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RESUMEN

Objetivo: Determinar la presencia de los genes icaA e icaD en estafilococos coagulasa negativos (SCoN) formadores de
biopeliculas aislados de catéteres venosos centrales (CVC) provenientes de UCI del Hospital Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen (HNGAI).

Materiales y métodos: Se colectaron 151 CVC del HNGAI de Lima. Para el analisis microbioldgico, se seleccionaron en
forma aleatoria, 30 para el método de Maki y 121 para el método de Donlan. Se obtuvo en total, 73 aislados de SCoN, a
los que se evalud la capacidad de formar biopeliculas utilizando agar rojo de Congo (ARC). A los aislados ARC positivos se
les determiné la presencia de los genes icaA e icaD mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Resultados: De 27 SCoN aislados del exterior de los CVC, 81 % (22/30) fueron ARC positivas, de los cuales 13,6 % (3/22)
presentaron ambos genes; de los 46 SCoN aislados del interior de los CVC, 48 % (22/46) fueron ARC positivas, de los que
22,7 % (5/22) presentaron ambos genes.

Conclusiones: 13,6 % y 22,7 % de los SCoN formadores de biopeliculas y aislados del exterior e interior de CVC
respectivamente, fueron portadores de ambos genes icaA e icaD.

Palabras clave: Estafilocoagulasa; Biopeliculas; Operon; Unidades de cuidados intensivos; Catéteres venosos centrales
(Fuente: DeCS BIREME).

Biofilms and icaA and icaD genes in coagulase-negative staphylococci isolated
from central venous catheters from the intensive care unit of a level lll hospital
in Lima, Peru

ABSTRACT

Objective: To determine the presence of icaA and icaD genes in biofilm-forming coagulase-negative staphylococci (CoNS)
isolated from central venous catheters (CVCs) from the intensive care unit of the Hospital Nacional Guillermo Almenara
Irigoyen (HNGAI).

Materials and methods: One hundred fifty-one (151) CVCs were collected from the HNGAI in Lima. For the microbiological
analysis, 30 CVCs were randomly selected for the Maki method and 121 for the Donlan method. A total of 73 CoNS isolates
were obtained and their ability to form biofilms was evaluated using Congo red agar (CRA). CRA-positive isolates showed
the presence of icaA and icaD genes by polymerase chain reaction (PCR).

Results: Out of the 27 CoNS isolated from the external surface of the CVCs, 81 % (22/30) were CRA positive, of which 13.6
% (3/22) presented both genes. Out of the 46 CoNS isolated from the internal surface of the CVCs, 48 % (22/46) were CRA
positive, of which 22.7 % (5/22) showed both genes.

Conclusions: Thirteen point six percent (13.6 %) and 22.7 % of the biofilm-forming CoNS isolated from the external and
internal surfaces of the CVCs, respectively, were carriers of both icaA and icaD genes.

Keywords: Coagulase; Biofilms; Operon; Intensive care units; Central venous catheters (Source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Las infecciones intrahospitalarias (lIH) constituyen
un importante problema de salud puUblica, presentan
elevada morbimortalidad, causan un fuerte impacto en la
economia de los paises y son la causa mas prevenible de
eventos adversos graves en pacientes hospitalizados (. En
el Perd, el Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y
Control de Enfermedades, identifica la Unidad de Cuidados
Intensivos como uno de los servicios hospitalarios para
la vigilancia de las IIH, siendo el catéter venoso central
(CVQC) el factor asociado a las infecciones del torrente
sanguineo @. Entre las bacterias multirresistentes que
pueden colonizar con mayor frecuencia a pacientes que
ingresan a areas criticas se puede mencionar Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, sin
dejar de mencionar que el personal de salud presenta
en su mayoria una colonizacién por cocos gram positivos
del género Staphylococcus, principalmente coagulasa
negativos @), por lo que puede constituir un reservorio
para las IIH que afectan principalmente a los pacientes
inmunocomprometidos, particularmente aquellos que
necesitan el uso de dispositivos médicos.

La emergencia de los estafilococos coagulasa negativos
(SCoN) como patogenos oportunistas posiblemente esté
relacionada a su capacidad de formacion de biopeliculas.
Este proceso de formacion esta dividido por lo menos en
tres fases: la adherencia reversible de la bacteria a una
superficie, la adherencia irreversible y la fase acumulativa
cuando la bacteria inicia el establecimiento de una
arquitectura tridimensional, multicelular y multicapas, en
la que muchas bacterias no tienen contacto directo con
la superficie, y desde la cual pueden desprenderse para
poder colonizar otros lugares @,

Definitivamente, podria afirmarse que la adherencia es
critica en el establecimiento de la biopelicula, y para los
SCoNlaproduccionde unaadhesinaintercelular polisacarida
(PIA) es la responsable. PIA es sintetizada a partir de la
UDP-N-acetilglucosamina por la N-acetilglucosamina
transferasa ® codificada particularmente por icaA en el
operon de genes de adhesion intercelular (ica) ©, aunque
pareceria que icaD también tendria un rol importante. Las
bacterias inmersas en estas biopeliculas maduras estan
protegidas de la accion del sistema inmune y son mas
tolerantes a los antibidticos que aquellas de crecimiento
placténico, y las IIH causadas por ellas y asociadas al uso
de dispositivos médicos, a menudo son persistentes y
reincidentes.

Por ello, se planted como objetivo determinar la presencia
de los genes icaA e icaD en aislados de SCoN formadores
de biopeliculas provenientes de CVC de pacientes de UCI
de un Hospital Nivel Ill.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio observacional, descriptivo y prospectivo fue
realizado en el Instituto de Investigacion en Quimica
Bioldgica, Microbiologia y Biotecnologia "Marco Antonio
Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Muestra y procesamiento

Se recolectaron 151 catéteres endovenosos centrales
procedentes de pacientes de UCI del Hospital Nacional
Guillermo Almenara Irigoyen del departamento de Lima,
fueron transportados a 4°C y procesados dentro de las
24 horas. Para el analisis microbiologico de la parte
externa (segin el método semicuantitativo de Maki
™) e interna (segun el protocolo de Donlan et al. ®) de
los CVC, se seleccionaron en forma aleatoria, 30 y 121
respectivamente. Control negativo: S. epidermidis ATCC
12228 no formador de biopelicula; y control positivo S.
epidermidis ATCC 35984 formador de biopelicula.

El método recomendado por Maki et al. ?, consiste en
el rodamiento en cuatro direcciones del extremo del
catéter sobre agar sangre, incubacion a 37 °C por 24 horas
y luego se procede al recuento de unidades formadoras
de colonias (UFC). Un recuento mayor a 15 UFC podria
dar indicios de una infeccion asociada al catéter. En este
trabajo, se seleccionaron las colonias sospechosas de ser
estafilococos. Para el procesamiento de la parte interna
del catéter ®, se procedio a la desinfeccion de la parte
externa con lejia comercial 10 % y luego se neutralizd.
Se coloco el catéter en PBS llevandose a sonicacion (42
kHz) para finalmente homogenizar mediante vortex. La
siembra se realiz6 por estrias en agar tripticasa de soya y
agar manitol sal, se incubd a 37 °C por 24 horas.

Identificacion microbiolégica

Se procedi6 segun las especificaciones del Manual
de procedimientos de laboratorio en infecciones
intrahospitalarias del Instituto Nacional de Salud ©),
seleccionando los estafilococos coagulasa negativos.

Capacidad de formacién de biopeliculas (9

Se cultivd cada aislado en agar rojo de Congo (ARC),
incubacion a 37 °C por 24 horas y después a 20 °C por
24 horas adicionales. Se consideran formadores de
biopeliculas aquellos que presentan colonias negras, secas
y cristalinas, los no formadores desarrollan colonias rojas.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Para la extraccion de ADN se sembré una colonia en
caldo BHI, después de la incubacion de 24 horas a
37 °C se centrifug6 100 pL de cultivo, las células se
resuspendieron en 45 pL de agua, y se anadio 5 pL de
lisostafina incubandose a 37 °C. Después de 10 minutos se
adiciond 5 pL de proteinasa Ky 150 pL de Tris-HCL (pH 7,5)



y se continud la incubacion por 10 minutos adicionales.
Luego se sometieron a ebullicion por 5 minutos. Se
realizd PCR simple: para la deteccion del gen icaA se
usaron los cebadores: 5’-TCTCTTGCAGGAGCAATCAA-3’
y 5’-TCAGGCACTAACATCCAGCA-3’, los cuales amplifican
una region de 188 pb. Para la deteccion de
icaD se usd, 5’-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 'y
5’-CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-3’, para una region de
198 pb. Las reacciones se realizaron en un volumen final
de 25 pL; 1 pM de cada cebador, 150 ng de ADN, 100 pM de
dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 1U de Taq polimerasa y buffer
(10mM Tris-HCL pH 9,0, 50 mM KCL, 0,1 % Triton X-100y 2,5
mM de MgCl2). El programa de temperaturas para ambos
genes fue desnaturalizacion inicial 94 °C por 5 minutos,
luego 50X: 94 °C por 30 segundos para desnaturalizacion,
55,5 °C por 30 segundos para el alineamiento y 72 °C
por 30 segundos de extension, finalizando con 72 °C por
1 minuto. Después de los primeros 30 ciclos, se anadio 1
U de Taq polimerasa. Luego de la amplificacion, 10 pL
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de los productos amplificados fueron analizados mediante
electroforesis en gel de agarosa 2 % en TBE 1X. Para
visualizar los productos amplificados se utilizdé bromuro de
etidio (",

RESULTADOS

Los 151 CVC se analizaron microbiolégicamente, de un
grupo de 30 muestras evaluadas por el método de Maki
(aislamiento del exterior del catéter) se obtuvieron 27
SCoN, del grupo que incluia 121 CVC y evaluado por el
método de Donlan et al. (aislamiento del interior del
catéter), se aislaron 46 SCoN. A los aislados de ambos
grupos se les evalud la capacidad de formar biopeliculas
observando las caracteristicas de las colonias en el agar
rojo de Congo, y los positivos (Figura 1) a esta prueba fueron
81 % (22/27) y 48 % (22/46) de los aislados provenientes
de la parte externa e interna respectivamente (Tabla 1).

Figura 1. Agar rojo de Congo que muestra SCoN formador de biopelicula positivo

Tabla 1. Analisis microbiologico de catéteres endovenosos centrales (CVC)

Muestras de catéteres Muestras SCoN ARC
analizadas positivos
Parte externa (Mét. Maki) 30 27 22
Parte interna (Mét. Donlan) 121 46 22
TOTAL 151 73 44

SCoN (Staphylococcus coagulasa negativos), ARC (agar rojo de Congo)
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Luego se amplificaron los genes icaA e icaD en las cepas positivas a ARC, obteniendo como resultado que 13,6 %
(3/22) y 22,7 % (5/22) de los aislados provenientes de la parte externa e interna respectivamente, presentaron

ambos genes (Figura 2).

Figura 2. Deteccion del gen icaA. 1. SCoN aislado de personal de salud, 2. SCoN aislado de parte externa, 3. SCoN aislado de parte
interna, 4. S. epidermidis ATCC 12228 (control negativo), 5. S. epidermidis ATCC 35984 (control positivo), 6. Marcador 100 pb

Para evaluar la existencia de una relacién entre la presencia de los genes y la localizacion del SCoN en el catéter, se
utilizo la prueba exacta de Fisher con dos variables categoricas dicotomicas concluyendo que no hay relacion (Tabla 2).

Tabla 2. Asociacion entre la presencia de genes y la localizacion del SCoN en el CVC

Fuente Gen icaA | Gen icaD Total p*
(+) ()

Parte interna del catéter 5 17 22 0,349
11,4 % 38,6 % 50,0 %

Parte externa del catéter g 19 22
6,8 % 43,2 % 50,0 %

Total 8 36 44
18,2 % 81,8 % 100,0 %

* Estadistico exacto de Fisher.

DISCUSION

Los SCoN son un grupo de microorganismos usualmente
considerados inocuos y que forman parte de la flora
saprofita de la piel humana; las infecciones causadas
por ellos estan muy relacionadas al uso de dispositivos
médicos, sin los cuales no habria la disposicion del
paciente a la IIH, lo cual se evidencia en el presente
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trabajo al aislarlos en la parte externa e interna de CVC
retirados de pacientes de UCI.

El método recomendado por Freeman et al. @ que
usa el agar rojo de Congo es un método alternativo de
eleccion para la deteccion de la capacidad productora
de biopeliculas, y consideramos que seria mas adecuado
para el género Staphylococcus, lo que coincide con Peha



et al. "™ que mencionan que hay especificidad por la
reaccion quimica del exopolisacarido de Staphylococcus
con el colorante rojo de Congo. Evidenciar la formacion
de polisacarido por los SCoN podria estar cumpliendo
un rol importante en la patogénesis de estos
microorganismos y como marcador de virulencia, lo
que contribuiria a la discriminacion preliminar de los
aislados contaminantes.

Sin embargo, las cepas aisladas de la parte externa
e interna de los CVC y que evidenciaron coloracion
negra mediante este método, no han tenido una
total correspondencia con los resultados moleculares,
probablemente debido a que otros genes estarian
implicados en la formacion de biopeliculas por SCoN,
o por la posibilidad que los aislados presenten una fase
de variacion en la formacion de biopeliculas, causada
por insercion en diferentes sitios del operdn ica ', o
porque estos genes se superponen y son cotranscritos
(), Pinheiro et al. ® encontraron que los aislados que
fueron positivos para el genicaA fueron también positivos
para icaD lo que coincide con nuestros resultados,
donde las cepas positivas tuvieron la presencia de
ambos genes. La expresion simultanea de estos genes
parece promover un incremento significativo de la
N-acetilglucosamina transferasa; otra posibilidad seria
que la proteina IcaA requiera de IcaD, para asumir una
conformacion activa. Zmantar et al. » mencionan que
las diferencias entre el fenotipo y el genotipo podrian
deberse a que la expresion de ica estaria influenciada
por las condiciones ambientales, como la osmolaridad,
condiciones anaerobicas durante su crecimiento,
temperaturas altas y concentraciones subinhibitorias
de ciertos antibioticos que facilitarian la transcripcion
de ica y la formacion de biopeliculas; por lo que no
se puede dejar de considerar que las caracteristicas
clinicas de los pacientes que presentaron |IH asociadas a
CVC, asi como los tratamientos recibidos, podria haber
influenciado en el comportamiento de los aislados en
el laboratorio. La habilidad de los estafilococos para
adherirse y proliferar podria explicar su habilidad para
colonizar los dispositivos médicos en los hospitales,
especialmente en las UCI.

En conclusion 9, de las 151 muestras de CVC se
obtuvieron 27 aislados de SCoN de la parte externa
y 46 de la parte interna. En la prueba que utilizo el
agar rojo de Congo para evaluar la capacidad de formar
biopeliculas, 81,4 % (22/27) de los aislados de la parte
externay 47,8 % (22/46) de la parte interna del catéter
fueron positivos. De estos aislados positivos en ARC,
en 13,6 % (3/22) y 22,7 % (5/22) de la parte externa
e interna respectivamente, se detectd la presencia
de ambos genes icaA e icaD, no mostrandose relacion
(prueba exacta de Fisher) entre la presencia de
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genes y la localizacion del SCoN en el CVC. A pesar
de los resultados obtenidos, que sefalan una baja
prevalencia de los genes responsables de la formacion
del exopolisacarido en las cepas clinicas evaluadas, hay
que sefalar la importancia del control y prevencion de
la colonizacion por estas bacterias, ya que se pueden
incrementar las oportunidades para la transferencia
genética entre ellas y hacer de una bacteria comensal
avirulenta, un patogeno en potencia.
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