 18,87%
respectivamente). A nivel local, Alviarez y cols. (2005) reportaron que la frecuencia
de portadores nasales de SARM en el personal hospitalario que labora en la unidad de

alto riesgo neonatal del Hospital Universitario de los Andes fue de 31,58%.

Por otra parte, en los Gltimos afios varios estudios han demostrado que el personal
clinico portador de S. aureus no solo facilita la transmision del microorganismo hacia
el paciente susceptible debido a la utilizacion de dispositivos médicos invasivos, sino
también a la capacidad de estas bacterias de colonizar y desarrollar biopelicula
rapidamente sobre la superficie del biomaterial y el tejido circundante a éste. Por ello,
la formacidn de biopelicula, junto con la resistencia a los antimicrobianos (meticilina)
son factores de virulencia importantes para el establecimiento de este
microorganismo como patdgeno intrahospitalario. (Petrelli y col., 2008; Garza-
Gonzélez y col., 2010; Kaplan, 2011).

La resistencia de S. aureus a la meticilina se debe a que lleva consigo el casett
cromosomal mecA (SCCmec), el cual codifica la sintesis de la proteina PBP2a
(confiere resistencia a los B-lactdmicos) (Uhlemann y col., 2014). En este contexto,

estudios recientes han reportado que la formacién de biopelicula en cepas SARM



obedece a la expresion de proteinas ligadoras a la fibronectina (FNBP) y a la
autolisina AtlA, afirmando que la sintesis del exopolisacarido dependera de la
susceptibilidad de la bacteria a la meticilina (Pozzi y col., 2012; McCarty y col.,
2015).

Generalidades de los estafilococos

El género estd conformado por cocos grampositivos que desarrollan un patrén
similar a un racimo de uvas cuando se observa al microscopio de luz; sin embargo,
los microorganismos provenientes de muestras clinicas aparecen como células
aisladas, en pares o en cadenas cortas. La mayoria de los estafilococos presentan un
didmetro entre 0,5 y 1um y son anaerobios facultativos, inmoviles con la capacidad
de crecer en medios de cultivo con una elevada concentracion de cloruro de sodio

(NaCl) y a temperaturas entre 18 y 40°C. (Murray y col., 2009).

En la actualidad, el género Staphylococcus comprende 47 especies y 23 subespecies,
donde Staphylococcus aureus es la especie asociada con mayor frecuencia a infecciones
de piel, tejidos blandos e infecciones oportunistas. Este microorganismo se desarrolla en
medios de cultivos convencionales por un periodo de incubacion de 24 horas, mostrando
colonias redondeadas, de coloracion blanca a amarilla. El color amarillo clasico de las
colonias de S. aureus se debe a la produccion de carotenoides; sin embargo, se presentan
frecuentemente variantes no pigmentadas en muchas cepas. En medios suplementados
con sangre se observa [-hemolisis; ademas estos cocos grampositivos son, catalasa y

coagulasa positivos. (Winn y col., 2013; Becker y col., 2014).



Importancia clinica y epidemioldgica de Staphylococcus aureus

La incidencia de S. aureus como agente causal de infecciones oportunistas se
relaciona con el hecho de que esta especie bacteriana forma parte del microbiota
habitual del hombre, ya que esta normalmente presente en la nasofaringe y en la piel.
(Sabater y col., 2008) En el ambiente hospitalario, el niUmero de portadores de S.
aureus se distribuye segun las areas de hospitalizacion. De igual forma, el personal
médico que labora en los centros asistenciales es también portador potencial no sélo
de S. aureus sino también de otros microorganismos. Asi mismo el porcentaje de
colonizacién de bacterias resistentes en un paciente aumenta al prolongar su estadia

en el hospital. (Mongkolrattanothai y col., 2004; Rongpharpi y col., 2013).

En este ultimo caso, las cepas SARM estan relacionadas con la colonizacion de la
nasofaringe, la contaminacion de superficies ambientales, la diseminacion a través de las
manos del personal hospitalario, asi como con el uso incorrecto e indiscriminado de
antimicrobianos y la ausencia de programas de vigilancia de resistencia a los mismos
(Aiello y col., 2003).

Desde el punto de vista clinico, Staphylococcus aureus, es un patégeno importante
que presenta de resistencia a la mayoria de los antibioticos principalmente a la
meticilina, afectando a pacientes hospitalizados. Este microorganismo presenta una
proteina de union a la penicilina, la PBP2a, sintetizada por el gen mecA, el cual se
ubica dentro un elemento genético mévil llamado casette cromosémico estafilococico
(SCCmec) (Castellano y col 2014).

El SCCmec, también conocido como isla gendmica o de resistencia a los
antibidticos, esta compuesto por los siguientes componentes esenciales: el complejo del
gen mec y el complejo del gen ccr. EI complejo del gen mec comprende a su vez el
propio gen mecA ya sus genes reguladores, mecl (un represor) y mecR1 (un sensor

inductor), asi como una secuencia de insercién 1S431mec, el complejo ccr contiene



los genes caseina recombinasa cromosomica (ccrA, ccrB y ccrC), los cuales codifican
las integrasas sitio especificas, que catalizan la integracién o escision de todo el
SCCmec en el locus orfX (en su extremo 3”) del genoma estafilococico. (Becker y col
2014) (Figura 1).

Por ello, el casette cromosomal SCCmec juega un rol importante en la transferencia
horizontal del gen mecA entre diferentes especies del genero Staphylococcus (Bouchami
y col., 2011; Ruppé y col., 2009; Garza- Gonzélez y col., 2010). En la actualidad, se han
descritos 11 tipos de elementos SCCmec que confieren resistencia a la oxacilina, siendo
los ECN donde se han reportado la mayor diversidad de estos casettes (Becker y col.
2014).

Asimismo, el SCCmec es parte de una familia Unica de SCC con una diversidad
estructural cada vez mas reconocida. Ademas de los elementos del SCCmec,
caracterizados por la posesion de complejos de genes mec y ccr, existen otros
elementos diversos que carecen de uno o de ambos complejos. Entre los elementos de
SCC, se incluyen sus pseudoelementos, frecuentemente estos portan genes de
resistencia a otros antibidticos, principalmente integrados en transposones Yy
plasmidos (por ejemplo, genes que codifican resistencia a y eritromicina, tetraciclina,
espectinomicina y acido fusidico). Ademas, también presenta, los genes que median
la resistencia a metaloides y metales de transicion con propiedades toxicas y/o
bactericidas, como arsénico, cadmio, cobre y mercurio, los cuales se han encontrado
con frecuencia en los elementos del SCC de S. epidermidis, S. haemolyticus y otros.
(Becker y col 2014).

La resistencia a los B- lactdmicos no es solo mediada por el gen mecA, también se
puede producir por otros mecanismos de resistencia, mediante una modificacion en la
expresion genética que puede ser cromosomica, plasmidica o por transposones; entre

los mecanismos de resistencia presentes en S. aureus estan los siguientes:
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1. Hiperproduccion de betalactamasas, son enzimas que hidrolizan el anillo
betalactamico, por lo que inutilizan su actividad antimicrobiana, su
mecanismo de accion es la hiperproduccion de penicilinasa estafilocdcica
mediada por plasmidos, estas cepas producen altas cantidades de enzima,
haciendo que antibi6ticos como la oxacilina y la meticilina que fueron creados
para resistir a la accién hidrolitica de la penicilinasa, sean degradados de
manera lenta. (Chambers H., 1999).

2. Modificacion de las Proteinas de unidn a la Penicilina (PBPs), consiste en una
modificacion minima en las Proteinas de union a Penicilinas (PBPs) 1, 2 y 4
de peso molecular normal; pero con una afinidad baja por los antibioticos -
lactamicos. Estas cepas no producen f-lac- tamasas y presentan bajos niveles
de resistencia a meticilina, ello puede ser debido a la hiperexpresion de alguna
de estas PBPs o la consecuencia de mutaciones genéticas que alteren la

afinidad de la proteina final por el antibidtico. (Hanssen y col., 2006).

3. Resistencia a betalactamicos por expresion de una proteina de unién a
penicilina adicional, En los estafilococos, incluidas las especies de ECN, la
expresion de una proteina de union a la penicilina adicional (PBP),
denominada PBP2a o (PBP2'), conduce a la resistencia completa a todos los
betalactamicos (penicilinas, la mayoria de las cefalosporinas vy
carbapenémicos), con la unica excepcion de cefalosporinas recientemente
introducidas con actividad SARM, tales como ceftobiprol y ceftarolina. La
razon de esto es que la PBP2a tiene afinidades de union considerablemente
reducidas para los antibidticos B- lactdmicos, a diferencia del conjunto
intrinseco de PBPS estafilococicas (PBP1 a PBP4). (Becker y col 2014).
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Figura 1. Representacion del casette cromomal estafilococico mec (SCCmec)

Tomado de American Society for Microbiology (2009)

Las infecciones asociadas a la atencion sanitaria originadas por S. aureus resistentes a
los B-lactamicos constituyen una razon de alarma debido a la capacidad que tiene este
microorganismo para mantenerse y diseminarse en el ambiente hospitalario, conduciendo
con frecuencia a brotes nosocomiales debido a la aparicion de cepas
meticilinorresistentes (SARM) (Shibabaw y col, 2013; Uhlemann y col., 2014).

Como patogeno nosocomial, la mayor incidencia de infecciones por S. aureus se
observa en piel y el tracto respiratorio, pero también puede afectar otras areas del cuerpo
como el sistema nervioso central (SNC) y las heridas quirargicas. Uno de los factores de
riesgo que permite la entrada de S. aureus en el hospedero, es la utilizacion de
dispositivos médicos invasivos (catéteres intravasculares, valvulas cardiacas y protesis,
entre otras), los cuales pueden ser colonizados por este microorganismo y posteriormente
desarrollar biopeliculas. Esto trae como consecuencia la génesis de infecciones cronicas o
persistentes, en cuyo caso el Unico tratamiento para eliminar el foco infeccioso del
paciente es a través de la remocién del dispositivo o la debridacion del tejido afectado

(Vergara-Irigaray y col., 2009; Taj y col., 2012).
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La biopelicula es un campo de proteccion para las bacterias que la conforman,
debido a que evita la fagocitosis por los macrofagos y de los neutréfilos del sistema
inmune del hospedero. Los microorganismos bacterianos al adherirse a la superficie
de un dispositivo médico invasivo o tejido vivo, liberan antigenos que activan a los
fagocitos, pero la matriz de exopolisacarido los protege de su accion
(Barreti y col, 2014).

Formacion de biopelicula por Staphylococcus aureus

Una biopelicula es un depdsito no estructurado de células y de glucocaliz
acumulado, compuesto por exopolisacaridos y una compleja comunidad de bacterias,
donde se observa un ensamblado de microorganismos dentro de una matriz con la
capacidad de adherirse a biomateriales, o tejidos dafiados del hospedero, favoreciendo

de esta manera su colonizacion (Figura 2) (Donlan, 2002).

(a)

Figura 2. Microfotografias electronicas en las que se muestran las células bacterianas
de S. aureus (a) en forma plancténica (b) Formando biopelicula.

Tomado de Vergara- Irigaray (2009)

El proceso de adhesién bacteriana a una superficie para la formacién de una
biopelicula va a depender de la composicién de la misma y de factores ambientales (pH
del medio). Como un mecanismo simplificado, la adhesion de S. aureus a una superficie

inanimada, tejidos vivos o desvitalizados ocurre a través de unidades moleculares
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especificas como las proteinas de superficie (Arciola y col., 2012; Van Acker y col.
2014;).
La formacidn de biopelicula por S. aureus ocurre en tres fases, los cuales se describen

a continuacion:

1. Adhesion inicial: los microorganismos plancténicos se adhieren inicialmente a los
tejidos mediante el reconocimiento célula-célula, a través de proteinas de superficie
ubicadas en la pared celular de la bacteria denominadas MSCRAMM (microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules), las cuales intervienen en la unién
de los microorganismos a la matriz extracelular del hospedero (fibrinbégeno, fibronectina,
colageno, vitronectina o laminina). Por otra parte, la molécula AtlA promueve la union
de la bacteria directamente a superficies hidrofobicas (catéteres). De esta manera los
S. aureus se adhieren al biomaterial sin necesidad de las proteinas extracelulares del
hospedador originando la adhesion inicial y posteriormente continuar con la fase de
acumulacién o agregacion (Figura 3) (Cue y col., 2012; Nasr y col., 2012; Cui y col.,
2013).

2. Acumulacion o agregacion bacteriana: en esta fase S. aureus inicia la agregacion
bacteriana que consiste en la fijacion de los microorganismos a la superficie bidtica o
abiotica mediante la union célula-célula y la posterior produccion del polisacarido de
adhesion intercelular o PIA conocido por su nombre en inglés (polysaccharide
intercelular adhesién), originando una biopelicula madura. La expresion del PIA en S.
aureus es un factor importante en la acumulacion de la biopelicula, sin embargo, se han
descrito cepas de origen clinico que no producen polisacarido intercelular, debido a que
expresan otra adhesina alterna denominada proteina Aap, sustituyendo funcionalmente al
PIA (Figura 3) (O’'Gara, 2007; Rhode y col., 2007).

En S. aureus, el principal componente de la biopelicula es el polisacarido
intercelular PIA también conocido como poli-N-acetyl-glucosamina (PNAG). ElI PIA

presenta caracteristicas cationicas (carga +) consiguiendo promover interacciones

14



intercelulares debido a las caracteristicas aniénicas (carga -) de la superficie de las
células bacterianas. (Cue y col., 2012).

3. Desprendimiento de la biopelicula: Luego de la maduracion del
exopolisacérido, los microorganismos comienzan a desprenderse del biomaterial o
tejido volviendo al estado plancténico. La disociacion de la biopelicula es
considerado como un mecanismo de diseminacion bacteriana en el hospedero
infectado, iniciado por la acumulacion de residuos dentro de la misma, variaciones en
el pH, agotamiento de los nutrientes, asi como a través de la actividad enzimatica
extracelular de modulinas fenol solubles, la cual funcionan como surfactantes que
destruyen las interacciones célula-célula dentro del exopolisacarido (Figura 3)
(O'Gara, 2007; Becker, 2014).

= 2, = Lo
-9.0@. B SR B . R ey
@
Adhesion Agregacion Desprendimiento

Figura. 3 llustracion que muestra las fases de la formacion de biopeliculas tomado de
Abdallah (2014)

Produccion del polisacarido intercelular PIA por Staphylococcus aureus

El polisacarido intercelular en S. aureus es sintetizado por cuatro proteinas (IcaA,
IcaD, IcaB e IcaC), codificadas por el operén icaADBC. Las moléculas
transmembranales IcaA e lIcaD sintetizan a partir del UDP-N-acetilglucosamina
presente en el citoplasma de la bacteria un oligomero p-1,6-N-acetilglucosamina de

20 residuos de longitud. Luego IcaC (otra proteina transmembranal) procesa y
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transforma el oligdmero recién formado en otro (-1,6-N-acetilglucosamina de 130
residuos, el cual es secretado a través de la membrana celular. Posteriormente, la
molécula IcaB presente en la superficie celular de S. aureus deacetila al PIA
produciendo un polimero aniénico, favoreciendo asi las propiedades adhesivas del
polisacérido intercelular con superficies de naturaleza cationica. (Figura 4)
(Longauerova y col., 2006; Rhode y col., 2007; Cue y col., 2012;).

icaA jcaD icaB jcaC < lcaB | Medio
i i Externo

Beta -1,6 N-acetilglucosamina
Oligémeros (-130 residuos)

A () STEIEREES

IcaA

Beta -1,6 N- acetllglucosamma Citoplasma
IcaC
Oligémeros (20 residuos)

N- aceti Iglucosamma

lcaMcaD

Figura. 4 Esquema que muestra la produccién de polisacarido intercelular PIA
Laverty y col. (2013)

La sintesis del PIA en estafilococos es regulado principalmente a nivel
transcripcional, es decir a través de la activacion o represion de genes especificos que
codifican la produccion de pequefias moléculas que regulan la produccién del
polisacarido intercelular y otras funciones fisioldgicas (virulencia), en respuesta a
condiciones ambientales como: presencia de elevadas cantidades de glucosa,
variaciones de temperaturas y osmolaridad, anaerobiosis y la exposicion de los
microorganismos a concentraciones sub-inhibitorias de antibidticos (tetraciclina y
aminoglucdsidos) que inducen la produccion de PIA. (de Silva y col., 2002; Cerca y
col, 2005).
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En este contexto, diferentes trabajos sefialan que las infecciones nosocomiales
causadas por S. aureus formadoras de biopelicula pueden estar asociadas a cepas
resistentes a la meticilina, antimicrobiano B-lactamico utilizado como tratamiento de
eleccion para las infecciones ocasionadas por el género Staphylococcus. (Archer y
col., 2011).

En S. aureus, diferentes estudios han demostrado que la matriz de exopolisacarido
que forma una biopelicula retarda la difusion de farmacos como la meticilina, la
cefotaxima y la vancomicina (Archer y col., 2011; Lebeauxa y col., 2014). Asimismo,
es importante destacar que las bacterias dentro de una biopelicula son mas resistentes a
los antimicrobianos que aquellas que estan libres o en suspension. En casos extremos, la
cantidad de antibiotico necesaria para alcanzar las concentraciones bactericidas minimas
para los microorganismos sésiles debe ser cien veces mas alta que para los

microorganismos en fase plancténica. (Donlan, 2001).

Por otra parte, en S. aureus la biopelicula facilita la diseminacion de informacion
genética entre los microorganismos que la conforman, debido a que establecen un
ambiente apto para el intercambio de material genético movil. Esta condicion es
favorecida porque las bacterias cohabitan en microcolonias, promoviendo de esta
manera la acumulacién de determinantes de resistencia como el gen mecA y otros
factores de virulencia (Donlan, 2002; Otto, 2012).

De acuerdo a lo expuesto anteriormente, en el &mbito clinico, la colonizacién del
personal médico por cepas SARM formadoras de biopelicula, facilitaria la
transmisién cruzada de los microorganismos hacia el hospedero susceptible, lo que
traeria como consecuencia la generacion de infecciones persistentes asociadas a la
atencién sanitaria dificiles de abordar, debido a la resistencia a los antimicrobianos y
a los componentes del sistema inmune. Por ello, no s6lo es importante identificar a
las cepas de ECN formadoras de biopelicula, sino también determinar la

susceptibilidad a la meticilina.
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CAPITULO 11

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion debe tener relacién con el problema que se plantea, donde
se resalta lo que se quiere saber, de esta manera se definira que se desea obtener
durante el proceso de investigacion (Hurtado, 2010). En este contexto, nosotros nos
planteamos estudiar la incidencia de la produccion de biopelicula en S. aureus
susceptible y resistente a la meticilina. Por lo tanto, haciendo referencia a lo expuesto
anteriormente, este trabajo pretende realizar un estudio descriptivo, definido por
Hurtado (2010) como “la descripcion o caracterizacion de un evento de estudio
dentro de un contexto particular, identificando las caracteristicas del evento
estudiado”. Asi mismo esta investigacion realizard un analisis comparativo, en base a
las diferencias y semejanzas que pudieran existir entre dos 0 mas grupos en un mismo

evento.

Disefio de Investigacion

Este tipo de investigacion no es de caracter experimental; ya que para Sabino
(1992) define el disefio de investigacién experimental, como aquel experimento en
el cual se somete el objeto de estudio a la influencia de ciertas variables, en
condiciones controladas y conocidas por el investigador, En efecto el analisis
precedente sera de tipo prospectivo, en este tipo de estudio toda la informacion se
recolecta de acuerdo con los criterios del investigador, para fines especificos de la

investigacion y después de planeada la misma; y por otra parte es de tipo transversal,
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el cual consiste en la toma de datos en un momento Unico, mediante los criterios de
uno o mas grupos de unidades ,sin pretender evaluar la evolucién de esas unidades
donde el proposito sera describir variables y analizar su incidencia e interrelacion en

un momento determinado.

Unidad de Analisis

La presente investigaciobn se realizd en el Laboratorio de Microbiologia
Ultraestructural, del Centro De Microscopia Electrénica Dr. Ernesto Palacios Pri,
Universidad de Los Andes, y en el Laboratorio de Microbiologia del IPAS-ME,
Mérida — Venezuela.

Cepas bacterianas.

Se analizaron un total de 23 cepas de S. aureus pertenecientes a la coleccion de
microorganismo recolectadas por Sanguinetti y col... Los microorganismos descritos
anteriormente fueron recuperados en un solo evento de recoleccion (febrero del afio
2013) a partir de manos y fosa nasal del personal clinico de la Unidad de Alto Riesgo
Neonatal (UARN) del Instituto Autonomo Hospital Universitario de Los Andes,

Meérida, Venezuela.
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Tabla 1. Descripcion de las cepas de S. aureus de acuerdo al origen del

aislamiento
S. aureus (c6digo) Procedencia numero
2FNB,6FN,7FN,19FN,19FNB,25FN,35FN,41FN,49FNA  Fosa Nasal 14

52FNA,52FNB,54FN1,54FN2,65FN

2M,3MA,3MB,8M,12M,15M,20M,23M,48M Manos 9

Cepas de Referencia

S. aureus CVCM 721 CVCM 01

S. epidermidis CVCM 2175 CVCM 01

Para reactivar y lograr la estabilidad metabdlica de las cepas se procedid a
cultivarlas en 1 mL de caldo Infusion Cerebro Corazon (BHI), colocandolas en bafio de
Maria con agitacion por 24 horas. En seguida, se inoculé cada cepa en agar Sangre al
5% (AS Oxoid) por agotamiento y se incubd en anaerobiosis de 24-72 horas. Todas las

temperaturas de los cultivos fueron a 37 °C.

Posteriormente, se comprobd el crecimiento bacteriano y la obtencion de colonias
aisladas con la finalidad de realizar la coloracion de Gram y verificar la morfologia
celular bacteriana (cocos grampositivos dispuestos en tétradas o racimos). Luego a la
confirmacion de estas caracteristicas, se efectué la prueba de la Catalasa para
constatar su pureza colonial. Por ultimo, se verificO la pureza de los cultivos
inoculando las cepas por agotamiento en agar Manitol Salado (AMS Oxoid) y se
incubaron en aerobiosis a 37 °C por 24 horas. Todas las pruebas que se describiran a
continuacion fueron realizadas a partir de cultivos frescos en agar Tripticasa Soya

(ATS Oxoid) no mayores a 24 horas de incubacién.
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Para los ensayos de este trabajo se utilizaron cepas controles del Centro
Venezolano de Colecciones de Microorganismos (CVCM): S. aureus CVCM 721y S.
epidermidis CVCM 2175. La cepa CVCM 721 S. aureus es un microorganismo
derivado del S. aureus ATCC 6538 formador de biopelicula (control positivo) acorde
a lo reportado por Vazquez y col. (2013). Mientras la cepa S. epidermidis CVCM
2175 es procedente del S. epidermidis ATCC 12228 no formador de biopelicula
(control negativo) segun trabajo de Dice y col. (2009).

Determinacion de la susceptibilidad a la meticilina

A las cepas S. aureus se les determiné la concentracion inhibitoria minima (CIM)
por micro dilucion en caldo a oxacilina y cefoxitin, empleando el equipo
automatizado VITEK 2 (bioMérieux) y la tarjeta VITEK 2 AST-GP71 para (cocos
grampositivos) que contiene diluciones estandarizadas de los antimicrobianos en 64
p0zos y un pozo sin farmaco como control positivo. La tarjeta VITEK 2 AST-GP71
contiene cefoxitin para la deteccion de las cepas SARM. (S. aureus resistentes a la
meticilina)

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron a partir de cultivos frescos en agar
Sangre al 5% (AS Oxoid), luego se prepard un inoculo bacteriano en de 2 ml de
solucién salina estéril (al 0,45-0,5%), al cual se transfirieron con un hisopo estéril
una cantidad suficiente de cada cepa, ajustandolos al patrén de turbidez 0,5 de
McFarland (suspension bacteriana de 1,5x 10° UFC/ml). Esta dilucion final se utilizé
para el llenado de la tarjeta de VITEK 2 AST-GP71 y luego se introdujo en el
inyector/ lector/incubador por un periodo de 8 horas. El equipo VITEK® 2 evalla
cada pozo por separado, determinando asi el desarrollo bacteriano una vez por hora.
Al finalizar el tiempo de incubacion se obtuvieron los valores de las CIM de
oxacilina y cefoxitin para cada cepa (Anexo 1), siguiendo las recomendaciones de la
casa comercial y los puntos de corte del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018). Se establecié como cepas SARM o meticilinorresistentes a los aislados

gue mostraron crecimiento en concentraciones de oxacilina > 4 pg/mL y cefoxitin >
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8 pg/mL respectivamente (Anexo 1), Para los ensayos de susceptibilidad se utilizo

como control la cepa Staphylococcus aureus ATCC 29213.

Determinacion de la formacion de biopeliculas

Preparacion del indculo bacteriano

Para la preparacion de los inéculos bacterianos se transfiri6 con un asa
bacterioldgica de 3 a 4 colonias de cada cepa a un tubo con 3 ml de caldo TS y se
compar6 con el patron 0,5 de McFarland. Posteriormente, con la finalidad de
estandarizar la misma concentracion celular en todos los in6culos bacterianos, se
determinaron las densidades oOpticas (DO) alcanzadas por cada una de las cepas. Para
ello, se colocaron 100 pL de cada uno de los indculos en un pozo de una microplaca
(BD, Falcon de 96 pozos) y se llevo a un espectrofotometro (Termo) para su lectura a
una longitud de onda de 620 nm. Las DO alcanzadas en las 23 cepas estuvieron entre 0,2
a 0,8 preguntar. A partir de estos resultados, se establecié que se utilizaria el indculo
con DO de 0,2 para el estudio de la formacion de biopeliculas. Todas las cepas fueron

ajustadas a este inoculo en caldo TS (Anexo 2).

Formacion y visualizacién de la biopelicula

Los indculos bacterianos obtenidos en el procedimiento anterior fueron utilizados
para el estudio de la formacion de biopelicula, siguiendo el procedimiento descrito
por O’Toole y col. (2000) y Barreto y col. (2009). Se agregaron 150 uL del indculo
en cada pozo de una placa de poliestireno y luego, se incub6 a 37 °C por un periodo
de 24 horas. Posteriormente, se corrobord el crecimiento bacteriano en un

espectrofotometro a una longitud de ondade 620 nm.

Para visualizar la formacién de la biopelicula se removieron las células
planctonicas, descartando el medio de cultivo por inmersién de la placa de
poliestireno en una bandeja con agua destilada. El exceso de agua se elimind

sacudiendo suavemente la placa y dejandola secar en forma invertida sobre un papel
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absorbente a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente, las células sésiles
(adheridas a las paredes del pozo) fueron tefiidas con 200 pL del colorante cristal-
violeta al 1 % por 20 minutos a temperatura ambiente (Anexo 4). Transcurrido este
tiempo el exceso de colorante fue removido lavando los pozos 3 veces por inmersion
en agua destilada. La formacién firme de un substrato o botén adherido al fondo del
pozo fue considerada como una prueba positiva para la produccion de biopelicula
(Anexo 5). Asimismo, en este trabajo se establecié que una cepa se consideraba
positiva para la formacién de biopelicula cuando su DO presentase una lectura cuatro
veces mayor a la DO del pozo control o sin bacteria (blanco), reportado por Soto y
col., (2006), es decir que el punto de corte es el resultado de la DO del pozo control

multiplicado por cuatro, como se muestra en la formula siguiente:

Punto de corte formacién de biopelicula = DO del pozo control o blanco X 4

Para la produccion de biopelicula se realizaron tres experimentos independientes, en
cada uno de ellos se obtuvieron tres lecturas de los pozos control y con indculos
bacterianos, los cuales se promediaron. Posteriormente, en este trabajo se establecid
que la cantidad de biopelicula formada es la proporcion en DO por encima del punto

de corte:

DO en el pozo evaluado

Cantidad de biopelicua formada N©°deveces =
Punto de corte
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CAPITULO IV

RESULTADOS

Procedencia de las cepas de S. aureus de acuerdo al origen del aislamiento.

En el presente trabajo se analizaron 23 aislados de S. aureus procedentes del
personal clinico que labora en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del IAHULA,
Mérida-Venezuela. La frecuencia de cepas procedentes de fosa nasal se ubico en
60,9% (14/23), mientras en manos fue de 39,1% (9/23) respectivamente (Figura 5).

Perfil de susceptibilidad a la meticilina.
Las pruebas de susceptibilidad de las cepas de S. aureus a la meticilina
demostraron que la resistencia a este antimicrobiano se ubicé en 52,2% (12/23),

mientras que el 47,8% (11/23) de los aislados resultaron susceptibles (Figura 6).

Produccion de biopelicula en Staphylococcus aureus.
La produccién de biopelicula se observé en el 30,4% (7/23) de las cepas de S.

aureus, mientras el 69,6% (16/23) de los aislados no mostraron este fenotipo (Figura 7)

Comparacién entre la produccion de biopelicula y la resistencia a la meticilina.
Al comparar la produccién de biopelicula y la susceptibilidad a la meticilina
se observé que las cantidades de exopolisacarido desarrolladas en las cepas
susceptibles (3) mostraron leves variaciones con respecto a los aislados
meticilinorresistentes (4) (entre 1,2 y 1,9 veces), a excepcion de la cepa SARM 15M
que produjo una elevada cantidad de biopelicula de 4,4 veces sobre el punto de corte
(DO del blanco x 4). (Figura 8). No se encontré relacion estadistica entre la

produccidn de biopelicula y la susceptibilidad a la meticilina (p > 0,05).
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Figura 5. Distribucion de las cepas de S. aureus de acuerdo a la procedencia del

aislamiento.

Figura 6. Distribucion de las cepas de S. aureus segun la susceptibilidad a la

meticilina.
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Origen de las cepas segtin el patrén de susceptibilidad
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Figura 7. Distribucion de las cepas de acuerdo al origen de procedencia y
perfil de susceptibilidad

Figura 8. Distribucion de las cepas de S. aureus de acuerdo a la produccion de

biopelicula.

26



4,4
4
L
=
N
Q 3
Q
2
o]
Q 1,9
O £ 1,6 1,6
© ] 1,4
© 1,2 1,2
=
e 1 []
c
©
(&) ] 0,3
o ol [
control (+) control(-) 3MA 3MB 54FN2 54FN1 2FN 2FNB 15M

W Resistentes M Susceptibles

M, Mano; FN, Fosa Nasal
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biopelicula producida y la susceptibilidad a la meticilina.
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Relacidn entre la produccién de biopelicula y la presencia o no de glucosa.

Los aislados identificados como formadores de biopelicula en ausencia de glucosa
exhibieron cantidades méaximas de exopolisacérido entre 1,2 y 4,4 veces sobre el punto
de corte (DO del blanco x 4). La cepa 15M mostr6 una elevada proporcién de
biopelicula en comparacion con el punto de corte (4,4 veces) y la cepa control (+)
(2,7veces) (Figura 9). Por otra parte, al determinar la produccion de biopelicula en
presencia de glucosa, las cantidades maximas de exopolisacarido observadas estuvieron
entre 1,3y 3,1 veces sobre el punto de corte (Figura 10).

Al comparar el desarrollo de biopelicula bajo las dos condiciones, se observo que la
cantidad de exopolisacarido en las cepas 3MB (Sin glucosa: 1,2 versus Con
glucosa: 2,2); 54FN (Sin glucosa: 1,6 versus Con glucosa: 1,7); 2FN (Sin
glucosa: 1,6 versus Con glucosa: 2,5); 2FNB (Sin glucosa: 1,9 versus Con
glucosa: 3,1) fueron mas elevadas en presencia de glucosa. Sin embargo, la
proporcidn de biopelicula expresada por la cepa 15M disminuy6 bajo la misma
condicidn (Sin glucosa: 4,4 versus Con glucosa: 2,0). Los aislados 3MA (1,2) y
54FN2 (1,4) solo formaron biopelicula en ausencia de glucosa, mientras las
cepas 2M (1,3), 8M (1,6) y 48M (3,1) hicieron lo mismo Unicamente en
presencia de glucosa respectivamente. La cepa control (+) no produjo
exopoliscarido en presencia de glucosa (Figura 9 y 10). No hubo asociacién
estadistica entre la produccion de biopelicula y la presencia o no de glucosa (p >
0,05).
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DISCUSION

Staphylococcus aureus es reconocido como un importante agente causal de
infecciones asociadas a la atencion sanitaria; en el ambiente hospitalario, el personal
médico y de enfermeria pueden ser portadores de estos microorganismos por
prolongados periodos y asi servir como un foco de diseminacion hacia los pacientes
recluidos en el centro de salud (Boncompain y col., 2017).

En el presente trabajo, la mayoria de las cepas de S. aureus analizadas fueron
aisladas de fosa nasal (60,9%). En este contexto, esta aseveracion difiere a las
observadas en estudios previos realizados por Agarwal y col. (2018) y Abdullah y
col. (2017), quienes observaron en trabajadores hospitalarios una menor frecuencia de
S. aureus en este mismo sitio anatomico (48% y 31 % respectivamente). Asimismo,
se determin0 que la frecuencia de esta especie bacteriana en manos (39,1%) fue mas
baja que la observada en fosa nasal. Al respecto, en un trabajo reciente, Castro y col.
(2016) mediante analisis de electroforesis de campo pulsado reportaron que las cepas
de S. aureus aisladas de manos y fosa nasal de trabajadores de la salud eran las
mismas (Castro y col., 2016). Es posible que la presencia de S. aureus en el personal
clinico que labora en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del IAHULA pudo haber
sido favorecida a través de la contaminacion cruzada entre la nariz y las manos de los
mismos. Sin embargo, no se puede descartar la colonizacion de estos
microorganismos a partir de la atencion de los pacientes y del propio ambiente

hospitalario.

Asimismo, los S. aureus aparte de establecerse en el personal de salud a través de
la atencion sanitaria, también los puede adquirir a partir del manejo de equipos
médicos de soporte vital (Rashid y col., 2012). Se conoce que las manos de los
médicos y enfermeras son la principal via de transmision de patdgenos en el &mbito
hospitalario (Albrich y col., 2008). Probablemente, las cepas de S. aureus aisladas del
personal sanitario se deba a que durante la préactica clinica las barreras de contencidn

como el correcto lavado de manos y una adecuada asepsia en la aplicacion de
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procedimientos invasivos o de diagnostico se realizaron de manera inapropiada o no
se aplicaron. Por lo tanto, ambos escenarios pudieron favorecer la colonizacién de los

mismos durante la atencion del paciente.

Otro hallazgo importante en esta investigacion fue la elevada frecuencia de cepas
de S. aureus resistentes a la meticilina (52,2%). Estos resultados avalan las
afirmaciones de Hidron y col. (2008) y Garcia y col. (2015), quienes reportaron que
una elevada frecuencia de S. aureus aislados del personal clinico expresan resistencia
a este farmaco. Asi mismo Pascual y col. (2016), reportaron resultados similares a
nivel de paises como Peru, Colombia y Ecuador observandose que la prevalencia de
SARM fue del (58, 45 y 28%) respectivamente. A este respecto, se conoce que las
cepas SARM poseen una elevada capacidad de adaptacion y permanencia en las areas
hospitalarias, debido a que con frecuencia también pueden expresar resistencia a otros
antimicrobianos (Boncompain y col., 2017). Es posible que, ante este escenario, las
cepas aqui estudiadas se adaptaron a la Unidad de Alto Riesgo Neonatal y
colonizaron con facilidad al personal clinico que dispensa atencion sanitaria,
permitiendo de esta manera demostrar en portadores asintomaticos la presencia de

cepas de S. aureus meticilinorresistentes.

Los S. aureus con frecuencia se encuentran asociados a infecciones hospitalarias,
debido a su capacidad de adherirse y formar biopelicula en dispositivos meédicos
invasivos (como protesis, catéteres intravasculares, entre otros), asi como en tejido
desvitalizado o lesionado por cirugias o traumatismos (lzano y col., 2008). En este
estudio se demostré que el 30,4% de las cepas analizadas formaron biopelicula,
poniendo en evidencia que el personal hospitalario es portador de cepas con la
capacidad de colonizar al paciente pediatrico susceptible durante la atencion clinica.
En este contexto, el desarrollo de biopelicula es considerado un importante factor de
virulencia en S. aureus, debido a que el mismo protege a los microorganismos
bacterianos de la accion de los componentes del sistema inmune del hospedero (Kim

y col., 2008). Ante este escenario, el estado de portador del personal que presta
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asistencia sanitaria de estafilococos formadores de biopelicula eventualmente
favorecio la instauracion de procesos infecciosos persistentes en la Unidad de Alto
Riesgo Neonatal

Por otra parte, cuando se compard la produccion de biopelicula con la
susceptibilidad a la meticilina, se observé que las cantidades de exopolisacarido
expresadas por las cepas susceptibles y meticilinorresistentes mostraron leves
variaciones (entre 1,2 y 1,9 veces). Sin embargo, la cepa SARM 15M demostré una
elevada cantidad de biopelicula (4,4 veces sobre el punto de corte). En este contexto,
varios trabajos han reportado que las cepas de estafilococos (nosocomiales o de la
comunidad) pueden expresar elevadas cantidades de exopolisacarido, debido a un
aumento en los niveles de expresion del operon icaADBC (responsable de la
produccién del exopolisacarido PI1A) (Melo y col., 2013; Greco-Stewart y col., 2013;
Freitas y col., 2018). Posiblemente, la cepa descrita anteriormente (SARM 15M)
mostrd in vitro elevados niveles de expresion del locus icaADBC, lo cual originé una
cepa altamente formadora de exopolisacarido. Estos resultados permiten afirmar que
los S. aureus tienen la capacidad de desarrollarse como biopelicula, y que bajo esta

condicién demuestran diferencias fenotipicas significativas.

Varios trabajos reportados en la literatura sefialan que las biopeliculas formadas
por estafilococos disminuyen la accion de los antimicrobianos ampliamente, debido a
que la matriz del exopolisacarido limita la difusion del farmaco hacia su interior por
su naturaleza anionica (la biopelicula retarda la entrada de antibidticos catidnicos
como los aminoglucésidos) (Cerca y col., 2005; Diemond-Hernandez y col., 2010).
Ademas, otros reportes avalan que la exposicion de estos microorganismos a
concentraciones subinhitorias de antibioticos (eritromicina y tetraciclina) pueden
inducirlos a que formen biopelicula (Qu y col., 2010; Del Pozo y Patel, 2013). Por lo
tanto, en el &mbito hospitalario, este fendmeno podria originar una subpoblacién de

cepas productoras de biopelicula debido a que el exopolisacérido restringe la entrada
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del antimicrobiano disminuyendo su concentracion, lo que estimularia a los

microorganismos a desarrollar la biopelicula.

Otro aspecto importante observado en esta investigacion fue el aumento en la
produccién de biopelicula inducida por la presencia de glucosa en las cepas
3MB, 54FN1, 2FN y 2FNB. En este contexto, O’Neill y col. (2007) y Laverty y
col. (2013) reportaron que el aumento en el desarrollo de biopelicula en aislados
de S. aureus es inducido por la glucosa, debido a que eleva los niveles de
expresion de las proteinas de unién a la fibronectina (FNBP). Estas proteinas,
igualmente que el PIA (principal componente del exopolisacarido en
estafilococos) participan el desarrollo de biopelicula en cepas de S. aureus
(O’neill y col., 2008. Sin embargo, en este trabajo las cepas 15M (SARM). y la
cepa control (+) (productora de biopelicula dependiente del PIA (Vazquez y col.
(2013)) disminuyeron considerablemente la formacion de biopeliculas bajo la
misma condicion. Es decir, la cantidad de exopolisacarido en las cepas descritas
anteriormente podria estar asociada a la disminucion de la expresion del PIA, de
las proteinas FnBP, o de ambas al mismo tiempo, en presencia de glucosa. En
consecuencia, esta investigacion deja en evidencia, que S. aureus es un
microrganismo que se adapta facilmente a condiciones ambientales externas,
caracteristicas que favorecen su persistencia y diseminacion en el entorno

hospitalario.

Finalmente, en este trabajo se pudo establecer que la formacion de
biopelicula es independiente de la susceptibilidad a la meticilina y la presencia o
no de glucosa. Es probable que la expresién de mecanismos que favorecieron el
desarrollo de exopolisacarido en las cepas estudiadas sea una condicion
inherente del microorganismo y que la misma esté regulada por factores propios
del microambiente bacteriano (pH, osmolaridad, temperatura, oxigeno,
nutrientes, etc.). En consecuencia, los resultados mostrados en esta investigacion
evidencian que en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del IAHULA del
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IAHULA reside una poblacién bacteriana con adaptaciones importantes al
ambiente y a los escenarios donde se desarrollan. Por lo tanto, la resistencia a la
meticilina y la formacion de biopelicula constituyeron las bases para el

establecimiento exitoso de S. aureus en el ambiente hospitalario.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

. La mayoria de las cepas de S. aureus procedieron de fosa nasal del personal
clinico

. Se demostrd la existencia de una elevada frecuencia de cepas SARM (52,2%)
presentes en portadores asintomaticos.

. La formacidn de biopelicula se observod en el 30,4% de las cepas de S. aureus.

. En los aislados de S. aureus formadores de biopelicula, la cantidad de
exopolisacarido producida por las cepas susceptibles y meticilinorresistentes
mostraron minimas, excepto la cepa SARM 15M.

. Los aislados de S. aureus formadores de biopelicula tuvieron la capacidad de
producir mas exopolisacarido en presencia de glucosa, excepto la cepa SARM 15M
y el control (+).

. Se establecio que la formacion de biopelicula S. aureus es independiente de la
susceptibilidad a la meticilina y la presencia o no de glucosa

. Estos resultados sugieren que la resistencia a la meticilina y la formacion de
biopelicula fueron condiciones que favorecieron la colonizacion del personal
clinico por cepas de S. aureus, los cuales a su vez pudieron originar infecciones

asociadas a la atencién sanitaria.
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RECOMENDACIONES

Aplicar o mejorar las medidas de contenciébn como el correcto lavado de
manos, uso de guantes, tapabocas y una adecuada asepsia en la aplicacion de
procedimientos invasivos o de diagnostico durante la atencion sanitaria.
Realizar una adecuada limpieza y una correcta asepsia de las areas y
superficies de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal.

Realizar periddicamente estudios microbiolégicos para la deteccion de
microorganismos que se encuentren circulando en la UARN, asi como en
otras &reas de servicio.

Estudiar la presencia de otros mecanismos de resistencia en las cepas
analizadas para determinar nuevas estrategias terapéuticas en el control de
infecciones asociadas a la atencion sanitaria.

Evaluar patrones de susceptibilidad y resistencia ante otros antimicrobianos
para estudios posteriores.

Planificar estrategias para el empleo adecuado de antibioticos, ya que su uso
no ha sido el adecuado en los ultimos tiempos, teniendo esto como

consecuencia la aparicidén de nuevos mecanismos de resistencia.
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ANEXOS

Anexo 1. Metodologia para la determinacion de la susceptibilidad a la meticilina

Tomar con un his i jrransfcrir 0.2ml del ._.'.:.:.:.:
esteride 324 e 3 Bl ',r moculo estandarizado du ] i
colonias o IR N | en otro tubo con 1.8ml * B .s
’ de sol. salina estenl
05063 f En el llenado de la Smant
. ey Card se utiliza la dilucion
‘ comparar con el patron preparada anteriormente
0.5 de McFarland .

.
= e Introductr en el myector/
lector/mcubador por 6 horas
T e w—
Transferir 2 ml de solucion Verificar los resultados

sahna estenl a un tubo

Cepas que presenten crecimiento frente al
Cefoxitin a concentraciones > a 4pug/ml
se consideran SARM segun criterios del

CLSI 2018.
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Anexo 2. Metodologia para la deteccion de biopelicula en S. aureus

Sa transfisrs con vn =8 becteriologica da 3 a4 colondas da cada cepa & un tubo cond mil
da caldo TS ¥ =2 compara con 2l patron 0.5 da McFarland

Sa datermyinen las densidade: opticas O glcanzadss por cads vna de s cepas

Adicioner 100 ul. da cada vna da los inoculos & cada
pozo d2 12 placa da polisstiteno pers det=rminer 12
concentracion calular v lesron &l aspactrofotomstin s 630
T

Los indculos bactariznos obtenidos on ol procedimisnto anterior za vtilizarsn pers 2l
sstudio d= 13 formacion da biopslicula

Adicionsr 150 pl d=l inooulo 2 cads poco
da 12 placss incobera 37C por 24 h

Verificar el cracimisnto becterizno en ol espactrofotometro 2 630 nam,
Drzzcartsr o] madio da coltive, lver 1z placs con agna destilads v dejar secer

Adicionsr a cads pozo 200 pl d= oriztal-
violeta 2l 1 % v dajar por 20 minstos

Droscarter ol excseo de colosanta v laver 12 placa con agua destilads por inmersion
1z formacion firme da boton adherido sl fondo dal pozo 22 considers comD tna

prucha positiva pera la produccion da biepelicula
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