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Resumen

Staphylococcus epidermidis es un coco Gram positivo que se encuentra en la piel de los
humanos como parte de la microbiota beneficiosa. Normalmente esta bacteria mutualista nos
protege de otros patégenos, aunque bajo condiciones especiales ella misma puede actuar
como patégeno oportunista. Una alta proporcion de las infecciones causadas por S.
epidermidis estan asociadas a la contaminacion, con biopeliculas, de implantes médicos
(catéteres, proétesis), constituyendo una de las mayores causas de infecciones nosocomiales a
nivel mundial. La formacion de biopeliculas sobre los implantes es un factor de virulencia clave
en las infecciones ocurridas por este patdgeno oportunista, siendo la adhesién inicial critica
para el desarrollo de la patologia. Conocer como las diferentes superficies (diferentes tipos de
pldsticos, titanio) o la presencia de determinadas sustancias (fluidos corporales, drogas,
antimicrobianos) afecta a la adhesion de S. epidermidis puede ser clave para prevenir la
formacién de las biopeliculas maduras. En este estudio, empleamos dos cepas clinicas de S.
epidermidis para evaluar su capacidad de adhesion bajo condiciones de estrés, en presencia
de suero y sobre diferentes superficies plasticas. Observamos que ambas cepas se adhieren
mejor bajo condiciones de estrés salino y pierden la capacidad de adhesion en superficies
recubiertas por las proteinas del suero, bajo las mismas condiciones. Cada una de las cepas
mostré una especificidad de adhesién diferente dependiendo del tipo de plastico ensayado.
Nuestros resultados demuestran la versatilidad en la capacidad de adhesiéon de las cepas

patdgenas de S. epidermidis, dependiente de las condiciones externas.

Palabras clave: adhesién, catéter, nosocomial, infeccién, biopeliculas, S. epidermidis.

Abstract

Staphylococcus epidermidis is a Gram-positive coccus found on human skin as part of the
beneficial microbiota. Normally this mutualistic bacterium protects us from other pathogens,
although under special conditions it can itself act as an opportunistic pathogen. A high
proportion of infections caused by S. epidermidis are associated with biofilm contamination
of medical implants (catheters, prostheses), constituting one of the major causes of

nosocomial infections worldwide. The formation of biofilms on implants is a key virulence



factor in infections caused by this opportunistic pathogen, being the initial adhesion critical
for the development of the pathology. Knowing how different surfaces (different types of
plastics, titanium) or the presence of certain substances (body fluids, drugs, antimicrobials)
affect the adhesion of S. epidermidis may be key to prevent the formation of mature biofilms.
In this study, we used two clinical strains of S. epidermidis to evaluate their ability to adhere
under stress conditions, in the presence of serum and on different plastic surfaces. We
observed that both strains adhere better under salt stress conditions and lose adhesion ability
on surfaces coated by serum proteins under the same conditions. Each of the strains showed
different adhesion specificity depending on the type of plastic tested. Our results demonstrate
the versatility in the adhesion capacity of pathogenic strains of S. epidermidis, dependent on

external conditions.

Key words: adhesion, catheter, nosocomial, infection, biofilm.

1.Introduccion

1.1. Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus epidermidis, es una especie de bacteria perteneciente al filo Firmicutes, clase
Bacilli, orden Bacillaes y familia Staphylococcaceae (Schoch et al., 2020). Es un coco Gram
positivo, coagulasa negativo, anaerobio facultativo, inmdvil y que no tiene la capacidad de
formar esporas (Namvar et al., 2014). Otras especies del género pertenecientes al grupo de
los estafilococos coagulasa negativos y potencialmente patégenos son S. ludgunensis, S.
haemolyctus, S. saprohycticus, S. caprae o S. capitis, entre otros (Argemi et al., 2019). Otra
especie bien conocida del género es el patégeno S. aureus, siendo este coagulasa positivo
(Hirose et al., 2022).

S. epidermidis es un miembro habitual de la microbiota de la piel, axilas, narinas, cabeza y
mucosa en humanos, siendo un organismo mayoritariamente mutualista que contribuye a
formar una barrera protectora en la piel frente a otros patdgenos oportunistas (Severn &
Horswill, 2023). Sin embargo, también puede comportarse como un patdégeno oportunista.
Una de sus caracteristicas es la capacidad de formacién de biopeliculas robustas sobre
superficies abidticas y bidticas, independientemente de si mantienen una relacién mutualista

con el hospedador o si actia como patégeno oportunista (Schilcher & Horswill, 2020).
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1.1.1 Staphylococcus epidermidis como microorganismo mutualista

El mutualismo se define como una relacidn entre dos organismos en la que ambos se ven
beneficiados. Como regla general, cada organismo se encuentra al menos dentro de una
relacién mutualista, lo que pone de manifiesto su importancia para la vida (Stone, 2020). Los
microorganismos mutualistas, que conforman la microbiota residente de la piel, se
encuentran en homeostasis con el hospedador, al contrario que los patégenos, los cuales
habitan la piel de forma transitoria (Dréno et al., 2020). Nuestra piel esta habitada por una
composicidn Unica y muy variada de microorganismos, donde destaca una poblacién de
bacterias coagulasas negativas, siendo la mas abundante S. epidermidis (Severn & Horswill,
2023). Esta bacteria encuentra en la piel las condiciones idéneas para su crecimiento, como
son una temperatura de entre 31,8°Cy 36,6°C y un pH entre 4,2 y 7,9, siendo estos los dos
factores principales que afectan a su crecimiento (Fourniére et al., 2020). S. epidermidis es un
microorganismo de gran importancia, ya que mantiene una relacién mayoritariamente
mutualista con los humanos, encontrandose de manera ubicua en todos nosotros y durante
toda nuestra vida (Dong et al., 2018). S. epidermidis nos ofrece una barrera protectora frente
a patégenos, principalmente mediante la ocupacidn de los nichos ecolégicos de la piel y la
competicidn por los nutrientes, dificultando la proliferacién de otros microorganismos. Otros
mecanismos de esta bacteria frente a los patégenos son la produccion de bacteriocinas o
moléculas inductoras de los queratinocitos, sebocitos y células inmunes del hospedador para
la produccion de péptidos antimicrobianos. Curiosamente, las cepas no patdgenas de S.
epidermidis tienen la capacidad de inhibir la adhesién de cepas patégenas de S. epidermidis y
S. aureus, evitando la formacién de biopeliculas mediante la secreciéon de bacteriocinas
producidas bajo el control del sistema quorum-sensing, metaloproteinasas encargadas de la

degradacion de la matriz extracelular y modulinas solubles en fenol (Fourniere et al., 2020).

1.1.2 Caracteres de patogenicidad

Un patdégeno oportunista necesita esquivar a las defensas del hospedador mediante
diferentes mecanismos para aumentar su supervivencia. S. epidermidis dispone de diferentes
mecanismos para llevar a cabo esta evasion siendo uno de ellos la produccién del exopolimero

acido poli-y-glutamico (PGA), sintetizado por el locus cap. Este polimero protege a la bacteria



de la accién de los neutrdfilos y de los péptidos antimicrobianos sintetizados por el sistema
inmune del hospedador. La actividad de los genes encargados de la sintesis de este polimero
se ve incrementada en la fase de crecimiento de la biopelicula (Otto, 2009). Otro mecanismo
es la resistencia a los péptidos antimicrobianos catiénicos (CAMP) sintetizados por el
hospedador, S. epidermidis cuenta con los complejos ApaXRS VraFG ,encargados de aumentar
la carga positiva de la superficie celular, haciendo asi que repela alos CAMP (Costa et al., 2021)
Ademas, S. epidermidis presenta genes de resistencia a antibidticos muy extendidos entre sus
cepas, destacando la resistencia a la meticilina, la cual se encuentra en un alto porcentaje de
aislados clinicos, entre el 75% y 90% de los aislados clinicos. Esta resistencia viene dada por el
casete cromosdmico estafilocécico mec (SCCmec), el cual contienen al gen mecA que codifica
una proteina de unién a la penicilina con baja afinidad por lo betalactdémicos. Esta no es la
Unica resistencia que presenta S. epidermidis, existen cepas con resistencia a otros antibioticos
como rifamicina, fluoroquinolonas, gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina,

clindamicina y sulfonamidas (Otto, 2009).

1.2 Importancia clinica

A pesar de ser una bacteria que normalmente es inofensiva, S. epidermidis puede comportarse
como un patdégeno oportunista, normalmente asociado a su capacidad para formar
biopeliculas sobre los implantes médicos (Blttner et al., 2015). Normalmente afecta, con
mayor frecuencia, a pacientes con factores que facilitan su infeccién como las patologias
previas, defectos inmunitarios, inmunodeficiencia provocada por trasplantes de érganos o
neutropenia causada por quimioterapia (Moris etal.,, 2022). La principal fuente de
contaminacién, a la hora de una intervencidn, es la microbiota propia de la piel del paciente y
del personal sanitario, constituida en parte por las bacterias S. epidermidis y S. aureus. A la
hora de implantar el dispositivo médico, cualquier contacto con la piel es suficiente para que
este quede contaminado (Moris etal.,, 2022). La principal causa de infeccion por S.
epidermidis, es la incorrecta desinfeccion de la piel del paciente a la hora de introducir el
implante. Este hecho es bastante frecuente en los servicios de urgencia, donde la vida del
paciente corre peligro y no se toman las medidas preventivas y asépticas necesarias para
evitar la infeccidn. Una vez el dispositivo ha sido colonizado por una biopelicula, estas suelen
ser dificiles de erradicar pues son resistentes a la mayoria de los antibidticos, obligando a la

extraccion del elemento contaminado (Leong etal.,, 2022). En consecuencia, las
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contaminaciones de los implantes médicos por S. epidermidis implica que el paciente sufre
complicaciones médicas, mas alla de las originales, complicando su recuperacién y poniendo
en riesgo su supervivencia. Ademas, afiade una carga adicional al sistema de salud, alargando

la estancia de los pacientes y consumiendo recursos sanitarios, siempre necesarios.

1.2.1Relacion con los catéteres

S. epidermidis es responsable de la mayoria de las infecciones nosocomiales del torrente
sanguineo relacionadas con catéteres en Estados Unidos y en las unidades de cuidados
intensivos de Alemania (Blttner et al., 2015). Se estima que entre un 60% y 70% de las
infecciones nosocomiales son producidas por dispositivos médicos contaminados. Algunos de
los implantes que sufren riesgo de ser contaminados son las protesis cardiacas, implantes
ortopédicos, implantes mamarios de silicona, implantes dentales, catéteres intravasculares y
marcapasos (Moris et al., 2022). Existen varias maneras por las cuales S. epidermidis puede
colonizar y formar una biopelicula sobre un catéter, aunque la fuente primaria de

contaminacidn es la piel del propio paciente (Figura 1).
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Figura 1. Representacidn de las vias de contaminacién y posterior formacion de la biopelicula sobre un
catéter venoso central. a: contaminacidén proveniente de una infeccidn previa en el riego sanguineo

del paciente. b: contaminacidn proveniente de la piel del paciente, previa a la implantacion del catéter.



1.3

c: contaminacion producida en el conector del catéter al entrar en contacto con la piel del paciente. d:
esquema de evolucidn desde la colonizacién del catéter, e: la formacidn de la biopelicula madura y f:

la dispersién de bacterias (Beloin et al., 2017).

Formacion de biopeliculas

“Una biopelicula es una asociacién de bacterias encerradas en una matriz extracelular
autoproducida que presenta un patrén Unico de crecimiento y expresién génica. Ademas,
suele estar asociado a una superficie de adhesién’’. Las biopeliculas son la forma mas comun
en la que se encuentran en la naturaleza muchas especies bacterianas, esto es debido a que
la arquitectura de esta formacién confiere a la bacteria una resistencia mayor frente a
agresiones ambientales, como la radiacién ultravioleta o sustancias antimicrobianas. Esto
hace que las bacterias que forman biopeliculas sean mas resistentes que las bacterias
plantdnicas (Moris et al., 2022). La formacién de la biopelicula se puede dividir en 4 fases
(Figura 2): adhesién, agregacion, maduracién y desprendimiento. En este trabajo nos
centraremos en la primera fase de adhesién, siendo estd fase determinante para la posterior
formacién de la biopelicula, y donde intervienen las fuerzas fundamentales (fuerzas de van
der Waals, hidrofobicidad, etc.) y la interaccidon especifica entre el sustrato y las proteinas de
la bacteria (Leong et al., 2022). Las biopeliculas se puede dividir en 3 capas diferentes en
funcién de su posicidn: la capa mas profunda es la que se encuentra en contacto directo con
la superficie a la cual se adhiere, una capa intermedia y compacta de bacterias que se
encuentra sobre la capa anterior y una ultima capa superficial recubriendo, en la que las

bacterias pueden proliferar y expandir la biopelicula.(Leong et al., 2022).
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Figura 2. Representacidn de las fases de formacion de una biopelicula bacteriana. Tras la adhesién
inicial, la bacteria se multiplica y forma microcolonias, que aumenta en nimero de células y secrecién
de la matriz hasta llegar formar la biopelicula madura, de la cual se desprenden bacterias que

colonizaran nuevas areas (Paharik & Horswill, 2016).

1.4 Factores de adhesion

La adhesina de polisacarido intercelular (PIA) es una de las sustancias poliméricas
extracelulares mds importantes que componen la matriz de las biopeliculas de S. epidermidis,
cuya funcién principal es la de adherir las células a las superficies. El operdn icaABCD,
constituido por 4 componentes, es el encargado de codificar las proteinas de sintesis y
transporte de la PIA. Las proteinas icaA e icaD sintetizan el polimero intercelular a partir de
mondmeros de N-acetilglucosamina que es exportado al exterior por IcaC. Finalmente, el
polimero es deacetilado por IcaB, obteniendo asi un caracter catiénico, fundamental para la

adhesioén (Figura 3)(Otto, 2009).
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La transferasa de membrana IcaA sintetiza PIA a partir de B1-6 N-acetilglucosamina (GIcNAc)
parcialmente desacetilado, para que ocurra la sintesis es necesaria la proteina de membrana IcaD. 2:
La cadena sintetizada de PIA es probablemente exportada por la proteina de membrana IcaC. 3:Tras
esto, la desacetilasa IcaB elimina algunos grupos N-acetilo, obteniendo el polimero un caracter

catidnico, esencial para la adhesién. Figura modificada de (Otto, 2009).

La importancia de estos genes queda patente en el hecho de que las cepas de S. epidermidis,
involucradas en las infecciones nosocomiales, correlacionan con la presencia del gen icaA
Debido a que la sintesis de la PIA es un proceso que consume mucha energia, las bacterias
pueden producir biopeliculas independientes de la PIA, compuestas de proteina (Ahmad et al.,
2022). En este sentido, los componentes de superficie microbianos capaces de reconocer
moléculas de la matriz adhesiva (cuyo acronimo es MSCRAMM) se encuentran en las cepas
gue producen biopeliculas pero que carecen de la maquinaria para la sintesis de la PIA (Ahmad
et al., 2022). Los MSCRAMMIs son el mayor grupo de proteinas de superficie codificadas por
la bacteria siendo alguna de sus funciones favorecer la adhesién, evadir la respuesta
inmunitaria y formar las biopeliculas (Foster et al., 2014). Por ejemplo la proteina SdrG

favorece la adhesién de la bacteria a fibrindgeno, proteina del plasma que recubre los
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b)

d)

implantes (Foster, 2020). Otras proteinas promueven adhesiones especificas a materiales
abidticos como:

SdrF que favorece la adhesién sobre el polimero hidrofébico llamado Dacron, empleado como
cobertura de los cables que dan suministro eléctrico a los dispositivos de asistencia ventricular
(Foster, 2020).

La autolisina AtIE que pertenece al grupo de proteinas peptidoglucano-hidrolasas, teniendo
un papel importante en la degradacidon de la pared celular bacteriana y la adhesién a
poliestireno (Buttner et al., 2015).

La proteina de membrana Aap posee un dominio A, encargado de la adhesién a superficies
abidticas, pero que debe ser eliminado de manera total o parcial, por proteasas, para
favorecer la acumulacién de biopeliculas (Foster, 2020).

La proteina Bhp (proteina homologa a Bap), favorece la adhesion y solo se ha encontrado en
aislados clinicos, donde correlaciona con la capacidad patogénica de la bacteria (Guo et al.,
2019).

Otros factores extrinsecos a las bacterias y que afectan a la adhesién son las cualidades fisico
guimicas de la superficie o la composicidon del medio en el que se produce. Por ejemplo, la
rugosidad afecta a la disponibilidad de superficie para la adhesién, siendo los materiales mas
rugosos favorecedores de la adhesidn. Otras veces la relacién no es tan evidente, por ejemplo,
la dureza del material afecta a la adhesion de forma inversa dependiendo de si el material es
hidrofébico o hidrofilico. Si el material es hidrofilico, la adhesién aumenta con la dureza,

ocurriendo lo contrario en materiales hidrofébicos (Cromwick, M., & Petroff, H, 2020).

1.5 Métodos de prevencion de la formacion de biopeliculas

La principal estrategia para evitar la formacion de biopeliculas, como ya mencionamos, es la
correcta ejecucién de los procedimientos por el personal sanitario, a fin de prevenir la
adhesién de la bacteria al implante. Pero no siempre esta premisa es posible, es por eso que
como medida complementaria la superficie de los implantes se modifican o impregnan de
sustancias antimicrobianas (minociclina y rifampicina) para evitar la adhesion inicial (Leong
et al., 2022). Por ejemplo, los implantes se pueden cubrir con una sustancia hidréfila conocida

como polivinil pirrolidona que ayuda la absorcion del antibiético aplicado en una solucién
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acuosa. O se podria emplear este procedimiento como lavado cuando se realice una revisién
del implante, reduciendo significativamente la tasa de infeccidn (Leong et al., 2022).

En determinados casos, se han llegado a usar métodos bioldgicos como prevencién de la
contaminacién de los implantes, usando bacterias comensales para ocupar las superficies,
evitando asi que bacterias patdgenas puedan adherirse, aunque su uso clinico es incierto
(Leong et al., 2022). Otros métodos biolégicos, mas dirigidos y por tanto mas realistas con su
aplicacion clinica, emplean métodos enzimaticos dirigidos a desprender las bacterias una vez
ya estdn adheridas, por digestién de la matriz extracelular.

También se emplean métodos mecdnicos y fisicos para desprender las biopeliculas, pero
quizas estos tienen mas aplicacidn en la recuperacién de los patdgenos que en la limpieza del
implante. Por ejemplo, el molino de bolas somete los implantes contaminados a un proceso
abrasivo con bolas de acero de 1 mm de didmetro o el sonicador de ultrasonidos los desprende

por el fendmeno de cavitacidon (Moris et al., 2022).

2. Objetivos

La prevencién de la formacion de las biopeliculas, por S. epidermidis, sobre los implantes
médicos es critica para disminuir la incidencia actual de las infecciones nosocomiales. En este
trabajo hemos considerado dos factores que afectan a la capacidad de adhesién de S.
epidermidis: primero la diversidad de sustancias (fluidos corporales, soluciones antisépticas,
soluciones salinas, etc.) a la que estan expuestos algunos implantes de larga duracién, como
los catéteres venosos centrales a lo largo de su vida util y, segundo, la diversidad de materiales
plasticos empleados en la construccidon de los implantes. A fin de investigar cémo estas
variables afectan a la adhesién de dos cepas de S. epidermidis hemos planteado los siguientes
objetivos:

Estudiar la adhesién de dos cepas clinicas de S. epidermidis al material plastico, bajo
condiciones de estrés salino.

Evaluar la influencia de la adsorcidn de proteinas del suero, sobre las superficies plasticas, en
la adhesion de las cepas clinicas de S. epidermidis.

Determinar entre diferentes tipos de plasticos, empleados en los hospitales, aquellos que

favorecen la adhesidn de las cepas clinicas de S. epidermidis.
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3. Material y métodos

3.1 Cultivos bacterianos y cepas de Staphylococcus epidermidis

El medio empleado para el cultivo de los microorganismos fue caldo nutritivo (Merck)
siguiendo las instrucciones del fabricante para los cultivos en medio liquido (8 gr/l). El medio
solido preparado para el mantenimiento de las cepas fue el mismo caldo nutritivo
suplementado con 1,5% de agar (Merck). En todos los casos los componentes del medio se
disolvieron con agitacién y se esterilizaron en autoclave (Selecta) durante 20 min a 121°C.

Las cepas de S. epidermidis ensayadas se obtuvieron de muestras de pacientes del Hospital de
La Candelaria (S/C de Tenerife). Ambas cepas han sido cedidas por el Dr. Eduardo Pérez Roth
(Area de Microbiologia de la ULL). La cepa denominada 6924-20 fue aislada de un hemocultivo
el 17/06/2008 por el servicio de cirugia digestiva del hospital y es resistente a la penicilinay a
mupirocina. La cepa 2037-25 fue aislada de un catéter el 25/07/2008 por la unidad de
medicina intensiva y es resistente a penicilina, trimetoprim-sulfametoxazol, fosfomicina,
clindamicina, eritromicina, tetraciclinas, gentamicina, tobramicina, 4cido fusidico,
ciprofloxacina y mupirocina. Ademas, se empled S. aureus (Coleccidn Espafiola de cultivo tipo,
CECT) como control comparativo con las cepas clinicas de S. epidermidis. Se eligié S. aureus
por ser del mismo género que S. epidermidis y por ser un patégeno oportunista que ha sido
estudiado ampliamente, por lo cual se conocen bien sus caracteres patogénicos como es la

produccién de PIA (Idrees et al., 2021).

3.2 Mantenimiento de los cultivos puros

Las cepas de microorganismos se conservan a -80°C y antes de su uso experimental se
inocularon en siembra por agotamiento en placas de Petri conteniendo agar nutritivo. Se
incubaron durante 24 h a 37°Cy las colonias aisladas se sometieron a la tincién de Gram, la
prueba de la catalasa (30% perdxido de hidrégeno), oxidasa (Microbact), coagulasa (plasma
de conejo Biomerieux), DNasa (DNasa agar, Sigma Aldrich), fermentacidon de manitol (agar
salino manitol, Millipore) y hemdlisis en agar sangre (Oxoid). Aquellas colonias de cocos Gram
positivos, catalasa positivos y oxidasa negativos fueron resembradas en medio agar nutritivo
a fin de garantizar su pureza. Las cepas se conservaron en las placas de Petri selladas a 4°C
hasta su uso, maximo 7 dias. Los microorganismos se preinocularon en caldo nutritivo y se

crecieron a 37°C, 90 rpm durante 24 h antes de su uso experimental.
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3.3 Evaluacion de la adhesion de Staphylococcus epidermidis a superficies
plasticas (polietileno tereftalato)

Una gran parte del instrumental sanitario pldstico esta constituido por polietileno tereftalato
(PET), dada su resistencia mecanica y quimica, biocompatibilidad y su alta uniformidad
(Caykara et al., 2020). Sobre su superficie se adhieren las bacterias que pueden llegar a formar
biopeliculas y provocar dainos al paciente, por tanto, determinar la capacidad de adhesién de
las cepas clinicas de S. epidermidis a la superficie del PET es un factor de virulencia.

Con el fin de confirmar que las cepas clinicas de S. epidermidis son capaces de adherirse a PET,
se realizé un ensayo preliminar en el que las bacterias (S. aureus y S. epidermidis cepas 6924-
20 y 2037-25) se inocularon en matraces Erlenmeyer (250 ml) conteniendo 25 ml de caldo
nutritivo. A continuacién, se introdujeron cuadrados de PET de 2x2 cm, desinfectados
previamente por inmersién en alcohol (75%) durante 15 min, se introdujeron en los matraces
inoculados y estos se incubaron a 37°C, 90 rpm, durante 24 h. La condicién control se prepard
de igual forma, pero no se inocularon bacterias. Las condiciones experimentales se ensayaron
por triplicado (n=3). Tras la incubacidén, todos los cuadrados de PET se extrajeron, se lavaron
con abundante agua tres veces y se depositaron sobre un portaobjetos. Finalmente, las
bacterias adheridas se tifieron con cristal violeta (1 min), lavaron con abundante agua, secaron
al aire y se procedid a su visualizacion al microscopio (x1000 aumentos, Olympus BX-50). Las

imagenes, un campo 6ptico por muestra, se capturaron con una camara digital Canon EOS-50.

3.4 Evaluacion de la adhesion sobre PET, bajo condiciones de estrés salino

Los factores de adhesidon de S. epidermidis, y por tanto la formacidon de biopeliculas, se
estimulan por la presencia de diversos estreses, como puede ser la presencia de NaCl o etanol
(Knobloch et al., 2001). A fin de comprobar si este era el caso en nuestras cepas clinicas
realizamos un experimento de adhesién bajo estrés salino tal y como se describe en (Hulander
et al., 2019).

Las bacterias se preinocularon en matraces Erlenmeyer (250 ml) conteniendo 25 ml de caldo
nutritivo, incubandose a 37°C, 90 rpm durante 24 h. Después de 24h de incubacién, el cultivo
se refresca traspasando 20 ml del pre-indculo a un nuevo matraz Erlenmeyer con 25 ml de
caldo nutritivo fresco y se incuba a 37°C, 90 rpm durante 2 h. De este ultimo cultivo se tomé
una alicuota de 10 ml de la suspensién bacteriana y se descartdé el medio de cultivo por

centrifugacién (4000 rpm, 5 min). Los precipitados de células resultantes se lavaron 3 veces
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en agua estéril (control) o solucién salina (1% NaCl). Los precipitados lavados se
resuspendieron en las soluciones control y salina hasta alcanzar una densidad éptica de 0.5 a
600 nm (Espectrofotdmetro Beckman DU-800). En paralelo, se cuantificé el nimero de células
en suspension empleando una cdmara de Burker, obteniéndose una concentracién de 2 X 108
bacterias/ml. De las suspensiones de bacterias obtenidas se depositaron 100 pl sobre de
[dminas de PET vy, a fin de permitir la adhesion, se incubaron a 37°C durante 2h, dentro de una
placa de Petri. Los ensayos se realizaron por triplicado (n=3). Tras la incubacidn, los plasticos
se lavaron tres veces con abundante agua, se depositaron sobre un portaobjetos, las bacterias
se tifieron con cristal violeta, se observaron al microscopio y se capturaron las imagenes
representativas de al menos 3 campos 6pticos diferentes, como se describié anteriormente
en el apartado 2.3. Las imagenes resultantes se procesaron con el software ImagelJ (Versiéon
1.54) a fin de determinar el % de area cubierta por células. Los datos obtenidos se analizaron
estadisticamente empleando el software GraphPad Prism (Versién 8.0.2), brevemente, se
evalud la normalidad de los datos y se aplicé en consecuencia un test no paramétrico (Test

Brown-Forsthye y Welch-ANOVA).

3.5 Evaluacion de la adhesion sobre PET saturado de proteinas del suero

Los insertos médicos estan expuestos a los fluidos corporales, como por ejemplo la sangre.
Existen numerosas evidencias que demuestran como el recubrimiento de las proteinas del
suero de los plasticos pueden afectar a la adhesién de las bacterias formadoras de biopeliculas
(Badihi Hauslich et al., 2013). Con el objetivo de estudiar el efecto de las proteinas sobre la
adhesién de las bacterias, se llevé a cabo un ensayo en el que se utilizé suero bovino fetal
(FBS) para recubrir la superficie de PET.

El procedimiento general del experimento fue similar al descrito en el apartado 2.4, con la
salvedad del pretratamiento del PET (piezas de 2x2 cm) con FBS. Los cuadrados de plastico
esterilizado por inmersién en alcohol se incubaron en FBS al 1%, en una placa de Petri a 28°C,
durante 24 h. Los plasticos control o recubiertos con proteinas séricas se lavaron
extensivamente con agua estéril y se procedié a la incubacién con las bacterias en solucién
salina. Las condiciones experimentales se realizaron por triplicado (n=3) y se adquirieron tres

campos Opticos por muestra para su cuantificacion y andlisis estadistico.
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3.6 Evaluacion de la adhesion sobre diferentes materiales plasticos

La adhesion de las bacterias se ve afectada por las caracteristicas fisico-quimicas de la
superficie y por tanto de su composicion (Valentin et al., 2019). En los hospitales se emplean
gran diversidad de materiales plasticos que pueden presentar diferente susceptibilidad a
formar biopeliculas. En el siguiente ensayo evaluaremos la adhesion de las 3 bacterias en
estudio sobre diferentes tipos de plastico empleados en clinica. Empleamos 4 tipos plastico:
polietileno tereftalato (PET), polietileno de alta densidad (HDPE), polietileno de baja densidad
(LDPE) y poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV, PHB 92% y PHV 8%). Los plasticos
LDPE y HDPE son polimeros de cadena larga derivados de etileno, ambos son ampliamente
empelados en la industria del envasado debido a sus caracteristicas como son: su ligereza,
bajo coste, durabilidad, eficiencia energética y facilidad de procesamiento (Ojha et al., 2017).
La principal diferencia entre ambos tipos de plastico son las ramificaciones de las cadenas
laterales, el LPDE presenta un alto grado de ramificaciéon mientras que el HDPE es
practicamente lineal, con un bajo grado de ramificacién. Dadas estas estructuras el LDPE tiene
baja cristalinidad y densidad, al contrario que el HDPE, que tiene una elevada cristalinidad y
densidad. Estas diferencias provocan que el HDPE tenga una superficie mas dura y que el LDPE
sea mas flexible (Hu et al., 2021). El PHBV es un plastico perteneciente a la familia de los
polihidroxialcanoatos (PHA), esta familia de materiales destaca por ser biodegradable y
biocompatible, haciéndolos interesantes para las ciencias biomédicas. Se utilizan para
restaurar el volumen y funcionalidad de tejido dafiado, actuando como andamios que sujetan
el tejido mientras cicatriza (Chaber et al., 2022).

En este experimento se procedié de igual forma que en el apartado 2.4. Brevemente, tras
cortar los trozos de 2x2 cm de todos los tipos de plastico, se desinfectaron en un bafio de
alcohol 75°, se incubaron las bacterias en solucién control y salina (37°C, 2h), lavaron, tifieron
con safranina y capturaron las imagenes para su cuantificacion. Las condiciones
experimentales se repitieron tres veces (n=3) y se capturaron 3 campos opticos diferentes por

condicion.

4. Resultados
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4.1 Pureza de las cepas

En el presente estudio se emplearon dos cepas de S. epidermidis (6924-20y 2037-25) aisladas
de pacientes ingresados en el Hospital de la Candelaria. La cepa 6924-20 fue aislada de un
hemocultivo y la cepa 2037-25, de un catéter contaminado. Ambas presentaron resistencia a
multiples antibidticos. La tincion de Gram mostrdé que se tratan de cocos Gram positivos

agrupados en racimos (Figura 4).

S. aureus S. epidermidis 2037-25 S. epidermidis 6924-20

Figura 4. Tincién de Gram. Imdgenes representativas de la cepa tipo Staphylococcus aureus y las cepas

clinicas de S. epidermidis. Las imagenes estan tomadas con una magnificacion de x1000 aumentos.

Los resultados de las pruebas realizadas (Tabla 1) coinciden con lo esperado para el género y

las especies, lo que, junto a la tincidon de Gram, indica que se trata de aislados puros.
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas de las bacterias utilizadas en el estudio.

S.aureus  S. epidermidis 2037-25  S. epidermidis 6924-20

Morfologia Cocos Cocos Cocos
Gram + + +
Agrupamiento Racimo Racimo Racimo
Catalasa + + +
Oxidasa - - -
Coagulasa + - -
DNasa + - -
Fermentacion de manitol + - -
Hemdlisis B B (débil) Y

4.2 Evaluacion de la adhesion sobre PET, bajo condiciones de estrés salino

Uno de los factores que estimula la adhesion de S. epidermidis a las superficies son las
condiciones de estrés, como por ejemplo la presencia de NaCl (Hulander et al., 2019). En este
sentido, algunos dispositivos médicos, como los catéteres venosos centrales, se rellenan de
soluciones antisépticas (Ej: 2% clorhexidina) provocando condiciones de estrés sobre las
posibles bacterias contaminantes. A fin de investigar la capacidad de adhesion bajo estrés
salino de las cepas clinicas de S. epidermidis, realizamos un ensayo de adhesién sobre PET en
ausencia y presencia de 1% de NaCl. Observamos que las tres bacterias ensayadas
incrementan significativamente la adhesién al PET en la condicidn salina respecto al control,

destacando las cepas de S. epidermidis sobre S. aureus (Figura 5).
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Figura 5. Evaluacion de la adhesion bajo condiciones de estrés salino. A) Imagenes
representativas (1000 aumentos) de las bacterias adheridas a la superficie de una lamina de plastico
de polietileno tereftalato (PET) en ausencia (Control) o presencia de estrés salino (1% NaCl). Las células
se tifleron con cristal violeta para su visualizacién. Cada condicién experimental se realizé por triplicado
(N=3) y se capturaron 3 campos 6pticos diferentes por condicién (n=3). B) Histograma correspondiente
a la cuantificacidon del % de area tefiida (N=3 y n=3), realizada con el software Imagel. Las barras de
error representan la desviacién estandar (SD). Las condiciones significativamente diferentes se sefialan

con una barra donde: ** corresponde a p<0,01 y *** a p<0,001.
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4.3 Evaluacion de la adhesion sobre PET saturado de proteinas del suero

El instrumental sanitario plastico en contacto con la sangre del paciente se recubre de
proteinas del plasma, afectando a la capacidad de adhesion de las bacterias a su superficie
(Badihi Hauslich et al., 2013). Las cepas clinicas de S. epidermidis, al igual que S. aureus,
redujeron significativamente su capacidad de adhesién, bajo condiciones de estrés salino,

cuando las laminas de PET se recubrieron de proteinas del suero bovino fetal (FBS), en

comparacion con las no tratadas (Figura 6).
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Figura 6. Evaluacion de la adhesion en superficies adsorbidas con proteinas del suero. A) Imagenes
representativas (x1000 aumentos) de las bacterias adheridas a la superficie de una [dmina de plastico
de polietileno tereftalato (PET) sin tratamiento (FBS -) o tratado con proteinas de suero bovino fetal
(FBS+). Las células se tifieron con cristal violeta para su visualizacién. Cada condicién experimental se
realizo por triplicado (n=3) y se capturaron 3 campos dpticos diferentes por condicion. B) Histograma
correspondiente a la cuantificacion del % de area teiida (N=3 y n=3), realizada con el software ImageJ.
Las barras de error representan la desviacién estandar (SD). Las condiciones significativamente

diferentes se sefialan con una barra donde: * corresponde a p<0,05; ** a p<0,01 y *** a p<0,001.

4.4 Evaluacion de la adhesion sobre diferentes materiales plasticos

La capacidad de adhesién de las bacterias es diferente dependiendo de las propiedades
fisicoquimicas de los materiales sobre los que se adhieren (composicion quimica,
hidrofobicidad, carga, rugosidad de la superficie y la topografia; Valentin et al., 2019).
Dependiendo de la especie o incluso la cepa, los diferentes tipos de materiales plasticos
pueden favorecer o inhibir la adhesién bacteriana. En el caso de S. aureus no observamos
diferencias significativas entre los 4 materiales empleados. En contraste, la adhesién de las
cepas clinicas de S. epidermidis varié dependiendo del tipo de plastico. La cepa 2037-25 se
adhiere significativamente mas al LDPE, respecto a los otros materiales utilizados. Para el caso
de la cepa 6924-20, esta se adhiere significativamente mas en los plasticos compuestos de

HDPE, LDPE y PHBV, comparado con la cuantificada para el PET.
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Figura 7. Evaluacién de la adhesidon sobre diferentes materiales plasticos. A) Imagenes
representativas (1000 aumentos) de las bacterias adheridas a la superficie de laminas de polietileno
tereftalato (PET), polietileno de alta densidad (HDPE), polietileno de baja densidad (LDPE) y poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV). Las células se tifieron con cristal violeta para su
visualizacidn. Cada condicidn experimental se realizo por triplicado (N=3) y al menos se capturaron 3
campos oOpticos diferentes por condicidén (n=3). B: Histograma correspondiente a la cuantificacién del
% de area tefiida (N=3 y n23), realizada con el software Imagel. Las barras de error representan la
desviacidn estandar. Las condiciones significativamente diferentes se sefialan con una barra donde: *

corresponde a p<0,5, ** corresponde a p<0,01 y *** a p<0,001.

5. Discusion

S. epidermidis es una bacteria comensal presente en la piel humana que, debido a su
abundancia y su habilidad para formar biopeliculas, supone un riesgo de contaminacion de los
implantes médicos de los pacientes (Moris et al., 2022). Tanto S. epidermidis como S. aureus
son bacterias comensales con capacidad de ser patdgenas, siendo un factor de virulencia su
capacidad para adherirse a las superficies y formar biopeliculas (Trobos et al., 2022).

Eliminar las infecciones nosocomiales, derivadas de las biopeliculas, implica emplear agresivos
tratamientos antibidticos y retirar los implantes médicos contaminados, con las consecuencias
qgue conlleva para el cuidado dptimo del paciente. Esta situacidon puede ser aun de peor
prondstico para el paciente cuando, en ocasiones, se combina con un delicado estado de salud
y la presencia de factores de resistencia bacteriana a los tratamientos (Fisarova et al., 2021).
Las cepas clinicas de S. epidermidis ensayadas fueron aisladas de pacientes con infecciones
nosocomiales y presentaron resistencia a multiples antibidticos. Una vez aisladas fueron
conservadas, por varios afos, en crioviales hasta su uso en el presente trabajo. Ambas cepas
respondieron como cabria esperar a las pruebas basicas de confirmacién realizadas,
concluyendo que estan ausentes de contaminacion.

La inhibicién de la formacién de las biopeliculas se considera una de las dianas para prevenir
la contaminacién del instrumental médico y, por tanto, las infecciones nosocomiales (Roy
etal.,, 2017). Por ello, entender los mecanismos moleculares de la formacién de las
biopeliculas en sus estadios iniciales y los factores que las regulan es fundamental para el
disefio de dianas terapéuticas. La adhesion a superficies de S. epidermidis es regulada por

multiples factores, como la glucosa y diversos estimulos de estrés como la presencia de NaCl
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y etanol (Cue et al., 2012). Las cepas clinicas investigadas, al igual que S. aureus, presentaron
mayor adhesion sobre el PET bajo condiciones de estrés salino. Una explicacion para nuestra
observacion puede ser que el estrés salino, en S. epidermidis, active la sintesis de la adhesina
intercelular de polisacarido (PIA), dependiente del gen rsbU, incrementando por tanto la
adhesiéon (Knobloch et al., 2001). El gen rsbU es un regulador positivo del factor sigma B,
integrante general de la respuesta a estrés de los microorganismos Gram positivos. Aunque
este no es el Unico mecanismo, pues se sabe que al menos existen otras dos posibles rutas
mediante factores desconocidos o incluso regulando la transcripcion del operén icaABCD,
responsable de la sintesis del PIA (Gomes et al., 2011). Mecanismos similares se han descrito
en S. aureus, donde el estrés salino activa el operdn icaABCD aumentando la adhesién (Lade
et al., 2019). Aunque no existe estrés salino de forma continua en los implantes, si que estos
estdn sometidos, por ejemplo, en los catéteres, a soluciones antisépticas (Ej: 2% Clorhexidina)
que si pueden desencadenar la respuesta a estrés bacteriana y estimular la adhesién. En este
sentido, seria interesante investigar la habilidad de diferentes sustancias estresantes para
iniciar la respuesta a estrés bacteriana y estimular su adhesién.

La superficie de los implantes médicos se encuentra en contacto con los tejidos y fluidos del
paciente, lo que inevitablemente los recubre de proteinas y otras moléculas presentes en el
organismo (lipidos, azucares, etc.) alterando sus cualidades iniciales. Este recubrimiento de
las superficies afecta a la adhesion bacteriana positiva o negativamente, dependiendo del
microorganismo. Por ejemplo, S. aureus puede unirse al fibrinégeno a través de la proteina de
membrana de von Willebrand (también conocido como falsa coagulasa) y, junto a la actividad
libre de la coagulasa, formar polimeros de fibrina. Con estas actividades forma una
pseudocapsula a su alrededor que le ayuda a evadir la respuesta inmune del hospedador
(Thomas et al., 2019). Esta misma actividad hace que incremente su adhesién a superficies
cubiertas de fibrindgeno e incrementa su capacidad para formar biopeliculas. En contraste, S.
epidermidis carece de estas actividades coagulasa y, por tanto, las superficies cubiertas de
fibrinédgeno inhiben su adhesidn a las superficies (Linnes et al., 2012). Nuestros resultados
muestran que el recubrimiento del PET, con los componentes del suero inhibe la adhesiéon de
las tres bacterias, bajo condiciones de estrés salino. Esto puede ser debido a que el suero esta
constituido por proteinas como la albumina, hormonas, insulina, etc. (Lee et al., 2022) pero, a
diferencia del plasma, no posee los factores de coagulacién, entre los que se encuentra el

fibrindgeno. Al no haber fibrindgeno en la superficie, el mecanismo especifico de adhesién de
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1)

2)

3)

4)

S. aureus no es funcional. Ademas, otros factores fisicos como la hidrofobicidad, carga,
rugosidad, topografia de la superficie, etc. si se pueden ver alterados por la adsorcidn de los
componentes del suero, afectando negativamente la adhesidon de las bacterias estudiadas
(Valentin et al., 2019).

La diversidad de materiales, empleados en la fabricaciéon de implantes médicos, es enorme
(Cohen et al., 2011), incrementando con ello la variabilidad en la capacidad deadhesién de las
cepas bacterianas a su superficie y, por tanto, incrementando igualmente la dificultad para
prevenir su contaminacién con terapias Unicas. Nuestros resultados muestran diferentes
grados de adhesidon de las cepas clinicas de S. epidermidis, dependiendo del material
empleado. La especificidad de adhesién, dependiente del material plastico, sugiere que ambas
cepas de S. epidermidis activan diferentes factores de adhesidn, bajo el estrés salino.

Dada la gran multitud de factores que afectan a la adhesion bacteriana y, por tanto, a la
contaminacién de los implantes, es dificil predecir factores de adhesién Unicos que resulten
ser dianas terapéuticas eficaces. Sin embargo, la respuesta bacteriana al estrés salino, y
posiblemente otros tipos de estrés, si parecen desembocar en un resultado comun, el
incremento de la adhesién a las superficies plasticas. Por tanto, interferir la respuesta
bacteriana al estrés es una potenciales diana terapéutica a investigar en mas profundidad.
Con ello podriamos lograr interferir la adhesién a las superficies de los implantes y su
contaminacién eliminando asi todas las complicaciones derivadas sobre los pacientes y el

sistema de salud.

6. Conclusiones

Las cepas clinicas de S. epidermidis 2037-25 y 6924-20 responden a la caracterizacion
fenotipica esperada, confirmando que son cepas puras.

Las cepas de S. epidermidis y S. aureus incrementan la adhesion a la superficie del PET bajo
condiciones de estrés salino.

Las cepas de S. epidermidis y S. aureus disminuyen la adhesion a la superficie del PET
recubierta por proteinas del suero fetal bovino, bajo condiciones de estrés salino.

S. aureus mostro niveles de adhesion similares sobre las diferentes superficies plasticas

ensayadas (PET, HDPE, LDPE y PHBV).
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5) La cepa de S. epidermidis 2037-25 se adhiere con mayor intensidad al LDPE, comparado con
el resto de los plasticos ensayados (PET, HDPE y PHBV).
6) La cepadeS. epidermidis 6924-20 se adhiere con menor intensidad al PET, comparado con el

resto de los plasticos ensayados (HDPE, LDPE y PHBV).

Conclusions

1) Clinical strains of S. epidermidis 2037-25 and 6924-20 respond to the expected phenotypic
characterization, confirming that they are pure strains.

2) S. epidermidis and S. aureus strains increase adhesion to the PET surface under salt stress
conditions.

3) S. epidermidis and S. aureus strains decrease adhesion to PET surface coated by fetal bovine
serum proteins under salt stress conditions.

4) S. aureus showed similar levels of adhesion on the different plastic surfaces tested (PET, HDPE,
LDPE and PHBV).

5) S. epidermidis strain 2037-25 adheres more intensely to LDPE, compared to the rest of the
plastics tested (PET, HDPE and PHBV).

6) S. epidermidis strain 6924-20 adheres less intensely to PET, compared to the rest of the
plastics tested (HDPE, LDPE and PHBV).

7. Limitaciones

Los experimentos evaltan la adhesién de dos cepas clinicas desconocidas de S. epidermidis,
suponiendo una limitacion importante al no conocer previamente su comportamiento
esperable. A fin de compararlas con cepas de referencia, de las que si conocemos su
comportamiento, podriamos realizar los experimentos con cepas tipo de S. epidermidis
capaces de adherirse para formar biopeliculas (cepa ATCC35984 (RP62A)) y sin capacidad de
adhesiodn a las superficies (cepa ATCC12228).

Los experimentos se han realizado con Unicamente dos cepas clinicas de S. epidermidis, a fin
de incrementar la representatividad de los resultados respecto a la realidad hospitalaria, seria

recomendable incrementar el nimero de cepas clinicas estudiadas.
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Los experimentos realizados con cepas bacterianas desconocidas requieren de mayor nimero
de réplicas que las realizadas en el presente trabajo. Es por esta razén, que los analisis

estadisticos pueden verse afectados por la variabilidad y el bajo nimero de réplicas.
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