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RESUMEN

Streptococcus pneumoniae es un colonizador frecuente de la nasofaringe humana y causa una
gran morbilidad y mortalidad a nivel mundial. Ciertos serotipos y clones neumococicos,
determinados por MLST, son mas exitosos en los procesos de colonizacion e invasividad y se
ha sugerido que ambos fenémenos podrian estar relacionados con su capacidad de crecimiento
in vitro, Ademas, la produccion de biopelicula se ha asociado con los procesos de colonizacion
nasofaringea y persistencia en procesos cronicos de sinusitis y otitis media. Sin embargo, no se
conoce claramente las caracteristicas particulares de crecimiento y/o produccion de biopelicula
en una especie bacteriana con tan amplia diversidad genética. En esta investigacion se evalud
la cinética de crecimiento y la capacidad de produccion de biopelicula in vitro en quince (15)
cepas de S. pneumoniae aisladas de la nasofaringe de nifios sanos, relacionadas con los
siguientes clones internacionales: el'acapsular NCC1l-y los capsulados Spain®®-2, England'*-9,
Tenenessee” -4, Taiwan'""-14 y el ST135. Las evaluaciones se realizaron ‘en placas de
poliestireno utilizando el caldo Todd Hewitt suplementado Con glucosa y/o sangre-de carnero.
Para la cinética de crecimiento se midieron las densidades dpticas por espectrofotometria cada
16 h a intervalos de 1 h. Para la produccion de biopelicula, luego de 48 horas de incubacion las
placas fueron sometidas a lavados y tinturas con cristal violeta al 1% y medidas por
espectrofotometria. La cinética de crecimiento in vifro mostré diferencias estadisticamente
significativas interclonales e intraclonales en el crecimiento de los neumococos, sugiriendo
que tales variaciones podrian responder a diferencias individuales independientes del serotipo
y genotipo. La adicion de glucosa y/o sangre aumentaron significativamente la densidad
celular y aceleraron el tiempo de crecimiento. En la practica clinica el diagndstico de las
infecciones neumococicas requiere el uso de medios que contienen glucosa al 0,2%. Estos
resultados sugieren que adicionar glucosa hasta obtener un valor de 0,6%, podria contribuir en
la recuperacion e identificacién temprana del microorganismo. Respecto a la produccion de
biopelicula, solamente las cepas acapsuladas del clon NCC1 formaron el exopolisacérido.
Ninguno de los clones capsulados fueron capaces de producir biopelicula espontancamente.
Las cepas capsuladas no productoras de biopelicula (Taiwan'**-14 y Spain®-2), al ser

expuestas al ADN de una cepa productora de biopelicula (clon NCC1) mostraron resultados
1



diferentes. Se logré la formacion de biopelicula para la cepa del clon Taiwan'*F-14 pero no asi
para la cepa del clon Spain®®-2. Estos resultados sugieren posible diferencia en la
compatibilidad genética entre la cepa del clon Spain®-2 y el clon NCC1, tales como las
descritas entre cepas de neumococo con variantes alélicas del péptido estimulante de la
competencia (CSP-1, CSP-2). Por otra parte, la adicion de glucosa (0,4%) tuvo un efecto
negativo en la cantidad de exopolisacarido formado en todas las cepas, por lo que no se

recomienda su uso para estimular la produccion de biopelicula en neumococo.

Finalmente, los resultados de esta investigacion hacen notar que las caracteristicas de
crecimiento y probablemente el éxito de algunas cepas neumocdcicas podrian responder a
caracteristicas genéticas mas alld del genotipo y serotipo. Ademads, sugieren que la co-
colonizacion nasofaringea por cepas capsuladas y acapsuladas compatibles para el intercambio
genético podria estar favoreciendo la adquisicion de factores de virulencia como la produccién
de biopelicula, y por ende la persistencia de los neumococos en nasofaringe y en patologia del

tracto respiratorio superior.

Palabras claves: Streptococcus pneumoniae, crecimiento in vitro, serotipos, . clones
neumocdcicos, biopeliculas.



INTRODUCCION

Streptococcus pneumoniae es un colonizador frecuente de la nasofaringe y uno de los
principales patégenos que afecta al ser humano, con una amplia distribucion mundial. Esta
especie bacteriana es la principal causa de otitis media aguda y de neumonia adquirida en la
comunidad, asi mismo puede causar infecciones serias como meningitis y sepsis (Hsieh y col,
2008).

La capsula es el principal mecanismo de virulencia de neumococo y sus diferencias
antigénicas han permitido clasificar a este microorganismo en mas de 90 serotipos. Durante
muchos afios, la serotipificacion fue considerada la herramienta mas importante para los
estudios epidemiologicos. Tales investigaciones mostraron que ciertos serotipos estan
relacionados con una mayor frecuencia a colonizacion o a la produccion de enfermedad

invasiva, por lo_que fueron llamados “serotipos colonizadores” o “serotipos invasivos”
(Hausdorff'y col., 2005).

Sin embargo, el tipo capsular no es suficiente para determinar el potencial invasivo de una
cepa neumocdcica y el uso de nuevas herramientas de tipificacion molecular, tal como es la
secuenciaciéon de multiples locus (MLST del inglés "multi-locus sequence typing"), ha
permitido a la epidemiologia moderna enfocarse en el reconocimiento y caracterizacion de
grupos genéticos particulares, conocidos como clones internacionales neumocdcicos. Los
clones neumocodcicos se caracterizan por tener una distribucion geografica muy amplia y
parecen ser responsables, en gran medida, de la diseminacidn global de la resistencia a algunos

antimicrobianos (Klugman, 2002).

Se sospecha, que otras caracteristicas diferentes al serotipo capsular y al tipo de MLST
hacen que algunos grupos genéticos neumocdcicos sean mas exitosos para diseminarse,
colonizar y producir enfermedad (Klugman, 2002; Sjdstrém y col., 2006; Henriques y col.,
2008). Al respecto, una investigacidn reciente mostré que los neumococos con serotipos

colonizadores tenian un crecimiento in vitro mayor que los serotipos invasivos, dejando al



descubierto que existen variaciones importantes en el crecimiento entre cepas de esta especie
microbiana. Lo que sugiere que el potencial de una cepa neumocdcica para colonizar o
producir enfermedad invasiva podria estar relacionada con su capacidad de crecimiento in
vitro (Bittig y col., 2006).

No menos importante es €l hecho de que S. pneumoniae e€s un microorganismo exigente
para su cultivo en el laboratorio (Koneman y col., 2006; Murray y col., 2006). De alli que una
optimizacion de los medios empleados para su recuperacion, que sea Util para la mayoria de
los grupos genéticos que conforman esta especie, podria facilitar los estudios diagnésticos y de

investigacion

Por otra parte, la colonizacion y algunas enfermedades neumococicas cronicas como la
rinosinusitis y la otitis media estdn asociadas con la formacion de biopelicula (Sauer y col.,
2007; Domenech y col, 2009; Camilli y col., 2011). Es importante resaltar, que la
participacion de los neumococos en un ambiente sésil le permite un amplio intercambio
genético’ horizontal, promoviendo de esta manera la” acumulaciéon de determinantes de
resistencia, recambio’del serotipo-capsular 'y del material-genético para la defensa ante el
sistema inmune del hospedero en ambientes hostiles (Sanderson y col., 2006; Domenech y
col.,, 2009; Castrillén y col., 2010; Marks y col., 2012)

Se ha descrito que no todas las cepas neumococicas son capaces de generar biopelicula, de
hecho, las cepas acapsuladas tienen una mayor capacidad para la produccion de este
exopolisacarido que las cepas capsuladas (Waite y col, 2001; Allegrucci y Sauer, 2007,
Moscoso y col., 2009). Aquellas cepas que espontaneamente no generan biopelicula pueden
adquirir esta capacidad tomando el ADN de otros microorganismos a través del fenémeno de
la transformacién. En el caso particular de S. pneumoniae las técnicas regularmente utilizadas
para la transformacién in vitro tienen una buena efectividad o rendimiento en las cepas
carentes de cépsula, pero muy escaso en las cepas capsuladas. Afortunadamente,
investigaciones recientes han demostrado altos niveles de intercambio genético en cepas de
neumococos capsulares en un ambiente que simula la produccién de biopelicula (Marks y col.,
2012).



La urgente necesidad de profundizar en las investigaciones epidemioldgicas, clinicas y de
laboratorio con respecto a la colonizacion, patogenia y resistencia a los antimicrobianos en S.
preumoniae se ven limitada por la escasa informacion acerca de las caracteristicas de
crecimiento y la capacidad de formacion de biopelicula de los diferentes grupos genéticos que
conforman esta especie bacteriana. Por tal motivo, en esta investigacion se evalu6 la cinética
de crecimiento y la produccién de biopeliculas in vitro de seis clones internacionales de S.

pneumoniae que colonizaban a nifios sanos.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la cinética de crecimiento y produccidn de biopeliculas in vitro de diversos clones

internacionales de S. pneumoniae aislados de la nasofaringe de nifios sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Describir la cinética de crecimiento en caldo Todd Hewitt de tres clones

internacionales de S. pneumoniae mediante espectrofotometria.

2. Estudiar los efectos de la adicién de glucosa y sangre de carnero en el caldo Todd

Hewitt sobre €l crecimiento-celular detres clones internacionales de S. pneumoniae.

3. Determinar la produccion de biopeliculas en caldo Todd Hewitt de seis clones

internacionales de S. preumoniae mediante espectrofotometria.

4. Estudiar los efectos de la adicion de glucosa en el caldo Todd Hewitt sobre la

produccion de biopeliculas de seis clones internacionales de S. preumoniae.

5. Inducir la capacidad de produccion de biopelicula en dos clones internacionales de S.
pneumoniae no productores utilizando el ADN de una cepa productora del

exopolisacérido.



MARCO TEORICO

1. CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS, CLINICAS Y MICROBIOLOGICAS

DE S. pneumoniae

1.1 IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGIA Y CLINICA DE S. pneumoniae

S. pneumoniae también conocido como neumococo, coloniza frecuentemente en la
nasofaringe de personas sanas. Alrededor de un 20-40% de los nifios y cerca de un 10% de los
adultos, son colonizados por este agente bacteriano. La colonizacién comienza poco después
del nacimiento, bien sea por el canal de parto o por el contacto con las personas que rodean al
recién nacido, por ello se considera que todos los humanos han sido colonizados al menos una
vez en su vida por este microorganismo. La colonizacion es.el paso inicial para el desarrollo
de las enfermedades neumocdcicas (Ruvinsky y col., 2004; Koneman y col., 2006; Murray y
col., 2006).

El neumococo puede ocasionar una gran variedad de cuadros clinicos, que van desde
infecciones benignas como otitis media y sinusitis agudas, hasta infecciones invasivas como
neumonia, meningitis y bacteriemias. La mayor incidencia y gravedad de estas patologias se
dan en nifios menores de 5 afios, adultos mayores de 65 afios y pacientes
inmunocomprometidos. Para el afio 2007, la Organizacién Mundial de la Salud reporté mas
de 1,2 millones de decesos por infecciones respiratorias agudas originadas por S. pneumoniae.
(Artz y col.,, 2003; Meats y col., 2003; Ruvinsky y col., 2004; WHO, 2009).

Para el afio 2009, se estima que en Latinoamérica S. prneumoniae causé entre 980.000 a
1.500.000 casos de neumonia y entre 2.600 a 6.800 casos de meningitis, y que en la region

fallecieron entre 12.000 a 28.000 personas por alguna infeccidn neumocdcica (Valenzuela y
col,, 2009).



Para el afio 2007, la neumonia ocup6 el noveno lugar entre las causas de mortalidad en
Venezuela, siendo responsable de 3.044 muertes. Estas cifras se traducen en la muerte de un
paciente por neumonia cada 3 horas (Ministerio del Poder Popular para la Salud, 2009; OMS,
2010).

Asimismo, la otitis media aguda es el diagnostico mas frecuente para la prescripcion de
antibiéticos en nifios en todo el mundo. Aproximadamente, uno de cada tres nifios
experimenta dos 0 mas episodios de otitis media aguda en los primeros tres afios de vida.
Tanto en los paises desarrollados y en paises con recursos limitados S. preumoniae es la causa
mas comun de esta patologia en los menores de 5 afios. Esta infeccion tiende a ser severa,
supurativa, con un curso largo, de lenta resolucion de los sintomas y pueden producirse
complicaciones sistémicas si no son tratadas adecuadamente. La principal consecuencia de la
otitis media es la pérdida auditiva, la cual puede ocasionar como secuela alteraciones del
comportamiento, trastornos del aprendizaje y/o alteraciones del lenguaje (Shiao y col., 2004,
Hall-Stoodley y col., 2006; Laufer y col.,2011).

En las ultimas décadas, a consecuencia del uso y abuso-de los antimicrobianos las cepas
de S. pneumoniae han desarrollado y adquirido resistencia a estos firmacos. La presencia de
cepas de S. pneumoniae resistentes a estas drogas incrementa la problematica de las
infecciones neumococicas ya que resta alternativas en el tratamiento de las mismas. Por ello,
los sistemas internacionales de salud han caracterizado al neumococo como un agente de
interés clinico, debido a la elevada tasa de morbilidad, hospitalizacién y mortalidad a las que
se relaciona. Por lo tanto, la prevencion de las enfermedades neumocdcicas son una prioridad
en los programas de salud, tanto en los paises industrializados como en aquellos con recursos
limitados como Venezuela (Echeverri y Giraldo, 2006; WHO, 2009; Arredondo y col., 2011;
Trany col, 2011).



1.2 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE S. pneumoniae

S. pneumoniae, fue descubierto a principios del siglo XX, en 1881 por George Sternberg
en Estados Unidos y Louis Pasteur en Francia, aislaron simultdneamente un microorganismo
lanceolado, que se disponia en parejas, el cual fue llamado Diplococcus pneumoniae.
Actualmente, S. pneumoniae se ubica en los esquemas taxonomicos en el Reino Fubacteria,
Filum Firmicutes, Clase Bacilli, Orden Lactobacillales, Familia Streptococcaceae, Género

Streptococcus, Especie S. pneumoniae (Koneman y col., 2006).

Al microscopio esta especie bacteriana se observa como un coco grampositivo oval con
extremidad distal lanceolada. Su tamafio varia de 0,7 a 1,4 um de diametro, se une en parejas o
cadenas cortas por su extremo distal (Fig. 1). Este microorganismo es inmévil, no produce
flagelos ni endosporas, es catalasa negativo (Fig. 2). Es capaz de formar una capsula de gran
espesor si las condiciones son favorables, posee pili y es anaerobio facultativo (Koneman y
col., 2006, Murray y col., 2006).

Las colonias de neumococo, en-un medio sélido suplementado con sangre cominmente
son a-hemoliticas, pequefias, grisaceas y en su mayoria mucoides debido a la presencia de la
capsula, aquellas cepas que no expresan capsula se observan secas y rugosas (Fig. 2). Por lo
general, las colonias jovenes son convexas. Sin embargo, después de transcurridas 24-48 horas
el centro de las mismas se vuelven deprimidas con una apariencia umbilical, debido a la
autolisis ocasionada por la neumolisina propia del microorganismo (Koneman y col., 2006;
Murray y col., 2006).

Dentro de las pruebas bioquimicas comunmente utilizadas para la identificacién de S.
pneumoniae se encuentran la negatividad en la prueba de la catalasa, la susceptibilidad a la
optoquina, y la solubilidad en sales biliares (Fig. 2) (Martin y col., 2000, Murray y col., 2006,
Koneman y col, 2006). Como prueba confirmatoria, se puede utilizar la deteccién por la
reaccion en cadena a la polimerasa (PCR) del gen /24 que codifica para la autolisina, una

enzima comun en todos los neumococo (Mandell y col., 2010).
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Figura 1. Morfologia de S. pneumoniae al microscopio éptico. Cocos grampositivos lanceolados

en pares (Tomado de: http://www.sciencephotolibrary.com/view).

Figura 2. Pruebas para la identificacion de S. pneumoniae. a) Crecimiento de S. pneumoniae con
o-hemodlisis en agar sangre. b) Prueba de la catalasa. En la parte inferior se observa la
positividad de la prueba y en la superior la negatividad de la misma. c) Prueba de susceptibilidad
a la optoquina. d) Prueba de 1a solubilidad en bilis. En el tubo de la izquierda se observa el
crecimiento de S. pneumoniae en caldo Todd Hewitt. En el tubo de la derecha se observa la
dilucion de las colonias de S. pneumoniae en presencia de desoxicolato de sodio, lo que indica un

resultado positivo (Modificado de: http://www.sciencephotolibrary.com ).
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1.3 MECANISMOS DE PATOGENICIDAD Y VIRULENCIA

El neumococo, a pesar de ser un comensal habitual de la nasofaringe humana, también
puede convertirse en un microorganismo oportunista. Para poder sobrevivir en el hospedero S.
pneumoniae posee mecanismos de adaptacion que incluyen factores de adherencia y
colonizaciéon. Dentro de los cuales destacan la capsula, hialuronidasa, la neumolisina, las

proteinas de union a la colina, la autilisina, entre otras (Tuomanen y col., 1995; Weiser, 2010).

No obstante, la cdpsula en S. pneumoniae se considera el principal factor de virulencia.
Esta es una matriz de polisacarido espesa, que rodea por completo a la célula bacteriana y esta
compuesta por largos polimeros de alto peso molecular. Estas estructuras estan hechas a partir
de unidades repetidas de oligosacaridos, que pueden contener entre 2 y 8 monosacéaridos
formando geles hidrofilos en las superficies de los organismos. Por su localizacion externa, la
capsula representa el primer componente bacteriano al que reacciona el hospedero y le
confiere un valor significativo en /la rvirulencia; debido a su capacidad pantigénica y
antifagocitica (Musher, 2000; Prado, 2008). Se ha comprobado que las cepas capsuladas son
aproximadamente 10° 'veces-més virulentas-que las no capsuladas. Del mismo.modo; la
capsula permite la serotipificacion de este microorganismo (Tuomanen y col., 1995; Weiser,
2010).

Recientes investigaciones han puesto de manifiesto la produccion de biopelicula o estado
sésil de S. pneumoniae como un importante factor de virulencia. La participacién de los
neumococos en un ambiente sésil le permite un amplio intercambio genético horizontal a
través de la transformacion promoviendo de esta manera la acumulacion de determinantes de
resistencia, de recambio del serotipo capsular y del material genético para la defensa ante el
sistema inmune del hospedero. Estudios recientes han demostrado que algunas enfermedades
causadas por neumococo como la rinosinusitis o la otitis media cronica estan relacionadas con
el crecimiento sésil de esta especie bacteriana. Los detalles de este factor de virulencia se
presentaran en un aparte posterior (Moscoso y col, 2006; Domenech y col, 2009; Marks y
col., 2012; Wei y Havarstein, 2012).
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2. DIVERSIDAD ANTIGENICA, PATOGENICA Y GENETICA DE S. pneumoniae

2.1 SEROTIPOS CAPSULARES DE S. pneumoniae

La cépsula del neumococo estd compuesta por polisacaridos complejos que a su vez, estd
conformada por unidades repetidas de aziicares, lo cual ha permitido la diferenciacién y
clasificacion de al menos 94 tipos capsulares, denominados serotipos (Wyres y col,, 2012).
Durante muchos afios, la prueba de “Quellung” descrita por Neufeld en 1902, fue considerada
la herramienta mas importante para la tipificacion de esta especie bacteriana. Esta técnica se
basa especificamente, en las diferencias antigénicas entre los polisacaridos capsulares

expresados por cepas diferentes (Hanage y col., 2005).

Diversos estudios han mostrado que ciertos serotipos estin mas frecuentemente
relacionados con los procesos de colonizacion talesicomo: 3, 6B, 19F y 23F, por lo que se han
llamado “‘serotipos colonizadores”. Por otra parte, los procesos de enfermedad invasiva se han
asociado mas frecuentemente a los serotipos: 1, 4, 5; 6A; 7F, 14, 18C-y 19A, conocidos
entonces como “serotipos invasivos” (Brueggemann y col, 2003; Sandgren y col., 2004,
Hausdorff y col.,, 2005; Henriques y col., 2008).

Es importante recordar, que los tipos capsulares predominantes varian de acuerdo con las
caracteristicas del hospedero como la edad, el tipo de patologia y con la region geografica
estudiada (Velazco y col., 1995; Musher, 2000, Garcia y col., 2006, Prado, 2008; WHO,
2009). Diversos estudios epidemioldgicos clinicos y patolégicos han dejado como evidencia
que el tipo capsular no es suficiente para determinar el potencial invasivo de una cepa
neumocécica y al parecer existen otras caracteristicas genéticas que podrian condicionar el
éxito patogénico de algunas cepas sobre otras. Como se describe en el apartado siguiente
(Hsieh y col., 2008).
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2.2 CLONES DE 8. pneumoniae

A partir del afio 1998, se inici6 la caracterizacion de los neumococos mediante la técnica
molecular conocida como secuenciacion de multiples locus (MLST del inglés "multi-locus
sequence typing") establecida por Enright y Spratt. Para ello, los autores seleccionaron 7
fragmentos  genéticos  polimérficos: el  aroE  (shikimato  deshidrogenasa),
GDH (deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato), gki (glucosa quinasa), recp (transcetolasa),
spi (sefial peptidasa I), xpt (xantina fosforibosiltransferasa), ddl (D-alanina-D-alanina ligasa).
La divergencia en la secuencia de estos genes fue suficiente para distinguir 18-34 alelos,
muchos de los cuales diferian entre si en uno o varios nucleétidos. La combinacion de los
alelos de los 7 locus permiti6 obtener un perfil alélico mas ampliamente conocido como
Secuencia Tipo (ST). Actualmente, las variantes alélicas conocidas, ha permitido construir un
dendograma con mas de 6  billones de ST disponible en la pagina
http://www.sph.emory.edw/PMEN, en adelante referida como PMEN (Enright y Spratt, 1998;
PMEN, 2006).

La técnica MLST ha sido-utilizada para la-asignacion de cepas a clones internacionales.
Esto se realiza mediante una comparacion computarizada entre el ST de un aislado de
cualquier laboratorio a nivel mundial con los datos de referencia disponibles en internet, que
hasta la fecha incluyen 8.797 ST. La pagina web para la caracterizacion de los neumococos
por MLST es http://spneumoniae. mist.net/. Las cepas que muestran idénticas ST se consideran
parte de un clon. Aquellos aislados que se diferencian en uno de los siete locus se denominan
“variante de un solo locus” (SLV, por sus siglas en inglés single locus variant). Por otra parte,
cepas con dos locus distintos forman una “variante de doble locus” (DLV, por sus siglas en
inglés double locus variant). Finalmente, las cepas con diferencia en tres o mas locus se
consideran pertenecientes a clones distintos (McGee y col., 2001; Klugman, 2002; PMEN,
2006).

Esta nueva clasificacidon ha permitido a la epidemiologia moderna enfocarse en estos
clones que tienen una distribucién geografica muy amplia y parecen ser responsables, en gran
medida, de la diseminacion global de la resistencia neumocdcica a multiples antimicrobianos
(Klugman, 2002; Sjostrém y col., 2006; Henriques y col., 2008).
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Hasta el momento se¢ han descrito 43 clones internacionales registrados en la Red de
Epidemiologia Molecular de Neumococo (Tabla 1). Estos grupos genéticos se han distribuido
ampliamente, tal es el caso de el Spain6B—2 (Espafia, Francia, Paises bajos de Europa, Islandia,
Portugal, Alemania, Finlandia, Reino Unido, Estados Unidos, Taiwan, Hong Kong, Australia,
Colombia, Chile, Brasil y Venezuela), England”-9 (Reino Unido, Portugal, Italia, Grecia,
Bélgica, Alemania, Estados Unidos, Australia, Argentina), Taiwan'*"-14 (Taiwdn, Hong
Kong, Vietnam, Sudéfrica, Reino Unido, Grecia, Estados Unidos, Australia) y Tennessee -4

(Alemania, Holanda, Estados Unidos, Venezuela) (PMEN, 2006).

Los criterios para que un grupo de cepas genéticamente relacionadas sean considerado un
clon neumocdcico internacional son: i) el clon debe tener una amplia distribucion geografica y
haber sido aislado en al menos dos continentes ii) el clon debe ser resistente a uno o mas
antibidticos de amplio uso terapéutico en la prictica clinica o un clon susceptible pero
productor de enfermedad iii) los datos del.clon deben ser publicados o estar en imprenta antes
de su ratificacion en la red (PMEN, 2006).

La consideracion de nuevos clones deben ser propuestos en la reunion anual de PMEN iv)
el clon debe estar disponible para que la red haga analisis de tipificacién y confirmacion antes
de ser aceptado v) el clon debe estar disponible para ser depositado en la coleccion ATCC de
clones vi) los clones estaran disponibles a través del Laboratorio de Referencia de

Streptococcus en Alemania y en la Universidad de Emory en Estados Unidos (PMEN, 2006).

La nomenclatura sugerida de clones neumocécicos incluye: el pais en el que se aislo el
primer clon, el primer serotipo aislado, la numeracion secuencial en red y finalmente el
serotipo de la cepa aislada (en el caso de cambio de capsula). Un ejemplo es el clon Spain*-
1-19F, el cual describe una cepa del serotipo 19F que surgié como variante de un clon del
serotipo 23F. Esta cepa era multirresistente y aunque fue inicialmente detectada en Espafia, se
ha diseminado a diferentes paises (Klugman, 2002; PMEN, 2006).
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Es de hacer notar, que para las cepas no capsuladas (carentes del locus cpsA4), existe otro
sistema de clasificacion establecida por Parck y col., (2012) quienes categorizaron las cepas a
través del estudio de tres genes estructurales. La agrupacion fue establecida como Clados' de
Capsula Nula (NCC, por sus siglas en inglés “Null Capsule Clade’). Dos de los genes
utilizados para esta clasificacion son el aliC y aliD que codifican para ciertas lipoproteinas.
Ademas, se emplea el recientemente descubierto gen pspK, el cual se cree codifica para una

adhesina involucrada en la colonizacion de la nasofaringe humana.

Las NCCI1 se caracterizan por poseer el gen pspK pero no los genes genes aliC y aliD y
tienen las ST: 1106, 6151, 6152 y 1406, El clon NCC2 posee los genes aliC 'y aliD, pero no el
gen pspK , con las ST: 448, ST2315, 6153. El clon NCC3 posee el gen aliD, pero no los
genes pspK y aliC y hasta el momento solo tiene asignadas ST provisionales. Cepas
relacionadas con estos clones acapsulados han sido halladas en diferentes regiones del mundo,
tal es el caso del NCC1 y el NCC2 en Corea del sur, Estados Unidos y Brasil. El NCC3 en
Estados Unidos (Parck y col., 2012).

'Clados: grupo de organismos cuyos miembros comparten caracteristicas homologas derivadas de un ancestro

comun.
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Tabla 1. Listado de clones internacionales PMEN y cepas de referencia.

N° ST Clmi,l(\;,ll;;;al de Serotipo
1 81 Spain ~*-1 23F
2 90  Spain -2 6B
3 156  Spain -3 9V
4 37 Tennessee >F-4 23F
5 18 Spain - 14
6 268  Hungary **-6 19A
7 75 S. Africa A7 19A
8 185  S. Africa -8 6B
9 9 England *-9 14
10 20 CSR 10 14
11 175  CSR™A-11 19A
12 270  Finland ®3-12 6B
13 41 S. Africa A-13 19A
14 236  Taiwan '*-14 19F
15 242  Taiwan *¥-15 23F
16 173 Poland #¥-16 23F
17 384  Maryland ®-17 6B
18 67 Tennessee *-18 14
19 289 Columbia®-19 5
20 315 | Poland *®-20 6B
21 177 | Portugal '¥-21 19F
22 273 | Greece 5-22 6B
23 376  N. Carolina ®A-23 6A
24 377  Utah ¥B.24 35B
25 63 Sweden 225 15A
26 338  Colombia >-26 23F
27 217  Sweden 27 1
28 306  Sweden -28 1
29 615 USA'-29 1
30 193  Greece *'-30 21
31 180  Netherlands -31 3
32 230  Denmark -32 14
33 53 Netherlands 2-33 8
34 218 Denmark '*-34 12F
35 124  Netherlands '*-35 14
36 113 Netherlands '*¢-36 18C
37 199  Netherlands B-37 15B
38 205  Sweden *-38 4
39 191  Netherlands -39 TF
40 304  Sweden '-40 1
41 327  Portugal **-41 6A
42 344 Norwa¥ NT_42 NT
43 448 USA V.43 NT

(Tomado de: http://www.sph.emory.edw/PMEN ).




3. CARACTERISTICAS NUTRICIONALES Y DE CRECIMIENTO DE S. pneumoniae

3.1 REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES Y DE CRECIMIENTO DE

S. pneumoniae

S. pneumoniae es una especie bacteriana nutricionalmente exigente. Algunos de los
elementos que favorecen su crecimiento son el complejo de vitamina B (biotina, nicotinamida,
pantotenato, piridoxal, riboflavina y tiamina) y en especial la colina. De alli que, para su
crecimiento en el laboratorio se empleen diferentes medios suplementados con los productos
sanguineos tales como: el BHI (Brain-Heart-Infusion), Columbia, Tripticasa Soya, entre otros
(Gerhardt y col., 1994; Koneman y col., 2006, Murray y col., 2006).

S. pneumoniae es considerado un microorganismo anaerobio facultativo. Puede vivir en
presencia de oxigeno pero es incapaz de reducir totalmente los radicales toxicos del mismo,
por lo cual se desarrollamejor en presencia de una fuente de catalasa como las células rojas de
la sangre (WHO, 2003; Restrepo y col., 2005).

Ademas al neumococo se le considera microaerofilico, ya que algunas cepas (5-8%)
requieren de un 5% de CO2 para su crecimiento. Este microorganismo puede crecer en un
rango de temperatura entre 25° a 42°C, aunque lo ideal es cultivarlo a 35+2°C. (WHO, 2003;
CLSI, 2012).

Un elemento crucial para el desarrollo de S. pneumoniae es proporcionarle un pH 6ptimo
de 7,8 (rango de 6,5 a 8,3). Esta bacteria obtiene su energia a través de la fermentacion de
azlcares hasta producir lactato, provocando la acidificacion del medio y finalmente el
detenimiento del crecimiento. Ademds, en un medio altamente acido, el neumococo activara
sus autolisinas y dara origen a la muerte temprana de las bacterias. Se ha demostrado que la
adiciéon de glucosa en caldos de fermentacién tiene un efecto significativo sobre la
productividad de los polisacéridos capsulares, siempre que se ajusten los valores de pH a los
requerimientos de esta especie bacteriana (Brock y Madigan, 1993; Hoskins y col., 2001;
Moura y col., 2011).
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En la practica clinica y de investigacion, el caldo de enriquecimiento Todd Hewitt se
utiliza para la recuperacion de especies del género Streptococcus. Este caldo se encuentra
disponible comercialmente como un medio deshidratado para ser reconstituido en agua a un
pH 7,8+2. Entre sus componentes se incluyen la infusién cerebro corazon (0,31%), peptona
(2%), glucosa (0,2%), cloruro de sodio (0,2%), fosfato disédico (0,04%) y carbonato de sodio
(0,25%). Las fuentes nutritivas del medio de cultivo que estimulan el crecimiento microbiano
son la infusién cerebro corazén y la peptona, las cuales proveen nitrégeno, vitaminas y
aminoacidos. La glucosa es el hidrato de carbono fermentable, el cual produce acidos que son
neutralizados por las sales fosfato de sodio y carbonato de sodio (Todd y Hewitt, 1932;
MacFadin, 1985; CLSI, 2012).

3.2 LA CINETICA DE CRECIMIENTO

El crecimiento bacteriano se define como el aumento ordenado de todos los constituyentes
quimicos de la célula: Es un proceso complejo que supone la replicacion de todas las
estructuras y componentes celulares a partir de nutrientes exdgenos. Sin embargo, el
crecimiento de una-cé€lula‘individual y una poblacion es’diferente. En lo ‘que. se refiere al
crecimiento de células individuales, este consiste en el aumento del tamafio y peso de las
células que precede a la division celular. Esta division trae aparejada un aumento en el nimero
de células (proliferacion de la poblacion) y este puede ser cuantificado directamente (contando
el nimero de células), o indirectamente (midiendo la masa celular) (Joklik y col., 1994; Forbes
y col., 2002; Koneman y col., 2006).

En el laboratorio el crecimiento de las poblaciones bacterianas se realiza a partir de un
sistema de cultivo cerrado (sin entrada ni salida de los componentes del sistema), esta limitado
por el agotamiento de los nutrientes o bien por la acumulacion de productos toxicos del
metabolismo. La consecuencia es que el crecimiento al cabo de un cierto tiempo llega a
disminuir hasta detenerse. Este proceso se expresa graficamente en la denominada curva de
crecimiento, en la que se describen cuatro fases i) fase de latencia, ii) fase exponencial, iii)
fase estacionaria y iv) fase de muerte o deceso (Fig. 3) (Joklik y col, 1994; Forbes y col.,
2002; Koneman y col., 2006).
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Figura 3. Curva de crecimiento bacteriano (Tomado de: Forbes y col., 2002).

En la fase de latencia existe un aparente reposo en el que las células sintetizan las enzimas
necesarias para la actividad metabélica que deben llevar a cabo. Cuando se hacen mediciones
del nimero de células en distintos tiempos dentro de esta fase, el valor no cambia
sustancialmente. En cambio, interiormente las células trabajan activamente adaptando el
equipo enzimatico al medio de cultivo. La bacteria se prepara para hacer uso de los nutrientes
que este medio le aporta, por lo tanto es la fase de adaptacion al medio, con aumento de la
masa celular pero no del nimero de células. Pasado este periodo, el cultivo entra en una fase
de crecimiento maximo del numero de células denominada fase exponencial. Durante esta
fase, la velocidad de crecimiento depende del tipo de microorganismo y de diversos factores
ambientales como temperatura, pH, oxigenacion, entre otros (Joklik y col., 1994; Forbes y

col., 2002; Koneman y col., 2006; Murray y col., 2006).
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Seguidamente, la velocidad de crecimiento comenzara a disminuir hasta hacerse nula y
alcanzar la fase estacionaria, la cual se desarrolla debido a cambios en la composicion y
concentracion de nutrientes. Esta fase se presenta por agotamiento del suministro de algin
nutriente esencial o por acumulacion de productos metabolicos que sean toxicos. También
puede deberse por la disminucion de la oxigenacion o cambios en las condiciones de pH del
medio de cultivo (acidificaciéon o alcalinizacion). En esta fase se equilibran el nimero de
células nuevas con el numero de células que mueren (Forbes y col., 2002; Koneman y col,,
2006; Murray y col., 2006).

Finalmente, el cultivo entra en la fase de declinacion, en la que el nimero de células que
mueren se va haciendo mayor que las células nuevas. La pendiente de esta fase puede ser mas
o menos pronunciada de acuerdo al tipo de microorganismo. Asi por ejemplo, se observan
pendientes menos bruscas cuando el microorganismo presenta alguna forma de resistencia
como la formacion de esporas y/o glicocalix (Joklik y col, 1994; Forbes y col., 2002;

Koneman y col., 2006, Murray y col., 2006).

En el caso particular.de S..pneumoniae, los eventos relacionados con la.cinética de
crecimiento han sido escasamente estudiados. A ese respecto, Finkle, en 1931, evaluo la
respiracion y fermentacion de glucosa en cepas de los serotipos I, II y III y concluyé que
existia un comportamiento diferente frente a estos procesos entre las cepas de neumococo

estudiadas.

Por su parte, Bittig y col, en 2006 examinaron el crecimiento de diversos serotipos
capsulares de neumococo entre las fases de latencia y exponencial. Los resultados mostraron
variaciones importantes en el crecimiento entre cepas de esta especie bacteriana, y que los
neumococos con serotipos colonizadores tenian un crecimiento in vifro mayor que los
serotipos invasivos. Estos autores sugieren que el potencial de una cepa neumocdcica para
colonizar o producir enfermedad invasiva podria estar relacionado con su capacidad de

crecimiento in vitro.
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3.3 METODOS PARA LA EVALUACION DEL CRECIMIENTO BACTERIANO

El crecimiento bacteriano se evalia haciendo mediciones sucesivas en tiempos
determinados de la poblacion en estudio. Existen diversas formas de calcular la poblacién
bacteriana, entre ellos destacan: - el conteo microscopico directo, - €l conteo de células vivas y
— la medicidn de la densidad bacteriana por turbidimetria (Joklik y col, 1994; Forbes y col,
2002).

El conteo microscdpico directo es una técnica comun, rdpida y econémica que utiliza un
equipamiento ficilmente disponible en un laboratorio de microbiologia. Este procedimiento
consiste en contar con un microscopio la cantidad de células presentes en un volumen
determinado. Para estos recuentos se utilizan generalmente cdmaras de recuentos (cdmara de
Neubaver). Una de las mayores ventajas de esta técnica es que brinda informacion adicional
sobre el tamafio y la morfologia de las células contadas. Para contar células provenientes de un
medio liquido la muestra puede utilizarse directamente, mientras que, en el:.caso de células
procedentes de medios solidos, debe prepararse una dilucion de la misma para ser
contabilizada (Joklik'y col.;1994; Forbes y col., 2002).

El conteo de células viables es un método que se basa en el recuento de los
microorganismos capaces de formar colonias en medios sélidos. En este procedimiento se
determinan sélo las células microbianas viables en las condiciones de trabajo predeterminadas
(nutrientes, atmodsfera, temperatura, entre otros). Para ello, se siembra una cantidad conocida
de la suspension bacteriana en un medio solido. La bacteria se multiplicara formando colonias
visibles a simple vista, las cuales pueden ser contadas y se denominan unidades formadoras de

colonias (UFC) (Joklik y col., 1994; Forbes y col., 2002).

La turbidimetria permite estudiar el crecimiento bacteriano y hacer un seguimiento del
mismo a través del tiempo. Este método es rapido, reproducible, no destructivo y econdomico
para monitorizar el crecimiento de cultivos microbianos (Bajaj y col., 1991; Baumgart, 1992;
Neumeyer y col., 1997; Presser y col., 1998). Con la turbidimetria, la concentracion de la
masa celular se mide en densidades Opticas (DO) o absorbancias. Para ello, pequefias

cantidades de medio de cultivo se colocan en placas de poliestireno y se obtienen las DO en el
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espectrofotometro. Esta técnica se basa en el hecho de que particulas pequeiias difractan la luz,
dentro de ciertos limites, de manera proporcional a su concentracion. Entonces, cuando un haz
luminoso pasa a través de una suspension bacteriana, la reduccion en cantidad de luz
transmitida, se utiliza como una medida de la masa bacteriana presente (Fig. 4) (Joklik y col.,
1994; Gerhadt y col.,, 1995; Forbes y col,, 2002).

Placa de
poliestireno

Lampara

Nicroplaca

L T E Espectrofotémetro

Absorbancia a cualquier longitud de onda

Figura 4. Esquema del funcionamiento de Ila turbidimetria (Tomado de:

http://www.calibracion.com. mx/espectrofotometro.html).
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4. BIOPELICULAS

4.1 GENERALIDADES DE LAS BIOPELICULAS

Las biopeliculas son ecosistemas microbianos constituidos, por uno o varios
microorganismos adheridos a una superficie viva o inerte, con caracteristicas funcionales y
estructurales complejas, tales estructuras son consideradas la forma mas exitosa de
colonizacion, son ubicuas en la naturaleza y responsables de muchas enfermedades. Las
bacterias que forman parte de una biopelicula exhiben un fenotipo alterado con respecto a sus
equivalentes de vida libre o planctonica, en cuanto a su tasa de crecimiento y patrones de

expresion génica (Costerton y col,, 1995; Nazar, 2007; Castrillon y col., 2010).

La formacion de las biopeliculas se produce en superficies bidticas y abidticas en
respuesta a diferentes condiciones ambientales tales como: la disminucién o aumento de la
disponibilidad de nutrientes y de hierro, cambios en la osmolaridad, el pH; la tensién de
oxigeno y la temperatura. Otro factor importante que influye en la produccion de biopelicula
es la existencia de componentes de transferencia que.comunican las sefiales ambientales al
interior del microorganismo, lo cual permite la expresion de proteinas que favorecen la
adaptacion de las bacterias a la nueva situacion ambiental, transformando el crecimiento de

fase planctonica al desarrollo en fase sésil (Castrillon y col., 2010; Lopez y col., 2010).

Por otra parte, se ha descrito que las biopeliculas formadas por multiples especies,
proporcionan una asociacion entre organismos metabolicamente cooperativos, que facilita el
cambio de sustratos y la distribucion de productos metabolicos. Asimismo, la cercania entre
las células facilita la transferencia horizontal de genes, plasmidos o fagos, lo cual es
importante para favorecer la diversidad genética de las comunidades microbianas naturales.
Esto se lleva a cabo a través de una comunicacion entre los microorganismos, el cual se ha
denominado quorum sensing. Este sistema involucra la regulacion y expresidn de genes
especificos a través de moléculas de sefializacion que median la comunicacion intra e
intercelular y es dependiente de la densidad celular que exista (Castrillon y col., 2010; Lopez y
col, 2010).
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Hasta el momento, se ha descrito que los microorganismos bacterianos asociados a las
biopeliculas colonizan una amplia variedad de tejidos naturales, dispositivos médicos e
implantes artificiales. Asimismo, se ha considerado que las biopeliculas estan involucradas en
mas del 60% de las enfermedades infecciosas e inflamatorias cronicas incluyendo la
periodontitis, la otitis media, sinusitis, amigdalitis, endocarditis, ulceras gastrointestinales,
infecciones del tracto urinario e infecciones pulmonares en pacientes con fibrosis quistica,

entre otras (Reisner y col., 2005; Sauer y col., 2007; Lewis, 2008; Jensen y col., 2010).

La importancia de las biopeliculas en la microbiologia clinica, radica significativamente
en la disminucién de la susceptibilidad a los antimicrobianos que presentan las bacterias que
adoptan este fenotipo y a su mayor capacidad para evadir los sistemas de defensa del
hospedador (Reisner y col., 2005; Sauer y col., 2007; Lewis, 2008; Jensen y col., 2010). La
mayoria de las infecciones humanas asociadas a este modo de crecimiento bacteriano estan

causadas por sistemas monoespecie, siendo €stos los mas estudiados (O'Toole, 2004).

Asimismo, las bacterias que constituyen las biopeliculas han demostrado tener la
capacidad de resistir a los.antibiéticos y biocidas en concentraciones de-100 a 1000 veces
mayores que las bacterias en fase planctonica (El-Azizi y col, 2005). Esta mayor resistencia
se ha atribuye a la dificultad que podrian tener los agentes antimicrobianos de penetrar a los
estratos mas profundos de la biopelicula, a la disminucion del metabolismo bacteriano asi

como a la generacion de células persistentes (Anderson y O'Toole, 2008).
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4.2 FORMACION DE LAS BIOPELICULAS

La formacion de las biopeliculas ocurre como un proceso continuo de acuerdo con varias
fases de desarrollo i) acondicionamiento, ii) adhesion, iii) sintesis de matriz extracelular, 1v)
maduracion y v) dispersion, lo que conlleva a la formacion de una estructura uniforme en
forma de depésitos homogéneos y acumulaciones celulares viscosas rodeadas de una matriz de
polimeros que forman canales para la circulacién de agua y nutrientes (Castrillon y col., 2010;
Lopezy col 2010).

i) Fase de acondicionamiento

Durante la fase de acondicionamiento, los componentes organicos del medio ambiente o
de los tejidos bien sea bidtico o abidticos, forman una cubierta que neutraliza la carga aniénica
excesiva de la superficie, dando inicio a la fase de adhesion. Es importante resaltar que la
interaccioén inicial entre las bacterias yrsuperficies inertes, como material protésico, puede
ocurrir tanto en un material virgen como en un material cubierto con macromoléculas
derivadas del hospedador (Vila y col., 2008).- Las macromoléculas de fluidos corporales se
adsorben extremadamente rapido sobre los materiales implantados en el cuerpo formando una

pelicula condicionante (Gorman y Jones, 2003).

ii) Fase de adhesion

Los microorganismos libres o conocidos como en estado plancténico, forman una capa
que se adsorbe a la superficie por periodos cortos. Este fendmeno es conocido como fase de
adhesion y ocurre pasivamente por movimiento browniano y simple sedimentacién o por
movimiento activo de bacterias flageladas, 1o que permite el establecimiento de interacciones

fisicas y electrostaticas entre la superficie bacteriana y el sustrato (Lindsay y von Holy, 2006).

Por otra parte, los microorganismos en suspension se agregan y ocurre la adhesion de las
células bacterianas de forma reversibles a la superficie condicionada, bien sea de la misma
especie 0 multiespecie (co-agregacion), este proceso es favorecido por varios componentes

bacterianos como los pili, flagelos y polimeros superficiales como ¢l lipopolisacirido en
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bacterias gramnegativas. En el caso de bacterias grampositivas no moéviles, son las proteinas
de superficie las que intervienen en los procesos de adhesion venciendo las fuerzas de
repulsion. Las propiedades fisico-quimicas de la superficie pueden ejercer gran influencia en
el grado y extension de la adhesion, los microorganismos se adhieren mas rapidamente a
superficies hidrofobas, no polarizadas como plasticos, en comparacidn con superficies
hidrofilicas como el vidrio o el metal (Nazar, 2007; Castrillon y col, 2010; Loépez y col,,
2010).

iii) Sintesis de matriz extracelular

El cambio desde la adhesion reversible a irreversible se produce por la transicion desde
una interaccion débil de la célula con el sustrato hasta un enlace permanente, frecuentemente
mediado por la presencia de polimeros y apéndices extracelulares. Una vez que se logra la
adhesion, las células se dividen y colonizan la superficie hasta formar microcolonias. Este
proceso es muy importante, pues cuando se alcanza una densidad celular limite, la
concentracion de moléculas autoinductoras liberadas al medio extracelular alcanzan el nivel
umbral y se' establece la. regulacion de la formacion de la biopelicula mediante la
comunicacion célula a célula (quorum sensing) (Herrera, 2004; Lasa y col., 2005; Castrilléon y
col,, 2010; Lopez y col,, 2010).

Bajo estas circunstancias, los microorganismos que forman la biopelicula comienzan a
secretar sustancias poliméricas extracelulares (ESP) las cuales se sintetizan para constituir la
matriz de la biopelicula 0 mejor conocida como matriz extracelular o glucocalix. La
composicion de estas sustancias suelen ser polisacaridos extracelulares que varfan desde
alginato en Pseudomonas aeruginosa, celulosa en Salmonella typhimurium, rico en galactosa
en Vibrio cholerae y poli-N-acetilglucosamina en Staphylococcus aureus (Herrera, 2004, Lasa
y col., 2005; Castrillon y col., 2010; Lopez y col., 2010).

En muchas especies, esta matriz extracelular es predominantemente anidnica y crea un
sistema eficiente para atrapar y concentrar nutrientes esenciales y minerales del entorno, lo
que le aporta cierto grado de proteccion contra amenazas del ambiente que lo rodea como

biocidas, antibidticos, anticuerpos, surfactantes, bacteridofagos y predadores externos como los
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leucocitos. Esencialmente este biopolimero crea un ambiente tridimensional que rodea, ancla y
protege las bacterias unidas, generando una colonizacion irreversible (Herrera, 2004; Lasa y
col, 2005; Castrillon y col., 2010; Lopez y col., 2010).

iv) Maduracion de la biopelicula

La siguiente etapa del desarrollo de la biopelicula corresponde a la maduracion que da
como resultado una arquitectura compleja, con canales, poros y redistribucion de bacterias en
el sustrato. La densidad global y la complejidad de la biopelicula aumenta a medida que los
organismos adheridos se replican, mueren y los componentes extracelulares de las bacterias
interactian con las moléculas organicas e inorganicas presentes en el medio ambiente

circundante (Lindsay y von Holy, 2006).

v) Dispersion

Finalmente, después de la maduracion de la biopelicula, ocurre la dispersién por células
aisladas o en conglomerados que colonizan nuevas superficies y se inicia un nuevo ciclo de
formacion de biopeliculas. Existen diferencias en las caracteristicas de las células que se
desprenden, ya que las células sésiles (adheridas) pueden conservar la funcionalidad de la
biopelicula como lo es la resistencia a antibidticos, en cambio, las células aisladas pueden
tener el fenotipo planctonico (libre) y ser susceptible a los mecanismos de defensa del
hospedero (Fig. 5) (Lindsay y von Holy, 2006).

Inicialmente se pensé que ese proceso era pasivo y dependiente de las fuerzas de arrastre
del medio, pero diferentes estudios sugieren que la dispersion es un proceso activo y
estrictamente regulado por las células adheridas (Lindsay y von Holy, 2006). Asimismo, las
condiciones ambientales interfieren en la dispersion de la biopelicula entre esas se incluyen la
disponibilidad de nutrientes, niveles de oxigeno, pH y la presencia de determinados

compuestos quimicos (Goller y Romeo, 2008).
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Figura 5. Etapas de formacién de la biopelicula. i) Acondicionamiento, ii) Adhesion, iii) Sintesis

de matriz extracelular, iv) Maduracién y v) Dispersion (Tomado de: Balaban y col., 2007).
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5. BIOPELICULAS EN S. pneumoniae

La formacion de biopelicula en S. pneumoniae, se describi6 recientemente y poca es la
literatura que existe sobre este mecanismo de virulencia, sin embargo se relaciona con los
procesos de colonizacién y produccion de enfermedad. Estudios recientes, han demostrado la
asociacion de este microorganismo y la produccion de biopelicula en algunas enfermedades
neumococcicas crdénicas. Se han detectado cepas de S. prneumoniae asociadas a este
exopolisacarido, en la superficie de las adenoides, asi como en la mucosa nasofaringea de
nifios con infecciones recurrentes y cronicas de senos paranasales y del oido medio (Hall-
Stoodley y col., 2006; Sanderson y col., 2006; Coates y col., 2008; Hoa y col., 2009; Nistico y
col.,, 2011). De igual forma, se ha puesto de manifiesto la presencia de biopeliculas en los

pulmones de ratones infectados con neumococo (Sanchez y col., 2010).
5.1 MATRIZ EXTRACELULAR DE LA BIOPELICULA DE . pneumoniae

Las células bacterianas en una biopelicula estan embebidas en una matriz extracelular que
esta compuesta por diversas.sustancias poliméricas, incluyendo exopolisacaridos, proteinas,
acidos nucleicos y lipidos. Esta matriz determina la arquitectura tridimensional de la
biopelicula y proporciona la integridad estructural y la cohesion del mismo. Ademas, las
sustancias poliméricas también contribuyen a: - la resistencia a los antimicrobianos evitando la
penetracion del fairmaco a los estratos mas profundos de la biopelicula, - la defensa frente al
hospedero ya que impide la fagocitosis por parte del sistema inmune, - la acumulaciéon de
nutrientes del medio ambiente y - la eliminacién de material celular. Por otra parte, la
presencia de ADN en la matriz extracelular facilita la transferencia horizontal de genes entre

las células embebidas en la biopelicula (Flemming y Wingender, 2010).

Actualmente, se ha demostrado que la presencia de ADN y de proteinas extracelulares o
expuestas en la superficie bacteriana son elementos importantes de la matriz extracelular de la
biopelicula de S. pneumoniae, necesarios tanto para la adhesiéon inicial como para el
mantenimiento de la biopelicula. De hecho, durante la formacidon de este exopolisacarido, la

adicion de ADNasa 1 y/o proteasas genera un efecto inhibidor y/o desintegrador de la
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estructura de la biopelicula (Hall-Stoodley y col., 2008; Moscoso y col., 2009; Carrolo y col.,
2010).

Moscoso y col, en 2009 estudiaron la formacion de biopeliculas en neumococo sobre
superficies abidticas como poliestireno y vidrio, revelando que este microorganismo forma
estructuras tridimensionales de aproximadamente 25-30 pm de espesor. Tales resultados
fueron obtenidos en observaciones con microscopio confocal de barrido laser (CLSM) y con

microscopio electronico de barrido a bajas temperaturas.

El estudio mencionado anteriormente, mostr6 detalles importantes acerca de la estructura
de las biopeliculas en neumococo. Observando la presencia de pequefios canales que
separaban las microcolonias y agrupaciones bacterianas que adoptaban formas semejantes a
panales de abeja (Fig. 6 y 7). Presumiendo que tales estructuras proporcionarian estabilidad
mecanica a la biopelicula neumocdcica y podria servir como un importante factor de
virulencia, ayudando a mantener a las bacterias protegidas del sistema inmune del hospedador
(Schaudinn y col., 2007, Moscoso'y col., 2009).

Figura 6. Imagen tomada con el microscopio confocal de barrido liser donde se evidencia la
viabilidad de una biopelicula de S. pneumoniae R6. Las bacterias viables se observan con
fluorescencia en verde y las no viables con fluorescencia en rojo (Tomado de: Moscoso y col.,

2009).
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Figura 7. Imagen de microscopia electrénica de barrido a bajas temperaturas de una biopelicula
de S. pneumoniae. a) Estructuras de biopelicula en forma de panal producida por S.
pneumoniae. b) Detalle de la zona de la biopelicula en las que las células bacterianas estin en el

interior de una estructura de panal (Tomado de: Moscoso y col., 2009).

5.2 REGULACION DEL PROCESO DE FORMACION DE
BIOPELICULA EN S. pneumoniae

La formacion de biopelicula por S. pneumoniae es regulada a través de una sefial
peptidica, que interviene en la competencia bacteriana durante el proceso de transformacion.
Este péptido activador denominado Factor de Competencia o Péptido Estimulador de la
Competencia (CSP por sus siglas en inglés), es un péptido de 17 aminoacidos, que se produce
por la escision proteolitica de otro péptido precursor de 41 aminodcidos. En los neumococos
la competencia no es constitutiva, sino que estd regulada por los productos génicos del operén

com (Kleerebezem y col., 1997; Cvitkovitch y col., 2003; Moscoso y col., 2009).

Este operon contiene tres genes, el gen comC, comD y comE, directamente implicados en
la regulacion de la competencia. El gen comC codifica la feromona peptidica o autoinductora
CSP (induce la transformacion genética), el cual es polimoérfico y posee dos variantes alélicas
el comCI y com(C2, lo que genera dos ferotipos el CSP-1 y el CSP2, respectivamente (Martin
y col,, 2000; Vestrheim y col., 2011).
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El gen comD codifica una proteina transmembranal denominada histidina quinasa
(ComD) y el gen comE media la produccion de una proteina que funciona como un regulador
transcripcional (ComE). A esta altima proteina se le atribuye dicha funcion debido a que
media la expresion de los productos ComCDE, ComAB y ComX. Existe otro operon
denominado comAB (producto ComAB), que codifica un casete ATP transportador (ComA) y
una proteina accesoria a ComA (ComB), regulada por los productos secretores ComA y
ComB. Estas proteinas accesorias estan involucradas en el procesamiento y secrecion del
péptido CSP (Martin y col., 2000; Cvitkovitch y col., 2003).

La figura 8, representa un esquema del desarrollo de la competencia en el neumococo y de
los genes implicados en ese proceso. El péptido CSP (codificado por comC) es activado y
luego secretado por el sistema de transporte ComAB al exterior de la célula, este ciclo se
repite hasta alcanzar un umbral que es percibido por el receptor de CSP (Havarstein y col.,
1997; Whatmore y col., 1999).

Com-especifico ARN polimerasa

comCDE l
Genes finales en la competencia ————a—@—————
com-box
(TACGAATA)

e 2l

CelAB, ComF
-~ Cgl
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Figura 8. Esquema simplificado del desarrollo de la competencia en S. pneumoniae (Tomado de:
Cvitkovitch y col., 2003).

La proteina ComD, unida a la membrana citoplasmatica actia como el receptor del CSP,
que a su vez activa a ComE por transferencia de un grupo fosfato al médulo receptor
conservado de este regulador de respuesta. De igual manera, activa al regulador comX, un
modulador de la transcripcion global, que actiia como un factor sigma alternativo. Este factor
sigma inicia la transcripcion de operones especificos de la competencia implicados en la
captacion de ADN y la recombinacidn mediante el reconocimiento de un com-box que
comparten una secuencia consenso no habitual en sus regiones promotoras (TACGAATA).
(Cheng y col., 1997; Cvitkovitch y col., 2003; Luo y Morrinson, 2003). La homeostasis de
este mecanismo es dado por un segundo sistema regulador de dos componentes, CiaH-CiaR, el
cual afecta al desarrollo de la competencia mediante la regulaciéon negativa comCDE

expresion (Cvitkovitch y col., 2003).

Por ofra parte, s¢ ha demostrado que el sistema de quérum puede influir en la produccion
de biopeliculas en especies del género Streptococcus. Este hecho fue demostrado en cepas
mutantes de Streptococcus gordonii portador del transposén Tn916, donde se observo la
produccion defectuosa de biopelicula debido a una alteracion en el gen comD por la insercion
del transposon. El gen comD codifica la proteina transmembranal histidina quinasa receptora
del péptido autoinductor CSP necesaria para la competencia (Li y col, 2002; Cvitkovitch y
col, 2003). Asimismo, se ha demostrado que la inactivacién de cualquiera de los genes que
codifican los componentes del sistema ComCDE en cepas de Streptococcus mutans genera
biopeliculas defectuosas. En particular, al deleccionar el gen comC, la cepa mutante es incapaz
de producir o secretar el péptido sefial (CSP), formando una biopelicula que carece de
arquitectura, mientras que los mutantes con alteracion en el gen comD generan biopeliculas
con disminuciéon en la biomasa, en vista de que existe una modificacion en la proteina
transmembranal, encargada de reconocer el péptido sefial. Este hecho demuestra que la
percepcion de quorum para la competencia estd asociado con la produccion de biopeliculas en

cepas del genero Streptococcus (Cvitkovitch y col., 2003).
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5.3 LAS BIOPELICULAS Y LA TRANSFORMACION EN S. pneumoniae

La transferencia horizontal de genes mediada por la transformacion es critica para la
evolucion bacteriana. Esta facilita y acelera la aparicion de nuevos rasgos de virulencia y
permite la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos. La transformacion genética es
un proceso a través del cual una célula capta ADN extracelular que se encuentra en el medio
circundante y lo incorpora en su citoplasma. Eventualmente, el ADN exdgeno se combina con
el ADN cromosOémico, agregando la nueva informacion genética (Lorenz y Wackernagel,
1994; Koneman y col., 2006; Murray y col., 2006).

La primera demostracion de la existencia de la transformacion bacteriana fue a través de
un experimento in vivo, realizado en 1928 por el bacteridlogo inglés Fred Griffith. Este
investigador inoculé cepas de S. pneumoniae avirulentas (formas R) y virulentas (formas S)
muertas por calor, en ratones sanos. Luego, los ratones enfermaron y murieron, por lo que,
Griffith concluy6 que las formas R avirulentas habian adquirido la capacidad de virulencia de
las formas'S. A este proceso se le denominé transformacion (Fig. 9) (Lorenz y Wackernagel,
1994; Marks 'y col., 2012). .Finalmente, en 1944 Oswald Avery y sus colegas en el Instituto
Rockefeller en Nueva York, demostraron que el principio transformador descrito por Griffith
era el ADN (Morison, 1997).

La transformacién no es un rasgo presente en todas las cepas de neumococo, sino que
existen cepas que son naturalmente no competentes. La competencia es regulada estrictamente
por el mecanismo de quorum sensing. Al parecer, la presencia de capsula tiene una influencia
importante en la transformacion, ya que, en las cepas sin capsula la competencia es mas
comun que en las cepas capsuladas (Morison, 1997). De igual manera, las cepas de laboratorio
avirulentas e hipercompetentes descendientes de los experimentos originales de Avery, son
mas competentes que los aislados clinicos. Por tal motivo, en los experimentos de
transformacion artificial, se induce la competencia con el uso de altas concentraciones del CSP
(Marks y col., 2012; Wei y Havarstein, 2012).
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Es posible que la dificultad para lograr la transformacion en cepas clinicas se deba a
defectos en la secrecién del CSP o, a la captacion del mismo dentro de los polisacaridos
capsulares. Las dificultades para la transformacion también podrian estar relacionadas con la
existencia de dos variantes alélicas del CSP (CSP-1, CSP-2). Las cepas con una variedad
alélica constituyen un ferotipo que, al parecer, solo establece transferencia genética con cepas
del mismo ferotipo (Lorenz y Wackernagel, 1994; Morison, 1997; Whatmore y col., 1999;
Wei y Havarstein, 2012).

Durante la colonizacion nasofaringea, los neumococos se organizan en comunidades
multicelulares, encerradas en una matriz polimérica de producciéon propia. Los estudios
epidemiologicos sugieren que entre las cepas de neumococos que colonizan la nasofaringe, se
realiza la mayor transferencia horizontal de genes de resistencia y de serotipo capsular.
Aunque la transferencia horizontal de genes se asocia principalmente con la colonizacion por
neumococos, poco se ha hecho para abordar el papel del medio ambiente, el proceso de
enfermedad y otros factores que podrian afectar la eficiencia de la transformacion en S.

pneumoniae (Marks y col., 2012).
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Figura 9. Experimento de transformacion llevado a cabo por Griffith en el aiio 1928. (Tomado

de: http://www.bionova.org.es/biocast/documentos/temal9.pdf ).
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6. METODOLOGIA PARA EL ESTUDIO DE LAS BIOPELICULAS

Existe una gran cantidad de condiciones experimentales que favorecen la formacion de las
biopeliculas. Como consecuencia de la diversidad de técnicas y de microorganismos como
objeto de estudio, ademas de la necesidad de reproducibilidad de los experimentos entre
distintos laboratorios. Se han empleado en la investigacion principalmente cuatro sistemas
generales: 1) cultivos continuos asociados a visualizaciones por microscopia confocal
(reactor), ii) cultivos estaticos en placas poliestireno, iii) obtencién de biopeliculas flotantes en
interfase liquido-aire y iv) visualizacion de la morfologia de colonias en la superficie de

medios sélidos (Branda y col., 2005).

El aumento en el conocimiento de las biopeliculas ocurre paralelamente a la
implementacion de nuevos métodos de estudio. Actualmente, los métodos mas utilizados
comprenden técnicas de observacion directa con la visualizacién microscopica de la
biopelicula o técnicas de jobservacién indirecta con método convencional de recuentos

bacterianos o el uso de indicadores de metabolismo (Donlan'y col., 2002).

Las técnicas que se basan en la observacion directa de la adherencia y colonizacién
microbiana utilizan microscopios opticos, confocales o electronicos, permitiendo evaluar las
caracteristicas estructurales de las biopeliculas. Los primeros consisten en la opcién mas
antigua y asequible para estudio del exopolisacarido y es considerada una de las mas versatiles
pese a que presente limitaciones como la necesidad de tincion y/o fijacion de las muestras y
consecuente muerte de los microorganismos, produccion de artefactos e imposibilidad de

estudiar la estructura tridimensional de la biopelicula (Christensen y col., 2000).

La microscopia confocal suprime varias de las limitaciones de la microscopia Optica, los
microscopios confocales combinan la iluminacion laser, las imagenes, el uso de objetivos
apocromaticos y el procesamiento de las imagenes por ordenador, que genera reconstrucciones
tridimensionales del espécimen visualizado. De esta manera se puede estudiar la arquitectura
de la biopelicula, las interacciones entre las bacterias y la superficie, y con el uso combinado
de determinados marcadores se evidencia y se cuantifica el contenido de células viables o

componentes de la matriz celular in situ (Christensen y col., 2000).
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La microscopia electronica puede ser de transmision y de barrido, en ambos casos se
necesita la preparacion previa de las muestras, lo que podria generar artefactos o distorsiones
en la estructura normal de una biopelicula. Por otra parte, destruye los microorganismos y no
proporcionan informaciones sobre la viabilidad celular, sin embargo es util para observar la
estructura de la biopelicula. Aunque presenta dichas limitaciones, el microscopio electronico
de barrido permite la cuantificacién de microorganismos adheridos a superficies opacas como
plasticos, metales, ceramicas o catéteres, lo que seria dificil realizar por los otros métodos. A
pesar de las grandes ventajas que ofrece el uso de la microscopia electronica, esta técnica no
se usa comunmente por su alto costo en reactivo, equipos y la necesidad de un personal

altamente calificado (Christensen y col., 2000).

Por otra parte, los métodos indirectos permiten la cuantificacién de microorganismos
adheridos a superficies por su retirada en etapas abrasivas con rascados, agitacién o sonicacion
de los materiales y posterior diluciéon y recuentos bacterianos. Las principales limitaciones
residen en el hecho de que esas técnicas no permiten el analisis de la estructura de la
biopelicula. Las etapas abrasivas podrian arrojar resultados falsos, debido a la disminucion del
numero de células viables tomando.en consideracion de.que no todos:los microorganismos:de

la biopelicula son cultivables (Lindsay y von Holy., 2006).

La utilizacion de tinciones y de indicadores metabolicos se presenta como alternativa
viable para el estudio y cuantificacion de la formaciéon de biopeliculas por diversos
microorganismos (Christensen y col, 2000). Estos ensayos son ejecutados en placas de
poliestireno para determinar tanto la biomasa total (matriz, células vivas y muertas),
componentes especificos de la matriz por su tincién o para la cuantificacion de viabilidad

(Peeters y col., 2008).

Los estudios que miden la biomasa total tienen limitaciones en los analisis de disrupcién
de biopeliculas, en vista de que no permiten la diferenciacion entre células viables y muertas,
lo que dificulta la evaluacion de la accion de antimicrobianos contra las bacterias asociadas a
la biopelicula. Para la discriminacion entre células viables y muertas se emplean técnicas que
cuantifican la actividad metabolica con tinciones vitales como las sales de tetrazolio, diacetato

de fluoresceina y resazurina o azul de alamar (Peeters y col., 2008).
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El uso del azul de alamar fue descrito por Drummond y Waigh en el afio 2000 y desde
entonces viene siendo modificado, con el objetivo de mejorar su precision y aplicabilidad en la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de diversos compuestos (Sarker y
col., 2007). Este método permite determinar la viabilidad en sistemas de cultivo plancténico o
sésil, por lo que se considera un método fiable, reproducible y con una excelente correlacion
con la determinaci6n de los recuentos bacterianos. Las principales limitaciones del método son
la sensibilidad del colorante-vital a la luz y al calor y alto costo. Sin embargo, son condiciones

facilmente controlables en el laboratorio (Pettit y col., 2005).

En orden general, la comunidad cientifica se ha abocado a utilizar una variedad de
enfoques para desarrollar in vitro las biopeliculas de patégenos humanos con la finalidad de
obtener una herramienta adecuada que simule el ambiente de la infeccion in vivo. En 1997, se
describi6 el primer sistema in vitro para el estudio de las biopeliculas de neumococo, y su
vinculacion con la susceptibilidad a los antimicrobianos y se basé en el uso de filtros de
celulosa llamados Sorbarods (Budhani y Struthers, 1997). Para el afio 2001, el crecimiento de
neumococo se realizd sobre filtros Sorbarod ¢n un sistema de cultivo continuo para‘imitar las

condiciones que se producen durante la'colonizacion nasofaringea (Waite y col., 2001).

Mas recientemente, se han desarrollado reactores biologicos para poder estudiar asi el
proceso de formacion de biopelicula in situ en tiempo real (Donlan y col., 2004; Goeres y col.,
2005). Del mismo modo, se ha utilizado un sistema de cultivo continuo a través de una celda
de flujo para describir la adaptabilidad de S. pneumoniae a multiples fenotipos a lo largo del
desarrollo de la biopelicula. A pesar de las ventajas que ofrecen estas técnicas para la
visualizacion y cuantificacion de las biopeliculas, poseen desventajas en vista del alto costo de
los equipos, su mantenimiento, los reactivos a utilizar, asi como la necesidad de un personal

calificado para maniobrarlo (Allegrucciy col., 2006).

El sistema estitico para la produccién de biopelicula mas empleado, reproduce el
crecimiento bacteriano en medios liquidos sobre placas de poliestireno. Este sistema permite
evaluar el efecto de diversos factores ambientales en el desarrollo de las biopeliculas y la
deteccion rapida de mutantes defectivos en su formacion (Moscoso y col., 2006; Mufioz y col.,

2008). En esta técnica la formacion de biopelicula es detectada con el uso de colorantes y la
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medicion de densidades Opticas por espectrofotometrias. Las densidades Opticas expresan la
cantidad de exopolisacarido formado, asi como la masa de células embebidas en la
biopelicula. Este método es relativamente mas economico, facil de realizar y reproducible en

comparacion con las técnicas descritas previamente (Pitts y col., 2003).

Otro aspecto a considerar para la formacién de biopelicula, son los medios de cultivos y/o
requerimientos nutricionales de cada microorganismo en particular. Asi, por ejemplo, la
adicion de glucosa favorece la produccion de biopelicula en algunas especies de
Staphylococcus, Streptococcus, entre otras. A ese respecto, se cree que existen regiones de
consenso de la familia de reguladores transcripcionales como en el caso de araC/xylS en los
Staphylococcus, regulador que modula la formacion de biopelicula en respuesta a la glucosa
(Limy col., 2004).
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MATERIALES Y METODOS

1. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS DE LAS CEPAS BACTERIANAS

Se analizé una coleccion delS cepas de S. preumoniae obtenidas durante un estudio de
colonizacion de nifios menores de 5 afios, realizado en el Municipio Libertador de la Ciudad
de Mérida del estado Mérida, entre Enero y Agosto de 2007 (Quintero, 2011). El aislamiento y
la identificacion de las cepas, asi como la determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) a los antimicrobianos fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia
Molecular de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la Universidad de Los Andes,
siguiendo los lineamientos de la Organizacion Mundial de la Salud (2003), asi como las
recomendaciones y puntos de corte sugeridos por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012).

Por otra parte, la serotipificacion y los estudios moleculares de las cepas se llevaron a
cabo en el Laboratory of Pediatric Infectious Diseases UMC, Saint Radboud, Nijmegen,
Holanda y en el Centro Nacional de Referencia para los Estreptococos, Alemania (Quintero y
col, 2011). El resto de los estudios fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia

Molecular de la facultad de Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes.

La identificacion genética de las cepas de S. prneumoniae se realiz6 mediante la deteccion
del gen /yt4, a partir de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR del inglés "polymerase
chain reaction”) utilizando los oligonucleotidos, mezcla de reactivos y condiciones de
amplificacion descritos por Nagai y col., (2001). La relacion de las cepas en estudio con los
clones internacionales de neumococo se exploré6 mediante la técnica de secuenciacion de
multiples locus (MLST del inglés "multi-locus sequence typing") el cual fue realizado
siguiendo las instrucciones de Enright y Spratt, (1998). Luego los tipos de secuencias (ST) y
los clones internacionales fueron identificados comparando las secuencias obtenidas por

MLST con la base de datos disponible en la pagina web de la red epidemiolégica molecular
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del neumococo (PMEN del inglés “Pneumococcal Molecular Epidemiology Network")
http://spneumoniae.mlst.net (Quintero y col, 2011).

Las caracteristicas fenotipicas y genéticas de las cepas se muestran en la tabla 2. Las 15
cepas fueron multirresistentes a drogas (resistentes a 3 o mas clases de antimicrobianos). Los
serotipos capsulares expresados por las cepas estudiadas fueron el serotipo 6B (5 cepas), 14 (4
cepas), 19F (1 cepa) y 23A (2 cepas), y otras 3 cepas fueron no tipificables. Con respecto a su
relacion con los clones internacionales de neumococo, las cepas no tipificables tenian
SLV/DLV de la ST1106 y estaban relacionadas con el clon de cepas sin capsula NCC1 (del
inglés “Null Capsule Clade”) descrito por Park y col. (2012). Las otras cepas poseian ST
relacionadas con los clones PMEN Tennessee23F-4, England14-9, Taiwan'*F-14 y SpainsB-Z
(Quintero y col., 2011).

Tabla 2. Serotipos, perfiles de resistencia y secuencias tipo de las cepas de

S. pneumoniae,
y q . | Secuencia tipo Relacion con clon internacional

N° ' Cepa/ Serotipo Perfil de resistencia ~ (MLST) PMEN 6 NCC

1 129 NT Pi,E, T, T/S 5168 SLV de la ST 1106 — Clon NCC1

2 134 NT Pi,E, T, T/S 4837 DLV dela ST 1106 — Clon NCC1

3 H22 NT Pi,E, T, T/S 4836 SLV de la ST 1106 — Clon NCC1

P, CXM, CRO, FEP, E, T, . 6B

4 I-121 6B MEM, ERT, CD, T/S 90 Spain””-2

5 H-64 6B P,E,CD,C, T, T/S 135 Por clasificar

6 H-141 6B P,E,CD,C, T, T/S 135 Por clasificar

7 H-183 6B P,E,CD,T, T/S 135 Por clasificar

8 H-222 6B P,C,T/S 135 Por clasificar

9 H-12 14 P,E,CD,C, T, T/S 15 SLV del Clon PMEN England'*-9
10 H-95 14 E, CD, T/S 15 SLV del Clon PMEN England'*-9
11  H-215 14 E,CD,T/S 15 SLV del Clon PMEN England'*-9
12 1206 14 E, CD, T/S 15 SLV del Clon PMEN England™*-9
13 128 1F o MEMEIRECT g4 SLV del Clon PMEN Taiwan'"-14
14 176 23A  E,CD,T,T/S 42 DLYV del Clon PMEN Tennessee™" -4
15 1120 23A E,CD, T, T/S 42 DLV del Clon PMEN Tennessee”" -4

MLST: Multi-locus sequence typing. PMEN: Clon descrito por la PMEN NCC: Clado de capsula nula descrito
por Park y col, 2012. NT: No Tipificable. Pi: Penicilina con nivel intermedio de resistencia. E: Eritromicina.
Cd: Clindamicina. T: Tetracicilina, T/S: Trimetoprim-Sulfametoxazol. CXM: Cefuroxime, CRO: Cefirizoxone,
FEP: Cefepime, MEM: Meropenem, ETR: Ertapenem, C: Cloranfenicol, SLV: Variante de un solo locus
(single locus variant). DLV: Variante de doble locus (double locus variant) (Quintero y col., 2011).
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2. CINETICA DE CRECIMIENTO

2.1 CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO

La evaluacion del crecimiento se realizO en 6 cepas pertenecientes a tres clones
neumocéccicos: PMEN England'*-9 (cepas H-95 y H-215), PMEN Tennessee”*-4 (cepas I-76
y I-120) y dos cepas no tipificables SLV/DLV - ST1106 del clon NCC1 (cepas 1-34 y H-22).

Se llevaron a cabo varias ensayos del crecimiento. La primera de ellas se realizé en Caldo
Todd Hewitt (Himedia®) el cual fue preparado siguiendo las recomendaciones de la casa
comercial. Para las siguientes evaluaciones, sobre el Caldo Todd Hewitt se afiadieron las
siguientes sustancias: glucosa (0,4%); y sangre de carnero lisada y centrifugada (5%). Tales
compuestos fueron adicionados por separado y en combinacidn siguiendo el esquema
mostrado en la tabla 3. Luego de la preparacion de los medios, el pH fue revisado y ajustado a
7,8, como recomienda la casa comercial para el Caldo Todd Hewitt. Finalmente, se siguieron
los procesos de esterilizacion y vaciado de los medios, asi como los controles de'calidad de

esterilidad y crecimiento.

Tabla 3. Esquema para la adicion de sustancias al Caldo Todd Hewitt utilizado en las

evaluaciones de la cinética de crecimiento.

Evaluacion Sustancia afiadida
1 Ninguna (solo caldo Todd Hewitt)
2 Glucosa (0,4%)
3 Sangre de carnero lisada (5%.)
4 Glucosa (0,4%) y sangre de carnero lisada (5%.)
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Para la sangre se utiliz6 la concentracion recomendada en la preparacion de medios de
cultivo descritas para bacterias del género Streptococcus (Gerhardt y col., 1994). Para definir
la concentracion de glucosa, se realiz6 un ensayo piloto en caldo Todd Hewitt, al cual se
afiadieron diferentes concentraciones del carbohidrato entre 0,1% a 0,6%. Para ello, se
utilizaron tres cepas de S. pneumoniae, dos capsuladas pertenecientes al clon Spain®®-2 (cepa
I-121, serotipo 6B), clon Taiwan'**-14 (cepa 1-248, serotipo 19F) y un S. preumoniae
acapsular del clon NCC1 (cepa 1-29). El procedimiento utilizado para este estudio fue el
mismo que se describe posteriormente para la evaluacion del crecimiento. Los resultados
obtenidos (datos no mostrados) revelaron que se obtuvo un mayor crecimiento de las cepas
con la adicion de glucosa al 0,4%, que con cualquiera de las otras concentraciones de glucosa

evaluadas.

2.2 REACTIVACION DE LAS CEPAS Y PREPARACION DEL INOCULO
BACTERIANO

Las cepas se mantuvieron congeladas a ~20°C en viales con 1 mL de leche descremada al
20%, hasta el comienzo de la.investigacion. La reactivacion.de las cepas se realizé inoculando
100 pL de cada vial en tubos con 5 mL de caldo Todd Hewitt. Los tubos se colocaron en
microaerofilia y se incubaron a 37°C por 48 horas. Luego se colocaron 30 pL de cada caldo en
placas de agar Columbia (Himedia®) suplementadas con 5% de sangre de carnero, se estriaron
y se incubaron en microaerofilia a 37°C por 24 horas. En esta etapa se examino la pureza de
los cultivos, para lo cual se revisaron la morfologia colonial, la tincion de Gram y la

susceptibilidad a la optoquina.

Finalmente, el crecimiento total del microorganismo obtenido en una placa de agar sangre
fue inoculado en un tubo con 7 mL de caldo Todd Hewitt € incubado en microaerofilia a 37°C
durante 24 horas. Los indculos bacterianos utilizados para la evaluacion del crecimiento, se
prepararon en los diferentes medios de cultivo en estudio. Para ello se prepararon suspensiones
bacterianas transfiriendo 1mL del cultivo anterior, en un tubo con SmL del caldo a evaluar.
Para conocer la densidad celular de la suspension bacteriana se colocaron 200 pL del caldo en
un pozo de una placa de poliestireno de fondo plano y se leyeron las densidades dpticas en un

espectrofotometro (Microplate Reader model 550 Bio-Rad) a 595 nm. Luego, se obtuvo una
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concentracion celular uniforme del Indculo bacteriano para todas las cepas, diluyendo la
suspension bacteriana hasta lograr igualar las densidades dpticas (DO), utilizando como
solvente el medio de cultivo correspondiente (Fig.10). La dilucioén se realiz6 utilizando la

formula siguiente:

Concentracion concentrada (Cc)

Factor de dilucion (FD) =
Concentracion diluida (Cd)

Volumen final (Vf)

Volumen requerido (Vr) =
FD

Volumen del solvente a utilizar = Vf- Vr
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Figura 10, Esquema para la reactivacion de las cepas y preparacion del Inéculo bacteriano.
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1.1 EVALUACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO

Finalmente, el crecimiento bacteriano se determiné por la densidad celular, a través de la
medicion de las densidades Opticas en un espectrofotometro a 595 nm. Para ello, en una placa
de poliestireno se afiadieron por separado 200 pl. de cada una de las suspensiones bacterianas,
este paso se realizd por triplicado. Asimismo, se afiadieron 200 pL. de los medios de cultivos
sin inocular, lo cuales se utilizaron como blanco control. Posteriormente, Ia placa fue incubada
en microaerofilia durante 16 horas a 37°C y en el transcurso de cada hora se midieron las
densidades Opticas. Este ensayo se repitio bajo las mismas condiciones en tres ocasiones
diferentes. Los resultados de la cinética de crecimiento se presentaron en graficos que
muestran las densidades opticas promedio obtenidos en cada medio de cultivo durante las 16

horas evaluadas, representados en DO por tiempo (Fig. 11).
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Figura 11. Esquema para la evaluacion de Ia cinética de crecimiento.
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2. PRODUCCION DE BIOPELICULAS

2.1 CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO

La capacidad de formacion de biopeliculas fue evaluada en las 15 cepas de S. pneumoniae

utilizando el caldo Todd Hewitt y el caldo Todd Hewitt suplementado con glucosa (0,4%)
(Fig. 12).

2.2 INOCULO BACTERIANO Y PRODUCCION DE BIOPELICULA

La reactivacion de las cepas y la preparacion de los indculos bacterianos se realizaron de
la manera descrita previamente para la cinética de crecimiento. De la misma manera se
determiné la concentracion celular y se realizaron los ajustes para obtener una concentracion

celular uniforme del Indculo bacteriano para todas las cepas.

Para la produccion de biopelicula, se afiadieron 200 1. del indéculo bacteriano en un pozo
de una placa de poliestireno de fondo plano. por triplicado. Este procedimiento se repitio. para
todas las cepas. Asimismo, se colocé medio de cultivo sin inocular en un pozo como control,
por triplicado. Posteriormente, la placa de poliestireno fue incubada en microaerofilia durante
48 horas a 37°C, transcurrido el periodo de incubacion, se verifico el crecimiento en el

espectrofotometro a 595 nm.

Para detectar la produccion de biopeliculas, se descarté el medio de cultivo y la placa fue
lavada con agua destilada por inmersion, este paso se repitio tres veces. Luego de lavar la
placa, esta se sacudi6 levemente y se coloco invertida sobre un papel absorbente y se dejo
secar durante 20 minutos. Seguidamente, se afiadieron 200 pL de cristal violeta al 1% en cada
pozo por 20 minutos, luego el colorante fue retirado y los pozos lavados por inmersion con
agua destilada en tres oportunidades. Finalmente, se dejé secar la placa y se agregaron 200 pL
de etanol al 95% para disolver la biopelicula y se llevé al espectrofotometro a 595 nm para
medir las densidades Opticas. Estos experimentos se repitieron bajo las mismas condiciones en

tres dias diferentes.
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En esta investigacion se utilizd el punto de corte para la formacion de biopelicula
establecido por Soto y col, (2006). Por lo cual, se consider6 que habia formacién de
biopelicula cuando el pozo evaluado tenia densidades Opticas 4 veces por encima de las

obtenidas en el pozo control, como se muestra en la formula siguiente:

Punto de corte para la ‘
) . = DO obtenidas en el pozo control x 4
formacion de biopelicula

Los puntos de cortes fueron el resultado del promedio de tres evaluaciones para cada

experimento, los cuales se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Puntos de corte establecidos para la produccion de biopelicula en los medios de

cultivo utilizados.

DO obtenidas en Punto de corte para la

Medio I formacion de
el pozo control

biopelicula
TH 0,035 x 4 0,140
TH+GL 0,054 X 4 0,216

*Promedio de las densidades Opticas obtenidas

La cantidad de biopelicula formada se establecié como la proporcidon de densidades optica

por encima del punto de corte.

Cantidad de biopelicula formada DO obtenidas en el pozo evaluado

(N° de veces) Punto de corte
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Figura 12. Esquema para la produccién de biopeliculas.
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3. INDUCCION DE LA PRODUCCION DE BIOPELICULA
3.1 CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO

La capacidad para la formacién de biopelicula fue inducida por una cepa de S.
pneumoniae productora del exopolisacarido. Esta fue evaluada a partir del ADN de una cepa
acapsular (NCC1) capaz de generar biopelicula y dos cepas capsuladas pertenecientes al clon
Spain®®-2 (serotipo 6B) y Taiwan'*"-14 (serotipo 19F), utilizando el caldo Todd Hewitt y el

mismo suplementado con glucosa (0,4%).
3.2 EXTRACCION DEL ADN GENOMICO

Para ello, cada cepa se cultivo en 3 placas de agar sangre y se incubd por 24 horas en
microaerofilia a 37°C. El contenido de una placa fue colocada en un tubo con un volumen de 7
mL de caldo Todd Hewitt y se.incub6 a 37°C_en microaerofilia durante 24 horas. El
crecimiento completo de las 2 placas restantes se suspendio en 250 uL de agua destilada en un
eppendorf. Una vez contenida la.muestra.en el eppendorf se homogeneizé con un toque de
vortex y fue llevada a ebullicion en bafio de maria durante 20 minutos. Posterior a este paso,
se centrifugd a 13.000 rpm por 5 minutos y posteriormente se coloco el sobrenadante, que

contenia el ADN bacteriano, en dos tubos eppendorf estériles (Fig. 13).
3.3 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

Se realiz6 una PCR para detectar el gen /4. Las mezclas estuvieron compuestas por
oligonucleotidos a 100 pmol/uL (tabla 5); dNTP's a 10mM; MgCl, a 25mM; Buffer 10X, agua
destilada; 7aq polimerasa 5 U/uL y 2 pL de ADN. La amplificacion se realizé en un
termociclador Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 y la visualizacién de los amplicones
se realiz6 mediante corridas electroforéticas en geles de agarosa al 1%, tefiidos con bromuro
de etidio (Sigma) 0,5 mg/ mL y fotografiados a través del sistema UVP Biodoc-It System.
Como marcador del tamafio molecular se utilizé6 una escalera de 1 Kb (BIONEER).Cada
reaccion conté con el uso de controles positivos y negativos que aseguraron el buen

funcionamiento del equipo y la correcta amplificacion de los oligonucle6tidos.
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Tabla 1. Condiciones de amplificacion para la deteccion por PCR del gen lyt4

IytA

Etapas .
°C Tiempo Ciclos

Desnaturalizacion
o 94 3 min 1
inicial
Desnaturalizacion 94 15seg
Alineacion 53 15seg 30
Extension 72 15seg
Extension final 72 5 min 1

(Tomado de Nagai y col., 2001).

3.4 IDENTIFICACION GENETICA DE S. preumoniae DETECCION DEL GEN
IytA

Antes' de iniciar los estudios de induccion fue necesario corroborar la identificacion
genética de todas las cepas en estudio. Para ello se determin6 por amplificacion de PCR el gen
htA. Los iniciadores, mezcla y condiciones de amplificacion se llevaron a cabo segin lo
descrito por Nagai y col. (2001) (Tabla 6). En esta prueba se utilizé6 como control positivo el
ADN de la cepa S. pneumoniae ATCCag619 y como controles negativos, la mezcla de reaccion
sin ADN y el ADN de la cepa E. coli ATCC;s92;. Por otra parte, estos ensayos permitieron

determinar la calidad de ADN obtenido para los siguientes ensayos.

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados para la deteccion del gen lyt4

Gen a Tamaiio Oligonucleotido
Secuencia 5’- 3’ Referencia
detectar Banda (pb) original
681-701 F-CAACCGTACAGAATGAAGCGG
Nagai y col.,
Iyt 319
999-978 R-TTATTCGTGCAATACTCGTGCG 2001

(Tomado de Nagai y col., 2001).
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Figura 13. Esquema para la extraccion del ADN genémico y deteccién del gen /yt4 en las cepas

de S. pneumoniae.
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3.5 PREPARACION DEL INOCULO BACTERIANO Y PRODUCCION DE
BIOPELICULA

A partir del caldo Todd Hewitt que contenia las cepas seleccionadas se ajustaron al patron
0,5 de McFarland, realizando la diluciéon correspondiente para igualar las densidades Opticas.
A estas cepas se les afiadio 100uL. del ADN de la cepa de acuerdo a la combinacién
establecida (Tabla 7). Seguidamente, partiendo del indculo preparado se afiadié 200pL (cepa
viva + cepa muerta o0 ADN de la muestra) en una placa de poliestireno para la produccion de
biopeliculas, siguiendo las pasos descritos anteriormente. Las combinaciones de las cepas de

S. pneumoniae se detallan en la tabla 7 (Fig. 14).

Tabla 7. Cepas receptoras, donadoras de ADN y puntos de corte utilizados en los
experimentos de induccion de la produccion de biopeliculas.
Clon (Cepa) TH TH+GL

Receptora Donadora DO DO
+
de ADN de ADN ®C: 0,140) (PC:0,216)

INDUCIDA =~ e
NCC1
Taiwan '**-14
No productora  + Productora
INDUCIDA e mmmmmmmen
Spain®®-2
No productora

INDUCIDA = e e
NCC1
+ Productora

Spain®®-2
No productora

INDUCIDA
Taiwan '*-14
No productora

INDUCIDA e m—————ne
NCC1 Taiwan '*-14
Productora + No productora

INDUCIDA e
Spain®®-2
No productora

TH: Todd Hewitt; GL: Glucosa; DO: Densidades opticas; PC: Punto de corte
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Figura 14. Esquema para la induccién de la produccién de biopeliculas.
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4. ANALISIS ESTADISTICO

Mediante un Modelo Lineal General de Medidas Repetidas se comparé la cinética de
crecimiento de las cepas de S. pneumoniae. Como factores fijos se evaluo la presencia de
glucosa y sangre de carnero lisada en los medios de cultivo. Se ajusté un modelo de mayor
parsimonia con interacciones de segundo nivel, eliminando todos aquellos efectos no
significativos al 5%. Para analizar los datos se utilizé el paquete estadistico SPSS version 17.0
para Windows. Los resultados de la cinética de crecimiento se presentaron en graficos que
muestran las densidades 6pticas promedio obtenidos en cada medio de cultivo durante las 16
horas evaluadas. Los resultados de los experimentos de formacion de biopelicula se
presentaron en tablas y graficos, mostrando las densidades dpticas promedio. La cantidad de

biopelicula formada como el nimero de veces sobre el punto de corte.
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RESULTADOS

1. CINETICA DE CRECIMIENTO

La cinética de crecimiento en caldo Todd Hewitt de las seis cepas de S. pneumoniae
relacionadas con tres clones internacionales; el acapsular NCC1 y los capsulares England'*-9 y
Tennessee™ -4 mostré variaciones importantes (Tabla 8). Los crecimientos maximos se
alcanzaron entre las 7 y 11 horas, con un crecimiento maximo promedio de 0,162 DO (rango
0,009-0,162 DO) a las 11 horas.

Tabla 8. Crecimiento mdximo promedio en el caldo Todd Hewitt.de seis cepas

relacionadas con tres clones internacionales neumocdéccicos.

Clon (cepa) Crecimiento Maximo
Tiempo DO
NCCI1(I-34) 7h 0,154
NCCI1(H-22) 11h 0,190
England'*-9 (H-95) 11h 0,198
England'*-9 (H-215) 11h 0,153
Tennessee™ -4 (I-76) 11h 0,163
Tennessee” -4 (I-120)  10h 0,152
Promedio 11h 0,162

DO: Densidad Optica; h: hora
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La curva de crecimiento mostré una fase de adaptacion que se extendid durante las
primeras 4 horas de incubacion (DO: 0,009-0,034), seguida por una fase de crecimiento
exponencial hasta las 6 a 8 horas (DO: 0,092 y 0,152, respectivamente) (Grafico 1). Luego, las
cepas alcanzaron la fase estacionaria de crecimiento que se mantuvo por un periodo de 7 a 9
horas con densidades Opticas que oscilaron entre 0,147-0,162. En general, a las 15 horas
comenzoé la fase de declinacion o muerte y, al final del experimento, se observaron densidades

opticas entre 0,136-0,140.

0,3
0,25
0,2
g
2
‘Q
2 0,15
=
2
=}
0,1
0,05
-3,89E-16
01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17Horas
——  NCCI (1-34) === NCCI (H-22)
—= England4-9 (H-95) =<=< England-9 (H-215)
=" Tennessee -4 (I-76) === Tennessee >F-4 (I-120)

= Promedio

Grifico 1. Curva de crecimiento individual y promedio en caldo Todd Hewitt de seis

cepas relacionadas con tres clones internacionales neumocdccicos.
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En general, las variaciones en el crecimiento de las cepas fueron independientes del genotipo

estudiado. Asi por ejemplo, se evidencié que el crecimiento fue estadisticamente diferente

entre cepas de clones distintos (Tabla 9), tal fue el caso del NCC1 versus el Tennessee

2F_4

(p<0,05), entre el NCC1 versus el England'*-9 (p<0,05) y en el caso del Tennessee” -4
versus el England'*-9 (p<0,05).

Tabla 9. Diferencias en el crecimiento en caldo Todd Hewitt entre cepas pertenecientes a

distintos clones internacionales neumocdéccicos.

Clon Diferencia Valor Intervalo de confianza
Versus Clon (cepa)
(cepa) Promedio P del 95%
vs Tennessee® 4 1-120) 0,023" 0,008 ** 0,043 -0,004
Ncel a-76) 0,013 0,382 0,033 0,006
H-22) vs England®-9  H215 0,004 0990 0,024 0,016
H-95 0,036 0,000 ** 0,056 0,016
vs Tennessee™ 4 I-120 0,034" 0,000 ** 0,014 0,055
- ¢ =

NCCI 1-76 0,045 0,000 0,025 0,065
(34 vs England"-9 H215 | 0054 0000 ** 0,034 0,074
H-95 0,022° 0,015 | * 0,002 0,042
vs NCC1 H-22 0,013 0,382 0,006 0,033
Temmessee™ 4 134 0,045 0,000 ** 0,065 0,025
{-76) vs England"*-9 H-215 0,009 0,778 0,010 0,029
H-95 0,022° 0,015 * 0,042 0,002
vs NCC1 H-22 0,023 0,008 ** 0,004 0,043
Tenmessee™ 4 134 0,034 0,000 ** 0,054 0,014
1-120) vs England'*-9 H-215 0,019 0,055 0,001 0,039
H-95 0,012 0,500 0,032 0,007
vs NCCI H-22 0,004 0,990 0,015 0,024
England"-9 134 0,054 0,000 ** 0,074 0,034
H-215) vs Tennessee™>F 4 I-120 0,019 0,055 0,039 0,000
1-76 0,009 0,778 0,029 0,010
vs NCC1 H-22 0,036" 0,000 ** 0,016 0,056
Fngland'*-9 134 0,022" 0,015 * -0,042 0,002
H-95) vs Tennessee™ 4 I-120 0,012 0,500 0,007 0,032
176 0,022° 0015 * 0,002 0,042

Basado sobre el comportamiento de las cepas en los medios de cultivos utilizados. * La diferencia de medias es
significativa al nivel 0,05.
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Del mismo modo se observaron marcadas diferencias de crecimiento entre cepas de un
mismo clon (Tabla 10). De hecho, el crecimiento de las cepas dentro del clon NCCl1
(p=0,000) y dentro del genotipo England'*-9 (p=0,000) fueron muy diferentes. Aunque se
observaron variaciones en el crecimiento de las cepas pertenecientes al genotipo Tennessee™ -

4, estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,656).

Tabla 10. Diferencias en el crecimiento en caldo Todd Hewitt entre cepas pertenecientes

a un mismo clon internacional neumococcico.

Diferencia Intervalo de
Clon Versus Clon Promedio Valoz confianza del
(cepa) (cep a) (OD) p 95%

1(\;(:32; versus E{CZCZI) 0,059  0000* 0039 0,078
23F 23F

Temg_slsgg) * versus Te““gf;g; 4 0011 065 0,009 0,030
England"*-9 England"*-9

(H-95) versus @.215) 0,032 0,000* 0,012 10,051

* Nivel de significancia p < 0,05

Con respecto a la adicion de sustancias al caldo Todd Hewitt, los efectos sobre la curva de
crecimiento fueron diferentes dependiendo del componente afiadido. Asi por ejemplo, la
incorporacion de glucosa permitid6 un aumento del crecimiento estadisticamente muy
significativo en todas las cepas (p = 0,000) (Tabla 11). El aumento del crecimiento se
manifestdé a partir de la séptima hora de incubacién y trajo como consecuencia una
prolongacion de la fase exponencial la cual finaliz6 en promedio a las 10 horas (Grafico 2).
Por su parte, la fase estacionaria se prolong6 hasta las 15 horas, observandose un crecimiento
maximo a las 11 horas, el cual fue superior al obtenido en el medio sin suplementos (DO:
promedio 0,275; rango 0,200-0,275). Finalmente la fase de declinacion comenzd a las 14
horas y, para el final del periodo de incubacion (16 horas), la densidad celular fue 1,5 veces

superior a la observada en el medio sin glucosa (Grafico 2).
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Grifico 2. Crecimiento promedio y desviaciones estindar en caldo Todd Hewitt con y sin

glucosa de seis cepas de S. pneumoniae.
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Tabla 11. Modelo lineal general de medidas repetidas ajustado al crecimiento de las seis

cepas de S. pneumoniae.

Suma de

Fuente de Variacion Gl:ados de cuadrados Cuadr?do F Significancia*
Libertad . Medio
Tipo IIL
GLUCOSA 1 44,069 44,069 1054,830 0,000
SANGRE 1 385,738 385,738 9233,059 0,000
GLUCOSA MAS SANGRE 1 16,873 16,873 403,883 0,000

* Nivel de significancia p < 0,05

Por otra parte, la incorporacion de sangre de camero al caldo Todd Hewitt provocd un
aumento estadisticamente muy significativo.del crecimiento de todas las cepas (p = 0,000); el
cual se manifestd tempranamente desde la tercera hora de incubacion cuando comenz¢ la fase
exponencial de crecimiento (Tabla 11 y Grafico 3). Entre las 14 y 16 horas se obtuvo el
crecimiento maximo con valores 5 veces por encima de las densidades obtenidas en el caldo
sin suplementos (DO: promedio 0,776; rango 0,773-0,786). A diferencia de lo observado en el
caldo con y sin glucosa, el crecimiento en el caldo Todd Hewitt suplementado con sangre de
carnero fue constante y se mantuvo elevado hasta alcanzar las 16 horas, manteniendo una

larga fase exponencial.
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Grifico 3. Crecimiento promedio y desviaciones estindar en caldo Todd Hewitt con y sin

sangre de carnero de seis cepas de S. pneumoniae.
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Es importante resaltar que, la adicién conjunta de glucosa y sangre de carnero no solo
provoco un aumento estadisticamente muy significativo del crecimiento (p = 0,000); sino que
ademds produjo un efecto sinérgico, permitiendo un crecimiento mayor que el obtenido con

cualquiera de los 2 suplementos por separado (Tabla 11 y Grafico 4).

El efecto sobre el aumento del crecimiento empezd a manifestarse luego de 2 horas de
incubacién, por lo que hubo un claro acortamiento de la fase estacionaria. El crecimiento
maximo promedio de las cepas se elevo 7 veces por encima del valor obtenido en el medio sin
suplementos (DO: promedio 1,087, rango 0,020-1,087). El uso de ambos suplementos
permiti6 alcanzar una densidad celular elevada hasta el final de la incubacion, extendiendo la

fase exponencial de las cepas analizadas hasta las 16 horas.

Finalmente, ademas del aumento de la densidad celular, el uso de sangre con y sin glucosa
aceleré dramaticamente el tiempo de crecimiento de los neumococos (Grafico 5). Asi por
ejemplo, el valor de crecimiento/maximo en el medio sin suplemento fue obtenido a las 11
horas, mientras que con el uso de glucosa, sangre y de sangre con glucosa, se obtuvieron

densidades celulares superiores a las 8, 6 y 4 horas respectivamente.
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Grifico 4. Crecimiento promedio y desviaciones estandar en caldo Todd Hewitt y caldo

Todd Hewitt suplementado con glucosa y sangre de carnero en seis cepas de
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2. PRODUCCION DE BIOPELICULA

La capacidad para la formacion de biopelicula se evalu6 en las quince cepas relacionadas
con seis clones neumococicos y los resultados se muestran en la tabla 12 (Grafico 6). Las tres
cepas del clon acapsular NCC1: 1-29, 1-34 y H-22, formaron biopelicula en los medios de
cultivos evaluados (rango DO: TH: 0,336-0,414; TH+GL: 0,401-0,599). En las doce cepas

F_14, Tennessee?*'-4,

pertenecientes a los clones capsulados Spain®®-2, England'*-9, Taiwan
ST135, se observaron densidades Opticas con un rango de TH: 0,094-0,412; TH+GL: 0,100-
0,149. Debido a que estas densidades Opticas se encontraron por debajo del punto de corte, se

consider6 que estas cepas no produjeron biopelicula.

Tabla 12. Densidades opticas y cantidad de biopelicula producida en caldo Todd Hewitt

con y sin ghucosa por seis clones internacionales neumocdéccicos.

TH TH+GL
Proporcién Proporcién
Clon Cepa £ respecto al DO respecto al
. punto de (PC: 0,216) punto de
@C: 0,140) corte ’ corte

NCC1 129 0,414* 3,0 0,599* 2,8
1-34 0,412* 3,0 0,588* 2,7
H-22 0,336* 2,4 0,401* 1,9
Spain®®-2 1-121 0,100 0,7 0,100 0,5
England'*-9 H-12 0,107 0,8 0,103 0,5
H-95 0,099 0,7 0,120 0,6
H-215 0,104 0,7 0,100 0,5
1-206 0,101 0,7 0,130 0,6
Taiwan'**-14 1-248 0,104 0,7 0,125 0,6
Tennessee™"-4 1-76 0,100 0,7 0,114 0,5
1-120 0,107 0,8 0,110 0,5
ST135 H-64 0,094 0,7 0,139 0,6
H-141 0,107 0,8 0,111 0,5
H-183 0,095 0,7 0,105 0,5
H-222 0,105 0,7 0,149 0,7

TH: Todd Hewitt; GL: Glucosa;, DO: Densidades épticas; PC: Punto de corte
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De acuerdo a lo descrito en la metodologia, la cantidad de biopelicula producida se
establecié en base a la proporcion de densidades Opticas observadas sobre el punto de corte.
En el caldo Todd Hewitt las cepas 1-29 e 1-34 produjeron una cantidad de exopolisacarido tres
veces mayor al punto de corte. En la cepa H-22, esta proporcion fue de 2,4 veces. En el medio
suplementado con glucosa la cantidad de biopelicula formada fue ligeramente menor al medio
Todd Hewitt asi por ejemplo se observo la siguiente proporcion: 2,8 (1-29), 2,7(1-34) y 1,9 (H-

22) veces sobre el punto de corte.
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*Cantidad de veces de formacion de biopelicula sobre el punto de corte

Grifico 6. Cantidad de biopelicula producida en caldo Todd Hewitt con y sin

glucosa por las tres cepas del clon acapsulado NCC1.
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3. INDUCCION DE LA PRODUCCION DE BIOPELICULA

Con respecto a los experimentos de induccion, en los que dos cepas capsuladas

(Taiwan'*-14, Spain®®-2) no productoras de biopeliculas fueron expuestas al ADN de una

cepa productora (I-29 clon NCC1) se obtuvieron resultados diferentes (Tabla 13). Asi, por

ejemplo, para la cepa Taiwan

-14, la exposicion al ADN de la cepa productora favorecio la

formacién de biopelicula en el medio TH con y sin glucosa, en una proporcion cercana a dos

veces sobre el punto de corte (Grafico 7). Por el contrario, para la cepa Spain®-2, esta

exposicion no indujo la formacion de biopelicula en los medios de cultivo utilizados.

Tabla 13. Produccion de biopelicula en cepas capsuladas de S. pneumoniae al ser

expuestas al ADN de una cepa productora del exopolisacarido.

Clon (Cepa) TH TH+GL
DO
Receptora Donadora
DO (PC:0,216)
de ADN de ADN Productora ®C: 0,140)
Taiwan'*"-14 No inducida 0,104 0,125
No productora
Inducida por 0,378* 0,407*
NCC1
Spain®®-2 No inducida 0,100 0,100
No productora
Inducida por 0,066 0,100
NCC1

DO: Densidad optica; TH: Caldo Todd Hewitt; GL: Glucosa.

*Densidades Opticas superiores al punto de corte
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Grifico 7. Cantidad de biopelicula producida en cepas capsuladas de S. pneumoniae al

ser expuestas al ADN de una cepa productora del exopolisacarido.
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Como era de esperarse, los experimentos de induccion en los que, las cepas capsulares

F_14 y Spain®-2 al ser expuestas al ADN de una cepa no productora, no tuvieron

Taiwan
efecto alguno sobre la produccién de este exopolisacarido (Tabla 14). Asimismo, no se
observé ningin efecto sobre la cantidad de biopelicula formada por la cepa NCC1 al ser
expuesta al material genético de cepas no productoras. Las densidades opticas obtenidas en

todos los casos fueron inferior es en el medio suplementado con glucosa (Grafico 8).

Tabla 14. Produccién de biopelicula en cepas capsuladas y acapsuladas de S. pneumoniae

al ser expuestas al ADN de cepas no productoras del exopolisacarido.

Clon TH+GL
TH
(Cepa)
Receptora + Donadora DO DO
de ADN de ADN no productora (PC: 0,140) (PC:0,216)
Spain®®-2 A Taiwan '*-14 0,087 0,099
No productora
Taiwan '*-14 N Spain®®-2 0,076 0,107
No productora
NCC1 N Taiwan '*-14 0,407* 0,490*
Productora
NCC1 N Spain®®-2 0,412* 0,450*
Productora

DO: Densidad optica; TH: Caldo Todd Hewitt; GL: Glucosa.

*Densidades opticas superiares al punto de corte
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Grifico 8. Cantidad de biopelicula producida en cepas capsuladas y acapsuladas de S.

pneumoniae al ser expuestas al ADN de cepas no productoras del exopolisacarido.
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DISCUSION

En los 1ltimos afios se ha acumulado una importante evidencia epidemiolégica, clinica y
patologica de la diversidad de comportamiento de las cepas de S. preumoniae. Asi por
ejemplo, se reconoce que dentro de esta especie existen grupos de cepas mas exitosos en los
procesos de colonizacion, produccion de enfermedad, invasividad y mortalidad. Entre las
caracteristicas asociadas a ese éxito se destacan el serotipo y el genotipo determinado por
MLST (Klugman, 2002; Sjostrom y col., 2006; Henriques y col., 2008).

Las investigaciones de Bittig y col. (2006) mostraron variaciones en el crecimiento entre
cepas de S. pneumoniae que parecian estar relacionados con el potencial de virulencia de los
serotipos capsulados, encontrando que los serotipos colonizadores crecieron mas rapidamente
que los serotipos invasivos. Sin embargo, estos autores plantean la hipétesis de que
caracteristicas diferentes a los serotipos capsulados, tales como el genotipo podrian estar

relacionadas con las diferencias de crecimiento.

Los resultados de nuestra investigacion apoyan esa hipotesis, al mostrar diferencias
interclonales e intraclonales en el crecimiento de esta especie bacteriana. Las cepas evaluadas
en la cinética de crecimiento estan relacionadas con tres clones neumocdcicos de amplia
distribucion mundial que tiene caracteristicas antigénicas y de virulencia diferentes. De hecho,
existe evidencia epidemiolégica y patologica del gran potencial de colonizacién del clon
NCC1 (ST1106), el cual se caracteriza por no desarrollar capsula, su escaso potencial para

producir enfermedad y su casi nulo potencial invasivo (Park y col, 2012).

Por su parte, los clones PMEN Tennessee” -4 e England'*-9 han sido frecuentemente
asociados con enfermedad neumocdcica, pero tienen potencial de colonizacion e invasividad
distintos (McGee y col,, 2001; Hausdorff y col., 2005; Imai, 2009). Asi por ejemplo, las cepas
del clon PMEN Tennessee> -4 expresan el tipo capsular 23A, antigénicamente relacionado
con el serotipo 23F, el cual se considera un serotipo colonizador, pero con un mas bajo

potencial de invasividad que otros serotipos capsulares. Al contrario, las cepas del clon
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England™-9 expresan el serotipo 14, considerado epidemiolégicamente como uno de los

serotipos con mas alto potencial de invasividad (Brueggemann y col., 2003).

En esta investigacion, la evaluacion en caldo Todd Hewitt con y sin suplementos mostro
diferencias significativas en el crecimiento entre y dentro de clones con diferentes potenciales
de colonizacion, produccion de enfermedad y/o invasividad. Estos resultados sugieren que las
variaciones de crecimiento podrian responder a diferencias individuales ya que las mismas
fueron independientes del serotipo y genotipo estudiado. Por lo tanto, es probable que otras
caracteristicas genéticas aun desconocidas determinen las variaciones en el crecimiento dentro

de esta especie bacteriana.

El caldo Todd Hewitt sin suplementos es recomendado ampliamente como un medio de
enriquecimiento para los estreptococos incluyendo S. preumoniae. Este estudio demostrd, que
el medio Todd Hewitt al cual se adicion6 sangre y en especial sangre con glucosa, aumento la
densidad celular y acelero el tiempo de crecimiento de los diversos genotipos de neumococos
estudiados, manteniendo una fase exponencial del microorganismo hasta las 16 horas de
incubacion (Graficos 3.y 4). Por lo cual, recomendamos el uso de ambos suplementos para
obtener una mayor y mas rapida recuperacion de neumococos en la practica clinica y de

investigacion.

Para la preparacion de los medios enriquecidos necesarios para el cultivo de neumococo,
se utilizan formulaciones que contienen un 0,2% de glucosa. Los resultados de esta
investigacion sugieren que la adicion de glucosa hasta obtener un valor de 0,6%, podria tener
un impacto beneficioso en la recuperacion e identificacion temprana del microorganismo. Esto
podria tener un especial impacto en las infecciones neumocécicas invasivas, como la sepsis y
la meningitis, en las cuales el diagnostico etioldégico temprano reduce las secuelas y la
mortalidad (Bamberger, 2010).

Sibien en esta investigacion el uso de Todd Hewitt con glucosa increment6 el crecimiento
de las cepas de neumococo, hasta el momento, este efecto no se ha conseguido adicionando
glucosa a otros medios de cultivo. Asi por ejemplo, en un estudio realizado por Gongalves y

col,, (2001) no se logro un mayor crecimiento en las cepas de neumococos del serotipo 23F al
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adicionar glucosa al medio Hoeprich's. De manera que, una mayor capacidad del medio Todd
Hewitt para mantener el pH podria explicar tales diferencias. A pesar de la utilizacion de un
buffer adicional como el MOPS (3 - (N-morfolino) propanosulfonico, datos no mostrados) no
favorecio significativamente al caldo Todd Hewitt suplementado con la glucosa para

crecimiento bacteriano.

A pesar de los efectos beneficiosos obtenidos con la adicion de glucosa, es necesario
mencionar que el uso exclusivo de este carbohidrato produjo una densidad celular menor y una
multiplicacién bacteriana mas lenta, que la obtenida con el uso de sangre de carnero y de
sangre con glucosa. En acuerdo con lo descrito por Moura y col., (2011), consideramos que, la
acidificacion del medio de cultivo producto del metabolismo de la glucosa, podria haber
ejercido un efecto toxico y, en consecuencia, haber conducido a un proceso de autolisis y de
disminucion de la densidad celular. Entonces, €l uso de sangre de carnero podria haber
producido un efecto sinérgico, al mantener las cifras de pH en valores apropiados para el

desarrollo del microorganismo.

En el caso particular de las infecciones sinusales y del oido medio, €stos procesos-pueden
volverse cronicos favorecidos en parte por la capacidad de los agentes causales para
desarrollar biopelicula. La produccion de biopelicula es la expresion de una carga genética en
un ambiente que lo propicie. En el caso particular de neumococo las bases genéticas y el
ambiente que favorezca la produccidon de este mecanismo no se conoce claramente (Wei y
Havarstein, 2012).

En este estudio se evalu6 la capacidad de formacidon de biopelicula en un grupo de cepas
de neumococos pertenecientes a diversos clones internacionales, aislados de la nasofaringe de
nifios sanos. Solamente las cepas acapsuladas del clon NCC1 formaron el exopolisacarido
mientras que ninguno de los genotipos capsulares produjo biopelicula. Para explicar estos
resultados podria considerarse que el polisacarido capsular es una barrera fisica que impide o
al menos dificulta la adherencia a la superficie, la cual es una etapa crucial en formacion de las
biopeliculas. De hecho, los aislados clinicos capsulados y los transformantes capsulados
isogénicos forman una menor biopelicula que la cepa no capsulada segiin lo demostrado por

Moscoso y col., (2006).
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Se reconoce que el uso de glucosa favorece la produccion de biopelicula en algunos
microorganismos, como es en el caso de Staphylococcus aureus, Streptococcus mutans (Lim y
col, 2004; Runnel y col., 2013). No obstante, en esta investigacion la adiciéon de glucosa
disminuy¢ ligeramente la cantidad de biopelicula formada por las cepas acapsuladas del clon

NCC1. De la misma manera en los resultados obtenidos por Moscoso y col., (2006).

Al parecer aquellas cepas de S. pneumoniae que espontaneamente no generan biopelicula,
pueden adquirir esta capacidad tomando ADN de otros microorganismos que cohabitan en la
nasofaringe. Las bases genéticas y el ambiente que propicie esta transformacion en la
nasofaringe no se conoce claramente. Luego de los experimentos de Griffith se ha avanzado
mucho en las técnicas para lograr transformacion, haciéndolas cada vez mas sofisticadas y
efectivas, produciendo una gran cantidad de conocimientos acerca del intercambio genético en

una gran variedad microorganismos.

En el caso particular de S. pneumoniae estas técnicas regularmente utilizadas para la
transformacion in vitro tienen una buena efectividad o rendimiento en las cepas carentes de
capsula, pero muy escaso en las cepas capsuladas. Afortunadamente, Marks y col. en el afio
2012, demostraron altos niveles de intercambio genético en cepas de neumococos capsulares
en un ambiente que simula la produccién de biopelicula. En esta investigacion, las cepas
capsuladas no lograron producir biopeliculas de manera espontanea, sin embargo la inducciéon
de transformacidon en un modelo in vitro para la produccion de biopelicula fue exitoso en el

1F_14, pero no en el Spain®-2. La evidente diferencia en la capacidad

clon capsulado Taiwan
de adquisicion de este mecanismo de virulencia sugiere una posible diferencia en la

compatibilidad genética para la transformacion.

Como se menciond previamente, la capacidad de producir biopeliculas puede ser
adquirida por transformacion, este proceso requiere de ciertos elementos como la competencia
y de la compatibilidad genética. En S. preumoniae la competencia para la transformacion no
es constitutiva pero es regulada por un mecanismo de quorum sensing, el cual requiere de la
expresion de una feromona conocida como el péptido estimulante de la competencia (CSP).

Hasta el momento, se ha descrito la presencia de dos variantes alélicas del gen comC que
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codifican el CSP-1 y CSP-2 (comC1 y comC2) (Carrolo y col., 2009, Moscoso y col., 2009;
Vestrheim y col, 2011; Wei y Havarstein, 2012). Algunas investigaciones han demostrado
que los neumococos se transforman con material genético de cepas que expresen la misma
variante alélica. Esto implica que no todas las cepas de neumococos son capaces de realizar
intercambio genético entre ellas si difieren de la variante alélica del CSP. Los resultados de
esta investigacion sugieren una posible diferencia en la compatibilidad genética entre la cepa

Spain®®-2 y la cepa NCC1.

Finalmente, una extensa revision de la literatura cientifica demuestra que este es el primer
estudio que documenta la cinética de crecimiento de diferentes genotipos de neumococo. Los
resultados de esta investigacion hacen notar que las caracteristicas de crecimiento y
probablemente el éxito de algunas cepas neumocdcicas podrian responder a caracteristicas
genéticas mas alla del genotipo y serotipo. Ademas, la co-colonizacién nasofaringea por cepas
capsuladas y acapsuladas compatibles para el intercambio genético podria estar favoreciendo
la adquisicion de factores de virulencia como.la produccion de biopelicula, y por ende la

persistencia de los neumococos en nasofaringe y en patologia del tracto respiratorio superior.
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CONCLUSIONES

Luego de realizar la cinética de crecimiento y produccion de biopelicula en diversos
clones internacionales de S. pneumoniae, aislados de la nasofaringe de nifios sanos se

concluyé que:

1. La cinética de crecimiento in vitro mostr6 diferencias estadisticamente significativas
interclonales e intraclonales en el crecimiento de los neumococos, sugiriendo que tales
variaciones podrian responder a diferencias individuales independientes del serotipo y
genotipo.

2. Se evidencio que la adicion de glucosa, sangre de carnero y la combinacién de estos
suplementos, aumento significativamente la densidad celular y acorto el tiempo de
crecimiento maximo, y por lo tanto, su utilidad para enriquecer aun mas los medios
utilizados para la recuperacion del microorganismo.

3/ Unicamente las cepas acapsuladas del clon NCC1 formaron biopelicula, mientras que
ninguno de los clones capsulados estudiados fueron capaces de producir este
exopolisacarido espontaneamente.

4. La utilizacion de glucosa al 0,4% en el caldo Todd Hewitt tuvo un efecto negativo
sobre la produccion de biopelicula.

5. Las cepas capsuladas no productoras de biopelicula (Taiwan'*-14 y Spain®®-2),
durante los experimentos de induccion con el ADN de una cepa productora de
biopelicula (clon NCC1) mostraron resultados diferentes, sugiriendo una posible
diferencia para la competencia mediada por el péptido estimulante de la competencia
(CSP).

6. Finalmente, estos resultados sugieren que la co-colonizacion nasofaringea por cepas
neumocdcicas capsuladas y acapsuladas compatibles para el intercambio genético
podria estar favoreciendo la adquisicion de la capacidad de produccion de biopelicula,
y por ende, la persistencia de los neumococos en nasofaringe y en patologia del tracto

respiratorio superior.

78



RECOMENDACIONES

Se recomienda suplementar el caldo Todd Hewitt con 0,4% glucosa y/o 5% de sangre
de carnero para lograr un medio de enriquecimiento mas efectivo para acelerar y

aumentar el crecimiento de S. pneumoniae.

En los medios enriquecidos con sangre rutinariamente utilizados para el diagnostico de
las infecciones neumocdcicas invasivas, como la sepsis y la meningitis, se recomienda
la adicion de 0,4% de glucosa para lograr una recuperacion ¢ identificacion mas

tempranas del microorganismo.

Se recomienda la utilizacion de Caldo Todd Hewitt suplementado con 0,4% de glucosa
y 5% de sangre de carnero para la recuperacion de neumococos en los estudios de

colonizacion.

No se recomienda €l uso de glucosa al 0,4% en.el'caldo Todd Hewitt para-estimular la

produccién de biopelicula en neumococo.

5. Se recomienda continuar las investigaciones sobre la cinética de crecimiento,

produccion de biopelicula, metabolismo e intercambio genético entre cepas de S.
preumoniae con diferentes serotipos, genotipos y variantes alélicas de CSP en un

ambiente que simule el nicho ecolégico.
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