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RESUMEN

Staphylococcus aureus es miembro de la microbiota humana normal de la piel y
mucosas. Tiene la capacidad de adherirse a la superficie de los tejidos del hospedero por
medio de adhesinas especificas. La colonizacion inicia en etapas tempranas de la vida de los
humanos y provee beneficios como competir con patégenos mas virulentos que podrian
establecerse en la piel. Sin embargo, los aislamientos de S. aureus también pueden tener altas
tasas de resistencia a antibioticos.

Con el uso de los dispositivos médicos implantables como las protesis articulares y
los dispositivos de fijacion de fracturas, S. aureus esta establecido como un importante
patogeno. En este estudio, el objetivo fue determinar el efecto de la combinacion de
antibidticos orales en la biopelicula de aislamientos de S. aureus obtenidos de infecciones
6seas en un modelo in vitro. Primero se determino el perfil de susceptibilidad en células
planctonicas de S. aureus a diferentes antibidticos solos y después se determind la
susceptibilidad en células de biopelicula para determinar la concentracion minima de
erradicacion de biopelicula. Para ambos experimentos se seleccionaron nueve antibidticos
correspondientes a los siguientes grupos de antibidticos: penicilinas, macrdlidos,
tetraciclinas, fluroquinolonas, lincosamidas, inhibidores de folato, ansamicinas y
oxazolidinonas.

El estudio se realiz6 con el objetivo de demostrar que el efecto de antibidticos orales
sobre células planctonicas de S. aureus es mayor que sobre células de biopelicula en un

modelo in vitro.
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INTRODUCCION

Staphylococcus aureus es miembro de la microbiota humana normal de la piel y
mucosas (Arciola et al. 2018). Tiene la capacidad de adherirse a la superficie de los tejidos
del hospedero por medio de adhesinas y autolisinas. Los aislamientos de S. aureus pueden
tener altas tasas de resistencia a antibidticos.

Con el uso de los dispositivos medicos implantables como las proétesis articulares y
los dispositivos de fijacion de fracturas, S. aureus tiene un papel importante como patdégeno
por su virulencia (Kapadia et al. 2016). El dispositivo médico implantado facilita la
infeccion, ya que las células bacterianas introducidas durante la cirugia se adhieren y crecen
en la superficie del dispositivo formando biopelicula (Arciola et al. 2018). La presencia de
S. aureus en la piel humana, el aumento en el uso de dispositivos médicos implantables y las
altas tasas de resistencia a antibioticos conforman un problema clinico que probablemente
tardara generaciones en ser resuelto.

Bajo condiciones de salud, la microbiota comensal de la piel es beneficiosa para los
humanos ya que ayuda a la nutricion, compite con patégenos y participa a la educacion del
sistema inmune. Para persistir en la piel humana, S. aureus ha evolucionado diversos
mecanismos para censar y superar las defensas antimicrobianas fisicas y quimicas del
hospedero. Estos mecanismos incluyen estrategias contra la desecacion y el estrés osmotico,
adhesinas de superficie que le permiten adjuncion al hospedero, sistemas para censar péptidos
antimicrobianos, moléculas de comunicacion (e.g. hormonas) del hospedero y posee
mecanismos para internalizarse en los osteoblastos (Arciola et al. 2018). Ademas, una vez

identificados los péptidos antimicrobianos, S. aureus monta mecanismos para evadir su
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accion (e.g. la proteasa SpA que es inducida y dirigida contra la dermicidina humana)
(Kavanagh et al. 2018).

Staphylococcus epidermidis tiene influencia sobre la colonizacion del hospedero por
otras especies, como Staphylococcus aureus. Existe correlacion negativa entre algunas cepas
de estas dos especies en humanos. Este efecto es parcialmente debido a la secrecion de
factores, como las modulinas solubles en fenol, que impactan en la capacidad de colonizacién
de otros organismos por actuar en las células del hospedero, son importantes para la
maduracion de la biopelicula y desempefian un rol en la competencia entre los
microorganismos de la piel humana (Sabaté Bresco et al. 2017).

En contraste a su rol como microrganismo comensal, S. epidermidis y otros
Staphylococcus coagulasa negativos (SCoN) pueden causar infecciones invasivas en un
grupo selecto de pacientes. Estos grupos de alto riesgo incluyen neonatos pre-término,
individuos inmunocomprometidos y pacientes con dispositivos médicos implantados (Sabaté
Bresco et al. 2017). A diferencia de S. aureus, que tipicamente produce numerosas enzimas
y toxinas extracelulares que le permiten establecer infecciones invasivas en hospederos
saludables, S. epidermidis tiene un nimero limitado de factores de virulencia y normalmente
es incapaz de causar infeccion invasiva en hospederos saludables (Kavanagh et al. 2018;
Sabaté Bresco et al. 2017).

S. aureus es la principal especie mas frecuente en infecciones relacionadas a
dispositivos ortopédicos (IRDO), seguido de S. epidermidis que causa aproximadamente del
20 al 30% de las IRDOs (Kapadia et al. 2016). La frecuencia de infecciones por S.
epidermidis es hasta del 50% en las infecciones de desarrollo tardio. Estas infecciones tardias

se han asociado a la naturaleza subaguda de S. epidermidis, que se pueden presentar meses

V 4.0 Oct 23



después de la cirugia con signos sutiles de infeccion. En contraste, en las infecciones por S.
aureus, el curso es agudo (Kavanagh et al. 2018).

El diagndstico de IRDO se basa en la combinacion de la presentacion clinica, el
cultivo de biopsia o del dispositivo, el andlisis histoldgico y el resultado de marcadores
inflamatorios como la proteina C reactiva (Kapadia et al. 2016). El diagnéstico de las
infecciones subagudas representa un reto debido a la falta de signos clinicos obvios de
infeccion. Por lo anterior, el resultado de los cultivos microbiol6gicos es frecuentemente el
criterio diagnostico critico. Debido a que los microorganismos crecen en biopelicula en el
material implantado y en el tejido 6seo necrdtico, el desarrollo y la identificacion de los
patogenos causantes de enfermedad puede requerir multiples muestras de tejido para cultivo
e incluso remocion del implante (Kavanagh et al. 2018).

Para aumentar el rendimiento diagnostico de los cultivos se recomienda suspender
tratamientos antibacterianos antes de la toma de muestras, tomar al menos tres biopsias de
tejido y sonicar el material de osteosintesis para desprender las bacterias asociadas a
biopelicula de su superficie (Osmon et al. 2013). S. epidermidis puede contaminar la biopsia
durante la toma de muestra si no se siguen técnicas asépticas, por lo que para confirmar a
esta especie como agente causal, debe recuperarse de dos biopsias separadas para diferenciar
entre infeccion o contaminacion (Weber 2016).

El tratamiento de las IRDO por S. aureus depende de la situacion clinica 'y en algunos
casos se requiere la remocion del material implantado con un minimo de 6 semanas de
antibioticoterapia (Osmon et al. 2013). A pesar de una terapia tan prolongada, la infeccion
recurre en aproximadamente un tercio de los casos y hasta un quince por ciento de ellos no

logra la cura (Morgenstern et al. 2016).
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En una serie de pacientes, S. epidermidis estuvo asociada con tasas de curacion méas
bajas que S. aureus (75% contra 84% respectivamente), aunque la infeccion por S. aureus
estuvo asociada con una mortalidad cinco veces mayor. Estos datos apoyan la idea de que S.
epidermidis es un agente de infecciones sub-agudas con peores desenlaces terapéuticos,
aunque esas infecciones pongan en menor riesgo la vida en comparacion a S. aureus
(Morgenstern et al. 2016).

Como un potencial microorganismo comensal, S. aureus tiene la habilidad de
adherirse a las proteinas del hospedero en la piel. En una herida quirdrgica, la bacteria utiliza
este mecanismo para adherirse a tejidos profundos y a dispositivos implantados. La adhesion
a la superficie de los implantes estd mediada por interacciones no especificas como
interacciones hidrofébicas y por adhesinas especificas como la autolisina (AtlA), el DNA
extracelular (eDNA) y las proteinas estafilocdcicas de superficie 1y 2 (SSP-1, SSP-2). La
AtlA y las SSP-1 y SSP-2 se adhieren a superficies nativas, mientras que el eDNA es
generado en S. aureus a través de la lisis mediada por AtlA, lo cual promueve la formacion
de biopelicula en la poblacion remanente (Arciola et al. 2018; Sabaté Bresco et al. 2017). En
el contexto de los dispositivos médicos, inmediatamente después de implantarlos, la
superficie se cubre con proteinas plasmaticas derivadas del hospedero, proteinas de matriz
extracelular y productos de la coagulacion (Arciola et al. 2018).

La habilidad de adherirse a una superficie es el primer paso en la formacion de
biopelicula, el cual es uno de los factores de virulencia mas importantes de S. aureus. El
desarrollo de biopelicula facilita la resistencia a los mecanismos de defensa del hospedero y
confiere resistencia a los antibioticos. La formacion de biopelicula también complica los
protocolos de tratamiento médico y quirdrgico debido a que frecuentemente se requiere el

retiro del implante para retirar la biopelicula (Arciola et al. 2018).
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Las biopeliculas son comunidades complejas de bacterias adheridas en una matriz de
sustancias poliméricas extracelulares de produccién propia (Magana et al. 2018). La
acumulacion y maduracién de la biopelicula de S. aureus ocurre por medio de distintos
mecanismos. El polisacarido de adhesina intracelular (PIA) es responsable de formacion de
biopelicula en los aislamientos de S. aureus. Ademaés de lo anterior, las modulinas solubles
en fenol contribuyen a la dispersion de las biopeliculas en conjunto con las proteasas y las
nucleasas (Arciola et al. 2018; Sabaté Bresco et al. 2017). La PIA puede contribuir a la
evasion del sistema inmune innato promoviendo la generacion del fragmento C5a del
complemento, inhibiendo los fagocitos y neutréfilos, y reduciendo la actividad de los
péptidos antimicrobianos del hospedero (Kavanagh et al. 2018).

Aunque la mayoria de las cepas de S. aureus son susceptibles a los antibidticos mas
novedosos como daptomicina, tigeciclina, linezolid y dalbavancina, la resistencia a
meticilina sigue siendo una de las caracteristicas mas importantes de las cepas que se aislan
de infecciones, es decir, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) (Molina-
Manso et al. 2013). La resistencia a eritromicina, ciprofloxacino, clindamicina o
trimetoprim/sulfametoxazol estan cominmente asociadas a la resistencia a meticilina. Esta
resistencia esta codificada por en gen mecA, el cual codifica a una proteina de unién a la
penicilina alterna con afinidad disminuida a los p-lactamicos.

La interaccion entre S. aureus como comensal con el sistema inmune del humano
tiene un rol en el desarrollo de tolerancia inmunolégica. Sin embargo, las respuestas inmunes
innatas se logran disparar por la deteccion de estructuras microbianas por medio de los
receptores de reconocimiento de patrones en las células tisulares e inmunes. S. aureus
desencadena la respuesta inmune en parte por los receptores tipo Toll-like 2 (Kavanagh et al.

2018). La naturaleza crénica usual de las osteomielitis por S. aureus eventualmente lleva a
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un ambiente inflamatorio en el hueso. Las citosinas proinflamatorias como factor de necrosis
tumoral (TNF)-a, Interleucina (IL)-1p, e IL-6 son potentes estimuladores de la ostedlisis por
medio de la activacion de los osteoclastos. Por el contrario, la funcion de las células
productoras de matriz 6sea, los osteoblastos, se ven afectados por TNF-a y IL-1p. Por lo
tanto, los niveles persistentemente elevados de citosinas pro-inflamatorias en el
microambiente dseo frecuentemente resultan en ostedlisis marcada (Kavanagh et al. 2018).

Una vez que se establece el diagndstico de infeccion, se toman en cuenta diferentes
factores para un tratamiento efectivo y el éxito terapéutico depende en gran manera en el
desbridamiento del tejido infectado y la reseccion quirdrgica de hueso necrotico o retiro de
material protésico (Osmon et al. 2013).

En una revision de osteomielitis cronica que incluyé todos los ensayos aleatorizados
0 cuasi-aleatorizados de diferentes terapias de antibidticos se encontraron ocho trabajos
aplicables con un total de 282 pacientes. La mayoria de los ensayos tenian mas de 20 afios y
se concluyé que la calidad de los trabajos no era suficiente para emitir recomendaciones
(Conterno and Turchi 2013).

Existe poca evidencia para definir el antibidtico de eleccion, la duracion del
tratamiento y la via de administracion. La guia ampliamente aceptada y utilizada es la de
diagnostico y manejo de infeccion de articulacion protésica de la Sociedad de Enfermedades
Infecciosas de América (IDSA por sus siglas en inglés) (Osmon et al. 2013), aunque muchas
de las decisiones tomadas en la vida diaria estan basadas en opiniones de expertos.

La seleccidn de antibioticos para el tratamiento debe guiarse por los resultados de las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y su penetracién a hueso. Multiples estudios de
farmacocinética midieron la penetracion de los diferentes antibioticos al tejido dseo y la

mayoria de ellos mostraron concentraciones que excedian los puntos de corte de la
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Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de los patégenos que comunmente causan
infecciones en este sitio (Thabit et al. 2019). Sin embargo, no todos los ensayos que analizan
la penetracion de los antibidticos a hueso son iguales ya que existe una falta de
estandarizacion en las metodologias. Ademas, algunos de estos ensayos utilizan sujetos sanos
para determinar sus resultados, lo cual no necesariamente refleja como se comportaran los
antimicrobianos en un sujeto con osteomielitis.

Aunqgue clasicamente se recomendaba la terapia parenteral como el estandar de
tratamiento, existe nueva evidencia reciente que sugiere el potencial éxito terapéutico de la
terapia oral. El estudio OVIVA (Oral versus Intravenous Antibiotics for Bone and Joint
Infection) es un ensayo aleatorizado, multicéntrico, de no inferioridad, con mas de 1,000
pacientes de mas de 20 centros del Reino Unido que compara el tratamiento de osteomielitis
con antibidticos orales o intravenosos (Li et al. 2019). Este estudio, que es la evidencia mas
fuerte al momento, determind que en pacientes cuidadosamente seleccionados se pueden
utilizar antibioticos orales con alta biodisponibilidad y buena penetracién a hueso como
tratamiento de infecciones Oseas o articulares. Esto brinda una opcion que disminuye costos
y complicaciones como infecciones asociadas a los cuidados de la salud o asociadas a
dispositivos intravenosos. Sin embargo, la eleccion de antibioticos en el estudio OVIVA fue
guiada por la recomendacion de los infectdlogos tratando cada caso, por lo que cada
tratamiento fue individualizado (Seaton et al. 2019).

Algunos de los factores a tomar en cuenta en la seleccion de la terapia antimicrobiana
se enlistan a continuacién. Los agentes orales deben ser elegidos de manera cuidadosa para
garantizar alta biodisponibilidad, adecuada penetracion a hueso y una relacién dosis-

respuesta optima. Aunque los B-lactamicos son altamente efectivos cuando se administran
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via intravenosa, pueden no alcanzar concentraciones adecuadas en hueso al ser administrados
por via oral.

La rifampicina es usada en el manejo de las IRDO en combinacion con otros agentes
para reducir el riesgo de resistencia. Este antibidtico reduce la concentracion de un nimero
importante de antibidticos a traves de la induccion de los sistemas enzimaticos del citocromo
P450, incluyendo a linezolid, tetraciclinas y clindamicina. Otros antibiéticos frecuentemente
utilizados para las infecciones de hueso y articulaciones son las fluoroguinolonas y las
tetraciclinas; sin embargo, éstas son queladas y se disminuye su absorcion cuando se
prescriben en conjunto con varios cationes divalentes y trivalentes, notablemente el hierro y
el calcio. Cuando se prescriben fluoroquinolonas se deben considerar ademas la prolongacion
del intervalo QTc, el riesgo de tendinopatia, la ruptura de aneurisma aortico, los eventos
adversos psiquiatricos e infeccion por Clostridioides difficile. Al utilizar linezolid se debe
vigilar por riesgo de toxicidad neurolégica y hematologica, asi como el riesgo de sindrome
serotoninérgico cuando se co-administra con otros agentes como morfina o antidepresivos

(Seaton et al. 2019).
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HIPOTESIS

Hipotesis principal: El efecto de antibidticos orales sobre las células plancténicas de S.

aureus serd mayor que sobre células de biopelicula en un modelo in vitro.

Hipotesis alternativa: El efecto de antibidticos orales sobre las células planctonicas de S.

aureus no sera mayor que sobre células de biopelicula en un modelo in vitro.
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OBJETIVOS

Objetivo Principal:

Determinar la actividad de antibidticos orales sobre las células plancténicas y de

biopelicula de S. aureus en un modelo in vitro.

Objetivos Secundarios:

Clasificar los aislamientos de S. aureus obtenidos de infecciones 6seas de acuerdo

con su produccion de biopelicula.

Determinar la composicion de la biopelicula de S. aureus obtenidos de infecciones

oseas en un modelo in vitro.

Determinar la concentracion minima inhibitoria de antibidticos sobre las células

planctonicas de S. aureus.

Determinar la concentracion minima de erradicacion de biopelicula de antibidticos

sobre las células de biopelicula de S. aureus.

Evaluar el efecto de la combinacion de antibidticos sobre la erradicacion de

biopelicula de S. aureus.

16

V 4.0 Oct 23



VARIABLES

Las variables para estudiar sobre los aislamientos seran:

e Identificacion a nivel especie los aislamientos obtenidos de muestras clinicas de
infecciones dseas.

e Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y Concentracién Minima de Erradicacion
de Biopeliculas (CMEB) de oxacilina, azitromicina, eritromicina, doxiciclina,
levofloxacino, clindamicina, trimetoprim/sulfametoxazol, rifampicina, linezolid y
sus combinaciones.

e Produccion de biopelicula de los aislamientos (no productor, productor débil,
productor fuerte).

e Composicion de biopeliculas (porcentaje de carbohidratos, proteinas y acido

desoxirribonucleico).
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MATERIAL Y METODOS

Grupo de Estudio

1. Criterios de inclusion: Cepas de S. aureus obtenidas de pacientes adultos con diagndstico
de osteomielitis o infeccion asociada a material de osteosintesis.

2. Criterios de exclusion: Pacientes pediatricos, embarazadas, o poblacién sujeta a coaccion.

3. Criterios de eliminacién: Pacientes cuyas cepas sean no viables para realizar el total de
los experimentos.

4. Lugar de referencia y método de reclutamiento: Se dio una sesion informativa a los
médicos del Departamento de Traumatologia y Ortopedia del Hospital Universitario “Dr.
José Eleuterio Gonzalez” para solicitar que, ante la sospecha de infecciones
osteoarticulares, se enviaran las muestras de hueso y material de osteosintesis a cultivo
al Laboratorio de Infectologia como parte de la atencion usual que recibirian todos sus
pacientes. Una vez identificado el agente causal, en caso de tratarse de S. aureus, se
realizé una evaluacion clinica del sujeto para verificar si cumplia los criterios de inclusion
y la ausencia de criterios de exclusion. Se buscé al sujeto y se le invit6 a participar al
estudio. Se le explico que el proposito de este estudio era analizar bacterias causantes de
infecciones en hueso y articulaciones. Se le expuso que se le estaba estableciendo una
invitacion a un estudio debido a que en una muestra que se le tom6 como parte normal
de su atencion se encontrd una bacteria causando infeccion. Se le aclar6 que la
investigacion en la participaria era importante porque con los resultados obtenidos se
esperaba encontrar informacion que en un futuro ayude a determinar cuales son los

mejores tratamientos para las personas que sufren infeccion en huesos y articulaciones.
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Se afiadid que su tratamiento no se vera alterado por entrar al protocolo y que se requeria
su autorizacion verbal para almacenar la bacteria que se encontré como causante de su
infeccion y hacerle pruebas adicionales, pero que no se realizaria ninguna intervencion
sobre el participante. Se aclar6 también que no se almacenarian muestras de sangre o
tejidos, solamente cepas de bacterias.

Se solicitd al paciente su asentimiento verbal frente a dos testigos imparciales para poder
incluirlo en la investigacion.

5. Confidencialidad: No se utilizé el nombre o registro del hospital para la recoleccién o
identificacion de la cepa de S. aureus dentro del estudio. No se recolectdé ningun
demogréafico del paciente o algun otro dato que pudiera llevar a la identificacion de la
cepa con el participante. EI niUmero de personas con acceso a la informacion estuvo
limitado al investigador principal y co-investigadores. Por Gltimo, los registros de papel

se mantuvieron en un lugar cerrado y protegido en el Servicio de Infectologia.

Procedimientos
Procesamiento y cultivo de muestras clinicas de infecciones dseas

Se recibieron muestras de hueso y de implantes 6seos que fueron obtenidos bajo técnicas
estériles durante procedimientos quirargicos. Se solicitd a los médicos tratantes que, en caso
de enviar tejido, Optimamente se enviaran cinco muestras diferentes para mejorar en
rendimiento de los cultivos, °.

En una campana de bioseguridad, se removié la tapa del contenedor estéril con el
material de osteosintesis 0 hueso explantado y se afiadieron 400 mL de solucién Hartmann

estéril. Cuando se tratdé de muestras pequefias se colocaron en un tubo estéril de 10 mL y se
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cubrié la muestra con 10 mL de caldo soya tripticasa. Se colocd nuevamente la tapa del
contenedor y se dio vortex por 30 s, para luego sonicar por 5 min y nuevamente dar vortex
por 30 s. Utilizando una técnica estéril, se tomé una alicuota de 50 mL del liquido sonicado
en un tubo de centrifuga de 50 mL. En caso de muestras pequefias se centrifugaron los 10
mL completos. Se centrifugo el tubo a una fuerza centrifuga relativa de 3,000 por 15 min. Se
decanté y se dejé 0.5mL de sobrenadante. Se coloco una gota del sobrenadante en una
laminilla para realizar tincion de Gram y se coloc6 0.1 mL en agar sangre, chocolate y
Brucella. Se incub6 el agar chocolate y sangre con CO; al 5% vy el agar Brucella en
condiciones de anaerobiosis por hasta 14 dias. Se reporto la tincion de Gram una vez

interpretada y se revisaron las placas diariamente en busqueda de desarrollo®.

Identificacion a nivel especie de los aislamientos clinicos obtenidos de infecciones dseas

De todas las colonias aisladas se realizo la identificacion a nivel especie a traves de
espectrometria de masas de la desorcion/ionizacion con laser asistida por matriz acoplada a
un analizador de tiempo de vuelo: MALDI-TOF MS, por sus siglas en inglés (Bruker
Daltonik, Bremen, Alemania) (Zhu et al. 2015). Se tom6 como una identificacion confiable
de género y especie un score > 2.0, el score entre 1.5 — 2.0 se tomo6 como una identificacion
segura de género, pero probable de especie y un score < 1.5 como una identificacion no
confiable.

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. Cada aislamiento se coloc6 en cada uno de los pocillos.
Posteriormente se afiadié 1 uL de &cido formico al 70% a cada pocillo para facilitar la

extraccion proteica y se dejo secar completamente a temperatura ambiente. Se adiciond 1 pL
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de matriz HCCA (&cido a-ciano-4-hidroxi-cindmico), y se dejé secar por completo. Se utilizd
como control un extracto proteico de Escherichia coli DHS5a. La placa se introdujo en el
equipo, se controlé mediante el software flexControl 3.4 y se analizé mediante el software
MALDI biotyper 4.0 comparando los espectros de proteinas de los aislamientos con la base
de datos del equipo®*.

A los aislamientos que obtuvieron un score <2.00 sin obtener identificacion confiable,
se les realiz6 la extraccion de proteinas en tubo. Para esto se transfirieron de 1 a 3 colonias a
partir de un cultivo puro de 24 h en agar sangre a un tubo Eppendorf con 300 puL de agua
destilada y se adicionaron 900 pL de etanol, se homogeniz6 en vortex durante 30 s. La
suspension se centrifugd a 13,000 RPM durante 2 min, se decanto el etanol, se elimino el
exceso con una micropipeta y se dej6 secar por completo a temperatura ambiente. Seguido,
al precipitado se le afiadieron 50 pL de acido férmico al 70%, se homogenizo en vortex
durante 30 s y se dejo incubar durante 5 min. Después se le afiadieron 50 puL de acetonitrilo
al 100%, se dio vortex durante 30 sy se centrifugd a 13,000 RPM durante 2 min. Se tomo 1
uL del sobrenadante y se coloco en la placa del equipo, se dejo secar y se le afiadio 1 uL de

la matriz y se dejo secar por completo. Posteriormente se re-analizé en el equipo.

Determinacion de la produccion de biopelicula en los aislamientos de S. aureus
obtenidos de infecciones 0seas

La produccion de biopelicula se determiné de forma semicuantitativa mediante la tincion
con cristal violeta (Christensen et al. 1985). A partir de un cultivo puro de 24 h en agar sangre
se transfirié una colonia a caldo soya tripticasa y se incub6 a 35 °C por 24 h, posteriormente
a partir del cultivo se realizé una dilucién a razon 1:100 en caldo fresco y estéril de soya

tripticasa suplementado con 1% de glucosa. De esta dilucion se transfirieron 200 puL y se
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colocaron en una microplaca de poliestireno de 96 pocillos (Corning® Costar®, NY, USA).
Se realizaron cuatro repeticiones de cada aislamiento y se dejé un pocillo como control con
medio sin inocular. La placa se incubd a 35 °C por 24 h. Después de la incubacién se
determind la densidad 6ptica (DO) de las células planctonicas, para esto se transfirieron 100
uL de uno de los cuatro pocillos de cada aislamiento, se homogeniz6 sin tocar las paredes
internas del pocillo, a otra microplaca estéril la cual se midié la DO en un lector de
microplacas (iMark™, Bio-Rad Laboratories Inc, CA, USA) a 595 nm. Para determinar la
DO de la biopelicula se descart6 el medio de cultivo sobrenadante de la microplaca y se
invirtio sobre papel secante dando unos golpes para eliminar el exceso de liquido.
Posteriormente 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 descarto el
metanol y se retird el exceso de liquido. Seguido se realizaron tres lavados con agua destilada
estéril y quitando el exceso de agua. Después se le afiadié 200 pL de cristal violeta al 0.1%
(p/v) a cada uno de los pocillos y se dejé incubar durante 15 min a temperatura ambiente.
Una vez transcurrido el tiempo se elimind la solucion de cristal violeta y se realizaron cinco
lavados con agua destilada estéril, posteriormente se le afiadié a cada pocillo 200 puL de una
mezcla de alcohol y acetona a razén 7:3 y se dejé actuar durante 15 min a temperatura
ambiente con la finalidad de disolver la biopelicula. Se realizo la lectura de la DO a 595 nm.
El criterio de evaluacion se llevé a cabo mediante los siguientes rangos de clasificacion, DO
< 0.120 se considero no productor, en el rango 0.120 a 0.240 como productor débil, y DO >

0.240 como productor fuerte.
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Determinacion de la composicion de la biopelicula de S. aureus obtenidos de infecciones
Oseas

Se realizaron ensayos de desprendimiento de biopelicula a los aislamientos productores,
utilizando distintos sustratos que degradan especificamente cada uno los componentes de la
matriz extracelular (carbohidratos, proteinas y acido desoxirribonucleico).

A partir de un cultivo puro de 24 h en agar sangre se transfirié una colonia a caldo soya
tripticasa y se incubd a 35 °C por 24 h, posteriormente a partir del cultivo se realiz6 una
dilucion a razén 1:100 en caldo fresco y estéril de soya tripticasa suplementado con 1% de
glucosa. De esta dilucion se transfirieron 200 pl. y se colocaron en una microplaca de
poliestireno de 96 pocillos donde se realizaron cuatro repeticiones de cada aislamiento y se
dejo un pocillo como control con medio sin inocular. Este procedimiento se realizé por
cuadruplicado (una como control, una para carbohidratos, una para proteinas y una ultima
para ADN). Las cuatro placas contenian los mismos aislamientos. Las placas se incubaron a
35 °C por 24 h. El medio sobrenadante se descartd 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 dejé incubar
durante 15 min, posteriormente se descartd el metanol y se retird el exceso de liquido.
Seguido se realizaron tres lavados con agua destilada estéril para cada placa, se retiro el
exceso de agua y se dejo secar por completo a temperatura ambiente. Una vez secas se le
afiadio a cada placa 200 uL en cada pocillo con el sustrato correspondiente:

a) 40 mM de NalO4 (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) en agua bidestilada,

b) 0.1 mg/mL de proteinasa K (Bioline, Londres, UK) en 20 mM Tris-HCl a pH: 7.5 con
100 mM NaCl y

¢) 0.5 mg/mL DNasa | (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) en 5 mM MgCl..
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Se dejo 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 35°C durante
24 h. La placa con la adicion de NalOs se cubri6 de la luz con papel aluminio para evitar la
degradacion del sustrato por efecto de ésta.

Transcurridas las 24 h se descartaron los sustratos de cada placa y se realizaron tres
lavados a cada placa con agua destilada estéril y se retir6 el exceso de agua. Después se le
afiadio 200 pL de cristal violeta al 0.1% a cada uno de los pocillos de las cuatro placas y se
dejo incubar durante 15 min a temperatura ambiente. Una vez transcurrido el tiempo se
elimino la solucion de cristal violeta y se realizaron cinco lavados con agua destilada estéril,
posteriormente se le afiadio a cada pocillo 200 uL. de una mezcla de alcohol y acetona a razén
7:3y se dejo actuar durante 15 min a temperatura ambiente. Se realizo la lectura de la DO 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 composicién de mayor abundancia de

biopelicula (Mendoza-Olazaran et al. 2015).

Determinacion del perfil de susceptibilidad a los antibidticos en células planctdnicas de
aislamientos de S. aureus obtenidos de infecciones dseas

Se determind el perfil de susceptibilidad en células planctonicas de S. aureus a
diferentes antibidticos solos y en combinacion. Esto se llevé a cabo mediante los métodos y

criterios descritos por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI por sus
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siglas en inglés), en el documento M100 y M07-A10 (Clinical and Laboratory Standards
Institute 2022).

Se seleccionaron nueve antibidticos correspondientes a los siguientes grupos de
antibidticos: penicilinas (oxacilina), macrolidos (azitromicina y eritromicina), tetraciclinas
(doxiciclina), fluoroquinolonas (levofloxacino), lincosamidas (clindamicina), inhibidores de
folato (trimetoprim/sulfametoxazol), ansamicinas (rifampicina) y oxazolidinonas (linezolid).
Se tomd en cuenta al menos un antibidtico de los grupos de mayor relevancia para
Staphylococcus spp. que se menciona en el documento M100. Se prepararon soluciones stock
a una concentracion de 1 mg/mL de todos los antibioticos. Para lo cual, se peso 1 mg de la
presentacion en polvo de cada antibiotico (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) y se diluyé en 1
mL del diluyente correspondiente a cada uno descrito en el manual de procedimientos del
CLSI en el documento M100. Las soluciones stock se conservaron en congelacion en tubos
Eppendorf a -80 °C hasta su uso.

Para determinar el perfil de susceptibilidad en células planctdnicas se prepararon las
soluciones de trabajo tomando en cuenta dos diluciones por encima y debajo del punto de
corte de resistencia de cada antibidtico mencionado en el documento M100 del CLSI. Se
realizaron los calculos correspondientes para cada antibiotico y se diluyo la solucion stock
en caldo Mueller-Hinton fresco y estéril. En el caso de oxacilina se diluy6 en caldo Mueller-
Hinton con cationes ajustados de NaCl 1%. A partir de la dilucion de trabajo se tomaron 200
pL de cada antibidtico o la combinacion de antibidticos a estudiar 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 Mueller-Hinton fresco y esteéril. Las diluciones
se realizaron haciendo pases consecutivos de 100 pL de la solucion de trabajo que

anteriormente se haya colocado en la microplaca (de la filalala 2, 2 a 3, 3 a4, etc.),
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homogenizando entre cada pase. Se dejaron dos pocillos como control negativo y positivo.
Los paneles de antibidticos se guardaron en congelacion a -80 °C hasta su uso.

A partir de un cultivo puro de 24 h en agar Mueller-Hinton se realizé la preparacion
de los indculos de cada aislamiento por suspension de tres a cinco colonias en tubos con
solucidn salina estéril al 0.85% ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de McFarland
(0.08-0.13 absorbancia a 525 nm). El in6culo se diluy6 a razén 1:150 en caldo Mueller-
Hinton fresco y estéril. Seguido se tomaron 100 uL y se transfirieron a cada pocillo del panel
de antibidticos dejando un pocillo sin inocular como control negativo. Las placas se
incubaron a 35 °C por 18-24 h tratando de no apilar mas de cuatro cajas, para evitar diferencia
en la temperatura. Posteriormente se determino la CMI como la concentracion de antibiotico

en la cual a simple vista no se aprecid crecimiento.

Determinacion del perfil de susceptibilidad a los antibioticos en células de biopelicula
de aislamientos de S. aureus obtenidos de infecciones 0seas

La susceptibilidad en células de biopelicula se llevé a cabo empleando el dispositivo
Calgary (MEBC™, Innovotech, AB, Canada) de acuerdo con las especificaciones del
fabricante. Para determinar el efecto de distintos antibidticos solos y en combinacion en
células de biopelicula se permitio que S. aureus formara la biopelicula sobre el dispositivo
Calgary para que posteriormente se pusiera en contacto con las combinaciones de antibioticos
a estudiar. Para esto se partié de un cultivo puro de 24 h en agar sangre se realizo la
preparacion de los indculos de cada aislamiento por suspensidn de tres a cinco colonias en
tubos con solucion salina estéril al 0.85% ajustando a una turbidez de 0.5 de la escala de
McFarland (0.08-0.13 absorbancia a 525 nm). El indculo se diluy6 arazon 1:50 en caldo soya

tripticasa adicionado con 1% de glucosa. Seguido se tomaron 150 pL, se afiadieron a cada
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pocillo de una microplaca de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano y se coloco la tapa
del dispositivo de Calgary quedando las clavijas inmersas en el medio. Se incubé a 35°C por
24 h sobre un agitador a 150 RPM. Posterior a la incubacion las clavijas se enjuagaron dos
veces con buffer de fosfatos salino para eliminar las células no adheridas y se dejaron secar
a temperatura ambiente. La tapa se transfirié al panel de antibidticos preparado anteriormente
y se incubaron las placas a 35°C por 18-24 h. Posteriormente se retird la tapa del panel de
antibioticos y se enjuagaron las clavijas dos veces con buffer de fosfatos salino pH 7.3 y se
transfirio la tapa a una microplaca estéril conteniendo 200 uL en cada pocillo caldo Mieller-
Hinton, la cual se sonico 10 min en un ultrasonicador (Branson 5800, Danbury, USA),
después se retird la tapa con las clavijas y se cambié a una tapa normal. Las placas se
incubaron a 35 °C por 24 h. Posterior a la incubacion se determiné la concentracion minima
de erradicacion de biopelicula (CMEB) como la concentracion minima de antimicrobiano

que a simple vista no presentd crecimiento y erradico la biopelicula.

Andlisis Estadistico

Se recolectaron los datos de la susceptibilidad a antibi6ticos y la tolerancia entre las
células de bacterias planctonicas y biopelicula. Se realizo prueba de normalidad de Shapiro
Wilks y graficos Q-Q y en el caso de los datos no paramétricos, al comparar dos grupos, se
realiz6 una prueba de U de Mann-Whitney. El analisis de muestras pareadas se realizd
utilizando la prueba de rango con signo de Wilcoxon y para méas de 2 grupos se calculd
utilizando la prueba de Kruskal-Wallis con una comparacion postprueba de Dunn. Se utilizé

el software SPSS v 20 (SPSS, Inc., Armonk, NY) para el analisis de datos.
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RESULTADOS

Aislamientos clinicos de Staphylococcus obtenidos de infecciones dseas

Se obtuvieron un total de 47 aislamientos clinicos de especies de Staphylococcus a
partir de muestras de infeccion Osea, de dispositivos ortopédicos o de articulaciones
protésicas clinicamente relevantes desde enero de 2019 hasta marzo de 2022 (Tabla 1). De
ellos, 37 (78.7%) fueron identificados como S. aureus, 5 (10.3%) fueron Staphylococcus
epidermidis, 3 (6.4%) fueron Staphylococcus haemolyticus, 1 (2.1%) fue Staphylococcus
hominis y 1 (2.1%) fue Staphylococcus lugdunensis.

Los pacientes tenian una mediana de edad de 39 afios (rango de 19-78 afios, RIQ 23),
la mayoria de los pacientes eran varones (n=39, 82.9%) y la mayoria estaban hospitalizados
en sala de ortopedia (n=45, 95.7%). Uno de los pacientes presento artritis septica primaria,
dos tenian infecciones de tobillo sin material implantado (osteomielitis primaria por heridas),
tres tenian un absceso vertebral, mientras que el 76.5% de los pacientes presentaron una
infeccion por dispositivo ortopédico.

En cuanto a las comorbilidades, nueve pacientes vivian con diabetes, cuatro tenian
hipertension arterial esencial, dos se encontraban privados de la libertad y uno vivia con

infeccion por VIH.
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Produccion de biopelicula de los aislamientos clinicos de Staphylococcus spp. obtenidos
de infecciones dseas

Se detectd produccion de biopelicula en el 83.0% de todos los aislamientos de
Staphylococcus (Tabla 1). Casi todos los aislamientos de S. aureus produjeron biopelicula
(n=36, 97.3%), de los cuales 26 (70.3%) fueron productores fuertes de biopelicula y 10
(27.0%) fueron productores débiles de biopelicula. Solo tres (30%) estafilococos no aureus
fueron productores de biopelicula, dos fuertes (S. epidermidis y S. lugdunensis) y uno débil

(S. epidermidis) productores de biopelicula.

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes con infecciones protésico articulares
causadas por cepas de Staphylococcus.

Caracteristicas Total S. aureus Estafilococos
n (%) n (%) no aureus
n (%)
No. de pacientes 47 37 (78.7) 10 (21.3)
Masculino 39 (83.0) 32 (68.1) 7 (14.9)
Sala hospitalaria
Traumatologia 45 (95.7) 37 (78.7) 8 (17.0)
Especimenes
Dispositivos ortopédicos 36 (76.5) 31 (65.9) 5(10.7)
Tejido 6seo o articular 11 (23.4) 6 (12.7) 5 (10.7)
Produccion de biopelicula
Ninguna 8 (14.9) 1(2.7) 7 (70.0)
Débil 11 (23.4) 10 (27.0) 1 (10.0)
Fuerte 28 (59.6) 26 (70.3) 2 (20.0)
29
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Composicion de biopelicula de los aislamientos clinicos de Staphylococcus obtenidos de
infecciones Gseas

Los principales componentes de biopelicula en todos los aislamientos de
Staphylococcus productores de biopelicula (n = 39) fueron polisacaridos en 35 (89.7%)
aislamientos, ADN extracelular en 10 (25.6%) aislamientos y proteinas en tres (7.7%)

aislamientos (Fig. 1).
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Figura 1. Composicién de sustancias poliméricas extracelulares de biopelicula de aislamientos de
Staphylococcus spp. obtenidos a partir de infecciones articulares protésicas. La composicion de sustancias
poliméricas extracelulares de biopelicula de las cepas productoras de biopelicula (36 S. aureus, 2 S. epidermidis
y 1 S. lugdunensis) se determiné mediante ensayos de desprendimiento. Las células de biopelicula se trataron
con metaperyodato de sodio para degradar los polisacaridos ligados a -1,6, la proteinasa K para degradar, las

proteinas y la DNasa | para degradar el ADN extracelular.
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Perfil de susceptibilidad antimicrobiana en células planctonicas y de biopelicula

Las cepas de Staphylococcus mostraron tasas moderadas de resistencia a azitromicina
(25.6%), oxacilina (23.1%), levofloxacino (23.1%), clindamicina (23.1%), moxifloxacino
(17.9%) y trimetoprim-sulfametoxazol (10.3%). Ningin aislamiento fue resistente a
doxiciclina, rifampicina o linezolid (Tabla 2).

Se evaluo la susceptibilidad a varios antibidticos en biopeliculas bacterianas maduras
de 36 cepas de S. aureus productoras de biopeliculas. En general, los rangos de CMEB fueron
mayores que los rangos de MIC para todos los antibiéticos estudiados con diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 3). Se comparo la distribucion de los valores de CMI
y CMEB en aislamientos de S. aureus para oxacilina, azitromicina (Fig. 2B), doxiciclina
(Fig. 2C), levofloxacino (Fig. 2D), moxifloxacino (Fig. 2E), clindamicina (Fig. 2F),
trimetoprim-sulfametoxazol (Fig. 2G), rifampicina (Fig. 2H) y linezolid (Fig. 21). De acuerdo
con estos resultados, en las células planctonicas la mayoria de los aislamientos mostraron
susceptibilidad a oxacilina, azitromicina, levofloxacina, clindamicina, trimetoprim-
sulfametoxazol y linezolid, mientras que mostraron resistencia a estos antibioticos en las
células de biopelicula. En cambio, la mayoria de los aislamientos mostraron susceptibilidad

a la rifampicina en células plancténicas y de biopelicula (Fig. 2).

Tabla 2. Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Staphylococcus spp. (n=39).

MIC (ug/mL) NuUm. (%) de aislamientos
_Agente_ Rango
antimicrobiano Susceptible Intermedio Resistente
Oxacilina <0.25->8 30 (76.9) NA 9(23.1)
Azitromicina <1->16 29 (74.4) 0(0.0) 10 (25.6)
Doxiciclina <2 39 (100) 0(0.0) 0(0.0)
Levofloxacina <0.25->8 30 (76.9) 0(0.0) 9(23.1)
Moxifloxacino <0.25-8 30 (76.9) 2(5.1) 7(17.9)
Clindamicina <0.25->8 30 (76.9) 0(0.0) 9(23.1)
TMP-SXT <0.25/4.1 —>8/152 35 (89.7) NA 4 (10.3)
Rifampicina <0.25-0.25 39 (100) 0(0.0) 0 (0.0
Linezolid <0.05-4 39 (100) NA 0 (0.0

MIC: concentracién minima inhibitoria; NA: no aplica; TMP-SXT: Trimetoprim-sulfametoxazol.
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Tabla 3. Comparacion de la concentracion minima inhibitoria en células plancténicas y concentraciéon minima de erradicacion de biopelicula en células de S. aureus.

Produccion de Perfil de Oxacilina Azitromicina Doxiciclina Levofloxacino Moxifloxacino Clindamicina TMP-SXT Rifampicina Linezolid
Cepa biopelicula resistencia (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) ~ (ng/mL) (ug/mL) (ug/mL)
mic MBEC mic MBEC mic MBEC mic MBEC mic MBEC mic MBEC mic MBEC mic MBEC mic MBEC
20-0179 Fuerte SASM <0.25 512 <1 >512 <2 64 <0.25 >512 <0.25 128 <0.25 >512 <0.25/4.75 4/76 <0.25 4 2 >128
21-0893 Fuerte SASM 0.5 8 <1 <4 <2 32 <0.25 >512 <0.25 >512 <025 >512 <0.25/4.75 64/1,216 <0.25 32 2 4
21-1056 Fuerte SASM <0.25 64 <1 64 <2 16 <0.25 16 <0.25 4 <0.25 16 <0.25/4.75 64/1,216 <0.25 1 4 >128
21-0070 Fuerte SASM 0.5 64 <1 128 <2 16 <0.25 16 <0.25 4 <025 8 <0.25/4.75 8/152 <0.25 2 2 >128
21-1075 Fuerte SASM 0.5 64 <1 64 <2 16 <0.25 16 <0.25 1 <0.25 16 <0.25/4.75 16/304 <0.25 2 2 >128
22-0153 Fuerte SASM 0.5 32 <1 64 <2 32 <0.25 16 <0.25 05 <025 16 <0.25/4.75 16/304 <0.25 1 2 128
21-0550 Fuerte SASM 0.5 64 <1 128 <2 32 <0.25 16 <0.25 1 <025 16 <0.25/4.75 16/304 <0.25 2 4 >128
21-0066 Fuerte SASM 1 32 <1 128 <2 16 <0.25 16 <0.25 8 <025 8 <0.25/4.75 8/152 <0.25 8 4 128
22-0066 Fuerte SASM 2 64 <1 64 <2 16 <0.25 16 <0.25 025 <025 8 <0.25/4.75 16/304 <0.25 2 4 >128
21-0012 Débil SASM 0.5 32 <1 64 <2 64 <0.25 32 <0.25 8 <025 16 <0.25/4.75 4/76 <0.25 4 2 128
21-0348 Fuerte SASM 0.5 32 <1 64 <2 32 <0.25 32 <0.25 8 <0.25 16 <0.25/4.75 8/152 <0.25 2 4 >128
22-0072 Fuerte SASM 1 64 <1 64 <2 16 <025 32 <0.25 2 <025 16 <0.25/4.75 16/304 <0.25 8 2 >128
20-0275 Fuerte SASM 1 64 <1 128 <2 32 <0.25 32 <0.25 8 <025 16 <0.25/4.75 4/76 <0.25 8 2 >128
20-0755 Fuerte SASM 1 32 <1 64 <2 <4 <0.25 32 <0.25 16 <0.25 16 <0.25/4.75 8/152 <0.25 4 4 >128
20-0106 Fuerte SASM 1 32 <1 ND <2 32 <0.25 33 <0.25 4 <0.25 16 <0.25/4.75 32/608 <0.25 1 2 128
19-2377 Fuerte SASM 2 >512 <l >512 <2 32 <0.25 512 <0.25 16 <025 =>512 <025/475 =>64/1216 <0.25 32 4 >128
21-0891 Fuerte SASM <0.25 64 <1 64 <2 16 0.5 64 <0.25 16 <0.25 16 <0.25/4.75 8/152 <0.25 1 4 >128
22-0074 Débil SASM <0.25 64 <1 64 <2 8 <0.25 8 <0.25 025 <025 8 <0.25/4.75 8/152 <0.25 2 4 >128
21-1080 Fuerte SASM <0.25 32 <1 64 <2 8 <0.25 8 <0.25 025 <025 16 <0.25/4.75 8/152 <0.25 1 4 >128
21-0633 Débil SARM >8 >512 >16 >512 <2 16 >8 >512 4 >512 >8 >512 <0.25/4.75 8/152 <0.25 1 4 >128
21-0725 Débil SARM >8 >512 >16 =>512 <2 16 >8 >512 8 >512 >8 >512 <0.25/4.75 8/152 <0.25 4 2 128
21-0192 Fuerte SASM 1 64 <1 64 <2 16 <025 32 <0.25 4 <0.25 32 <0.25/4.75 8/152 <0.25 2 2 >128
20-0619 Fuerte SARM >8 >512 =16 =512 <2 32 >8 >512 4 64 >8 >512 <0.25/4.75 4/76 <0.25 2 2 >128
21-0380 Débil SASM 0.5 32 <1 64 <2 16 <0.25 32 <0.25 4 <0.25 16 <0.25/4.75 8/152 <0.25 1 4 >128
20-0373 Débil SARM >8 >512 =16 =512 <2 16 >8 64 8 8 >8 >512 <0.25/4.75 16/304 <0.25 2 2 >128
20-0279 Débil SARM >8 512 >16 =512 <2 16 >8 >512 4 512 >8 >512 <0.25/4.75 16/304 <0.25 1 2 >128
22-0214 Fuerte SASM <0.25 32 <1 =>512 <2 32 <025 =>512 <025 256 <025 =512 <0.25/4.75 16/304 <0.25 1 4 >128
20-0381 Fuerte SARM 8 128 =16 =512 <2 16 4 >512 1 32 >8 >512 >8/152 >64/1,216 0.25 2 2 >128
21-0233 Débil SASM 0.5 32 <1 128 <2 8 <0.25 16 <0.25 4 <0.25 16 <0.25/4.75 2/38 <0.25 05 4 >128
20-0504 Fuerte SASM 0.5 64 <1 128 <2 32 <0.25 32 <0.25 8 <0.25 32 <0.25/4.75 16/304 <0.25 2 2 >128
20-0186 Fuerte SASM 0.5 512 <1 =>512 <2 128 <0.25 32 <0.25 16 <0.25 512 <0.25/475 >64/1216 <0.25 64 2 >128
20-0749 Débil SASM <0.25 8 >16 =512 <2 32 <0.25 4 <0.25 4 <0.25 16 <0.25/4.75 8/152 <0.25 2 4 >128
21-0486 Fuerte SASM 0.5 32 <1 64 <2 8 <0.25 64 <0.25 8 <0.25 8 <0.25/4.75 16/304 <0.25 1 4 >128
19-2595 Fuerte SARM >8 >512 =16 =512 <2 128 >8 >512 4 >16 >8 >512 <0.25/475 >64/1216 <0.25 8 2 64
20-0622 Débil SASM <0.25 128 <1 32 <2 16 <0.25 16 <0.25 2 <0.25 8 <0.25/4.75 16/304 <0.25 05 4 >128
20-0080 Fuerte SARM >8 512 >16 =>512 <2 256 8 32 2 4 >8 >512 >8/152 0.5/9.5 <0.25 1 <0.05 32

MIC: concentracién minima inhibitoria; MBEC: concentracién minima de erradicacion de biopelicula; SASM: Staphylococcus aureus susceptible a meticilina; SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; TMP-SXT:

trimetoprim-sulfametoxazol; ND: no determinado.
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Figura 2. Distribucién de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima de Erradicacién de Biopeliculas (CMEB) en

aislamientos de S. aureus obtenidos a partir de infecciones articulares protésicas. Se determind la prueba de susceptibilidad antimicrobiana en células

plancténicas y de biopelicula de aislamientos de S. aureus productores de biopelicula (n = 36) utilizando el método de microdilucién en caldo. Se determind la

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) y la Concentracién Minima de Erradicacién de Biopelicula (CMEB), y se compard su distribucién utilizando GraphPad

version 8.0. Los antimicrobianos evaluados fueron oxacilina (A), azitromicina (B), doxiciclina (C), levofloxacino (D), moxifloxacina (E), clindamicina (F),

trimetoprim-sulfametoxazol (G), rifampicina (H) y linezolid (). La linea punteada indica la resistencia limitrofe segun los criterios establecidos por el Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI).
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Erradicacion de biopelicula de S. aureus con combinaciones de antibidticos

Después de la exposicion con concentraciones limitrofes de dos antibioticos
(doxiciclina [4 pg/mL], moxifloxacino [0.5 ug/mL] y/o rifampicina [1 ug/mL]), se evalud la
erradicacion de la biopelicula (Tabla 4). Se observé la erradicacion total de la biopelicula en
13 (36.1%) aislamientos de S. aureus (siete SASM y seis SARM); siete productores de
biopelicula fuerte y seis débiles) y la erradicacion parcial de la biopelicula en cuatro
aislamientos (11.1%) después del tratamiento combinado con rifampicina y moxifloxacino.
En otros 12 (33.3%) aislamientos (siete SASM y cinco SARM; siete productores de
biopelicula fuerte y cinco débiles), el tratamiento combinado de rifampicina y doxiciclina
provoco la erradicacion total de la biopelicula. También se observo una erradicacion parcial
de la biopelicula en dos aislamientos (5.6%) después del tratamiento combinado con
rifampicina y doxiciclina. La exposicion de la combinacion de doxiciclina y moxifloxacino
provoco la erradicacion total de la biopelicula solo en tres aislamientos (8.3%; dos SARM y

un SASM; dos productores de biopelicula fuerte y uno débil).
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Tabla 4. Erradicacién de biopelicula en aislamientos de S. aureus con combinacidn de antibioticos.

Se expusieron combinaciones de concentraciones de doxiciclina (4 pg/mL), moxifloxacino (0,5 pg/mL) y

rifampicina (1 pg/mL) a biopeliculas maduras y se evalud la erradicacion de biopeliculas.

Produccidén CMEB (ug/mL) Erradicacion de biopelicula
de Perfil de
Cepa biopelicula resistencia DOX MOX RIF RIF/MOX RIF/DOX DOX/MOX

20-0179 Fuerte SASM 64 128 4 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0893 Fuerte SASM 32 =512 32 Ninguna Ninguna Ninguna
21-1056 Fuerte SASM 16 4 1 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0070 Fuerte SASM 16 4 2 Ninguna Ninguna Ninguna
21-1075 Fuerte SASM 16 1 2 Ninguna Ninguna Ninguna
22-0153 Fuerte SASM 32 0.5 1 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0550 Fuerte SASM 32 1 2 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0066 Fuerte SASM 16 8 8 Ninguna Ninguna Ninguna
22-0066 Fuerte SASM 16 0.25 2 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0012 Débil SASM 64 8 4 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0348 Fuerte SASM 32 8 2 Ninguna Ninguna Ninguna
22-0072 Fuerte SASM 16 2 8 Ninguna Ninguna Ninguna
20-0275 Fuerte SASM 32 8 8 Ninguna Ninguna Ninguna
20-0755 Fuerte SASM <4 16 4 Ninguna Ninguna Ninguna
20-0106 Fuerte SASM 32 4 1 Ninguna Ninguna Ninguna
19-2377 Fuerte SASM 32 16 32 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0891 Fuerte SASM 16 16 1 Ninguna Ninguna Ninguna
22-0074 Débil SASM 8 0.25 2 Ninguna Ninguna Ninguna
21-1080 Fuerte SASM 8 0.25 1 Ninguna Ninguna Ninguna
21-0633 Débil SARM 16 >512 1 Total Ninguna Ninguna
21-0725 Débil SARM 16 =>512 4 Total Ninguna Ninguna
21-0192 Fuerte SASM 16 4 2 Parcial Ninguna Ninguna
20-0619 Fuerte SARM 32 64 2 Parcial Parcial Ninguna
21-0380 Débil SASM 16 4 1 Parcial Parcial Ninguna
20-0373 Débil SARM 16 8 2 Parcial Total Ninguna
20-0279 Débil SARM 16 512 1 Total Total Ninguna
22-0214 Fuerte SASM 32 256 1 Total Total Ninguna
20-0381 Fuerte SARM 16 32 2 Total Total Ninguna
21-0233 Débil SASM 8 4 0.5 Total Total Ninguna
20-0504 Fuerte SASM 32 8 2 Total Total Ninguna
20-0186 Fuerte SASM 128 16 64 Total Total Ninguna
20-0749 Débil SASM 32 4 2 Total Total Ninguna
21-0486 Fuerte SASM 8 8 1 Total Total Ninguna
19-2595 Fuerte SARM 128 =16 8 Total Total Total

20-0622 Débil SASM 16 2 0.5 Total Total Total

20-0080 Fuerte SARM 256 4 1 Total Total Total

DOX: doxiciclina; MBEC: concentracion minima de erradicacion de biopelicula; SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina;

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; MOX: moxifloxacino; RIF: rifampicina.
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DISCUSION

El tratamiento de la osteomielitis y las infecciones por dispositivos ortopédicos sigue
siendo complejo. Se requieren altas concentraciones de antibiéticos para poder penetrar en
el hueso lo suficiente como para reducir la supervivencia bacteriana y aln existe la
posibilidad de que no se puedan erradicar las biopeliculas bacterianas (Sweeney et al. 2019).
El estudio OVIVA, que compar6 el cambio temprano de antibiéticos intravenosos a orales
contra el mantenimiento de la terapia intravenosa durante al menos seis semanas en adultos
con infeccion 6sea y articular, utilizd penicilinas orales, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
macrolidos, lincosamida y otros antibioticos VO unicos o combinados (Li et al. 2019). Si
bien ha traido un nuevo revuelo con respecto a las terapias orales, los datos con un nivel de
evidencia lo suficientemente fuerte para un medicamento o medicamentos en particular
siguen siendo dificiles de alcanzar.

Sumado a esto, la extraccion de dispositivos ortopédicos no siempre es factible o
buscada activamente por los equipos quirargicos y persisten las superficies abioticas donde
podria desarrollarse biopelicula (Shoji and Chen 2020). Con respecto a OVIVA, casi una
cuarta parte de los participantes tenian su implante retenido (Li et al. 2019). Esto refleja una
realidad con la que los tratantes de enfermedades infecciosas deben lidiar, una realidad en la
que el uso de antibidticos orales no debe ser excluido con la finalidad de tratar de disminuir
las infecciones adquiridas en el hospital y los costos monetarios.

En nuestro estudio, empleamos el uso del dispositivo de biopelicula Calgary, uno de
los modelos de biopelicula in vitro mas utilizados para evaluar las pruebas de susceptibilidad
a los antimicrobianos, que se basa en la sonicacion para liberar células viables de biopelicula

(Ceri et al. 1999; Chen et al. 2020). Nuestros hallazgos mostraron que, en cuanto a las
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infecciones 6seas y de implantes ortopédicos, la gran mayoria de las cepas de S. aureus
producian biopelicula en mayor o menor medida. Si bien las cepas que encontramos y
estudiamos no tenian una alta resistencia a los antibioticos probados, la comparacién entre
los valores de CMI y CMEB proporciona un panorama sombrio. Los valores de CMEB de
azitromicina, levofloxacino, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol y linezolid superan
los valores limite de CMI para la resistencia en casi todas las cepas. Este fendmeno ya se ha
sido descrito previamente (Li et al. 2022; Mandell et al. 2019; Molina-Manso et al. 2013).

La rifampicina mostré una alta efectividad contra las células planctonicas y de
biopelicula, siendo capaz de erradicar biopeliculas maduras en la mayoria de las cepas de S.
aureus a bajas concentraciones. De hecho, la rifampicina se utiliza en la terapia combinada
en infecciones relacionadas con dispositivos ortopédicos (Zimmerli and Sendi 2019). Se debe
tener cuidado al analizar y aplicar estos datos, ya que se han visto efectos antagonicos en
otros estudios (Daffinee et al. 2023; Dall et al. 2018; LaPlante and Woodmansee 2009)
cuando la rifampicina se ha combinado con gentamicina, vancomicina o daptomicina (que
no fueron estudiadas por nosotros debido a su via de administracion). Sin embargo, uno de
estos estudios también encontré un efecto sinérgico de la rifampicina con una
fluoroquinolona (Daffinee et al. 2023).

Ademas, exploramos si las cepas de diferentes sitios clinicos tenian diferencias en la
composicién de su biopelicula y si dicha composicion afecta la actividad antimicrobiana
sobre las biopeliculas. En nuestro estudio, los principales componentes de biopelicula de las
cepas de S. aureus fueron los polisacaridos (89.7%) frente al ADN extracelular (25.6%) y las
proteinas (7.7%). Otros estudios muestran que la biopelicula de S. aureus estd compuesto
principalmente por ADN extracelular como componente estructural principal de la

biopelicula, mientras que los exopolisacaridos, como el polisacarido de adhesina intercelular
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(P1A) y la B-1,6 poli-N-acetilglucosamina (PNAG) son componentes menores de la
biopelicula (lzano et al. 2008; Kranjec et al. 2021). En cepas de S. aureus aisladas de
materiales implantados Gseos, articulares y osteoarticulares, el PNAG contribuyé a la
formacion de biopeliculas en mayor proporcion que el ADN extracelular.

Dada la complejidad de la erradicacion de biopeliculas, la terapia combinada se ha
propuesto durante mucho tiempo como una herramienta (Lamret et al. 2020; Shoji and Chen
2020). Por lo tanto, elegimos los tres antibidticos con la mayor cantidad de cepas que
mostraban un CMEB por debajo del limite de resistencia a la CMI y probamos las
combinaciones solo con una combinacion conocida. Si bien este enfoque no es tipico,
proponemos este metodo para buscar su aplicacion dentro de la practica clinica, dado que la
mayoria de los resultados de los ensayos de sinergia de biopeliculas no se aplican a las
decisiones de tratamiento. Esta por verse si esto tendra un impacto en los resultados de la
cura.

Cuando se combinaron en concentraciones susceptibles limitrofes, el moxifloxacino-
rifampicina y la doxiciclina-rifampicina fueron capaces de erradicar las biopeliculas en un
tercio de las cepas, mientras que la combinacion de doxiciclina-moxifloxacino demostro ser
ineficaz para erradicar la biopelicula, inhibiéndola solo en tres cepas. Por lo tanto, nuestros
datos proporcionaron dos posibles combinaciones contra biopeliculas. En un estudio anterior,
la rifampicina y la doxiciclina fueron los antibidticos méas eficaces contra las biopeliculas
establecidas de S. aureus (Mandell et al. 2019).

Si bien se ha demostrado un efecto sinérgico in vitro con la rifampicina, es importante
sefialar que su administracion concomitante disminuye los niveles tanto de doxiciclina como
de moxifloxacino (Colmenero et al. 1994; Solera and Solis Garcia Del Pozo 2017; Vogensen

et al. 2022). Este hecho no se traduce necesariamente en fracaso clinico ya que las
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combinaciones han sido ampliamente utilizadas para el tratamiento de la brucelosis y la
tuberculosis farmacorresistente, respectivamente (Colmenero et al. 1994; Solera and Solis
Garcia Del Pozo 2017; Vogensen et al. 2022), pero puede significar que podria ser necesario
aumentar la dosis para los dos ultimos, a pesar de las excelentes concentraciones 6seas de los
tres farmacos (Thabit et al. 2019).

Cuatro limitaciones importantes deben abordarse a la hora de analizar nuestros datos.
En primer lugar, hemos diferenciado las cepas segun su origen en funcidn de si se obtuvieron
a partir de muestras dseas 0 protésicas, pero aun no esta definido si existe una diferencia en
los resultados clinicos de las infecciones asociadas a biopelicula en estas dos superficies tan
diferentes. En segundo lugar, los escenarios clinicos de los que se han obtenido muestras son
heterogéneos e incluyen sonicacion de material procedente de artritis séptica o abscesos
vertebrales que podrian debatirse si se trata de infecciones asociadas a biopeliculas. En tercer
lugar, los datos mostrados a partir de la comparacion de CMI en células plancténicas y
CMEB en células de biopelicula de S. aureus no correlacionaron la CMEB estimada, y la
capacidad de produccién de biopeliculas de los aislamientos y, en consecuencia, la resistencia
a los antimicrobianos estd seguramente mediada por factores distintos de la produccion de
biopeliculas. En cuarto lugar, nuestros métodos no tuvieron en cuenta las bacterias viables,
pero no cultivables, y estas células podrian, potencialmente, dentro de ciertas condiciones,
revertir su estado y alterar los resultados obtenidos. Por lo tanto, el campo aun no ha

respondido a preguntas complicadas para las que todavia tenemos respuestas limitadas.
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CONCLUSION

En conclusién, proponemos el estudio y uso de rifampicina en combinacion con
moxifloxacino o doxiciclina para el disefio de ensayos clinicos de infeccion dsea y/o de
dispositivos ortopedicos sin desbridamiento adecuado ni retencion de material. Ademas,
sugerimos la posibilidad de utilizar una combinacion de concentraciones de antibi6ticos
susceptibles limitrofes con el dispositivo MBEC Calgary para buscar combinaciones
clinicamente relevantes que puedan aplicarse a la toma de decisiones clinicas en lugar de

modelos mas complejos que puedan ser mas adecuados para la investigacion.
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