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Resumen

Summary

Introduccién: la capacidad de S. aureus para adherirse
a superficies y a otras células bacterianas, para
conformar un biofilm, es una de las principales causas de
la persistencia de las infecciones por este patégeno.
Objetivo: analizar la capacidad de formacién de biofilm,
mediante el ensayo in vitro en placa de poliestireno, de
cepas de S. aureus.

Material y métodos: estudio descriptivo de corte
transverso. Se estudiaron 10 cepas resistentes a
meticilina, con caracterizacion molecular de factores de
virulencia y representativas de los grupos clonales
detectados en un total de 347 cepas que causaron
infecciones de piel y partes blandas e invasivas en nifnos
en el 2012. La estandarizacién del ensayo in vitro fue
exitosa, permitiendo clasificar a las cepas en 3 categorias
segun la intensidad de formacién del biofilm.
Resultados: el 100% de las cepas analizadas fue
formadora de biofilm y se identifico dentro de la categoria
de formadores moderados.

Conclusiones: la deteccion de la formacién de biofilms
bacterianos, sobre todo en infecciones cronicas, es un
tema crucial, ya que de ello depende la eleccién de
estrategias especiales para su eliminacion, como la
remocién quirdrgica, dada la inefectividad de las terapias
antibiéticas tradicionales.

Palabras clave: S. aureus; biofilm; nifos

Introduction: the capacity of S. aureus to adhere to
surfaces and other bacterial cells by forming a biofilm is
one of the main causes of the persistence of infections by
this pathogen.

Objective: to analyze the capacity of S. aureus strains to
form biofilm, using in vitro polystyrene plate culture
techniques.

Materials and methods: this was a descriptive,
cross-sectional study. We studied and performed
molecular characterization of viruence factors in ten
strains of S. aureus, which were representative of the
clonal groups detected in a total of 347 strains that
caused skin and soft tissue invasive infections in children
in 2012. The standardization of the in vitro assay was
successful, allowing to classify the strains into 3
categories according to the intensity of biofilm formation.
Results: 100% of the analyzed strains were biofilm
formers and were categorized as moderate formers.
Conclusions: the detection of the formation of bacterial
biofilms, especially in chronic infections, is crucial, since
it affects the choice of special strategies, such as surgical
removal, for their elimination, given the ineffectiveness of
traditional antibiotic therapies.
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Introduccion

El Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positi-
va, comensal humana, considerada uno de los principa-
les patogenos humanos. La gran prevalencia de infec-
ciones causadas por esta bacteria, tanto en ambientes
comunitarios como hospitalarios, se debe principal-
mente a la rapida adquisicion de resistencia a antibioti-
cos y a su capacidad para formar biofilm"?.

Estos biofilms se definen como comunidades o agre-
gados celulares rodeados por una matriz extracelular,
que poseen la capacidad de adherirse a numerosas su-
perficies, y constituyen uno de los determinantes de la
persistencia de infecciones crénicas por S. aureus, a pe-
sar de una aparente adecuada terapia antibiotica y de la
respuesta inmune del huésped®?.

La formacion del biofilm empieza con la adhesion de
una bacteria a una superficie y la posterior secrecion de
sustancias extracelulares poliméricas, que incluyen po-
lisacaridos, ADN y proteinas, conformando una matriz
que propicia la adhesioén a otras células bacterianas,
constituyendo asi una barrera fisica y electrostatica con-
tra los agentes antimicrobianos y contra la respuesta in-
mune del huésped. Ademas, dado que el libre flujo se
encuentra impedido por esta barrera, existe una carencia
de nutrientes en las capas internas del biofilm, por lo que
las células que se encuentran en ellas se inactivan meta-
bolicamente, volviéndose menos susceptibles a la ac-
cion de los antibiodticos; siendo éstas las encargadas de
reactivar la infeccion luego del cese de la situaciones de
estrés, como la terapia antibidtica o el ataque del sistema
inmune®®.

Una de las principales dificultades en el tratamiento
de estos biofilms esta dada por la heterogeneidad de los
mismos. Esto se debe principalmente a diferencias en la
capacidad de produccion de la adhesina intracelular po-
lisacarida (PIA) por parte de las cepas de S. aureus, sien-
do el locus icaADBC esencial para su produccion y se-
crecion. Este polisacarido era considerado el principal
componente de la matriz extracelular; sin embargo,
existen cepas que producen cantidades casi impercepti-
bles del mismo, por lo que la formacion de biofilm ocu-
rre por un mecanismo independiente del locus ica. Co-
munmente la formacion de biofilm por parte de cepas de
S. aureus sensibles a meticilina involucra la produccion
de PIA, y en contrapartida, en cepas resistentes, la for-
macion involucraria principalmente a ADN extracelular
y alaexpresion de proteinas de adhesion en la superficie

celular™*7®,

En Paraguay son escasos los datos que hacen refe-
rencia a la capacidad de formacion de biofilm por parte
de cepas de S. aureus resistentes a meticilina causantes
de infecciones en nifios, por lo que el presente trabajo
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busca estandarizar un ensayo in vitro que permita la me-
dicion de la capacidad de formacion de biofilm y su eva-
luacion en cepas representativas de diversos clones
circulantes en el pais, aislados de poblacion pediatrica.

Material y métodos

El disefio del presente estudio fue de tipo observacional
descriptivo de corte transverso, en el que se incluyeron
cepas de S. aureus resistentes a meticilina que se encon-
traban criopreservadas en el biobanco del Instituto de
Investigaciones en Ciencias de la Salud y que cumplian
los siguientes criterios: ser viables, contar con datos cli-
nicos y microbiologicos (identificacién y antibiogra-
ma), y con caracterizacion molecular consistente en
perfil de virulencia por deteccion de genes mecA, pvL,
hlA, hlaB, sea, seb, sec, sed, seh, etA, etB y representa-
tivas de un grupo clonal especifico mediante andlisis de
polimorfismo de la proteina A (spa typing) y el anlisis
del polimorfismo de secuencias repetitivas en tdndem
de numero variable (MLVA). Se excluyeron aquellas
cepas de S. aureus con una ficha clinica epidemiologica
incompleta, o repetidas de un grupo clonal previamente
representado, asi como aquellas obtenidas a partir de
hisopados y puntas de catéter para evitar interferencias
debidas a fenomenos de colonizacion.

Las cepas analizadas en el presente estudio fueron
recolectadas dentro de proyectos marco provenientes
del area de Bacteriologia Molecular del IICS en el afio
2012, contando con aprobacion del Comité de ética 'y co-
mité cientifico del IICS, segun codigo P29/2011, y con
la aprobacion del Comité de ética en la investigacion de
la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad
Nacional de Asuncion seglin codigo 372/17.

Cepas bacterianas

Del total de 347 cepas de SARM colectadas fueron
agrupadas segun sus perfiles genéticos, en cuanto al po-
limorfismo de la proteina A y el analisis multilocus de
secuencias repetitivas en tandem de nimero variable
(MLVA), en 10 grupos clonales diferentes y para el pre-
sente estudio fue escogido un clon representativo de
cada perfil y que se identifican como: M1/t019,
M2/t311, M3/t7078, M4/t11770, M5/t002, M6/t363,
M7/1021, M8/t081, M9/t359, M10/t975.

Estas 10 cepas de SARM fueron obtenidas a partir de
fluidos estériles, muestras de piel y tejidos blandos de
nifios que concurrieron al Hospital de Clinicas de San
Lorenzo - FCM UNA, Hospital General Pediatrico Ni-
fios de Acosta Nu, Hospital Nacional e Instituto de Pre-
vision Social en el afio 2012. Las mismas fueron consi-
deradas como resistentes a meticilina segun criterios del
CLSI (Clinical and Laboratory Standars Institute).
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Figura 1 Ensayo in vitro para la deteccién de biofilm en
placa de poliestireno. Todas las muestras se testaron
por triplicado. Pocillos del 1A al 3A: Control negativo; 4A
al 6A: M1/t019; 7A al 9A: M2/t311; 10A al 12A:
M3/t7078; 1B al 3B: M4/t11770; 4B al 6B: M5/t002; 7B
al 9B: M6/t363; 10B al 12B: M7/t021; 1C al 3C: M8/t081;
4C al 6C: M9/t359; 7C al 9C: M10/t975.

Laidentificacion de las cepas en cada centro hospita-
lario se realizd por métodos fenotipicos y fueron crio-
preservadas en BHI-Glicerol 15% a -80°C. La confir-
macion molecular de la identidad de las mismas se reali-
z6 por amplificacion de los genes ARNr 168, la cual fue
desarrollada empleando oligonucle6tidos y condiciones
descritas por Manfredi et al”).

Ensayo en placa para produccion de biofilm

Las cepas de S. aureus fueron cultivadas en Agar de Soja
Triptica (TSA, Becton Dickison, USA) durante 24 horas,
a 37°C. Se inocularon las colonias en 2 ml de Caldo Trip-
tona Soja (TSB, Becton Dickison, USA) y se incubaron
nuevamente por 24 horas, a 37°C. Luego se realiz6 una di-
Iucidn 1:50 en medio TSB fresco, al cual se afiadio 1% de
Glucosa. Se tomaron alicuotas de 200 ul de la suspension
de cada aislado y se inocularon por triplicado en placas de
poliestireno (Costar Cornig Incorporated, USA). Se inclu-
yeron 3 pocillos con medio TBS con Glucosa como blan-
co. Las placas se incubaron a 37°C por 24 horas.

Luego de la incubacion, el sobrenadante fue dese-
chado y se realizaron dos lavados a cada pocillo con 200
uL de Buffer Fosfato Salino (PBS, Merck, Alemania).
Para fijar las bacterias adheridas, se colocaron 200 uL de
etanol al 95% (Cicarelli, Argentina) en cada pocillo, por
una hora. Luego de la remocion del etanol, las placas se
dejaron secar al aire durante 24 h. La tincion se realizd
con 100 uL de cristal violeta al 1% (Anedra, Argentina).
Transcurridos 30 minutos, el colorante fue removido y
se realizaron 3 lavados con agua destilada. Se dejo secar
la placa por 2 horas y posteriormente fueron afiadidos
100 pL de una soluciéon 70:30 de etanol-acetona (Bio-
pack, Argentina). Se realizo la lectura de la densidad
optica a 630 nm mediante un lector de ELISA (Aware-
ness technology Inc, USA).

La formacion de biofilm es un fendmeno variable en
intensidad pudiendo ser mas o menos resistentes o persi-

Tabla 1. Capacidad de formacion de biofilm respecto
al tipo de infeccion.

Muestra  Tipo de Infeccion Diagndstico Material bioldgico Resultado
M1019 IPPB Celulitis abscedada Secrecion purulenta  MFB
de pie
M2/t311 Invasiva Neumonia Secrecion traqueal MFB
M3INT078 IPPB Celulitis brazo  Secrecion purulenta  MFB
M4aNt11770 Invasiva Sepsis articular Sangre MFB
M5002 Invasiva Sepsis Secrecion Purulenta  MFB
M61363 IPPB Adenoflemdn  Secrecion Purulenta  MFB
M7021 Invasiva Sepsis Sangre MFB
Mahos1 IPPB Absceso de Torax  Secrecion Purulenta  MFB
M91359 IPPB sD Secrecion Purulenta  MFB
M101975 IPPB Absceso Nasal ~ Secrecion purulenta  MFB
IPPB: Infecciones die piel v partes blandas

MFB: Moderado Formador de Biofilm
S0 Sin datos

tentes. El ensayo in vitro permite evaluar la intensidad
de persistencia del biolfilm, mediante la aplicacion de
rangos diversos de absorbancia a partir de un punto de
corte. La interpretacion de los resultados requiere defi-
nir un punto de corte que separe a las bacterias no forma-
doras de biofilms de aquellas que si lo son. En este estu-
dio utilizamos la técnica estadistica descrita por Stepa-
novic et al, 2000 para la interpretacion de los resulta
dos"”. Para este estudio se calcul6 la media de la densi-
dad optica (DO) de los controles y se midié la DO de
cada cepa bacteriana individualmente.

El valor de corte por DO (DOc) se definié como el
valor de la media del blanco mas tres desviaciones es-
tandar por encima de la misma. La intensidad de la for-
macion de biofilm se clasifico en las siguientes catego-
rias:

= No productoras de biofilm (DO <DOc);

m  Débiles productoras de biofilm (DOc < DO
<2xDOc);

®  Productoras moderadas de biofilm (2xDOc¢ < DO
<4xDOc);

= Fuerte productora de biofilm (4xDOc < DO)!".

Resultados

E1 100% de las cepas testadas resultaron formadoras de
biofilm, todas ellas clasificadas como productoras mo-
deradas (figura 1, tabla 1).

Discusion

El presente trabajo muestra que el potencial de formacion
de biofilm estda ampliamente distribuido entre diversos
grupos clonales de cepas de S. aureus que infectaron a ni-
flos paraguayos en el afio 2012, siendo independiente del
tipo de cuadro clinico causado o incluso del perfil de viru-
lencia propio de las cepas, que en muchos casos es muy
variable. La capacidad de estas cepas de producir biofilm
resulta un hecho alarmante, sobre todo al tratarse de cepas
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asociadas a infecciones en niflos. La relevancia de la pro-
duccion de biofilm radica sobre todo en la relacion de éste
a la adquisicion de resistencia a antibioticos y a la persis-
tencia de la infeccion"'?.

La adquisicion de resistencia a antibioticos asociada
a la formacion de biofilm puede constituir una de las
causas de falla terapéutica. Esto debido a la administra-
cion al paciente de antimicrobianos a los cuales, en los
ensayos fenotipicos, las bacterias no comprometidas
con la formacién de biofilm presentan susceptibilidad,;
desarrollandose la tolerancia a éstos sélo en el sitio de
infeccion debido a la asociacion celular para formar la
biopelicula. La adquisicion de resistencia a antimicro-
bianos puede darse a través de diversos mecanismos,
uno de ellos es la barrera fisica que constituye la matriz
de polisacaridos excretados, que dificulta la penetracion
de los mismos. Otra de las causas seria la creacion de zo-
nas acidas y andxicas como consecuencia de la actividad
metabolica bacteriana, que pueden contribuir a la degra-
dacién de las moléculas de antibiotico™.

Estos biofilm bacterianos son capaces ademas de
eludir el sistema inmune que, en adicion a su capacidad
de generar tolerancia al tratamiento antibiotico y al he-
cho de que el mismo constituye un reservorio a partir del
cual se puede dar la dispersion periddica de bacterias ha-
cia otros tejidos, resulta en la persistencia de la infec-
cion. La evasion al sistema inmune se da por la incapaci-
dad de las células inmunes fagociticas y de los anticuer-
pos de acceder a las células bacterianas, debido a la ma-
triz de polisacaridos, muchas veces empeorando el cua-
dro debido a la inflamacion crénica ocasionada por el
dafio a los tejidos circundantes al biofilm'?.

En cuanto al tipo de infeccion asociada a las cepas,
no se observaron diferencias en la intensidad de produc-
cion de biofilm entre las cepas asociadas a infecciones
de piel y partes blandas e infecciones invasivas. Con res-
pecto a este punto, se ha descrito la relevancia de los bio-
films bacterianos en ciertos tipos de infeccién como las
asociadas a implantes, osteomielitis, infeccion pulmo-
nar en fibrosis cistica y endocarditis® .

Es interesante ver que no se han detectado cepas
fuertes formadoras de biofilm, las que serian mas persis-
tentes en los diversos nichos en los que se desarrollen.
Sin embargo, es importante tener en cuenta que, si bien
la formacion de biofilm de las cepas analizadas es mode-
rada, lamisma puede intensificarse en respuesta a distin-
tos estimulos presentes en el medio ambiente. Por lo que
es esencial en la practica clinica mantener de forma es-
tricta medidas de higiene que impidan el establecimien-
to de biofilms de S. aureus tanto en el ambiente
hospitalario como en la comunidad.

Actualmente los esfuerzos estan enfocados en mejo-
rar la deteccion de la formacion de biofilm, sobre todo a
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través de métodos no invasivos, y el desarrollo de estra-
tegias que permitan la prevencion y el tratamiento de in-
fecciones asociadas a cepas formadoras de biofilm, asi
como en el monitoreo de la efectividad de los tratamien-
tos instaurados. Para esto es fundamental tener en cuen-
ta la gran variabilidad genética de las cepas, dado que de
ello depende las caracteristicas del biofilm forma-
d O( 12,1 4)'

El hecho de contar a nivel nacional con métodos que
permitan evaluar la capacidad de formacion de biofilm
de cepas de S. aureus clinicamente importantes, es un
paso inicial para el estudio a profundidad del impacto
producido por estas cepas en cuanto a su capacidad de
cronificar las infecciones y aumentar su gravedad, ya
que de ello dependera también la correcta eleccion de la
terapia antimicrobiana.

Conclusiéon

La totalidad de las cepas testadas en el estudio resulta-
ron formadoras de biofilm. No se hallaron diferencias
en intensidad de formacion del biofilm entre cepas en
cuanto al tipo de infeccion o al perfil genético de las
mismas. Dada la relevancia del biofilm en las infeccio-
nes bacterianas, es importante la necesidad del desarro-
llo y mejoramiento de técnicas de deteccion, que permi-
tan la instauracion de una terapia efectiva de manera
oportuna.
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