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RESUMEN

Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii 'y Staphylococcus sciuri se
encuentran clasificados dentro del grupo de los Estafilococos Coagulasa Negativos
(ECN). Los ECN estan entre los principales agentes causales de enfermedades asociadas
a la atencién de la salud, principalmente bacteriemias relacionadas con el uso de catéter.
El principal factor de virulencia descrito para los ECN es la capacidad de producir
biopelicula, en donde su formacion estd asociada a la colonizacién de dispositivos
médicos y a un incremento en la resistencia a los antibidticos. El objetivo de este trabajo
fue caracterizar la formacién de biopelicula, los genes asociados a esta produccion, la
resistencia a meticilina, el tipo de SCCmec, la relacion genética de los aislamientos y la
determinacién del perfil de susceptibilidad a los antibiéticos en células plancténicas y de
biopelicula en aislamientos clinicos de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri. El estudio incluy6
a 67 aislados de S. hominis, 23 S. cohnii y 11 S. sciuri provenientes de especimenes
clinicos. La resistencia a la meticilina se evalué con la prueba de disco de cefoxitina. La
deteccion del gen mecA y SCCmec se realizd por PCRs multiples. La relacion genética se
determind por electroforesis en gel de campos pulsados. La formaciéon de biopelicula se
evalué por tincion con violeta cristal y se determiné el indice de biopeliculas (IB). La
susceptibilidad a los antibiticos de las células planctonicas (concentracibn minima
mhibitoria, CMI) y las células del biopelicula (concentracion minima de erradicacion de
biopelicula, CMEB) se determinaron por el método de dilucién en caldo. Los resultados
indicaron que mas del 85% de los aislamientos fueron resistentes a la meticilina y
presentaron el gen mecA positivo. De los aislamientos mecA positivos, mas del 66%
presentaron un tipo de SCCmec diferente al descrito para S. aureus. La clonalidad en
general fue baja, pero se detectaron al menos tres clonas en cada especie, las cuales
incluyeron de dos a ochos aislamientos. Mas del 80% de los aislamientos se clasificaron
como productores de biopelicula y el 91% de los aislamientos de S. hominis presentaron
una fuerte produccion de esta. Mas del 60% de los aislamientos presentaron el gen icaD.
Se observd que a mayor IB, mayor fue el valor de CMEB respecto al de CMI para
amikacina, vancomicina, linezolid, oxacilina, ciprofloxacina y -cloranfenicol. En
conclusion, los aislamientos de Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii 'y
Staphylococcus sciuri presentaron una frecuencia alta de resistencia a meticilina y a otros
antibidticos. La mayoria de los tipos de SCCmec detectados fueron diferentes a los
descritos para S. aureus. Se encontré baja clonalidad. Los resultados indican que las tres
especies son formadoras de biopelicula y S. hominis es un productor fuerte. La produccion
de biopelicula se asocié con un incremento en la resistencia a los antibiéticos.
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ABSTRACT

Staphylococcus hominis, Staphylococcus and Staphylococcus cohnii sciuri are
classifitd in the group of Coagulase-Negative Staphylococci (CoNS). CoNS are
associated with health care infections, mainly bacteremia associated with catheter. The
major virulence factor described for CoNS is the abilty to produce biofilm. Biofilm
production is associated with the colonization of medical devices and an increase in
antibiotic resistance. The aim of this study was to characterize the biofilm formation,
genes associated with this production, methicillin resistance, SCCmec type, genetic
relatedness and antibiotic susceptibility in planktonic cells and biofilm cells in clinical
isolates of S. hominis, S. cohnii and S. sciuri. The study included 67 S. hominis, S. cohnii
23 and 11 S. sciuri isolates from clinical specimens. Methicillin resistance was evaluated
by the cefoxitin disk test. mecA and SCCmec were detected by PCR multiplex. Genetic
relatedness was determined by pulsed field gel electrophoresis. Biofilm formation was
assessed by crystal violet staining and biofilm index (IB) was determmned. The antibiotic
susceptibility of planktonic cells (minimum inhibitory concentration, MIC) and biofilm
cells (minimum biofilm eradication concentration, MBEC) were determined by the broth
dilution method. More than 85% of the isolates were resistant to methicillin and mecA
gene positive. mecA positive isolates. Among mecA-positive isolates, the 66% presented
SCCmec non-typeable. In the main, the clonality was low, however at least three clones
were found in each species, which included two to eight isolates. Over 80% of isolates
were classified as biofilm producers and S. hominis presented 91% of the isolates as strong
producers. Over 60% of the isolates presented the icaD gene. Higher BI and MBEC values
than the MIC values were observed for amikacin, vancomycin, linezolid, oxacillin,
ciprofloxacin, and chloramphenicol. In conclusion, S. hominis, S. cohnii and S. sciuri
presented a high rate of resistance to methicillin and other antibiotics. Most of the detected
SCCmec types were different than those described for S. aureus. isolates indicated low
clonality. The results indicate that the three species are biofilm producers and S. hominis

is a strong producer. Biofilm production is associated with increased antibiotic resistance.
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1. INTRODUCCION

Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii 'y Staphylococcus sciuri se
encuentran clasificados dentro del grupo de los Estafilococos Coagulasa Negativos
(ECN). Los ECN estan entre los principales agentes causales de un amplio espectro de
infecciones nosocomiales, entre las que se encuentran la endocarditis, osteomielitis,
endoftalmitis posquirdrgica, y bacteriemias; todas ellas asociadas principalmente al uso
de dispositivos médicos como catéteres intravenosos, de didlisis peritoneal, vélvulas
cardiacas, entre otros (Casey et al. 2007; Rogers et al. 2009). Los centros para el control
y prevencion de enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos
reportaron en 2008 que los ECN fueron el grupo de microorganismos aislados con mayor

frecuencia en distintas infecciones nosocomiales (Hidron et al. 2008; Magill et al. 2014).

El principal factor de riesgo que predispone a una infeccion causada por alguna
especie de los ECN es el uso de dispositivos médicos. Los pacientes con cancer tienen
predisposicién a presentar una infeccién por este microorganismo, debido al uso constante
de dispositivos que son necesarios para la administracion de quimioterapia. En general,
todos los individuos con un sistema inmunolégico deficiente como los neonatos, pacientes
trasplantados o con patologias propias del sistema inmune estdn en riesgo de cursar por

una infeccién causada por alguna especie de ECN (Becker et al. 2014).

En la literatura no se cuenta con reportes de estudios sobre los factores de virulencia
especificamente de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri; sin embargo, existen trabajos donde
se investigaron los factores de virulencia, de manera conjunta entre las especies de los
ECN, en los que se determind que este grupo de microorganismos es capaz colonizar,
lesionar y destruir los tejidos del hospedero, ademas de evadir la respuesta primaria del
sistema inmunolégico y producir moléculas de adhesion asociadas a la fijacion del

microorganismo hacia ciertas protefnas de la célula hospedadora (Rogers et al. 2009).



Cabe destacar que el principal factor de virulencia descrito para los ECN es la capacidad
de producir biopelicula. Este factor de virulencia permite la adhesion de los
microrganismos hacia los materiales de los que estdn hechos los dispositivos médicos,
como el poliestireno y la acumulacién de células bacterianas asi como a la nutricion de
las mismas (Becker ef al. 2014; Osman et al. 2015). El nivel de produccion de biopelicula

de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri ain no ha sido definido en la literatura.

Uno de los problemas que dificulta el tratamiento de las infecciones por los ECN,
es la elevada frecuencia de resistencia alos antibiticos. La resistencia a meticilina y a un
amplio ndmero de antibiéticos en los ECN se asocia a la presencia de un fragmento de
DNA exdégeno llamado casete cromosémico estafiloccico mec. Se ha reportado la
presencia del SCCmec en los ECN con una frecuencia a nivel mundial del 75% al 90%

(Hanssen y Ericson Sollid 2006; Zong et al. 2011).

La formacion de biopelicula ademds de asociarse con la colonizacién de dispositivo s
médicos, también se ha asociado a un incremento en la resistencia a los antibidticos, este
hecho se ha reportado en algunas especies bacterianas incluidas algunas de ECN (Hoiby
et al. 2010; Qu et al. 2010; Sommerfeld Ross er al. 2012).

Algunos estudios reportaron que la resistencia a los antibiticos en células
formadoras de biopelicula es de 100 a 1000 veces mayor que en células plancténicas de
bacterias Gram negativas (Davies 2003; Tre-Hardy et al. 2008; Hoiby et al. 2010). El
tratamiento con antibidticos basado en los resultados de las pruebas de susceptibilidad in
vitro disefiados para las células planctonicas, en ocasiones no logra erradicar las
infecciones por ECN productores de biopelicula, resultando en infecciones crénicas y la
necesidad de retirar los dispositivos médicos colonizados en donde algunos requieren
extirpacion quirdrgica. Por lo tanto, para este tipo de infecciones serfa mds apropiado
basar el tratamiento en los perfiles de susceptibilidad de los ECN dentro de la biopelicula
(Qu et al. 2010; Sommerfeld Ross et al. 2012).



2. ANTECEDENTES

Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii y Staphylococcus sciuri

2.1 Generalidades y antecedentes historicos

S. hominis, S. cohnii'y S. sciuri son especies bacterianas de relevancia clinica a nivel
nosocomial y se encuentran clasificadas dentro del grupo de los ECN. Este grupo de
microorganismos incluye actualmente mas de 40 especies; sin embargo, solo algunas
tienen importancia médica, entre las cuales se encuentran Staphylococcus epidermidis, S.
haemolyticus, S. hominis, S. saprophyticus, S. cohnii, S. sciuri, S. lugdunensis y S.

warneri.

S. hominis y S. cohnii fueron descritos por primera vez en 1975y S. sciuri fue
descrito en 1976 por Kloos, y Schleifer tras algunos trabajos de investigacion sobre la
microbiota de piel de humanos (Kloos y Schleifer 1975; Schleifer 1975; Kloos 1976). En
1980, estos mismos investigadores reportaron a S. hominis como la segunda especie de
ECN mas abundante en la piel de humanos sanos, precedido solo por S. epidermidis
(Kloos 1980). En 1998, se describieron dos subespecies para este microorganismo: S.
hominis subsp. hominis y S. hominis subsp. novobiosepticus, en donde para esta ultima

surgié la hipdtesis de presentar una mayor resistencia alos antibidticos (Kloos et al. 1998).

Para S. cohnii también se han descrito dos subespecies de importancia médica: S.
cohnii subsp. cohnii y S. cohnii subsp. urealyticum, siendo esta udltima la asociada con
mayor frecuencia a infecciones intrahospitalarias complicadas debido a la resistencia a los

antibidticos (Schleifer 1975; Zong y Lu 2010).



S. sciuri fue considerado por muchos afios como un patdgeno oportunista de
animales principalmente de granja. Sin embargo, en la tdltima década el incremento de
infecciones asociadas al cuidado de la salud causadas por este microorganismo han
generado un mayor nimero de investigaciones de esta especie. Se han descrito dos
subespecies: S. sciuri subsp. sciuri y S. sciuri subsp. lentus, ésta ultima reconocida
principalmente como reservorio de genes de resistencia a los antibifticos y comin en
animales de granja (Kloos 1976; Couto et al. 1996; Couto et al. 2000; d'Azevedo et al.
2008).

2.2 Caracteristicas microbiologicas y habitat

Las especies incluidas en el grupo de los ECN comparten caracteristicas fenotipicas
que los identifican como cocos Gram positivos de aproximadamente 1.3 um de didmetro,
son catalasa positivos, coagulasa negativos y con excepcion de S. sciuri son oxidasa
negativos (Becker et al. 2014). Para su cultivo no se requieren de nutrientes especiales,
crecen bien en condiciones aerdbicas y en agar sangre, forman colonias circulares,
cremosas, blanquecinas, de bordes regulares y textura lisa, generalmente de 1-2 mm de
didmetro, tras una incubacion de 24 h a 37°C (Kloos y Schleifer 1975; Casey et al. 2007).
S. hominis, S. cohnii y S. sciuri comparten las caracteristicas ya mencionadas; sin
embargo, la observacion del Gram, del desarrollo colonial y de las pruebas bioquimicas
marcan las diferencias entre estas tres especies tal como se describe a continuacién

(Becker et al. 2014).

S. hominis. En la tincion de Gram las células se observan como cocos Gram
positivos, de 1.0 a 1.5 um de didmetro, inmdviles, no formadoras de esporas, con un
arreglo predominante en tétradas y ocasionalmente en pares. Las colonias en un agar
sangre se observan ligeramente elevadas del centro, y con la edad por lo general
desarrollan un borde biselado con mayor elevacion en el centro. Las colonias son de 3 a 4
mm de didmetro, lisas, sin brillo y pueden presentar un ligero pigmento amarillento o gris -
blanco. Las colonias mds antiguas (2-6 dias) presentan anillos concéntricos con

pigmentacion oscura. El desarrollo como anaerobio facultativo es limitado ya que solo un



bajo porcentaje de las cepas son viables en condiciones anaerdbicas. En aerobiosis este
microorganismo produce ripidamente 4cido a partir de glucosa, fructosa, maltosa,
sacarosa y glicerol. El 90% de las cepas producen 4cido a partir de trealosa, el 81% a partir
de turanosa, 60% a partir de lactosa, 52% partir de galactosa, y 51% de melezitosa. Solo
el 7% de las cepas producen 4cido a partir de manitol, y 10% a partir de manosa. Esta
especie no produce 4cido a partir de ramnosa, xilosa, arabinosa, ribosa, gentiobiosa,
celobiosa, xilitol, sorbitol, inositol, salicina, adonitol, dulcitol, arabitol, eritritol, eritrosa,
rafinosa, melibiosa, fucosa, tagatosa, lixosa, o sorbosa. S. hominis presenta resistencia a
la lisozima y son ligeramente resistentes a la lisostafina (CMI: 100 a 200 pg/mL)(Kloos y
Schleifer 1975).

S. cohnii. En la tincion de Gram, se observan cocos Gram positivos de 0.5 a 1.2 ym
de didmetro, predominantemente por separado o en pares, las tétradas se encuentran con
frecuencia baja. Son células inmdviles y no formadoras de esporas. Las colonias son
ligeramente convexas y algunas pueden presentar centros deprimidos, circulares de 4.0 a
7.5 mm de diametro, textura lisa, brillante y por lo general sin pigmento. El 24 % de las
cepas puede desarrollarse en condiciones de anaerobiosis. Todas las cepas crecen bien en
los medios que contiene hasta 10% de NaCly un 64% de las cepas no tolera un 15% de
NaCl Todas las cepas presentan capacidad para crecer desde los 15°C hasta los 45°C;
solamente un 7% de las cepas no puede crecer a 45°C. El 31% de las cepas ha demostrado
una actividad hemolitica débil y el 55% de las cepas no produce hemélisis. Alrededor del
20% de las cepas producen débilmente fosfatasa y el 38% muestra actividad bacteriolitica.
Todas las cepas producen 4cido a partir de glucosa, fructosa, trehalosa, y glicerol en
condiciones aerdbicas. Alrededor del 80% de las cepas produce dcido a partir de manosa,
maltosa, y manitol. Algunas cepas producen acido a partir de la lactosa (31%) y xilitol
(38%). Muy pocas cepas pueden producir dcido a partir de sacarosa (12%) o galactosa
(10%). S. cohnii no produce 4cido a partir de ramnosa, xilosa, arabinosa, ribosa, turanosa,
gentiobiosa, celobiosa, melezitosa, sorbitol, inositol, salicina, adonitol, dulcitol, arabitol,
eritritol, eritrosa, rafinosa, melibiosa, fucosa, tagatosa, lixosa, o sorbosa. Todas las cepas

son susceptibles a lisostafina y resistentes a la lisozima (Schleifer 1975).



S. sciuri. En la tincion de Gram se observan cocos Gram positivos de 0.7 a 1.2 pum
de didmetro, no méviles, y no formadores de esporas, generalmente de manera individual,
en pares o tétradas. Las tétradas de células se observan con mayor frecuencia en S. sciuri
subsp. lentus. Las colonias de las dos subespecies son diferentes. S. sciuri subsp. sciuri en
un agar P desarrolla colonias de 7 a 11 mm de didmetro, circulares, lisas, brillantes y las
colonias envejecidas presentan elevacion del centro. El borde de las colonias del 86% de
las cepas es ligeramente ondulado. La mayoria de las colonias presenta un color gris-
blanco a amarillento. El pigmento se intensifica considerablemente durante el crecimiento
atemperaturas bajas (15 a20°C). Las colonias de S. sciuri subsp. lentus son mas pequefas
(2.2 a3 mm de didmetro), circulares, lisas, brillantes, de apariencia himeda y convexas.
El borde de las colonias del 67% de las cepas fue ligeramente ondulado. Todas las cepas
presentan colonias color blanco grisiceo. El crecimiento de S. sciuri. subsp sciuri en
condiciones aerdbicas se presenta en todas las cepas, y el 91% de las cepas pueden
desarrollarse en la porcion anaerobia de un medio semisélido de tioglicolato. EI
crecimiento de S. sciuri subsp. lentus se produce en condiciones aerdbicas y el 11% de las
cepas pueden desarrollarse en medio tioglicolato en anaerobiosis. Ambas subespecies
crecen bien con NaCl en concentraciones hasta del 10%, aunque S. sciuri subsp. lentus,
requiere mayor tiempo para su crecimiento, de 72 a96 h de incubacion. El crecimiento de
ambas subespecies es inhibido con concentraciones superiores al 15% de NaCl. El rango
de temperatura Optima de crecimiento es de 25 a 35°C. Esta especie tiene la capacidad de
reducir los nitratos y mostrar actividad débil de fosfatasa. En comparacién con otros
estafilococos, S. sciuri produce 4cido a partir de una gama muy amplia de hidratos de
carbono. Todas las cepas de esta especie producen acido en condiciones aerobias a partir
de D-(+)-glucosa, B-D-(-)-fructosa, D-(-)-ribosa, D-(+)-celobiosa, y D-manitol; ademas
un 68% de las cepas producen de pequefias a moderadas cantidades de 4cido a partir de
maltosa. Todos las cepas de S. sciuri subsp. sciuri produce acido de D- (+)-galactasa, D-
(+)-fucosa, sacarosa y glicerol. Todas las cepas de S. sciuri subsp. lentus producen 4cido
a partir de D-(+)-manosa, sacarosa, D-(+)-trehalosa, salicina, y B-gentiobiosa. El 91% de
las cepas de S. sciuri subsp.sciuri cepas producen acido a partir de D-(+)-trehalosa y B-
gentiobiosa, el 77% produce 4cido partir de D-sorbitol, 71% a partir de la salicina, un 49%

a partir de D-(+)-melezitosa, 37% a partir de L-(+)-arabinosa, 31% produce pequeias



cantidades de 4cido a partir de D-(+)-manosa, y 23% a partir de L-(+)-ramnosa. El 78%
de las cepas de S. sciuri subsp. lentus produce 4cido a partir de L-(+) arabinosa, D-(+) -
galactosa, a-lactosa, L-(+)-rhamnose, y D-sorbitol, y pequeiias a moderadas cantidades de
acido de D-(+)-fucosa y glicerol. Todas las cepas son resistentes a lisozima. El 27% de las
cepas de S. sciuri subsp. sciuri son susceptibles a la lisostafina (CMI: 25 a 50 pg/mL) y
el 73% presentan ligera resistencia a la lisostafina (CMI: 100-400 pg/mL). Todas las
cepas de S. scuiri subsp. lentus son susceptibles a la lisostafina (CMI: 12.5 a 25 pg/mL)
(Kloos 1976).

S. hominis, S. cohnii'y S. sciuri colonizan la piel y mucosas de humanos y S. hominis
es la especie predominante de estas tres. (Kloos 1980; Kloos et al. 1998). Se ha calculado
que en conjunto, las especies de ECN estin presentes en la piel de humanos sanos en una
cantidad que puede llegar hasta las 100,000 UFC/cm? de piel (Rogers et al. 2009). La piel
es el 6rgano mas grande del cuerpo humano y las diferencias en el espesor y densidad de
la piel, de los pliegues, de los foliculos pilosos y glindulas definen hdbitats distintos que
determinan la variacion y diversidad de la microbiota. La colonizacién de la piel por los
ECN es distinta de acuerdo a factores relacionados con la edad, por ejemplo, la poblacién
de ECN no es la misma en neonatos que en adultos. De acuerdo con datos de los primeros
estudios mediante cultivo y a los andlisis de metagendmica recientes, los ECN en general
prefieren los sitios corporales de mayor humedad. Tales sitios himedos incluyen las
axilas, el ombligo, la regidon inguinal, la glitea, la antecubital, la poplitea y la plantar.
Ademis, la porcion anterior de la nariz es colonizada constantemente por los ECN. Del
mismo modo, se pueden encontrar en la superficie ocular y la conjuntiva. Aun se
desconoce el beneficio que la colonizacién de los ECN pueda brindar al hospedero; sin
embargo, se ha demostrado que un subconjunto de serina proteasa Esp secretoras de
algunas cepas de S. epidermidis son capaces de inhibir y destruir células de S. aureus, y
asi prevenir la colonizacion y formacion de biopelicula de este importante patdgeno

(Rogers et al. 2009; Becker et al. 2014).



2.3. Epidemiologia molecular y transmision

La diversidad clonal varia entre las especies de los ECN y ha sido menos estudiada
que la de S. aureus. Mientras que la especie mas estudiada de los ECN S. epidermidis se
caracteriza por una pronunciada diversidad gendmica, otras especies de ECN, han
mostrado menor diversidad en la tipificacién por electroforesis en gel de campos pulsado s
(PFGE, por sus siglas en inglés) (Bouchami et al. 2011b; Szczuka et al 2014).
Actualmente, la tipificacién de secuencias multilocus (MLST, por sus siglas en inglés) ha
revelado que las clonas circulantes en el ambiente hospitalario presentan diferencias con

las circulantes en la comunidad (Zhang er al. 2013; Becker et al. 2014).

Diversos estudios sobre la epidemiologia molecular de los ECN han puesto de
manifiesto la recombinacién genética de los distintas clonas mediante la transferencia de
elementos genéticos moviles tales como el Casete Cromosomico Estafilococico mec

(SCCmec) (Caierao et al. 2004; Bouchami et al. 2011b; Zong et al. 2011).

Para la vigilancia a corto plazo de la transmisién hospitalaria de los ECN se
recomienda el estudio del genoma bacteriano completo mediante PFGE. La metodologia
por MLST se recomienda para la vigilancia de la evolucion de los cromosomas a largo

plazo y su distribucion geografica (Zhang et al. 2013; Becker et al. 2014).

En el caso de los ECN resistentes a la meticilina, se recomienda Ia tipificacién del
SCCmec. La secuenciacion del genoma completo mejorard drasticamente el conocimiento
respecto a la organizacién genética de las especies de ECN asi como su divergencia con

las especies de S. aureus (Jiang et al. 2012; Becker et al. 2014).

En comparacion con S. aureus resistente a meticilina (MRSA), se conoce mucho
menos de la epidemiologia molecular de los ECN. Sin embargo, los reportes de ECN
resistentes a multiples farmacos, asi como su capacidad de formar biopelicula y su posible

potencial para causar brotes se han reportado cada vez con mayor frecuencia.



La transmision intrahospitalaria y brotes causados por S. hominis, S. cohnii y S.
sciuri se ha reportado con frecuencia alta en unidades de cuidados intensivos,
particularmente en neonatos (Couto et al. 2000; d'Azevedo et al. 2008; Ruiz de Gopegui
et al. 2011). De igual manera que la mayoria de los patégenos asociados a la atencion de
la salud, los factores relacionados con la higiene de manos, la desinfeccion y/o
esterilizacion de instrumentacion médica y de superficies puede disminuir la transmisién

mtrahospitalaria y propagacion clonal de los ECN (Larson ef al. 1998).

2.4 Relevancia clinica y espectro clinico de infecciones

Debido a que los ECN forman parte de la microbiota normal de la piel de humanos,
durante mucho tiempo este grupo de microorganismos fue considerado solamente como
agentes contaminantes de medios de cultivos; sin embargo, desde hace dos décadas
emergieron a nivel mundial como importantes patdégenos oportunistas (Fleer y Verhoef
1984; Huebner y Goldmann 1999; Sarvikivi et al. 2008). Actualmente los ECN
representan uno de los principales agentes causales de un amplio espectro de infecciones
nosocomiales, entre las que se encuentran la endocarditis, la osteomelitis, la endoftalmitis
posquirtirgica, la bacteriemia; todas estas asociadas principalmente al uso de dispositivos
médicos como catéteres intravenosos, de didlisis peritoneal, vilvulas cardiacas, entre otros
(Huebner y Goldmann 1999; Chu et al. 2004; Casey et al. 2007). Los centros para el
control y prevenciéon de enfermedades (CDC)de los Estados Unidos reportaron en el 2008,
que los ECN fueron el grupo de microorganismos aislados con mayor frecuencia en

distintas infecciones nosocomiales (Hidron et al. 2008).

S. hominis, S. cohnii y S. sciuri, son especies aisladas con frecuencia de
hemocultivos provenientes de neonatos y pacientes con cdncer, es por ello que estos
microorganismos  se asocian  principalmente a bacteriemias en pacientes
mmunodeprimidos (Chaves et al. 2005; d'Azevedo et al. 2008; Palazzo et al. 2008; Al
Wohoush et al. 2011). También existen reportes aislados, pero cada vez con mayor

frecuencia, donde se asocia a estas tres especies como agentes causales de endoftalmitis y

endocarditis (Iyer et al. 2005; Cunha et al. 2007).



No hay datos de la incidencia y prevalencia de S. hominis, S. cohnii'y S. sciuri como
agentes causales de infecciones asociadas a la atencién de la salud, esto debido a que en
la mayorfa de los laboratorios clinicos, la identificacion se realiza solamente hasta nivel
de género agrupando a los ECN, y por consecuencia los datos con los que se cuenta

engloban a todas las especies de este grupo de microorganismos.

Los principales factores de riesgo que predisponen a una infeccién causada por S.
hominis, S. cohnii 'y S. sciuri es la hospitalizacién por tiempos prolongados, sobre todo en
las unidades donde los pacientes requieren el uso de dispositivos médicos como
ventiladores pulmonares, catéteres intravenosos, catéteres de didlisis peritoneal, asi como
los implantes permanentes vélvulas cardiacas y/o algin tipo de prétesis (Huebner vy
Goldmann 1999; Casey et al. 2007; Rogers et al. 2009). Los pacientes con cancer tienen
predisposicién a presentar una infeccién por este microorganismo, debido al uso constante
de dispositivos que son necesarios para la administracion de firmacos quimioterapéuticos.
En general todos los individuos con un sistema inmunolégico deficiente como los
neonatos, pacientes trasplantados o con patologias propias del sistema mune estin en
riesgo de cursar por una infecciéon causada por éstas tres especies de ECN (Chaves et al.

2005; Al Wohoush et al. 2011).

2.5 Factores de virulencia

En la literatura no se cuenta con reportes de estudios sobre los factores de virulencia
especificamente para S. hominis, S cohnii 'y S. sciuri; sin embargo, existen trabajos donde
se investigaron dichos factores de manera conjunta entre las especies de los ECN, en los
que se determind que este grupo de microorganismos es capaz de producir: lipasas,
toxinas-delta y proteasas las cuales contribuyen a la colonizacidn, lesién y destruccién de
los tejidos del hospedero respectivamente; enzima modificadora de 4cidos grasos que
inactiva los 4cidos grasos que se encuentran en la piel; 4cido poli-D-glutdimico que permite
la evasion de la respuesta primaria del sistema inmunologico; moléculas de adhesion
asociadas a la fijjacion del microorganismo hacia ciertas proteinas de la célula hospedadora

como la elastina, colageno, fibrinbgeno y fibronectina (Huebner y Goldmann 1999; Casey
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et al. 2007; Becker et al. 2014). Estos factores de virulencia y su asociacion genética se

enlistan en la tabla 1. Los factores de virulencia de los ECN son pocos comparados con

los de la especie patdgena S. aureus. Sin embargo, la produccién de biopelicula es

suficiente para que los ECN puedan colonizar y causar infecciones, por lo tanto este factor

de virulencia se describe como el principal de este grupo de microorganismos.

Tabla 1. Factores de virulencia de los Estafilococos Coagulasa Negativos (Rogers et al. 2009).

Factor de virulencia Mecanismos Gen (s)
Biopelicula Evasion del sistema inmunolégico y tolerancia a los
antibidticos
PIA Componente polisacdrido icaADBC
Aap Acumulacion de células de biofilm aap
Bhp Acumulacién de células de biopelicula php
DNA Estructura de biopelicula, nutrientes y transferencia ~ NA
horizontal de genes
Moléculas adhesinas Adherencia a proteinas del hospedero o a superficies
abibticas.
Aae Unién al fibrinégeno, vitronectina y fibronectina aee
AtIE Unién a la vitronectina atlE
Bhp Unién al poliestireno bhp
Ebp Uni6n a la elastina ebp
Emnp Unién a la fibronectina empB
Fbe (SdrG) Uni6n a la fibrin6geno sdrG
GehD Unién al coldgeno gehD
ScaA (Aae) Uni6n al fibrindgeno, vitronectina y fibronectina scaA
ScaB ligando desconocido scaB
SdrF Unién al coldgeno sdrF
SdrG (Fbe) Uni6n al fibrin6geno sdrG
Ssp-1 Unién al poliestireno desconocido
Ssp-2 Unién al poliestireno desconocido
acido teicoico Unidn a la fibronectina tagF, yibD
Otros factores Varios mecanismos
Peptidoglicano/acido Estimulacion de produccién de citoquinas tagF, femA
teicoico
Modulinas solubles en Induccién de citoquinas, modulacién del sistema psma, pmsp, psmo,
fenol inmunoldgico, dispersion de biopelicula psnry

Acido poli-D-glutamico

Toxina Delta

Exoenzimas

Acidos grasos
modificadores de enzimas

Lipasas
Proteasas

Evasion del sistema inmunolégico, apoyo en la
resistencia de antimicrobianos

Lesiones a las células del hospedero

Lesiones a las células del hospedero
Inactivacion de los dcidos grasos dela piel

Colonizacién de piel y heridas
Destruccién de los tejidos del hospedero

cap locus

hld
hld
desconocido

gehC, gehD
sspA, sspB, sspC
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2.5.1. Formacion de biopelicula

La biopelicula es una poblacion o comunidad de bacterias que viven en estructuras
organizadas en una interfase liquida. En una biopelicula las bacterias viven en grupos
celulares o microcolonias que estdn encapsulados en una matriz compuesta de una
sustancia polimérica extracelular (EPS), en la cual hay separaciones por canales de agua
abiertos que actian como un sistema circulatorio primitivo para el suministro de nutriente s
y la eliminacién de productos metabdlicos de desecho. Dentro de una biopelicula, cada
célula bacteriana ocupa un microambiente especffico, que se determina por las células
circundantes, la proximidad aun canal (los cuales determinan el pH, la disponibilidad de

nutrientes y de oxigeno) y la matriz de EPS (Davies 2003; Hall-Stoodley et al. 2004).

La capacidad de producir biopelicula le permite a las células bacterianas la
adherencia a los materiales inertes como el poliestireno, asi como la acumulacién de y
nutricion de las mismas (Christensen et al. 1985; Davey y O'Toole G 2000; Stewart y
Costerton 2001).

El espectro de enfermedades que involucran produccion de biopeliculas bacterianas
es amplio, en este se encuentran la colitis, vaginitis, uretritis, conjuntivitis, gingivitis y
otitis. Ademds, uno de los principales problemas asociados a las biopeliculas bacterianas
es la colonizacion dispositivos médicos, como sondas urinarias, catéteres arteriales y
venosos, respiradores, sigmoidoscopios, lentes de contacto, implantes (valvulas cardiacas,
marcapasos, dispositivos de asistencia ventricular, injertos vasculares sintéticos Yy stents),
protesis urinarias 'y protesis ortopédicas (como las articulaciones y los pasadores
artificiales) (Hall-Stoodley er al. 2004; Becker et al. 2014). Incluso la formacién de
biopelicula se ha asociado a la resistencia hacia los antibidticos (Stewart y Costerton 2001;
Davies 2003; Hoiby et al. 2010). De acuerdo con una publicacion de los Institutos
Nacionales de Salud de EE.UU. (NIH, por sus siglas en inglés), las biopeliculas son un
problema médico importante debido a que se asocian con mas del 80% de las infecciones

microbianas en el cuerpo (Hall-Stoodley et al. 2004).
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El primer paso para que los ECN puedan establecer la colonizacion y/o infeccidn,
es la adhesion. Esta adhesion puede ser hacia superficies de dispositivos médicos y
posteriormente a las células del hospedero. La formacion de una multicapa de biopelicula
sobre la superficie de un dispositivo médico de poliestireno se ha considerado como un
factor critico en la patogénesis de las infecciones exdgenas por ECN. S. epidermidis es la
especie recuperada con mayor frecuencia en infecciones asociadas a la produccién de
biopelicula y los mecanismos de este factor de virulencia han sido ampliamente estudiados
en esta especie. La infeccion por los estafilococos puede ser frecuentemente considerada
como endégena, es decir, causada por la propia microbiota del paciente. Esto
probablemente se produce durante de la insercion de un dispositivo en el cuerpo en donde
se inocula un pequeiio nimero de bacterias de procedentes de las mucosas o piel del

paciente (Davey y O'Toole G 2000; Djeribi et al. 2012).

Los miembros del género Staphylococcus producen diversas adhesinas proteicas y
no proteicas para mediar la adherencia de las células bacterianas hacia las superficies.
Entre las adhesinas proteicas se encuentran las proteinas ancladas covalentemente a la
superficie, también denominadas proteinas ancladas ala pared celular, proteinas asociadas

no-covalentemente a la superficie, éstas incluyen las autolisinas y proteinas de membrana.

Las adhesinas no proteicas son la adhesina intracelular de polisacarido (PIA),
también conocida como poli-N-acetilglucosamina (PNAG), asi como la pared de 4cidos

teicoicos y lipoteicoicos (Osman et al. 2015).

La actividad biolégica de PIA/PNAG en la formacion de biopeliculas y evasion del
sistema mmunoldgico estd determinada por su carga positiva, lo que resulta en la
desacetilacion parcial de los residuos N-acetilglucosamina, mediada por el gen icaB. En
S. epidermidis se ha determmado que la adhesion y la produccion de PIA / PNAG estdn
asociados en a los genes icaADBC, los cuales estdn organizados en un operdn. El gen icaA
confiere la actividad baja de transferasa a la N-acetilglucosamina. La coexpresion de la
enzima catalitica codificada por el gen icaA junto con la codificada por el gen icaD

incrementa  significativamente  la actividad y produccion de oligomeros de N-
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acetilglucosamina. El gen icaB codifica una enzima de superficie celular que cataliza la
desacetilacion parcial de los residuos de N-acetilglucosamina (Becker et al. 2014; Osman

et al. 2015).

Los genes del operon icaADBC se han identificado en aislamientos clinicos
productores de biopelicula de algunas especies de ECN ademis de S. epidermidis, tales
como S. haemolyticus y S. lugdunensis. Sin embargo, también se ha reportado que la
produccion de PIA/PNAG no ha correlacionado con la presencia del operon icaADBC en
aislamientos clinicos de S. capitis, S. hominis y S. warneri (Davey y O'Toole G 2000;
Becker et al. 2014).

2.6 Métodos de Identificacion

La mayoria de los laboratorios clinicos donde las pruebas se realizan de manera
manual, los ECN se identifican solo a nivel de grupo de especies, y para ello realizan una
tincion de Gram, una prueba de catalasa para identificar al género Staphylococcus, y la
prueba para diferenciar a la especie patdgena S. aureus del resto que pertenece a este
género, se realiza la prueba de coagulasa, si esta es negativa se reporta un ECN. Para
realizar la identificacién bioquimica a nivel especie, las pruebas que se realizan se basan
en la asimilacion de carbohidratos, y para ello se dispone en el mercado de una gran
diversidad de sistemas comerciales automatizados y semi-automatizados que ofrecen una
bateria de pruebas que contienen los diferentes sustratos por los cuales se pueden
discriminar las especies de este género. Entre los que se encuentran los sistemas Vitek,
MicroScan, Sensititre y API, donde este dltimo ha demostrado ser el sistema con menor
niimero de errores en la identificacién bioquimica de acuerdo a lo reportado en diversos
estudios, en los cuales la precision y exactitud de dichos sistemas comerciales han sido
evaluados y comparados entre si (Layer ef al. 2006; Brigante et al. 2008; Garza-Gonzale z
et al. 2010c).

Debido a la relacion filogenética que existe entre las especies del género

Staphylococcus, estas presentan una homologia en la asimilacion de los distintos
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carbohidratos, y esto es logico si se aborda la situacion desde el punto de vista que todas
ellas habitan en la piel y mucosas de humanos de manera normal, por lo que la
identificacion a nivel especie basdndose en pruebas bioquimicas representa un reto;
incluso en métodos automatizados. Adicionalmente, la identificacién de algunas especies
de ECN ha sido reportada como discordante cuando se compara con mé¢todos moleculare s

(Gilad y Schwartz 2007).

En cuanto a la identificacién molecular, se ha recurrido aensayos de PCR en tiempo
real y a la secuenciacion de los genes 16S rRNA, sodA, hsp60, rpoB y tuf para los cuales
también se han realizado trabajos de comparacién y de relacién filogénetica entre las
especies, ya que existe una alta homologia en algunos genes conservados para ciertas
especies del género (Martineau et al. 2001; Mellmann et al. 2006; Ghebremedhin et al.
2008).

Por lo anterior, y de acuerdo a los resultados de investigacion donde se comparan
los métodos fenotipicos con los moleculares, actualmente para lograr la identificacion a
nivel especie de los ECN, se recurre a la combinacién de pruebas bioquimicas y pruebas

moleculares, siendo el sistema APIy la secuencia 16S rRNA las pruebas mas utilizadas

(Heikens et al. 2005; Garza-Gonzalez et al. 2010c).

2.7 Resistencia a los antibidticos y el Casete Cromosémico Estafilocécico mec

(SCCmec)

Uno de los principales problemas que dificulta el tratamiento de las infecciones
causadas por S. hominis, S. cohnii y S. sciuri, entre otras especies de ECN, es la resistencia
elevada a diversos antibidticos que presenta este grupo de microorganismos (Fitzgibbon
et al. 2001; Petinaki et al. 2005; Koksal et al. 2009; Mulanovich et al. 2010). En particular,
estas tres especies cuentan con algunos reportes de resistencia a linezolid, un antibiético
de reciente aprobacion por la FDA (afio 2010) y que es considerado como de dltimo

recurso (Sorlozano et al. 2010; Ruiz de Gopegui et al. 2011).
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Desde 1960, con la aparicion de cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (SARM) al poco tiempo después de la introducciéon de este antibidtico en la
practica clinica, se prestd especial atencion al problema de la resistencia a los
antimicrobianos(Archer y Niemeyer 1994; Wu et al. 1996; Ito y Hiramatsu 1997; 1998).
Sin embargo, no fue hasta el afio 2000 que se eluciddé que la resistencia a la clase de
antibidticos beta-lactimicos estaba dada por una proteina llamada PBP2a la cual es
codificada por el gen mecA, el cual reside dentro de una especie de isla patdgena, que
corresponde a un fragmento de DNA exdgeno llamado casete cromosémico estafilocécico
mec (SCCmec), el cual en un principio, en el trabajo publicado por Katayama Y. y
colaboradores fue denommado solo como DNA de resistencia en S. aureus (Katayama et

al. 2000).

Con el paso del tiempo a la par de los constantes reportes de ECN como patégenos
emergentes en nosocomios y ademds multidrogorresistentes, se comenzé a estudiar este
grupo de microorganismos y se demostrd la existencia de este casete dentro de su genoma
(Mombach et al. 2007; Ibrahem et al. 2009; Garza-Gonzalez et al. 2010a; Garza-Gonzale z
et al. 2010b; Zong et al. 2011). Los resultados de trabajos de investigacion resientes
muestran evidencias que sustentan la hipdtesis de que este elemento genético fue
transferido de manera horizontal de los ECN hacia las cepas de S. aureus y no en sentido

contrario como se pensé en un principio (Hanssen et al. 2004).

La prevalencia de resistencia a la meticilina, el cual es marcador de la presencia del
SCCmec, se ha reportado mayor frecuencia en los ECN que en S. aureus, con tasas que
van del 75% al 90% a nivel mundial. (Hanssen y Ericson Sollid 2006). Entre las especies
de ECN que poseen el SCCmec se han descrito S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis,
S. conhii, S. capitis, S. sciuri, S. warneri, y S. saprophyticus (Jamaluddin et al. 2008;

Ruppe et al. 2009; Soderquist y Berglund 2009; Bouchami ez al. 2011a; b).
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2.7.1 Mecanismo de resistencia a los antibi6ticos P -lactamicos por la proteina
PBP2a

La resistencia a esta clase de antibidticos es nombrada cominmente como
resistencia a meticilina u oxacilina, la cual es conferida por una proteina de unién a la
penicilina, conocida como PBP2a y esta es codificada por el gen mecA. La proteina de
unién a la penicilina de manera normal posee un dominio con funcién de transpeptidasa y
otro dominio de unién a la penicilina. La funcién de transpeptidasa en indispensable en la
sintesis de la pared celular ya que se encarga de la unién de las cadenas de N-
acetilglucosamina y acido-N-acetimuramico que la integran; sin embargo, una vez que
un antibidtico PB-lactimico encuentra su blanco en el dominio de unién ala penicilina, esta
proteina pierde su funciéon de transpeptidasa por lo que la sintesis de la pared celular se
nterrumpe 'y entonces la célula bacteriana aumenta su presion osmética y se lisa. En
cambio, PBP2a tiene alterado el sitio de unién a los antibiéticos [-lactdmicos, por lo que
estos firmacos no reconocen el blanco, y entonces la proteina continua con su funcién
normal de transpeptidasa, por lo tanto el microorganismo es resistente a los antibiticos

B-lactdmicos (Pinho et al. 2001a; Pinho et al. 2001Db).

2.7.2 Estructura basica del SCCmec

Este casete es considerado un elemento moévil, puede medir entre 15y 67 kb de
longitud. De manera general presenta 4 caracteristicas bdsicas (figura 1):

e Sus extremos se encuentran flanqueados por repeticiones directas e inversas que
le permiten su integracién en un sitio homélogo del cromosoma.

e En suextremo 3’ posee un fragmento de lectura abierto llamado orfx

e Presenta un complejo de genes mec los cuales determinan la resistencia a
meticilina.

e Presenta un complejo de genes ccr responsables de la movilidad de este elemento

(Hanssen y Ericson Sollid 2006; Ito et al. 2007).
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Complejo de genes mec Complejo de genes ccr

J3 l J2 l J1

pUB110 Tnr54

N
A 4

orfX mecA
’ 18431 mecR1
mecl

ccrdz

Repeticiones directas/repeticiones invertidas

orfX Integrado en el extremo 3’

Figura 1. Caracteristicas basicas de la estructura del SCCmec IWG-SCC 2008).

La presencia de este elemento genético movil se ha demostrado en diversas especies
bacterianas, sin embargo el enfoque principal de este casete se centr6 en S. aureus donde
fue detectado y descrito por primera vez, asi mismo se han identificado diferentes tipos
de casete basados en la variedad de complejos de genes mec y ccr (Hanssen y Ericson

Sollid 2006).

Hasta la fecha, se han descrito once diferentes tipos SCCmec (I a XI) en S. aureus
(tabla 2), en base a las modificaciones en la region reguladora mecA (complejo mec), el
tipo de recombinasas cromosOmicas que posee el casete (ccrABI, ccrAB2, ccrAB3,
ccrAB4 'y ccrC), y en algunos los determmantes de resistencia dentro de las regiones de
unién. La combinacién de los complejos genéticos mecy ccr determinan el tipo de casete,
sin embargo aunque dos casete diferentes presenten esta misma combinacion, es decir que
correspondan al mismo tipo, pueden presentar variabilidad, y esta se encuentra dada por
las diferencias encontradas en las regiones de unién, anteriormente llamadas regiones de

“deposito de basura” IWG-SCC 2008).
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Tabla 2. Tipos de SCCmec descritos para S. aureus y las combinaciones de mec y ccr para cada tipo.

Tipo de Tipo de Tipo de
SCCmec mec ccr
I B 1
1| A 2
m A 3
v B 2
\Y% 2 5
VI B 4
Vi Cl 5
VIII A 4
X 2 1
X Cl 7
X1 E 8

2.7.3 Complejo de genes mec

Existen 5 diferentes tipos de complejos de genes mec descritos para S. aureus
clasificados como A, B, C, Dy E (figura 2). Todos los complejos contienen mecA, genes
reguladores el mecl y mecRI, ademds de secuencias de insercion 431. La expresion del
gen mecA esta regulada por dos proteinas, la codificada por el gen mecl la cual funciona
como represora y la codificada por el gen mecRI funciona proteina inductora de la
transcripcién. Cuando mecl se une a la regién promotora del gen mecA, la transcripcién
del gen mecA se reprime. Si se unen antibidticos P-lactimicos a mecRI, este gen libera un
polipéptido que tiene actividad de proteasa capaz de degradar la proteina represora de
mecl, como resultado se genera un aumento de la transcripcion del gen mecA. En algunos
complejos mec, los genes mecl y mecRI se suprimen o se truncan, esto es causado la
mayorfa de las veces por la integracion de las secuencias de insercion (Hanssen y Ericson
Sollid 2006; Ito et al. 2007). Por lo anterior, es importante sefalar que aunque Ia
transcripcion del gen mecA se encuentra bien regulada, un estudio reciente reportd una
cepa de S. aureus en la cual la resistencia a meticilina no se afectaba por la sobreexpresion
del gen represor, debido a que éste presentaba una mutacion que codificaba una proteina

no funcional (Oliveira y de Lencastre 2011).
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Figura 2. Clases de complejos mec descritos para S. aureus. mecl codifica un represor, mecR1I codifica un

inductor. Las flechas indican la direccién de la transcripcién. (Hanssen y Ericson Sollid 2006).

Aunque los diversos tipos de complejos de genes mec son determinantes en la
clasificacion de este casete, existe una nomenclatura establecida para los casetes que no
son portadores de este complejo de genes mec, pero que poseen otro tipo de genes que
confieren virulencia o resistencia a ciertos compuestos, como por ejemplo el casete
cromosomico estafilocécico capl, es nombrado asi por ser portador de un complejo de
genes capsulares, también dentro de este tipo de casetes se encuentra el casete
cromosoémico fur el cual es portador del gen de resistencia al dcido fusidico. El casete
cromosOmico estafilococico Hg es portador del gen que confiere resistencia a mercurio,
este tipo de casete ha sido identificado en S. aureus con un complejo de genes ccr diferente
al resto de los casetes y mismo que se encuentra adjunto a un casete cromosOmico
estafiloccico portador de mecA. Y para los casetes que son portadores de un gen cuya

funcion no ha sido descrita, la nomenclatura propuesta por el grupo internacional de
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trabajo en los elementos del casete cromosomico estafilococico indica que este debe
nombrarse seguido del nombre de la cepa donde fue identificado (Chongtrakool et al.
2006; IWG-SCC 2008; 2009).

2.7.4 Complejo de genes ccr

El complejo de genes ccr es otro elemento que es determmante del tipo de casete.
Se compone de uno o dos genes recombinasa sitio-especificos, y éstos son los
responsables de la movilidad de los SCCmec. Estos genes catalizan la escision y la

mtegracion precisa del lugar y la orientacion especifica de los elementos SCCmec.

Todas las proteinas codificadas por estos genes ccr tienen propiedades cataliticas en
el dominio N-terminal. Actualmente existen cuatro alotipos para los genes ccrA y ccrB

bien descritos y un solo alotipo de ccrC (figura 3).

alotipos Algtpos
cerdl ccrB1
. <0~ 50% homologia BZ homologia
homologia | ccrA2 < - cor: .
h < > = 70-82%
= 60-78% - @@TA @GJZ?OB ccrB3 =

ccrA4 ccrB4
<0~ 50% homologia <o ~ 50% homologia

ccrC

alotipo: ccrC1

homologia >87%

Figura 3. Representacion de la homologia entre los genes ccry sus alotipos en S. aureus

El gen recombinasa ccrC se asocia a la resistencia al mercurio y ademds se ha
encontrado en el casete tipo V de S. aureus (Ito et al. 2004). La combinacién de estos
alotipos determma el tipo de complejo recombinasa. Actualmente estdn descritos ocho

tipos de complejos recombinasa que se han identificado en SCCmec de S. aureus, los
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cuales se han designado con nimeros arabigos (IWG-SCC 2008; 2009). Cabe senalar que
el complejo de genes ccr se ha encontrado con una mayor diversidad que el complejo de
genes mec, tanto en S. aureus como en los ECN (Hanssen y Sollid 2007; Urushibara et al.
2011). Por anterior, la identificacién de este complejo presenta mayor dificultad; incluso,
se han desarrollado algunas herramientas bioinformaticas para tipificar los genes

recombinasa con mayor exactitud en base a su secuencia (Oliveira et al. 2008).

2.7.5 Regiones de union (J)

En la estructura bdsica del casete cromosdmico estafilococico se han identificado 3
regiones de unién. La regién de unién 1 se encuentra entre la regién cromosdmica derecha
y el complejo de genes ccr esta region presenta diferencias fundamentales en para la
identificacién basadas en la presencia de algunos genes. La regién de unién 2 se localiza
entre la regién de complejos de genes ccry la de los genes mec, y sus diferencias se basan
fundamentalmente en la presencia o ausencia de transposones o seudotransposones. La
regiéon de unién 2 se localiza entre la region de complejos de genes mec y el fragmento de
lectura abierto y las diferencias en esta regién se basan en la presencia o ausencia de

plasmidos.

Existe una nomenclatura propuesta para designar las diferencias entre los subtipos
determinados por las regiones de unién, y basicamente estas pueden nombrarse de 3
maneras distintas, dependiendo en que regién se basen las diferencias o de los elementos
que la componen. Por ejemplo si las diferencias se marcan en la regién de unién 1 estas
se designan el tipo de casete en nimeros romanos seguido de letras mindsculas. En cambio
si las diferencias son basadas en la presencia o ausencia de elementos genéticos mdviles
como los pldsmidos o transposones el tipo de casete designado con nimeros romanos se
escribe seguido de una letra maytscula, por ejemplo en el caso del tipo de casete IV y el
casete IVA Ia diferencia es que este dltimo es portador del gen plasmidico pUB110. La
ultima propuesta de nomenclatura incluye las diferencias en cada una de las regiones de

unién, en donde seguidos del tipo de casete, se representa con nimeros ardbigos el tipo de
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region de uniéon 1, 2 y 3 respectivamente (Hanssen y Ericson Solid 2006; IWG-SCC
2009).

2.7.6 Tipificacion del casete

Para llevar a cabo la determinaciéon del tipo de casete, se han desarrollado diferentes
estrategias metodolégicas, en las cuales de manera general consisten en identificar los
tipos de complejos de genes recombinasa y complejos de genes mec, ademas de detectar
la presencia de plasmidos y transposones que pueden encontrarse en las regiones de union,
y con ello establecer el tipo de casete con su subtipo correspondiente, esto se ha logrado
mediante el disefio de una serie de PCR’s muiltiples con cebadores que amplifican cada
region de iterés (Milheirico et al. 2007; Turlej et al. 2011). Desde el afo 2001 los
investigadores Ito y Oliveira propusieron estrategias de este tipo, sin embargo cuanto mas
tipos de elementos fueron identificados en los casete se hicieron necesarios el uso nuevos
cebadores para las regiones recién identificadas (Ito ef al. 2001; Oliveira y de Lencastre
2002). Entonces en el afio 2005 y 2007, Zhang y Kondo respectivamente sugirieron los
que hasta el dia de hoy constituyen los métodos mds completos para la tipificacion de

casete (Zhang et al. 2005; Kondo et al. 2007).

2.8 SCCmec de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri

Aunque la mayoria de los trabajos de investigaciéon sobre la distribucion de los
diferentes tipos de casete entre los ECN han sido exitosos, en estas tres especies no se ha
logrado observar dicha distribucién, ya que en estos estudios el casete cromosémico
estafilococico de estas especies es reportado como “no tipificable”, es decir cuando no
presentan uno o los dos elementos bésicos del casete, o con “nuevo casete”, cuando poseen
una combinacion diferente a la reportada en las especies de S. aureus (Garza-Gonzalez et
al. 2010a; Zong y Lu 2010; Bouchami et al. 2011b; Zong et al. 2011). Este hecho sugiere
que estas tres especies de ECN presentan diferentes tipos de complejos recombinasa y
genes mec, por lo tanto puede presentar un tipo de casete distinto a los descritos para S.

aureus.
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2.9 Resistencia a los antibiéticos y biopelicula

La resistencia a los antimicrobianos entre los Staphylococcus spp. se ha asociado
principalmente a elementos genéticos (Hanssen y Ericson Sollid 2006). Sin embargo,
existen reportes que sugieren un aumento en los niveles de resistencia a los antibidticos
asociada a la formacién de biopelicula (Davies 2003; de Allori et al. 2006; Frank et al.
2007).

Se ha reportado que las biopeliculas formadas por aislamientos clinicos de ECN
presentan un nivel extremadamente alto de tolerancia a multiples antibidticos. La
resistencia a los antibidticos en biopelicula de los ECN es probable que tenga multiples
causas que incluyen la insuficiencia de los antibidticos para llegar a las células de la
biopelicula dentro del polimero extracelular, un microentorno desfavorable para la
actividad antimicrobiana, el crecimiento bacteriano lento, la activacion de respuestas de
estrés dentro de la biopelicula o a la seleccion de las células resistentes por la exposicion
a los antibiticos en las biopeliculas (de Allori et al. 2006; Frank et al. 2007; Qu et al.
2010).

Se han realizado diversos estudios para comparar la susceptibilidad alos antibidticos
de las células de la biopelicula y planctonicas de bacterias Gram negativas, y se encontrd
que las células del biopelicula son 100-1000 veces mds resistentes que las planctonicas

(Bjarnsholt er al. 2007; Sommerfeld Ross et al. 2012; Gurung et al. 2013).

El tratamiento con antibifticos basado en los resultados de las pruebas de
susceptibilidad in vitro disefiados para las células planctonicas, en ocasiones no logra
erradicar las infecciones por ECN productores de biopelicula, lo que pueden resultar en
una infeccidn crénica y la necesidad de la extirpacion quirurgica de las dreas afectadas (de
Allori et al. 2006; Qu et al. 2010; Sommerfeld Ross et al. 2012). Por lo tanto, para este
tipo de infecciones serfa mas apropiado basar el tratamiento en los perfies de

susceptibilidad de los ECN dentro de la biopelicula. La necesidad de crear terapias
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eficaces para contrarrestar las infecciones asociadas a biopelicula representa un desafio

que es necesario atender con urgencia.

El nivel de produccion de biopelicula de S. hominis S. cohnii y S. sciuri atin no esta
definido, ya que en los pocos estudios realizados al respecto, los resultados han sido
discrepantes (de Allori et al. 2006; Garza-Gonz Lez et al. 2011; Szczuka et al. 2015). La
relacion entre la produccién de biopelicula y el posible incremento de la resistencia a los

antibidticos en estas tres especies aun no ha sido reportado.
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3. JUSTIFICACION

Los Estafilococos Coagulasa Negativos (ECN) son microrganismos aislados con
frecuencia en infecciones nosocomiales, principalmente como agentes causales de

bacteriemias.

Uno de los problemas para tratar las infecciones causadas por los ECN es la tasa alta
de resistencia a los antibidticos. En este grupo de microorganismos la resistencia a
meticilina y otros antibidticos estd asociada a elementos genéticos, principalmente a la
presencia del Casete Cromosémico Estafilocécico mec. Ademds, se ha descrito que el
nivel de resistencia a los antimicrobianos es mayor en las células de biopelicula que en las
plancténicas. Por lo tanto, el tratamiento con antibiéticos basado en los resultados de las
pruebas de susceptibilidad in vitro disefiados para las células planctonicas, en ocasiones

no logra erradicar las infecciones por ECN productores de biopelicula.

Tomando en cuenta que la formacién de biopelicula es el principal factor de
virulencia de los ECN y lo mencionado anteriormente, seria mds apropiado basar el

tratamiento antimicrobiano en los perfiles de susceptibilidad dentro de la biopelicula.

El cumplimiento de los objetivos y el andlisis de los datos obtenidos en este estudio,
permitird contribuir con informacidon nueva respecto a la utilidad de las pruebas estindares
de susceptibilidad in vitroen los aislamientos de Staphylococcus hominis, Staphylococcus

cohnii y Staphylococcus sciuri productores de biopelicula.
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4. HIPOTESIS

Los aislamientos clinicos de Staphylococcus hominis, Staphylococcus cohnii 'y
Staphylococcus sciuri presentan diferente perfil de susceptibilidad a los antibidticos,
diferentes tipos de SCCmec, de niveles de producciéon de biopelicula y presentan menor

susceptibilidad a varios antibioticos en las células de la biopelicula que en las

planctdnicas.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

Objetivo general

Caracterizar molecularmente y evaluar la susceptibilidad a los antibiticos en
células planctonicas y en biopelicula de aislamientos clinicos de Staphylococcus

hominis, Staphylococcus cohnii y Staphylococcus sciuri

Objetivos particulares

1. Identificar a nivel especie aislamientos clinicos de S. hominis, S. cohnii y S.
sciuri

Determinar la resistencia fenotipica y genotipica a meticilina.

Genotipificar el SCCmec.

Determinar la produccion de biopelicula.

Determinar la presencia de genes asociados a la produccién de biopelicula.

AN

Determinar el perfil de susceptibilidad a los antibidticos en células planctonicas
biopelicula.

7. Determinar la relacion genética entre los aislamientos de la misma especie.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio experimental

En este estudio se incluyeron aislamientos clinicos de ECN. Los aislamientos se
obtuvieron de la coleccion de cepas del Laboratorio de bacteriologia del Hospital
Universitario “Dr. José¢ E. Gonzilez” y del Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio
Alcalde”. Para el proceso de almacenaje de las cepas se asignd un numero a cada
aislamiento, se captur6 el tipo de espécimen clinico del cual fue recuperado y no se capturd
informacién de los pacientes. Por lo tanto, en este estudio se excluyeron los datos clinico s

y solo se evaluaron los datos microbiologicos resultantes de los experimentos.

El procesamiento de las cepas se realizd de acuerdo a las metodologias establecidas
para cumplir con cada objetivo. Durante el desarrollo experimental, manejo y
procesamiento de las cepas se siguieron los lineamientos establecidos en las Norma
Oficial Mexicana NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002 referente a Ila proteccion
ambiental-salud, ambiental-residuos peligrosos biolégico-infecciosos-clasificacion 'y

especificaciones de manejo

Criterios de inclusion
e Aislamientos clinicos identificados como ECN
e Aislamientos almacenados en crioviales con caldo Brucella con glicerol
e Aislamientos almacenados a -70°C

e Aislamientos transportados en crioviales con agar soya
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Criterios de exclusion
e Aislamientos que no fueron identificados como ECN
e Aislamientos rotulados inadecuadamente o con nimero ilegible
e Aislamientos de origen diferente a especimenes clinicos (veterinarios, superficies
hospitalarias, fomites, alimentos, etc)
e Aislamientos en condiciones inadecuadas de almacenamiento (fuera del medio de

cultivo indicado o almacenados por mis de una semana a temperatura ambiente).

Criterios de eliminacion
e Aislamientos identificados durante el estudio como especies diferentes a S.
hominis, S. cohnii y S. sciuri
e Aislamientos cuya identificacién bioquimica no presenté concordancia con la
identificacion molecular.
e Aislamientos que no se pudieron recuperar debido a la muerte del

microorganismo o a la contaminacién de la cepa por otro microorganismo.

6.2 Estrategia general

Los aislamientos se identificaron por sistema bioquimico a nivel de especie y se
incluyeron en el estudio todos los presuntivos de S. hominis, S. cohnii y S. sciuri. La
identificacién se confirmé por métodos moleculares. Posterior a la identificacién, se
realizd la deteccion de resistencia a meticilina por medio de un método fenotipico, asi
como la presencia del gen que codifica dicha resistencia (mecA) por PCR. En los
aislamientos donde se detectd resistencia fenotipica y genotipica a meticilina se procedi6
a la tpificacion del casete cromosémico estafilococico mec. Después se evalud la
produccién de biopelicula y los genes asociados a ésta. Posteriormente, los aislamientos
productores de biopelicula se les determind la susceptibilidad a los antibidticos de las
células plancténicas y de biopelicula. Portltimo, se realizd la determinacién de la relacion
genética entre los aislamientos de la misma especie para la deteccion de clonas y andlisis

de las mismas.
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6.3 Aislamientos clinicos

Se colectaron 303 aislamientos clinicos, provenientes de sangre o liquido
cefalorraquideo, que cumplieron con los criterios propuestos por la CDC y por la NOM-
045-SSA2-2004 como agentes causales de bacteriemia (Salud 2004; Hota et al. 2010).
Estos fueron recolectados en el Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” y
en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzilez” de la UANL desde el 2006 al
2014.

6.4 Identificacion

Para la identificacion se parti6 de la siembra de cada aislamiento en un medio no
selectivo, y a partir de un cultivo en fase exponencial, se realizaron pruebas fenotipicas y
extraccion de material genético para la identificacion molecular. La identificacion
definitiva se determiné tomando como pardmetro la concordancia entre los resultados de

la identificacion fenotipica con la identificacion molecular (Heikens et al. 2005).

6.4.1. Identificacion fenotipica

Cada aislamiento fue sembrado en agar sangre e incubado durante 24 h a 37°C. A
partir de los cultivos jovenes se realizaron las pruebas primarias de identificacion Gram,
catalasa, coagulasa, oxidasa; y de acuerdo a los resultados de estas pruebas los
aislamientos ECN se identificaron por pruebas bioquimicas a nivel especie por medio de
la galeria de asimilacién de carbohidratos del sistema API® Staph (BioMérieux®, Inc.,

Durham, USA), para lo cual se llevé a cabo el procedimiento indicado por el fabricante.

6.4.1.1. Gram

Se colocé una gota de solucién salina estéril sobre la superficie de un portaobjetos
limpio y seco, con un asa bacterioldgica se transfirid una colonia a la solucién salina y

este indculo se homogenizd, extendid y se dejé secar a temperatura ambiente. La
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preparacion se fij6 por calor y enseguida se cubri6 con cristal violeta por un minuto y se
enjuagd con agua, después se aplicd lugol, se dejé por un min y se enjuagd con agua, se
decoloré con una mezcla de alcohol-acetona 70:30 por 5 s, se enjuagd con agua y se agrego
safranina durante 1 min, se enjuagd con agua, se dejo secar a temperatura ambiente y

finalmente se observd al microscopio con los objetivos 40Xy 100X.

6.4.1.2. Catalasa. Prueba en portabjetos

Se colocd una gota de peréxido de hidrogeno al 30% sobre la superficie de un
portaobjetos limpio y seco, con un asa bacteriologica se transfiridé una pequefa cantidad
del crecimiento de una colonia a la gota del peréxido de hidrégeno y se observd para
comprobar el desarrollo de burbujas de oxigeno. La interpretacion de los resultados fue la
siguiente manera:

e Positivo > produccién de una gran cantidad de burbujas

e Negativo = ausencia de burbujas o muy escasa cantidad.

6.4. 1. 3. Coagulasa. Prueba en tubo

Se colocaron 0.5 mL de plasma en tubo limpio, en el cual se transfirid6 una pequefia
cantidad de colonia con un asa bacterioldgica y se emulsificd, se incubé a 35°C durante 4
horas, posteriormente se observo si hubo formacién de un codgulo inclinando suavemente
el tubo, si en este momento no se observaron codgulos, se reincubd el tubo a temperatura
ambiente y se tom0 lectura 18 horas después. La mterpretacion de los resultados fue de la
siguiente manera:

e Positivo > formacion de codgulo (cualquier grado)

e Negativo = no hay formacién de codgulo

6.4.1.4. Oxidasa. Método de Kovac

Se humedecié un papel filtro con 2-3 gotas de dihidroclorhidrato de tetra-meti-p-

fenilendiamina al 1% y en este se colocd y extendid una colonia de no mis de 24 horas,
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empleando un palillo de madera, durante los siguientes 10 segundos se observo en busca

de un cambio de color. La interpretacion de los resultados fue la siguiente manera:

Positivo > desarrollo de color violeta oscuro dentro de 10 segundos.

Negativo = ausencia de color

6.4.1.5 API® Staph

Preparacion de la galeria. Se llené cada pocillo de la cdmara con agua destilada (5

mL aproximadamente) para crear una atmdsfera humeda.

Preparacion del in6culo. Se realiz6 un precultivo en agar sangre el cual se incub6

por un periodo entre 18-24 h a 37°C, posterior a esto se verificO la pureza del
cultivo, con las colonias jovenes se prepard una suspension bacteriana homégenea
con una turbidez equivalente a 0.5 de McFarland, paraello se transfirieron de 3-5
colonias ala ampolla de API Staph Medium (extracto de levadura, bactopeptona,
oligoelementos, agua desmmeralizada, pH 7.0-7.4).

Inoculacién de la galeria. Con una pipeta se tomd la suspension bacteriana y se

rellené cada microtubo sin sobrepasar el nivel del tubo. Para las pruebas que se
llevan a cabo bajo una atmdsfera de anaerobiosis (arginina dihidrolasa y ureasa)
se rellenaron los microtubos hasta el borde de la cipula con aceite de parafina.

Finalmente se cerrd la cdmara y se incubé durante 18-24 ha 37°C.

Lectura e interpretacién de resultados. Después de la incubacion se agregd 1 gota

de los reactivos indicados por el fabricante para las pruebas de reduccion de
nitratos a nitritos, fosfatasa alcalina y Voges-Proskauer, posterior a esto la galeria
abierta se dejo a temperatura ambiente durante 10 minutos, trascurrido este tiempo
el resultado de cada prueba fue interpretado de manera visual de acuerdo al
esquema provisto por el sistema API® Staph (Figura 4a y 4b), y estos fueron

depositados en el software que se encuentra en la plataforma apiweb™M:
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http//apiweb.biomerieux.com/, en la cual aparece como resultado final la especie

ala que corresponde cada aislamiento.

Durante todo el proceso de identificacion bioquimica se empleé como control las

cepas ATCC de S. hominis 27844, S. cohnii 29974 y S. sciuri 29060

a)

"s"l"“"l e -

0 GLU FRU MNE MAL LAC TRE  MAN XLT MCL VP RAF XYL SAC MDG NA(: AQ H URE

b)

ISl 1] MR @“”IU

0 GLU FRU MNI AL AC TRE AAN XLT MEL NIT PAL vP RAF XYL SAC MOG NAG ADH URE

Figura 4. Esquema de colores para la interpretacién de las pruebas. a) pruebas negativas, b) pruebas

positivas.

6.4.2. Identificacion molecular

Para confirmar la identidad de los aislamientos que resultaron como S. hominis, S.
cohnii 'y S. sciuri mediante las pruebas bioquimicas, se realiz6 la amplificacion,

purificacién y secuenciacion de fragmento del gen 16S rRNA (Ghebremedhin ef al. 2008).
6.4.2.1 Extraccion de DNA genémico

A partir de un cultivo joven, se realizd una suspension de una asada de colonias en
200 pL de Tris-HC1 100 mM a la que se le afiadieron 150 g de lisozima. Esta suspensién
se dejo en bafio de agua a 37°C toda la noche (Bafio de agua LAB-LINE®, Imperial IV).
Posterior a la incubacion se afiadieron 200 pL. de TE 1X con SDS al 1% y 6 pL de
proteinasa K (10mg/mL) y se incubd a 55° por 2 h. Después se afadieron 250 uLL de fenol
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saturado, 250 uL de SEVAG (cloroformo-alcohol isoamilico) y 100 uL de TE 1X y se
agitd por inversion durante 5 min. Enseguida la mezcla se centrifugé a 14,000 rpm por 8
min (Centrifuga, MicroliteRF). La fase acuosa se transfirié a otro tubo, y el paso de la
extraccion con fenol saturado, SEVAG y TE 1X se repiti6. Una vez que se obtuvo por
segunda vez la fase acuosa, se le afiadieron 2.33 voliimenes de etanol absoluto en donde
se observé la formacién de la hebra de DNA. Esta se dejé precipitar a -20°C por 1 h.
Posterior a la precipitacion se centrifugd a 14,000 rpm por 5 min y el sedimento se lavo
dos veces con 350 pL. de etanol al 70%. El sedimento se dejo secar toda la noche, al
siguiente dia se resuspendié en 100 puL de TE 1X y se incub6 a 65°C por 15 min. El DNA

se cuantificd por espectrofotometria y se almacend a -20°C hasta su utilizacion.

6.4.2.2 Amplificacion del gen 16S rRNA

Se realizo6 una PCR de punto final empleando el material genético obtenido por el
método de lisis enzimdtica y con los iniciadores reportados previamente en 2004 por Pei
y cols.(Martineau et al. 2001). Las secuencias de los iiciadores empleados son las
siguientes: 16S rRNA-Forward 5’-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-3" y 16S rRNA-
Revers 5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’ (Eurofins MWG Operon, Huntsville,
AL, E.U.A)); los cuales generan productos de PCR =1500 pb.

Para la mezcla de PCR afiadieron: 10 ng de DNA, 1X buffer de reaccion NHs4 pH
8.8, MgCL 1.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, cada iniciador a una concentracién de 15 pMol y 2
U de Tag DNA polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.). Las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes: 1 ciclo de 3 min a 95°C para la desnaturalizacién
micial; seguido por 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 1 min, alineamiento a 50°C
por 1 min, elongacién a 72°C por 1 min y por dltimo 1 ciclo a 72°C por 1 min para la
elongacion final (Termocicladores: ‘“PCR Sprint, Hybaid; PxE 0.2 Thermal Cycler,
Thermo Electron Corporation y MultiGene, Labnet).

Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizd una

electroforesis convencional en un gel de agarosa al 1.5% empleando una cdmara de
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electroforesis Thermo Maxicell® Primo EC 340, el cual se sometid a 120 V por 45 min y
se tifid con bromuro de etidio (2 pg/mlL), se empled un marcador de peso molecular de
200-10,037 pb (HyperLadder™ 1, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.). Finalmente el
gel sereveld en un transiluminador con luz UV a254 nm empleando un fotodocumentador
UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom. Las imigenes fueron documentadas
en formato digital mediante el software Labworks™.

Enseguida se verific6 la presencia de los productos esperados mediante una electroforesis

convencional.

6.4.2.3. Purificacion del producto de PCR (16S rRNA)

Una vez que se confirm6 la amplificacién del producto esperado en la PCR del gen
16S rRNA éste se purificd por el método de precipitacion con etanol. Para realizar la
purificacion, cada producto de PCR (50 pL) fue transferido a un tubo Eppendorf de 1.5
mL con 5 pL de acetato de sodio 3 M pH 4.6 y 100 uLL de etanol al 95%. La mezcla se
homogeniz6 por agitacion con vortex y se mantuvo a -20°C durante 30-40 min. Se
centrifugd por 20 min a 14, 000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Se lavé con 300 pL de
etanol al 70% y se agit6 en vortex. Se centrifugd en frio por 10 min a 14, 000 rpm y se
descarto el sobrenadante. El sedimento se dejo secar a temperatura ambiente toda la noche.

Se resuspendié en 50 uL de agua estéril grado molecular.

6.4.2.4. Secuenciacion y analisis de datos del gen 16S rRNA

Una vez que los productos fueron purificados, se enviaron al Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) para su
secuenciacidon. Una vez obtenidas las secuencias, estas fueron alineadas e identificadas
mediante la Herramienta de Busqueda y Alineamiento Local Béasico (BLAST) disponible
en la plataforma del Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI):

http//blast.ncbi.nlm.nih.gov. Fueron identificados como S. hominis, S. cohnii y S. scirui

los aislamientos cuya secuencia presentd un porcentaje de homologia igual o mayor al

98% con esta especie dentro de la plataforma ya mencionada.
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6.5. Resistencia a meticilina

La resistencia a meticilina se determind por la prueba de difusién en disco con
cefoxitina, la cual ha sido recomendada por el CLSI (CLSI 2012a). La lectura de los
resultados fue de manera visual y la interpretacion de éstos fue de acuerdo alo estipulado
en el documento M100-S2 del CLSI (CLSI 2012b). Posterior a esto, se realizd6 la
determinacién molecular de la resistencia a meticilina mediante deteccion del gen mecA

por PCR de punto fmal.

6.5.1.Determinacion con disco de cefoxitina

A partir de un cultivo joéven en agar sangre se prepard un indculo en soluciéon salina por
suspension directa de las colonias, el cual se ajustd a una turbidez de 0.5 de la escala de
McFarland (1-2 x 108 UFC/mL aproximadamente). Enseguida se inoculé la suspension
preparada en agar Miieller-Hinton, con un hisopo estéril se estri6 de manera homogénea
en toda la superficie de la placa, se dej6 secar durante 3-5 minutos y con una pinza estéril
se coloco el disco de cefoxitina al centro de la placa. Se incub6é durante 24 ha 37°Cy se
midieron los halos de inhibicién. Para el control de calidad se emple6 la cepa de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. La mterpretacion fue de acuerdo a los siguientes
criterios (CLSI 2015):

Didmetro de la zona de inhibicién (mm)

Susceptible Resistente

>25 <24
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6.5.2.Determinacion del gen mecA

Con el DNA previamente extraido por lisis enzimdtica, se realizd una PCR de punto
final con los iniciadores reportados previamente en 2009 por Zhang et al..(Martineau et
al. 2001). Las secuencias de los iiciadores empleados son las siguientes: MecAl47-
Forward  5’-GTGAAGATATACCAAGTGATT-3’ y  MecAl47-Reverse  5’-
ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT-3’(Eurofins MWG Operon, Huntsville, AL,
E.U.A)); los cuales generan productos de PCR ~147 pb

Para la PCR se afadi6 10 ng de DNA auna mezcla de reaccion compuesta por 1X
del buffer de reaccion NH4 pH 8.8, MgChL 2.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, 1 U de Tag DNA
polimerasa (Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) e iniciadores a una concentracién de
0.046 pM.

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C para
la desnaturalizacién inicial; seguido por 10 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 45 s,
alineamiento a 65°C por 45 s, elongacion a 72°C por 1.5 min; y otros 25 ciclos a 94°C por
45 s, 55°C por 45 s, 72°C por 1.5 min; y por dltimo 1 ciclo a 72°C por 10 min para la

elongacion final.

Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizd una
electroforesis convencional en un gel de agarosa al 1.5% empleando una cdmara de
electroforesis Thermo Maxicell® Primo EC 340, el cual se sometid a 120 V por 45 min y
se tifid con bromuro de etidio (2 pg/mL), se empleé un marcador de peso molecular de
200 a 10,037 pb (HyperLadder™ 1, Bioline, USA Inc., Boston MA, E.U.A.). Finalmente
el gel se revelo en un transiluminador con luz UV a 254 nm empleando un
fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom. Las imdgenes

fueron documentadas en formato digital mediante el software Labworks™.
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6.6. Tipificacion del SCCmec

La determinacién del tipo de SCCmec se realizd mediante la amplificacion de los
complejos de genes mec y genes ccr por PCRs multiples tal como se describen en los

métodos de Zhang y Kondo (Zhang et al. 2005; Kondo et al. 2007).

6.6.1. Método de Zhang

Se realizaron cuatro PCR’s, tres muiltiples y una convencional, la primera de ellas
para determinar el tipo de casete, la segunda para la clase de mec, la tercera para el tipo

de ccr y la ultima para clase de ccrC.

Para las cuatro PCR’s los volimenes de reaccién se estandarizaron de la manera
siguiente: se afiadi6 10 ng de DNA a una mezcla de reacciéon compuesta por 1X del buffer
de reaccion NH4 pH 8.8, MgChL 2.5 mM, dNTP’s 0.8 mM, 1 U de Tag DNA polimerasa
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) y los iniciadores (Eurofins MWG Operon,

Huntsville, AL, E.U.A) se anadieron en diferentes concentraciones (Tabla 3).

Las tres primeras PCR’s (tipo de casete, mec y ccr) se realizaron bajo las siguiente s
condiciones de amplificacion: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la desnaturalizacion micial;
seguido por 10 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 45 s, alineamiento a 65°C por 45 s,
elongacion a 72°C por 1.5 min; y otros 25 ciclos a 94°C por 45 s, 55°C por 45 s, 72°C por
1.5 min; y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 10 min para la elongaciéon final.

Para la PCR convencional (determinacién de ccrC) las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la desnaturalizacion icial; seguido
por 35 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, alineamiento a 50°C por 45 s,
elongacion a 72°C por 45 s; y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 10 min para la elongacion

final.
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6.6.2 Método de Kondo y cols.

Se realizaron seis PCR’s multiples: M-PCR 1 y M-PCR 2, para determinar el tipo
de casete; M-PCR 3y M-PCR 4, para asignar el subtipo de casete en base a los elementos
contenidos en la regiébn de unién 1; M-PCR 5 y M-PCR 6 para identificar plasmidos y
transposones en la region de union 3. La secuencia de los iniciadores (Alpha DNA,

Montreal, Canadd) y regiéon de amplificacion se encuentran en la tabla 4.

Para M-PCR1la mezcla de reaccion se realizd con 10 ng de DNA, 1X del buffer de
reaccion NHs pH 8.8, MgCL 3.2 mM, dNTP’s 0.8 mM, 1.25 U de Tag DNA polimerasa
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A.) y 0.1 uM de cada iniciador. De M-PCR 2 a M-
PCR 5 la mezcla de reaccion fue igual que para la M-PCR 1, excepto por la concentraciéon
de MgCL que fue de 2 mM. Para la M-PCR 6 se empleé un kit de reaccién que incluye
Tag DNA polimerasa de alta eficiencia (Platinum®, Invitrogen, Foster City, CA, E.U.A),
y la mezcla de reaccion fue compuesta por 10 ng DNA, 1X de buffer de alta eficiencia
(Tris-HC1 20 mM pH 8, EDTAO.1 mM, DTT 1mM, glicerol al 50%), dNTP’s 0.8 mM,
MgSO4 2 mM, cada iniciador a una concentracion de 0.2 uM y 1.25 U de Tag DNA

polimerasa de alta eficiencia.

Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: para M-PCR 1, 1 ciclo de 2
min a 94°C para la desnaturalizacién inicial; seguido por 30 ciclos de desnaturalizaciéon a
94°C por 2 min, alineamiento a 57°C por 1 min, elongacién a 72°C por 2 min; y por ultimo
1 ciclo a 72°C por 2 min para la elongacion final. Para las M-PCR 2 a M-PCR 5 se
emplearon las mismas condiciones de amplificacion que en la M-PCR 1, excepto por la
temperatura de alineamiento que fue de 60°C. Para la M-PCR 6, 1 ciclo de 2 min a 94°C
para la desnaturalizaciéon icial; seguido por 10 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 15
s, alineamiento a 50°C por 30 s, elongacién a 68°C por 8 min; y otros 20 ciclos a 94°C por
15 s, 50°C por 30 s, 68°C por 12 min; y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 7 min para la

elongacién final



Tabla 3. Iniciadores empleados en la tipificacién del SCCmec por el método de Zhang y cols.

Iniciador Secuencia (5'-3") [uM] 2 (pb)P Especificidad
Tipo I-F GCTTTAAAGAGTGTCGITACAGG 0.048 613 SCCmec 1
Tipo I-R GITCTCTCATAGTATGACGTCC
Tipo II-F CGTTGAAGATGATGAAGCG 0.032 398 SCCmec 1
Tipo II-R CGAAATCAATGGTTAATGGACC
Tipo II-F CCATATTGIGTACGATGCG 0.04 280 SCCmec 111
Tipo II-R CCTTAGITGTCGTAACAGATCG
Tipo IVa-F GCCTTATTCGAAGAAACCG 0.104 776 SCCmec IVa
Tipo IVa-R CTACTCTTCTGAAAAGCGTCG
Tipo IVb-F TCTGGAATTACTTCA GCTGC 0.092 493 SCCmec IVb
Tipo IVb-R AAACAATATTGCTCTCCCTC
Tipo IVc-F ACAATATTTGTATTATCGGA GAGC 0.078 200 SCCmec IVc
Tipo IVc-R TTGGTATGA GGTATTGCTGG
Tipo IVd-F5 CTCAAAATACGGACCCCAATACA 0.28 881 SCCmec TVd
Tipo IVd-R6 TGCTCCAGTAATTGCTAAAG
Tipo V-F GAACATTGITACTTAAATGA GCG 0.06 325 SCCmec V
Tipo V-R TGAAAGITGTACCCTTGACACC
MecA147-F  GTGAAGATATACCAAGTGATT 0.046 147 mecA
MecA147-R  ATGCGCTATAGATTGAAAGGAT
mecl-F CCCTTTTTATACAATCTCGTT 0.08 146 mec clase A
mecl-R ATATCATCTGCAGAATGGG
IS1272-F TATTTTTGGGTTTCACTCGG 0.08 1,305 mec clase B
mecR1-R CTCCACGTTAATTCCATTAATACC
ccrAB-p2 ATTGCCTTGATAATAGCCITCT 0.08
ccrAB-a2 AACCTATATCATCAATCAGTACGT 0.08 700 certipo 1
ccrAB-a3 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT 0.08 1,000 ccrtipo 2
ccrAB-o4 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT 0.08 1,600  ccrtipo 3
ccrC-F ATGAATTCAAAGAGCATGGC 0.08 336 ccrtipo 5
ccrC-R GATTTAGAATTGICGTGATTGC

2 Concentracion del iniciador requerida para la reaccion de amplificacion

b Tamafio del producto esperado
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Tabla 4. Iniciadores empleados para la tipificacién del SCCmec por el método de Kondo y cols.

Iniciador

Secuencia (5’- 3°)

Genes o alelos

Producto (pb)

M-PCR 1
mAl TGCTATCCACCCTCAAACAGG mecA (mA 1-mA2) 286
mA?2 AACGITGTAACCACCCCAAGA
1 AACCTATATCATCAATCAGTACGT ccrAl-cerB ( 1-B¢) 695
3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT ccrA3-cerB ( 3-Bc) 1,791
Be ATTGCCTTGATAATA GCCITCT
4.2 GTATCAATGCACCAGAACTT ccrA4-ccrB4 (4.2- 1,287
34.2)
34.2 TTGCGACTCTCTTGGCGITT
R CCTTTATAGACTGGATTATTCAAAATAT ccrC(R-F) 518
F CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT
M-PCR 2
ml6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG mecA-mecl(mA7- 1,963
ml6)
IS7 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG mecA-1S1272 2,827
1S2(iS-2) TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT upstream de mecA 804
(mA7-1S7)
mA7 ATATACCAAACCCGACAACTACA mecA-1S43 1
upstream de mecA
(mA 7-1S2[iS-2])
M-PCR 3
1a3 TTTAGGAGGTAATCTCCTTGATG E007 en tipo 1.1ISCC 154
mec (1a3-la4)
lad TTTTGCGTTTGCATCTCTACC
4al TTTGAATGCCCTCCATGAATAAAAT CQO02 en tipo 458
V.1(IVa) SCCmec
(4al-4a3)
4a3 AGAAAAGATAGAAGITCGAAAGA
4b3 AACCAACAGTGGITACAGCTT MO0O01 en tipo 726
IV.2(I'Vb)
SCCmec(4b3-4b4)
4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT
4c4 AGGAAATCGATGTCATTATAA CROO8 en tipo 259
IV.30Vc) SCCmec
(4c4-4c5)
4c5 ATCCATTTCTCAGGAGITAG
4d3 AATTCACCCGTACCTGAGAA CDO002 en tipo 1,242
IV.40Vd)SCCmec
(4d3-4d4)
4d4 AGAATGTGGTTATAAGATAGCTA
M-PCR 4
kdpB1 GATTACTTCAGAACCAGGTCAT kdpBintypell.1(Ila)S 287
CCmec (kdpB1-
kdpB2)
kdpB2 TAAACTGTGTCACACGATCCAT
2b3 GCTCTAAAAGITGGATATGCG SAO1 en tipo I1.2 1,518
(IIb) SCCmec (2b3-
2b4)
2b4 TGGATTGAATCGACTAGAATCG

42



4b3 AACCAACAGIGGTTACAGCTT IEO3 en tipo L.3(IIE) 726
SCCmec orM001 en
tipo IV.2(I'Vb)
SCCmec (4b3-4b4)

4b4 CGGATTTTAGACTCATCACCAT

114-3 GTACCGCTGAATATTGATAGTGAT RNO06 en tipo 2,003
1L4SCCmec (114-3-
114-1)

14-1 ACTCTAATCCTAATCACCGAAC

3al ATGGCTTCA GCATCAATGAG Z004 en tipo 503
IL1SCCmec (3al-
3a2)

3a2 ATATCCTTCAAGCGCGTTTC

Sal ACCTACAGCCATTGCATTATG V024 en tipo 1,159
VSCCmec (5al-a2)

5a2 TGTATACATTTCGCCACTAGCT

M-PCR 5

ermA 1 TGAAACAATTTGTAACTATTGA ermA-CN030 o 2,756
CZ021 enJ2 region
tipo II.1(Ila) o tipo
HI.1SCCmec
(ermA 1-mN5)

cad4 ATTGCGATTCTTTCCGATATGG cadB-CN030o CZ021 1,540
in J2 regi6n tipo
I.1(ITa) o tipo
II.1SCCmec (cad4-
mN5)

M-PCR 6

antl CAGACCAATCAACATGGCACC mecA-ant(4") en 4,952
pUBI110(mA 1-antl)

pT181-2 AGGTTTATTGTCACTACAATTGA mecA- 7,406
tetKinpT181(mA1-
pT181-2)

mA 1 TGCTATCCACCCTCAAACAGG
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6.7. Produccion de biopelicula

Se realizd la determinacion semicuantitativa de la formacion de biopelicula
mediante la tincién con cristal violeta partiendo de los protocolos descritos previamente
(Christensen et al. 1985; Frank et al. 2007) Todos los aislamientos se ensayaron por
cuadruplicado en dos experimentos diferentes llevados a cabo en diferentes dias. Estos
ensayos se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano. En este ensayo

de realizd la correccidon del error de las tasas de crecimento mediante la determinacidon

del indice de biopelicula (IB).

Para la formacién de biopelicula los aislamientos se sembraron en agar sangre o
soya tripticaseina y se incubaron por 18-24 horas a 36° C. Se realiz6 la noculacion de
cada aislamiento en 5 ml de caldo soya tripticasa y se incubaron por 18-24 horas a 36°C.
Se prepar6 una dilucion 1:100 de los cultivos caldo soya tripticasa suplementado con 1%
de glucosa. Se colocaron 100 ul de cada cultivo diluido en cada una de las 4 celdas de la
placa (3 para la determmacion de biopelicula y 1 para la determmnacion de células
plancténicas) y se incubé 24 h a 36°C. Posterior a la incubaciéon se determiné la densidad
optica (DO) de las células planctonicas, para lo cual se transfirieron 100 ul de cultivo de
una de las cuatro celdas de cada aislamiento a una nueva placa y la densidad Optica se

midi6 a 600 nm.

Para determinar la densidad Optica de la biopelicula, se eliminaron las células
planctonicas del resto de las celdas en la placa original. Se realizaron dos lavados, el
primero con PBS pH 7.2 y el segundo con agua desionizada estéril y la placa se dejo secar
al are. Después se afiadieron 125 pl de cristal violeta al 0.1% a cada celda y se dejé por
10 min a temperatura ambiente. Posterior a este tiempo, se elimind la solucion de cristal
violeta. Enseguida se realizaron cinco lavados con PBS 1X pH 7.4. Después se afiadieron
200 pl de una mezcla etanol-acetona (70:30) y se dejé por 10-15 min a temperatura
ambiente para que la biopelicula se disolviera. Finalmente la placa se llevo a un lector de
placas de ELISA y se midi6 la densidad 6ptica a 570 nm. Para este ensayo se utilizaron

las cepas control de Staphylococcus aureus ATCC 29213 y Staphylococcus aureus BAA-



44. Fl indice de biopelicula se obtuvo de la relaciéon: DO de las células planctonicas entre
DO de las células de biopelicula. Para simplificar el andlisis de los datos se utilizd la
clasificacién ordinal para el nivel de biopelicula propuesta por Christensen y cols. DO <
0.120: no productor de biopelicula, > 0.120 a < 0.240: productor débil de biopelicula, >
0.240: productor fuerte de biopelicula.

6.8. Genes asociados a la produccion de biopelicula

Se realizO una PCR muiltiple para determinar la presencia de los genes icaA, icaB,
icaC, icaR e icaD utilizando el método previamente descrito (Arciola et al. 2005). La PCR
se prepar$ afiadiendo 10 ng DNA a una mezcla de reaccion compuesta de 1X del buffer
de reaccion NHs pH 8.8, MgCh 2.5 mM, dNTP’s 400 uM, 0.5 U Tag DNA polimerasa
(Bioline, USA Inc., Boston, MA, E.U.A) y los iiciadores (Instituto de Biotecnolo gia
UNAM, MO, México) se afnadieron en diferentes concentraciones (Tabla 5). Las
condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la desnaturalizacién
inicial; seguido por 50 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 30 s, alineamiento a 54°C
por 30 s, elongacién a 72°C por 1 min, y por udltimo 1 ciclo a 72°C por 2 min para la

elongacion final.

Tabla S.Iniciadores para la amplificacién de los genes genes icaA, icaB, icaC, icaR e icaD 'y cols.

Iniciador Secuencia (5'-3") [uM] 2 (pb)® Especificidad
icaR-F TAATCCCGAATTTTTGTGAA 1.6 469 icaR
icaR-R AACGCAATAACCTTATTTTCC
icaA-F ACAGTCGCTACGAAAAGAAA 1.0 103 icaA
icaA-R GGAAATGCCATAATGACAAC
icaD-F ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 0.6 198 icaD
icaD-R CGTGITTTCAACATTTAATGCAA
icaB-F CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 1.6 302 icaB
icaB-R AAAGICCCATAAGCCTGTTT
icaC-F TAACTTTAGGCGCATATGITTT 1.2 400 icaC
icaC-R TTCCAGITAGGCTGGTATTG

2Concentracion del iniciador requerida para la reaccion de amplificacion

b Tamafio del producto esperado
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6.9. Perfil de susceptibilidad a los antibidticos

Para determinar el perfil de susceptibilidad alos antibidticos en células plancténicas
se realizd el método de dilucién en caldo descrito por el CLSI en el documento MO7-

A11(CLSI 2015).

El perfil de susceptibilidad a los antibidticos en células de biopelicula se realizd
mediante la produccién de biopelicula en el dispositivo Calgary para su posterior
exposicion a diversos antibidticos segun lo descrito por Ceri et al., 2001(Cert et al. 1999;

Ceri et al. 2001). Para la interpretacion de los resultados se utilizaron los lineamientos

establecidos por el CLSI en el documento M100-S24 (CLSI 2015).

Los antibidticos y las concentraciones utilizadas se seleccionaron en base a lo
establecido por el CLSI y fueron adquiridos de la casa comercial Sigma Aldrich®
(Toluca, Estado de México). El perfil de susceptibilidad en células planctonicas y de
biopelicula, incluyeron la evaluacion de los antibidticos eritromicina, trimetoprima,
amikacina, vancomicina, linezolid, oxacilina, ciprofloxacina y cloranfenicol en

concentraciones de 0.06 a 1,024 ug/mlL.

6.9. 1. Susceptibilidad a los antibioticos en células plancténicas

Como primer paso todos los aislamientos fueron sembrados en agar Miieller-Hinton
y se incubaron por 24 h a 37°C. Por cada aislamiento se prepard una placa de 96 pocillos
(12 x 8) con diluciones seriadas de los antibidticos a evaluar. Las placas se llenaron
utilizando una pipeta multicanal con 200 pl. de la concentracion mas alta de
antimicrobiano en la primera celda de cada antibidtico. Posteriormente se afadid un
volumen de 100 pL. de caldo Miieller-Hinton en todos los pocillos con excepcion de los
que tienen los antibiticos con la concentracion mds alta y las diluciones se realizaron
haciendo pases consecutivos de 100 uL (2 ala 3,3 ala 4,4 ala 5 etc) de una celda a la

otra y se elimind6 100 pL de la dltima celda de cada antibidtico, de tal manera que antes
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del in6culo todas las celdas quedaran con un volumen total de 100 pL. Los dos ultimos

pocillos de la dltima fila se dejaron como controles negativos.

Posterior a la incubacion de los cultivos, se prepararon los indculos por suspension
de las colonias en 5 mL de solucién salina que se ajusté a una turbidez de 0.5 de la escala
de McFarland, enseguida se realizd una dilucién 1:10 en 15 mL de caldo Miieller-Hinton.
El in6culo final fue de 5 x 10° UFC/mL y enseguida (15 minutos antes tras su preparacion)
se transfirieron con una pipeta multicanal 100 pL. del in6culo a cada pocillo de la placa,

con excepcion de los controles negativos.

Las placas se incubaron a 37°C durante 16-20 horas. Para evitar diferencias de
temperatura en la incubacion de bloques de placas de microtitulaciéon no se apilaron méas
de cuatro a cinco placas dentro de la incubadora. Después del periodo de incubaciéon se
procedi0 a realizar la lectura de los resultados. La CMI se defini6 como la menor
concentracioén de antimicrobiano que a simple vista inhiba completamente el crecimiento
del microorganismo en estudio. La interpretacion de los resultados se realizd tomando

como referencia el crecimiento observado en los pocillos usados como control positivo.

Los controles positivos presentan una clara turbidez o un botén de al menos 2 mm
de didmetro. Para la lectura se utilizd un lector con espejo en el que se reflejé la parte
inferior de la placa de microtitulacién. Para el control de calidad se empleé la cepa de

Staphylococcus aureus ATCC 29213.

6.9. 2. Susceptibilidad a los antibioticos en células de biopelicula

Para determinar la susceptibilidad alos antibi6ticos en células de biopelicula se siguié
los ensayos previamente reportados (Ceri et al. 2001; Qu et al. 2010). La biopelicula
bacteriana se desarrollé en las clavijas de poliestireno en el Dispositivo de Calgary tras la
incubaciéon del cultivo en una placa de microtitulacion (MBEC ™ -Physiology y Genética,
Innovotech, Edmonton, AB, Canadd). Inicialmente, se prepar6 un indculo bacteriano el

cual se ajustd a una turbidez del 1.0 de la escala de McFarland y este fue diluido 1:50 (~
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108 CFU / mL) en caldo de soya tripticaseina con gluicosa al 1%. Para establecer la
biopelicula, se afiadieron 100 L del indculo a cada pocillo de una placa de microtitulacién
de 96 pocillos. A continuacion, se colocé la tapa y las clavijas de poliestireno quedaron
sumergidas dentro de los in6culos. El dispositivo ensamblado se colocé en un agitador a
150 rpm en una incubadora humidificada durante 18-24 h a 35 ° C. Después de la
incubacién, las clavijas de la tapa se enjuagaron dos veces con 100 uL de PBS para
eliminar las células no adherentes. La tapa se transfiri® a una nueva placa de
microtitulacion con 100 pL de las diluciones seriadas de antibidticos (1,024 pg / mL a
0:06 pg / mL) en caldo de Miieller-Hinton (MHB) y MHB con 1% de NaCl (para
oxacilina). Las placas de microtitulacién se incubaron a 35°C durante 24 h. Después de la
exposicion a antibidticos, la tapa se retird y las clavijas se lavaron dos veces con PBS.
Una vez lavada, la tapa con las clavijas se transfirid a una nueva placa de microtitulacién
con MHB (placa de recuperacién) la cual fue sonicada por durante 8 a 10 s a mixima
mtensidad en un ultrasonicador. (Branson 5800 lmpiador ultrasénico). La placa de
recuperacion se incubd durante 24 horas a 35°C. Se comprobé visualmente la turbidez en
los pocillos y la Concentracion Minima de Erradicacion de Biopelicula (CMEB) se defini6

como la concentracién minima de antimicrobiano que erradica la biopelicula.

La CMI y la CMEB se midieron en tres ocasiones diferentes. En el caso de no
presentar concordancia entre los valores, se realiz6 un cuarto ensayo. Para el andlisis de
datos se consideré como una diferencia significativa, cuando los aislamientos mostraron
un aumento de >2 veces la CMEB respecto de la CMI para amikacina, ciprofloxacino,
eritromicina, linezolid, oxacilina y trimetoprima, y un aumento de > 3 veces para
cloranfenicol. Esto fue establecido de acuerdo al rango aceptable de CMI para cada

antibidtico en el control de calidad de Staphylococcus aureus ATCC 25913

6.10. Determinacion de clonalidad: electroforesis en gel de campos pulsados

Para identificar y determinar la presencia de clonas, los aislamientos identificados
definitivamente como S. hominis. S. cohnii y S. sciuri fueron sometidos a PFGE. Se tom6

como referencia la metodologia sugerida para S. aureus (Chung et al. 2000; Murchan et
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al. 2003). Para los aislamientos de S. hominis se realizaron las modificaciones
recomendadas para esta especie. (Bouchami ez al. 2011b). El protocolo que se llevd acabo

fue el siguiente:

1" dia. Se sembraron los aislamientos en agar soya tripticaseina (TSA) en placa.

2° dia. A partir del cultivo anterior se inoculd una asada (una sola colonia) en 5 mL de

caldo triptona soya (TSB). Se incubaron hasta fase exponencial (16-18 h) a 37°C.

3" dia. Se fundi6 agarosa al 1.5% (Agarosa Certificada para Campos Pulsados, Bio-Rad,
Inc., CA, E.U.A.) con buffer TBE 0.5X en microondas y se mantuvo entre 40-42°C
mediante calentamiento en bafio de agua. Se prepararon 150 ul. de agarosa por cada
muestra. Se transfiri6 2 mL de cultivo liquido a un tubo eppendorf y se centrifugd por 5
min a 14,000 rpm. Se eliminé todo el sobrenadante sin remover la pastilla. Se afiadi6 a la
pastilla 1 mL de PIV frio, se agitd en vortex hasta disolver y se centrifugd por S min a
14000 rpm. Se preparé una mezcla de reaccion para la lisis celular: lisozima (Biotech, Bio
Basic, Inc., Ontario, Canadd), lisostafina (Sigma-Aldrich Co., EU.A)) y RNAsa
(Epicentre, Inc., Madison, WI, E.U.A.) a concentraciones de 10 mg/mL.

Reactivo Volumen necesario Cantidad a anadir

Lisozima 10 pL/muestra 0.1 mg/muestra
Lisostafina 10 pL/muestra 0.1 mg/muestra
RNAsa 5 pL/muestra 10 pL/muestra

Posterior a eso se anadi6 la mezcla a anadi6 las 3 enzimas al buffer EC que cambia
a EC-lisis y se dejo a temperatura ambiente (se prepard 1 mL de EC por muestra). Se
eliminé el PIV de cada tubo. Se anadi6 410 uL de PIV a cada muestra y se agité en vortex
para disolver la pastilla. Se colocaron 150 uL de agarosa fundida a cada tubo, uno por
uno, se agité en vortex, esto se realiza una muestra a la vez para evitar que solidifique la
agarosa. Para preparar un disco de agarosa: se colocé 35 pL de la muestra con agarosa

sobre un portaobjetos estéril forrado con papel parafilm (se preparé entre 5-7 discos por
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muestra). Se dejo enfriar los discos a temperatura ambiente por 5 min y se transfirieron a
un tubo de 15 mL. Se afiadi6 1 mL de EC-lisis al tubo y los discos se llevaron al fondo,
sin agitar en exceso para evitar que se rompan. Se incubé por 3 h a 37°C. Se prepar6 una
solucion ESP (1 mL por muestra): se afiadi6 1 mg de proteinasa K a 1 mL de ES. El
sobrenadante de EC-lisis se decant6 con una gasa estéril, teniendo cuidado de no desechar
los discos. Se afiadi6 1 mL de solucion ESP y se incubd toda la noche a 37°C (minimo

17h).

4° dia. La solucién se filir6 con una gasa estéril, y se afiadié 13 mL de TE 1X. Se agit6

por inversion 1 h, y los pasos 18 y 19 se repitieron 5 veces, posterior a estos lavados los

tubos con buffer TE 1X se almacenaron a 4°C hasta el siguiente dia.

5° dia. Se prepar6 el buffer para la restriccion 10X (Takara Bio Inc., Shiga, Japon) de la

siguiente manera:

Reactivo 1 reaccion
Buffer 10X (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 100 mM KCI, 0.1 5 uL
mM EDTA, 1 mM DTT, 0.15% Triton X-100, 0.01%
BSA, 50% Glicerol)

Agua estéril grado molecular 35 puL

Se transfirieron con pinzas los discos a un tubo eppendorf de 2 mL y se anadieron
40pL de buffer de restriccion (SIN ENZIMA) y se incubé a temperatura ambiente durante
30 min para atemperar. Se prepard por separado la enzima Sma I, para los aislamientos S.
cohnii 'y S. sciuri, y la enzima Xho I para los aislamientos de S. hominis (Takara Bio Inc.,

Shiga, Japon) de la siguiente manera:

Reactivo 1 reaccion
Buffer 10X SuL
Agua estéril grado molecular 33 uL
Enzima Smal/Xhol (10 U/uL) 2 uL
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Se colocaron los discos en las paredes del tubo eppendorf para poder sacar los 40
puL del buffer de restriccion sin enzima. Se afiadieron los 40 pL del buffer de restriccion

CON ENZIMA vy se incub6 toda la noche a 37°C.

6° dia. Se desinfectd el equipo (CHEF-DR® III Pulsed Field Electrophoresis Systems,
Bio-Rad) con agua destilada estéril y una pequefia cantidad de cloro (10 mL
aproximadamente) y se dejo por 20 min, se sacé el agua y se repetid el procedimiento pero
sin cloro. Se sacaron los discos de la incubacion, y se afiadieron 4 pl. de buffer de carga
10X que contiene: 0.9% SDS, 50% glicerol, 0.05% azul de bromofenol (Takara Bio Inc.,
Shiga, Japén). Se prepararon 7 L de TBE 0.5X. Se preparé el equipo, se verificé que no
tuviera corriente y se apagd la bomba.
Se prepar6 el gel de agarosa al 1% con 150 mL de buffer, y se preparé un excedente de
10 mL.
1. Los 5 L de TBE 0.5X se afiadieron a la cdmara y se dejo hasta que el equipo
alcanzara los 14°C
2. Se vacid la agarosa a la placa, se coloco el peine, y los 10 mL excedentes de
agarosa se dejaron en baifio de agua a 50°C
3. Los discos de agarosa se colocaron en el gel, el marcador de PM al principio y al
final, los pocillos se cubrieron con el gel con la agarosa que estaba a 50°C
4. El gel se colocé en el equipo y programaron las siguientes condiciones: primer
bloque T inicial 2 s, T final 20 s, tiempo de corrida 11 h; segundo bloque T micial
2s, T final 7 s, tiempo de corrida 15 h; voltaje 6 V, angulo 120.

7° dia. Se retir$ el gel del equipo y se tifié con bromuro de etidio 1 pg/mL. por S min y se

enjuagd con agua destilada, por dltimo se reveld en un transiluminador con luz UV a 254

nm (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3 Darkroom).

El andlisis del patron de bandas se realizO de manera visual tomando en cuenta los
criterios establecidos para esta técnica (Tenover et al. 1995); y con ello se cred una base
de datos la cual fue analizada por el programa estadistico SPSS® version 20, utilizando

el método de conglomeracion del vecino mds préximo con la medida binaria de Jaccard y
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como resultado final se obtuvo un dendograma, con el objetivo de establecer los
porcentajes de similitud entre los patrones de restriccion de los aislamientos para poder

determinar la presencia de clonas.

6.11. Analisis estadistico

Se realizd una prueba de andlisis de varianza (ANOVA) con la correccion post-hoc

Sidak para comparar las diferencias de las medias entre CMEB, CMI, y los valores de IB.

Un valor de p < 0:05 fue considerado estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS.

7.1. Identificacion

Los resultados de la identificacion fenotipica indicaron que de los 273 aislamientos
de ECN incluidos, el 37% (n=102) fueron S. epidermidis, el 25% (n=67) fueron S.
hominis, el 16% (n=44) fueron S. haemolyticus, el 9% (n=24) fueron S. cohnii, 4% (n=11)
fueron S. sciuri. Los otros 25 aislamientos pertenecieron a las especies de S. capitis, S.

xylosus, S. warneri, S. chromogenes 'y S. saprophyticus.

Los identificacién molecular de las especies S. hominis. S. cohnii 'y S. sciuri se
confirmé la identificacion de casi la totalidad de los aislamientos. Un aislamiento de S.
cohnii se descartd ya que presentd un porcentaje de identidad de 65%. Los aislamientos

incluidos en el estudio se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Aislamientos incluidos en el estudio de acuerdo a la identificacion definitiva.

Especie Espécimen clinico

S. hominis Sangre: n=67
n= 67

Sangre: n=13
S. cohnii

Catéter: n=7
n=23

Hueso: n=3

Sangre: n=6
S. sciuri Catéter: n=3
n=11 Hueso: n=1

Ascitis: n=1
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7.2. Resistencia a meticilina

La frecuencia de aislamientos resistentes a meticilina por la prueba de disco con
cefoxitina fue de 100, 85y 78% para las especies de S. sciuri, S. hominis y S. cohnii,
respectivamente. Todos los aislamientos que fueron resistentes fenotipicamente a

cefoxitina presentaron el gen mecA.

7.3. Tipificacion del SCCmec

Los resultados de la tipificacion del SCCmec para los aislamientos de S. hominis, S.
cohnii y S. sciuri se muestran en la tabla 7. De los aislamientos mecA-positivos de S.
hominis, el 66.7% (38/57) tuvo un nuevo tipo de SCCmec. De estos aislamientos con
nuevo tipo de casete todos presentaron un complejo mecA clase A. La combinacién con
ccrABI se encontré en 32 (56.1%) aislamientos, 4 (7%) aislamientos presentaron ccrABI
+ccrC, 1 (1.8%) aislamiento presentd ccrAB4 + ccrCy 1 (1.8%) aislamiento solo presentd
ccrC. De los 14 (24.6%) aislamientos con SCCmec no tipificables, 10 (17.5%) solo
amplificaron el complejo mecA clase A y otros 4 (7%) aislamientos no presentaron clase

de mec ni de ccr.

Entre los 18 (78.3%) aislamientos de S. cohnii que presentaron el gen mecA, el 50%
presenté un SCCmec nuevo, de los cuales todos tuvieron la clase A del complejo mecA.
De estos, 5 (27.8%) aislamientos presentaron las recombinasas ccrAB4 'y ccrC, 2 (11.1%)
aislamientos amplificaron parala ccrABl y 2 (11.1%) para la ccrC. Solamente 2 (11.1%)
aislamientos presentaron un SCCmec no tipificable, uno de estos no amplific6 ningtin

complejo recombinasa y el otro no presentd clase de mecA.

El total de los aislamientos de S. sciuri presentd el SCCmec. De los aislamientos
que presentaron un casete no tipificable (72.7%), 6 (54.5%) presentaron el complejo mecA
clase A y no amplificaron ninguna recombinasa y 2 (18.2%) aislamientos solamente

presentaron tipo de recombinasa (ccrAB4, ccrC) pero no clase de mecA.
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Tabla 7. Resultados de la tipificacion del SCCmec deS. hominis, S. cohniiy S. sciuri

Tipo SCCrmec S. hominis n=57 S. cohnii n=18 S. sciuri n=11
% (n) % (n) % (n)
NT 24.5 (14) 11.2 (2) 72.7 (8)
Nuevo 66.7 (38) 50 (9) 9.1 (1)
I 5.23) 0 (0) 9.1 (1)
I 0 (0) 5.5() 9.1(1)
11 1.8 (1) 0 (0) 0(0)
v 0 (0) 5.5(1) 0 (0)
VI 1.8 (1) 55() 0 (0)
VIII 0 (0) 22.3 (4) 0 (0)

NT: no tipificable

7.4 Producciéon de biopelicula y genes icaABDC

Los aislamientos S. hominis, S. cohnii 'y S. sciuri incluidos en este estudio mostraron
la capacidad para formar biopelicula sobre superficies de poliestireno. El 98.5% de los
aislamientos de S. hominis mostraron producciéon de biopelicula, de los cuales el 91%
mostré una produccion fuerte y el 7.5% una produccion débil de biopelicula. La media del
indice de biopelicula (IB) fue de 0.181, 0.360 y 2.542 para los no productores, productores
débiles y productores fuertes, respectivamente. El gen icaD se detect6 en el 100% de los
aislamientos productores de biopelicula y cuatro de esos aislamientos presentaron los

otros cuatro genes del operon icaABDC.

El 74 % de los aislamientos S. cohnii fueron positivos para la producciéon de
biopelicula, de los cuales el 22% se clasificaron como productores fuertes y el 52% como
productores débiles de biopelicula. La falta de produccion de biopelicula se observé en el
26% de los aislamientos. La media del indice de biopelicula (IB) fue de 0.239, 0.498 y
1.180 para los no productores, productores débiles y productores fuertes de biopelicula,

respectivamente. El gen icaD se detect en el 30% de los aislamientos productores de

55



biopelicula. El resto de los genes del operon ica no fue detectado en los aislamientos de

S. cohnii.

S. sciuri mostré que el 54% de sus aislamientos tuvieron la capacidad de producir
biopelicula. El 36% de estos aislamientos tuvo una produccion fuerte y el 18% una
produccién débil de biopelicula. Los aislamientos que no mostraron producciéon de
biopelicula representaron el 46%. La media del indice de biopelicula (IB) fue de 0.295,
0.529 y 2.981 para los no productores, productores débiles y productores fuertes,
respectivamente. Todos los aislamientos de esta especie fueron negativos para los genes

del operon icaABDC.

7.5. Susceptibilidad a los antibioticos en células plancténicas y de biopelicula

La frecuencia de resistencia alos antibiticos fue mayor en las células de biopelicula
que en las células planctonicas para la mayoria de los antibioticos evaluados en S. hominis,
S. cohnii y S. sicuri. (Figura 5). Particularmente los aislamientos de S. hominis mostraron
un incremento en el nimero de aislamientos resistentes a los antibidticos en células de
biopelicula, principalmente para eritromicina, amikacina, vancomicina Yy cloranfenicol
donde la diferencia fue estadisticamente significativa. Para S. hominis los porcentajes de
resistencia a eritromicina, trimetoprima, amikacina, vancomicina, linezolid, oxacilina,
ciprofloxacino y cloranfenicol en células plancténicas fueron de 77.6, 79.1, 3, 0, O, 85,
58.2 y 22.4% respectivamente, y para las células de biopelicula fueron de 88.1, 82.1, 9,
4.5,6,92.5, 62.7 y 44.8%, respectivamente.

El incremento de 