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Articulo original
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Introduccion. Las infecciones por Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa
negativa multirresistentes a los antibiéticos y asociadas con la atencién en salud tienen
un gran impacto epidemiolégico por su alta morbimortalidad; ademas, se han relacionado
con la formacion de biopeliculas, lo cual también se asocia con la resistencia a los
antimicrobianos.

Objetivo. Determinar la resistencia a la meticilina y cuantificar la produccién de
biopeliculas para establecer su posible relacién con los aislamientos clinicos de S. aureus
y Staphylococcus coagulasa negativa.

Materiales y métodos. Se estudiaron 11 cepas de S. aureus y 12 de Staphylococcus
coagulasa negativa. La resistencia a la meticilina se determin6 con discos de cefoxitina
tomando como valores de referencia los estandares del Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI) de 2018. La produccién de biopelicula se cuantificé con cristal violeta. Los
genes mecA e icaADBC se identificaron mediante reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), y se hizo un andlisis bivariado con la prueba de ji al cuadrado y el coeficiente V de
Crameér, utilizando el programa SPSS™, versién 20.0.

Resultados. Nueve cepas de S. aureus fueron resistentes a la meticilina (SARM) y dos
fueron sensibles. Ocho cepas de Staphylococcus coagulasa negativa fueron resistentes

y cuatro fueron sensibles. El genotipo mecA se encontré en ocho de las nueve cepas

de S. aureusy en seis de las ocho de Staphylococcus coagulasa negativa resistentes

a meticilina. Todas las cepas formaron biopelicula. Diez cepas de S. aureusy 11 de
Staphylococcus coagulasa negativa presentaron el genotipo icaADCB. No se encontr6
asociacion entre la resistencia a meticilina y la formacién de biopelicula.

Conclusiones. La cefoxitina es suficiente para determinar el fenotipo resistente a
meticilina y se asoci6 con el genotipo mecA. Las cepas resistentes a la meticilina y
poseedoras del gen mecA pueden presentar un mecanismo de resistencia alterno. Los dos
grupos de cepas formadoras de biopelicula se relacionaron con la presencia del operén
icaADCB. La formacion de biopelicula y la resistencia a la meticilina se expresaron como
caracteristicas independientes en los dos grupos de cepas.

Palabras clave: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; biopeliculas; México.

Methicillin resistance and biofilm production in clinical isolates of Staphylococcus
aureus and coagulase-negative Staphylococcus in México

Introduction: Infections associated with health care caused by S. aureus and coagulase-
negative Staphylococci multi-resistant to antibiotics cause a high epidemiological impact
due to their high morbidity and mortality. Biofilm formation, which has been associated with
antimicrobial resistance, can also occur.

Objectives: To determine methicillin resistance and to quantify the biofilm production to establish
if there is a relationship in clinical isolates of S. aureus and coagulase-negative Staphylococci.
Material and methods: A total of 11 strains of S. aureus and 12 of coagulase-negative
Staphylococci were studied. Methicillin resistance was determined with cefoxitin discs

and the Clinical Laboratory Standards Institute (CSLI), 2018 reference values. Biofilm
production was quantified by the crystal violet method. The mecA and icaADBC genes were
identified by PCR. A bivariate analysis was performed with chi-square (c?) and Cramér's V
statistical tests, using SPSS™, version 20.0 software.

Results: Nine S. aureus strains were methicillin-resistant and two were sensitive. Eight
coagulase-negative Staphylococci strains were resistant and four were sensitive. The mecA
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genotype was found in eight of the nine S. aureus resistant strains and six of eight resistant
coagulase-negative Staphylococci. All strains formed biofilms. Ten strains of S. aureus and
11 of coagulase-negative Staphylococci presented the icaADCB genotype. No association
was found between methicillin-resistance and biofilm formation.

Conclusions: Cefoxitin is enough to define the resistance phenotype and is associated
with the mecA genotype. All strains formed biofilms and were related to the presence of the
icaADCB operon. Biofilm formation and methicillin resistance were independent features in
both groups of strains.

Keywords: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus; biofilms; México.

Las infecciones asociadas con la atencién en salud representan un
problema de salud publica debido a su alta morbilidad y mortalidad.
Los agentes patdgenos que las causan en México pertenecen al grupo
de bacterias Gram positivas Staphylococcus aureusy Staphylococcus
coagulasa negativa, al de las bacterias Gram negativas Acinetobacter
baumanniiy Pseudomonas aeruginosa, y al de especies pertenecientes a
Enterobacteriaceae (1,2).

Staphylococcus spp. son cocos Gram positivos de 0,5 a 1,5 pm de
diametro que se agrupan en racimos, son inmoviles, anaerobios facultativos,
fermentadores de glucosa, positivos para catalasa y negativos para
oxidasa, con un contenido de G+C de 30 a 39 %, y son oportunistas (3).
Staphylococcus aureus es la especie mas virulenta; se la considera una
bacteria extracelular que induce alteraciones en los tejidos y produce
lesiones localizadas con supuracién y cicatrizacion, y es responsable de
varias infecciones en el humano (4).

Los factores que incrementan la probabilidad de adquirir dichas
infecciones incluyen la hospitalizacién durante periodos prolongados, los
procedimientos preoperatorios, la utilizacién de catéteres o prétesis y la
permanencia en lugares de alto riesgo (unidades de cuidados intensivos,
entre otros), pero los principales factores de riesgo son la virulencia, el
potencial para formar abscesos y la multirresistencia a los antibiéticos (5).

La Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiol6gica de México ha reportado
que la mortalidad en pacientes infectados con S. aureus variade 5 a 70 %. La
informacién proveniente de los hospitales generales, pediatricos, universitarios
y de especialidades sefiala que S. aureus ocup6 el tercer lugar en morbilidad
y el cuarto lugar en mortalidad en el periodo de 1997 a 2003 (5).

La resistencia del género Staphylococcus a los -lactamicos, como las
penicilinas, las cefalosporinas y los carbapenémicos, es un problema de
salud publica (6). La resistencia a la penicilina en S. aureus surgi6 a finales
de la década de 1950 y obligé al desarrollo de nuevos antimicrobianos. Asi
aparecieron las primeras cefalosporinas estables frente a las penicilinasas y
las penicilinas semisintéticas, entre ellas la meticilina. Un afio después de su
introduccién, se aislé en Europa la primera cepa de S. aureus resistente a la
meticilina (SARM) y, en 1963, se report6 el primer brote hospitalario; desde
entonces se han notificado en todo el mundo (4).

Los mecanismos de resistencia de S. aureus a los B-lactamicos son la
produccién de enzimas B-lactamasas, la presencia de proteinas ligadas a
la penicilina (Penicillin Binding Protein, PBP) modificadas (conocida como
resistencia intrinseca a la meticilina) y los fenémenos de tolerancia. Las
penicilinas resistentes a penicilinasas (oxacilina, meticilina, cloxacilina)
poseen una estructura molecular que las protege frente a la accion de las
B-lactamasas. El mecanismo de resistencia de S. aureus a la meticilina se
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basa en la sintesis de una nueva PBP (PBP2a o PBP2"), la cual exhibe
poca afinidad por la meticilina y otros B-lactamicos, bloquea la llegada del
antibiotico a su sitio blanco y produce, asi, un patron de resistencia (7).

El elemento genético cromosoémico responsable de la resistencia es el
gen mecA, cuya expresion depende de dos genes, el mecR1, que regula
la transcripcion, y el mecl, que codifica la proteina represora. El antibiético
B-lactamico induce un proceso catalitico en la membrana bacteriana, y el gen
mecA se transcribe y se sintetiza en la proteina de membrana PBP2a (8,9).

Otras modalidades de resistencia en las que no se evidencia la
presencia del gen mecA, son la resistencia limite a la oxacilina (Borderline
Oxacillin-Resistant S. aureus, BORSA) en bacterias hiperproductoras de
B-lactamasas, y la resistencia modificada (Modified S. aureus, MODSA) en
aquellas que presentan modificaciones en la afinidad de las PBP 1, 3 y 4, por
lo que exhiben débil resistencia a la meticilina. Otros genes de resistencia
son el gen blaZy el fem (factor esencial de resistencia a la meticilina) (7).

Asimismo, esta la produccién de biopeliculas, la cual se considera un
factor de virulencia. La biopelicula es una comunidad de microorganismos
recubiertos de un polimero extracelular o matriz de exopolisacaridos,
con la capacidad de adherirse a superficies biéticas o abiéticas (10); se
ha demostrado que son estructuras tridimensionales (11). La matriz de
exopolisacaridos favorece el intercambio de metabolitos con el exterior
y confiere una barrera protectora contra ambientes adversos, como la
hiperosmolaridad, la anaerobiosis, los anticuerpos, los macréfagos y los
antibiéticos. Este crecimiento ‘protegido’ permite la supervivencia en un
medio antagonista (11).

La adhesina intercelular de polisacaridos (Polysaccharide Intercellular
Adhesin, PIA), llamada poli-N-acetilglucosamina (PNAG), es un polimero de
28 kDa, homoglucano lineal de la glucosamina, con una estructura bioquimica
de B-1,6-N-acetil-glucosamina (10). La biosintesis de la PIA de Staphylococcus
spp. participa en la formacién de biopeliculas (10,12) y se sintetiza por la
accion de cuatro proteinas homologas organizadas en el operén ica, las
cuales forman parte del grupo de adhesinas intercelulares (Intercellular Cluster
Adhesin, ICA) codificadas por los genes icaA, icaD, icaB e icaC (13). El gen
bap puede mediar un mecanismo independiente de la PIA para la formacion
de la biopelicula (13,14). Por otra parte, la proteina Bap (Biofilm-Associated
Protein) se localiza en la superficie bacteriana asociada a la pared celular
y desempefia un papel relevante en los procesos infecciosos de la mastitis
bovina ocasionada por diferentes especies de Staphylococcus (13,15).

Existe un interés creciente en la formacion de biopeliculas de bacterias
patégenas capaces de adherirse a dispositivos como protesis ortopédicas,
valvulas cardiacas artificiales, marcapasos, injertos de plastico y dispositivos
intravenosos temporales o permanentes (11). La tolerancia a los agentes
antimicrobianos en el 60 % de las infecciones bacterianas esta asociada a
la formacién de biopeliculas y la concentracion del agente antimicrobiano
requerida para introducirse en la biopelicula y tener efecto en las bacterias (16).

Las cepas de SARM se asocian con infecciones hospitalarias en las que
se se pueden formar biopeliculas, y se caracterizan por ser persistentes,
virulentas y dificiles de eliminar (10). En ese contexto, el objetivo del estudio
fue investigar la asociacion de la resistencia a la meticilina de los genotipos
mecA e icaADCB con la formacion de biopeliculas en cepas de S. aureus
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y Staphylococcus coagulasa negativa, aisladas de muestras clinicas de
pacientes hospitalizados en el Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis
Guillermo Ibarra Ibarra” de Ciudad de México.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Las cepas utilizadas provenian de muestras clinicas (heridas quirurgicas,
secreciones bronquiales, hemocultivos, puntas de catéter, cultivos 6seos)
recolectadas durante el periodo de febrero a julio del 2010. Se estudiaron
23 cepas de Staphylococcus spp.: 11 de S. aureus y 12 de Staphylococcus
coagulasa negativa. Los aislamientos se obtuvieron por resiembra en
placas de gelosa con sangre de carnero y medio agar de sal y manitol.
Todas las cepas aisladas fueron positivas para catalasa y negativas
para oxidasa. Segun la prueba de coagulasa, las cepas se clasificaron
como Staphylococcus coagulasa positivas, entre ellas las de S. aureus,

y Staphylococcus coagulasa negativas. La identificacion del género y de
la especie se llevo a cabo con un panel bioquimico usando un sistema
automatizado (MicroScan Instruments, Dade-Behring). Las cepas se
conservaron en caldo de cerebro y corazén con glicerol al 20 % y a -70 °C
hasta su procesamiento.

Se uso la cepa ATCC 25923 de S. aureus como control negativo para las
pruebas de resistencia a la meticilina, la ATCC 43300, como control positivo
de la presencia del gen mecA, la ATCC 27543, como control positivo para la
produccién de biopelicula, y la ATCC 12228, para la deteccién de los genes
icaA, icaD, icaB e icaC.

Prueba de difusion en disco para oxacilina y cefoxitina

La sensibilidad a la meticilina se determiné mediante el método de Kirby y
Bauer o de difusion mediante el uso de discos de cefoxitina (30 pug) (BD BBL
Sensi-Disc Antimicrobial™) como método de referencia, segln las guias y
normas del CLSI (2018) para establecer la sensibilidad a los antimicrobianos
mediante discos (17).

Para preparar el in6culo, se seleccionaron cuatro colonias que se
colocaron en tubos con 4 ml de caldo Miieller-Hinton; se ajusto la turbidez
al 0,5 usando un nefelémetro con el estandar de McFarland (1,5 x 108 UFC/
ml); se sembraron con hisopo en tres direcciones en placas de agar Mieller-
Hinton y se colocaron los discos.

Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C y se midieron los
diametros de los halos de inhibicién en milimetros usando un escalimetro; los
resultados se compararon con los valores establecidos en el manual del CLSI
(2018) para su clasificacién como resistentes o sensibles.

Produccion de biopelicula

La produccion de biopelicula se cuantificé con el método de titulacién en
microplaca de poliestireno utilizando cristal violeta (18). A partir de un cultivo
de 24 horas de cada cepa, se prepard una suspension en caldo de cultivo
Mueller-Hinton, y se ajust6 a la turbidez del tubo nimero 3 de McFarland,
equivalente a 9,0 x 108 UFC/mI. Cada ensayo se hizo por cuadruplicado para
cada control y para las cepas problematicas.
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Se agregaron 100 pl de esa suspensién a cuatro pozos de microplacas de
polipropileno de 96 pozos con fondo plano (Nunc MicroWell™); en los pozos
de control negativo se agregd solo el medio Mieller-Hinton y, después, se
incubd durante 24 horas a 37 °C. Se aspir6 el contenido con micropipetas
empleando puntas de 200 pl estériles y los pozos se lavaron con 100 pl de
solucion tampon fosfato salino (PBS) estéril.

Las bacterias adheridas se fijaron con 100 pl de glutaraldehido al 2,5 %
durante un minuto a temperatura ambiente, se retir6 el exceso aspirando
nuevamente y cada uno de los pozos se lavo con 100 pl de PBS. Se agregaron
100 pL de cristal violeta al 4 % en cada pozo y se incub6 a temperatura
ambiente durante dos minutos; se retir6 el exceso de cristal violeta por
aspiracion y se lavaron dos veces con PBS. El cristal violeta adherido en cada
pozo se disolvié con 100 pl de alcohol y acetona en proporcién 80:20 (v/v), y el
volumen final se ajust6é a 2 ml con la misma solucion.

Las lecturas se hicieron con un espectrofotémetro a una absorbancia de
570 nm: se promediaron los valores de las cuatro lecturas de absorbancia,
y se calcularon la media y la desviacién estandar (DE) para cada una de las
cepas y el control negativo. El punto de corte (AbsC) se definié como el valor
de tres DE por encima del promedio de las absorbancia del control negativo
(AbsC=absorbancia media de los controles + 3X DE de los controles). La
absorbancia final de cada una de las cepas se calcul6 sustrayendo el valor
de AbsC (absorbancia=absorbancia de una cepa — AbsC).

Cuando el valor obtenido de absorbancia resulté negativo, se consideré
como valor cero; cualquier valor positivo indicaba que habia produccion
de biopelicula. La produccién de biopeliculas se agrupé en cuatro
categorias: nula o no adherente (absorbancia<0,001), baja adherencia
(absorbancia=0,001-0,500), moderada (absorbancia=0,051-0,900) y alta
adherencia (absorbancia= 0,901) (19,20).

Extraccion del ADN genomico

Para la extraccion del ADN gendmico, se empled el método de tiocianato
de guanidina: cada cepa se sembrd por estria masiva en agar Mieller-Hinton
y se incub6 a 37 °C durante 24 horas; las colonias se suspendieron en un
ml de NaCl al 0,85 %, se centrifugaron a 14,000g durante cinco minutos,
se lavaron dos veces con 200 pl de agar de Salmonellay Shigellay se
suspendieron de nuevo en 100 pl de solucion tampon tris EDTA (1mM EDTA,
10 mM Tris-HCI, pH 8,0).

Se agregaron después 500 pl de soluciéon tampon de tiocianato de
guanidinio 5M y EDTA (0,1M pH 6,0), y 25 pl de N-Lauril-sarcocinato de
sodio al 10 %; se mezcl6 por inversién durante cinco minutos a temperatura
ambiente y cinco minutos en hielo. Se agregaron 250 pl de acetato de
amonio 7,5M y 500 pl de cloroformo alcohol isoamilico en proporcion 24:1
(v/v); se mezclé por inversion y se centrifugd a 14.000g durante siete
minutos. Se recupero6 la fase acuosa, se agregaron 500 pl de isopropanol frio
y se dej6 a -20 °C toda la noche.

El ADN se recuperé por centrifugacioén durante 10 minutos a 10.000g; la
pastilla obtenida se lavé con 200 pl de etanol frio al 70 % (v/v), se centrifugd
a 10.000g y se dej6 secar al aire durante dos horas para, finalmente,
disolverla en 80 pl de agua para biologia molecular.
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Identificacion de los genes mecA e icaADBC por reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR)

Se emplearon los iniciadores especificos disefiados para la amplificacion
de los genes mecA e icaADBC (21). Las secuencias de los iniciadores
especificos, las condiciones de amplificacion y los tamafos esperados de
cada amplicon se presentan en el cuadro 1.

El volumen final de la mezcla de reaccién para la amplificacién por PCR
fue de 25 pl; las concentraciones finales de cada uno de los iniciadores
fueron de 0,1 pM, 1,5 mM de MgCl,, 2,5 mM de dNTP y agua para biologia
molecular.

Se utilizaron 30 ciclos de desnaturalizacién inicial durante cinco minutos
a 94 °C, desnaturalizacion durante 30 s a 94 °C, alineamiento y extensién
durante 1,5 minutos a 72 °C y una extensién final de 10 minutos a 72 °C.

Los productos de la amplificacion se visualizaron mediante electroforesis
en agarosa al 1,5 % en solucién tampén TBE (tris, borato, EDTA) tefido con
bromuro de etidio; el tamafio de los amplicones se calcul6 comparandolos
con un marcador de talla molecular comercial de 100 pb. El control positivo
para la presencia del gen mecA fue el ADN de la cepa ATCC43300 de S.
aureus.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de la produccion de biopelicula se hizo con el
programa SPSS™, version 20.0. Se hizo un analisis bivariado con las
pruebas de ji al cuadrado y el coeficiente V de Cramér para examinar la
asociacion entre la resistencia a la meticilina y la formacién de biopelicula.

Resultados

Las 23 cepas de Staphylococcus spp. de origen clinico aisladas se
dividieron en dos grupos: el primero con 11 (48 %) cepas de S. aureus, y el
segundo con 12 (52 %) cepas de Staphylococcus coagulasa negativa.

El fenotipo resistente a meticilina se encontré en 9 (81,8 %) cepas de S.
aureusy 2 (18,2 %) fueron sensibles. En las cepas del grupo Staphylococcus
coagulasa negativa, 8 (66,7 %) fueron resistentes y, 4 (33,3 %), sensibles a
meticilina (cuadro 2).

Cuadro 1. Secuencias de los iniciadores especificos y condiciones para la amplificacion de los
genes mecA e icaADBC

Condiciones de

Inici r nci X .
clado Secuencia alineamiento

Amplicon (pb)

icaA-F 5"-CGTTGATCAAGATGCACC-3’ 30s/50 °C 319 pb
icaA-R 5-CCGCTTGCCATGTGTTG-3" 30s/50 °C
icaB-F 5-TGGATTAACTTTGATGATATGG-3" 60s/54 °C 409 pb
icaB-R 5-AGGAAAAAGCTGTCACACC-3’ 60s/54 °C
icaC-F 5-GGTCAATGGTATGGCTATTT-3" 60s/54 °C 148 pb
icaC-R 5-CGAACAACACAGCGTTTC-3" 60s/54 °C
icaD-F 5-GGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 60s/54 °C 150 pb
icaD-R 5-GAAATTCATGACGAAAGTATC-3’ 60s/54 °C
mecA-F 5- TGGCTATCGTGTCACAATCG-3’ 30s/55 °C 310 pb
mecA-R 5-CTGGAACTTGTTGAGCAGAG-3’ 30s/55 °C
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Cuadro 2. Fenotipos de sensibilidad y resistencia a la meticilina establecidos por difusiéon en disco
de las cepas de los grupos de Staphylococcus aureusy Staphylococcus aureus coagulasa negativa

Fenotipo de sensibilidad a meticilina

Sensible a Resistente a Total
Grupo de cepas cefoxitina cefoxitina n (%)
n (%) n (%)
Staphylococcus aureus 2 (9 9 (39) 11 (48)
Staphylococcus aureus coagulasa negativa 4(17) 8 (35) 12 (52)
Total 6 (26) 17 (74) 23 (100)

En cuanto a la correlacién entre el fenotipo de resistencia a la meticilina
y la presencia del gen mecA, el producto de amplificacion mediante PCR de
punto final fue el esperado, un amplicén de 310 pares de bases observado
por electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % (figura 1); de las 23 cepas, 18
(78 %) presentaron este gen.

De las nueve cepas de SARM, ocho presentaron el gen mecAy solo en
una no se detect6. En diez cepas de Staphylococcus coagulasa negativa se
detecto el gen mecA, es decir, se encontré en las ocho cepas resistentes a
la meticilina y, ademas, en dos cepas con fenotipo sensible a la meticilina y
presencia del gen mecA (19).

En cuanto a la formacién de biopelicula como mecanismo de virulencia,
se encontrd que con las categorias establecidas: nula o no adherente
(absorbancia<0,001), de baja adherencia (absorbancia=0,001-0,500), de
moderada adherencia (absorbancia=0,051-0,900) y de alta adherencia
(absorbancia=0,901), todas las cepas produjeron biopelicula cuando se emple6
la cepa ATCC 27543 como control positivo para dicha produccién (cuadro 3).

1 2 3 4 5 6 7 8

pb

1000

500

310

100

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % con los amplicones de 310 pb del gen mecA.
1: marcador de talla molecular 100 pb; 2: control positivo con S. aureus ATCC 43300; 3-6: ADN de
cepas clinicas de S. aureus; 7: control negativo con S. aureus ATCC 25923; 8: control de reactivos

Cuadro 3. Capacidad de produccién de biopelicula en cepas de los grupos de Staphylococcus
aureus'y Staphylococcus aureus coagulasa negativa

Fenotipo de produccion de biopelicula

Grupo de cepas Baja Moderada Alta Total

n (%) n (%) n (%) n (%)
Staphylococcus aureus 3(13) 7 (30) 1 (5) 11 (52)
Staphylococcus aureus coagulasa negativa 2 (9 7 (30) 3(13) 12 (48)
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En el grupo de cepas de Staphylococcus coagulasa negativa se
encontraron tres (13 %) con alta producciéon en comparacion con una (5 %)
de S. aureus. En ambos grupos hubo el mismo nimero de cepas (7; 30 %)
con produccién moderada de biopelicula, en tanto que solo tres cepas de S.
aureus y dos de Staphylococcus coagulasa negativa presentaron el fenotipo
de baja produccién de biopelicula.

Se amplificaron de manera independiente los genes A, D, By C del
operon ica, con el proposito de correlacionar su presencia con el fenotipo
de formacion de biopelicula en las cepas de Staphylococcus spp. Las cepas
de los dos grupos presentaron el operén icaADBC al usar como control la
cepa ATCC 12228 de S. epidermidis para la presencia de los genes icaA,
icaD, icaB e icaC (figura 2). La electroforesis en geles de agarosa al 1,5 %
evidencid en cada cepa los amplicones de cada uno de los genes con el
tamafio esperado.

En el andlisis estadistico de asociacién entre la produccion de biopelicula
y los dos grupos de cepas de S. aureus y Staphylococcus coagulasa negativa
mediante el V de Cramér y la prueba de ji al cuadrado, se encontraron
valores de V de 0,245 y de p de 0,111, lo que indica que las dos variables
fueron independientes entre si. La produccién de biopelicula se asocié con
las cepas SARM Staphylococcus coagulasa negativa resistente a la meticilina
(Methicillin-Resistant Coagulase-Negative Staphylococcus aureus, MRSCN).
El analisis estadistico también determiné que la produccion de biopelicula se
daba independientemente de la resistencia a la meticilina, con un valor de V
de 0,115 y uno de p de 0,252.

icaB

icaA
fea 1 23 4 56 7 8 9

1000 pb

1000 pb
500pb

400pb 500pb
300pb 4—319pb 400pb 4—409pb
200pb 300pb
100pb 200pb

100pb
icaD

1 23 4 56 7 8 9

1000 pb 1000 pb

500pb 500pb
400pb 400pb
300pb 300pb <4—150pb
200pb 200pb
p! 414800 oopp

100pb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % con los amplicones de los genes icaADBC.
1: marcador de talla molecular de 100 pb; 2: control positivo con ATCC 12228; 3-10: cepas clinicas
de S. aureus.

Discusion

Las infecciones asociadas con la atencién en salud constituyen un grave
problema de salud publica en todo el mundo y afectan gravemente a los
paises de menores recursos. Las infecciones hospitalarias se encuentran
entre las principales causas de morbilidad y mortalidad, y su manejo
ocasiona costos elevados para los pacientes y el sistema de salud (22).

Staphylococcus aureus y varias especies de Staphylococcus coagulasa
negativa, se caracterizan por ser resistentes a la meticilina, lo que, a su
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vez, les confiere resistencia a varios antibiéticos -lactamicos y dificulta
enormemente su erradicacion. Por ello, ha sido necesario establecer
protocolos especificos de tratamiento con otros antibiéticos para las
infecciones causadas por este tipo de Staphylococcus spp., con la
consiguiente presién selectiva que favorece la diseminacion de dichas cepas.

La acumulacion y la diseminacion de la resistencia en S. aureus son
producto del intercambio de factores determinantes de resistencia preexistentes
en elementos genéticos moviles, como los plasmidos y los transposones (5).

En las muestras de Staphylococcus spp. analizadas en este estudio fue
posible determinar el fenotipo resistente a la meticilina utilizando discos con
cefoxitina. Las cepas SARM presentaron el mismo rango de sensibilidad y
especificidad frente a los dos antibiéticos. Estos resultados coinciden con un
estudio comparativo de varios métodos de deteccién de cepas aisladas de
muestras clinicas hospitalarias, que presentaron una sensibilidad de 98 %y
una especificidad de 100 % utilizando discos de cefoxitina (23).

En las cepas de Staphylococcus coagulasa negativa se detecté el
fenotipo de resistencia a la meticilina con los valores de corte de los halos de
inhibicién. En este sentido, los resultados del presente estudio son similares
a los hallados por otros autores (24).

Los métodos de tipificacién molecular basados en la deteccion del gen mecA
mediante PCR de punto final estan cada vez mas al alcance de los laboratorios
clinicos y representan una alternativa rapida y eficaz para la deteccién de cepas
SARM. Ademés, tienen la gran ventaja de no depender de condiciones de
cultivo especiales y se pueden usar en un gran numero de aislamientos para
establecer el fenotipo de resistencia a la meticilina y sus asociaciones.

En el presente estudio encontramos una correlacion entre el fenotipo y el
genotipo de resistencia a la meticilina; Unicamente en una cepa de fenotipo
SARM no se encontré el gen mecA.

En cuanto a la formacién de biopelicula como factor de virulencia de los
estafilococos mediante su adherencia y colonizacion de células, tejidos y
materiales inertes, su determinacién in vitro en cepas clinicas ha evolucionado e
incluye desde métodos poco reproducibles, como el agar de rojo Congo, hasta los
métodos espectrofotométricos semicuantitativos sobre superficies inertes (25).

El método empleado en el presente trabajo presenté una buena
reproducibilidad y permitié establecer en los dos grupos tres niveles de
formacioén de biopelicula, predominantemente el moderado.

En diversos estudios se ha demostrado que tanto S. aureus como
Staphylococcus coagulasa negativa de origen clinico tienen la misma
capacidad de formar biopeliculas (26). En cepas clinicas de S. aureus,
resistentes y sensibles a meticilina se ha detectado un nivel moderado de
formacién de biopeliculas, en menor medida, un nivel alto, y en muy pocas
cepas, un nivel bajo, sin que se pudiera establecer una correlacion entre la
resistencia a la meticilina y la capacidad de produccion de biopelicula.

Las cepas de S. aureus aisladas de la piel de pacientes presentaron una
mayor capacidad de producir biopelicula, hecho que favoreceria las condiciones
para la colonizacion y la persistencia en el humano si se considera que se trata
de uno de los principales microorganismos de la microbiota de la piel (27).
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El operdn ica es un elemento importante en la formacién y acumulacién de
biopelicula; consta de cuatro genes que codifican para la adhesina intercelular
de polisacarido de las bacterias. En este estudio se encontr6 que el 91 % de
las cepas del grupo de S. aureusy el 92 % de las del grupo de Staphylococcus
coagulasa negativa presentaron los genes icaADBC. La capacidad de formar
biopelicula depende, en parte, de la actividad del locus icaADBC'y del gen
icaR implicados en la produccién de la adhesina intercelular de polisacarido
la cual es necesaria funcionalmente para la adherencia entre células y para la
acumulacion de biopelicula. Estos resultados coinciden con los de otro estudio
(14), en el que se obtuvo una alta frecuencia de genes icaADBC en todos los
aislamientos clinicos.

Aunque esta adhesina es un factor muy importante en la formacién de
biopelicula, se identificaron cepas que no codificaron para los genes icaADBC
y, por lo tanto, no sintetizan el polisacarido. Este resultado no implica que no
tengan la capacidad de formar biopelicula, sino que otros genes no incluidos
en el estudio citado, como el SigB, el SarAy el LuxS, que también participan
en la produccion de biopelicula, podrian estar implicados (14).

La resistencia a la meticilina y la produccion de biopelicula en los
aislamientos clinicos de S. aureus 'y Staphylococcus coagulasa negativa son
factores de virulencia que se expresan de manera independiente. Se obtuvo
una importante correlacién entre el fenotipo resistente a la meticilina y el
genotipo del mecA en las cepas de origen clinico. Practicamente todas las
cepas fueron capaces de formar biopelicula, ya fuera por la participacién del
operon ica o por la de otros genes que no fueron parte de esta investigacion.

Los estudios biotecnolégicos fenotipicos y biomoleculares mediante PCR
en infecciones hospitalarias han contribuido a un mejor conocimiento de
su persistencia y resistencia antimicrobiana, y favorecen un mejor manejo
clinico y terapéutico. La metodologia empleada permiti6 aislar y clasificar las
23 cepas de Staphylococcus spp. procedentes de diferentes casos clinicos
en dos grupos: S. aureusy Staphylococcus coagulasa negativa. Se pudo
determinar mediante PCR que 18 de las 23 cepas presentaron el gen mecaA,
pero en una cepa con fenotipo de resistencia no se lo detectd, lo que sugiere
un mecanismo de resistencia alterno. No se demostrd asociacion entre la
produccién de biopelicula y la resistencia a la meticilina.
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