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Articulo de investigacion

Estudio de la resistencia molecular contra Vancomicina en cepas de
Staphylococcus epidermidis aisladas de ojo humano

Arteaga-Hernandez G', Cancino-Diaz JC’, Betanzos-Cabrera G'.
' Area Académica de Nutricion, Instituto de Ciencias de la Salud, UAEH.
“Depto. de Microbiologia Gral. Escuela Nacional de Ciencias Biologicas, IPN.

INTRODUCCION

Staphylococcus epidermidis es una bacteria Gram (+),
coagulasa negativa (a diferencia de Staphlylococcus aureus)™.
Aunque normalmente es parte de la flora normal de la piel y
otras mucosas, suele causar infecciones en pacientes
inmunocomprometidos o pacientes cateterizados en hospitales,
siendo entonces una bacteria oportunista y uno de los
principales agentes etiologicos de infecciones nosocomiales™.

La prevalencia de cepas de S. aureus como de
estafilococos coagulasa negativa resistentes a multidrogas, se
estd incrementando en todo el mundo; por lo que es necesario
encontrar nuevos antibidticos efectivos. A principios de los aiios
70’s, entre el 70 y el 85% de aislados de S. aureus y S.
epidermidis fueron resistentes a penicilina y meticilina™, por lo
que el uso de vancomicina se ha incrementado dramaticamente
en los tltimos 20 afios®’. La vancomicina, que se descubrié en
1955, es un glicopéptido (Fig. 1) producido por el actinomiceto
Streptomyces orientalis, se introdujo clinicamente en 1958 para
el tratamiento de bacterias Gram (+) y es uno de los antibioticos
de eleccion para el tratamiento de enfermedades infecciosas por
Staphylococcus spp como laneumonia y la endocarditis’.

Figura 1. Estructura de Vancomicina. El antibiotico pertenece a
la familia de los glicopétidos, siendo un derivado triciclico de ¢llos.
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El mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la
sintesis de la pared celular bacteriana, mediante la fijacion de la
vancomicina a la porcion D alanyl-D-alanina del carboxilo libre
terminal de las unidades precursoras de la pared celular (Fig. 2)".

La Organizacion Panamericana de la Salud ha senalado
reiteradamente que el mal uso de antibi6ticos en el tratamienta..
de agentes infecciosos cada vez provoca la resistencia de los
mismos’. Aparentemente, este mal uso, también ha provocado
un notorio incremento en la resistencia de S. aureus y S.

epidermidis ante diversos antibioticos™ """,
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Figura 2. Biosintesis de Peptidoglicana y mecanismo de accion de Vancomicina.
Union del antibiotico al C-terminal del dipeptido D-Ala-D-Ala de los precursores
de la peptidogli inhibe las 1 lizadas por las transglicosilasas,
transpeptidasas y la D-D carboxipeptidasas. Abreviaciones: Ddl, D-Ala-D-Ala;
MurF, una proteina de sintetasa; UDP uracil di fosfato. Tomada de Courvalin,

etal., 2006.




OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como objetivo determinar y explorar
mecanismos. de resistencia a vancomicina de cepas de S.
Epidermidis aisladas en infecciones de ojo humano.

MATERIALY METODO

Muestras

El ensayo experimental se realizo con 60 cepas de S.
epidermidis aisladas y bioquimicamente caracterizadas de
infecciones oculares obtenidas del Instituto de Oftalmologia
“Conde de Valenciana”, en la Ciudad de México, a través del Dr.
Juan Carlos Cancino Diaz del Departamento de Microbiologia
de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del IPN. El
trabajo fue aprobado por el Comité de Investigacion y Etica del
Instituto Politécnico Nacional.

Propagacion y mantenimiento de cepas

Las cepas fueron propagadas y mantenidas en medio de cultivo
solido o liquido de Infusién Cerebro Corazén (BHI). Los
cultivos se incubarona 37°C por 12-48 h.

Determinacion de la Concentracién Minima Inhibitoria

La determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias
de vancomicina se realiz6 tanto en placa como en tubo. Para
ello, cultivos de S. epidermidis fueron crecidos en medio BHI
hasta alcanzar la fase logaritmica (£ 0.5 DO). Para el caso de
ensayo en placa se sembraron con un replicador en cajas de Petri
con medio BHI conteniendo diferentes concentraciones de
vancomicina (2, 4, 8, 16 y 32 pg/mL); las cajas se incubaron a
37°C haciendo lecturas de crecimiento a 24 y 48 h. Para el caso
en tubo, se prepard una serie de tubos con 5 mL de medio liquido
BHI con las mismas concentraciones probadas en placa; para
este caso alicuotas de 10 pL de cultivo en fase log se sembraron
en cada tubo y posteriormente se agitaron a 100 rpm a 37°C. Se
tomaron lecturas a 24 y 48 h. Se clasificé la resistencia de las
cepas de acuerdo con el Comité Nacional para Estandares de
Laboratorio Clinico de los Estados Unidos (NCCLS por sus
siglas en inglés), donde MIC de vancomicina = 4 pg/mL es
sensible, MIC entre 8 y 16 pg/mL es intermedia y aquellas con
MIC =32 pg/mLson resistentes’.

Deteccion molecular de genes de resistencia por PCR
multiple

A fin de amplificar una region de los seis tipos del gen Van de
resistencia a vancomicina (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE) se
realizaron reacciones de PCR multiple segiin Depardieu”, para
cada una de las cepas. Los productos de de reaccion de PCR
fueron separados en electroforesis en gel de agarosa al 2% y
teiiidos con bromuro de etidio. Asimismo, otro par de
iniciadores dentro de la misma reaccion se incluyeron para la
amplificacion de unaregion especifica de S. Epidermidis.

Determinacion de Biopelicula por el Método de microplaca
El ensayo de la formacion de biopelicula se realizé con
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modificaciones segin Christensen'. Las cepas de S.
epidermidis se cultivaron en SmL de BHI por 24 h a 37°C.
Cuando se requiri6, se agregd NaCl a una concentracién final de
5% para inducir la formacion de biopelicula. Posteriormente, se
realizo6 una dilucion de 1:200 con medio TBS fresco y se
colocaron 200 uL en un pozo de una microplaca de 96 pozos (el
ensayo se realizo por cuadriplicado para cada cepa), la placa se
incubé a 37 °C por 24 h. Posteriormente, se retiré el medio de
cultivo y se realizaron dos lavados con regulador fosfato salina
(PBS) 1X al final de los lavados se agreg6 200 pL de safranina al
0.1% y se dejé reposar por 5 min. Se retir6 la safranina por
decantacién y se lavo dos veces con PBS 1X, posteriormente se
midi6 absorbancia a 490 nm en un lector de ELISA, empleando
como blanco medio de cultivo sin crecimiento, valores = 0.12
DO fueron considerados positivos para la formacion de
biopelicula.

RESULTADOS

De las 60 cepas analizadas, 4 (1986, 1654, 1843 y 983) tuvieron
una MIC de vancomicina de 16 pg/mL, por lo que de acuerdo al
NCCLS son considerados como cepas de resistencia
intermedia.

Al hacer el escrutinio molecular de todas las cepas por
PCR miiltiple, no se logré detectar la presencia de ninglin gen
Van, s6lo se logré obtener un amplificado de 125 pb en todas las
cepas, que corresponde al tamaiio esperado para identificar a S.
Epidermidis.

Las cepas con resistencia intermedia fueron analizadas
para determinar la formacion de la biopelicula, encontrindose
que las cepas 1986, 1654 y 1668 fueron productoras, lo que
puede explicar en parte laresistencia al antibidtico (Fig. 3).

Interesantemente, el crecimiento de las cepas 1986 y 1654
en NaCl 8% (inductor de formacién de biopelicula) increment6
la MIC a 32 pg/mL, por lo que segin al NCCLS pasaron de
resistencia intermedia a altamente resistentes. Por el contrario,
la cepa 983 fue negativa a esta prueba, lo que sugiere que otros
mecanismos de resistencia deben estar presentes.
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Figura 4. Formacion de biopelicula
en microplaca. La cepa 1654 es
positva para la formacion de biopelicula,
notese la intensidad en el color rojo
(aqui en gris oscuro, por las
caracteristicas de la impresion),
comparada con una cepa negativa en
los pozos centrales.




DISCUSION

S. epidermidis ha sido la bacteria mas frecuentemente aislada de
infecciones oculares™", debido a que en los dltimos afios se ha
incrementado notablemente la resistencia de estafilococos
contra vancomicina’. En el presente trabajo nos enfocamos a
estudiar la resistencia de cepas aisladas de infecciones oculares
contra vancomicina. Los datos obtenidos muestran que en placa
como en tubo, ¢l 6.66 % de las cepas aisladas tuvieron
resistencia intermedia, lo cual es un porcentaje similar a lo
reportado’. Sin embargo; no se logré demostrar por PCR
multiple la amplificacion de genes de resistencia Van; solo hubo
amplificacion en todas las cepas de una banda de 125 pb que
identifica la especie; lo que comprueba que las cepas aisladas
son S. epidermidis (Figura 3).

Sin embargo, al demostrar mecanismos de resistencia
contra el antibidtico por la capacidad de desarrollar biopelicula,
las cepas 1986, 1654 y 1843 fueron productoras de biopelicula,
lo que puede explicar en parte la resistencia""’, mientras que la
cepa 983 fue negativa a esta prueba. Por lo que no se descarta la

BIBLIOGRAFIA

posibilidad que otros mecanismos puedan contribuir a la
resistencia a vancomicina, tales como la presencia de genes de
resistencia a vancomicina codificada por plasmidos’ o
mecanismo de flujo capaz de expulsar al antimicrobiano de la
célula bacteriana”. S aureus por ejemplo, tiene un mecanismo
de flujo activo que contribuye sustancialmente al fenotipo de
resistencia’’.

En conclusion nosotros reportamos cepas de S.
epidermidis con resistencia intermedia a vancomicina en
infecciones oculares. De igual forma se encontrd asociacion
entre la resistencia y capacidad de formacion de biopelicula,
como un mecanismo de resistencia contra el antibidtico. Los
resultados sugieren tomar en cuenta el incremento de la
resistencia de S. epidermidis en el tratamiento de las infecciones
causadas por esta bacteria y motiva a seguir explorando mas
mecanismos de resistencia.
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