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RESUMEN

Los estafilococos coagulasa negativos (CoNS) son bacterias comensales de la piel, pero
también son patdgenos importantes en entornos nosocomiales, y representan un gran
porcentaje en la morbi-mortalidad en pacientes hospitalizados, ya que provocan
infecciones asociadas a dispositivos, infecciones del torrente sanguineo asociadas a la via
central y enfermedades como bacteriemia, endocarditis, entre otras. Diferentes
aislamientos de CoNS son los responsables de todas estas enfermedades, entre ellos
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus haemolyticus. Cuentan con diferentes
factores de virulencia y patogenicidad, como la formacion de biopeliculas, y tanto éstas
como las células planctonicas son resistentes a diversos antibidticos, lo que representa un
gran problema terapéutico. El objetivo de este trabajo fue determinar la composicion de
la biopelicula y su papel en la resistencia a los antibidticos entre las especies de CoNS
causantes de bacteriemias. Se trabajo con aislamientos clinicos de CoNS recuperados del
afio 2019, del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la UANL y del
Hospital Civil de Guadalajara “Fray Antonio Alcalde”. Se realiz0 la identificacion a nivel
especie a través de la espectrometria de masas por desorcién/ionizacion con laser asistida
por matriz acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF, por sus siglas en
inglés). Se determind la produccién y composicion de la biopelicula de aislamientos
clinicos de Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus haemolyticus mediante la
tincion con cristal violeta y ensayos de desprendimiento. Se determiné el perfil de
susceptibilidad a los antibiéticos en células planctonicas y de biopelicula de cada una de
las especies, mediante la técnica de microdilucion en caldo y Calgary. Se obtuvieron 72
aislamientos clinicos provenientes de hemocultivos, 54 de ellos fueron S. epidermidis y
18 S. haemolyticus. Del total de los aislamientos 40 (55.6%) fueron productores de
biopelicula. La composicidon de la biopelicula fue heterogénea, sin embargo, las proteinas
fueron el principal componente con un promedio del 75%, seguido de los carbohidratos
con un 65% y el eDNA con un 55%. Se presentd mayor porcentaje de resistencia a
oxacilina y penicilina en las células planctonicas y un 100% de susceptibilidad a
vancomicina. En el caso de linezolid se encontrd un 15.3% de resistencia. Las células de
biopelicula fueron resistentes a los antibidticos hasta 13 veces mas que las células

planctonicas.
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ABSTRACT

Coagulase-negative staphylococci (CoNS) are commensal bacteria of the skin, but they
also are important pathogens, especially in nosocomial environments, since they have high
morbidity and mortality in hospitalized patients, as they cause device-associated
infections, central line-associated bloodstream infections, bacteriemia, among others.
Different CoNS isolates are responsible for all these diseases, including Staphylococcus
epidermidis and Staphylococcus haemolyticus. They have different virulence and
pathogenicity factors, such as biofilms formation. Biofilm and planktonic cells can be
resistant to various antibiotics, which represents a great therapeutic problem. The aim of
this study was to determine the composition of biofilm and its role in antibiotic resistance
among the species of CoNS causing bacteremia. Clinical isolates of CONS were recovered
from the University Hospital "Dr. José Eleuterio Gonzélez" of the UANL and the Civil
Hospital of Guadalajara "Fray Antonio Alcalde™ during year 2019. Species-level
identification was performed through matrix-assisted desorption/ionization mass
spectrometry coupled to a flight time analyzer (MALDI-TOF). The production and
composition of biofilm from clinical isolates of Staphylococcus epidermidis and
Staphylococcus haemolyticus was determined by violet crystal staining and detachment
assays. The profile of susceptibility to antibiotics in planktonic and biofilm cells of each
species was determined using broth microdilution and Calgary. In total, 72 clinical isolates
were obtained from blood cultures, 54 of them were S. epidermidis and 18 were S.
haemolyticus. Of the total isolates, 40 (55.55%) were biofilm producers. The composition
of biofilm was heterogeneous; proteins were the main component with an average of 75%,
followed by carbohydrates with 65% and eDNA with 55%. High resistance to oxacillin
and penicillin in planktonic cells was detected, and 100% of susceptibility to vancomycin.
In addition, 15.3% of resistance to linezolid was found. Biofilm cells up to 10 times more

resistant to antibiotics compared to planktonic cells.
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1. INTRODUCCION

Los estafilococos coagulasa negativos (CoNS) fueron considerados por mucho
tiempo como componentes comensales de la piel humana sana y microbiota de las
mucosas. Sin embargo, durante las Gltimas décadas los CoNS surgieron como patdgenos
oportunistas causantes comunes de infecciones nosocomiales (Gostev et al., 2021,
Heilmann et al., 2019).

Los CoNS representan un grupo heterogéneo dentro del género Staphylococcus
que no se basa en relaciones filogenéticas. Pueden ser verdaderos no patdgenos, hasta
facultativos, especies patdgenas con potencial de virulencia bajo, medio o incluso alto.
Esta Gltima esta restringida a Staphylococcus lugdunensis; especies como Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus haemolyticus muestran un potencial patégeno medio,
mientras que otras especies como Staphylococcus carnosus son completamente
apatogénicos (Becker et al., 2014; Heilmann et al., 2019).

Entre las especies que colonizan diferentes nichos de la piel y la mucosa humana,
existen algunas que a menudo desarrollan distintos factores de virulencia. Se transmiten
principalmente por procedimientos médicos y/o de enfermeria. Una vez que son insertados
cuerpos extrafos, pueden ser colonizados por CoNS y el éxito del procedimiento médico
respectivo se ve afectado significativamente, lo que genera enormes cargas médicas y
econdmicas (Argemi et al., 2019). S. epidermidis, S. haemolyticus y S. hominis son los
colonizadores méas frecuentes de la piel humana, causantes de infecciones locales y
relacionadas con cuerpos extrafios en el torrente sanguineo (Gostev et al., 2021).

Una propiedad de CoNS critica es la capacidad de colonizar las superficies de los
dispositivos médicos mediante la formacion de una matriz estructurada tridimensional
compuesta de bacterias y biopolimeros extracelulares, designada como biopelicula. Se
puede formar biopelicula en superficies abidticas de dispositivos médicos o en superficies
bidticas, como material extrafio recubierto con factor huésped o tejido huésped. Las
infecciones asociadas a biopelicula son extremadamente dificiles de erradicar porque
dentro de la biopelicula, las bacterias estan protegidas contra el sistema inmunolégico del

paciente y la terapia con antibioticos (Michalik et al., 2020).



El aumento de la resistencia a los antibioticos en CoNS, en particular en S.
epidermidis y S. haemolyticus, ha dado lugar a que se limiten las opciones terapéuticas
para el tratamiento de infecciones causadas por estos organismos. Varios estudios han
informado que mas del 90 % de los CoNS son resistentes a la penicilina, del 64,2 % al
93,6 % de los CoNS son resistentes a la meticilina y todos los CoNS son sensibles a la
vancomicina, sin embargo, estudios recientes han notificado CoNS linezolid, se ha
identificado una incidencia anual general de 1,2 a 3,2 % de resistencia a linezolid en
aislados de sangre de CoNS. En general, las tasas de resistencia han aumentado
significativamente, especialmente para oxacilina (Ibrahim & Abu El-Wafa, 2020; Matrat
et al., 2020; Ye et al., 2020).

Las infecciones asociadas con la atencion de la salud constituyen un grave
problema de salud publica en todo el mundo debido a su alta morbilidad y mortalidad, y
su manejo ocasiona costos elevados para los pacientes y el sistema de salud. Entre los
agentes patogenos que las causan en México se encuentran los grupos de bacterias Gram
positivas Staphylococcus aureus y estafilococos coagulasa negativos, por lo cual, es muy
importante ampliar estos estudios a un mayor nimero de aislamientos y especies (Garcia
etal., 2019).



1. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de los estafilococos coagulasa negativos

Staphylococcus spp. son un gran grupo de bacterias presentes en todos los
ambientes; sin embargo, estas bacterias solo pueden proliferar en humanos y/o
animales. Muchas especies de estafilococos colonizan la piel y las membranas
mucosas, representa el grupo bacteriano méas grande en la piel sana y las fosas nasales
anteriores, también colonizan otros sitios menos frecuentes como el tracto
gastrointestinal, la vagina y la axila (Id et al., 2022; Kosecka-Strojek et al., 2018). El
género Staphylococcus se ha dividido en dos grupos segun su capacidad de producir
la enzima coagulasa extracelular: estafilococos coagulasa positivos (CoPS) y
estafilococos coagulasa negativos (CoNS). EI primer grupo esta representado por
patégenos oportunistas conocidos como Staphylococcus aureus, Staphylococcus
argenteus entre otros, y el segundo grupo incluye tradicionalmente patégenos, no
patdgenos u oportunistas; sin embargo, recientemente, varios informes clinicos han
presentado CoNS como pat6genos peligrosos, particularmente para recién nacidos o
pacientes inmunocomprometidos (Diot et al., 2020; Lisowska-tysiak et al., 2021).

Staphylococcus spp. son cocos Gram positivos de 0,5 a 1,5 um de diametro, son
inmoviles, anaerobios facultativos, fermentadores de glucosa, negativos para oxidasa,
con un contenido de G+C de 30 a 39 %. Crecen en grupos, parejas y ocasionalmente
en cadenas cortas. Los estafilococos son catalasa positivos, lo que permite
distinguirlos de los estreptococos que son catalasa negativos. Son relativamente
resistentes a desecacion y toleran muy bien altas concentraciones de sal (NaCl), hasta
un 7.5%, caracteristica que proporciona un método de aislamiento selectivo en algunos
medios de cultivo. En la morfologia macroscépica, se observan colonias circulares,
algunas tienen pigmentacion que varia de color beige a amarillenta, son de apariencia
cremosa, textura lisa, opacas, de tamafio aproximado a 1-2 mm de diametro despueés
de 24 h de incubacién a 35-37°C. Aunque comparten muchas similitudes entre las
especies de CoNS, cada una tiene caracteristicas especificas que ayuda a diferenciar
entre ellas (Becker et al., 2014; Garcia et al., 2019; Madigan MT, Martinko JM, 2015).
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Dado que los CoNS son colonizadores comunes de la piel humana, se les ha
considerado de forma recurrente como contaminantes de cultivos en lugar de ser
reconocidos como el agente causante de infecciones importantes (Natsis & Cohen,
2018). A pesar de su interaccion benigna con el hospedador, ahora se sabe que estas
especies pueden causar infecciones criticas, especialmente en pacientes
inmunosuprimidos, razén por la cual actualmente son reconocidos como patdégenos
oportunistas y han ido ganando importancia en el campo de la salud (Heilmann et al.,
2019; Widerstrom et al., 2012).

2.1.1 Taxonomia y clasificacion

El género Staphyloccocus ha pasado por varias reclasificaciones. Histéricamente
era clasificado junto con Micrococcus, Planococcus y Stomatococcus en la misma
familia Micrococcaceae; sin embargo, el analisis de filogenia molecular revelé que
varios de estos cocos Gram y catalasa positivos no estaban relacionados. Ahora la
familia Staphylococcaceae, junto con las familias Bacillaceae, Listeriaceae,
Paenibacillaceae, y Planococcaceae pertenecen al orden Bacillales de la clase Bacilli
que es parte del phylum Firmicutes, el cual comprende bacterias Gram positivas con
una baja tasa de G+C contenida en el ADN (Becker et al., 2014).

Entre los estafilococos, Staphylococcus aureus, perteneciente al grupo CoPS, y
Staphylococcus epidermidis, del grupo CoNS, son los mas frecuentemente aislados de
cada grupo, por lo cual la mayoria de los estudios CoNS se centran en estas especies.
Aun asi, los CoNS cubren un grupo de bacterias grande y en continuo crecimiento,
con mas de 50 especies descritas hasta ahora, que actualmente se distribuyen en 41
especies principales, divididas en méas de 20 subespecies (Becker et al., 2020). Entre
estas especies se incluyen S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus hominis,
Staphylococcus  capitis, Staphylococcus simulans, Staphylococcus  sciuri,
Staphylococcus cohnii, Staphylococcus lentus, y Staphylococcus chromogenes, y otras
especies raras, tales como Staphylococcus pettenkoferi (Becker et al., 2014; Kosecka-
Strojek et al., 2019; Parte, 2018).



2.2 Epidemiologia

Los CoNS representan entre el 12% y el 80% de la mortalidad en pacientes
hospitalizados y también se ha asociado una morbilidad del 16% con la bacteriemia
por CoNS. En un estudio canadiense de prevalencia puntual de 2017 en hospitales
centinela, las infecciones asociadas a dispositivos representaron el 35.6% de todas las
infecciones asociadas a la atencion de salud (IAAS) notificadas. De las infecciones
asociadas al dispositivo, las infecciones del sitio quirdrgico (ISQ) asociadas con un
implante protésico representaron el 19.4% vy las infecciones del torrente sanguineo
asociadas a la via central (CLABSI, por sus siglas en inglés) representaron el 21.2%.
Los CoNS fueron los patdgenos notificados con mas frecuencia representando un
28.7% (Nosocomiales Programa canadiense de vigilancia de infecciones, 2020). En
México hasta el 2016, estos microorganismos habian representado un 8% de las causas
de infecciones nosocomiales en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), sin
embargo, el porcentaje ha ido en aumento durante los Ultimos afios (Arias-flores et al.,
2016).

Anaélisis metagendmicos recientes han revelado que los estafilococos prefieren
areas de mayor humedad. Dichos sitios humedos incluyen las axilas, las regiones
glutea e inguinal, el ombligo, los espacios antecubital y popliteo y la region plantar
del pie, la superficie ocular, la conjuntiva suelen estar colonizadas constantemente por
CoNS. Un anélisis de la composicion del cultivo nasal humano reveld que S.
epidermidis coloniza practicamente a todos los individuos (97%), seguido de S.
haemolyticus (44%), S. hominisy S. capitis (cada uno de ellos 41%), S. warneri (32%),
y S. lugdunensis (26%) (Kaspar et al., 2016). La dindmica de la colonizacién por
CoNS relacionada con la edad puede ocurrir, cepas de S. epidermidis y S. haemolyticus
multifarmacorresistentes estan asociados con la colonizacion y la enfermedad entre
los recién nacidos prematuros (Becker et al., 2014). Por otro lado, se considera que
CoNS son los microorganismos que predominan en las infecciones articulares
periprotésicas (IAP) con un rango en la tasa de deteccion del 27% al 75%, en estas

infecciones asociadas a implantes, la formacion de biopeliculas es un mecanismo



patologico caracteristico que debilita el efecto de la respuesta inmune fisiologica y
también el efecto de una terapia antimicrobiana (Linke et al., 2022).

2.3 Importancia clinica

El aumento del impacto de CoNS en el campo clinico fue enfatizado por el extenso
progreso medico, donde el uso de dispositivos médicos implantables y el namero
creciente de pacientes vulnerables han permitido que causen infecciones significativas
en humanos. Més importante adn, estos factores han elevado el numero de pacientes
morbidos, enfermos cronicos e inmunodeprimidos, asi como las tasas de mortalidad

relacionadas con CoNS (Cantey et al., 2018; Franca et al., 2021).

Aunque los CoNS a menudo mantienen una relacion comensal o simbi6tica con
sus hospedadores, en casos especificos podrian desarrollarse infecciones
estafilococicas, por lo cual, han asumido un gran potencial patdgeno, estas especies
bacterianas provocan infecciones graves en pacientes inmunocomprometidos,
especialmente las IAAS, las cuales son una causa importante de morbilidad y
mortalidad en todo el mundo, representando un problema creciente en la medicina
moderna(Sartelli et al., 2018). Sumado a esto, estos microorganismos se caracterizan
por ser resistentes a la meticilina, lo que, a su vez, les resiste a varios antibidticos [3-
lactamicos y dificulta su erradicacion. Por ello, ha sido necesario establecer protocolos
especificos de tratamiento con otros antibioticos para las infecciones causadas por este
tipo de Staphylococcus spp., con la siguiente presion selectiva que favorece la

diseminacion de dichas cepas (Garcia et al., 2019).

CoNS se centra en enfermedades como bacteriemia, septicemia, neumonias,
endocarditis, infecciones del tracto urinario y enfermedades laringologicas. Se define
como bacteriemia la presencia de bacterias en la sangre que se pone de manifiesto por
el aislamiento de éstas en la extraccion de hemocultivos (Igbal-Mirza et al., 2020;
Michalik et al., 2020). Los CoNS pueden causar bacteriemia cuando los dispositivos
médicos penetran en la piel y la barrera de las membranas mucosas y entran en la
sangre. Con el creciente uso de dispositivos médicos invasivos, como el catéter venoso
central (CVC) y la articulacion periprotésica, la incidencia de bacteriemia por CoNS

asociada a la asistencia sanitaria esta aumentando. Los CoNS son la etiologia méas
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frecuente de las bacteriemias asociadas a catéter, dando como manifestaciones clinicas
enrojecimiento o hinchazon en la zona percuténea, fiebre, escalofrios, neutropenia
grave, trombosis, abscesos, entre otros. La bacteriemia por CoNS aumentan la
duracion de la hospitalizacion, la duracién de la estancia en la unidad de cuidados
intensivos (UCI), la morbilidad y los costos relacionados con la terapia (Hebeisen et
al., 2019).

Dentro de las IAP, los microorganismos mas comunes son especies de
estafilococos grampositivos, entre ellos, estafilococos coagulasa negativos, como S.
epidermidis, los pacientes que sufren estas infecciones frecuentemente muestran
recurrencias, por lo tanto, la hospitalizacién prolongada y la recuperacion funcional
retrasada son consecuencias comunes Yy posibles razones de la elevada tasa de
mortalidad a los cinco afios de hasta el 26 % (Arciola et al., 2018; Linke et al., 2022).

La mayoria de las infecciones causadas por CoNS se caracterizan por cursos de
infeccion subagudos y cronicos con sintomas clinicos sutiles. Sin embargo, se han
informado cursos mas agresivos y resultados letales repentinos en el caso de pacientes
tratados de manera inadecuada con infecciones cronicas relacionadas con cuerpos
extrafios (FBRI). Los FBRI del torrente sanguineo por CoNS se asocian con estadias
en el hospital y en la UCI significativamente mas largas, tasas de mortalidad mas altas
y costos hospitalarios mas altos. El diagndstico tardio de las infecciones por CONS
contribuye a una mayor mortalidad (Frickmann et al., 2018; Heilmann et al., 2019).

2.4 Deteccion e identificacion

El aislamiento y cultivo de CoNS son relativamente faciles y directos, al igual que
la identificacion de especies de CoNS que se encuentran con frecuencia. Desde un
punto de vista diagnostico y clinico, es un requisito esencial hacer una distincion clara
y valida entre especies de CoNS y especies de CoPS, siendo esta ultima

predominantemente S. aureus en muestras clinicas humanas (Becker et al., 2014).

El enfoque estandar para la deteccion e identificacion incluye el cultivo en una

placa de agar sangre no selectiva, asi como en caldo de enriquecimiento, seguido de



procedimientos bioguimicos y otros relacionados, incluido el uso de sistemas

comerciales con fines de identificacion (Kosecka-Strojek et al., 2019).

Independientemente de la especie, las placas de cultivo principales utilizadas para
el aislamiento de estafilococos a partir de muestras clinicas son los agares Columbia
0 sangre de soya tripticaseina que contienen un 5% de sangre desfibrinada de carnero
(o caballo). La tasa de recuperacion puede aumentarse mediante el uso simultaneo de
un caldo de enriquecimiento (e.g. caldo dextrosa), con formacion de rayas en agar
sangre después de 24 y 48 h de crecimiento. Por lo general, el crecimiento de la
mayoria de las especies de CoNS ocurre dentro de las 18 a 24 h (Becker et al., 2020).

Una identificacion rapida y precisa de los microorganismos es necesaria para el
manejo de enfermedades infecciosas, particularmente para elegir una terapia eficaz.
Por esta razon, la identificacion rutinaria de bacterias y hongos mediante
espectrometria de masas por desorcion/ionizacién con laser asistida por matriz
acoplada a un analizador de tiempo de vuelo (MALDI-TOF, por sus siglas en inglés)
se ha convertido en una verdadera revolucion en los laboratorios de microbiologia
clinica. Este método es una opcion en estudio para su aplicacion en la discriminacion
rapida y directa de cepas formadoras de biopeliculas, lo que se mejoraria mediante la
introduccidn de perfiles de proteinas conocidos de cepas productoras y no productoras
de biopeliculas en la base de datos. La identificacion directa, tras el aislamiento, de
una cepa bacteriana como productora de biopeliculas permitiria desarrollar un plan

terapéutico valido y eficaz (Caputo et al., 2018; Lo et al., 2015).
2.5 Staphylococcus epidermidis

La colonizacion de S. epidermidis en humanos comienza inmediatamente después
del nacimiento. A pesar de las amplias variaciones interpersonales, los diferentes sitios
corporales y edad dentro del mismo hospedador, S. epidermidis sigue siendo la especie
de microbioma cutaneo aislada con mayor frecuencia. Datos recientes indican que S.
epidermidis puede pertenecer a los abundantes géneros bacterianos en los
microbiomas de las vias respiratorias y del intestino, especialmente en los recién
nacidos prematuros y a término hospitalizados (Brown & Alexander, 2020; Dong et
al., 2018).



Los estudios descritos hasta la fecha han demostrado que los aislamientos de S.
epidermidis difieren en cuanto a la adquisicion de genes de resistencia a los
antibidticos, la capacidad de formacion de biopeliculas, el metabolismo y la presencia
de secuencias de elementos de insercion (Michalik et al., 2020). Esta especie ha sido
ampliamente estudiada a nivel molecular y ha proporcionado la mayor cantidad de
datos sobre la presencia de factores de virulencia que podrian identificarse como
factores de patogenicidad. La formacion de biopeliculas es la ruta principal por la cual
S. epidermidis coloniza e infecta dispositivos protésicos y medicos (Argemi et al.,
2019).

2.6 Staphylococcus haemolyticus

S. haemolyticus es una bacteria comensal, pero también es un patégeno nosocomial
frecuente que se ha descrito principalmente en la bacteriemia relacionada con el
catéter, con uno de los grados mas altos de resistencia a la meticilina entre los CoNS.
S. haemolyticus esta cada vez mas implicado en infecciones oportunistas en pacientes
inmunocomprometidos, por lo que es de los principales patdgenos entre los pacientes
ingresados en UCI, es la segunda causa mas comun de bacteriemia por CoNS vy el
segundo mas frecuentemente aislado de muestras clinicas infectadas, en particular
hemocultivos de pacientes con sepsis después de S. epidermidis, representa
aproximadamente del 22 al 24% de las infecciones del sistema nervioso central
(Argemi et al., 2019; Eltwisy et al., 2020).

Esta especie también es una especie productora de biopeliculas, pero
curiosamente, andlisis de secuenciacion genémica completa indicaron que no se
encontré el operdn ica, sino un homologo del sistema de regulacion agr, lo que sugiere
gue mecanismos alternativos estaban implicados en la formacion de biopeliculas. Por
lo tanto, S. haemolyticus es un patdégeno importante en los seres humanos, pero faltan

mas estudios de sus factores de virulencia (Hong et al., 2016).

Ambos organismos, como la mayoria de los aislados de CoNS, pueden causar
varias infecciones como sepsis, bacteriemia, endocarditis de valvulas nativas y
protésicas, infecciones de protesis articulares, infecciones de tejidos blandos o de la

piel y meningitis (Azimi et al., 2020).



2.7 Patogenicidad y factores de virulencia

La virulencia bacteriana es un concepto complejo que debe considerarse desde las
perspectivas clinica, molecular y genomica. Clinicamente, la virulencia de un
patdgeno, de una especie especifica o incluso de una cepa clonal, puede referirse a su
capacidad inherente para provocar manifestaciones clinicas especificas que pueden
estar vinculadas a la produccion de un factor de virulencia, a menudo una proteina.
Algunos otros factores, como los producidos por bacterias comensales humanas, no
actian como factores de virulencia en condiciones normales, pero estos factores
participaran en la patogenicidad bacteriana en condiciones especificas, como durante
la ruptura de la barrera cutanea. Los estafilococos son ejemplos de estas

caracterizaciones duales de factores de virulencia (Argemi et al., 2019).

Los CoNS poseen un gran numero de estrategias diversas para causar infeccion y
sobrevivir en el huésped. En comparacion con S. aureus, este grupo de bacterias
exhibe un potencial patégeno menor, pero existe poca informacién sobre los
mecanismos de virulencia de CoNS. Recientemente los estudios se han centrado en la
capacidad de CoNS para producir una variedad de enzimas extracelulares, como
proteasas, elastasas, esterasas, lipasas y fosfolipasas, asi como en la produccion de
toxinas, como familias de hemolisinas, enterotoxinas, toxinas exfoliativas e incluso
TSST-1 (toxina-1 del sindrome de choque tdxico) (Becker et al., 2014; Bukowski et
al., 2018; Lepidi, 2018; Stach et al., 2018).

Las enzimas y toxinas juegan un papel crucial en algunos de los efectos de los
estafilococos en los organismos hospedadores, incluidos los factores de virulencia en
la destruccidn de tejidos o bien, como factores de propagacion que facilitan la invasion
a los tejidos cercanos. En general, las especies de CoNS poseen la capacidad de
adherirse, invadir y persistir. Ademas, una propiedad de CoNS critica es la capacidad
de colonizar las superficies de los dispositivos médicos mediante la formacion de una
matriz estructurada tridimensional compuesta de bacterias y biopolimeros
extracelulares, denominada biopelicula. Se ha reportado que se puede formar
biopelicula en superficies abidticas de dispositivos médicos o en superficies bidticas,

como material extrafio recubierto con factor huésped o tejido huésped. Las infecciones
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asociadas a biopelicula son extremadamente dificiles de erradicar porque dentro de la
biopelicula, las bacterias estan protegidas contra el sistema inmunoldgico del paciente

y la terapia con antibidticos (Arciola et al., 2018; Michalik et al., 2020).

La identificacion de los factores que aumentan la patogenicidad de CoNS es una
gran necesidad, especialmente para los médicos y microbiélogos. Es muy importante
ampliar estos estudios a un mayor numero de aislamientos y especies, pero hay
pruebas sélidas de que la transferencia horizontal de genes es responsable de la

transmision del factor de virulencia entre especies (Heilmann et al., 2019).
2.8 Produccion de biopelicula

Un factor critico de patogenicidad de CoNS es su capacidad para colonizar las
superficies de los dispositivos médicos mediante la formacion de una matriz
estructurada tridimensional compuesta por bacterias y biopolimeros extracelulares.
Georg Peters (1951-2018) llamo a esta matriz 'limo’ en su trabajo pionero a principios
de la década de 1980 que visualizaba estafilococos en catéteres intravenosos
infectados naturalmente. Ahora comuUnmente se lo conoce como ‘biopelicula’
(Heilmann et al., 2019).

La produccion de biopeliculas es una estrategia exitosa para garantizar la
supervivencia microbiana y establecer la infeccion. Dado que los mecanismos de
defensa del huésped y la respuesta a los agentes antimicrobianos se ven
comprometidos por la presencia de biopeliculas bacterianas, las infecciones cronicas
relacionadas con el biofilm y la sepsis son motivo de gran preocupacién (Pinheiro et
al., 2015).

Pueden formarse biopeliculas en superficies abioticas de dispositivos médicos o
en superficies bioticas, como material extrafio recubierto de factor huésped o tejido
huésped. Dentro de la biopelicula, las bacterias estan protegidas contra el sistema
inmunoldgico del paciente y la terapia con antibi6ticos, lo que explica por qué las

infecciones asociadas a la biopelicula son extremadamente dificiles de erradicar. En

11



la formacidn de biopeliculas, se pueden distinguir cuatro pasos, que se muestran en la
Figura 1 (Heilmann et al., 2019; Paharik et al., 2016).

Pasos en la formacion de biopelicula de CoNS
i) rapida adhesion inicial de bacterias a una superficie abidtica o bidtica

mediada por interacciones inespecificas o especificas, respectivamente Contaminacion del

i) Proliferacion y expresion de rasgos de adhesion intercelular que conducen conector del catéter
a la formacion de grupos de células multicapa. };
iii) Maduracion de la biopelicula que da como resultado una matriz Hub

estructurada y gruesa compuesta de varios biopolimeros.
iv) Disolucion de células individuales o pequefios aglomerados y diseminacion
con el torrente sanguineo que conduce a una infeccién metastasica.

Infeccién del sitio de
salida

Epidermis
colonizada
Tejido
subcutaneo
Complicaciones
sps Vaso
embolicas y .
e sanguineo
sépticas
Biopelicula de varias capas que consiste en aglomerados de Superficie revestida con factor
células bacterianas encerrados en material extracelular amorfo huésped ("pelicula
("limo") originado a partir de bacterias y hospedante acondicionadora")

Figura 1. Patogenia de la formacion de biopeliculas y entidades clinicas asociadas con la infeccion del

torrente sanguineo relacionada con el catéter (Heilmann et al., 2019).

La formacion de biopeliculas bacterianas consta de varios pasos. Inicialmente, la
unién superficial de las bacterias planctonicas se refuerza con ayuda de proteinas o
apéndices adhesivos de la superficie. Tras la union irreversible y la formacion de
microcolonias, las bacterias inducen factores para la produccion y secrecion de
componentes de la matriz extracelular, lo que da como resultado la formacion de una
arquitectura de biopelicula tridimensional. Finalmente, una biopelicula madura requiere
dispersion para evitar el crecimiento excesivo dafiino, la limitacion de nutrientes y la
acumulaciéon de productos metabolicos de desecho, por lo que, algunas bacterias se
desprenderan del biofilm maduro para retomar una vida planctonica (Otto, 2018; Schulze
etal., 2021).

La dispersion puede ser un mecanismo activo o mediado pasivamente por factores

de estrés fisicos como las fuerzas de cizallamiento. El desapego activo se basa en la
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expresion diferencial de genes desencadenada por diversas sefiales ambientales, como
cambios de temperatura y pH, 6xido nitrico, inanicién, privacion de oxigeno y otros

factores estresantes (McDougald et al., 2012).
2.9 Composicion de biopelicula

La composicion de la biopelicula consiste en un conglomerado de diferentes
sustancias que juntas brindan integridad estructural, puede estar compuesta por agua,
polisacéridos, proteinas, lipidos, tensioactivos, glicolipidos, ADN extracelular (eDNA),
ARN extracelular, acidos teicoicos, vesiculas de membrana, iones como Ca?*. En muchas
bacterias, los polisacaridos extracelulares y el eDNA son componentes destacados de la
biopelicula (Uru et al., 2021).

1.9.1 Polisacaridos extracelulares: En muchas bacterias, el desarrollo de una
biopelicula madura se asocia con la produccion de exopolisacaridos, que
la mayoria de las veces, suelen ser el componente principal de la matriz de
la biopelicula. La principal clase de exopolisacaridos del biofilm en los
estafilococos es la adhesina intercelular de polisacaridos (PIA) o, segln su
composicion quimica, un polimero de N-acetilglucosaminas unidas a
B1—6 (PNAG), respectivamente. La PIA, es la mas importante de los
estafilococos y es esencial para la formacion de biopeliculas y virulencia
en S. epidermidis, la cual es sintetizada por las proteinas expresadas a partir
del operon icaADBC (adhesién intercelular). La N-acetilglucosamina
transferasa IcaA, junto con IcaD, sintetiza un oligbmero de N-
acetilglucosamina. El crecimiento de la cadena depende del IcaC, que se
sugiere actuar como exportador de PIA. PIA es parcialmente desacetilado
en la superficie bacteriana por la PIA desacetilasa IcaB. Este paso es
crucial para la retencién de PIA 'y, por lo tanto, para las diversas funciones
que cumple PIA, no solo la formacion de biopeliculas, sino también la
resistencia a los péptidos antimicrobianos y la fagocitosis de neutrofilos, la
pérdida parcial de los grupos N-acetilo después de la secrecion da como

resultado un caracter cationico que facilita las interacciones electrostaticas
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1.9.2

1.9.3

con otras moléculas extracelulares y las propiedades adhesivas de la matriz
del biofilm (Schulze et al., 2021).

eDNA: Cada vez es mas evidente que el eDNA es un componente de la
matriz polimérica de biopeliculas bacterianas y es muy probable que se
origine a partir de la lisis celular (Sarkar, 2020). Es importante destacar
que varias bacterias secretan nucleasas para degradar el eDNA, lo que lo
convierte en un componente estructural bastante flexible y permite que las
bacterias se adapten a los cambios ambientales a través de la modulacién
del eDNA, el cual, a menudo estd involucrado en la adhesion,
particularmente después de la primera interaccion de la célula con el
sustrato (Schulze et al., 2021).

Interviene en las interacciones acido-base y aumenta la hidrofobicidad de
las células bacterianas, lo que favorece la interaccion célula-sustrato. De
hecho, el eDNA se usa para iniciar la formacion de biopeliculas en muchas
bacterias patogenas, incluidas las bacterias Gram positivas, facilita la
interaccion de las bacterias en la matriz extracelular. Esto se logra mediante
la union de segmentos cargados positivamente de proteinas expuestas en
la superficie celular con las moléculas de eDNA cargadas negativamente.
Varias proteinas pueden estar implicadas en esta interaccion, como las
proteinas asociadas a la pared celular en bacterias Gram positivas. Por lo
tanto, el anclaje del eDNA a la superficie celular mediante proteinas de
uniéon al ADN es un mecanismo generalizado para la formacién de
biopeliculas, por otro lado, también puede mediar en las interacciones con
otros componentes de la matriz extracelular, como los polisacaridos.
Juntas, estas interacciones son relevantes para la integridad estructural de
las biopeliculas (Uru et al., 2021).

Proteinas: Otro componente importante de la matriz de la biopelicula
bacteriana son las proteinas. La mayoria de las proteinas estudiadas
contribuyen a las propiedades adhesivas, la estabilidad y la morfologia de
la biopelicula, debe tenerse en cuenta que algunas proteinas asociadas con

las biopeliculas exhiben propiedades enzimaticas, por ejemplo, hidrolasas
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de azlcar, proteasas y las nucleasas mencionadas anteriormente, que
degradan y modulan activamente otros componentes de la matriz, lo que
resulta en la reorganizacion y dispersion de la biopelicula. Los miembros
de la familia de proteinas Bap son proteinas grandes que se encuentran en
la matriz del biofilm de varias bacterias Gram negativas y positivas,
incluidas S. aureus y S. epidermidis (Schulze et al., 2021). Muchas de las
proteinas estan involucradas en la remodelacion de la matriz extracelular,
el desprendimiento de células de la biopelicula o la degradacion de

polimeros para la adquisicion de nutrientes (Uru et al., 2021).
2.10 Resistencia a antibioticos en células planctonicas

La importancia de las especies de CoONS ha aumentado a lo largo de los afios,
principalmente debido a su perfil de resistencia a multiples farmacos y su capacidad para
crecer como biopelicula, que son incluso mas refractarias a los antibioticos. Se han
discutido varios mecanismos relacionados con el aumento de la resistencia a los
antimicrobianos, a partir de los cuales (i) la barrera formada por la matriz que rodea a las
células dentro de la biopelicula, cuyo grosor y composicion puede dificultar la penetracion
y/o difusion de los antibidticos, y (ii) se destaca el hecho de que la biopelicula de los
estafilococos es muy propensa a mutaciones que pueden incrementar su resistencia a los
antibiodticos. Otra posible explicacién de la alta tasa de resistencia a los antimicrobianos
es que los CoNS comparten los mismos nichos de colonizacion con S. aureus, lo que
permite la transferencia horizontal de genes (HGT) de varios genes y elementos moviles
que codifican la resistencia a los antibidticos. De hecho, la HGT entre especies de
estafilococos ya ha sido probada con la detecciéon de muchos fenotipos resistentes
relacionados con genes multifarmacorresistentes localizados en elementos genéticos

moviles (Franga et al., 2021).

Se sabe que algunas de las especies mas representativas de CoNS presentan una
alta tasa de resistencia a la meticilina como, por ejemplo, S. epidermidis, S. haemolyticus
y S. sciuri. Estudios de Europa a América del Norte han demostrado que del 60 al 80% de
las especies de CoNS recuperadas de infecciones del torrente sanguineo eran MR-CoNS.

A lo largo de los afios, ha habido un aumento en el nimero de cepas de CoNS resistentes
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a los glicopéptidos, que son los antibidticos que se utilizan a menudo para tratar las
infecciones por MR-CoNS, asi como la aparicion de resistencia a los antibidticos mas
nuevos, lo que dificulta las opciones de tratamiento actuales. Por ejemplo, se demostrd
que S. epidermidis es resistente a hasta ocho antibidticos distintos con diferentes
mecanismos de accién y se estima que, entre las cepas aisladas nosocomiales, el 80% de
los aislamientos presentan resistencia a antibioticos mas alla de la meticilina (Becker et
al., 2020).

En contraste con estudios previos con una amplia gama de CoNS, donde pocos
aislamientos y especies presentaron mayor tolerancia a antibidticos como vancomicina y
teicoplanina, se ha informado la aparicién de aislamientos con susceptibilidad reducida a
los glicopéptidos en varias especies. Afortunadamente, la vancomicina sigue siendo un
antibiotico eficaz contra la mayoria de los aislamientos de CoNS, y se encuentra en la lista
de los principales antibioticos utilizados para combatir estas infecciones, ya sea solo o0 en
combinacion con otros antibioticos como cefazolina, rifampicina y fosfomicina, entre
otros (Williams et al., 2020).

La rifampicina también se usa con frecuencia para tratar infecciones
estafilocdcicas; sin embargo, este antibidtico se asocia con el rapido desarrollo de
resistencia cuando se usa solo y, como tal, debe usarse como parte de una terapia
combinada. Por ejemplo, se ha demostrado que el uso de vancomicina o levofloxacina con
rifampicina es una buena combinacion para tratar estas infecciones. En los ultimos afios
se han encontrado aumentos significativos y preocupantes de la resistencia a
ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina y tetraciclina (Becker et al.,
2014).

La resistencia a la tetraciclina se basa cominmente en la adquisicion de genes de
resistencia moviles que conducen a la disociacion de las tetraciclinas de sus sitios de union
ribosomica y al transporte de los agentes antimicrobianos fuera de la célula a través de

bombas de salida de farmacos (Becker et al., 2020).

Linezolid pertenece a una clase méas nueva de antibioticos (oxazolidinonas) y
aparecio como una alternativa prometedora para combatir las infecciones estafilococicas

con resistencia a mdltiples farmacos a los antibidticos comunes, incluidos los
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glicopéptidos, a los que las bacterias ya han desarrollado mecanismos de resistencia. No
obstante, ya se ha informado de resistencia a linezolid en estafilococos, incluido CoNS
(Michalik et al., 2020).

Otro antimicrobiano perteneciente a los antibiéticos de proxima generacion es la
daptomicina, que ha demostrado ser mas eficaz que la vancomicina contra MR-CoNS. A
pesar de ser un antibidtico nuevo, ya existen informes de cepas resistentes a la
daptomicina, por lo que puede sugerirse la terapia de combinacién con otros antibioticos

como la rifampicina (Franga et al., 2021).
2.11 Resistencia a antibidticos en células de biopelicula

La biopelicula proporciona a las células proteccion contra el sistema inmunolégico
del huésped, asi como contra los tratamientos antimicrobianos, lo que fomenta la
adquisicion de resistencia y el desarrollo de bacterias multifarmacorresistentes. Se
sugieren varios mecanismos de resistencia a los antibioticos de las cepas formadoras de
biopeliculas. La primera hipdtesis es la penetracion lenta o incompleta del antibidtico
dentro de la estructura de la biopelicula. La segunda hipoétesis condiciona la actividad
antibidtica a la diferenciacion quimica del microambiente de la biopelicula. Segun la
tercera hipotesis, se forma una subpoblacion de microorganismos muy protegidos
similares a las esporas en las estructuras de la biopelicula. Esta hipotesis se confirma en
un estudio sobre estructuras de biopeliculas recién formadas, que ain son demasiado
delgadas para presentar una barrera mecanica contra la penetracion de antibidticos
(Schulze et al., 2021).

El tratamiento y control actual de la biopelicula es complicado, porque se han
desarrollado antimicrobianos contra bacterias y microorganismos cultivados en forma
planctonica en etapa metabdlicamente activa. Los antibioticos convencionales se pueden
usar para tratar las biopeliculas hasta cierto punto, sin embargo, son menos efectivos, la
terapia debe evaluarse caso por caso, ya que la eficacia varia segun la especie bacteriana,
la ubicacidn de la infeccion y el modo de administracion. De lo contrario, el uso ineficaz
de antibioticos aumenta el riesgo de resistencia a los antibidticos (Hgiby et al., 2015;
Schulze et al., 2021; Wojtyczka et al., 2015; Zhang et al., 2018).

17



Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es determinar la composicion de la
biopelicula y su papel en la resistencia a los antibioticos entre las especies de CoNS

causantes de bacteriemias asociadas a catéter.
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3. JUSTIFICACION

Los estafilococos coagulasa negativos son patdgenos importantes de infecciones
nosocomiales. Entre las principales especies causantes de bacteriemias se encuentran
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus haemolyticus. La capacidad de formacion

de biopeliculas facilita su colonizacién e infeccidn en dispositivos protésicos.

En México hay escasos estudios respecto a los factores de virulencia, composicién de la
biopelicula y su papel en la resistencia a los antibioticos entre las especies de CoNS

obtenidos de hemocultivos.
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4. HIPOTESIS

La composicion de la biopelicula tiene un papel importante en la resistencia a los

antibioticos en CoNS, S. epidermidis y S. haemolyticus, obtenidos de hemocultivos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar la composicion de la biopelicula y su papel en la resistencia a los antibiéticos

entre las especies de CoNS obtenidos de hemocultivos.

5.2 Objetivos especificos

1. Identificar a nivel especie los aislamientos clinicos de CoNS obtenidos de

hemocultivos.

2. Determinar la produccion y composicion de la biopelicula de aislamientos clinicos de

Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus haemolyticus.

3. Determinar el perfil de susceptibilidad a distintos antibioticos en células planctonicas

de cada una de las especies.

4. Determinar el perfil de susceptibilidad a distintos antibiéticos en células de biopelicula

de cada una de las especies.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Seleccion de aislamientos

Se incluyeron aislamientos clinicos de CoNS recuperados del afio 2019, los cuales se
encontraban conservados en tubos crioviales con caldo Brucella con 15% de glicerol a -
80 °C. Los aislamientos incluidos fueron obtenidos del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” de la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn y del Hospital Civil de

Guadalajara “Fray Antonio Alcalde” de la Universidad de Guadalajara.

6.1.1 Criterios de inclusién y exclusién

Se tomaron en cuenta todos aquellos aislamientos clasificados como CoNS vy se
descartaron aquellos aislamientos que no fueron identificados como S. epidermidis y S.
haemolyticus. Se seleccionaron 72 aislamientos provenientes de sangre, de acuerdo con
los criterios propuestos por la norma oficial mexicana: NOM-045-SSA2-2005. Se
descartaron todos aquellos especimenes que pudieran tratarse de una contaminacion como

en el caso de heridas, biopsias superficiales, etc.

6.2 Reactivacion metabolica
Los aislamientos se sembraron en agar sangre y se incubaron a 37°C durante 24 h,
posteriormente se verifico la pureza del cultivo. De los cultivos contaminados se tom6 una

colonia aislada y se resembré en agar sangre hasta la obtencion del cultivo puro.

6.3 Identificacidn a nivel especie

Se realiz6 la identificacion a nivel especie a través de la espectrometria de masas
por desorcion/ionizacion con laser asistida por matriz acoplada a un detector de tiempo de
vuelo (MALDI-TOF, por sus siglas en inglés). A partir de un cultivo joven de 24 h de
incubacion en agar sangre se tomaron de 1-2 colonias aisladas y se transfirieron con un
aplicador de madera a la placa del equipo de 96 pocillos de acero inoxidable, después cada
aislamiento se coloco en cada uno de los pocillos. Posteriormente se afiadio 1 pl de acido
formico al 70% (v/v) a cada pocillo para facilitar la extraccion proteica y se dejé secar
completamente a temperatura ambiente. Seguido de esto, se adiciond 1 ul de la matriz
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HCCA (&cido 4-bromo-a-cianocinamico), y de igual manera se dejé secar por completo.
Se utilizd6 como control un extracto proteico de Escherichia coli DH5a. La placa se
introdujo en el equipo (Bruker Daltonik, Bremen, Alemania), se control6 mediante el
software flexControl 3.4 y se analizO mediante el software MALDI biotyper 4.0
comparando los espectros de proteinas de los aislamientos con la base de datos del equipo.
Se tomd como una identificacion confiable de género y especie un score >2.0, el score
ente 1.5 - 2.0 se tomd como una identificacion segura de género, pero probable de especie

y un score <1.5 como una identificacién no confiable.

6.4 Determinacion de la produccion de biopelicula

Se determind de forma semicuantitativa mediante la tincion con cristal violeta
(Christensen et al. 1985). Se transfirié una colonia de cultivo puro de 24 h en agar sangre
a caldo de soya tripticaseina, se incubd a 37°C por 24 h, posteriormente a partir del cultivo
se realiz6 una dilucion a razén 1:100 en caldo fresco y estéril de soya tripticaseina
suplementado con 1% de glucosa. De esta dilucion se transfirieron 200 ul y se colocaron
en una microplaca de poliestireno de 96 pocillos (Corning® Costar®, NY, USA). Se
hicieron 4 repeticiones de cada aislamiento y se dejé un pocillo como control con medio
sin inocular. Para determinar la densidad 6ptica (DO) de la biopelicula se descarté el
medio de cultivo sobrenadante de la microplaca y se invirtié sobre papel secante dando
unos golpes para eliminar el exceso de liquido. Posteriormente se realizé la fijacion de la
biopelicula adicionando 200 ul de metanol absoluto a cada pocillo y se dejé incubar
durante 15 min, posteriormente se desech6 el metanol y se retird el exceso de liquido.
Seguido se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril quitando el exceso de agua.
Despues se le afiadieron 200 ul de cristal violeta al 0.1% (p/v) a cada uno de los pocillos
y se dejaron incubar durante 15 min a temperatura ambiente. Una vez que transcurrid el
tiempo se elimino la solucidn de cristal violeta y se realizaron 5 lavados con agua destilada
estéril, posteriormente se le afiadieron a cada pocillo 200 pl de una mezcla de alcohol y
acetona a razon 7:3 y se permitié actuar durante 15 min a temperatura ambiente con la
finalidad de disolver la biopelicula. Se realizé la lectura de la densidad éptica en un lector
de microplacas (iMark™, Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA) a 595 nm. El criterio de
evaluacion se llevo a cabo mediante los siguientes rangos de clasificacion, una DO <0.120
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se considera no productor, en el rango 0.120 a 0.240 como productor débil y DO >0.240
como productor fuerte (Christensen et al., 1985).

6.5 Determinacion de la composicion de biopelicula
Se realizaron ensayos de desprendimiento de la biopelicula a los aislamientos
productores, utilizando distintos sustratos que degradan especificamente cada uno los

componentes de la matriz extracelular (carbohidratos, proteinas y ADN).

6.5.1 Composicion de la biopelicula

A partir de un cultivo puro de 24 h en agar sangre se transfirié una colonia a caldo
soya tripticasa y se incubd a 37 °C por 24 h, posteriormente a partir del cultivo se hizo
una dilucion a razon 1:100 en caldo fresco y estéril de soya tripticaseina suplementado
con 1% (p/v) de glucosa. De esta dilucidn se transfirieron 200 pl y se colocaron en una
microplaca de poliestireno de 96 pocillos donde se realizaron 4 repeticiones de cada
aislamiento y se dejé un pocillo como control con medio sin inocular. Este procedimiento
se realizo6 por cuadruple (una como control, una para carbohidratos, una para proteinas y
una Gltima para ADN) Las cuatro placas contuvieron los mismos aislamientos y se
incubaron a 35 °C por 24 h. El medio sobrenadante se descarto y se elimind el exceso de
liquido invirtiendo las placas y dando ligeros golpes sobre papel absorbente. Se realizo la
fijacion de la biopelicula adicionando 200 pl de metanol absoluto a cada pocillo y se dejo
incubar durante 15 min, posteriormente se descartd el metanol y se retird el exceso de
liquido. Seguido se realizaron 3 lavados con agua destilada estéril para cada placa, se retird
el exceso de agua y se dejaron secar por completo a temperatura ambiente. Una vez secas
se le afiadieron a cada placa 200 pl a cada pocillo con el sustrato correspondiente: a) 40
mM de NalOs (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) en agua bidestilada, b) 0.1 mg/ml de
proteinasa K (Bioline, Londres, UK) en 20 mM Tris-HCI a pH: 7.5 con 100 mM NaCl y
¢) 0.5 mg/ml DNasa | (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) en 5 mM MgCl». Se dejo6 una placa
control sin la adicion de sustrato, asi como un pocillo como control de esterilidad y como
blanco espectrofotométrico, las microplacas se incubaron a 37 °C durante 24 h. La placa
con la adicion de NalO4 se cubrieron de la luz con papel aluminio para evitar la

degradacion del sustrato por efecto de la misma. Transcurridas las 24 h se descartaron los
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sustratos de cada placa y se realizaron 3 lavados a cada placa con agua destilada estéril,
retirando el exceso de agua. Después se le afiadieron 200 pl de cristal violeta al 0.1% (p/v)
a cada uno de los pocillos de las cuatro placas y se dejaron incubar durante 15 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo se elimind la solucion de cristal violeta y
se realizaron 5 lavados con agua destilada estéril, posteriormente se le afiadieron a cada
pocillo 200 pl de una mezcla de alcohol y acetona a razon 7:3 y se dejaron actuar durante
15 min a temperatura ambiente. Se realizo la lectura de la densidad 6ptica en un lector de
microplacas (iMark™, BioRad Laboratories Inc, CA, USA) a 595 nm. El porcentaje de
desprendimiento se calculd por la diferencia entre el promedio de la DO de los pocillos
tratados y el control. El criterio de evaluacion se llevo a cabo de la siguiente manera:
<10% sin desprendimiento, de 10 a 50% desprendimiento intermedio, de 51 a 75%
desprendimiento moderadamente fuerte y >75% desprendimiento fuerte. Los porcentajes
mas altos de desprendimiento se interpretaron como la composicion de mayor abundancia
de la biopelicula (Mendoza et al., 2015).

6.6 Determinacion de la susceptibilidad a antibidticos

Se realizd mediante los métodos y criterios descritos por el Instituto de Estandares
Clinicos y de Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés), en el documento M-100 (CLSI,
2020). Se seleccionaron los antibidticos correspondientes a los siguientes grupos de
antibidticos: penicilinas (oxacilina y penicilina), glicopéptidos (vancomicina),
fluoroquinolonas (levofloxacino), inhibidores de folato (trimetroprim), ansamicinas
(rifampicina), oxazolidinonas (linezolid) y lipopéptidos (daptomicina). La metodologia
empleada para la susceptibilidad en células de biopelicula se llevé a cabo de acuerdo con
las especificaciones del material para determinar la concentracion minima de erradicacion
del biofilm (CMEB™, Innovotech, AB, Canada).

6.6.1 Preparacion de las soluciones stock de los antibidticos
Se prepararon soluciones stock a una concentracion de 400 pg/ml de todos los
antibidticos. Se pesaron 0.006 g de la presentacion en polvo de cada antibidtico (Sigma-

Aldrich, Missouri, USA) y se diluyeron en 15 ml del diluyente correspondiente a cada uno
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descrito en el manual de procedimientos del CLSI en el documento M-100, 2020. Las

soluciones stock se conservaron en congelacion en tubos Eppendorf a -80°C hasta su uso.

6.6.2 Preparacion del panel de antibidticos

Se prepararon las soluciones de trabajo tomando en cuenta dos diluciones por
encima del punto de corte de resistencia (células planctdnicas) de cada antibiotico
mencionado en el documento M-100 del CLSI y se tomaron en cuenta al menos dos
diluciones por encimay debajo del rango para las células de biopelicula. Se realizaron los
calculos correspondientes para cada antibiotico y se diluy6 la solucion stock en caldo
Moueller-Hinton fresco y estéril. En el caso de oxacilina se diluyeron en caldo Mieller-
Hinton con cationes ajustados de NaCl 2% (p/v) y para daptomicina se diluyeron en caldo
Mdtieller-Hinton con cationes ajustados de Ca?* 50 mg/ml. A partir de la dilucion de trabajo
se tomaron 200 pl de cada antibidtico y se colocaron cada uno en la primera fila de una
microplaca de poliestireno de 96 pocillos de fondo curvo. En las filas restantes se
adicionaron 100 pl de caldo Miieller-Hinton fresco y estéril. Las diluciones se realizaron
haciendo pases consecutivos de 100 pl de la solucion de trabajo que anteriormente se habia
colocado en la microplaca. (de lafilalala2,2a3, 3a4,etc.), homogenizando entre cada
pase. Se dejaron ocho pocillos como control negativo y ocho como control positivo. Los

paneles de antibidticos se guardaron en congelacion a -80 °C hasta su uso.

6.6.3 Determinacion de la susceptibilidad a antibiéticos en células
plancténicas

A partir de un cultivo puro de 24 h en agar Mueller-Hinton se realizo la preparacion
de los in6culos de cada aislamiento por suspension de 3-5 colonias en tubos con solucion
salina estéril al 0.85% (p/v) ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland
(0.08-0.13 absorbancia a 625 nm). A partir del inoculo, éste se diluyo a razén 1:150 en
caldo Mueller-Hinton fresco y estéril. Despues se tomaron 100 pul y se transfirieron a cada
pocillo del panel de antibiéticos dejando ocho pocillos sin inocular como control negativo.
Las placas se incubaron a 37 °C por 18-24 h tratando de no apilar mas de 4 cajas, para

evitar diferencia en la temperatura. Posteriormente se determino la concentracion minima

26



inhibitoria (CMI) como la concentracion de antibiotico en la cual a simple vista no se
aprecia crecimiento (CLSI, 2022).

6.6.4 Determinacion de la susceptibilidad a antibioticos en células de
biopelicula

A partir de un cultivo puro de 24 h en agar sangre se realizo la preparacion de los
indculos de cada aislamiento por suspension de 3-5 colonias en tubos con solucion salina
estéril al 0.85% (p/v) ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland (0.08-
0.13 absorbancia a 625 nm). A partir del indculo, este se diluy6 a razon 1:50 en caldo soya
tripticasa adicionado con 1% (p/v) de glucosa. Después, se tomaron 150 pl y se afiadieron
a cada pocillo de una microplaca de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano y se coloco
la tapa del dispositivo de Calgary (MEBC™, Innovotech, AB, Canadd) quedando las
clavijas inmersas en el medio. Se incubaron a 37 °C por 24 h sobre un agitador a 150 rpm.
Posterior a la incubacion las clavijas se enjuagaron dos veces con PBS para eliminar las
células no adheridas y se dejaron secar a temperatura ambiente. La tapa se transfirio al
panel de antibidticos preparado anteriormente y se incubaron las placas a 37°C por 18-24
h. Posteriormente se retird la tapa del panel de antibi6ticos y se enjuagaron las clavijas
dos veces con PBS pH 7.3y se transfirio la tapa a una microplaca estéril conteniendo 200
ul en cada pocillo caldo Mueller-Hinton, la cual se sonico 10 min en un ultrasonicador
(Branson 5800, Danbury, USA), después se retird la tapa con las clavijas y se cambi6 a
una tapa normal. Las placas se incubaron a 37°C por 24 h. Posterior a la incubacion se
determing la Concentracion Minima de Erradicacion de Biopelicula (CMEB) como la
concentracion minima de antimicrobiano que a simple vista no presenta crecimiento y

erradica la biopelicula.
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7. RESULTADOS

7.1 ldentificacién

En total se incluyeron 72 aislamientos provenientes de hemocultivos, identificados
previamente como CoNS. La identificacion a nivel especie fue confirmada mediante
MALDI-TOF MS. De esos 72 aislamientos, 71 (98.62%) eran de Jalisco, 1 (1.38%) de
Nuevo Ledn. La mayor parte de los aislamientos correspondieron a muestras de pacientes
de genero masculino (n=32, 44.44%). S. epidermidis fue la especie mas frecuente con un
75.00% (54/72). Del total de los aislamientos, 51.38% (n=37) fueron procedentes de la
unidad de cuidados intensivos. Ambas especies fueron mas frecuentes en el rango de edad
de 0-20 afios. Los datos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Datos demograficos de pacientes con CoNS incluidos en el estudio.

Caracteristicas Total S. epidermidis  S. haemolyticus
n (%) n (%)
No. de pacientes 72 (100.00) 54 (100.00) 18 (100.00)
Procedencia
Jalisco 71(98.62) 53 (88.00) 18 (100.00)
Nuevo Ledn 1(1.38) 1 (2.00) 0 (0.00)
Rango de edad
0-20 58 (80.55) 44 (81.48) 14 (77.80)
20-40 8 (11.11) 4 (7.40) 4 (22.20)
40-60 4 (5.55) 4 (7.40) 0 (0.00)
60-80 2 (2.77) 2 (3.70) 0 (0.00)

Sala hospitalaria
Unidad de Cuidados Intensivos 37 (51.38) 28 (52.00) 9 (50.00)

Medicina general 12 (16.66) 10 (18.00) 2 (11.00)
Urgencias 9 (12.5) 6 (11.00) 3 (17.00)
Otros 14 (19.44) 10 (19.00) 4 (22.00)
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7.2 Nivel de produccion de biopelicula

Del total de los aislamientos, 40 (55.55%) fueron productores de biopelicula. Para
S. epidermidis, el 53.7% (n=29) fueron fuertes y el 18.5% (n=10) débiles productores de
biopelicula. Por otro lado, en el caso de S. haemolyticus, solamente el 5.6% (n=1) fue
productor débil de biopelicula, por lo que el resto fue no productor (Figura 1).
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Nivel de produccién de biopelicula

Figura 1. Nivel de produccion de biopelicula. Porcentaje de aislamientos de S. haemolyticus (n=1) y S.

epidermidis (n=39) con distinto nivel de produccion de biopelicula.

7.3 Composicion de biopelicula

Los criterios de evaluacion se llevaron a cabo de la siguiente manera: <10% sin
desprendimiento, 10 a 50% desprendimiento intermedio, 51 a 75% desprendimiento
moderadamente fuerte y >75% desprendimiento fuerte. Los mayores porcentajes de
desprendimiento se interpretaron como la composicion mas abundante de biopelicula. En
la Figura 2 se describen los resultados de acuerdo a este criterio. La composicion de
biopelicula fue heterogénea entre las cepas. El principal componente de la biopelicula
fueron las proteinas con un desprendimiento fuerte de un 70-95%, seguido de los

carbohidratos con un 60-80% y DNA extracelular con un 50-60%.
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Figura 2. Desprendimiento de biopelicula en estafilococos coagulasa negativos. Porcentaje de

desprendimiento de biopelicula de S. epidermidis y S. haemolyticus (n=40).

7.4 Susceptibilidad en células planctonicas

En el perfil de susceptibilidad en células planctdnicas, los aislamientos presentaron

alta susceptibilidad a vancomicina (100.0%), daptomicina (93.0%), rifampicina (73.6%).

Por otro lado, el mayor porcentaje de resistencia se encontré a penicilina (90.3%),
oxacilina (72.3%), trimetoprim (73.7%) y levofloxacino (69.5%). Se detectd 15.3% de

resistencia a linezolid. Los resultados de la CMIso y la CMIso asi como los porcentajes de

resistencia y susceptibilidad se muestran en la Tabla 2 y en la Figura 3.

Tabla 2. Susceptibilidad a los antibidticos de CoNS (n=72) en células planctonicas.

Grupo de T Rango CMlIss CMls S | R
antibiotico Antibiotico (oml)  (ug/ml) (ug/ml) %) % (M) % (n)
Penicilinas Oxacilina 0.125 - >32 8 <0.06 21.7 NA 72.3
(20) (52)
Penicilinas Penicilina 0.25->32 2 <0.06 9.7(7) NA 90.3
(65)
Glucopéptidos Vancomicina 05-2 1 <0.06 100 0.0 0.0 (0)
(72) ()
Fluoroquinolonas  Levofloxacino 0.06 - >16 64 <0.06 30.5 0.0 69.5
(22) (0) (50)
Inhibidores de Trimetoprim <0.125 - >64 >64 <0.06 26.3 NA 73.7
folato (29) (53)
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Ansamicinas Rifampicina 0-06 - >32 <0.06 <0.06 70.8 2.7 26.4
(51) ) (19)

Oxazolidinonas Linezolid 0.5->64 2 1 84.7 NA 15.3
(61) (11)

Lipopéptidos Daptomicina 0.125 - >32 0.5 0.25 93.0 NA 7.0 (5)
(67)

CMI: concentracién minima inhibitoria; S: susceptible; I: intermedio; R: resistente; NA: No Aplica.
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Figura 3. Porcentaje de aislamientos susceptibles y resistentes a antibi6ticos en células planctdnicas. A) S.
haemolyticus (n=18). B) S. epidermidis (n=54). OXA: Oxacilina, DTO: Daptomicina, LEV: Levofloxacino,
TMP: Trimetoprim, PEN: Penicilina, LZD: Linezolid, VAN: Vancomicina, RIF: Rifampicina.

31



7.5 Susceptibilidad en células de biopelicula

En el perfil de susceptibilidad en células de biopelicula, los aislamientos presentaron
alta resistencia a los antibioticos, se determino la CMEBso y se compar6 con la CMlIso, se
observd que la concentracion del antibiotico aumentd hasta 10 veces en las células de
biopelicula en comparacion con las células planctonicas. Los resultados se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 3. Susceptibilidad a los antibidticos de CoNS (n=28) en células de biopelicula.

Antibiotico Rango CMlso Rango CMEBso No. veces de
aumento
Oxacilina 0.125->32 8 64 - >2,048 1,024 7
Penicilina 0.25 ->32 2 16 ->2,048 2,048 10
Levofloxacino 0.06 - >16 8 8->2,048 256
Rifampicina <0.06 - >32 0.5 0.5 ->256 32
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8. DISCUSION

S. epidermidis y S. haemolyticus son dos de las especies de CONS mas frecuentemente
aisladas de muestras sanguineas. Sin embargo, existe poca informacion reportada sobre el
estudio de los factores de virulencia de estas bacterias, como la produccion de biopelicula
y su papel en la resistencia a los antibidticos. Este trabajo demuestra la importancia del
estudio de la produccion y composicion de la biopelicula de S. epidermidis y S.
haemolyticus, ya que ésta aumenta la resistencia a antibidticos.

De los aislamientos de CoNS obtenidos de hemocultivos, se encontré que S.
epidermidis fue la especie méas frecuentemente aislada con un 75.00% (54/72) seguido de
S. haemolyticus. Diversos estudios reportan que S. epidermidis y S. haemolyticus son
bacterias comensales, pero también son patdégenos causantes de infecciones asociadas a la
atencion de la salud, ya que se han descrito principalmente en bacteriemias relacionadas
con catéter intravenoso y otros dispositivos de uso comun dentro del hospital, asi como
infecciones del torrente sanguineo. S. haemolyticus es el segundo CoNS mas
frecuentemente aislado después de S. epidermidis (Argemi et al., 2019; Veliev &
Nakipoglu, 2022).

La Unidad de Cuidados Intensivos fue la sala de donde provenian la mayor parte de
los aislamientos (51.38%). Los factores que incrementan la probabilidad de adquirir
dichas infecciones incluyen la hospitalizacion durante periodos prolongados, los
procedimientos preoperatorios, la utilizacién de catéteres o prétesis y la permanencia en
lugares de alto riesgo como unidades de cuidados intensivos, urgencias, entre otros
(Fernandez-fernandez et al., 2022). Diversos estudios han reportado que la mayor
prevalencia de estos patdgenos son en pacientes inmunocomprometidos con sistema

inmunitario fragil (Eltwisy et al., 2020).

En la préactica clinica, debido a la propiedad de CoNS de colonizar la piel humana, la
contaminacion de hemocultivos u otras muestras ocurren con frecuencia, por lo que a
veces se notifican cultivos falsos positivos, y datos actuales indican que Staphylococcus
epidermidis es el contaminante mas frecuente (Tenderenda et al., 2022). Por lo tanto, el
principal obstaculo para dar un diagnostico es identificar correctamente los casos en los

gue los CoNS son agentes patdgenos en lugar de contaminantes (Michels et al., 2021).
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Una limitante de este estudio fue que se desconoce si los aislamientos encontrados son

verdaderamente causantes de bacteriemias.

La mayor parte de los aislamientos con los cuales se trabajaron en este estudio
provenian de muestras de pacientes jovenes de 0-20 afios. Se ha reportado que los CONS
se encuentran entre los patdgenos mas frecuentemente aislados en recién nacidos, recién
nacidos prematuros y pacientes de edad avanzada, también se observan en pacientes con
dispositivos médicos permanentes, pacientes con leucopenia, neutropenia, en tratamiento
inmunosupresor y quimioterapia (Franga et al., 2021). Entre las especies de CoNS,
Staphylococcus epidermidis es el patdgeno mas comdnmente aislado en bebés prematuros
(Joubert et al., 2022).

Las biopeliculas estan involucradas en una amplia gama de infecciones por lo que
representan un gran desafio clinico, ya que son altamente resistentes a las terapias
antimicrobianas y a menudo ocurren en areas del cuerpo que no son de facil acceso para
el tratamiento (Jamal et al., 2018; Uru et al., 2021). Aproximadamente el 80% de las
infecciones microbianas cronicas y recurrentes en humanos son causadas por biopeliculas,
algunas de las cuales resultan en altas tasas de mortalidad y morbilidad. S. aureus y CoNS,
principalmente S. epidermidis, son los agentes etiolégicos mas comunes nimero uno y
namero tres de las infecciones adquiridas en hospitales en los EE. UU., respectivamente,
incluidas las infecciones de dispositivos médicos permanentes y heridas quirtrgicas
(Paharik et al., 2016; Schulze et al., 2021).

Un factor importante de patogenicidad en la infeccion por CoNS es la capacidad
de las bacterias para colonizar las superficies abioticas de los dispositivos médicos o las
superficies bioticas, como el material extrafio recubierto con factor del huésped o el tejido
del huésped mediante la formacion de la biopelicula (Becker et al., 2020). En este trabajo
se obtuvieron 40 aislamientos productores de biopelicula, de los cuales el 97.5% (n=39)
fueron S. epidermidis, de éstos, 53.7% (n=29) fueron productores fuertes y 18.5% (n=10)
productores débiles de biopelicula, por otro lado, sélo se encontré 1 aislamiento S.
haemolyticus, el cual fue productor débil de biopelicula. En estudios previos se han
reportado porcentajes similares de aislamientos de CoNS productores de biopelicula, un

42.1% de produccion de biopelicula fue reportado por Clin et al., mediante el mismo
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método de Christensen (Clin et al., 2021). En otro estudio hecho por Rampelotto et al.,
entre las especies de CoNS productoras de biopelicula detectadas se encontrd alto
porcentaje para S. epidermidis, lo que concuerda con los resultados obtenidos en este
trabajo (Rampelotto et al., 2018).

Las biopeliculas son matrices estructuradas tridimensionales compuestas por
bacterias y biopolimeros extracelulares como proteinas, polisacaridos, lipidos, acidos
teicoicos y DNA extracelular (eDNA) (Becker et al., 2020). La formacion y el
mantenimiento de las biopeliculas requieren de estos componentes ya que son
responsables de la adhesion a la superficie, la union celular y la conservacion de la
arquitectura de la biopelicula. Dichos componentes difieren entre especies; en muchas
bacterias como Pseudomonas aeruginosa y Vibrio cholerae, asi como en algunos
estafilococos, la maduracion de la biopelicula se asocia con la produccion de
exopolisacaridos, que regularmente son el componente principal de la matriz de la
biopelicula. La principal clase de exopolisacaridos de la biopelicula en los estafilococos
es la adhesina intercelular de polisacaridos (PIA); se considera que es la adhesina
intercelular méas importante de los estafilococos y es crucial para la formacion de
biopeliculas y la virulencia en S. epidermidis (Schulze et al., 2021). Por el contrario, un
estudio de S. haemolyticus aislado de infecciones del torrente sanguineo, mostré que el
66% de los aislados formaron biopeliculas, sin embargo, dieron negativo para la PCR del
operon ica para la sintesis de PIA, lo que sugiere que quiza tiene otros medios de
formacion de biopelicula (Silva et al., 2013). Las proteinas también son un componente
importante ya que se le atribuyen propiedades adhesivas a lo largo de la formacion de
biopeliculas, las proteinas estafilococicas mas destacadas son AtIA/ALIE, que estan
asociadas a la superficie. Por otro lado, estudios recientes sugieren que el DNA
extracelular puede desempefiar un papel mas importante que los componentes de la
superficie microbiana que reconocen las proteinas de adhesina de las moléculas de matriz
adhesiva (MSCRAMM), en el caso de S. aureus. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que de los aislamientos analizados la composicion de la biopelicula fue
heterogénea, sin embargo, el principal componente fueron las proteinas. Aunque estudios
previos han reportado que los carbohidratos son el principal componente, esto es muy

variable entre bacterias y especies. La informacion encontrada junto con los resultados
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obtenidos en este trabajo sugiere que la composicion de la biopelicula de los CoNS suele
ser heterogénea, y que los carbohidratos no son el componente principal en todos los
casos, ademas de que existen otras vias geneticas para su formacion. Es necesario
caracterizar cada uno de los componentes para saber cuales realmente estan involucrados

en la formacion de la biopelicula.

Varios estudios han demostrado que las bacterias asociadas en biopeliculas
exhiben una mayor resistencia a los compuestos antimicrobianos que sus contrapartes
planctonicas. Aproximadamente un 60% de las infecciones bacterianas que presentan
dicha resistencia se asocian a la formacion de biopeliculas. Se cree que la resistencia a los
antibidticos en las infecciones por biopeliculas es causada por varios factores, incluidas
las alteraciones metabolicas en las bacterias dentro de la biopelicula, disminucion de la
penetracion de antibidticos debido a la matriz extracelular, inactivacion del antibidtico por
compuestos dentro de la matriz extracelular, efectos del indculo relacionados con la gran
cantidad de bacterias en la biopelicula en relacion con las moléculas de antibidtico
disponibles y mayor intercambio de mecanismos de resistencia bacteriana a medida que
residen las bacterias muy cerca unos de otros. A pesar de tener menor efecto, los
antibidticos convencionales se pueden usar para tratar las infecciones asociadas a la
biopelicula hasta cierto punto. Sin embargo, la terapia debe evaluarse segln la especie
bacteriana, la ubicacion de la infeccidn y la via de administracion, de lo contrario, el uso
ineficaz de los antibidticos aumentara la resistencia a ellos (Garcia et al., 2019; Schulze
etal., 2021).

Hay estudios que reportan que la CMEB es generalmente de 100 a 1000 veces
mayor que la CMI de bacterias planctonicas (Davidson et al., 2019). En este trabajo, se
determin6 el CMEB con 4 antibi6ticos en 28 de los 40 aislamientos productores de
biopelicula, y se compar6 el CMEBso con el CMIso de las células planctonicas, donde se
observo que la concentracién aumentd hasta 10 veces mas en presencia de la biopelicula.
Se ha descrito que las biopeliculas también utilizan mecanismos de resistencia
convencionales a los antibidticos, como las B-lactamasas, la expresion aumentada de
bombas de expulsion para eliminar antibidticos intracelulares y la capacidad de

transferencia horizontal, sin embargo, hacen falta mas estudios respecto a esto.
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En los resultados de la susceptibilidad en células plancténicas, se obtuvo una alta
resistencia a oxacilina, penicilina, levofloxacino y trimetoprim para ambas especies, y
resultados similares se han reportado en diferentes investigaciones donde se observa una
alta resistencia de aislamientos CoNS a estos antibidticos (Bora et al., 2018). S. aureus y
varias especies de CoNS se caracterizan por ser resistentes a la meticilina, lo que, a su vez,
les confiere resistencia a varios antibidticos B-lactdmicos. En el caso de la resistencia a
penicilina se debe principalmente a la produccion de enzimas B-lactamasas, por otro lado,
oxacilina es una de las penicilinas resistentes a las penicilinasas, ya que posee una
estructura molecular que las protege frente a la accion de las B-lactamasas; sin embargo,
el elemento genético cromosdmico responsable de la resistencia a oxacilina es el gen mecA
(Garcia et al., 2019). Otros estudios han informado que existe resistencia generalizada a
otros antibidticos, incluidos los aminoglucosidos, las quinolonas, los macrolidos y las
tetraciclinas, y se ha reportado resistencia a levofloxacino de hasta un 78.9% en
aislamientos de CoNS (Stevoska et al., 2022). Por otro lado, en un estudio realizado por
Asbell et al., donde determinaron el perfil de resistencia a trimetoprim en CoNS aislados
de infecciones oculares, se encontré un 0% de resistencia a este antibiotico. Lo anterior
no concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, quiza por el tipo de muestra,
diferentes especies e incluso por el mecanismo de resistencia que se desarrolla (Asbell &
Id, 2018).

En el caso de la rifampicina, éste es un antibidtico activo contra la mayoria de los
aislamientos, sin embargo, existe el riesgo de desarrollar resistencia (Stevoska et al.,
2022). En este trabajo, la resistencia a este antibidtico fue baja para ambas especies.
Daptomicina es un antibidtico lipopeptidico ciclico que ejerce un efecto bactericida al
dirigirse a la membrana celular bacteriana. Analisis in vitro de aislamientos clinicos de
CoNS han mostrado una susceptibilidad de hasta el 99%. Estos estudios han demostrado
gue este antibidtico es mas eficaz que la vancomicina y el linezolid cuando se
administraban solos, sin embargo, aln se espera la evaluacion en estudios clinicos, pues a
pesar de estos prometedores datos de susceptibilidad, todavia faltan datos clinicos sobre
la utilidad de daptomicina en infecciones relacionadas con CoNS (Becker et al., 2020).
En este trabajo se obtuvo un 93.0% de susceptibilidad a daptomicina, lo cual concuerda

con lo ya reportado.
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Hasta el afio 2019, la resistencia a linezolid entre CoNS se habia informado en
varios paises, incluidos América del Norte (EEUU., México), y en un estudio realizado
por Mittal et al., se analizaron 15 aislamientos de CoNS aislados de pacientes con
infeccion asociada al torrente sanguineo en el cual se encontré un 100% de resistencia a
este antibiotico, detectaron la presencia del gen cfr, y presentaban mutaciones en el gen
23s RNAr, lo que le conferia la resistencia (Mittal et al., 2019). La resistencia a linezolid

ha ido en aumento, y en este trabajo se encontro un 15.3% de resistencia a este antibiotico.

La susceptibilidad a la vancomicina se ha mantenido en su mayor parte. Los
aislamientos estudiados en este trabajo presentaron un 100% de susceptibilidad a
vancomicina. Por lo tanto, los glicopéptidos se han convertido en la terapia estandar para
lainfeccion por CoNS (Stevoska et al., 2022). Hasta el momento no se han reportado tasas
de resistencia a vancomicina en México, por lo que sigue siendo el antibi6tico mas eficaz
contra CoNS.
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9. CONCLUSIONES

Dentro de los CoNS obtenidos de sangre en este estudio, predominé S.
epidermidis.

La mayoria de los aislamientos de S. epidermidis y S. haemolyticus procedian de
la unidad de cuidados intensivos, con mayor frecuencia en pacientes jovenes (0-
20 afnos).

Mas de la mitad de los aislamientos de S. epidermidis fueron productores de
biopelicula, en contraste con S. haemolyticus.

La composicion de biopelicula de los aislamientos fue en gran parte heterogénea,
sin embargo, las proteinas fueron el componente més abundante.

Se presento alta resistencia a oxacilina y penicilina y nula a vancomicina en ambas
especies. Se detectd 15.30% de resistencia a linezolid en Jalisco, principalmente
por S. epidermidis.

La produccion de biopelicula aumento la resistencia a oxacilina, levofloxacino,
penicilina, y rifampicina hasta 10 veces en comparacion con las células

planctonicas.
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10. PERSPECTIVAS

Caracterizar cada uno de los componentes de la biopelicula de Staphylococcus
epidermidis y Staphylococcus haemolyticus.

Determinar los genes involucrados la formacion de la biopelicula y su expresion
en células planctonicas y en células dentro de la biopelicula .

Determinar los genes involucrados en la resistencia a los antibidticos y su
expresion en células planctdnicas y en células dentro de la biopelicula .
Determinar la capacidad de formacidon de la biopelicula en distintas superficies.
Evaluar el efecto de concentraciones subinhibitorias de distintos antibidticos en la
formacion de la biopelicula .

Determinar la susceptibilidad a antibioticos en células de biopelicula en ausencia

de cada uno de sus componentes.
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