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RESUMEN

El Staphylococcus aureus es un microorganismo virulento, coco gram positivo, en
forma de racimo de uvas, aerobio y anaerobio facultativo, se encuentra en diversos
lugares como: el ambiente, el agua, en alimentos y aire, ataca con facilidad a las
personas debido a un bajo sistema inmune y a la virulencia del patégeno, provocando
infecciones graves. El presente estudio tuvo como objetivo analizar la influencia de la
concentracion subinhibitoria de clindamicina sobre Ila hidrofobicidad vy el
comportamiento de las cepas de S. aureus a través de revisidbn bibliografica
demostrando su contribucidbn en la virulencia bacteriana. La hidrofobicidad y el
tratamiento de antibidticos en concentraciones subinhibitorias sobre cepas
bacterianas, contribuye a la formacion de biopeliculas, al aumento de su virulencia,
colaborando asi a la resistencia bacteriana. En estudios realizados de clindamicina se
ha demostrado que provoca un estrés transcripcional sobre el S. aureus y eleva el
estado de expresion de genes asociados a biopeliculas, estas concentraciones
subinhibitorias de antibidticos no son eficaces para tratar infecciones, porque
promueven la virulencia de la bacteria, por ello el tratamiento eficaz de antibiéticos son
las concentraciones minimas inhibitorias (CMI), debido a que estos inhiben el
crecimiento bacteriano. Se concluye que la virulencia bacteriana esta influenciada por
elementos de la estructura de la bacteria como: la capsula, peptidoglicano, acido
teicoico, proteinas superficiales y por los productos de secrecidn que esta bacteria
genera como las toxinas, enzimas y asimismo la aplicacion de concentraciones
subinhibitorias, va a permitir que la bacteria se vuelva mas fuerte y produzca varias

patologias.

Palabras claves: hidrofobicidad, concentracién subinhibitorias, antibidticos, cepas

bacterianas, factores de virulencia



ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a virulent microorganism, gram-positive coccus, grape
cluster-shaped, aerobic and facultative anaerobic, found in various places such as: the
environment, water, food and air, easily attacks people due to a low immune system
and the virulence of the pathogen, causing serious infections. The present study aimed
to analyze the influence of the subinhibitory concentration of clindamycin on the
hydrophobicity and behavior of S. aureus strains through literature review
demonstrating its contribution to bacterial virulence. Hydrophobicity and the treatment
of antibiotics in subinhibitory concentrations on bacterial strains contribute to the
formation of biofilms, to the increase of their virulence, thus collaborating to bacterial
resistance. In studies carried out with clindamycin it has been shown that it causes
transcriptional stress on S. aureus and elevates the state of expression of genes
associated to biofilms, these subinhibitory concentrations of antibiotics are not effective
to treat infections, because they promote the virulence of the bacteria, therefore the
effective treatment of antibiotics are the minimum inhibitory concentrations (MIC), due
to the fact that these inhibit bacterial growth. It is concluded that bacterial virulence is
influenced by elements of the bacterial structure such as: the capsule, peptidoglycan,
teichoic acid, superficial proteins and by the secretion products that this bacterium
generates such as toxins, enzymes and also the application of subinhibitory
concentrations, will allow the bacteria to become stronger and produce several

pathologies.

Keywords: hydrophobicity, subinhibitory concentrations, antibiotics, bacterial strains,

virulence factors.
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2.1 INTRODUCCION

El Staphylococcus aureus es un microorganismo virulento por el cual se ha
considerado muy peligroso para el huésped y posee gran resistencia a diversos
antibidticos. Una de las causas que provoca su virulencia, es la mala aplicacion
terapéutica, su epidemiologia, la relacién que posee con otros microorganismos. La
prolongacion bacteriana ha provocado una problematica en los centros hospitalarios y
se debe a varios elementos entre ellos esta la resistencia a sobrevivir frente a los
antibidticos utilizados en instituciones de salud. Este patégeno al momento de
provocar una infeccion genera algunos factores virulentos como sustancias que se
interponen en la quimiotaxis de neutrdfilos, lo cual va provocar la infeccion’. Otro factor
que existe es la Leucocidina de Panton- Valentine(PVL) esta guarda relacion
epidemiolégica con enfermedades extrahospitalarias como el S. aureus resistente a la
meticilina (SARM), la prevalencia tanto de la SARM o S. aureus sensible a la meticilina
(SASM), cambia de una zona geografica a otra diferente. El S. aureus integra una
parte primordial en los eventos de SARM en los EE. UU, pero estos casos son
menores en Europa. Los indices de LPV son elevados en paises con una mayor
prevalencia de SARM como son Argentina y Grecia en estos paises se han
pronunciado elevados niveles de SARM, pero con respecto a Turquia la incidencia de
SASM es elevada, estas infecciones son un conflicto las cuales provocan un
crecimiento de forma veloz en instituciones pediatricas?.

Actualmente la creacion de biofilms es de gran interés en la industria alimentaria, esta
compuesta de bacterias de union irreversible, proliferacion y elaboracion de sustancia
polimérica extracelular, esta sustancia provoca la adhesion bacteriana a la superficie,
actua como protectora frente farmacos antimicrobianos, este desarrollo de biopeliculas
por la S. aureus esta comprometida por ciertos factores de virulencia como son la
hidrofobicidad de la superficie celular, diseminacion de colonias y la formacién de limo.
Con respecto a la hidrofobicidad este guarda relacién con la adhesién de la bacteria,
cambia su grado de hidrofobia de un organismo a otro y también de cepa a cepa®.
Ciertos estudios han reportado que las propiedades fisicoquimicas de la matriz
extracelular que envuelve a las células microbianas tienen la funcion de rechazar el
ingreso de antibiéticos. Este rechazo se debe a las cargas opuestas que se da entre
los antibidticos y la matriz extracelular, en antibiéticos como aminoglucdsidos la cual
contienen carga positiva estos se quedan implantados en las sustancias polimérica
extracelular por su carga opuesta de la matriz celular. En agentes antimicrobianos que

acceden a la matriz extracelular, las cargas opuestas retrasan su recorrido al sitio



diana, provocando que los antimicrobianos estén en concentraciones subinhibitorias,
ya que estos van a provocar una reaccion de estrés frente a los microorganismos que
conducen mecanismos de resistencia de farmacos y de factores de virulencia*. Este
proyecto de investigacion tiene como objetivo analizar la influencia de la concentracion
subinhibitoria de clindamicina sobre la hidrofobicidad y el comportamiento de las cepas
de Staphylococcus aureus a través de revision bibliografica demostrando su

contribucién en la virulencia bacteriana.



2.1.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la influencia de la concentracion subinhibitoria de clindamicina sobre la
hidrofobicidad y el comportamiento de las cepas Staphylococcus aureus a través de

revisién bibliografica demostrando su contribucién en la virulencia bacteriana.
2.1.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar los tipos de virulencia en las cepas de S. aureus mediante la revision
de literatura cientifica para establecer su relaciéon con las concentraciones
subinhibitorias de clindamicina.

e Estudiar los diferentes factores que contribuyen a la virulencia bacteriana a
través de revision bibliografica para el conocimiento de su patogenicidad.

e Determinar la accién de las concentraciones subinhibitorias de antibiéticos
sobre el S. aureus mediante articulos cientificos para la inhibicion de su

propagacion.



2.2 DESARROLLO
2.2.1 MARCO TEORICO
2.2.1.1 GENERALIDADES DE Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus fue descubierta por Alexander Ogston en 1880, quien identificd
a la bacteria mediante el microscopio en una muestra de pus proveniente de heridas
originadas por cirugias. En 1882 le asigno el nombre Staphylococcus que quiere decir
"racimo de uvas"; Posteriormente, en 1884, el cirujano Anton Rosenbach encontré 2
cepas bacterianas y las denominé segun la pigmentacién que generaban, en el S.
aureus fue color oro y con respecto al S. albus fue color blanco®.

2.2.1.1.1 MORFOLOGIA

Es una bacteria aerobia y anaerobia facultativa, inactiva, pertenece a la familia
Micrococcaceae, presenta aspecto cocoide, Gram + y se aglomera en forma de racimo
de uvas®.

2.2.1.1.2 ESTRUCTURA

El S. aureus esta compuesta por capsula polisacarida que permite la adherencia
bacteriana, la capa de peptidoglicano, que ayuda a la quimiotaxis de neutrdfilos, el
acido teicoico que interviene en la adherencia de bacterias a las areas mucosas’.
2.2.1.1.3 FORMA DE IDENTIFICACION

La identificacion de la bacteria se la realiza por tincion de Gram donde se visualizan
cocos Gram +, la técnica de coagulasa ayuda a la confirmacién de especies como S.
aureus y un medio cultivo como Baird Parker ayuda a conocer y desarrollar la
bacteria®.

2.2.1.2 PATOGENICIDAD DE Staphylococcus aureus

La bacteria posee un sistema de virulencia complicada que provocan la infeccion.
2.2.1.2.1 FACTORES DE VIRULENCIA

2.2.1.2.1.1 Componentes de la estructura:

La capsula es una adhesina que evita la quimiotaxis y fagocitosis, el peptidoglicano
facilita el equilibrio osmético, el acido teicoico equilibra la concentracion catiénica de la
membrana celular®. También estan las proteinas superficiales como: proteina A
modifica la actividad ciliar, favorece la respuesta inflamatoria, proteina de unién a
colageno, proteina de union a fibronectina son de importancia para la etapa inicial de
S. aureus durante la fase infecciosa, proteina de union a fibrindgeno favorecen la
agregacion plaquetaria®.

2.2.1.2.1.2 Productos de secrecion:

Son secretadas por la bacteria como las enzimas: estas van a actuar sobre las

proteinas de la matriz celular del huésped dentro de ellas estan coagulasa, catalasa,
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hialuronidasa, fibrolisina, lipasa, nucleasa®. Ademas estan las toxinas extracelulares:
su actividad es transformar el tejido del huésped en nutrientes que ayudaran a su
desarrollo™. Dentro de éstas se encuentran toxinas con actividad en las membranas
como; toxinas a, B, y, 0 y LPV, también estan las toxinas con acciéon de
superantigenos como enterotoxinas, A-E y G-J, toxinas de choque téxico 1, TSST-1,
toxinas exfoliativas (A y B)2.

2.2.1.2.2 FACTORES QUE CONTRIBUYEN A LA VIRULENCIA BACTERIANA

Los factores que participan en la virulencia son los componentes que se encuentran en
la estructura provocando alteraciones como la adhesion, bloqueo de fagocitosis,
inactivacion del sistema inmune y también productos de secrecion de la bacteria como
enzimas extracelulares que van atacar a las proteinas para su posterior invasion a la
célula huésped y secrecion de exotoxinas bacterianas que conducen a la necrosis
tisular®.

2.2.1.3 ADHERENCIA

Es la fase inicial para originar la infeccion, este proceso permite que se produzca la
colonizacién, ademas se efectia la adherencia entre sustancias de la superficie
bacteriana llamada adhesinas como las fimbriales y no fimbriales™.

2.2.1.3.1 HIDROFOBICIDAD

Es una caracteristica biofisica que interviene en la adhesion o separacion de la
superficie celular'?. Esta adherencia permite la formacion de biopeliculas, éstas
secretan una matriz extracelular que forma una capa viscosa para evitar la
diseminacion de antibioticos al interior de la matriz'.

2.2.1.4 FORMACION DE BIOPELICULAS DE S. AUREUS

2.2.1.4.1 BIOPELICULAS

Son comunidades bacterianas, particularmente estas bacterias se encuentran en una
matriz extracelular de sustancias poliméricas mayormente hidratadas, son
beneficiosas para la agregacion, estructura y estabilidad de vida de la poblacion
bacteriana™.

2.2.1.4.2 ETAPAS DE FORMACION

2.2.1.4.2.1 ADHESION BACTERIANA:

Esta fase ayuda a los patdgenos a que se almacenen en una superficie e inicia la
formacion de biofilm, y se origina en 2 etapas: atraccion y adhesion; la atraccion
permite a los microorganismos en estado libre ser captados y almacenados en areas
inactivas a través de las fuerzas de Van der Waals, gravitacionales, electrostaticas e
hidrofébicas, encontradas en la pared celular bacteriana y enseguida empieza la fase

de adhesion y esta es irreversible®.
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2.2.1.4.2.2 MADURACION:

Esta fase de crecimiento consiste en la separacion y dispersion de las células por la
zona colonizada, generando la matriz extracelular. Ademas, participa un mecanismo
llamado quorum sensing (QS), que actia como sistema de comunicacién que va a
permitir que la biopelicula funcione como una poblaciéon y no en forma individual,
estabilizando los factores de virulencia bacteriana®.

2.2.1.4.2.3 DISPERSION:

Es la etapa final en la que se separan las células bacterianas, las fuerza mecanicas
asociadas al flujo de sangre, suspension de los expolisacaridos y componentes
enzimaticos pueden llegar a eliminar sustancias poliméricas extracelulares para el
desprendimiento y agrupacién de patdgenos en nuevas areas al momento de una
infeccion™.

2.2.1.5 FARMACOS QUE INHIBEN S. AUREUS

2.2.1.5.1 Linezolid:

Familia oxazolidinonas, bacteriostatico, impregna en la subunidad del ribosoma 50S,
en el intermedio peptidiltransferasa, evitando la unién del formilmetionil-ARNt para
evitar la formacion del complejo de iniciacion™.

2.2.1.5.2 Ceftriaxona:

Familia cefalosporina, bactericida, se adhiere a proteinas de unién a penicilina en el
interior de la pared bacteriana, inhibe la transpeptidacion de polimeros de
glicopéptidos’®.

2.2.1.5.3 Vancomicina:

Es un glucopéptido, bacteriostatico, inhibe la sintesis de la pared bacteriana cuando se
da la replicacion , su CMI es < 2 ug/MI".

2.2.1.5.4 Clindamicina:

Pertenece a las lincosamidas, bacteriostatico y bactericida, inhibe la sintesis de
proteina al adherirse a la subunidad 50s del ribosoma y evitando la actividad del
peptidiltransferasa’®.

2.2.1.5.5 Oxacilina:

Pertenece a los B-lactamicos, bactericida estos se encargan de inhibir la sintesis y
reparacion de la pared celular bacteriana’®.

2.2.1.5.6 Nafcilina:

Pertenece a los B-lactamicos, efecto bactericida se encarga de evitar la sintesis del

peptidoglucano, el cual es un polimero primordial en la pared bacteriana®.
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2.2.1.6 CONCENTRACION SUBINHIBITORIA DE ANTIBIOTICOS

Son las concentraciones menores a las concentraciones minima inhibitoria, que tienen
como funcion ayudar al desarrollo de resistencia antibacteriana, permitiendo que se dé
la transferencia y recombinacion genética®.

2.2.1.7 TECNICA DE IDENTIFICACION

Reaccion de cadena polimerasa (PCR): Técnica que permite amplificar de manera
exponencial un fragmento de ADN especifico. Es un instrumento primordial de

diagnosis en epidemiologia (bacterias, parasitos y virus)?'.
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2.2.2 METODOLOGIA
2.2.2.1 CASO PRACTICO

Paciente de 12 afios presentaba fiebre, dificultad respiratoria y coxalgia, los signos
vitales eran temperatura de 39°C, pulso de 162/min, frecuencia respiratoria de 80/min,
presién arterial de 90/50 mmHg, su respiracion era superficial, los resultados de
laboratorio fueron hemoglobina de 14g/dL, recuento de leucocitos 1590x10%L,
recuento de trombocitos 39x10'2/L, proteina C- reactiva 378 mg/L. En la radiografia de
térax presentd liquido pleural y en el hemitérax izquierdo y lesiones cavitarias.
Ademas, la ecografia de la cadera mostré un absceso del psoas izquierdo. Al paciente
se le traté con 100 mg/kg/dia de ceftriaxona y 40 mg/kg/dia de vancomicina. Al 6 dia,
el paciente presentaba temperatura de 39.5°C y proliferacion en el hemocultivo, por lo
que se interrumpié la vancomicina y se aplico linezolida en dosis de 30mg/kg/dia,
luego de 15 dias de hospitalizacién el nifio se recuperd, tuvo una mejor respiracion,
ademas se realiz6 PCR para identificar los genes de IukS/F-PV LPV en el ADN
extraido de cepas S. aureus, los resultados fueron positivos. Ademas, se interrumpio
el tratamiento intravenoso a los 21 dias y se inici6 clindamicina por via oral en dosis de
30 mg/kg/dia. Existen factores que afectan el estado del portador como lugares
poblados, la cantidad de individuos en la familia , la condicion socioecondémica y la
higiene personal, con respecto al paciente este convive con una familia numerosas, en
los antecedentes del paciente incluia infeccion cutanea simple, embolia pulmonar
séptica, en efecto tras el drenaje del absceso del psoas, la manifestacion clinica
mejoro, también presentaba leucopenia y trombocitopenia marcada, a pesar de esto
no se tratdé con oxacilina ni nafcilina porque en Turquia no estan disponibles. Sin
embargo se interrumpio el tratamiento de vancomicina por la proliferacion bacteriana

existia y se la sustituyo por linezolida?.

14



2.2.2.2 PREGUNTA DEL CASO PRACTICO

¢Como influye el grado de hidrofobicidad en el comportamiento de cepas
bacterianas cuando son tratadas con antibiéticos en concentraciones

subinhibitorias?

2.2.2.3 ANALISIS DEL CASO

La hidrofobicidad es una propiedad biofisica que permite la union de cepas
bacterianas produciendo la formacién de biopeliculas, liberan agua para compactarse,
poseen un pH &cido, bajo O, y elevado CO,; la pared celular bacteriana se vuelve
viscosa y evita la difusion del antibiotico™. De acuerdo al analisis de estudios
cientificos, se demuestra que los microorganismos con caracteristicas hidrofébicas se
adhieren preferentemente y con mayor fuerza a superficies que no absorben agua,
pero las bacterias que poseen menor hidrofobicidad habitan en superficies acuosas?®.
Ademas, esta propiedad también estd comprometida con interacciones como la
atraccion de Van der Waals y fuerza gravitacional, estas permiten que se promueva la
adhesion, la misma que al momento de formar la biopeliculas va a secretar una matriz
extracelular que genera una pared celular viscosa, evitando la diseminacién del
antibiético en el interior de las capas de la comunidad bacteriana.

El tratamiento con antibiéticos en concentraciones subinhibitorias dirigido a cepas
bacterianas influye en el aumento de su virulencia, colaborando a la resistencia
bacteriana, permitiendo que la bacteria ejerza su accién (adherencia) sobre la célula
huésped, la formacion de biopeliculas y la alteracion en su morfologia. En un estudio
realizado en Madrid- Espafia, se manifiesta que el efecto producido por las
concentraciones subinhibitorias sobre la adherencia bacteriana depende de los
antibidticos utilizados, el mecanismo de accion de los antibidticos, las fuerzas
electrostaticas de la bacteria y su hidrofobicidad?®.

En estudios analizados, se ha demostrado que la concentracién subinhibitoria de la
clindamicina puede provocar un estrés transcripcional sobre el S. aureus (eleva la
resistencia) y eleva el estado de expresidén de genes relacionados a biopeliculas®. La
mayoria de antibidticos en concentraciones subinhibitorias no son eficaces para tratar
infecciones por bacterias como el S. aureus, porque promueven la virulencia de la
bacteria, por ello el tratamiento que resulta eficaz es la aplicacion de antibidticos en
CMI debido a que estos inhiben el crecimiento bacteriano.

El tratamiento aplicado al paciente pediatrico como la ceftriaxona y la vancomicina no
ha sido eficaz para infecciones de SASM, porque ha provocado mortalidad y la
permanencia de bacteriemia e insistencia de recaidas que han sido elevadas, por ello

el tratamiento de vancomicina fue sustituido por linezolid debido a que este antibidtico
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ha permitido tener efectos positivos sobre la neumonia, bacteriemia y en infecciones
en piel y partes blandas en SARM®. El tratamiento mas eficaz para estas infecciones
por SASM es la clindamicina. No fue posible tratar esta infeccién con B-lactamicos

como oxacilina y nafcilina, debido a la indisponibilidad en Turquia.
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2.3 CONCLUSIONES

Los tipos de virulencias que presentan las cepas S. aureus para atacar a la
célula huésped, son los componentes estructurales de la bacteria como: la
capsula, el peptidoglicano, el acido teicoico, las proteinas superficiales, pero
también estan los productos que secreta este patdgeno como toxinas, enzimas,
productos terminales del metabolismo, todos estos factores contribuyen a la
bacteria para provocar alteraciones en la célula huésped como necrosis tisular,
inactivacion del sistema inmune y capacidad de invadir los tejidos del huésped.
Los diferentes factores que participan en la virulencia son los componentes
que se encuentran en la estructura provocando alteraciones como la adhesion,
bloqueo de fagocitosis, inactivacion del sistema inmune y también productos de
secrecion de la bacteria como enzimas que van atacar a las proteinas para su
posterior invasién a la célula huésped y secrecion de exotoxinas bacterianas
que conducen a la necrosis tisular.

Las concentraciones subinhibitorias actian sobre las cepas de S. aureus
promoviendo la deformacion de cepas bacterianas para provocar una
alteracion en el sistema inmune del huésped, induce a la formacién de
biopeliculas para el desarrollo de la infeccion, permitiendo la adhesién e

invasién de la bacteria en superficies celulares y biomateriales.
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