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RESUMEN

Staphylococcus aureus es uno de los principales patdgenos comensales y oportunistas
responsables de causar infecciones del tracto respiratorio inferior (ITRI). Es conocida la
dificultad de distinguir entre colonizacién e ITRI por S. aureus tanto en pacientes
crénicos como en pacientes sin neumopatia de base. La prevalencia de colonizacién por
este microorganismo dificulta establecer el valor clinico del aislado en muestra
respiratoria en determinados grupos de pacientes y establecer la verdadera indicacion
del tratamiento. En pacientes sometidos a ventilacién mecdanica (VM), la potencial
gravedad del desarrollo de neumonia da lugar a frecuente prescripcién antibidtica de
forma empirica, favoreciendo a su vez el desarrollo de resistencias. El estudio de
factores tanto del microorganismo como del hospedador, deberia facilitar la distincidn
entre los estadios de colonizacion e infeccidn. Por tanto, el objetivo de este trabajo es
determinar la importancia clinica del aislamiento de S. aureus en las vias respiratorias
inferiores de pacientes sometidos a VM, mediante el estudio de factores asociados con
la persistencia y la adaptacién del microorganismo a este nicho anatdmico. Esto
representaria un cambio importante en el diagndstico y el manejo de las ITRI causadas
por este microorganismo.

Inicialmente se estudid qué factores del hospedador y del microorganismo estarian
relacionados con la evolucion clinica y el aislamiento persistente de S. aureus en
muestra respiratoria. Esto se llevé a cabo en una cohorte de pacientes ingresados en
UCl y sometidos a VM, que fueron clasificados en diferentes grupos en cuanto a la
relacién del aislado con el hospedador (infeccidn vs. colonizacién). Se demostré que, de
entre las diferentes variables evaluadas, el resultado clinico desfavorable es
independiente de los dias bajo VM y de estancia en la UCI, asi como del perfil genético y
el patron de resistencia a la cloxacilina de los aislados. Ademds, hemos demostrado que
el aislamiento persistente de S. aureus, observado en aproximadamente el 40% de los
pacientes, tampoco se asocid con la evolucién clinica desfavorable. La resistencia a la
cloxacilina se correlaciond con la persistencia en el aislamiento, aunque también se
observaron casos persistentes de aislados sensibles a meticilina. Por otro lado, la
persistencia de S. gureus en muestra respiratoria resultd ser frecuente en los pacientes
que presentaban un aislamiento consecutivo de Pseudomonas aeruginosa. Esta
asociaciéon nos llevo a investigar las interacciones entre S. aureus y P. aeruginosa, otro
importante agente etiolégico de ITRI frecuentemente aislado en la misma localizacién
anatémica. El estudio de las interacciones entre estos microorganismos nos permitid
ampliar el conocimiento respecto a las relaciones interespecies y su impacto sobre la
virulencia, persistencia y adaptacién al tracto respiratorio, y la progresion o cronicidad
de la infeccidn.

A continuacién, se analizé la funcionalidad del sistema quorum sensing (QS)- agr
(accessory gene regulator), uno de los principales sistemas de regulacion de la virulencia



en S. aureus, en aislados provenientes de pacientes con ITRI. Alrededor del 83% de los
aislados resultaron tener el sistema Agr funcional. Se observaron correlaciones entre la
funcionalidad del Agr y la capacidad de formacion de biofilm de los aislados. No
obstante, la actividad de este sistema regulador de virulencia parece no tener influencia
en el resultado clinico desfavorable de los pacientes, ni tampoco en el aislamiento
persistente. Los hallazgos obtenidos en este estudio destacan que tanto la funcionalidad
del sistema Agr, como el aislamiento persistente, observados a menudo en los aislados
provenientes de pacientes sometidos a VM, corresponden mas a fenotipos de
adaptacion del microorganismo al microbioma del tracto respiratorio, que a fenotipos
de virulencia relacionados con el resultado clinico desfavorable. Por lo tanto, esto
refuerza la observacién de que las infecciones del tracto respiratorio a menudo se
manejan de forma subdptima con respecto al diagndstico correcto, indicacién, dosis y
duracién del tratamiento antimicrobiano.

En cuanto a las relaciones interespecificas entre aislados de S. aureus y P. aeruginosa en
pacientes con ITRI aguda, se observd que de forma similar a lo que ocurre en aislados
provenientes de pacientes con enfermedades respiratorias crénicas, P. aeruginosa
compite y supera a S. aureus en condiciones de cultivo estandar de laboratorio. Sin
embargo, la presencia de un medio de cultivo que simula in vitro la mucosidad del tracto
respiratorio, favorece la coexistencia entre ellos, e influye en la actividad de los sistemas

QS vy en el desarrollo de fenotipos relacionados con la virulencia como es la formacién
de biofilm.

Finalmente, este trabajo sugiere el uso de un enfoque que combine métodos fenotipicos
y genotipicos, donde ademas se consideren las relaciones interespecies entre los
diferentes componentes del microbioma respiratorio, a la hora de investigar con mayor
precisidn las posibles asociaciones entre los factores microbianos y la evolucién clinica y
la susceptibilidad a los antibidticos en las ITRI por S. aureus.
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SUMMARY

Staphylococcus aureus is one of the most important commensal and opportunistic
pathogen responsible for causing lower respiratory tract infections (LRTI). The difficulty
in distinguishing between colonization and LRTI by S. aureus is well known in both
chronic patients and patients without underlying lung diseases. The prevalence of
colonization by this microorganism makes it difficult to determine the clinical value of an
isolation in a respiratory sample in certain groups of patients and to establish an
appropriate treatment. In patients undergoing mechanical ventilation (MV), the
potential severity of developing pneumonia gives rise to frequent empirical
antimicrobial prescription, favoring at the same time the development of resistance. The
study of factors from both the microorganism and the host should facilitate the
distinction between the stages of colonization and infection. Therefore, the objective of
the present work is to determine the clinical importance of the isolation of S. aureus in
the lower respiratory tract of patients undergoing MV, by studying factors associated
with the persistence and adaptation of the microorganism to this anatomical niche. This
would represent a significant change in the diagnosis and management of LRTIs caused
by this microorganism.

Initially, we focused on studying which factors of the host and the microorganism could
be related to the clinical course and the persistent isolation of S. aureus in respiratory
samples. This was carried out in a cohort of patients admitted to the ICU and
undergoing MV, who were classified into different groups regarding the relationship of
the isolate with the host (infection vs. colonization). We have shown that among the
different variables evaluated, an unfavorable clinical outcome was independent of the
days under MV and stay in the ICU, as well as the genetic profile and the resistance
pattern to cloxacillin of the isolates. In addition, we have shown that persistent isolation
of S. aureus, observed in approximately 40% of the cases, was also not associated with
the clinical outcome. Resistance to cloxacillin was significantly associated with
persistence, although cases of persistent methicillin susceptible isolates were also
reported. On the other hand, the persistence of S. aureus in the respiratory sample was
found to be frequent in patients with consecutive isolation of Pseudomonas aeruginosa.
This association led us to investigate the interactions between S. aureus and P.
aeruginosa, another important etiological agent of LRTIs frequently isolated in the same
anatomical location. The study of the interactions between these two microorganisms
would expand the knowledge on interspecies relationships and their impact on
virulence, persistence, and adaptation to the respiratory tract, as well as the progression
or chronicity of the infection.

Next, we analyzed the functionality of the quorum sensing system (QS) - agr (accessory
gene regulator), one of the main virulence regulation systems in S. aureus, in isolates
from patients with LRTI. Approximately 83% of the isolates were found to have a
functional Agr system. Correlations were observed between the functionality of the Agr
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and the biofilm formation capacity of the clinical isolates. However, the activity of this
virulence regulatory system does not seem to influence on the unfavorable clinical
outcome of the patients, nor on the persistent isolation. The findings obtained in this
study highlight that both the functionality of the Agr system and persistent isolation,
often observed in isolates from patients undergoing MV, correspond more to adaptation
phenotypes of the microorganism to the respiratory tract microbiome than to virulence
phenotypes related to the unfavorable clinical outcome. Therefore, this reinforces the
observation that respiratory tract infections are often handled suboptimally with
respect to the correct diagnosis, indication, dosing and duration of antibiotic regimens.

Regarding the interspecific relationships between S. aureus and P. aeruginosa isolated
from patients with acute LRTI, we have observed that similarly to what occurs in isolates
from patients with chronic respiratory diseases, P. aeruginosa inhibits and outcompetes
S. aureus under standard laboratory culture conditions. However, the presence of a
mucus-like medium favors the coexistence between them and influences the activity of
the QS systems and the development of phenotypes related to virulence such as biofilm
formation in both microorganisms.

Finally, this work proposes the use of a combined approach that includes both
phenotypic and genotypic methods, and that also considers the interspecies relations
among the different components of the respiratory microbiome, to investigate
accurately the possible associations between the microbial factors and the clinical
outcome, and antimicrobial susceptibility in LTRIs caused by S. aureus.
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INTRODUCCION

1.1 Estructura del tracto respiratorio

El sistema respiratorio estd constituido por las vias aéreas superiores (boca, fosas
nasales, faringe y laringe), vias aéreas inferiores (trdquea, bronquios y pulmones) y por
otras estructuras que contribuyen a promover los procesos de inhalacién y exhalacién
del aire, como la pared toracica y su musculatura, la pleura y el diafragma (1).

La pared toracica estd formada en la parte posterior por la columna vertebral, en la
parte anterior por el esterndn, y a cada lado por las costillas. Ocupando el espacio entre
las costillas se encuentran los musculos, los vasos y los nervios intercostales. La cavidad
toracica, a su vez, presenta tres grandes regiones ocupadas por érganos que pertenecen
a varios sistemas corporales; comunica libremente con el cuello, pero estd separada del
abdomen por el diafragma, el musculo mas importante de la respiracion. La pleura
representa una tunica serosa, brillante y lisa. Posee dos membranas, una que se adhiere
intimamente al pulmén (pleura visceral) y otra que reviste la pared toracica, el
mediastino y el diafragma (pleura parietal). Entre ambas se forma un espacio virtual
denominado espacio pleural, que contiene una pequefia cantidad de liquido necesario
para lubricarlas y asi evitar la friccion. El mediastino es el espacio situado en el centro
del térax, entre ambos recesos pleurales, y que aloja érganos importantes como el
corazdn, a la vez que sirve de paso a estructuras como el eséfago, traquea, y los grandes
vasos (1).

La traquea, asi como los bronquios, esta tapizada por una mucosa ciliada secretora de
moco, tipica del tracto respiratorio. De la bifurcacién traqueal salen dos grandes
bronquios principales (derecho e izquierdo), que a su vez se ramifican en tres y dos
ramas de bronquios lobares, respectivamente, formando el arbol bronquial de los
pulmones. En el interior de los pulmones, y de manera progresiva, cada una de estas
ramas bronquiales se divide en bronquios de menor calibre hasta finalizar en los
alveolos pulmonares (1).

Los pulmones estan situados en la caja toracica a ambos lados del corazén en cuya base
se encuentra el diafragma. Los pulmones se componen de lébulos; el derecho contiene
tres (superior, medio e inferior) y el izquierdo dos (superior e inferior). Cada lébulo
presenta una serie de secciones denominadas segmentos pulmonares, provistos de
ramas bronquiales, arterias y venas. Se distinguen dos partes en el pulmdn: una central,
conocida como el hilio, en la cual confluyen el bronquio principal, la arteria y venas
pulmonares, y los vasos linfaticos; y una otra periférica, donde ocurre la hematosis
debido a la presencia de los alveolos con su red de vasos capilares (1).
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1.2 La microbiota y el microbioma del tracto respiratorio

Como una de las puertas de entrada al organismo, el tracto respiratorio alberga por si
mismo una gran cantidad de microorganismos, conocido como microbiota respiratoria,
de composicion heterogénea y que disminuye en biomasa del tracto superior al inferior
(2). A su vez, el término microbioma se refiere al conjunto de microorganismos que
componen la microbiota y su material genético. En base a que sélo un 1% de este
conjunto de microrganismos crece en cultivo (3), el desarrollo de técnicas
independientes de cultivo, como las técnicas moleculares, ha ampliado el conocimiento
y la localizacién de las comunidades bacterianas pertenecientes al microbioma de las
vias aéreas (4, 5). La composicién del microbioma respiratorio residente en los estados
sanos y alterados es actualmente un importante objeto de estudio y parece depender
del equilibrio entre tres factores: 1) Migracidon microbiana en las vias respiratorias; 2)
Eliminacién de los microorganismos de las vias respiratorias; y 3) Tasas de reproduccion
relativa de los miembros de la comunidad (6), aunque también es importante considerar
otro aspecto como la exposicidn a agentes externos.

Formando parte de la microbiota del tracto respiratorio superior podemos
encontrar,entre  otros, microorganismos como Staphylococcus epidermidis,
Corynebacterium, estreptococos no hemolitico y alfa-hemolitico, Neisseria, ademas de
otros potencialmente reconocidos como agentes patdgenos, tales como Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae y Staphylococcus aureus (7).

Estudios recientes han demostrado que la composicion del microbioma de la orofaringe
y del arbol broncopulmonar en el individuo sano son bastante parecidos. Esta similitud
se podria explicar por la aspiracidon de secreciones que ocurre durante el suefio (5, 8).
Por otro lado, el pulmdén de un individuo sano, considerado anteriormente como una
zona estéril, también puede albergar un microbioma funcional y estable que esta
formado por una amplia gama de géneros (9).

Existen evidencias de que la composicion del microbioma de las vias aéreas varia entre
individuos sanos y personas con enfermedades respiratorias crénicas, como el asma, la
fibrosis quistica (FQ) y la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Formando
parte de la microbiota de las vias respiratorias inferiores en estos grupos de pacientes se
puede observar la presencia de bacterias patdégenas oportunistas, que colonizan y
contribuyen a la progresion de la actividad inflamatoria pulmonar, como Pseudomonas
aeruginosa, S. aureus, H. influenzae, Stenotrophomonas maltophilia y S. pneumoniae
(7). Algunos estudios asocian las exacerbaciones y los procesos inflamatorios,
caracteristicos de estas enfermedades, a los cambios en la densidad microbiana y a la
adquisicidon de nuevas variantes genéticas y/o especies en la microbiota residente (10).

Respecto a los pacientes con neumonia asociada a la ventilacion mecanica (NAV), parece
ser que la presencia de cuerpos extrafios, como el tubo endotraqueal (TE) o la cdnula de
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traqueostomia, puede alterar el microbioma colonizador. Hay indicios de que la
patogenia de esta infeccidon, que esta asociada con la composicién del microbioma
colonizador, se correlaciona con el pronéstico del paciente, y que la presencia de P.
aeruginosa es el predictor mas importante en la supervivencia del paciente, seguido de
la edad y de la abundancia relativa de miembros de la familia Staphylococcaceae (11).

El conocimiento sobre la composicién del microbioma respiratorio residente durante las
enfermedades respiratorias, y la implicacién real de los microorganismos considerados
como comensales en la patogenia es reciente, y todavia se encuentra poco explorado.
La implementacion de técnicas basadas en el analisis del RNA bacteriano podria
proporcionar informacién relevante para estudios futuros dirigidos a conservar la
microbiota enddgena, que actia como mutualista y facilita la funcionalidad del sistema
respiratorio frente a los patdégenos que la sustituyen progresivamente, especialmente
en pacientes con EPOCy FQ (3).

1.3 Interaccion hospedador y microbiota residente: concepto colonizacién-infeccion

La microbiota de las vias respiratorias, tal y como se ha comentado previamente, esta
formada por una cantidad importante y variada de microorganismos comensales vy
potencialmente patégenos que han co-evolucionado con el hospedador. La diversidad
de especies que componen esta microbiota, y que esta en cambio permanente a lo largo
de la vida del individuo, se ve influenciada por diferentes factores tales como, la edad
del hospedador, su estado inmunoldgico, sus habitos de vida (por ejemplo si es
fumador) y la exposicidon previa a antibiéticos, entre otros (12). Cada microorganismo
tiene un nicho ambiental particular dentro del hospedador (13), y algunas alteraciones
como los cambios fisiolégicos (aumento de la produccién de moco y la disminucién del
aclaramiento mucociliar) o los cambios genéticos (incorporacién de elementos genéticos
moviles y/o regulacion génica mediante la densidad bacteriana), pueden perturbar esta
relacion comensal de adaptacién, y favorecer la proliferacién y consecuente infeccién
por estos microorganismos (12, 14).

El aislamiento en muestras de origen respiratorio de especies pertenecientes a la
microbiota respiratoria enddgena, o incluso de microorganismos de reciente
adquisicidon no siempre se asocia con el desarrollo de una infeccion respiratoria (14). Se
observa de forma frecuente la presencia de S. pneumoniae (15) y H. influenzae en la
microbiota nasofaringea de los nifios en edad preescolar y en pacientes con enfermedad
pulmonar subyacente (14), de la misma manera que alrededor del 30% de la poblacién
es portadora asintomatica de S. aureus en la nasofaringe (16). Ademas, S. aureus puede
aislarse en muestras respiratorias de pacientes con enfermedad respiratoria crénica (17)
sin que su presencia necesariamente esté asociada al desarrollo de una enfermedad
infecciosa. La colonizaciéon por P. aeruginosa a su vez, requiere inicialmente de una
patologia subyacente, pero también ha sido observada en casos sin infeccién activa (7).
La adquisicion de este patdgeno se produce a partir de microorganismos presentes en el
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ambiente, y el desarrollo de la colonizacidén-infeccién crénica ocurre a través de un
intenso proceso de adaptacion genética y fisiologica (17).

Un estudio reciente (18) demuestra que el concepto de colonizacidn-infeccién
broncopulmonar es critico para comprender el proceso patogénico de las enfermedades
respiratorias cronicas. Esta entidad se produce en el contexto de neumopatias de base,
y se caracteriza por la disminucion de la capacidad de eliminacién de los
microorganismos de las vias respiratorias inferiores y su presencia persistente, que
conduce a procesos inflamatorios locales, variantes bacterianas con alta resistencia a los
antimicrobianos y frecuentes exacerbaciones. Por ejemplo, el aislamiento de S. aureus
en muestra respiratoria suele ser frecuente en pacientes que padecen de FQ,
bronquiectasias, EPOC y neoplasias con neumonitis obstructiva. Segun este concepto,
pese a la elevada carga bacteriana de S. aureus en las vias aéreas de estos pacientes,
rara vez desarrollan infeccién del parénquima pulmonar (18). De esta forma, S. aureus
puede persistir en las vias respiratorias de estos pacientes sin provocar alteraciones
aparentes. Sin embargo, su presencia causa una lesioén inicial, con escasa repercusion
funcional, que podria predisponer a la colonizacion posterior por P. aeruginosa (17).

La colonizacidon crénica en este grupo de pacientes acaba por producir respuestas
inflamatorias de tal naturaleza que la funcién pulmonar se ve afectada hasta limites
criticos (18). Ademas, la adaptacion de estos microorganismos al tracto respiratorio les
permite persistir en este ambiente durante largos periodos, incluso bajo la acciéon de
terapia antimicrobiana ajustada a la susceptibilidad in vitro, dificultando asi establecer el
verdadero valor clinico del aislamiento (14).

Debido a su relevancia como patégenos oportunistas del tracto respiratorio, su
capacidad para desarrollar resistencia a multiples antibidticos (19) y su frecuencia como
agentes causantes de infecciones del tracto respiratorio inferior (ITRI) de origen
nosocomial (20), S. aureus es el principal objeto de estudio en este trabajo, donde
ademas se aborda su interaccidn con P. aeruginosa en el contexto de la co-colonizacién
y coinfeccién del tracto respiratorio inferior.

1.4 Infecciones del tracto respiratorio inferior

El establecimiento de la colonizacién por determinados microrganismos en las vias
respiratorias, es un factor de riesgo para el desarrollo de infeccidn. Los pasos previos a
las infecciones del tracto respiratorio son el cambio cualitativo de la microbiota normal
de la orofaringe (especies mas invasivas o resistentes), cuantitativo (incremento de la
carga bacteriana colonizadora) o una combinacién de ambos factores. Este proceso que
puede ocurrir hasta en un 60% de los pacientes se produce generalmente durante la
hospitalizacion prolongada y en situaciones de presién antibidtica, también a nivel
ambulatorio (21).
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En los ultimos afos se ha observado un aumento en las infecciones estafilocécicas del
tracto respiratorio superior que podria estar relacionado con el desplazamiento de la
microbiota comensal debido a la introduccidon de la vacuna neumocécica (22). Estas
infecciones en general presentan un curso benigno, pero en algunos casos pueden
provocar complicaciones como otitis, mastoiditis, sinusitis, o patologias mas graves
como los abscesos retrofaringeos o epiglotitis. Por otro lado, como integrante de la
microbiota enddgena en un elevado porcentaje de la poblacién, S. aureus accede a las
vias aéreas inferiores, mayormente, debido a aspiraciones repetidas de las secreciones
orofaringeas, o por diseminacion hematdgena desde otro foco de infeccion (23).

A nivel nosocomial, las ITRI representan un numero significativo de casos en los cuadros
infecciosos que estan asociados a tasas elevadas de morbilidad y mortalidad, ademas de
ser una de las causas mas frecuentes de prescripcidon de tratamiento antibiético (14, 21).
La neumonia adquirida en el hospital (NAH) y la NAV, juntas representan el 22% de
todas las infecciones de origen nosocomial (24). La NAV es la primera causa de infeccion
en el paciente ventilado. Estudios recientes demuestran que aproximadamente el 10%
de los pacientes sometidos a VM son diagnosticados con NAV (25).

Tanto la NAH como la NAV se producen generalmente por microaspiracién de las
secreciones orofaringeas o gastricas contaminadas con microbiota colonizante
(generalmente modificada por sobrecrecimiento o tratamiento antibidtico previo
prolongado), por aspiracién de un gran inéculo de microorganismos y por alteracién o
aboliciéon de los mecanismos de defensa del tracto respiratorio de tipo mecdnico
(epitelio ciliado y moco), humoral (anticuerpos) y celular (polimorfonucleares,
macrofagos y linfocitos y sus respectivas citocinas) (26).

El paciente ventilado mecdnicamente es mas propenso a la colonizacién pulmonar por
organismos pertenecientes a la microbiota orofaringea. La presencia del TE obstaculiza
el reflejo normal de la tos, asi como el aclaramiento mucociliar normal de las
secreciones orofaringeas, y por lo tanto facilita una via de entrada de los
microorganismos a los pulmones. Ademas, la presencia del TE actia como reservorio
bacteriano debido a la acumulacion de una biopelicula (en inglés biofilm) que lo recubre,
y que mas tarde se desprende y se disemina hacia al pulmén durante la VM o la
manipulacidn del propio tubo (21, 27). No obstante, parece ser que la propia VM induce
una inmunosupresion local, que tiene como resultado una reduccién en el proceso de
fagocitosis bacteriana (28). Esta alteracion inmunitaria aumentaria el riesgo de
desarrollo de infecciones en el paciente ventilado.

Debido al aumento en la frecuencia de organismos resistentes a multiples farmacos
como causa de infecciones respiratorias, asi como el riesgo elevado de gravedad, en la
mayoria de los casos se implementa una terapia empirica con antimicrobianos de
amplio espectro, y por decision de consenso, se realizan cultivos de las secreciones
respiratorias de practicamente todos los pacientes con sospecha de NAV (24).
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Segun un estudio reciente que documenta la neumonia de origen nosocomial en 27 UCls
de nueve paises de Europa, el 69,5% de los casos con sospecha de ITRI estan asociados
con aislamientos de microorganismos patégenos (20). Menos de diez microorganismos
estan implicados en la mayoria de los casos de ITRI asociados a VM, y una proporcion
sustancial de estas infecciones (32%) son de origen polimicrobiano. Entre los agentes
etioldgicos mas frecuentemente aislados se encuentra: Enterobacterias, S. aureus, P.
aeruginosa y Acinetobacter baumannii (29).

La presion selectiva ejercida a causa de los tratamientos antibidticos en las ITRI favorece
la seleccidon de aislados resistentes de estos microorganismos, como S. aureus resistente
a la meticilina (MRSA) y P. aeruginosa multiresistente, a la vez que promueve la
sustitucion de la microbiota original por patégenos oportunistas (14).

En la NAV, S. aureus tiene un papel destacado por su implicaciéon y frecuencia,
principalmente en pacientes con afectacién neuroldgica o sometidos a cirugia (30, 31),
en la gravedad del cuadro clinico en pacientes con infeccion por el virus de la gripe (32),
ya que el dafio del epitelio pulmonar inducido por el virus facilita la posterior adhesion e
invasion tisular estafilocécica (33, 34), y en el aumento de la resistencia a los
antibidticos, entre ellos, la meticilina (35). Ademas, cabe destacar que la admisién en
UCI de pacientes portadores de cepas multiresistentes representa un factor de riesgo
que aumenta significativamente la frecuencia de infecciones nosocomiales causadas por
organismos resistentes a multiples farmdcos (36). La neumonia por diseminacion
hematdgena a su vez, sucede como complicacién de endocarditis de cavidades derechas
y es secundaria a la embolizacion de lesiones valvulares, con el resultado de infartos
pulmonares (23).

Otro tipo de ITRI causada por este microorganismo, y que estd relacionada
epidemioldégicamente con cepas MRSA de origen comunitario, portadoras del elemento
genético movil SCCmec tipo IV y productoras de la leucocidina de Panton Valentine
(PVL), es la neumonia necrotizante (37). Los patrones caracteristicos incluyen una
neumonia de extensidn rapida que frecuentemente viene precedida de una infeccion
por virus influenza en pacientes jovenes, con un prondstico muy desfavorable y una
elevada mortalidad (38).

Recientemente se ha observado un aumento en la prevalencia de estas cepas a nivel
nosocomial, lo que refleja su diseminacidn desde la comunidad hacia el ambiente
hospitalario. No obstante, estudios recientes cuentionan la funcién de la PVL en la
neumonia (39), y su correlacion con la severidad de la enfermedad y el resultado clinico
del paciente con NAV (40). En cuanto a la neumonia causada por MRSA de origen
comunitario, un estudio multicéntrico-internacional (41), con participacién del Hospital
Universitario Germans Trias i Pujol, ha reportado una baja prevalencia, y se ha asociado
con determinados factores de riesgo como la infeccidn o colonizacién previa por MRSA,
infecciones cutaneas recurrentes y neumonia grave. Como complicaciones de la
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infeccion pulmonar causada por S. aureus se observa entre otros el desarrollo de
empiemas pleurales, abscesos pulmonares y bacteriemia (23).

Por otro lado, las ITRI causadas por P. aeruginosa pueden variar en gravedad desde una
colonizacidn asintomdtica o una traqueobronquitis benigna hasta una bronconeumonia
necrotizante grave (42). Los pacientes con enfermedad crénica pulmonar, como los
afectados de EPOC, FQ, bronquiectasias, y en menor frecuencia, pacientes
neutropénicos, suelen ser colonizados y/o infectados frecuentemente por este
microorganismo (42). La neumonia causada por P. aeruginosa se encuentra entre las
neumonias mas frecuentes y generalmente también mads graves dentro del conjunto de
neumonias nosocomiales, especialmente entre las que se desarrollan en los pacientes
criticos y ventilados mecanicamente (43).

Los enfermos criticos tienen afectada su produccion de inmunoglobulina A y
fibronectina debido a un aumento de los niveles de proteasa. Eso a su vez, impide la
adherencia de las bacterias Gram positivas a la mucosa orofaringea y favorece la
adherencia de las bacterias Gram negativas. De este modo, P. aeruginosa, que coloniza
en tasas bajas la piel y las mucosas nasal y faringea de las personas sanas, en los
pacientes hospitalizados adquiere una tasa de colonizacion superior al 50%,
especialmente tras la administracion de tratamiento antimicrobiano prolongado, que
ademads favorece la seleccion de cepas resistentes a multiples farmacos (26). Los
pacientes con inmunodepresion, alteracion de los mecanismos respiratorios vy
hospitalizacion previa son especialmente susceptibles a la NAV por P. ageruginosa (21,
43).

El diagndstico de la NAV presenta algunas limitaciones y controversias. Como se ha
mencionado anteriormente, a parte de la colonizacidon traqueal que ocurre con
frecuencia en pacientes con una intubacién endotraqueal (14, 21), los signos
caracteristicos de neumonia, como fiebre, recuento de leucocitos elevados y presencia
de infiltrados radioldgicos, pueden presentarse también en procesos no infecciosos en
los enfermos criticos sometidos a VM. Otras causas como el distrés respiratorio, o las
atelectasias pueden generar estos mismos signos en este grupo de pacientes.

Actualmente, se utilizan dos enfoques complementarios para determinar si un paciente
ventilado mecdnicamente presenta NAV: el enfoque clinico-radiolégico y el enfoque
microbioldgico.

El abordaje clinico-radioldgico generalmente se realiza a partir de diferentes escalas que
utilizan puntuaciones para valorar la clinica de la infeccidon pulmonar, como por ejemplo
el indice CPIS (del inglés Clinical Pulmonary Infection Score). Los criterios clinicos
utilizados en esta escala son fiebre, leucocitosis, oxigenacion, radiografia de térax y
cultivo bacteriolégico de los aspirados traqueales. Una vez evaluados, estos criterios
clinicos se ponderan y se obtenie una puntuacion final. Una puntuacién de 6 o mayor
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indica que el paciente tiene NAV (44). Pese a la controversia en cuanto a la utilidad del
CPIS para diagnosticar NAV (20), su uso permite una estandarizacion del método, lo que
facilita la comparacion entre diferentes estudios.

El enfoque microbioldgico se basa en realizar cultivos bacterianos (cuantitativo o
semicuantitativo) que traten de discriminar entre colonizacién y verdadera infeccion
mediante la determinacién de la carga bacteriana, y posteriormente la realizacion de los
estudios de susceptibilidad antimicrobiana pertinentes El arbol respiratorio puede ser
muestreado en varios puntos a través de técnicas invasivas (fibrobroncoscopia) o no
invasivas (aspirado traqueal) (21). Los procedimientos de cultivo cuantitativo actuales
varian segun el tipo de muestra pulmonar obtenida, pero en general, los recuentos de
unidades formadoras de colonia (ufc) de un aislado, con valores superiores a 10°/mL
sugieren una carga bacteriana de un patégeno potencial (45). De acuerdo a las nuevas
directrices de diagndstico y manejo de la NAV, se recomienda un muestreo no invasivo
con cultivos semicuantitativos, dado que no se han observado diferencias significativas
en los estudios publicados cuando se utilizan técnicas invasivas o cultivos cuantitativos
(24).

Ambos enfoques propician una mejor aproximacion para el diagndstico y tratamiento
antibiotico adecuado de la NAV, pues pese a los recientes avances en las técnicas
diagndsticas, la distincién entre colonizacidn e infeccidn sigue siendo un reto a la hora
de definir la importancia clinica del microorganismo aislado como el agente etiolégico
responsable por la infeccion o como microorganismo cuyo nicho ecoldgico en
condiciones normales son las vias respiratorias (14).

1.5 Staphylococcus aureus: descripcion del género y caracteristicas generales

El término Staphylococcus, que viene del griego staphyle=racimo y kokkos=granos, fue
introducido inicialmente en 1880 por Alexander Ogston para describir a los micrococos
implicados en la inflamacién y supuracion de las heridas (46). El Género Staphylococcus
pertenece al Phylum 2 del Dominio Bacteria; Clase Bacilli; Orden Bacillales; y Familia
Staphylococcaceae (47). Los organismos del género Staphylococcus son cocos Gram
positivos de 0,5 a 1,5 um de didametro, con una presentacién caracteristica en
agrupaciones irregulares semejantes a racimos de uvas. Son bacterias aerobias o
anaerobias facultativas, catalasa positiva, inmdviles, no formadoras de esporas y que
pueden crecer en condiciones ambientales diversas. El género Staphylococcus incluye 35
especies y 17 subespecies, de las cuales algunas estan presentes en la microbiota
comensal de la piel y mucosas de los humanos y de algunos animales. Entre las especies
gue colonizan o que actian como patdégenos oportunistas en los humanos, destacan a
parte de S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus y
Staphylococcus lugdunensis.

27



Introduccion

S. aureus se caracteriza por crecer en medios de cultivo convencionales. Después de 18-
24h de incubacién en medio solido forma colonias de 1 a 3 mm de didmetro, de
consistencia cremosa y con un color amarillo o dorado, caracteristico de la produccién
de carotenoides. La mayoria de las colonias cuando crecen en agar sangre, presentan un
halo hemolitico a su alrededor, correspondiente al patrén de B-hemdlisis. Desde el
punto de vista bioquimico, S. aureus se diferencia del resto de especies del género por
producir coagulasa (una enzima que convierte el fibrindgeno en fibrina, formando los
coagulos), fermentar el manitol, y por crecer bien a concentraciones elevadas de cloruro
de sodio (NaCl).

Respecto a las caracteristicas genéticas, el genoma de S. aureus estd compuesto por un
Unico cromosoma circular, de aproximadamente 2,8 Kb y con un contenido de G-C bajo
(30-39%). Estd constituido por secuencias de insercion, transposones, bacteriéfagos e
islas de patogenicidad, que contienen determinantes de virulencia y resistencia a
multiples antibidticos (48).

1.5.1 Epidemiologia

Considerado como uno de los patédgenos mds importantes a nivel mundial, S. aureus es
un microorganismo oportunista que se encuentra ampliamente diseminado en el
ambiente (23). Empieza a formar parte de la microbiota humana en los neonatos poco
después del nacimiento, y coloniza con frecuencia las fosas nasales, la garganta, la
region perianal, el ombligo y la piel (49).

La colonizacion mas frecuente por S. aureus es en la mucosa del vestibulo nasal. Sin
embargo, puede colonizar otras partes del cuerpo tales como el tracto gastrointestinal,
el sistema genitourinario y las axilas. Aproximadamente un 20% de la poblacién es
portadora persistente de S. aureus en la nasofaringe y un 30% lo es de manera
intermitente (50). Entre los factores que influyen en la incidencia de la colonizacién
destaca la exposicidn continuada a entornos de alto riesgo, como el ambito hospitalario,
ganadero y veterinario (51). En el dmbito hospitalario, la colonizacién suele ser mas
frecuente en pacientes con antecedentes de dialisis (52), infecciones en la piel y otras
enfermedades/comorbilidades de base como la obesidad, diabetes mellitus, eczema o
psoriasis y dermatitis atopica (53, 54).

Fuera de estos ambientes, la colonizaciéon por S. aureus suele ser frecuente también
entre sujetos infectados con VIH (55, 56), drogodependientes (57) y personas sin hogar
(58). Estudios basados en poblacion no hospitalizada correlacionan varios factores de
riesgo con el estado de portador, incluyendo el uso de anticonceptivos orales, el
tabaquismo, el hacinamiento (53) y también determinados factores sociodemograficos,
tales como la edad, el género y la raza (54, 59).
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En cuanto a patologia infecciosa, S. aureus es la especie mas virulenta e importante del
género. La localizacién nasofaringea del microorganismo favorece la diseminacion y el
desarrollo de infecciones subsecuentes en muchos casos (50). S. aureus se asocia con
una amplia variedad de enfermedades que van desde infecciones de la piel y de tejidos
blandos hasta neumonia, endocarditis o sepsis (60).

En la Ultima década, las infecciones por S. aureus han reemergido debido a la resistencia
del microorganismo a diversos antibiéticos. S. aureus tiene una capacidad excepcional
para adquirir resistencia a los antibidticos. Aunque el término resistencia a meticilina
incluye resistencia a derivados RB-lactamicos, las cepas MRSA presentan, en general,
resistencia multiple a varios grupos de antibiéticos (61). Por otro lado, se ha observado
también un cambio en el manejo y el tratamiento de las infecciones estafilocécicas
debido a hechos importantes como la expansion de cepas MRSA en la comunidad, el
origen de brotes de infecciones cutdneas y neumonias graves relacionadas con cepas
productoras de PVL (23) y la aparicion de cepas MRSA de origen nosocomial con
sensibilidad disminuida a los glicopéptidos (62).

El porcentaje de aislados MRSA en Europa disminuyd significativamente entre 2012 y
2015 con valores del 18,8% y a 16,8%, respectivamente (63). Esta tendencia se ha
observado también en Espaia, donde en los ultimos afios viene ocurriendo un aparente
descenso en los casos de aislados MRSA en los hospitales de gran tamafio. Sin embargo,
se detecta un incremento significativo de los casos de origen comunitario (61).

1.5.2 Estructura y factores de virulencia

La patogenicidad de S. aureus se considera un proceso complejo y multifactorial,
resultado de la accién combinada de un arsenal de factores de virulencia que son
expresados coordinadamente durante las diferentes fases de la infeccién (colonizacién,
evasion de las defensas del hospedador, multiplicacién y diseminacién).

Los factores de virulencia de S. aureus incluyen componentes estructurales que facilitan
la adherencia a los tejidos del hospedador y evitan la fagocitosis, como también factores
extracelulares secretados que actuan en la invasion de los tejidos (64) (Figura 1). En la
tabla 1 se encuentran recopilados los principales determinantes de la patogenicidad en
S. aureus y sus respectivas funciones.
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Figura 1. Estructura y factores de virulencia estudiados de S. aureus. Modificado a partir de (48).

Tabla 1. Principales factores de virulencia conocidos de S. aureus. Tomado de (23, 65-68).

Factores de virulencia

Funcidn y efecto de su actividad para el
patégeno y/o el hospedador

Componentes estructurales

Capsula externa o glucocalix

Adherencia y actividad antifagocitaria

Peptidoglicano

Actividadendotoxica y tolerancia osmoética

Acidos teicoicos

Adherencia y actividad antifagocitaria

Adhesinas

Adherencia y evasidn del sistema inmune

Factores extracelulares

Enzimas
Catalasa Supervivencia en fagocitos
Coagulasa Formaciéon de abscesos y actividad

antifagocitaria

Hialuronidasa

Invasion tisular

Lipasa, nucleasa, proteasa

Invasiény colonizacion

Toxinas citoliticas

Hemolisinas? Lisis celular

Leucocidinas® Lisis celular

PSMs¢ Lisis celular y actividad intracelular
Superantigenos

Toxinas exfoliativas

Epidermdlisis

Toxina TSST-1

Shock toxico
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Factores de virulencia Funcidn y efecto de su actividad para el
patégeno y/o el hospedador
Enterotoxinas Actividad emética

Proteinas de accion antiinflamatoria

CHIPS Bloquea la quimiotaxis de los neutréfilos
SCIN Inhibicién del complemento
FLIPr Inhibicién del complemento

a) Alfa (a) y beta (B) hemolisinas; b) Gama hemolisina (y) y PVL; c) PSMs: Phenol Soluble
Modulins, PSMal- PSMa4, PSMB1 y PSMB 2 y delta (6) hemolisina; TSST-1: Toxina del Sindrome
del shock tdxico-1; CHIPS: Chemotaxis inhibitory protein of S. aureus; SCIN: Staphylococcal
complement inhibitor; FLIPr: S. aureus Formyl Peptide Receptor—like 1 Inhibitor

1.6 Pseudomonas aeruginosa: descripcion del género y caracteristicas generales

P. aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, aerobio y anaerobio facultativo, no
fermentador y perteneciente a la familia Pseudomonaceae (47). Suelen presentar una
morfologia recta o ligeramente curvada, con un tamafio de 1,5 a 5 um de largo y de 0,5
a 1um de ancho. Este bacilo con motilidad unipolar debido a la presencia de un flagelo,
puede presentar ademas unas proyecciones externas filiformes de estructura proteica,
denominadas pili o fimbrias, que estan relacionadas con su capacidad de adherencia a
las células del hospedador.

En cultivo, crecen sin dificultad en cualquier medio. La temperatura éptima de
crecimiento de esta bacteria es 37°C, pero puede crecer a temperaturas superiores. Son
oxidasa y catalasa positiva. Se diferencian de otras especies por la produccién de acidos
a partir de glucosa y xilosa, y por transformar el nitrato a nitrito o gas. Algunas cepas
tienen un aspecto mucoide por la abundancia de una capsula de polisacarido, y muchas
cepas producen pigmentos, como la piocianina, pioverdina y piorrubina, que pueden ser
toxias las células eucariotas, actuando sobre el ciclo Redox de la respiracién celular (42).

Considerada como una de las bacterias mads versatiles desde el punto de vista
metabdlico, P. aeruginosa tiene la capacidad de colonizar multiples ambientes. Se puede
encontrar en la microbiota, en el suelo, agua, superficies de materiales quirudrgicos, e
incluso en algunos antisépticos. La capacidad de sobrevivir en cualquier ambiente con
los requerimientos nutricionales minimos (69) lo han convertido en uno de los
patdgenos oportunistas mas exitosos (70).

Aunque los seres humanos estan en contacto frecuente con P. aeruginosa, las
infecciones gravesocasionadas por este microorganismo rara vez son adquiridas por
pacientes inmunocompetentes; no obstante, cuando se alteran las barreras de la piel y
mucosas, frente a estados de inmunodepresién, puede actuar como patégeno primario
(71). P. aeruginosa es una causa importante de infecciones tanto adquiridas en la
comunidad como en el hospital. Las infecciones adquiridas en la comunidad incluyen,
pero no se limitan a, queratitis ulcerativa (generalmente asociada con el uso de lentes
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de contacto), otitis externa e infecciones de la piel y tejidos blandos (incluyendo
infecciones del pie diabético). Los pacientes hospitalizados pueden estar colonizados
con P. aeruginosa en el momento del ingreso o pueden adquirir el microorganismo
durante su estancia hospitalaria. Las infecciones nosocomiales causadas por P.
aeruginosa incluyen neumonias, infecciones del tracto urinario, bacteriemia, infecciones
del sitio quirurgico e infecciones de la piel en el contexto de lesiones por quemaduras
(72, 73). Las infecciones oportunistas causadas por P. aeruginosa no sélo son de las mas
comunes, sino que también se han asociado con una alta morbilidad y mortalidad. Por
otro lado, también son motivo de preocupacién la elevada resistencia a los
antimicrobianos observada en la mayoria de aislamientos de origen nosocomiales (73).

1.6.1 Epidemiologia

P. aeruginosa juega un papel particularmente importante en las UCls, donde es el
mircroorganismo responsable de un alto porcentaje de las infecciones nosocomiales
(13-22%). Este microorganismo se ha identificado en hasta el 13% de todas las
infecciones nosocomiales de las cuales se ha podido identificar el agente causal (73). Por
otro lado, numerosos estudios destacan la importancia de P. aeruginosa en la
colonizacién de pacientes con FQ, EPOC y bronquiectasias, en quienes la colonizacion
bronquial, ademas de las infecciones recurrentes, son frecuentemente causadas por
este microorganismo (74).

Es un patdégeno importante en la colonizacion de la herida en pacientes con quemaduras
y en pacientes con inmunodeficiencias primarias (IDP) y adquiridas, siendo considerado
como una de las principales causas de septicemia y de bacteriemia en pacientes con IDP
y leucemia aguda, respectivamente. Ademas, es el patdgeno mayormente aislado en
pacientes con infeccidon por VIH hospitalizados y con neumonia (73). En Europa vy la
region Mediterrdnea, P. aeruginosa representa el 20,9% de los organismos Gram
negativos aislados en pacientes con NAH y NAV, ademas de presentar una
susceptibilidad reducida a la mayoria de los antimicrobianos (75).

1.6.2 Factores de virulencia

P. aeruginosa presenta componentes estructurales, asi como toxinas y enzimas
secretadas, que estan involucrados en la patogénesis y son responsables de causar dafio
tisular y favorecer la lisis celular, asi como su diseminacién por el torrente sanguineo
(69). Cuando P. aeruginosa se une a las células epiteliales puede activarse el sistema de
secrecion tipo Il (SSTT) que permite la liberacidn de ciertas proteinas efectoras dentro
de la célula epitelial, con la consiguiente alteracidén en la respuesta inmunitaria, lesion y
muerte celular (42). La tabla 2 recoge los principales determinantes de virulencia que
intervienen en la patogénesis de la infeccidon por P. aeruginosa.
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Tabla 2. Principales factores de virulencia conocidos de P. aeruginosa. Tomado de (42, 76)

Factores de virulencia

Funcion y efecto de su actividada para el
patégeno y/o el hospedador

Componentes estructurales

Flagelos

Motilidad

Pili y fimbrias Adherencia ymotilidad
Lipopolisacdridos Actividad endotdxica
Alginato Creacion de capa mucéide

y actividad antifagocitaria

Enzimas y toxinas secretadas

Proteasas
(elastasa, proteasa alcalina)

Citotoxidad celular,
inhibicién de la quimiotaxis y dafio tisular

Ramnolipido

Invasion tisular

Exotoxina A

Altera la sintesis proteica y actividad
inmunosupresora

ExoenzimaSy T

Atividad citotdxica e inmunosupresora
y necrosis tisular

Lipasas y Fosfolipasas

Citotoxidad tisular

SSTT? Citotoxidad celular
Piocianina Apoptosis de neutrdfilos yestrés oxidativo
Pioverdina Siderdforo necesario para la patogénesis

a) SSTT: Sistema de secrecidn tipo |l

1.7 Mecanismos de adaptacidn al tracto respiratorio inferior

Los patdgenos oportunistas que habitan de forma asintomdtica o que causan ITRI han
ido evolucionando y adaptandose a los mecanismos de defensa sofisticados de la
mucosa pulmonar del hospedador, a la terapia antimicrobiana y a la coexistencia con
otras especies. Algunas de estas bacterias comparten nichos ambientales similares,
ademas de numerosas estrategias de adaptacion (14, 77).

Como se ha mencionado anteriormente, S. aureus y P. aeruginosa son patdgenos
humanos oportunistas que frecuentemente coexisten en las comunidades bacterianas
de pacientes con enfermedad pulmonar crdnica. La convivencia y adaptacién entre
estos dos microorganismos en un mismo nicho requiere del desarrollo de estrategias
que incluyen cambios fenotipicos como la produccién de exopolisacaridos (EPS),
formacién de biofilm, pérdida de la motilidad, formacién de variantes de colonia
pequefia (SCV, del inglés Small Colony Variant), asi como cambios genéticos que estan
reflejados en el aumento de las tasas de mutacion, activacién de los mecanismos de
comunicacion célula a célula (ver seccidon 1.7) y en la expresion de determinados
factores de virulencia (7, 14).
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Muchos de los patégenos oportunistas que colonizan de forma persistente las vias
respiratorias inferiores utilizan como estrategia la disminucién en la produccién de los
factores de virulencia y de los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP del
inglés, pathogen associated molecular patterns) para evitar la deteccidn y accién del
sistema inmune del hospedador (7).

1.7.1 Formacion de Biofilms

Una de las estrategias que favorece la colonizacién y que esta relacionada con la
adaptacion de estos microorganismos, principalmente en los pulmones de pacientes con
FQ, pero también de forma prominente en los casos que implican el uso de dispositivos
médicos permanentes o por largos periodos, como las canulas de traqueostomia, o el TE
en los pacientes sometidos a VM, es la formacion de biofilm.

El proceso de formacion de biofilm es multifactorial, incluyendo sefiales ambientales y
redes reguladoras, constituyendo en si un modo de crecimiento Unico que permite la
supervivencia y la persistencia de estos microorganismos en ambientes hostiles (78).

El biofilm es una comunidad microbiana de células que se unen a un sustrato (biético o
abidtico), encerradas en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares, y que
exhiben un fenotipo alterado con respecto al crecimiento, metabolismo y expresién
génica (79-81). La formacién de biofilm parece estar intimamente relacionada con la
respuesta a las condiciones ambientales hostiles que activan ciertas vias moleculares
permitiendo al microorganismo una adaptacién favorable al estilo de vida multicelular.
La combinacidn entre el estrés ambiental del entorno clinico (limitacidon de nutrientes y
oxigeno, y presion antibidtica entre otros) y los mecanismos adaptativos de defensa de
las células plancténicas (libres), propician el desarrollo de estructuras multicelulares
resistentes a la respuesta inmune y la accidn de los agentes antimicrobianos (82).

El desarrollo de biofilm estd implicado en muchas infecciones crénicas (endocarditis,
otitis media, osteomielitis, rinosinusitis, FQ) e infecciones basadas en implantes
(valvulas cardiacas protésicas, catéteres intravenosos, protesis ortopédicas) (83). Estas
infecciones en concreto, tienen una especial relevancia clinica debido a que
generalmente ofrecen una mayor resistencia a la terapia antibidtica (84) y a la accion del
sistema inmune (80), ademds de representar un reservorio para la diseminacién del
microorganismo a otros drganos. En cuanto a la NAV, como se ha mencionado
anteriormente, la presencia del TE y la posterior formacién de biofilm sobre él, facilita la
movilidad de los microrganismos presentes en la microbiota orofaringea (27).

De forma general, el proceso de formacidn de biofilm ocurre en tres etapas distintas: (a)

adhesién inicial de los microorganismos a la superficie y formacion de agregados
multicelulares, (b) proliferacién y maduracion, y (c) dispersion (84) (Figura 2).
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a) Adhesion

La adhesidn es una etapa importante en el establecimiento del biofilm, donde las células
plancténicas adoptan el estilo sésil, y producen un gran nimero de moléculas de
adhesion y de superficie. Inicialmente, la adhesion depende del transporte de las
bacterias a una superficie. En el caso de S. aureus, que son bacterias no motiles, este
transporte ocurre de manera pasiva. Se observa la implicacion de moléculas de
superficie bacterianas especificas en esta etapa del proceso (85). Sin embargo, en P.
aeruginosa este transporte es activo debido a su capacidad de motilidad. Se ha visto que
los flagelos y las fimbrias de tipo | y IV ayudan a la bacteria a alcanzar la superficie y
contrarrestar las repulsiones hidrofdbicas (86).

b) Proliferacién y maduracion

Una vez las bacterias se han establecido en la superficie, estas empiezan a acumularse
en masa, produciendo la matriz y construyendo la arquitectura propiamente conocida
como biofilm. Estos biofilms pueden llegar a tener una apariencia, vista al microscopio,
de torres celulares en forma de seta que rodean canales llenos de liquido (84).

La composicién del EPS, que es el componente principal de la matriz, es diferente en
funciéon de la bacteria considerada. En el biofilm formado por P. aeruginosa de fenotipo
mucoide se observa una elevada produccién de alginato, a diferencia del biofilm de S.
aureus, que mayoritariamente suele ser de poly-N-acetilglucosamina, también referido
como Adhesina Intracelular de Polisacarido (PIA, por sus siglas en inglés). En ambos
casos, a parte de la matriz del biofilm, también se encuentran otras macromoléculas
como proteinas, DNA y productos diversos procedentes de la lisis de las bacterias.

c) Dispersion

Estando totalmente formado, las microcolonias que componen el biofilm pueden
segregarse, ya sea por medio de procesos mecanicos, por el cese de la produccién de
material como los EPS, o bien a través de la solubilizacién de la matriz, promoviendo asi
la dispersion de pequeiios grupos de células, que colonizardn nuevas superficies
cerrando el proceso de desarrollo de formacion del biofilm. Esta etapa depende de
factores disruptivos reconocidos como agentes surfactantes. La fuerte produccién de
surfactantes, que son controlados mediante la comunicacién célula a célula, conducen al
desprendimiento del biofilm. En el caso de P. aeruginosa, la regulacién positiva de la
motilidad también ayuda a la dispersion (87).
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Figura 2. Etapas de la formacién de biofilm. Factores relacionados con la adhesidon y proliferacion,
maduracion y dispersion ejemplificado tanto para S. aureus como para P. aeruginosa. Modificado de (87).

1.7.2 Persistencia bacteriana

En los ultimos afios se ha extendido la evidencia de que patégenos como S. aureus y P.
aeruginosa, reconocidos como microorganismos clasicamente extracelulares, pueden
sobrevivir en el interior de las células eucariotas, una vez que han sido fagocitados (88).
Este estilo de vida intracelular facilita la persistencia bacteriana a largo plazo (89),
ademas de constituir un nuevo nicho que les protege de los mecanismos de defensa
humoral y celular del hospedador, asi como de los tratamientos antimicrobianos de
accion extracelular (14, 77). Al mismo tiempo, esta estrategia les favorece como
patdgenos intracelulares oportunistas, pues constituye un reservorio para las
infecciones crénicas (90), y facilita la diseminacion e infeccién a érganos distantes al
foco de infeccion aguda (metdastasis sépticas), utilizando de esta manera las células
fagociticas (neutréfilos) a modo de caballo de Troya (91).

Entre las diferentes estrategias desarrolladas por estos microorganismos durante el ciclo
de vida intracelular, se destaca la capacidad de escapar del fagosoma, asi como la
inhibicién de la formacién del fagolisosoma (92), que han sido descritas en modelos de
infeccion on células no fagociticas (epiteliobronquialcomo células fagociticas
(macréfagos y neutrofilos) (88, 93-97).
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Por otro lado, las infecciones crénicas estdn generalmente asociadas con fenotipos
bacterianos alterados, como las SCV. Mayoritariamente descrito en S. aureus, pero
también presente en P. aeruginosa, este fenotipo representa una subpoblacién de
bacterias de crecimiento lento, metabolismo reducido y alteraciéon del perfil de
susceptibilidad antibidtica (14). Este fenotipo esta adaptado para persistir a largo plazo
en las células del hospedador, ya que las bacterias pueden sobrevivir dentro de las
células durante largos periodos de tiempo sin desencadenar una respuesta inflamatoria
(98). Estudios recientes demuestran que la coinfeccion con P. aeruginosa en FQ favorece
la seleccién de SCV de S. aureus. Este hecho, ademas de plantear dificultades
diagndsticas, conlleva a una mayor resistencia a los antibiéticos y una mayor capacidad
de persistencia en las vias respiratorias de estos pacientes (17).

Durante la persistencia bacteriana, los microorganismos no sélo cambian su fenotipo a
SCV (98), sino que también alteran la regulacién y expresion de los factores de virulencia
(99). En S. aureus, la accidn de sistemas reguladores globales que actuan reduciendo la
expresion de exotoxinas secretadas, a la vez que aumentan la produccién de proteinas
de superficie, favorecen la persistencia bacteriana y la cronicidad de la infecciéon (93).

En cuanto al papel que juegan los antibidticos, en el desarrollo de SCV, se ha descrito
que su accion puede modificar la expresion de genes que estan relacionados con la
transicion al estilo de vida intracelular (14). Ademas, muchos de los antibidticos
prescritos durante las ITRI no alcanzan concentraciones elevadas en el tejido pulmonar
o tienen actividad insuficiente si la bacteria se encuentra en una localizacidn intracelular
(100). Anadido a este factor, también esta el hecho de que incluso cuando se prescribe
una terapia ajustada al antibiograma, la estructura del arbol traqueobronquial, ya sea
debido a colapso o formacidn de edemas, presenta determinadas areas que son
inaccesibles a la entrada de los antimicrobianos y por lo tanto presentan una menor
eficacia (14).

Por lo tanto, de forma conjunta los mecanismos de adaptacidn al tracto respiratorio por
parte de las bacterias y las caracteristicas anatdmicas del tracto respiratorio, acaban
proporcionando un nicho perfecto para estos microoranismos, que a su vez sirve como
un reservorio que favorece la seleccién de mutantes resistentes (101).

1.8 Sistemas de regulacion mediados por la percepcion del quorum (Quorum Sensing)

Los organismos unicelulares procariotas, como las bacterias, pueden interaccionar entre
si por medio de una red formada por sefiales quimicas, que sincronizan la actividad
célula a célula, y que es capaz de alterar el entorno y el comportamiento de toda una
poblacién o comunidad en respuesta a los cambios inducidos por estas moléculas (102).
El hecho de que las bacterias utilizan moléculas senal para comunicarse viene siendo
investigada desde la década de los 60, donde se observd que la capacidad de S.
pneumoniae para integrar ADN extracelular como parte de su material genético, ocurria
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en estadios fisiolégicos particulares relacionados con la densidad poblacional o quorum
(103, 104). Este sistema de comunicacion de célula a célula, condicionado por la
densidad poblacional, es denominado en inglés como quorum-sensing (QS) y fue
descrito inicialmente en Photobacterium fischeri, una especie de bacteria marina
luminiscente, que regula los mecanismos de produccion de luz y otros procesos, por
medio de la densidad celular (105, 106). La comunicacion entre células por medio de la
densidad o el quorum depende en gran medida del entorno en el cual el organismo se
encuentra o estd creciendo. Ademds, se encuentra bajo la influencia esta de
reguladores adicionales que responden a sefales distintas de la densidad celular (107).

El sistema de QS consiste en la produccion, liberacion, deteccidon y respuesta a
moléculas de bajo peso molecular, que actian como seiales, y son conocidas como
moléculas auto inductoras (Als) (108). Las Als se producen a niveles basales y su
concentracion aumenta con el crecimiento de la poblaciéon bacteriana. Como son
moléculas que pueden difundir a través de las membranas, su concentracion dentro de
las células se aproxima a la concentracidon extracelular. Al alcanzar una determinada
concentracion los Als pueden unirse y activar receptores especificos intracelulares o
anclados en las membranas de las células bacterianas, alterando a su vez los patrones
de transcripcidén en una poblacion local mediante cascadas de sefializacion (109).

Durante afos, se pensé que este sistema de control estaba limitado a unos pocos
microorganismos marinos, pero actualmente es ampliamente reconocido que muchas
especies de bacterias utilizan el QS como parte de su mecanismo regulador (110). Se
han descrito muchas clases de moléculas Als. En los organismos Gram positivos, como S.
aureus, estas moléculas sefial son péptidos, conocidos en inglés como auto-inducing
peptides (AIPs), que se unen a receptores de membrana especificos, poniendo en
marcha un sistema de transduccion de sefiales de dos componentes (TCRS, del inglés
two-component regulatory system), que permite al microorganismo alterar su perfil de
expresion génica en respuesta a estimulos ambientales (111). Este TCRS estd formado
por una quinasa sensora de la membrana y un regulador de respuesta citoplasmatico
gue activa una cascada de fosforilacidon que resulta en la represion o activacion de genes
diana, algunos de ellos involucrados en la sintesis del propio AIP (108).

S. aureus es un claro ejemplo dentro de las bacterias Gram positivas, que utiliza el QS
como mecanismo regulador global. Su gran capacidad de adaptacién a diversos
ambientes queda reflejada por la presencia y la cantidad de redes reguladoras
diferentes y complejas (Figura 3) que intervienen de forma general en la expresion de
genes involucrados en la virulencia, el metabolismo, la evasion de la respuesta inmune
y actividad antimicrobiana de este microorganismo (111).
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Figura 3. Representacion de las interacciones conocidas sobre la regulacion de la virulencia en S. aureus.
Dentro del circulo se encuentran los genes reguladores que tienen efecto el uno sobre el otro y sobre la
virulencia. Fuera del circulo estan los efectos conocidos de cada regulador sobre la capacidad de adhesién
celular (A), toxicidad (T) y evasion de la respuesta inmune (E). Lineas rojas indican que reprimen la
expresion/produccion; Lineas azules indican que inducen la expresidon/produccidon. El signo de
interrogacion indica que no hay informacidn sobre la actividad directa del regulador o la informacién
disponible es contradictoria. Tomado de (112).

En S. aureus la expresidon de los productos génicos parece estar controlada por varios
TCRS, que a su vez son activados a través de diferentes estimulos, a parte de la
deteccion de la concentracion del AIP, como por ejemplo la alteracion del pH, la
concentracion de los nutrientes y del CO;(113); asi como también la deteccién de la
densidad poblacional bacteriana, la fuerza idnica y el estrés de la membrana (111). La
deteccidn de estas sefiales controla de diferentes maneras los sistemas reguladores, que
a su vez inducen o reprimen la produccién de los factores de virulencia que pueden
encontrarse unidos a la superficie celular del microorganismo o bien ser secretados en
el medio, favoreciendo asi la colonizacion (evasion de la respuesta inmune y adhesién
celular), o bien el desarrollo y diseminacion de la infeccidn (destruccion de las células
y/o matriz celular) (62, 114).

El TCRS mejor estudiado y caracterizado en S. aureus, que describiremos en detalle mas
adelante (seccion 1.8.1), es el AgrCA. Como se muestra en la Figura 3, este es el TCRS
con mas interconexiones en la red de regulacién global. Pero también se han descrito
otros TCRS que regulan la expresidon de genes de virulencia, resistencia a los antibiéticos,
el metabolismo de la pared celular, la respiracién bacteriana y la deteccidén de nutrientes
(111). Entre ellos destacan algunos que también estan representados en la Figura 3:
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e SaeRS - Se ha propuesto que el locus sae (S. aureus exoprotein expression) responde a
varios estimulos ambientales, incluyendo el alto contenido en sal, la alteracion del pH
y glucosa, y las concentraciones subinhibitorias de antibidticos (115), secretando
factores mayormente relacionados con la evasion del sistema inmune (111). Este
sistema es esencial para la transcripcién de los genes hla (a-hemolisina) y hlb (B-
hemolisina) (113).

o ArlIRS (Autolysis-related locus) - Parece contrarrestar la autoinduccién del sistema agr
(accessory gene regulator), reprimiendo la produccién de hemolisinas y exoenzimas.
Ademas, podria actuar en la regulacion de la actividad autolitica, en el proceso de
crecimiento y divisidn celular, asi como en la bomba de eflujo NorA de S. aureus para
multiples farmacos (116, 117).

e SrrAB (Staphylococcal respiratory response) o srhSR — Actua en la regulacién de los
genes involucrados en el metabolismo energético (respiracion aerobia y anaerobia) y
de los genes que son influenciados por las condiciones ambientales de oxigeno (118).

e LytRS - Regula la actividad autolitica asi como el ArIRS (119). Esta relacionado con el
aumento de la actividad mureina hidrolasa y el desarrollo de biofilm (111).

e VfrAB _ Operodn recién identificado que podria activar la produccion de a-hemolisina
y reprimir la actividad de proteasasa nivel post-transcripcional (120).

e WalRK — Actua sobre el metabolismo de la pared celular. Regula los genes implicados
en la autolisis. Parece tener un papel importante en el cambio de estilo de vida de S.
aureus entre comensal y patégeno (111).

e NreCBA — Actua sobre la asimilacion de nitrogeno (111).

e PhoPR - Actla sobre la asimilacion de fosfato (111).

e KdpED - Regula el transporte de potasio (111).

e VraSR, GraXSR y BraRS - Actuan en la regulacion de la resistencia a los antibiéticos
(111).

1.8.1 Sistema regulador de dos componentes Agr

Dentro del género Staphylococcus el sistema de QS mejor estudiado es el codificado por
el operén agr (accessory gene regulator), también conocido como sistema Agr, que
controla no sélo la expresion de un conjunto de genes de virulencia (121) sino que
también es un factor determinante de la evolucidn, diversificacion y especiacion dentro
del género (122, 123).

El sistema Agr, codifica un circuito tipico de auto activacién, cuya estructura fue descrita
y caracterizada por el grupo de Richard P. Novick (Figura 4) (124, 125). De forma
resumida, la transcripcién del locus estd coordinada a partir de 2 promotores
divergentes (P2 y P3), de los cuales P2 promueve la produccién del RNAIl que cubre la
transcripcion de un operdn formado por 4 genes: agrB, agrD, agrCy agrA, y el P3 que
dirige la transcripcion del RNAIIl, la molécula efectora y reguladora del sistema, que
ademas se traduce en la proteina 6-hemolisina (8-toxina). Los péptidos AgrB y AgrD se
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combinan para generar la molécula “ligando” de activacidn, el AIP. AgrB es una proteina
multifuncional que modifica la estructura del AIP, ademas de estar implicada en su
exportacion. Las proteinas AgrC y AgrA constituyen propiamente el sistema regulador de
dos componentes (TCRS-AgrCA) formado por el receptor quinasa de la membrana AgrC
y el regulador de la respuesta citoplasmatica AgrA. AgrC es el encargado de transmitir la
sefial desde la membrana plasmatica hasta la molécula reguladora de la respuesta
transcripcional AgrA. La molécula AgrA, a nivel citoplasmatico, induce la transcripcién de
los promotores P2 y P3, que a su vez promoven la reactivaciéon del sistema y la
transcripcion y traducciéon del RNAIII, respectivamente. De esta manera el polipéptido
AgrA “auto estimula” su propio promotor retroalimentando el circuito, ademas de
activar una via independiente del control de la molécula efectora RNAIIl, que esta
implicada en la produccion de PSMs a-vy B (126).

-' PSM B ’
| PSMa |

\.\ Via independiente de RNAIII /

RNAII RNAIII
1> RNAINI >  [sarAT] |
5-toxina » Activacion de los genes diana

Figura 4. Sistema Agr en S. aureus y mecanismos de regulacién de su actividad. AgrD es un propéptido
procesado por AgrB en la molécula autoinductora AIP. AgrC transmite la sefial inductora del AIP hasta el
AgrA, que una vez fosforilada actta sobre los promotores divergentes (P2 y P3) induciendo junto con la
proteina SarA, la transcripciéon de RNAIIl y la expresion del operén agrBDCA, con lo que se produce la
reactivacion del sistema. Por otro lado, AgrA también es responsable de la transcripcidon de otras dianas,
como los promotores PSM B y a. La molécula efectora RNAIIl actia modulando la expresidn génica de la
mayoria de los genes de virulencia regulados por el sistema Agr y también codifica la 6-hemolisina (6-
toxina).

Un circuito similar de sistemas de regulacion, basados en la auto-activacion por
péptidos, es utilizado por la mayoria o casi todos los organismos Gram positivos. Sin
embargo, el sistema Agr estafilocdcico parece ser el Unico que utiliza un RNA regulador,
el RNAIIIl, como molécula efectora en lugar de la respuesta reguladora del péptido AgrA
(108).
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El RNAIII es una molécula de RNA codificada por el promotor P3 (Figura 4), esta formada
por 514 nucledtidos y adopta una estructura secundaria y terciaria compleja (127) Se
trata de una molécula muy estable, abundante y con una vida media superior a 45
minutos que regula la funcionalidad del sistema Agr. Su nivel de expresién maxima
ocurre al final de la fase del crecimiento estacionario (128). EI RNAIIl es una molécula
bifuncional, actia como un RNA mensajero (mRNA) que codifica un péptido anfipatico
de 26 aminoacidos, la 6- hemolisina (también conocida como PSM-y) (129), y a la vez
modula la expresién de numerosos genes, ya sea por medio de una regulacion directa
(interaccionando con la proteina y promoviendo la traduccion de un determinado
factor de virulencia) o a través de la inhibicién de la traduccién del repressor de toxinas
rot (130). Los niveles elevados de RNAIIl estan asociados con el aumento de la
produccién de numerosas exotoxinas (leucocidinas, enterotoxinas y a-toxina), asi como
de exoenzimas (serinas, lipasas y cisteina) (131) (Tabla 3). La expresién de los diferentes
genes diana es regulada por partes especificas de la molécula RNAIIl. Por ejemplo, el
fragmento 3’ del RNAIII reprime la expresidn de la proteina Ay de la coagulasa, mientras
que el fragmento 5’ estimula la traduccién de a-hemolisina. Ademas, el RNAIIl regula
numerosos TCRS y reguladores globales (arl, sae, srr, rot), genes que estan implicados en
la formacidon e integridad del biofilm, metabolismo de los peptidoglicanos y
aminoadcidos, y sus vias de transporte (128).

1.8.1.1 Alelos del locus agr: actividad del AIP

La secuencia del operdn agr no es la misma en todas las cepas de S. aureus. El
polimorfismo de la regién agr B-D-C, da lugar a cuatro grupos principales de agr (I-1V) y
que presentan ademads diferentes dindmicas de funcionamiento (123). La nomenclatura
de estos grupos se designa por la abreviacién del gen, locus o molécula autoinductora
seguida del numero romano. Por lo tanto, agrD-1 y AIP-I se refieren al grupo de genes y
molécula autoinductora del agr grupo | respectivamente, y asi sucesivamente (115).

El AIP proviene del propéptido codificado por el gen agrD, que a través de la enzima
SpsB (Signal Peptidase I) y del AgrB, una endopeptidasa transmembrana, es procesado y
secretado en un péptido de 7-9 aminodcidos que contiene un anillo de tiolactona en su
estructura, esencial para su actividad. El AIP es producido y secretado durante la fase
exponencial del crecimiento, y fuera de la célula se acumula alcanzando
concentraciones de hasta 10 pM (130). Los AlPs codificados por cada uno de los cuatro
alelos agr presentan una regién conservada, pero sus longitudes y otras regiones de sus
secuencias son diferentes, lo que resulta en la especificidad de cada grupo (108) (Figura
5). De esta manera AgrB-I procesa AgrD-I, AgrB-Il procesa AgrD-Il y asi sucesivamente.

42



Introduccion

/ £
f
A /L
HN —G )V )END< A c s —€s
Il
—c—(Mm
(,/ X
L)
D /
IN=—Y =S —~T C/ \F
\Y/
v
|
L
(
] \
‘ L
—{ 1N} —c ) —€D)—€F

Figura 5. Estructura de los AIPs (I-IV) de S. aureus. El AIP Il es un nonapéptido, mientras que el AIP Il es un
heptapéptido. Los AIP | y IV son octapéptidos que difieren en un Unico aminoacido: D para el AIP I; Y para
el AIP IV. La estructura lineal del AIP es necesaria para la activacion del sistema Agr, mientras que el anillo
tiolactona es requerido tanto para la activacién como para la inhibicién. Tomado de (108).

Curiosamente, cada grupo segun el tipo de alelo agr, produce un AIP que es capaz de
unirse y activar al receptor AgrC de las cepas que pertenecen al mismo grupo (locus agr
homodlogo) (115, 132). Sin embargo, un AIP producido por un grupo especifico, es capaz
de unirse también al receptor de los demas grupos, pero en este caso inactivando o
bloqueando la via de seializacidn y la expresidon génica de las cepas pertenecientes a
otros grupos agr (locus agr heterdélogo) (122). De las cuatro moléculas de AIP, el AIP | y
IV estan mas relacionados entre si y difieren por un sdlo aminoacido en la posicion 4,
presentando cierta reaccién cruzada con sus receptores AgrC afines. Sin embargo, las
diferencias entre las secuencias de los péptidos AIP I/IV, Il y Il permiten que estas
moléculas funcionen como antagonistas, inhibiendo la activacion del AgrC (109, 133).

Hay diferentes teorias sobre la evolucion de los diferentes grupos de agr, pero se cree
gue hubo un ancestro comun y que, a lo largo de la evolucién la divergencia entre los
grupos | y IV fue mas reciente (108). En relacion a la cinética de funcionamiento, se
observan diferencias en el tiempo de activacién para cada grupo. En las cepas del grupo
agr IV este sistema se activa una vez que éstas entran en fase exponencial, mientras que
en las cepas del grupo agr lll, no se activa hasta después de 3-4 horas de la fase post-
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exponencial. De esta manera cada alelo agr se activa y regula los genes diana en
momentos distintos durante la fase de crecimiento (108, 123). Otra caracteristica es que
algunos componentes del suero (plasma) humano como la Apoliproteina B es capaz de
unirse a determinados tipos de AlPs, interviniendo asi en la virulencia a través de la
disminucion de la actividad del Sistema Agr (134-136).

1.8.1.2 Regulacion del sistema Agr

La regulacidon del sistema Agr ocurre por medio de una red compleja de genes, que
actuan directa o indirectamente, aumentando o disminuyendo su actividad (108). El
sistema Agr es regulado por dos vias diferentes en S. aureus. La primera, como se ha
mencionado anteriormente, consiste en la auto activacion a través del polipéptido AgrA,
gue retroalimenta el circuito (Figura 4). La segunda es una forma de regulacidon que
ocurre por medio de un TCRS formado por una molécula auto inductora reconocida
como RAP (del inglés RNAIll-activating protein) y su molécula diana TRAP (del inglés
Target of RNAIIl Activating Protein), una proteina de 21 kDa y 167 aminodacidos (137).
Juntos constituyen una via de activacién adicional del AgrCA. La proteina RAP, codificada
por el gene rplB, es secretada durante todas las fases del crecimiento bacteriano siendo
capaz de fosforilar y activar el sistema TRAP (113). La fosforilacién en la fase exponencial
tardia de TRAP es capaz de aumentar la adhesion celular y a la vez activar el sistema Agr
(138).

A parte de estas dos vias de regulacidn, se puede encontrar también actuando como
represores o inductores de la actividad del sistema Agr, y consecuentemente de muchos
factores de virulencia, determinadas proteinas reguladoras que se unen al RNA (139) o
al DNA, como es el caso de la familia de proteinas codificadas por el locus sarA
(staphylococcal accessory regulator) y sus homaélogos (sarR, sarS, sarT, sarU y rot) (113),
y del factor de transcripcién Sigma B (140).

1.8.1.3 Funcionalidad del sistema Agr

El QS via agr tiene un papel importante en la patogénesis estafilocdcica, especialmente
en S. aureus (107). Por medio de la actuacion conjunta con otras proteinas reguladoras y
la respuesta a los cambios ambientales, el sistema Agr contribuye a la progresién de la
infeccion estafilocécica, coordinando la represién del crecimiento bacteriano y la
produccién de proteinas de superficie celular (proteina A, coagulasa, fibronectina) con el
aumento de exoproteinas (a-toxina, B-hemolisina, TSST-1, leucotoxinas) durante la fase
post-exponencial (113, 141).

La deteccién del quérum es baja en el inicio del proceso de colonizacién, y los
estafilococos presentes en pequeias cantidades y en fase exponencial de crecimiento
expresarian aquellos factores de virulencia relacionados con el establecimiento del
microorganismo en el nicho determinado, como son las proteinas de adhesién o las
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proteinas de la pared celular. En cambio, en la fase post-exponencial, cuando en el
ambiente se agotan los nutrientes debido al aumento poblacional, y la expresién de
RNAIII se ve aumentada, el microorganismo incrementaria la produccion de los factores
de virulencia secretados que estan mas relacionados con la invasién y la toxicidad,
mediante las toxinas y proteasas, que le permitiria al microorganismo diseminarse a
través de los tejidos del hospedador (99, 107).

La activacion o funcionalidad del sistema Agr parece cambiar esencialmente el estado
de S. aureus, de adherente y colonizador comensal a un patégeno invasivo y virulento
(142). Un estudio ha demostrado que el sistema Agr participa en la activacion de mas de
100 genes relacionados con la virulencia, mientras que otros 34 genes son reprimidos
(121). En la Tabla 3 se listan algunos de estos genes regulados por el sistema Agr.

Tabla 3. Ejemplos de genes o cluster de genes de virulencia regulados por el sistema Agr.
Tomado de (64, 65, 113, 115).

Gen o cluster Proteina Regulacién Funcidn y efecto de su actividad
de genes por agr para el patogeno y/o el hospedador

Actividad antifagocitaria, adhesién.

cap5, Polisacarido capsular ] o )
) + Inhibe la quimiotaxis
cap8 serotipo5y 8
Dificulta la opsonizacidn, activa
spa Proteina A - el complemento y
bloquea la porcién Fc de las IgG
fnbA, Proteina de unién ala Adhesidn a la fibronectina.
fnbB Fibronectina Ay B Favorece la adhesidén a los tejidos
o Inductor de autofagia.
hla* a- hemolisina + )
Muerte celular de leucocitos
Desestabiliza la membrana
hib B -hemolisina + plasmatica y permite el escape
fagosomal
hld* 6- hemolisina + Hemolitica ysurfactante
hlgA* v- hemolisina + Hemolitica ycitotoxica

Leucocidina de . .
lukS/F--PV* ) + Actividad leucotdxica
Panton-Valentine (PVL)

Actla como superantigeno.

ot Toxina del Sindrome del + Provoca el
shock toxico-1(TSST-1)

sindrome del shock téxico

Actla como superantigeno.
seb Enterotoxina B + Provoca la

intoxicacion alimentaria
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Gen o cluster Proteina Regulacion Funcidn y efecto de su actividad
de genes por agr para el patégeno y/o el hospedador
eta, . o Serina proteasa. Provoca el
Toxina Exfoliativa Ay B + ) )
etb sindrome de la piel escaldada
SSPA V8 serina proteasa + Factor de crecimiento.

Activador de plasmindgeno.
sak Estafiloquinasa + Evasion del complemento y

aumento de la actividad proteolitica

Chemotaxis inhibitory

chp protein of S. aureus - Inhibe la quimiotaxis
(CHIPS)
Staphylococcal Evasion del complemento y
sen complement inhibitor + dificulta la fagocitosis
(SCN) g

*Toxinas formadoras de poros en las membranas plasmaticas; +, induce la expresién; -, reprime
la expresion.

1.8.1.4 Implicaciones clinicas del sistema Agr

Patogénesis

Pese a que la actividad del sistema Agr ha sido ampliamente estudiada en modelos
animales, en lo que respecta a la clinica, su funcionalidad todavia no esta bien definida.
Estudios experimentales demuestran que la disfuncidén del sistema Agr tiene un papel
importante en la colonizacién de dispositivos médicos (141), asi como en el desarrollo
de bacteriemia persistente (143, 144) asociada a mal prondstico clinico (145) y a la
formacién de biofilm (83, 146). Ademas, los aislados provenientes de infecciones de
origen hospitalario, sometidos a presién antibidtica, son frecuentemente Agr mutantes
o Agr disfuncionales, con un porcentaje que varia del 15% a 60%, cuando se compara
con los aislados de origen comunitario (147).

En cuanto a la correlacion epidemioldgica entre determinados alelos o grupos agr vy
algunas enfermedades, en la literatura se encuentran descritas diferentes asociaciones.
Se observan asociaciones entre el agr del grupo Il y el Sindrome del shock toxico (148),
entre aislados clinicos pertenecientes al agr del grupo IV y el sindrome exfoliativo, y
entre las cepas agr | y Il y las infecciones supurativas e endocarditis (149). Del mismo
modo se describen que los aislados del agr grupo lll y | son mas frecuentes en pacientes
colonizados e infecciones superficiales, respectivamente (150).

Por otro lado, en cuanto a la prevalencia y distribucion de los distintos alelos o grupos
agr, se observa una proporcion importante de cepas agr | obtenidas tanto de pacientes
hospitalizados como de individuos portadores sanos (151-153). De forma limitada, se
observa también en la bibliografia, la asociacion entre linajes especificos de S. aureus y
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grupos agr, como por ejemplo la prevalencia del agr | en los complejos clonales (CC)
CC8, CC22, CC25, CC45, CC395; agr Il en CC5, CC12, CC15; agr Il en CC30 y agr IV en
CC121 (154).

Resistencia a los agentes antimicrobianos

La presidn antibiotica parece favorecer la disminucidn de la actividad del sistema Agr y
eso podria explicar el fallo en la respuesta a ciertas terapias antibidticas observadas en
determinadas infecciones causadas por S. aureus, como serian la bacteriemia y la
endocarditis (131). Existen estudios clinicos que muestran que durante la bacteremia,
los aislados con el sistema Agr mutante se asocian a mayor mortalidad y resistencia a los
glicopéptidos (145). La reduccion de la susceptibilidad a estos antibidticos estaria
relacionada con el engrosamiento de la pared celular y una disminucién de la actividad
autolitica, frecuentemente observada en estos aislados (155).

Estudios recientes han demostrado que las cepas de S. aureus con resistencia
intermedia a los glicopéptidos (GISA), pertenecientes al agr del grupo Il eran Agr
mutante o disfuncionales (por su incapacidad para producir 6-hemolisina) y fuertemente
productoras de biofilm. Ademas, aislados de S. aureus con resistencia intermedia (VISA)
o heterogénea (hVISA) a vancomicina, obtenidos de infecciones persistentes, estan
comunmente relacionados con la disfuncion del sistema Agr (155) y también a la
formacién de biofilm. Por otro lado, también se ha relacionado la reduccion de la
susceptibilidad a la vancomicina con cepas de S. aureus sensibles a la meticilina (MSSA)
Agr mutante o disfuncionales pertenecientes al agr grupo Il (156).

En cuanto a la relacidn entre la virulencia y la resistencia a los antibidticos en S. aureus,
estudios recientes muestran que las concentraciones subinhibitorias de los antibiéticos
modulan la expresion de los genes de virulencia en un proceso que probablemente
involucra el sistema Agr (157-159).

Formacion de biofilm

Numerosas evidencias experimentales sugieren que el sistema Agr influye en mas de
una de las etapas de formacién de biofilm por S. aureus (80). En la etapa inicial el
aumento en la expresion de moléculas de superficie y adhesién, debido a la inactividad
del sistema Agr, favorece el establecimiento de las células plancténicas en las
superficies. Sin embargo, en lo que respecta a la etapa de proliferacion del biofilm,
donde la produccidn de la matriz tiene fundamental importancia, el sistema Agr parece
no regular la produccién de PIA, ocupandose de esta tarea otro sistema, el QS-/uxS (80,
160).

A nivel molecular, el sistema Agr actiua de manera complementaria y opuesta al
regulador global sarA, en la formacién de biofilm. En estadios iniciales, sarA inhibe la
expresion de nucleasas y proteasas, a la vez que aumenta la producciéon de adhesinas,
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propiciando asi la formaciéon del biofilm “inmaduro”. Una vez estd estabilizado, la
densidad celular de este biofilm aumenta evolucionando a un estadio de biofilm
“maduro”. En este punto, la densidad de AIPs en toda la comunidad bacteriana alcanza
el limite de deteccién por medio del QS e induce la activacién del Sistema Agr. Este a su
vez, regula de forma positiva la produccion de factores de virulencia que dificultan la
respuesta inmune y promueven la dispersion de células bacterianas del biofilm maduro
(81).

De forma general, los productos génicos implicados en la degradacion de la matriz que
inducen la dispersién de los biofilms, y que son regulados por el sistema Agr, incluyen:
surfactantes que solubilizan la matriz, DNasas que afectan a la integridad de la matriz
degradando el ADN extracelular y proteasas que descomponen las MSCRAMMs (del
inglés, microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules) (83, 160).

1.8.2 QS en P. aeruginosa

Los sistemas QS de P. aeruginosa afectan directa o indirectamente la expresién de mds
de 300 genes, controlando hasta el 6% de su genoma total (161). P. aeruginosa usa una
red compleja de receptores y reguladores del QS para controlar la produccién de
diversos determinantes de virulencia, tales como las proteasas extracelulares, los
quelantes de hierro, la expresién de bombas de eflujo, formacidn de biofilm, motilidad y
la respuesta hacia el sistema inmune del hospedador (69). Actualmente hay cuatro rutas
de QS bien conocidas: dos sistemas mediados por Als de la familia de N-acil-homoserina-
lactonas (AHLs), las y rhl; el sistema pgsR (PQS, del inglés Pseudomonas quinolone
signal) controlado por una quinolona y el sistema IQS que funciona bajo condiciones
limitantes de fosfato (Figura 6) (162).

Las AHLs son sintetizadas por miembros de la familia de proteinas de tipo Luxl y son
detectadas por miembros de la familia de los reguladores transcripcionales de tipo LuxR.
El sistema las se basa en la sintesis del gene lasl y es reconocido por el regulador de
transcripcion LasR, que a su vez induce la secrecién de N-3-oxo-dodecanoil homoserina
lactona (3-oxo-C12 -AHL). El rhl a su vez, tiene la sintesis controlada por el gene rhll, y su
regulador de transcripcién es el RhIR, que sintetiza el N-butanoil homoserina lactona
(C4-AHL). Juntos, estos dos sistemas inducen la expresion de aproximadamente el 10%
del transcriptoma de P. aeruginosa. Entre los genes inducidos estan los que codifican
para el sistema de secrecidon del tipo Il y otros muchos de los factores de virulencia que
intervienen en la infeccion aguda (163).

El sistema Pgs participa en la produccién de dos tipos de sefiales basadas en la molécula
alquil quinolona (AQ): 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) y su precursor 2-heptil-4-
quinolona (HHQ). La molécula PQS, sintetizada a partir de los genes del locus pgs
(pgsABCDH), se une al receptor PgsR y regula el sistema de autoinduccién, coordinando
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también la expresion y produccién de factores de virulencia, especialmente la piocianina
y la molécula HQNO (2-heptil-4-hidroxi-quinolona N-oxido) (69, 163, 164).

La biosintesis de HQNO, a apartir de su molécula precursora HHQ, ocurre a través del
gen pgsL (165, 166) (Figura 6). HQNO es uno de los principales compuestos regulados
por el sistema QS-pgs. Esta molecula es conocida por inhibir los sistemas de citocromo
de algunas bacterias, incluyendo S. aureus. Aunque HQNO se describe como un
compuesto antiestafilocdcico, no tiene actividad litica contra S. aureus en si, sino que
mas bien ralentiza el crecimiento al inhibir la respiracién oxidativa (164).

Ademas de las vias de sefializacion mediadas por AHLs y PQS, se ha propuesto una
nueva via a través de la sefial QS recientemente identificada como 1QS [2- (2-
hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldehido], sintetizada por el cluster de genes ambBCDE. Sin
embargo, algunos estudios sugieren fuertemente que el IQS es un subproducto de la
biosintesis de algunos siderdforos (167).

Q - 3-oxo-C12_—AHL_ . 1Qs :
,____LasR_\ l—GD [ .‘ qu
! ! O Pgs |
1 Proteasa 1 ~ ’ ' i
| Elastasa 1 O L _R_ —
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Figura 6. Esquema representativo de las cuatro redes de sefalizacion QS en P. aeruginosa y sus
respectivos autoinductores. Las cuatro sintasas autoinductoras Lasl, Rhll, PgsABCDH y AmbBCDE producen
los autoinductores 3-ox0-C12-AHL, C4-AHL, PQS (2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona) y 1QS [2- (2-hidroxifenil) -
tiazol-4-carbaldehido], respectivamente. Las moléculas autoinductoras son reconocidos por sus
respectivos factores de transcripcidn citoplasmatico LasR, RhIR, PgsR y IgsR, que inducen la expresiéon de
otros genes y/o produccién de factores de virulencia, descritos en los recuadros. El gen pgsL,
perteneciente al locus PgsABCDH codifica la molécula HQNO, que es un inhibidor citocromal. Los circuitos
individuales estdn altamente interconectados e implicados en la autoinduccidn de los demas sistemas. Las
flechas indican un efecto estimulante. Modificado de (168).
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1.9 Relaciones interespecies entre S. aureus y P. aeruginosa

Numerosos estudios revelan la diversidad, complejidad y dindmica de las comunidades
microbianas durante las ITRI, especialmente en pacientes con enfermedades
respiratorias crénicas. Como se ha descrito previamente, S. aureus y P. aeruginosa son
dos de los patégenos mas prevalentes y frecuentes en estas comunidades. A pesar de
que la interaccion entre ellos tiende a ser competitiva por naturaleza (169), en
determinadas situaciones clinicas resulta ser beneficiosa, principalmente en lo que se
refiere a la produccién de factores de virulencia (164) y formacion de biofilm (78).

Determinados factores de virulencia producidos por P. aeruginosa, y que son regulados
por diferentes sistemas QS, parecen tener su expresion estimulada en la presencia de S.
aureus. Algunos de estos factores extracelulares tienen efecto anti-estafilocécico en
condiciones experimentales in vitro (164). Por otro lado, en lo que respecta a la
interaccion entre ellos via QS, hay indicios de que algunas moléculas Al del QS de P.
aeruginosa son reconocidas por receptores de la membrana citoplasmatica de S. aureus,
lo que permitiria una influencia directa sobre la virulencia de S. aureus en condiciones
de co-colonizacién o coinfeccién (170).

Las interacciones entre estos dos patdgenos, en lo que respecta a la formacion de
biofilm pueden ser antagdnicas, como la competencia por nutrientes y la inhibicion del
crecimiento (171-173). Estas interacciones en la formacién de biofilm mixto tienen
importantes implicaciones clinicas, pues afectan directamente el curso y el tratamiento
de las infecciones (82). Sin embargo en ocasiones la interaccion puede ser sinérgica,
como por ejemplo la cooperacidn metabdlica entre ellos y el desarrollo de fenotipos que
contribuyan a una mayor resistencia a los antibiéticos o a las respuestas inmunitarias del
hospedador (78, 174, 175). Si esta cooperacién pudiera estar asociada con los fenotipos
de persistencia y adaptacién de cada microorganismo a las vias respiratorias, es algo que
debe ser investigado aln con mayor profundidad.
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JUSTIFICACION

S. aureus es un patdégeno comensal y oportunista responsable de una amplia gama de
infecciones en humanos. Aunque la bacteriemia y las infecciones de piel y tejidos
blandos representan las principales formas de manifestacion de la enfermedad
estafilocdcica, las infecciones del tracto respiratorio inferior (ITRI) por S. aureus se han
convertido en una patologia emergente debido al aumento en su frecuencia en el
ambiente hospitalario.

Es conocida la dificultad de distinguir entre colonizacion e ITRI por S. aureus tanto en
pacientes crénicos como en pacientes sin neumopatia de base. La prevalencia de
colonizacidén por este microorganismo dificulta establecer el valor clinico del aislado en
muestra respiratoria en determinados grupos de pacientes y establecer la verdadera
indicacion del tratamiento. Ademas, la potencial gravedad del desarrollo de neumonia
da lugar a frecuente prescripcidn antibidtica de forma empirica, favoreciendo a su vez el
desarrollo de resistencias.

En este contexto, el estudio conjunto de los factores del hospedador (variables clinico-
epidemioldgicas) y los factores de virulencia que expresa el microorganismo en el nicho
ocupado, deberia permitir una mejor estratificacion de los pacientes, y favorecer de esta
manera el diagndstico y el manejo de las ITRI causadas por este microorganismo.

Por otro lado, el estudio de las interacciones entre S. gureus y otros microorganismos
aislados en la misma localizacion anatémica, permitiria ampliar el conocimiento
respecto a la importancia de las relaciones interespecies y su impacto sobre la
virulencia, persistencia y adaptacién al tracto respiratorio, y la progresién o cronicidad
de la infeccion. Como ya hemos visto, S. aureus y P. aeruginosa frecuentemente
coexisten en las comunidades bacterianas que causan infeccidn respiratoria, y si bien las
relaciones entre ellos han sido ampliamente estudiadas en cepas aisladas de infecciones
pulmonares crénicas, poco se ha investigado respecto a estas interacciones en el
contexto de la ITRI aguda. Investigar las interacciones entre estos dos microorganismos
podria contribuir a entender la persistencia de S. aureus en los procesos de infeccién
pulmonar en pacientes criticos sometidos a ventilacion mecanica (VM). Esto también
podria desvelar nuevas dianas terapéuticas, principalmente en lo que se refiere a la
formacién de biofilm con implicaciones en la evolucién y el tratamiento de las ITRI.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis doctoral es determinar la importancia clinica del
aislamiento de S. aureus en las vias respiratorias inferiores de pacientes sometidos a
VM, mediante el estudio de factores asociados con la persistencia y la adaptacion del
microorganismo a este nicho anatémico.

Los objetivos especificos son:

1. Analizar en pacientes sometidos a VM, y con aislamiento de S. aureus en muestra
respiratoria, factores del hospedador y del microorganismo que tienen un impacto
en su persistencia en el tracto respiratorio, asi como en la evolucion clinica.

1.1 Estudio de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en funcién del grupo de
estudio y de la evolucién clinica.

1.2 Estudio de caracteristicas genotipicas de las cepas en funciéon del grupo de
estudio y de la evolucién clinica.

1.3 Estudio del aislamiento persistente de S. aureus en muestra respiratoria:
caracteristicas clinicas y microbiolégicas.

2. Determinar la funcionalidad del sistema Agr en S. aureus aislado de muestras de
origen respiratorio y evaluar su implicacion clinica en las ITRI.

2.1 Determinacién de la funcionalidad del sistema Agr en funcién de los grupos de estudio.

2.2 Impacto de la funcionalidad del sistema Agr en el aislamiento persistente y el prondstico
clinico.

2.3 Asociacion de la funcionalidad del sistema Agr y las caracteristicas genotipicas vy
fenotipicas de los aislados clinicos.

2.4 Estudio de la influencia del sistema Agr en la formacidn de biofilm.

3. Estudiar la interaccidon entre S. aureus y P. aeruginosa, aislados de pacientes con
sospecha de ITRI, y su influencia en el desarrollo de fenotipos de virulencia y
persistencia.

3.1 Estudio de co-aislados clinicos de S. aureus y P. aeruginosa: Caracterizacion
fenotipica y genotipica

3.2 Estudio de la influencia de las relaciones interespecies en el crecimiento
plancténico y en la formacion de biofilm de las cepas co-aisladas de S. aureus y P.
aeruginosa.

3.3 Estudio de la estructura de los biofilms formados por las cepas co-aisladas de S.
aureusy P. aeruginosa.
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3.4 Estudio de la actividad de los sistemas de quorum sensing de S. aureus (Agr) y P.
aeruginosa (PQS)

3.5 Estudio de las interacciones entre S. aureus y P. aeruginosa aislados
consecutivamente de pacientes con ITRI en la formacién de biofilm estatico y en
flujo continuo.
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MATERIALES Y METODOS

4.1 Seleccidn de pacientes y recogida de muestras

Se realizé un estudio retrospectivo donde se incluyeron pacientes, en su mayoria
ingresados en la UCI de adultos del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol (HUGTIP)
y sometidos a VM, pero también de otros departamentos como Neumologia y Unidad
de Cuidados Respiratorios Intermedios (UCRI). Se incluyeron aquellos pacientes que
presentaron un aislamiento de S. aureus en muestra de origen respiratorio y/o frotis
nasal, durante un periodo de dos afos (2012-2013) en el contexto de los siguientes
proyectos de investigacion:

- Infecciones respiratorias graves por Staphylococcus aureus: implicacion de nuevos
factores de virulencia y estudio de las relaciones huésped-microorganismo. SEPAR
- Sociedad Espafiola de neumologia y cirugia toracica, 2012-2014 (Ref. SEPAR
054/2011).

- Caracterizacién del ciclo de vida intracelular de Staphylococcus aureus.
Implicaciones en la evolucion y el tratamiento de las infecciones estafilocdcicas.
Instituto de Salud Carlos Ill, 2014-2017 (Ref. ISCIII FIS P113/01418).

De la cohorte de pacientes seleccionados, se realizé un estudio clinico, en el que se
revisaron de manera retrospectiva diferentes variables, y un estudio microbiolégico y
molecular de los aislamientos de S. aureus obtenidos. Las muestras respiratorias
obtenidas (aspirado traqueal, esputo, liquido pleural o catéter telescopado), asi como
los hemocultivos se recogieron cuando habia sospecha de un cuadro clinico de ITRI. Por
otro lado, las muestras de frotis nasal se recogieron en el momento de ingreso en la UCI.

Se recogieron los datos clinicos, en conjunto con el equipo médico de la UCI, de todos
los pacientes incluidos en el estudio, desde el dia de ingreso hasta el alta de la UCI
(traslado a otra unidad de hospitalizacion o deceso). Se definieron las caracteristicas
epidemioldgicas y clinicas de acuerdo con criterios establecidos para este estudio (ver
apartado definiciones/ 3.1.1), y los datos registrados incluyeron: edad, sexo, adquisicion
de la infeccién, presencia de comorbilidades, motivo de ingreso en la UCI, dias de VM,
dias de estancia en la UCI, compromiso del sistema nervioso central, grado de severidad
del paciente en el momento del ingreso incluyendo la escala de coma de Glasgow (GCS)
(176) y APACHE Il (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation-Il) (177), desarrollo
de complicaciones respiratorias y mortalidad relacionada o no con la infeccién
respiratoria.

Adicionalmente, se recabaron los datos relacionados con el tratamiento antibiotico
previo y posterior al resultado positivo del cultivo bacterioldgico de la muestra
respiratoria. Se documentaron los dias de persistencia de S. aureus en la muestra
respiratoria desde el inicio del tratamiento ajustado al antibiograma, registrando los
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dias de ventilacion mecanica hasta el primer aislamiento de S. aureus. Se registro si el
primer aislamiento de S. aureus fue en cultivo puro o mixto con otro microorganismo y
si hubo aislamiento de P. aeruginosa en cultivos consecutivos. El modelo de la hoja de
recogida de datos utilizada en este estudio se muestra en el anexo 1.

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion del HUGTIP, y se realizé
de acuerdo con los criterios de confidencialidad y disociacion de los datos de
identificacion de los pacientes.

4.1.1 Definiciones

- Adquisicion de la infecciéon: Nosocomial (contraida al menos 48 horas después del
ingreso en el centro hospitalario); comunitaria (contraida en el momento de admision o
en un periodo inferior a las 48 horas del ingreso); relacionada con la asistencia sanitaria
(178) (contraida al recibir cuidados de salud o durante su estancia en un centro
asistencial en los ultimos 30 dias).

- Complicaciones respiratorias: Empiema, neumotdrax, hipoxemia (SpO, de 92% o
menos, con FiO, de 0,22 o SpO, de 95% o menos con FiO, de 0,5); siendo considerados
como complicacion respiratoria los casos en que hubo la necesidad de cambios en el
soporte de ventilaciéon para mejorar la oxigenacion, después de una mejoria inicial,
shock séptico (sepsis grave con hipotension e hipoperfusién tisular) y mortalidad
relacionada con el proceso de infeccidn. Las definiciones de estas complicaciones se
basan en las descritas en el protocolo de Ferrando C et al (179).

- Aislamiento persistente: Inicialmente se consider6 como nuevo aislamiento de S.
aureus en muestras de aspirado traqueal, cuando ocurria en un periodo de tiempo
superior a 72 horas a partir del primer aislamiento, oese a que el paciente recibiera
tratamiento antibiético ajustado al perfil de susceptibilidad del microorganismo [basado
en la definicién de bacteriemia persistente con evolucion desfavorable (180)].
Posteriormente, para la realizacién de algunos de los andlisis, se considerd el punto de
corte en 7 dias, basado en el criterio microbioldgico para repetir el antibiograma en caso
de re-aislamiento durante el tratamiento.

- Portador nasal asintomatico: Pacientes con aislamiento de S. aureus en frotis nasal
(independiente del perfil de resistencia a la meticilina) en ausencia de sintomas
respiratorios (36).

Dado que la clasificacion entre colonizacion bronquial e infeccion no tiene una
definicion estandarizada, los pacientes con aislamiento de S. aqureus en muestra
respiratoria se clasificaron de acuerdo con los criterios radioldgicos y clinicos,
incluyendo las puntuaciones de la escala CPIS (44). Por tanto, la poblacién de estudio fue
clasificada en diferentes grupos de estudios, definidos como:
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- Colonizacién bronquial: Paciente con aislamiento de S. aureus en muestra respiratoria
en ausencia de signos clinicos y radioldgicos.

- Traqueobronquitis: Paciente que presentd fiebre superior a 38°C sin otra causa de
infeccion reconocida, presencia de secrecidén purulenta, cultivo microbiolégico positivo
cuantitativo de la muestra respiratoria y ausencia de signos radiolégicos consistentes
con el inicio de neumonia (181).

- Neumonia: Paciente con signos clinicos de infecciéon respiratoria, presencia de
infiltrado radiolégico y puntuacién CPIS 26.

4.2 Procesamiento de las muestras

Las muestras respiratorias se procesaron en el laboratorio de Microbiologia segun
procedimiento estandarizado: examen microscdpico para establecer la calidad de la
muestra (grado de Murray-Washington), tincion de Gram y siembra de las muestras de
calidad adecuada en placas de cultivo de agar sangre, chocolate, colistina nalidixico y
McConkey. Para las muestras provenientes de los frotis nasales se realizd la siembra en
placas de agar sangre y Chapman.

El procesamiento de los hemocultivos se realizé mediante incubacidn de los frascos en
el sistema automadtico utilizado en ese momento (BD BACTEC™ blood culture system;
Becton Dickinson, EE. UU). Para los hemocultivos positivos se realizé una tincién de
Gram, y cuando se observaron cocos con morfologia de estafilococo, se determiné Ila
presencia de la coagulasa libre (en tubo) directamente del frasco de hemocultivo,
seguido de la lectura posteriora las 4 y 24 horas. A la vez, se realizé la identificacidon
bioquimica y sensibilidad antibiética directamente del frasco con el Sistema Vitek-2
Compact (Biomerieux, Francia). Ademas, se realizd la siembra directa en placa de
Muller-Hilton agar (MHA) suplementado con sal, con una tira de Epsilon-test (E-test; AB
biodisk, Suecia) de cloxacilina y un disco de cefoxitina.

Para todas las colonias de S. aureus aisladas a las 18-24h de incubacién a 37°C, se realizé
la identificacion bioquimica convencional mediante una prueba de aglutinacién
(DiaMondial Staph Plus Latex Kit; DiaMondial, Francia), en la que se detecta la coagulasa
fija o clumping factor. Para las colonias de P. aeruginosa aisladas se realizo la prueba de
la oxidasa. Después de los estudios de susceptibilidad antibidtica (ver apartado
Caracterizacion fenotipica/3.5.1) estos aislados fueron congelados en un medio de
mantenimiento (Oxoid TP, 15731) a - 80°C hasta que fueron requeridos.

4.3 Cepas de estudio

Como se ha descrito anteriromente, para el presente trabajo se utilizé una coleccién de
cepas clinicas obtenidas de cultivos de las muestras respiratorias, hemocultivos y frotis
nasales. El conjunto de los aislados clinicos obtenidos a partir de los frotis nasales y
hemocultivos fueron utilizados como grupos controles de individuos portadores nasales
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asintomaticos y pacientes con infeccidn invasiva, respectivamente. Ademas, se utilizaron
también cepas de referencia para S. aureus y P. aeruginosa segun el estudio y tipo de
ensayo que se realizé (Tabla 4).

Tabla 4. Cepas bacterianas de referencia utilizadas en esta tesis

‘o . Ref i E i
Nombre Caracteristicas/Comentarios ererencia o nsayo ? estudio
fuente realizado
Cepa salvaje utilizada
S aureus Newman ampliamente en modelos de (182) Formacion de
) infeccion animal debido a sus ATCC 25904 biofilm
fuertes fenotipos de virulencia.
Cepa productora de B-
S. aureus RN4220 hemolisina derivada de (125) Prueba de CAMP
NCTC 8325
Cepa salvaje que mantiene su VLT
. RN B 1
3. aureus RN6390 patron hemolitico/ (Agr ¥) (183)
Cepa derivada de RN6390B con
S aureus RN6911 el locus agr reemplazado por (183) VLT
una casete tetM
S aureus V8 Leucocidina de Panton (184) Formacion de
’ Valentine + ATCC 49775 biofilm
S. aureus Formacion de
F-182 MRSA SCCmec: Type ATCC 433000 biofilm
(185) Formacion de
S. aureus FPR3757 MRSA USA300 ATCC BAA-1556 biofilm
e | CTUEETORES [ s [ s
Seattle 1945 P © =T ATCC 25923
antibidtica
P. aeruginosa . . Formacién de
MPAOL Cepa salvaje, AHL positiva (187) biofilm

ATCC: American Type Cultures Collection; NCTC: NationalCollection of Type Cultures; VLT: Vesicle
lysis test;

En total se analizaron 153 aislados clinicos de S. aureus y siete de P. aeruginosa. El
origen de las muestras y las cohortes utilizadas para cada uno de los objetivos del
estudio, se encuentran desglosados a continuacién y representados de forma
esquematizada en los siguientes diagramas (Figuras 8 y 9).

Métodos objetivo 1. Analizar en pacientes sometidos a VM y con aislamiento de S.
aureus en muestra respiratoria, factores del hospedador y del microorganismo que
tienen un impacto en su persistencia en el tracto respiratorio, asi como en la evolucién
clinica.

Durante el periodo de estudio (2012-2013), un total de 1171 pacientes fueron
ingresados en la unidad de cuidados intensivos (UCI), y se analizaron 3012 aspirados
traqueales (AT). S. aureus fue aislado en 270 muestras que correspondieron a los 121

pacientes seleccionados y clasificados en tres grupos de estudio: neumonia,
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traqueobronquitis y colonizacién bronquial. Durante este mismo periodo fueron
seleccionados aislados de S. aureus proveniente de portadores nasales asintomaticos
utilizados como grupo control (Figura7).

Pacientesingresados en la UCI (2012-2013)
(n=1171)

Aspirados Traqueales (AT) realizados S. aureus aislado en AT
(n=3012) (n=270)

Pacientes ]
(n=121)
I
Grupo Control .
Portador nasal Neumonia Traqueobronquites Colonizacién
asintomatico (n=27) (n= 45) bronquial
(n=27) (n=49)

Figura 7. Diagrama de flujo de la cohorte de pacientes, muestras respiratorias y aislados clinicos de S.
aureus analizados en el objetivo 1.

Métodos objetivo 2. Determinar la funcionalidad del sistema Agr en S. aureus aislado de
muestras de origen respiratorio e evaluar su implicacion clinica en las infecciones del
tracto respiratorio inferior.

Se determind la funcionalidad del sistema Agr en un total de 148 cepas clinicas, aisladas
de 142 pacientes (Figura 8), que fueron clasificadas en tres grupos de estudio segun su
origen: 95 cepas aisladas de muestras respiratorias (89 aspirados traqueales, cuatro
esputos, un liquido pleural y un catéter telescopado protegido) provenientes de 93
pacientes con sospecha clinica de Infeccién del tracto respiratorio inferior (ITRI) [84
pacientes provenientes de la cohorte analizada en el objetivo 1, y por lo tanto
clasificados en colonizacién bronquial (29), traqueobronquitis (34) y neumonia (21); y
nueve pacientes clasificados como otras ITRI provenientes de los servicios de
Neumologia y de la unidad de cuidados respiratorios intermedios, 35 cepas de muestras
de frotis nasales (31 procedentes de portadores asintomaticos, dos obtenidas de
pacientes clasificados como colonizacién bronquial y dos de pacientes clasificados como
traqueobronquitis) y 18 cepas aisladas de hemocultivos.
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142
93 31 18
[ Grupos de estudio | ITRI Portadores nasales Bacteriemia

[Cepasdes. aureus (n=148) ] | 95 I l 35 I | 18 I

Figura 8. Diagrama de flujo de la cohorte de pacientes y aislados clinicos de S. aureus analizados en el

objetivo 2.

Métodos objetivo 3. Estudiar la interaccidn entre S. aureus y P. aeruginosa, aislados de
pacientes con sospecha de ITRI, y su influencia en el desarrollo de fenotipos de
virulencia y persistencia. Para ello, se realizaron dos estudios.

El primer de ellos consistid en analizar cinco pares de cepas formados por ambos
microorganismos que fueron aislados simultaneamente (co-aislados) en muestras
respiratorias de cinco pacientes ingresados en la UCI con sospecha de ITRI.

El segundo estudio se realizd a partir del andlisis de dos casos, formados por aislados
clinicos de ambos microorganismos, denominados aqui como casos 1 y 2, donde las
cepas seleccionadas fueron aisladas en muestra respiratoria de dos pacientes de la
cohorte analizada en el objetivo 1, y que fueron clasificados como traqueobronquitis y
neumonia. Para ambos casos el aislamiento de P. aeruginosa fue posterior al
aislamiento de S. aureus.

4.4 Caracterizacion fenotipica: Resistencia a antibiéticos

Los estudios de susceptibilidad antibidtica se realizaron, a menos que se indique lo
contrario, mediante el método de difusion en agar (técnica de Kirby-Bauer) siguiendo las
normas de interpretacion segun los criterios establecidos por el Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) (188, 189). Los antibiéticos evaluados fueron: penicilina,
oxacilina, eritromicina, clindamicina, cefoxitina, cotrimoxazol (trimetroprim
/sulfametoxazol), gentamicina, rifampicina, ciprofloxacino, vancomicina y mupirocina.

En los aislados provenientes de los hemocultivos se determind la Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) mediante la tarjeta de sensibilidad AST-588 del Sistema Vitek-2
Compact (Biomerieux, Francia).

Para la deteccion de la resistencia inducible a clindamicina, se utilizaron discos de
eritromicina y de clindamicina colocados en una placa de MHA previamente inoculada
con una suspension bacteriana de turbidez equivalente a 0.5 en la escala de McFarland,
a una distancia de 15-25 mm entre los bordes de ambos discos. Después de 24h de
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incubacién a 35°C, las zonas de inhibicion fueron interpretadas segun su tamafio y
forma, con el fin de detectar cualquier aplanamiento de la forma en la zona del halo de
clindamicina (D-Zona). En estos casos se interpretd la cepa como clindamicina
resistente. Para las cepas MRSA determiné la CMI para la mupirocina y la vancomicina
mediante E-test (Biomerieux).

4.5 Caracterizacion genotipica de S. aureus

A partir de las cepas de S. aureus congeladas a -80°C, se realizd una siembra en placas
de agar sangre y tras una incubacién durante 18-24 horas a 37°C con 5% de CO; se
realiz6 la caracterizacidn genotipica de los aislados mediante la tecnologia de
microarrays de DNA en la que se detecta la presencia o ausencia de determinados genes
involucrados en resistencia y/o virulencia, y para alguno de ellos detecta ademas sus
variaciones alélicas (190).

Se utilizé el kit comercial S. aureus genotyping (Alere Technologies, Alemania) que
contiene 334 secuencias diana (aproximadamente 180 genes distintos y sus variantes
alélicas). Este kit incluye marcadores de especies, genes que codifican para resistencia a
antibidticos, factores de virulencia (exotoxinas, adhesinas, superantigenos, cdpsula de
polisacarido, proteinas que actdan en la evasion inmune innata), formacion de biofilm,
componentes de la superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas de la
matriz del hospedador (MSCRAMM) y también detecta los diferentes alelos agr. Por
otro lado, con base al perfil de genes presentes o ausentes, la técnica también permite
inferir el genotipo al que pertenece el aislado basado en la técnica de tipificacién de
secuencias multilocus (MLST, del inglés Multilocus Sequence Typing)(191).

El protocolo de la técnica consiste en 4 etapas que se describen a continuacion y que
fueron realizadas basicamente de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Etapa 1. Extraccion del DNA

En primer lugar, se realizd un pretratamiento de las colonias, utilizando el tampdn de
lisis del propio kit. Para ello se reconstituyd un liofilizado (tubo eppendorf A2)
proporcionado por el kit, y una vez obtenida esta solucién se afiadidé toda la biomasa
recogida en un asa de 10 pL de la cepa crecida en agar sangre y se incubd esta mezcla
durante 60 min a 37 °C en agitacion (550 rpm). Realizado este procedimiento, se siguio
el protocolo de extraccién del manual DNAeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen, EE. UU), y se
cuantifico el DNA extraido mediante el equipo NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer,
EE.UU.).
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Etapa 2. Amplificacidn del DNA

La reaccién de amplificacion del DNA, mediante una PCR (del inglés Polymerase Chain
Reaction) lineal marcada con biotina-dUTP, se llevé a cabo en el termociclador Veriti
(Applied Biosystems, EE. UU) usando los reactivos del kit. Para cada reaccién de PCR se
preparé una mezcla de 4,9 pL del reactivo B1 y 0,1 uL del reactivo B2 (Enzima), y se
afiadieron 5 pL (0.5-2 ug) del DNA extraido de cada cepa, para un volumen final de 10uL.
Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: un ciclo de 5 min para la
desnaturalizacién inicial a 96°C, seguido de 45 ciclos de 20 segundos a 96°C, 20
segundos a 50°C, 30 segundos a 72°C, y una ultima fase de enfriamiento a 4°C.

Etapa 3. Hibridacion del DNA

El producto de PCR una vez amplificado, se transfiere a la membrana del microarray
donde se unird a las sondas especificas. En esta etapa se prepararon las muestras, que
fueron posteriormente transferidas a los pocillos donde se encuentra la matriz del
microarray. Una vez transcurrido el tiempo de hibridacion, se procedié a la deteccion
del producto amplificadobiotinilado que se unié a las sondas a través del conjugado de
estreptavidina peroxidasa. La actividad de la peroxidasa provoca la aparicion de un
producto insoluble que precipita en las zonas del microarray donde se habia producido
la hibridacién (Figura 10).

Etapa 4. Andlisis de los datos e inferencia del Complejo Clonal

La lectura e interpretacion de los resultados se realizé mediante el equipo Array Mate
(Alere, Alemania), que detecta y cuantifica la luz emitida por el precipitado formado a
partir de la hibridacidon entre el DNA y la sonda especifica. Como consecuencia, se
genera una imagen de la membrana del microarray que fue analizada por un software
especifico proporcionado por la empresa Clondiag Gmbh (Jena, Alemania) (Figura 9).
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Figura 9. Membrana del microarray S. aureus genotyping. Ejemplo del resultado obtenido después de la
lectura e interpretacion de los datos. Los puntos negros representan la hibridacion del DNA amplificado
con las respectivas sondas.
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Los resultados obtenidos corresponden a un informe descriptivo que indica la presencia
o ausencia de cada uno de los genes analizados. Ademas, también se ha asignado a cada
aislado de S. aureus una secuencia tipo (ST) y/o CC mediante el analisis comparativo del
resultado obtenido con el perfil de una coleccién de cepas de referencia previamente
caracterizadas y disponibles en la base de datos Array Mate (191).

4.6 Determinacion de la funcionalidad del Sistema Agr

Para estudiar la funcionalidad del Sistema Agr se emplearon tres métodos diferentes: la
prueba de CAMP (Test de Christie, Atkins y Muench-Petersen), el test de lisis de
vesiculas (VLT) y una PCR cuantitativa con transcripcion reversa (qRT-PCR) para el gen
rnalll.

4.6.1 Prueba de CAMP

Este es un método fenotipico cualitativo convencional que determina la funcionalidad
del operén agr a través de la produccién de 6-hemolisina(192). El test consistid en
confrontar perpendicularmente una estria de la cepa de interés con una estria de una
cepa de S. aureus productora de B-hemolisina (S. aureus RN4220) en una placa de agar
sangre. Tras una incubacion durante 18-24h a 37°C, seguida de otra durante el mismo
timepo a 4°C (hemdlisis “calor-frio”), se puede observar la presencia o ausencia de una
reaccion hemolitica cooperativa entre las dos hemolisinas producidas (6 y B) en forma
de “flecha” (Figura 10A). Se realizaron fotografias de las placas para ser analizadas
posteriormente, y mediante el consenso de tres observadores diferentes y de acuerdo
con criterios establecidos previamente (193) (Figura 10B), se asigné la funcionalidad del
operdn agr como positiva o negativa, segln la presencia o ausencia de este patrén de
hemdlisis sinérgica, respectivamente.

Este ensayo por lo general permite identificar la actividad de las tres hemolisinas
estafilocécicas (a, B y 6-hemolisina) debido las interacciones entre ellas: B-hemolisina
mejora la lisis por 6-hemolisina, a la vez que inhibe la lisis por a-hemolisina (194) (Figura
10B).

— - &-hemolisina - E a, 6-hemolisina
&- hemolisina “-\
\ - a-, 5-hemolisina
Y a-, B-, 6-hemolisina
\\
. - B-hemolisina
Sin hemolisina

Figura 10. Ejemplo de resultados de la prueba de CAMP y de la actividad hemolitica en agar sangre. (A)

Cepa de S. aureus productora de 6-hemolisina sembrada perpendicularmente a la cepa RN4220 de S.
aureus productora de B-hemolisina. Se observa el patron de hemolisis en forma de “flecha” debido a la
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sinergia entre B y 6-hemolisina, indicativo de un sistema Agr funcional. (B) Actividad hemolitica frente a S.
aureus RN4220 que muestra la actividad de las tres hemolisinas estafilocdcicas. Modificado de (193).

4.6.2 Test de lisis de vesiculas (VLT)

Esta parte del trabajo se realizé6 en colaboraciéon con el Departamento de Biologia y
Bioquimica de la Universidad de Bath; Reino Unido, durante una estancia pre-doctoral.
La prueba se basa en un ensayo descrito recientemente (195), donde la presencia de 6-
hemolisina y/o PSMs en el sobrenadante del cultivo analizado provoca la ruptura de
unas vesiculas sintéticas, de composicién similar a las membranas plasmaticas
eucariotas, que llevan incorporadas un fluoréforo, y que al ser liberado genera una sefial
indicando la actividad del sistema Agr (Figura 11).

Se realiz6 la siembra de los aislados clinicos en placas de TSA, y se incubaron durante
18/24h a 37°C. Se prepararon cultivos bacterianos a partir de una Unica colonia de cada
cepa, por triplicado, en 5 mL de TSB durante 18 h de incubacién a 37°C y 180 rpm. Se
recogié 1 mL de cada cultivo y se centrifugd durante 10 min a 14000 g. Se recuperaron
500 plL de cada sobrenadante y se almacenaron a -20°C. Posteriormente, las muestras
fueron liofilizadas en el equipo Christ Alpha 1-4 (B. Braun Biotech, Alemania) vy
transportadas a la Universidad de Bath (Reino Unido) donde fueron procesadas.

l
. ° carboxifluoresceina

Vesicula f'osfolipidic‘a 5 L? prese/nc;aasd'\(;i | Emisién de
con carboxifluoresceina - hemolisina y/o sene fuorescencia medida

encapsulada sobrenadante provocala a 485-520nm
desintegracién de la vesicula

Figura 11. Principio del test de vesiculas (VLT). PSMs; Phenol Soluble Modulins. La presencia de 6-
hemolisina y/o PSMs en el sobrenadante del cultivo de la cepa analizada, provoca la lisis de unas vesiculas
sintéticas, de composicién fosfolipidica, que llevan carboxifluoresceina encapsulada. La liberacién del
fluoréforo genera una sefial de fluorescencia que indica la funcionalidad del sistema Agr. Modificado de
(196).

La preparacién de la solucidén de vesiculas se realizd seguin se ha descrito previamente
(195). De forma resumida, la solucién de vesiculas consiste en una mezcla de lipidos y
acidos grasos disueltos en cloroformo, que son congelados en nitrogeno liquido y

63



Materiales y métodos

después rehidratados con una solucién de carboxifluoresceina (CF). Una vez la CF esta
encapsulada dentro de las vesiculas, la solucidon es homogenizada utilizando el equipo
Liposofast vesicle extruder y purificada por el sistema de columnas illustra Nap-25
columns (GE Healthcare, EE. UU), que elimina la CF no encapsulada.

Una vez preparadas las vesiculas se procedié propiamente a la realizaciéon del ensayo
VLT. Los sobrenadantes liofilizados fueron resuspendidos en 500 uL de agua ultra puray
una alicuota de 50 puL de la suspension fue mezclada con 50 pL de la solucién de
vesiculas en una placa de 96 pocillos de poliestireno. Los controles positivo y negativo
fueron la solucién de vesiculas pura con 0.01% de Triton X-100 y HEPES,
respectivamente. La intensidad de fluorescencia de cada muestra se midié durante 30
min a longitudes de onda de excitacidon y emisién de 485 a 520 nm, respectivamente, en
un fluorimetro Fluorostar (BMG Labtech, Reino Unido). La fluorescencia normalizada se
obtuvo utilizando la ecuacion (Ft-FO) / (Fm / FO), donde Ft es el valor medio de
fluorescencia en un punto de tiempo especifico, FO es el minimo y Fm es el valor
maximo de fluorescencia emitida en ese experimento (195).

4.7 Transcripcion reversa y PCR cuantitativa para el gen rnalll de S. aureus

Este ensayo se realizé también en colaboracién con el Departamento de Biologia y
Bioquimica de la Universidad de Bath (197). De forma resumida, se prepararon cultivos
en 5 mL de TSB durante 18h a 37°C /180 rpm para cada una de las cepas analizadas. Se
realizé una dilucién 1:1000 en TSB que se incubd durante 8h a 37°C. Los cultivos se
normalizaron segun las mediciones de DOsoonm antes del aislamiento del RNA. Dos
volumenes de RNAprotect (Qiagen, EE.UU.) fueron anadidos a un volumen de cada
cultivo y se realizé una incubacidon a temperatura ambiente durante 10 min. Las
muestras fueron centrifugadas a 3000 g y el sedimento fue resuspendido en tampén
Tris-EDTA (Ambion, EE.UU.) con lisostafina (Cell Sciences, Canada) a una concentracion
de 200 pg/mL. Tras una incubacion de 60 min, seguido de un tratamiento con proteinasa
K durante 30 min, se procedié a la extraccion del RNA. Se aislé el RNA usando el kit
RNeasy Mini (Qiagen, EE.UU.) segun las instrucciones del fabricante, con la adicién de
DNase turbo (Ambion, EE.UU.) después de la etapa de purificacion. EI RNA fue
cuantificado utilizando el kit de Qubit RNA BR (ThermoFisher Scientific, EE.UU.). La
ausencia de DNA se verificé mediante PCR.

La transcripcidn reversa se realizé usando el sistema de transcripcion inversa QuantiTect
(Qiagen, EE.UU.). Las curvas de calibracion se generaron para el gen rnalll, con los
cebadores [rnalllFW: 5'-GAAGGAGTGATTTCAATGGCACAAG-3'; rnalllRV:5'-
GAAAGTAATTAATTATTCATCTTATTTTTTAGTGAATTTG-3'] y luego se utiliz6 el gen de la
girasa B con los cebadores [gyrFW:5'-CCAGGTAAATTAGCCGATTGC-3'; y gyrRV:5'-
AAATCGCCTGCGTTCTAGAG-3'] para normalizar y obtener la expresién relativa respecto
a un gen constitutivo.
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Para la reaccion de gPCR se utilizd el kit SYBR green PCR master mix (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) y la detecciéon cuantitativa se hizo
mediante el equipo Step-One Real Time PCR (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, EE.UU.). Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C durante 10 min, 40
ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 min, seguido de una etapa de
disociacion de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 1 minuto.

El ciclo umbral (Ct) fue determinado a partir de los valores obtenidos de la curva
estandar de dos replicas bioldgicas, y la expresion relativa fue normalizada respecto al
valor de la cepa control positivo (RN6390). Los aislamientos cuyos niveles de expresion
resultaron 10 veces menores que el valor del control positivo, tras la obtencién de las
muestra a las 8h, fueron considerados como Agr disfuncional, de acuerdo con los
hallazgos previos que determinan la expresién tardia del gen rnalll y la disfuncién de Agr
(192, 193).

4.8 Optimizacion de las condiciones de cultivo

Los medios de cultivo microbiolégico utilizados en este trabajo y su preparacién se
describen en el anexo 2. Diferentes condiciones de cultivo fueron testadas previamente,
utilizando las cepas de referencia de S. aureus y P. aeruginosa, con el fin de optimizar el
estudio desarrollado en el objetivo 3. Entre los medios de cultivo analizados se
selecciond el TSB 0,5X suplementado con 1% de glucosa, debido a los buenos resultados
observados en cuanto a la formacidn de biofilm por ambas especies (Anexo 3). Ademas,
se utilizé el medio ASM, para intentar reproducir in vitro la mucosidad del tracto
respiratorio, ya que este medio artificial contiene mucina y simula el esputo. En este
caso, se utilizd una mezcla entre este y el TSB 0,5X suplementado con 1% de glucosa en
igual proporcién (1:1).

4.9 Curvas de crecimiento bacteriano

Se determinaron las curvas de crecimiento para el conjunto de cepas de S. aureus y P.
aeruginosa que fueron analizadas en el objetivo 3 (apartado 4.3). Se realizaron cultivos
bacterianos para cada una de las especies, a partir de una Unica colonia de cada cepa, en
10 mL de medio LB durante 18h a 37°C/ 180 rpm. Estos cultivos fueron utilizados para
iniciar las curvas de crecimiento bacteriano, donde partiendo de una DOssonm de 0,05, se
prepararon cultivos frescos puros para cada una de las especies, y mixtos entre los co-
aislados, en 20mL de TSB 0,5X glucosa 1%. Posteriormente, con las mismas condiciones
de cultivo (37°C /180 rpm) se monitorizd el crecimiento bacteriano mediante el
seguimiento de la DOssonm Yy €l recuento de ufc/mL en placas de crecimiento selectivo
para S. aureus (agar manitol salado, CONDA) y P. aeruginosa (agar MacConkey sorbitol,
Difco™). Estas mediciones se realizaron cada hora hasta totalizar entre 9 y 10h. Cada
curva de crecimiento se hizo por duplicado y se graficaron las medias aritméticas de las
mediciones en cada punto de tiempo con sus desviaciones estandar.
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Ademads, se determind el recuento de ufc/mL para ambas especies, a las 24h de cultivo
mixto, realizado en una mezcla de los medios de cultivo ASM y TSB 0,5X glucosa 1%
(1:1), partiendo de una DOssonm de 0,1 para las cepas de S. aureus y 0,01 para las cepas
de P. aeruginosa, utilizando las mismas condiciones de cultivo (37°C /180 rpm).

4.10 Ensayos de formacidon de biofilm

4.10.1 Formacion de biofilm en placas de microdilucion

La produccién de biofilm se determind mediante tincidn con cristal violeta (CV) segun se
ha descrito previamente (198, 199), con las modificaciones que se mencionan a
continuacion. Se usaron placas de microdilucion de 96 pocillos, de poliestireno, estéril,
no tratadas y de fondo plano (BRANDplates® 781662, Alemania). Se realizaron
precultivos bacterianos para cada una de las cepas, a partir de una unica colonia, en 10
mL de medio LB durante 18h a 37°C/ 180 rpm. Se ajusto la suspensién bacteriana en el
medio de cultivo fresco (TSB 0.5X glucosa 1%; ASM* o la mezcla de los dos en la
proporcién 1:1) a una DOssopnm de 0,01 y 0,05 para P. aeruginosa y S. aureus,
respectivamente. Se inoculd 200 pl del cultivo ajustado en cada pocillo (12 réplicas por
aislamiento o condicidn). Posteriormente las placas se incubaron durante 24h a 37°C.
Antes de realizar la tincidon con CV se determind la DOgoonm de los cultivos en cada uno
de los pocillos, para asi normalizar posteriormente la produccién de biofilm con
respecto al crecimiento de cada cepa. Se descartd el sobrenadante y se lavé la placa tres
veces con agua destilada. Las placas se incubaron durante 60 min a 60°C para fijar el
biofilm y posteriormente se procedid a la tincién de cada pocillo con 200 pL de CV 0,1%
(p/v) durante 15 min a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se elimind el
exceso de CV, se realizaron tres lavados de la placa con agua destilada y se secaron a
37°C. Para disolver el CV adherido al biofilm, se afiadié 250 pL de acido acético glacial
30% (p/v) y se incubd durante 15 min. Posteriormente se transfirié 150 pL de la mezcla
acido acético y CV homogeneizado a otra placa de microdiluciéon y se determiné la
absorbancia a una DOssonm €n un lector de placas (Wallac Victor, Perkin Elmer, EE. UU.).
Para este ensayo, la formacién de biofilm se definié como biofilm relativo, y se calculé
segun la formula siguiente: DOssonm CV/DOgoonm cultivo.

Para un determinado conjunto de aislados clinicos de S. aureus, la formacién de biofilm
relativo, fue clasificada en débil, moderada o fuerte, tomando como referencia la cepa
de S. aureus Agr funcional (RN6390B). Se utilizé un valor de corte igual a 0,68 (valor de
formacién de biofilm relativo < 2x biofilm relativo formado por la cepa RN6390B),
usando el medio TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%. Los aislamientos con valores
de formacién de biofilm relativo < 0,68 fueron considerados como biofilm débil, con
valores 2 0.7 £ 2 como biofilm moderado y, por ultimo, valores de biofilm relativo > 2
considerados como biofilm fuerte.

Para los biofilms formados en la mezcla 1:1 de los medios de cultivo ASM y TSB 0,5X
glucosa 1%, el valor de corte fue de 0,86. Los aislamientos con valores de formacion de
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biofilm relativo < 0,86 fueron considerados como biofilm débil, con valores > 0,8 < 2
como biofilm moderado y valores > 2 fuerte como biofilm fuerte.

4.10.2 Ensayo de formacidon de biofilm cruzado

En este trabajo, se denomina “ensayo de biofilm cruzado”, a una modificacidon del
protocolo mencionado en el apartado anterior, que consiste en evaluar la formacién de
biofilm por parte de una especie en presencia del sobrenadante de cultivo bacteriano de
otra especie.

Inicialmente se procedié a la preparacion de los sobrenadantes, donde se realizé el
cultivo de una colonia de cada aislado clinico en 100 mL de TSB 0,5X glucosa 1% durante
18h a 37°C/200 rpm. Tras la incubacién, los cultivos fueron centrifugados durante 20
min a 4°C/14000 rpm y decantados con cuidado para obtener los sobrenadantes libres
de células. Posteriormente se esterilizaron todos los sobrenadantes bacterianos
mediante filtracidon con un filtro de 0,2 um (Merk Millipore, EE. UU) y se almacenaron a -
20°C, hasta su utilizacién. Antes de la realizacién del ensayo de biofilm cruzado, se
suplementaron los sobrenadantes afiadiendo 5mL de glucosa 4% (p/v) a una alicuota de
45 mL de cada sobrenadante, y se ajustd el pH a 7. Ademas, se agitaron los frascos que
contenian la alicuota del sobrenadante para garantizar su oxigenacion.

Para el ensayo de biofilm cruzado, se utiliz6 como medio de cultivo una mezcla de 1:10
del sobrenadante seleccionado en TSB 0,5X glucosa 1% (Figura 12). Esta proporcion de
sobrenadante fue seleccionada después de un ensayo piloto de optimizacién.

18h
37°C —
_~ 200rpm || - Determinaciondel crecimiento
L i — 2 |4 — bacteriano DOgggnm
1 colonia 10 mLTSB DOss0nm Medio de cultivo
de 18h  —
s 0,05 + Sobrenadante de
. aureus . 37°C . o, L.
18h P. aeruginosa + Estimacion de la formacionde
) 37°C (proporcion 1:10) biofilm. Absorbancia cristal
" 500 om B - violeta DOgsonm
! CZ';’”'E“ 10mLTSE Medio de cultivo
550nm
P. aeruginosa 0,01 + Sobrenadante de

S. aureus
(proporcion 1:10)

Figura 12. Metodologia utilizada para el ensayo de formacion de biofilm cruzado.

Se realizaron precultivos, a partir de una colonia de cada cepa clinica de S. aureus y P.
aeruginosa, en 10 mL de TSB durante 18h a 37°C/ 180rpm, y se ajusté la suspension
bacteriana a una DOssonm de 0,05 y 0,01, respectivamente en el medio de cultivo con el
sobrenadante de la otra especie. Se inocularon los pocillos con 200 pL de esta
suspension bacteriana ajustada y después de una incubacién de 18h a 37°C se realizaron
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las medidas de absorbancia correspondientes al crecimiento bacteriano y a la tincién del
CV, de acuerdo con el protocolo descrito en el apartado 4.10.1.

4.10.3 Estudio de la morfologia del biofilm en cultivo estatico

Para estudiar la morfologia o arquitectura del biofilm se procedié a la formacién de
biofilm estatico en placas de cultivo estériles, especiales para microscopia, con fondo de
plastico y superficie hidrofilica (u-Dish ibidi®81156, Alemania). Un dia antes de realizar
este ensayo, se inocularon precultivos de 10 mL de LB con una colonia de cada cepa, que
se incubaron durante 24h a 37°C/180rpm.

Se estudio la formacién de biofilm simple (con un Unico microorganismo) y mixto (con
los dos microorganismos) utilizando los medios de cultivo TSB 0,5X suplementeado con
glucosa 1% y la mezcla 1:1 entre él y el ASM. Para la formacion de biofilm simple se
prepard, a partir de los precultivos una suspensiéon bacteriana ajustada a una DOssonm de
0,01 para P. aeruginosa y 0,05 para S. aureus en 2 mL del medio de cultivo seleccionado.
Por otro lado, después de algunos ensayos de optimizacion, para la formacién de biofilm
mixto, se ajustd la suspension bacteriana a una DOssonm de 0,01 para P. aeruginosa y de
0,1 para S. aureus.

Se inoculdé 1 mL de cada suspension bacteriana ajustada en las placas de cultivo para
microscopia. Después de 24h de incubacién a 37°C sin agitacién, se descartd el cultivo
bacteriano y se realizaron dos lavados con agua destilada. Posteriormente, las placas de
cultivo se secaron a temperatura ambiente. Antes de proceder a la tincién de las
muestras de biofilm, se realizé una fijaciéon con 1 mL de paraformaldeido a 4% (p/v)
durante 15 min, seguido de dos lavados con agua destilada.

Para tefiir las muestras se utilizé el kit ViaGram™ Red+ Bacterial Gram Stain and Viability
(V-7023; Molecular Probes, EE. UU), que permite el marcaje diferencial entre bacterias
Gram positivas y Gram negativas. Se prepard una dilucion para cada uno de los
fluorocromos utilizados en 1 mL de PBS: 2 uL para SYTOX Green y 20 plL para Texas Red-
X conjugate of wheat germ agglutinin (WGA). Se afiadieron 200 uL de cada fluorocromo
diluido a cada una de las muestras y se incubé durante 30 min a temperatura ambiente
protegido de la luz. Finalizada la incubacién, se realizd un lavado con PBS.
Posteriormente, se afiadid una gota de medio de montaje y un cubreobjeto a cada una
de las muestras, y se analizé mediante microscopia de barrido laser confocal.

El andlisis morfolégico de los biofilms en cultivo estatico se realizé en el Servicio de
Microscopia de la UAB con el microscopio confocal espectral Leica TCS-SP5 (Leica
Microsystems Heidelberg GMBH, Mannheim, Alemania) de acuerdo a las
especificaciones de los fabricantes. Se utilizé un objetivo Plan Apocromatico de 63x (1.4
NA), y dos canales para captar la intensidad de la sefial de los dos fluorocromos: canal
verde (500-550 nm) para observar el marcaje de P. aeruginosa con SYTOX Green, y canal
rojo (600-779 nm) para observar el marcaje de S. aureus con Texas Red-X WGA. El
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numero de secciones captadas fue variable en funciéon de cada muestra. La distancia
entre seccion y seccién fue de 0.17um. Las imdagenes se adquirieron en formatos de
1024 x 1024 pixels y fueron procesadas con el programa informatico Imaris version 6.1
(Bitplane AG Zurich, Suiza) y el propio de Leica (Las AF, version 2.5).

4.10.4 Ensayos de biofilm en flujo dinamico

Esta parte del trabajo se realizd en colaboracién con el Departamento de Quimica de la
Universidad de Umea (Suecia) durante una estancia pre-doctoral. Se analizaron,
mediante este ensayo, los dos casos de aislados clinicos 1y 2, formados por las cepas de
S. aureus y P. aeruginosa aisladas consecutivamente descritas en el objetivo 3 (apartado
4.3), que representan la condicion de aislamiento de S. aureus seguido del aislamiento
de P. aeruginosa.

Inicialmente se ensambld, prepard y esterilizé el sistema de cdmaras de flujo continuo
segln la bibliografia existente (200, 201). El sistema, formado por los tubos y los
conectores, se prepard de manera que el medio de cultivo TSB 0,5X glucosa 1%, diluido
10 veces, fluyera con la ayuda de la bomba peristdltica, desde el recipiente de
alimentacion hacia el recipiente de residuos, pasando por las trampas de burbujas y por
la cdmara de flujo (Figura 13).

Interruptores

de flujo
Trampa de burbujas Recipiente
de
Camara de alimentacion

flujo continuo

Recipiente de residuos

Figura 13. Sistema de flujo continuo y visualizacién del biofilm a través de microscopia confocal.

Los ensayos se realizaron segun se ha descrito previamente (201) con las modificaciones
gue se mencionan a continuacion. Se realizaron precultivos, a partir de una colonia de
cada cepa clinica de S. aureus y P. aeruginosa, en 10 mL de medio ISO-SENSITEST (Oxoid)
durante 24h a 37°C /180 rpm. Se realizé una resiembra 1:100 de este cultivo en 10 mL
de ISO-SENSITEST, y se incubd durante 3h en las mismas condiciones. Se recogié 2 mL de
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cada cultivo y se centrifugd a 10,000 rpm durante 2 min. Se eliminé el sobrenadante y se
resuspendié el precipitado en 0,5mL de NaCl 0,9%. A partir de este concentrado
bacteriano se prepard una suspension bacteriana en 3 mL de NaCl 0,9%, ajustada a una
DOsoonm de 0,01 para P. aeruginosa y 0,1 para S. aureus.

Para la formacion de biofilm simple se inocularon, mediante una jeringuilla, 2 mL de la
suspension bacteriana ajustada en cada uno de los canales de la cdmara de flujo. Se
invirtid la cdmara y se interrumpié el flujo laminar durante 30 min para favorecer la
adherencia inicial de las células a la superficie. Transcurrido este tiempo, se puso el
sistema en la posicidon normal, y se restablecio el flujo a una velocidad constante de 0,7
mL/min que permitié el paso del medio TSB 0,5X glucosa 1% diluido 10X por cada canal
de la camara, debido a la accién de la bomba peristdltica (Watson-Marlow, Suecia). Se
incubaron los biofilms durante 48h en una cdmara a 37°C.

En los ensayos de formacidn de biofilm mixto, primero se procedio a la inoculacién de la
suspension bacteriana de S. aureus, seguido del periodo de adherencia inicial y del
funcionamiento del sistema durante 2 horas. Pasado este tiempo, se interrumpié el flujo
y se afiadié el inéculo de P. aeruginosa, también seguido de los 30 min de adherencia
inicial a la superficie. Transcurrido este periodo, el sistema volvié a fluir a 0,7 mL/min
durante 48h en la cdmara a 37°C.

Finalizada las 48h de incubacion, las muestras se tifieron utilizando los fluorocromos
descritos en el apartado 4.10.3, y se analizaron mediante microscopia de barrido laser
confocal. Para realizar la tincion se prepard una dilucién de los fluorocromos en 2 mL de
NaCl 0,9%: 2 uL para SYTOX Green y 40 pLpara Texas Red-XWGA. Se interrumpio el flujo
del sistema y se anadié 1 mL de esta solucién en cada uno de los canales de la camara
de flujo. Los experimentos se realizaron por duplicado y se capturaron distintas
imagenes para cada canal.

Para el analisis de los biofilms formados en la cdmara de flujo continuo se utilizé el
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse90i equipado con un sistema de emisién laser
de tres canales, Nikon D-eclipse C1 (Nikon Corporation, Japdén). La captacion de la
intensidad de la sefial y el procesamiento de las imagenes fueron ejecutados por los
programas Nikon EZ-C1 (versién 3.80) y NIS-Elements Advanced Research (versidon 3.2),
respectivamente (Nikon Corporation, Japdn).

4.11 Bioensayo para detectar AHLs mediante cepa biosensora

La produccién de AHLs por parte de las cepas de P. aeruginosa co- aisladas con cepas de
S. aureus, fue determinada mediante el uso de un biosensor AHL, que se inocula
embebido en placas de BM2 agar/ X-gal a modo de un agar de doble capa. Este
biosensor AHL esta basado en el QS Tral/R, y consiste en un sistema de tres plasmidos
(pJZ384) (pJZ410) (pJZ372) incorporados en la cepa Agrobacterium tumefaciens KYC55
(202). El plasmido pJZ384 contiene el gen traR bajo el control del promotor del fago T7,
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pJZ410 contiene el gen de la RNA polimerasa del fago y el pJZ372 contiene la fusién tral-
lacZ. La presencia de AHL exdgenas activa la expresion del promotor tral, que a su vez
induce lacZ. La reaccién de hidrdlisisdel compuesto X-gal presente en el medio donde se
realiza el bioensayo, debido a la accidén de la enzima B-galactosidasa, genera la aparicidon
de un halo azul que es facilmente visualizado (203).

Para preparar 50 mL del medio BM2 agar/X-gal conteniendo A. tumefaciens,
inicialmente se prepard un cultivo durante 18h de la cepa biosensora A. tumefaciens
KYC55 en 20 mL de medio BM2 a 30°C/190 rpm. Se afiadieron los antibidticos
espectinomicina (100 pg/mL), tetraciclina (2 pg/mL) y gentamicina (100 pg/mL) para el
mantenimiento de los tres plasmidos que permiten la deteccién de las AHLs exdgenas
(pJZ384, pJZ410 y pJZ372). Tras el periodo de incubacidn, el cultivo se centrifugd a 3500
rom durante 15 min a 4°C y se resuspendid el sedimento en 10 mL de medio BM2. Se
mezclaron los 10 mL del cultivo resuspendido con 20 mL de medio BM2 estéril, 20 mL de
agar noble (Difco™) al 2 % y la solucidn de X-gal a una concentracidn final de 40 pg/mL.
Se dispensd 15 mL del medio en las placas de petri de 55 mm y se dejaron solidificar.

Se prepararon precultivos en 10 mL de LB durante 18h a 37°C/190 rpm para cada una de
las cepas de P. aeruginosa analizadas. Se realizé una resiembra a una DOssonm de 1,0 en
el medio decultivo fresco, y se inocularon 2 L en las placas del bioensayo (tres réplicas
por aislamiento). Las placas se incubaron durante 18h a 30°C y se escanearon utilizando
el escaner Epson perfection V50000 photo con el programa Epson Scan v.3.74ES.

4.12 Transcripcion reversa y PCR cuantitativa para el gen rnalll de S. aureus en
presencia del sobrenadante de P. aeruginosa.

Se realizaron precultivos en 10 mL de TSB durante 18h a 37°C/180 rpm, para cada una
de las cinco cepas co-aisladas de S. aureus, descritas en el apartado cepas de
estudio/4.3. Se realizd una resiembra 1:1000 en una mezcla de 1:100 del sobrenadante
de P. aeruginosa seleccionado en TSB 0,5X glucosa 1%, y se incubd durante 8h a
37°C/180 rpm. Los cultivos fueron normalizados antes de la extraccion de RNA a una
DOsoonm igual a 2. Se afiadieron dos volumenes de RNAprotect (Qiagen, EE.UU.) a cada
cultivo normalizado y se incubd durante 10 min. Las muestras se centrifugaron a 3000 g
y el sedimento se resuspendié en tampdn Tris-EDTA (Sigma-Aldrich, EE.UU.) con
lisostafina (AMBI products, EE.UU.) a una concentracion de 200 pg/mL. Tras una
incubacién de 60 min, seguido de un tratamiento con proteinasa K durante 30 min, se
procediod a la extraccion del RNA. Se aislé el RNA usando RNeasy Mini (Qiagen, EE.UU.).
El RNA fue cuantificado a través del equipo NanoDrop ND-1000 (Thermo Fischer,
EE.UU.). La ausencia de DNA y la especificidad de los cebadores se verific6 mediante
PCR.

La transcripcion reversa se realizd usando el sistema de transcripcion inversa First
Strand cDNA Synthesis (Thermo Fischer, EE.UU.). Las muestras fueron analizadas en el
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Servicio de Gendmica Bioinformatica de la UAB, que para la reaccidon de la qPCR utiliz6 el
SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, EE. UU.). Las condiciones de
amplificacién y de normalizacién de las muestras fueron las mismas que se mencionan
en el apartado 4.7 de esta tesis.

4.13 Transcripcion reversa y PCR cuantitativa para el estudio de la expresion de los
sistemas QS pgs de P. aeruginosa y agr de S. aureus en medio ASM modificado.

Se realizaron precultivos en 10 mL de LB durante 18h a 37°C/180 rpm, para cada una de
las cepas co-aisladas de S. aureus y P. aeruginosa descritas en el apartado cepas de
estudio/4.3. Se realizé una resiembra a una DOssonmde 0,1 para S. aureus y de 0,01 para
P. aeruginosa en 10 mL de una mezcla 1:1 del medio ASM y TSB 0,5X glucosa 1%, y se
incubo durante 24h a 37°C/180 rpm. Ademas, se cultivd cada cepa por separado en este
medio como control. Primeramente, se realizd el tratamiento de cada muestra de
cultivo con el reactivo RNAprotect (Qiagen, EE.UU.), segun descrito anteriormente, y se
congeld a - 80°C hasta la etapa de extraccidon del RNA. Se normalizaron las cantidades de
células en estas muestras tratadas antes del aislamiento del RNA, segun el recuento de
UFC/mL obtenidos previamente. De este modo una cantidad de aproximadamente 10°
células/mL de cada aislado puro 6 2x10° células/mL de los cultivos mixtos fueron
tratados con lisostafina (AMBI products, EE.UU.) a una concentraciéon de 200 pg/mL y
lisozima (Sigma-Aldrich, EE.UU.) a 400 pg/mL disueltas en tampdn tris- EDTA. Tras una
incubacién de 60 min, seguido de un tratamiento con proteinasa K durante 30 min, se
procedid a la extraccién y cuantificacién del RNA, a la comprobacion de la ausencia de
DNA vy especificidad de los cebadores, y a la transcripcién reversa, segun los
procedimientos descritos en el apartado anterior. Las muestras fueron analizadas en el
Servicio de Genodmica Bioinformatica de la UAB, a través del método descrito
anteriormente. Ademas de las condiciones de amplificacién y de normalizacién de las
muestras, descritas en el apartado 4.7 para el sistema Agr de S. aureus, y que también
fueron utilizadas en este ensayo, se afiadieron los cebadores para el gen pgsL de P.
aeruginosa [pgsLFW: 5'-CGGTATCGCCTCCTACGTG-3; y pgsLRV:
5'GGAAGCTCACCACCAGTCG-3'], y para normalizar la expresion respecto a un gen
constitutivo, los cebadores del gen rpoD [rpoDFW: 5'- CGATCGGTGACGACGAAGAT -3'; y
rpoDRV: 5'- GTCACATCGAACTGCTTGCC-3'], que codifica el factor sigma de la RNA
polimerasa (175).

4.14 Métodos estadisticos

El andlisis estadistico para el objetivo 1 incluyé: un analisis descriptivo, un analisis
univariante y andlisis multivariante, mediante un modelo de regresion logistica,
combinando variables cualitativas y cuantitativas. Para la comparacion de las variables
numéricas se utilizaron las pruebas de U de Mann-Witney o ANOVA, mientras que para
las variables categéricas se utilizd la prueba Chi-Cuadrado (x2) de Pearson o Fisher. En el
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modelo de regresion logistica, considerando como variable dependiente el aislamiento
persistente de S. aureus, se incluyeron Unicamente las variables que resultaron
significativas en el analisis univariante. De igual manera se procedié para realizar el
analisis multivariante para la mortalidad y el desarrollo de complicaciones.

El analisis estadistico para el objetivo 2, inlcuyd principalmente la comparacion de
variables categdricas mediante Chi-Cuadrado (x2) de Pearson o Fisher. Se consideraron
los valores de Kappa (k) inferiores a 0,4 como indicativos de una correlacién débil; entre
0,41 y 0,6 de una correlaciéon buena y los valores por encima de 0,6 como una
correlacion fuerte. Ademds, también se realizd un andlisis uni/multivariante para
evaluar la funcionalidad del sistema Agr en funcidn de las distintas variables clinicas y
microbioldgicas recogidas. En el objetivo 3, la comparacion de los datos fenotipicos de
las cepas, se realizd mediante la prueba t-test no pareada.

En todos los analisis las asociaciones se consideraron estadisticamente significativas

cuando el valor de p fue < 0,05. Los datos se analizaron con los programas
IBM®SPSS®15.0 (SPSS Inc, EE. UU.) y GrapPad Prism 5 (GraphPad Inc, EE. UU.).
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Influencia de los factores del microorganismo y del hospedador en el aislamiento
persistente de S. aureus, y en la evolucion clinica de pacientes sometidos a
ventilacion mecdnica (Objetivo 1)

La presencia de S. aureus en el tracto respiratorio es uno de los ejemplos que demuestra
la capacidad de adaptacion y regulacién de la virulencia por parte de este
microrganismo, que al ocupar diferentes nichos, es capaz desde colonizar de forma
asintomatica las fosas nasales hasta diseminarse y establecer una infeccion grave e
invasiva (60, 204). Evaluar los factores clinicos y microbiolégicos que estan implicados
en las ITRI causadas por S. aureus, y poder distinguir entre los que estdn asociados a la
colonizaciéon y a la infecciéon, es de suma importancia por la implicacién en la
prescripcién y el uso adecuado de los antibidticos (14). En este objetivo de la tesis se
estudid en un grupo de pacientes criticos sometidos a VM, la relacién e influencia de
distintos factores del microorganismo y del hospedador con el aislamiento persistente
de S. aureus en muestra respiratoria, a pesar del tratamiento ajustado al perfil de
susceptibilidad antibiotica; ademds de su impacto en la evolucidén clinica. Parte de los
resultados obtenidos en este objetivo fueron publicados en el articulo 1.

5.1.1 Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en funcidn del grupo de estudio y de
la evolucidn clinica

En el periodo de tiempo comprendido entre el 1 de enero de 2012 y el 31 de diciembre
de 2013, 1171 pacientes fueron ingresados en la UCI del HUGTIP. Un total de 3012
muestras de AT fueron procesadas. Se detectd un 3,33% de portadores nasales MRSA,
que correspondieron a 39 pacientes. Se aislaron 270 cepas de S. aureus (8,96%, siendo
el segundo microorganismo mas frecuente después de P. aeruginosa) correspondientes
a 121 pacientes que fueron clasificados, segun los criterios definidos, en 27 casos de
neumonia, 45 de traqueobronquitisy 49 de colonizacién bronquial. El porcentaje global
de cepas MRSA en muestras de AT fue de 18,2% (22 pacientes).

De los 39 pacientes portadores nasales MRSA, 11 (28,2%) de ellos presentaron
aislamiento consecutivo de S. gureus en muestras de AT. Tres pacientes desarrollaron
neumonia, dos traqueobronquitis y seis fueron considerados colonizados. En todos
estos casos el aislamiento posterior fue por cepas MRSA, excepto para uno de los
pacientes del grupo de colonizacién bronquial en que el aislamiento fue MSSA.

En cuanto a las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la poblacidn de estudio, la
media de edad fue de 59,1 afos (DE: 16,6) y el 63,6% (77 pacientes) eran varones. El
75,2% de la poblacion presenté alguna enfermedad subyacente, siendo la diabetes la
mas frecuente con 27,3% de los casos. Los motivos de ingreso en la UCI fueron el 70,2%
médico, 21,5% quirdrgico y 8,3% traumatico. Se observd el compromiso vascular o
traumatico del sistema nervioso central en 42,1% de los casos, y la media del APACHE-II
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fue de 18,7 (DE: 8). La media de dias con VM hasta el primer aislamiento, en caso de las
cepas MRSA fue de 6,91 (DE: 7), mientras que para las cepas MSSA fue de 6,25 (DE: 8).
Un total de 21 pacientes (17,3%) presentaron hemocultivos positivos, siendo S. aureus
aislado en nueve de ellos (7,4%). El aislamiento mixto de S. aureus con otros
microorganismos en la muestra respiratoria se documenté en 35,5% de los casos, siendo
16,3% con H. influenzae, 14% con P. aeruginosa y 58,1% con otros bacilos Gram
negativos. Por otro lado, en 30 pacientes (24,8%) se observé el aislamiento consecutivo
de P. aeruginosa, que no se relaciond con el perfil de susceptibilidad a la meticilina
(p=0,766). Las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas, asi como las comparaciones
segln el grupo de estudio se resumen en la tabla 5.

Tabla 5. Analisis univariante de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en funcidn de los
grupos de estudio considerados. Los datos se expresan como nimero de casos (porcentaje).

Variables clinicas y Colonizacién | Traqueobronquitis Neumonia Valor de
epidemioldgicas bronquial (n=45) (n=27) P
(n=49)
Edad, afios [media (DE)] 59,7 (15,2) 57,9 (18,3) 60 (17,3) 0,833
Sexo, (varones) 28 (57,1) 32 (71,1) 17 (63) 0,389
Adquision de la infeccidn
Comunitaria 5(10,4) 6 (13,3) 6(22,2)
Nosocomial 43 (89,6) 37 (82,2) 19 (70,4) 0172
Relacionada con la - 2 (4,4) 2(7,4) ’
asistencia sanitaria
Enfermedades 36 (73,5) 33 (73,3) 22 (81,5) 0,713
subyacentes
Diabetes 15 (30,6) 11(24,4) 7 (25,9) 0,809
Enfermedad pulmonar 12 (24,5) 6 (13,3) 4 (14,8) 0,352
cronica
Neoplasia 8(16,3) 9 (20) 6(22,2) 0,835
Hipertension 20 (40,8) 14 (31,1) 7 (25,9) 0,389
Insuficiencia cardiaca 7 (14,3) 8(17,8) 2(7,4) 0,500
Insuficiencia renal 3(6,1) 2(4,4) - 0,541
Obesidad 4 (8,2) 1(2,2) - 0,280
Inmunosupresién/ 2(4,1) - 3(11,1) 0,056
Trasplante renal
Motivo de ingreso UCI
Médico 33 (67,3) 33(73,3) 19 (70,4)
Traumatico 4 (8,2) 1(2,2) 5(18,5) 0.274
Cirugia programada 9 (18,4) 9 (20) 3(11,1) !
Cirugia urgente 3(6,1) 2(4,4) 0(0)
APACHE-Il [media (DE)] 19,8 (8,6) 18,1 (7,9) 17,7 (6,9) 0,489
GLASGOW [media (DE)] 9,8 (4,6) 10,2 (4,8) 10,4 (5,0) 0,831
CPIS [media (DE)] - 3,7(1,3) 6,8 (1,4) <0,001 *
Implicacion vascular o 19 (38,8) 17 (37,8) 15 (55,6) 0,305
traumatica del SNC
Isquemia 2(4,1) 1(2,,2) 2(7,4) 0,635
Hemorragia 7 (14,3) 7 (15,,6) 4 (14,8) 1
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Traumatismo craneal 4 (8,2) 2(4,4) 6(22,2) 0,061
Otros tipos de 8(16,3) 8(17,8) 4 (14,8) 1
implicaciones del SNC?

Dias de estancia en la UCI 23(22) 26,4 (24) 27,9 (23,1) 0,628
[media (DE)]

Dias de VM [media (DE)] 24 (22,2) 25,9 (23,7) 27,9 (23,2) 0,773
Dias de VM hasta el 7,3 (8,8) 6,7 (7,3) 5,2 (9) 0,567

primer aislamiento
de S. aureus [media (DE)]

Aislamiento persistente 2 14 (48,3) 14 (34,1) 11 (40,7) 0,489
7 dias

Complicacién respiratoria 1(7,1) 1(7,1) 12 (85,7) <0,001 *
Mortalidad relacionada 2(4,1) - 4 (14,8) 0,018 *

con la infeccion
estafilocdcica

Mortalidad global 21 (42,9) 20 (44,4) 7 (25,9) 0,264
Hemocultivo positivo 3(6,1) 2(4,4) 4 (14,8) 0,324
para S. aureus

Portador nasal previo 6(12,2) 2(4,4) 3(11,1) 0,360
(MRSA)

Resistencia a la 10 (20,4) 7 (15,6) 5(18,5) 0,870
cloxacilina

Aislamiento mixto de 18 (36,7) 14 (31,3) 11 (40,7) 0,693
S.aureus

Aislamiento consecutivo 8(16,3) 16 (35,6) 6(22,2) 0,092

P.aeruginosa en muestra
respiratoria

UCI: Unidad de cuidados intensivos; SNC: Sistema nervioso central; VM: Ventilacion mecanica;
APACHE-II: Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il; CPIS: Clinical pulmonary infection
score; a Incluye coma anodxico, neoplasia cerebral, epilepsia, encefalopatia y convulsiones; * Se
considerd estadisticamente significativo los valores de p<0,05; Prueba Exacta de Fisher vy
ANOVA.

Aproximadamente el 60% de los pacientes con AT positivo para S. aureus se definieron
como infeccién respiratoria, siendo clasificados en el grupo de traqueobronquitis o
neumonia. Los casos restantes se consideraron como colonizaciéon bronquial. Ninguna
de las variables analizadas permitié una distincién satisfactoria entre los tres grupos de
estudio. La presencia de comorbilidades y los valores de APACHE-Il y GCS fueron
similares entre ellos, asi como los dias de estancia en la UCl y de VM, que, aunque un
poco mas alto para los pacientes con neumonia, también fueron practicamente iguales
en los tres grupos.

En general, la mayor parte de los estudios publicados evaldan las diferencias entre la
neumonia causada por cepas MRSA y MSSA (205), debido a su importancia en la
eleccidn de la terapia antimicrobiana disponible. En nuestro estudio, no se encontraron
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diferencias en el resultado respecto a la susceptibilidad a la cloxacilina y los grupos de
estudio.

En lo que respecta a la prevalencia de colonizacién nasal por cepas MRSA, durante el
periodo del estudio se observd que Unicamente el 3,33% de los pacientes eran
portadores de MRSA en el momento de ingreso en la UCI. A pesar de la elevada
prevalencia a nivel nosocomial, por lo que respecta al origen comunitario, nuestros
resultados corroboran lo que ha sido descrito recientemente, en un estudio
multicéntrico en el que hemos participado sobre la neumonia adquirida en la
comunidad causada por cepas MRSA, donde se observa que Espafia presenta una
prevalencia significativamente menor que otros paises (206). Ademads, vale la pena
destacar que, de los portadores nasales previamente identificados, Unicamente el 12%
de ellos desarrollaron infeccidn respiratoria por S. aureus.

En cuanto a la relacién entre las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas y la evolucién
clinica, un total de 14 pacientes (11,2%) desarrollaron alguna complicacién respiratoria,
y seis de ellos fallecieron debido a la infeccidn. El resultado clinico adverso resulté ser
mas frecuente en los pacientes que presentaron bacteriemia estafilocdcica (p=0,022), y
como ya se habia descrito previamente (207), incluso en la ausencia de una definicién
estandar para NAV (24), en el grupo de los pacientes clasificados como neumonia
(p<0,001), alcanzando ademads significaciéon estadistica en el analisis multivariante
(p=0,001; OR: 38,4; 1C95%: 4,606-320,165). En el analisis univariante, no se encontraron
diferencias estadisticas al considerar el resultado clinico con los dias de estancia en la
UCI (p=0,947), los dias con VM (p=0,932), la edad (p=0,523), APACHE-II (p=0,240) y GCS
(p=0,507). Ademas, la evolucion clinica fue similar independiente de la resistencia a la
cloxacilina.

Considerando la mortalidad global, un total de 48 pacientes (39,7%) fallecieron durante
el periodo de estudio. Las variables que se asociaron estadisticamente a la mortalidad
fueron la la presencia de comorbilidades (p=0,017), hemocultivo positivo de S. aureus
(p=0,028), ser portador nasal previo de MRSA (p=0,025) y presentar aislamiento
consecutivo de P. aeruginosa en muestra respiratoria (p=0,052). Ademas, los pacientes
gue murieron eran de mayor edad (p=0,004) y tenian un indice de APACHE mas alto al
ingreso (p <0,001).
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5.1.2 Caracteristicas genotipicas de las cepas en funcidn del grupo de estudio y de la
evolucion clinica

Con el objetivo de evaluar si algun factor de virulencia estaria relacionado con la
capacidad de causar infeccidn respiratoria, se caracterizaron las cepas aisladas desde el
punto de vista genotipico. Para ello, se incluyé ademds un grupo control de 27 pacientes
asintomaticos portadores nasales de S. aureus también admitidos en la UCI durante el
mismo periodo de estudio. Seis de ellos fueron portadores de MRSA (22,2%) y 21 de
MSSA. El 66,7% eran varones y la media de edad fue de 59,5 afos (DE: 16,3).

Considerando los pacientes de los 3 grupos de estudio (neumonia, traqueobronquitis,
colonizacién bronquial) y del grupo control de portadores nasales, un total de 148
aislados clinicos de S. aureus (un aislado por paciente), siendo 28 de ellos MRSA (18,9%),
fueron caracterizados fenotipicamente (identificacion y pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana) en el momento de la inclusion en el estudio. De manera retrospectiva,
110 de estos aislados fueron analizados genotipicamente (Tabla 6) mediante el
microarray S. aureus genotyping. Para los 38 casos restantes, no se disponia de las
cepas.

El resultado del microarray, resumido en la tabla 6 (ya que Unicamente se muestran los
resultados para 12 factores de virulencia, de los 180 que detecta el array), reveld que las
cepas MSSA y MRSA pertenecian a 19 y a 6 complejos clonales, respectivamente. La
distribucién de CC entre los aislados MSSA fue muy heterogénea, con predominio del
CC30 (principalmente en el grupo de estudio portador nasal asintomatico), CC5 y CC45.
Con respecto a los aislados MRSA, el CC5 (61,9%) fue el mas frecuente en todos los
grupos de estudio. Existen escasos estudios sobre la asociacién de determinados CC y
aislados de muestras respiratorias del tracto respiratorio inferior. Sin embargo, en lo
gue respecta a la distribucidon de linajes especificos entre los aislados MSSA y MRSA,
nuestros resultados estan de acuerdo con un estudio anterior realizado en Espana (208)
donde se observa la misma diversidad de CC entre las cepas MSSA, y el predominio del
CC5 en cepas MRSA. Ademas, recientemente se ha reportado (209) que el CC30 es el
linaje mas frecuente en el individuo sano portador nasal de cepas MSSA en Espafia, lo
gue corrobora también los datos obtenidos en este estudio.

La distribucidn de los alelos del sistema regulador Agr fue bastante heterogénea entre
los diferentes grupos de estudio, y no se observaron correlaciones estadisticamente
correlativas entre ambas variables (p=0,107). Por otro lado, la distribucion de los alelos
agr en el grupo de los aislados provenientes de pacientes que presentaron una
evolucién adversa fue: | (38,9%), 1l (55,6%) y Il (5,6%); mientras que para el grupo de
pacientes sin desarrollo de complicaciones respiratorias y/o muerte relacionada fue: |
(40%), 1l (40%), Il (16,9%) and IV (3,1%). A pesar de una frecuencia mayor del alelo agr
Il en el grupo de los pacientes sin complicaciones respiratorias, tampoco se observé una
correlacidén significativa entre el resultado clinico y el tipo de alelo agr (p=0,457). Con
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respecto a otros sistemas reguladores, diferentes del sistema Agr, todas las cepas
fueron positivas para los locus sae y vraS.

Dado el elevado numero de genes (considerando el genoma core de S. aureus y los
elementos genéticos moviles) que codifican para distintos factores de virulencia, lo mas
probable es que diferentes sistemas reguladores, mediante la expresion génica de varias
proteinas estdn involucradas en la patogénesis (112). Respecto a los factores secretados
y de adhesién, todas las cepas fueron positivas para los genes que codifican la a-
hemolisina (hla), &-hemolisina (h/d), proteina A estafilocécica (spa) y factor de
aglutinacién Ay B (clfA y clfB). Ningun aislamiento fue positivo para el elemento genético
movil ACME (del inglés arginine catabolic mobile element), ni los genes de la resistencia
a vancomicina A (van A) y de la proteina superficial involucrada en la formacién de
biofilm (bap). Los demas genes presentaron una frecuencia variable entre los diferentes
grupos de estudio. Una unica cepa fue positiva para el gen luk-PV, que correspondid a
un paciente con traqueobronquitis con evolucién favorable.

Dado que el microarray proporciona informacién sobre un numero de genes muy
elevado, también se realiz6 una aproximaciéon mediante whole genome association
studies (WGAS). Este andlisis se realizé en colaboracion con el Dr D. Wilson (Oxford, UK)
y se basé en el uso de una herramienta estadistica descrita por su grupo
(http://www.danielwilson.me.uk/virulogenomics.html). No se encontraron diferencias
significativas para ninguno de los genes representados al comparar casos persistentes y
no persistentes (Anexo 4).

Aunque el microarray utilizado en este estudio no evalla la expresion de las toxinas
codificadas por los diferentes genes de virulencia, hay que tener en cuenta que todas las
cepas fueron positivas para el gen que codifica para la a-toxina, que previamente ha
sido descrita, junto con la B-toxina, contribuir en la patologia pulmonar (205, 210, 211).
Sin embargo, no se encontraron correlaciones significativas entre las caracteristicas
genotipicas de los aislados y la evolucidn clinica desfavorable, incluso cuando se
analizaron los grupos de estudio por separado.

No obstante, la NAV puede conllevar a una estancia prolongada en la UCI, asi como la
necesidad de mas dias de VM, por lo que estas dos variables también se analizaron en el
contexto de la evolucidon clinica. Entre los resultados obtenidos de estos andlisis, se
observd que para los pacientes del grupo de colonizacién bronquial, la presencia de los
genes fnbB y cna, que codifican MSCRAMMs y participan en la adhesién a las mucosas
(212), se correlacionaron con los dias de estancia en la UCI. El gen de la proteina de
union al fibrinégeno (fnbB) se correlaciond con una estancia prolongada en la UCI
(p=0,050). Sin embargo, el gen que codifica para la proteina de unién al colageno (cna)
se correlaciond inversamente con la estancia en la UCl y los dias con VM (p<0,0001).
Estos resultados podrian estar relacionados con las condiciones fisioldgicas de la mucosa
respiratoria de estos pacientes
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Finalmente, cabe destacar que cuando se analizaron los datos mediante un método
exploratorio de datos, realizado a través del software "AutoDiscovery" (Butler Scientifics
S.L., www.butlerscientifics.com) (Anexo 5), se observd que la presencia del gen hlb (B-
hemolisina), en el grupo de pacientes con neumonia, se asocié con mas dias de VM,
mayor estancia en la UCl y mas dias transcurridos desde el inicio de la intubacién hasta
el primer aislamiento de S. aureus. Ademads, se analizaron las relaciones existentes con
los genes chp (proteina inhibidora de la quimiotaxis) y sak (estafiloquinasa) que estan
incluidos en el bacteriéfago que se inserta y trunca el gen hlb. Se observé que la
presencia de chp se asocié con una mayor estancia en la UCI, aunque solamente en el
grupo clasificado como pacientes portadores. En cambio, la presencia del gen sak se
asocié con una mayor estancia en la UCI en el grupo de los pacientes con
traqueobronquitis.
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Tabla 6. Andlisis univariante de las caracteristicas genotipicas de los aislados clinicos en funcidn

de los grupos de estudio. Los datos se expresan como nimero de casos (porcentaje).

Sondas de DNA Portador | Colonizacion | Traqueo- | Neumonia
(microarray) nasal bronquial bronquitis (n=21) P
(n=26) (n=30) (n=33)
Cepas MSSA 21 (80,8) 24 (80) 27 (81,8) 17 (81)
Complejo CC30 9(42,9) 4(16,7) 5(18,5) 1(5,9)
clonal (CC) ccs 1(4,8) 5(20,8) 6(22,2) 5(29,4)
CCc45 2(9,5) 4(16,7) 3(11,1) 4 (23,5)
ccs 2(9,5) 2(8,3) 4(14,8) 1(5,9) 0,433
CC15 1(4,8) 3(12,5) 3(11,1) 1(5,9)
cc1 2(9,5) 1(4,2) 1(3,7) 1(5,9)
CC398 2(9,5) - - 1(5,9)
Otros CC 2(9,5) 5(20,8) 5(18,5) 3(14,3)
Cepas MRSA 5(19,2) 6 (20) 6 (18,2) 4(19)
Complejo CC5 2 (40) 4 (66,7) 5(83,3) 2 (50)
clonal (CC) cC22 1(20) 1(16,7) - 1(25)
cc45 1(20) - 1(1,7) - 0,521
cc7 1(20) - - -
Otros CC - 1(16,7) - 1(25)
Alelos agr®
I 11 (42,3) 11 (36,7) 13 (39,4) 9 (45)
Genes Il 4(15,4) 13 (43,3) 14 (42,4) 9 (45) 0,107
reguladores | || 11 (42,3) 5(16,7) 5(15,2) 2 (10)
v - 1(3,3) 1(3) -
sarA 26 (100) 29 (96,7) 33 (100) 21 (100) 0,7
Resistencia mecA 5(19,2) 5(16,7) 6(18,2) 4 (19) 1
cna 16 (61,5) 12 (40) 11 (33,3) 10 (47,6) | 0,168
MSCRAMM | fnbA 25 (96,2) 30 (100) 33 (100) 21 (100) 0,353
fnbB 18 (69,2) 21 (70) 25 (75,8) 18 (85,7) | 0,548
Leucocidina | lukS/F-PV - - 1(3) - 1
Hemolisina | hib® 21(80,8) 24 (80) 26 (78,8) 16 (76,2) | 0,508
chp 16 (61,5) 21 (70) 26 (78,8) 13 (65) 0,507
Genes del IEC | scn 21 (80,8) 26 (86,7) 32(97) 18 (85,7) | 0,217
sak 20 (76,9) 21 (70) 27 (81,8) 15(75) | 0,732
Superantigeno | tst1 11 (44) 6 (20) 9(27,3) 3(14,3) 0,107

agr: accesory gene regulator; sarA: staphylococcal accessory regulator A; mecA: proteina de
unién a penicilinas 2A; MSCRAMM: Microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecule; cna: proteina de unién al coldgeno; fbnA: proteina de unién a la fibronectina A; fnbB:
proteina de union a la fibronectina B; /ukS/F-PV: Leucocidina de Panton Valentine; hlb: beta
hemolisina; IEC: immune evasion cluster; chp: proteina inhibidora de la quimiotaxis; scn:
inhibidor del complemento estafilocécico; sak: estafiloquinasa; tstl: toxina del sindrome del
shock téxico 1; a Un paciente clasificado como neumonia tenia dos subclones: un subclon era
CCA5-MSSA agrl, y el otro era CC121-MSSA agr IV agrB | agrC |; b El resultado de la sonda del
gen hlb puede clasificarse como positivo (porcentaje en la tabla), negativo o truncado. Una cepa
del grupo del portador nasal y del grupo de neumonia, respectivamente, presentaba el gen hib
truncado; Valores de p obtenidos mediante la prueba Exacta de Fisher.
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5.1.3 Aislamiento persistente de S. aureus en muestra respiratoria: caracteristicas
clinicas y microbioldgicas

De los 121 pacientes con aislamiento de S. aureus en muestra respiratoria, 97 recibieron
tratamiento antimicrobiano, y posteriormente 39 (40,2%) de ellos presentaron un
aislamiento considerado como persistente (> 7 dias). En 12 casos, las cepas fueron
MRSA (66,6% de todos los aislados de MRSA) y en 27 casos fueron MSSA (34,1% de
todos los MSSA aislamientos) (p=0,039) (Figura 14A). De los 12 casos MRSA
considerados como persistente, en cinco casoslos pacientes eran portadores nasales
previos de MRSA. La media de dias de persistencia fue mas elevada para los
aislamientos MRSA [86 (DE: 141,2)], en comparacion con los aislamientos MSSA [26,5
(DE: 35,7)] (p=0,001), aunque hubo algunos valores atipicos en el grupo MSSA, con mas
de 50 dias (Figura 14B).
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Figura 14. Aislamiento persitente de MRSA y MSSA en muestra de origen respiratorio. A) Distribucién de
los casos MRSA y MSSA segun si el aislamiento fue persistente / no persistente. B) Distribucion de los dias
de persistencia segun el perfil de resistencia a la meticilina; p= 0,001 por la prueba t-test no pareada.

En el andlisis univariante, se encontraron correlaciones estadisticamente significativas
entre el aislamiento persistente y las siguientes variables clinicas y epidemioldgicas:
edad (p=0,009), dias de estancia en la UCI (p<0,001), dias bajo VM (p<0,001), CPIS
elevado (p=0,041), resistencia a la cloxacilina (p=0,016) y el aislamiento de P. aeruginosa
consecutivo al de S. aureus en AT (p<0,001). Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas cuando se consideraron la presencia de comorbilidades y el grupo de
estudio, aunque aproximadamente la mitad de los casos de neumonia se consideraron
persistentes. Un aspecto importante a destacar es que tampoco hubo diferencias en
relacion a la evolucion clinica, lo que sugiere que el aislamiento persistente podria estar
mas relacionado con la adaptacion del microorganismo al tracto respiratorio, aunque
existen algunos factores importantes como el tipo de antibidtico utilizado, la duracién y
las propiedades farmacocinéticas / farmacodindmicas del antibidtico que también
deberian ser considerados.
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En el andlisis multivariante, las variables que mantuvieron significacion estadistica
fueron el tener una menor edad (p=0,003; OR: 0,949; IC 95%: 0,918-0,982) y la
resistencia a la cloxacilina (p=0,003; OR: 7,891; IC 95%: 1,980-31,454). La relacién
observada entre el aislamiento persistente y los pacientes mas jovenes, podria estar
asociada a las diferencias en la farmacocinética / farmacodindmica de los antibidticos y
la respuesta inflamatoria relacionada con la edad.

Asi mismo, se recogi6 la informacién en cuanto al tratamiento antimicrobiano prescrito
después del primer aislamiento de S. aureus, y se categorizé como [-lactdmicos,
vancomicina, quinolonas y linezolid. En un primer analisis simple se observé que la
persistencia fue frecuente independientemente del tipo de antimicrobiano utilizado
(p=0,036).

Si se seleccionan los casos con aislamiento MSSA tratados con B-lactdmicos o
quinolonas, aproximadamente un tercio de los casos se consideraron persistentes.
Aunque se trata de farmacos con una mayor actividad estafilocdcica, no tienen actividad
intracelular, y todavia se observan casos persistentes, por lo que otros factores a parte
de la efectividad del antimicrobiano podrian estar involucrados. En cuanto a los casos
MRSA, no hubo diferencias en las frecuencias de casos persistentes cuando se
compararon los casos tratados con vancomicina o linezolid, por lo que Ia
biodisponibilidad de la vancomicina a nivel pulmonar no seria el Unico factor explicativo.
No obstante, estas variables seran objeto de estudio en un proyecto posterior, donde se
realizara un andlisis mas exhaustivo considerando factores como los dias de tratamiento
y las dosis empleadas.

Los antimicrobianos hidrofilicos (B-lactdmicos, aminoglucésidos y glicopéptidos) al igual
que los moderadamente lipofilicos (ciprofloxacina y levofloxacina) conllevan un mayor
riesgo de presentar fluctuaciones diarias en las concentraciones plasmaticas que pueden
requerir ajustes de dosis (213). A parte de eso, los pacientes criticos pueden presentar
variaciones en la distribucién del farmaco en el espacio extracelular, asi como en su
concentracion plasmatica e intersticial, debido a una série de mecanismos
fisiopatoldgicos subyacentes, que son frecuentemente observados en este grupo de
pacientes como, por ejemplo, la disfuncion renal o hepatica, la presencia de un estado
edematoso, insuficiencia cardiaca entre otros (214, 215).

En cuanto a la gravedad de la enfermedad al ingreso, evaluada mediante el indice
APACHE-II, esta fue similar para los casos definidos como persistentes y no persistentes.
Por otro lado, se observd que los casos clasificados como persistentes tenian un indice
CPIS mas elevado, asi como mayor estancia en UCl y mas dias de VM. La presencia de
dispositivos invasivos, como el tubo endotraqueal y la traqueostomia, favorecen el
riesgo de infeccién y colonizacion. De hecho, en aproximadamente 77% de los casos
clasificados como persistentes, la persistencia se definid mientras el paciente seguia
bajo VM. Esta condicidn favorece la formacién de biofilm por S. aureus (81), que a su vez
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influye directamente en la persistencia bacteriana. Por otro lado, existen diversas
evidencias que demuestran que el microorganismo ha desarrollado estrategias que le
permiten sobrevivir a nivel intracelular en diversas células eucariotas (fagociticas y no
fagociticas) (216), lo que corrobora la posibilidad de que pueda también persistir en las
vias respiratorias inferiores (88). Independientemente de en qué medio se encuentre S.
aureus, ya sea embebido en la matriz del biofilm o en el interior de la célula eucariota, la
eficacia de los antibidticos podria verse afectada, teniendo una actividad reducida o
nula, lo que en consecuencia favoreceria la colonizacidon y/o persistencia bacteriana.

El aislamiento persistente también fue estadisticamente mas frecuente en aquellos
casos con aislamiento de cepas MRSA, ya que los tratamientos antimicrobianos como
los glicopéptidos tienen peor penetracion en el tejido pulmonar y menor actividad
intrinseca que los B-lactamicos. Aun asi, también se observaron casos de persistencia
con aislados MSSA, lo que indica que la resistencia a la cloxacilina no es el Unico factor
que interviene en este fenotipo. Un estudio reciente describié que la exposicidon de
pacientes ventilados a diferentes antibidticos, no reducia de manera eficiente la
colonizacidn de la via aérea inferior por S. aureus, ni tampoco evitaba la progresion a la
traqueobronquitis asociada a la ventilacidn o a la NAV (217).

En cuanto al hallazgo, segun los datos recogidos en este trabajo, de que el aislamiento
consecutivo de P. aeruginosa en muestra respiratoria resultd ser mas frecuente en los
pacientes clasificados como casos persistentes, cabe destacar algunos aspectos. En
primer lugar, este hecho abre precedentes para el cuestionamiento de que si también
en la ITRI aguda, asi como se ha descrito para la infeccidn respiratoria crénica (218), la
presencia de S. aureus u otros microorganismos representaria un factor de riesgo para la
colonizacidn o infeccidn inicial de las vias aéreas por P. aeruginosa. Recién se empieza a
conocer la composicion del microbioma respiratorio (3) y su implicacién en la patogenia
de las enfermedades respiratorias (219, 220). No obstante, parece ser que la co-
colonizacidn o coinfeccion con cepas de S. aureus productoras de a-toxina, potenciaria
la proliferacién y la diseminacidn sistémica de P. aeruginosa, lo que podria predisponer
el paciente a una ITRI por este microorganismo (221). En estos casos, el aislamiento
persistente de S. aureus podria tener una implicacion clinica relevante a ser
considerada. Este hallazgo se debe investigar con mayor profundidad y en el objetivo 3
aportamos nuevos conocimientos sobre este tipo de relaciones interespecificas.

En relacion a las caracteristicas genéticas de las cepas aisladas (presencia o ausencia de
los genes seleccionados) no se encontraron diferencias significativas al comparar las
cepas persistentes y no persistentes, con la excepcion de gen sak (estafiloquinasa), cuya
presencia fue mas frecuente en los casos no persistentes (p=0,043). Como se ha descrito
anteriormente, el gen sak codifica una molécula implicada en la evasion inmunitaria, y
se encuentra juntamente con los genes chp y scn, en el bacteridfago ¢Sa3. A través del
proceso de transduccion, este bacteridfago se integra en el gen cromosémico de la B-
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hemolisina (hlb), lo que altera su produccion (222, 223). El fago sirve como regulador de
la expresiéon de algunos de los genes de virulencia y su expresion se induce
diferencialmente de acuerdo con el nicho ambiental y el tratamiento antimicrobiano
(211). Es importante mencionar en este punto, que se ha realizado una caracterizacién
genética de todos los aislados mediante whole genome sequencing, y desde el punto de
vista del microorganismo, los resultados obtenidos nos permitiran explorar las distintas
correlaciones de manera mas especifica.

Por ultimo, también hay que mencionar las limitaciones del estudio. En un primer lugar,
la seleccion de los pacientes se realizd de forma retrospectiva, a partir de los cultivos
bacterioldgicos obtenidos de muestras de frotis nasal y/o AT que fueron positivos para
S. aureus. Destacar que el cultivo de AT se realizé cuando el paciente presentaba
sospecha clinica de infeccidn respiratoria y no se realizaba de manera rutinaria. De este
modo, los portadores asintomaticos de S. aureus en muestra de AT no fueron incluidos.
Por lo tanto, uno de los objetivos principales fue intentar discernir si se trataba de
infeccion o colonizacidon bronquial, con la consiguiente necesidad de indicacién de
tratamiento antimicrobiano. Otro factor a tener en cuenta fue la adecuacién del
tratamiento antibidtico, que se considerd de acuerdo con los resultados de las pruebas
de susceptibilidad in vitro, pero las caracteristicas farmacodindmicas y farmacocinéticas
de cada uno de los antimicrobianos, asi como la capacidad de penetracién pulmonary la
actividad bactericida, bacteriostatica o intracelular no fueron analizadas.

Otra de las limitaciones del estudio hace referencia a la definicién de la variable
“aislamiento persistente” en el tracto respiratorio inferior, debido a la falta de un
criterio de referencia. Se establecié inicialmente mediante un punto de corte superior a
72h, que es el mismo utilizado para definir bacteriemia persistente. Posteriormente,
debido a las diferencias y distintas implicaciones entre la bacteremia persistente
(teniendo en cuenta que la sangre es un liquido estéril, y por lo tanto un aislamiento
persistente es sindonimo de la no eliminacion del patdégeno responsable) y el aislamiento
en muestra de origen respiratorio, dado que las vias respiratorias pueden no ser
estériles, se realizaron nuevos analisis utilizando un punto de corte igual o superior a
siete dias, que es el criterio utilizado generalmente en la practica clinica para repetir la
prueba de susceptibilidad antimicrobiana, en los casos de re- aislamiento durante el
tratamiento.

Y, finalmente, la informacion genotipica que proporciona el DNA microarray, es limitada,
ya que no esta representado todo el genoma bacteriano completo, y, por otro lado,
proporciona informacion relativa a la presencia o ausencia del gen y/o su variante
alélica, y no de la expresidon relativa de las proteinas de interés. No obstante, la
produccién de a- toxina, detectada posteriormente en este grupo de aislados clinicos,
resultd correlacionarse con el resultado clinico adverso, siendo mas frecuente en los
pacientes con neumonia, aunque no se asocidé con el aislamiento persistente (Anexo 6).
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Existe una necesidad creciente en identificar los pacientes que presentan un riesgo
mayor de desarrollar infeccién y evolucion clinica desfavorable. El analisis de la
expresion génica y / o la deteccidn de proteinas, realizado directamente a partir de las
muestras clinicas, podria ser un factor determinante en este aspecto. Distinguir aquellos
pacientes que requieren de tratamiento antibidtico, tendria un impacto en la evolucién
clinica a la vez que se generaria una menor resistencia a los antimicrobianos.

Los estudios futuros en cuanto a esta problematica deberan profundizar en la
adaptacion de S. aureus durante las infecciones pulmonares, identificando factores del
hospedador y factores del microorganismo que juegen un papel en este fenotipo. Un
estudio multicéntrico, en el contexto del programa Innovative Medicines Initiative (IMl)
New Drugs for Bad Bugs, que incluye multiples variables epidemioldgicas, clinicas y
microbioldgicas, se esta llevando a cabo actualmente para ayudar a dilucidar la
importancia real de las caracteristicas moleculares bacterianas en las ITRI causadas por
S. aureus en la UCI (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02413242). Ademas, se estan
llevando a cabo diferentes ensayos clinicos evaluando terapias basadas en el uso de
anticuerpos monoclonales, dirigidos especificamente contra determinados factores de
virulencia de S. aureus, con resultados prometedores en cuanto a la prevencién y/o el
tratamiento de las enfermedades graves causadas por este microorganismo (224). Por
otro lado, también es importante, en el caso del tracto respiratorio inferior, de
definiciones de consenso para infeccidn y colonizacidon bronquial. Estas bases permitiran
una caracterizacion detallada de los grupos de estudio, ademdas de optimizar el
tratamiento antimicrobiano, donde a parte de considerar el resultado de un cultivo
bacteriano positivo, también se podria identificar los factores del microorganismo que
contribuyen a la virulencia, e iniciar asi una terapia personalizada.
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5.2 Importancia clinica del sistema Agr y su implicacién en la adaptacidn de S. aureus
al tracto respiratorio (Objetivo 2)

El primer objetivo de este estudio consistio en evaluar la actividad del sistema Agr en los
aislados clinicos de S. aureus obtenidos del tracto respiratorio inferior, ya que la mayoria
de los estudios publicados utilizan cepas de referencia o aislados provenientes de otros
focos de infeccidn (144, 192, 193). A partir de este andlisis, y debido a la importancia de
este sistema en la patogenicidad estafilocécica, descrita en varios modelos animales, se
establecié como segundo objetivo el estudio de la correlacién entre la funcionalidad del
Agr y las variables clinicas y microbioldgicas, asi como su impacto en la capacidad de
formaciéon de biofilm. Parte de los resultados obtenidos en este objetivo fueron
publicados en el articulo 2.

5.2.1 Caracterizacion de las cepas clinicas y los grupos de estudio

Se analizaron 148 cepas clinicas (aisladas de 142 pacientes descritos anteriormente en el
apartado 4.3/Figura 8), siendo 25 (16,9%) MRSA y 123 (83,1%) MSSA (Tabla 7). Once
pacientes (8,9%) fueron portadores nasales previos de MRSA. Por otro lado,
seleccionando los 111 pacientes que presentaron infeccién (ITRI y bacteriemia), la
adquisicion fue de origen nosocomial en 94 casos (84,7%), comunitaria en 14 (12,6%) y
relacionada con la asistencia sanitaria en tres (2,7%). Se observd una alta diversidad de
CC entre los aislados. En el caso de los aislados MSSA, los CC mas frecuentes fueron el
CC30 (22%), CC5 (17,9%) y el CC45 (17,1%), mientras que para los aislados MRSA, el CC5
(72%) fue el mds frecuente, seguido del CC22 (16%). Este dato esta de acuerdo con
estudios previos realizados, donde se observa la prevalencia del CC5 en cepas MRSA
provenientes de Espaiia (208).

Tabla 7. Distribucidn de la resistencia a la meticilina y alelos agr de acuerdo a los grupos de
estudio. Los datos se expresan como numero de casos (porcentaje).

ITRI: Infeccion de tracto respiratorio inferior; agr: accessory gene regulator;  Otras ITRI incluyen:

Cepas MRSA
por grupos d’:e estudio (n) Alelos agr®
| ] 1 A
Neumonia (22) 4 (18,2) 10 (45,5) | 9(40,9) 2(9,1) 1(4,5)
Traqueobronquitis (35) 8(22,9) 15(42,9) | 14 (40,0) | 5(14,3) 1(2,9)
Colonizacion bronquial (29) | 7 (24,1) 11(37,9) | 13(44,8) | 4(13,8) 1(3,4)
Otras ITRI (9)° 3(33,3) 5 (55,6) 4(44,4) 0(0) 0(0)
Subtotal ITRI (95) 22 (88) 41(67,2) | 40(78,4) | 11(33,3) | 3(100)
Portador nasal (35) 2(5,7) 13(37,1) | 7(20,0) | 15(42,9) 0(0)
Bacteriemia (18) 1(5,6) 7 (38,9) 4(22,2) 7 (38,9) 0(0)
Total de aislados (148) 25(16,8) | 61(41,2) | 51(34,5) | 33(22,3) 3(2,0)

neumonitis: una cepa; neumonia por broncoaspiracién: tres cepas; aislamiento en muestra de

traqueostomia: cinco cepas; °resultados obtenidos por la hibridacién de las sondas de DNA del

microarray.
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5.2.2 Funcionalidad del sistema Agr

La actividad o funcionalidad del sistema Agr puede determinarse mediante métodos
fenotipicos cualitativos (deteccion de 6-hemolisina) y cuantitativos (cuantificacién de &-
hemolisina), asi como por métodos genotipicos (cuantificacion del nivel de expresidn del
gen rnalll). Los 148 aislamientos, correspondientes a los tres grupos de estudio descritos
en la tabla 7 [ITRI (n = 95), portador nasal (n = 35) y bacteriemia (n = 18)], se analizaron
inicialmente usando dos métodos fenotipicos cualitativos: la prueba de CAMP y el VLT
(apartado 4.6). Se detecté un Agr funcional en 118 y 125 cepas (79,7% y 84,5%),
respectivamente, y la concordancia entre ambas pruebas fue de 85,8% (127/148) (k:
0,519; SE: 0,091) (Tabla 8).

Tabla 8. Concordancia entre la prueba de CAMP y el VLT. Los datos se expresan como numero
de casos (porcentaje).

Prueba de CAMP VLT
Positivo Negativo Total
Positivo 111 (94,1) 7 (5,9) 118 (79,7)
Negativo 16 (53,3) 14 (46,7) 30(20,3)
Total 125 (84,4) | 23(15,6) 148 (100)

VLT: test de lisis de vesiculas

Analizando la funcionalidad del Agr y la concordancia entre ambas pruebas,
considerando cada grupo de estudio de forma independiente, se observd que en el
grupo de ITRI la actividad de Agr fue funcional en 77 (81,1%) y 79 (83,2%) cepas, usando
la prueba de CAMP y VLT, respectivamente. La concordancia entre ambas pruebas fue
del 85,2% (81/95) (k: 0,499; SE: 0,116). En el grupo de los portadores nasales, el sistema
Agr resultd funcional en 28 (80%) y 29 (82,9%) cepas por la prueba de CAMP y VLT,
respectivamente, con una concordancia del 91,4% (32/35) (k: 0,717; SE: 0,153). Por
ultimo, en el grupo de bacteriemia, el sistema Agr fue funcional en 13 (72,2%) y 17
(94,4%) cepas, usando la prueba de CAMP y VLT, respectivamente, con una
concordancia del 77,7% (14/18) (k: 0,265; SE: 0,220).

Un total de 21 cepas presentaron un resultado discordante entre las pruebas de CAMP y
VLT (Tabla 9), siendo 14 de ellas proveniente del grupo ITRI, tres de portadores nasales y
cuatro de bacteriemia.

De las 21 cepas con resultados discordantes, siete de ellas mostraron sinergia entre las
6, a y B- hemolisinas en placas de agar sangre, y fueron consideradas como positivas por
la prueba de CAMP, segun descrito previamente (193). Sin embargo, para estas cepas se
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observd una baja intensidad de la sefial de fluorescencia cuando fueron comparadas con
el control negativo en la prueba VLT, y se clasificaron, por lo tanto, como negativas
mediante esta prueba. Para las 14 cepas restantes, el patrén de hemdlisis se
correspondid a la presencia Unica de - hemolisina para seis de ellas, y falta de hemolisis
para las otras ocho cepas, por lo que la prueba de CAMP se consideré negativa. Sin
embargo, cuando se analizaron por VLT, se detecté un aumento de la fluorescencia para
estas cepas y, por lo tanto, se clasificaron como positivas para esta prueba. Con el
objetivo de determinar con mayor sensibilidad la funcionalidad del Agr en los casos
discordantes, se determinaron los niveles de la expresion del RNAIIl mediante gRT-PCR
(Tabla 9, Figura 15).
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Tabla 9. Descripcién de los casos discordantes entre el VLT y la prueba de CAMP, incluidos el patron de hemolisina, expresién del gen rnalll, alelo agr vy el
complejo clonal.

Grupo de estudio (n) VLT Prueba de Prueba de Expresion Alelo .
Identificacion de la cepa CAMP CAN.IP. rnalll agr Complejo clonal
(Hemolisina)
Neumonia (2)
S19 Negativo Positivo Alfay delta Negativo Il CC5 /ST5-MRSA-|
S116 Negativo Positivo Alfay delta Negativo Il CC1(ST573/772-MSSA)
Traqueobronquitis (8)
S1 Negativo Positivo Alfay delta Negativo I CC8-MRSA-IV [sea+], Clone Lyon /UK-EMRSA-2
S12 Negativo Positivo Alfay delta Negativo I CC22-MSSA
$28 Positivo Negativo Beta Positivo I CC45-MSSA
S44 Positivo Negativo Beta Positivo [ CC30-MSSA
S50 Negativo Positivo Alfay delta Negativo I CC398-MSSA [PVL+]
S55 Positivo Negativo No hemolisina Negativo 11 CC30-MSSA
S124 Positivo Negativo No hemolisina Positivo Il CC5-MRSA-1V, clon pediatrico
$132 Positivo Negativo Beta Positivo Il CC15-MSSA
Colonizacidn
Bronquial (3)
S71 Positivo Negativo Beta Positivo Il CC5-MSSA
S145 Negativo Positivo Alfay delta Negativo Il CC5-MSSA
S186 Positivo Negativo No hemolisina Positivo 11 CC30-MSSA
Otras ITRI (1)
S135 Positivo Negativo No hemolisina Positivo Il CC5-MRSA-IV&VI
Portador nasal (3)
S38 Positivo Negativo No hemolisina Positivo [} CC30-MSSA
S39 Positivo Negativo No hemolisina Negativo [} CC30-MSSA
$140 Negativo Positivo Alfay delta Positivo Il CC5-MSSA
Bacteriemia (4)
S4077 Positivo Negativo No hemolisina Positivo Il CC15-MSSA
S4124 Positivo Negativo No hemolisina Negativo Il CC5-MSSA
90 54171 Positivo Negativo Beta Negativo 0l CC30-MSSA
S4172 Positivo Negativo Beta Positivo I CC8-MSSA-SCCfus
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Figura 15. Niveles de expresion relativa del gen rnalll obtenidos mediante qRT-PCR para las 21 cepas con
resultado discordante entre la prueba de CAMP y VLT. Se determind la expresion del gen de interés
relativo al gen constitutivo gyrA y los valores se normalizaron ademas respecto al valor obtenido para una
cepa control positivo (RN6390B) (Expresidon normalizada eje Y). Se incluyd la cepa RN6911 considerada
como control negativo. La linea roja indica el punto de corte utilizado para discriminar las cepas en
funcidn de si el sistema Agr es funcional o disfuncional. El aislamiento cuyo nivel de expresion resulté 10
veces menor que el valor del control positivo (expresion normalizada <0,1) fue considerado como Agr
disfuncional.

De las 21 cepas discordantes, segun la prueba de CAMP y la expresion de RNAIlI, se
observé un Agr funcional en 7 (33,3%) y 11 (52,4%) cepas, respectivamente. La
concordancia entre ambos ensayos fue del 23,8% (5/21) (k: -0,5; SE: 0,183). Por otro
lado, de acuerdo con el ensayo VLT y la expresidon de RNAIII, el Agr resulté funcional en
14 (66,7%) y 11 (52,4%) cepas respectivamente, con una concordancia entre ambas
pruebas del 76,2% (16/21) (k: 0,516; SE: 0,18). Finalmente, y teniendo en cuenta los tres
ensayos, se determind que la actividad del sistema Agr fue positiva en 122 (82,4%) de
los 148 aislados examinados (Tabla 10).
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Tabla 10. Funcionalidad del sistema Agr mediante el consenso entre las tres pruebas realizadas.
Los datos se expresan como nuimero de casos (porcentaje).

Cepas por grupos de estudio (n) Funcionalidad
del sistema Agr *

Positiva Negativa
Neumonia (22) 19 (86,4) 3(13,6)
Traqueobronquites (35) 27 (77,1) 8(22,9)
Colonizacidén bronquial (29) 25 (86,2) 4 (13,8)
Otras ITRI (9)® 7(77,8) 2(22,2)
Subtotal ITRI (95) 78 (82,1) 17 (17,8)
Portador nasal (35) 29 (82,9) 6(17,1)
Bacteriemia (18) 15 (83,3) 3 (16,7)
Total de aislados (148) 122 (82,4) 26 (17,6)

ITRI: Infeccion de tracto respiratorio inferior; Agr: accessory gene regulator; ? Otras ITRI incluyen:
neumonitis: una cepa; neumonia por broncoaspiracién: tres cepas; aislamiento en muestra de
traqueostomia: cinco cepas; *La funcionalidad del sitema Agr se determiné a través de la prueba
de CAMP y VLT. Para las cepas con resultado discordante entre ambas pruebas, el resultado se
determind por qRT-PCR.

La sensibilidad de la prueba de CAMP para determinar la funcionalidad del Agr ha sido
cuestionada anteriormente en algunos estudios (195). La interpretacién de la actividad
hemolitica sinérgica puede ser subjetiva y los resultados pueden variar entre diferentes
laboratorios, especialmente en los aislados clinicos con actividad hemolitica débil (193).
En base a eso, se evalud la funcionalidad del Agr utilizando tanto la prueba de CAMP
como el VLT, un ensayo altamente sensible e especifico para detectar las toxinas
reguladas estrictamente por el Agr (195). El método genotipico de gRT-PCR para el
RNAIII, considerado como el procedimiento de referencia, se utilizé para las cepas con
resultado discordante entre los dos ensayos, observandose una mayor concordancia
entre este método y el VLT, que entre la prueba de CAMP.

Es conveniente destacar que existen algunas diferencias fundamentales entre los
métodos para evaluar la funcionalidad del sistema Agr. Se ha demostrado que el VLT es
altamente sensible a las toxinas que son reguladas especificamente por el Agr (6-toxina
y PSMa1-4) a concentraciones pM (195). Consecuentemente el nimero de aislados con
resultado positivo para la funcionalidad del Agr es mayor mediante este método, debido
a que alcanza un nivel de sensibilidad superior que la prueba de CAMP.

Otra diferencia que hay que tener en cuenta es que el VLT se realiza a partir del
sobrenadante obtenido de un cultivo liquido crecido en condicidn aérobica, mientras
que la prueba de CAMP se realiza en condiciones estaticas en agar sélido. Se ha descrito
que los cultivos aerébicos inducen la expresién diferencial de los genes de virulencia
(225, 226), y esto podria influir en la funcionalidad del Agr. Ademas, la difusién de
toxinas a través de agar sangre puede ser menos eficaz lisando las células que la
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interaccion de las toxinas con la membrana lipidica de las vesiculas, lo que posiblemente
influya en la medicién de la funcionalidad del Agr.

Para evaluar la funcion del Agr en las cepas discordantes, se investigd la expresién de la
molecula efectora RNAIII, un marcador sustituto de la actividad del Agr, mediante qRT-
PCR. La extraccion del RNA se realizd a partir de un cultivo en la fase de crecimiento
exponencial tardia, inicio de la fase estacionaria (6-8h aproximadamente), donde parece
ser que ocurre la expresion maxima del RNAIIl (115). Estudios previos han reportado
gue la transcripcién tardia del RNAIIl se asocia con fallos en la traduccién de la 6-y a-
hemolisina, lo que resulta en la disfuncion del Agr (193, 227). Por lo tanto, esto podria
explicar los casos en que las cepas fueron Agr disfuncional por el ensayo de CAMP y Agr
funcional por la expresion del RNAIlI, ya que la prueba de CAMP depende de la hemdlisis
sinérgica impulsada por la expresiéon de la &-toxina. Por otro lado, cuatro cepas
resultaron Agr funcional por el VLT, pero disfuncional por la expresién del RNAIII.
Trabajos recientes han demostrado la expresion de las toxinas PSMs a través de una via
independiente del RNAIII, donde la molécula AgrA se uniria directamente al promotor
psmB y a (126, 228). Esto podria explicar los resultados obtenidos, sin embargo, se
requiere de estudios adicionales para validar por completo esta hipotesis.

5.2.3 Correlacion entre la funcionalidad del Agr y las variables clinicas: aislamiento
persistente y prondstico clinico

Debido a la importancia del sistema Agr en la patogénesis estafilocdcica, descrita
ampliamente en los modelos animales, se investigd también su asociacién con el hecho
de tener un aislamiento persistente en muestra respiratoria y el desarrollo de
complicaciones clinicas.

Un estudio realizado previamente asocia la inactividad del sistema Agr con la
disminucion de la capacidad invasiva de S. aureus en la infeccidn pulmonar (229). En
este sentido, la disfuncionalidad del Agr podria tener una implicacién en la persistencia
bacteriana de este microorganismo en el tracto respiratorio. De los 91 pacientes con
ITRI que recibieran tratamiento antibidtico, 41(45,1%) de ellos presentaron el
aislamiento persistente, superior a 72h (Tabla 11). Sin embargo, al considerar los dos
puntos de corte definidos para esta variable, no se observaron correlaciones
estadisticamente significativas entre la funcionalidad del sistema Agr y el aislamiento
persistente.

Por otro lado, la presencia de complicacién respiratoria se observé en 18 casos (19,6%),
y en 5 (5,4%) de ellos, la mortalidad se asocid con la infeccidon respiratoria. A diferencia
de lo que estd descrito en la literatura, donde parece ser que, en varios modelos
animales de infeccidn, la patogénesis estafilocdcica esta relacionada con un aumento en
la expresion y actividad del sistema Agr (230-234), en nuestro estudio no se observaron
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asociaciones entre la funcionalidad de este sistema de regulacién de virulencia y un
desenlace clinico desfavorable (Tabla 11).

De los 18 pacientes que presentaron bacteriemia, 3 (16,7%) de ellos tuvieron
hemocultivo positivo después de 72 horas. De estos tres casos considerados como
bacteriemia persistente, uno obtuvo un resultado de Agr disfuncional. Se observaron
complicaciones en 8 (44,4%) casos, y en uno de ellos se reportd Agr disfuncional: 4
pacientes (22,2%) presentaron metdstasis séptica y 4 pacientes (22,2%) presentaron
shock séptico. No se observaron correlaciones estadisticamente significativas entre la
funcionalidad del Agr y la bacteremia persistente, ni tampoco con el desarrollo de
complicaciones y/o mortalidad relacionada (Tabla 11).
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Tabla 11. Correlacién entre la funcionalidad del sistema Agr y las variables clinicas: aislamiento persistente (>72h) y prondstico clinico para los pacientes con
ITRI y bacteriemia. Los datos se expresan como ndimero de casos (porcentaje).

ITRI (n=93)* Bacteriemia (n=18)
Variables clinicas

Funcionalidad del Agr Funcionalidad del Agr

Positivo, n (%) Negativo, n (%) Valorde P | Positivo, n (%) Negativo, n (%) Valor de P
Aislamiento No 41 (82) 9 (18) 13 (86,7) 2(13,3)
istente (>72h 1 0,442
persistente (>72h) Si 34 (82,9) 7(17,1) 2(66,7) 1(33,3)
Complicacién clinica/ No 59 (79,7) 15 (20,3) 8 (80) 2 (20)
Mortalidad relacionada 0,509 1
Si 16 (88,9) 2(11,1) 7 (87,5) 1(12,5)

* De los 93 pacientes del grupo de infeccidn del tracto respiratorio inferior (ITRI), no se considerd el aislamiento persistente después de las 72h en dos
€asos, ya que estos pacientes no recibieron tratamiento antibidtico; Valores de p obtenidos mediante la prueba Exacta de Fisher.
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5.2.4 Correlacion entre la funcionalidad del sistema Agr y caracteristicas genotipicas
y fenotipicas de los aislados clinicos

Una vez determinada la funcionalidad del Agr en los aislados clinicos (82,4% de ellos
considerados Agr positivo) se realizaron andlisis para investigar las correlaciones entre
algunas variables fenotipicas y genotipicas de las cepas, y la funcionalidad del Agr en los
diferentes grupos de estudio.

Cuando se analizo la actividad del sistema Agr, por separado, para los diferentes grupos
de estudio (ITRI, Portador nasal y Bacteriemia), se observd el mismo porcentaje de
funcionalidad de las cepas, entre un 82% - 83% (Tabla 10). El elevado porcentaje de
aislados Agr funcional (82,1%) obtenidos del grupo de ITRI, esta de acuerdo a un estudio
realizado en un modelo murino de neumonia, donde se observd la regulacion positiva
de los genes hld y psm (235). Ademas, los genes de virulencia regulados por el sistema
Agr tienen una funcién importante en el escape de los macréfagos alveolares (236, 237)
y en la lisis de los neutréfilos (66), ambas células pertenecientes a la primera linea de
defensa en las infecciones pulmonares.

Numerosos estudios destacan la asociacion entre la disfuncién del sistema Agr, la
bacteriemia persistente y el prondstico clinico desfavorable (145). Se ha descrito que, en
muestra de sangre, durante el crecimiento bacteriano, las apolipoproteinas pueden
interferir e inhibir la deteccion del quérum, afectando directamente la actividad del Agr
(238). Ademas, se ha observado que la disminucién en la expresién de toxinas influye
positivamente en la capacidad adaptativa de S. agureus cuando se incuba en medios
suplementados con suero humano (239), y esto podria favorecer el aumento de la
produccién de las proteinas de superficie celular, que a su vez facilitan la formacion de
biofilm, la evasidon de la respuesta inmune y el establecimiento de la infeccidon
persistente (145, 180).

En cuanto a la capacidad invasiva de S. aureus en pacientes hospitalizados y el
prondstico desfavorable asociado con la bacteriemia persistente, hay que mencionar
algunos aspectos. Algunos estudios correlacionan en pacientes con bacteremia
persistente la disfuncién del sistema Agr con la mortalidad (240). Sin embargo, parece
ser que una combinacién entre distintas variables, tales como los factores de riesgo del
hospedador, el modo de invasion en el torrente sanguineo, la cantidad del inéculo y la
presion antibiotica estan mds relacionados con la gravedad del cuadro clinico que
propiamente con la funcionalidad del sistema Agr (147, 241) o otras caracteristicas
especificas del microorganismo (242).

Recientemente se ha descrito que las cepas aisladas en casos de bacteriemia presentan
una disfuncion del Agr de entre 3-82% (144). Esta gran variaciéon puede deberse a
diferencias en las pruebas realizadas para determinar la funcionalidad del Agr, el linaje
de los aislados y los grupos de pacientes de estudio, asi como de los grupos control. En
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nuestro estudio y considerando las cepas aisladas durante episodios de bacteriemia, se
observo una disfuncidn unicamente en 3 de los 18 aislados analizados (16,7%).

Otra asociacion que resulta ser frecuente, es la que relaciona aislados con el Agr
mutante o disfuncional con la resistencia a determinados antibidticos, como los
glicopéptidos. Diferentes estudios han asociado esta caracteristica con el desarrollo de
cepas GISA, VISA o hVISA frente a la terapia con vancomicina. Estos hallazgos llevaron a
la hipdtesis de que la inactivacidén del sistema Agr, juntamente con el mecanismo de
resistencia a la vancomicina, la actividad autolitica reducida y el engrosamiento de la
pared celular podrian estar relacionados (62, 155, 159, 243). Las cepas Agr mutante o
disfuncional parecen presentar una ventaja en cuanto a su capacidad adaptativa o
fitness sobre las cepas Agr funcional, en presencia de determinados antibiéticos. Se ha
observado que la presencia y activacidon del sistema Agr impone un coste biolégico al
organismo que es mediado por la induccién de la expresién de RNAIl (147). La
exposicion a diferentes antibidticos en concentraciones subinhibitorias, cada uno
dirigido a funciones celulares distintas, parece incrementar notablemente la capacidad
relativa del sistema Agr (244). Por lo tanto, el uso extensivo de antibidticos en los
hospitales, podria explicar la razén de por qué variantes Agr mutante o disfuncional se
aislan con frecuencia en infecciones nosocomiales causadas por S. aureus, pero rara vez
se encuentran entre cepas adquiridas en la comunidad (147).

Recientemente ha sido descrito que la expresién del gen mecA (gen que confiere
resistencia a la meticilina), y su capacidad en comprometer la estructura de la pared
celular (composicién de peptidoglicanos) o bien la interaccidn entre las proteinas de la
membrana, interfiere en la detecciéon del AIP, impidiendo la activacidn del sistema Agry
consecuentemente reduciendo la virulencia en cepas MRSA adquiridas en el dmbito
hospitalario (245). Sin embargo, en nuestro estudio no hemos observado diferencias al
considerar la funcionalidad del Agr y el patron de resistencia a la meticilina, ya que el
72% vy el 84,5% de los aislados MRSA y MSSA, respectivamente, resultaron tener el Agr
funcional.

Algunos estudios relacionan epidemioldgicamente determinados alelos o grupos agr con
algunas enfermedades o determinados prondsticos clinicos (246). Las razones que
conllevan a estas posibles asociaciones entre los grupos agr y diferentes tipos de
infeccion aun no estan bien definidas, pero un mejor conocimiento de este fendmeno
podria contribuir a la comprension de la epidemiologia de las infecciones estafilocécicas
(107). En este sentido se observo que el alelo agr mas frecuente en el grupo de ITRI fue
el agrl (43,2%), seguido del agrll (42,1%), agrlll (11.6%) y del agrlV (3,2%). Para las cepas
aisladas de portadores nasales, el agrlll (42,9%) fue el mas frecuente, seguido de agrl
(37,1%) vy del agrll (20%). La distribucion del alelo agr entre las cepas aisladas
pertenecientes al grupo de bacteriemia fueron para el agr | y agr Ill (38,9%) y agrll

97



Resultados y discusién

(22,2%) (Tabla 7). Sin embargo, no se encontrd ninguna asociacidon estadisticamente
significativa entre la funcionalidad del Agr y el tipo de alelo (Tabla 12).

Al analizar conjuntamente todas las cepas, independientemente del grupo de estudio,
no se observaron correlaciones estadisticamente significativas entre la funcionalidad del
Agr y la resistencia a la meticilina, el complejo clonal, el alelo agr o |la presencia de genes
que codifican factores de virulencia. Cuando los grupos se analizaron por separado, se
observd una asociacién significativa entre la funcién del Agr y la sensibilidad a la
meticilina en los portadores nasales (p=0,025). Sin embargo, es probable que este
resultado esté influenciado por el nimero bajo de muestras analizadas en este grupo
(Tabla 12).

A parte de los resultados obtenidos de los analisis univariantes (Tablas 11y 12), también
se realizd un andlisis multivariante para investigar la relaciéon entre la funcionalidad del
Agr y las variables clinicas y microbiolégicas, pero tampoco se observaron asociaciones
estadisticamente significativas.
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Tabla 12. Funcionalidad del sistema Agr y caracteristicas genotipicas, definidas como presencia (Pos) o ausencia (Neg) de genes para factores de virulencia
basado en un microarray de DNA. Las comparaciones se realizaron para cada grupo de estudio por separado. Los datos se expresan como nuimero de
aislados clinicos (porcentaje).

ITRI (n=95) Portador Nasal (n=35) Bacteriemia (n=18)
Funcionalidad del Agr
+ o) - 0,
Genes Agr'n (%) Agr'n (%) P Agrt n (%) Agr n (%) P Agrt n (%) Agr n (%) P
Pos | 16(76,2) 5(23,8) 0(0) 2(33,3) R 1(6,7) 0(0)
mecA Neg | 62 (83,8) 12 (16,2) 0519 9(87,9) 2121 | %9 14 (82,4) 3(17,6) 1
Pos | 77(81,9) 17 (18,1) 29 (82,9) 6(17,1) 15(83,3) 3(16,7)
sarA Neg | 1(100) 0(0) 1 - - N/A 0(0) 0(0) N/A
] Pos | 58(81,7) 13(18,3) 24 (82,8) 5(17,2) 13(81,3) 3(18,8)
sak Neg | 20(87) 3(13) 0,084 833 1(16,7) ! 2 (100) 0(0) 1
Pos 0(0) 1(100) - - 1(100) 0(0)
WkS/FPVL 1 Neg | 78 (83) 16 (17) 0,169 155 (82.9) 6(17,1) N/A 14 (82,4) 3(17,6) 1
] Pos | 59 (84,3) 11(15,7) 22 (81,5) 5 (18,5) 12 (80) 3(20)
chp Neg | 18(75) 6 (25) 0530 g7 5) 1(12,5) ! 3 (100) 0(0) 0,558
Pos | 71(83,5) 14 (16,5) 26 (83,9) 5 (16,1) 14 (82,4) 3(17,6)
sen Neg | 7(70) 3(30) 0,253 3 (75) 1(25) 0,546 1(100) 0(0) 0,833
Pos | 13(76,5) 4 (23,5) 12 (80) 3(20) 4 (80) 1(20)
b
tstl Neg | 65(833) | 13(167) | **7 [16(8a2) | 30ss8 | 53 11(34,6) 2054 | 50
I | 33(80,5) 8(19,5) 12(41,4) 1(16,7) 6 (85,7) 1(14,3)
Il | 35(87,5)) 5(12,5) 0,254 | 5(17,2) 2(33,3) 3(75) 1(25)
1
Alelo agr | 7(63,6) 4 (36,4) 12 (41,4) 3 (50) 0,46 6 (85,7) 1183 | %87°
IV | 3(100) 0(0) - - 0(0) 0(0)

agr: accessory gene regulator, Agr*: Sistema Agr funcional; Agr': Sistema Agr dysfunctional; sarA: staphylococcal accessory regulator A, mecA: proteina de
union a penicilina 2A, lukS/F-PVL: leucocidina de Panton Valentine, chp: proteina inhibidora de quimiotaxis, scn: inhibidor del complemento estafilocdcico,
tst1: toxina del sindrome del shock toxico 1, N/A: no aplica:?Para una cepa del grupo ITRI, se obtuvo un resultado ambiguo para las sondas correspondientes
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en el microarray S. aureus genotyping. ®Para una cepa del grupo de portador nasal, se obtuvo un resultado ambiguo para la sonda correspondiente en el
microarray S. aureus genotyping. * Se consideré como estadisticamente significativo los valores de p< 0,05, obtenidos mediante la prueba Exacta de Fisher.
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A pesar de no observarse correlaciones en ninguno de los escenarios analizados
(persistencia, evolucién clinica desfavorable y factores genéticos del microorganismo),
conviene destacar que, en cuanto al aislamiento persistente, otros fenotipos de S.
aureus, ademas de la funcionalidad del Agr pueden estar implicados, como por ejemplo
el desarrollo de SCV.

Las SCV de S. aureus, como se ha mencionado anteriormente, representan una
subpoblacion de crecimiento lento asociada con las infecciones crénicas, persistentes y
recurrentes (247, 248). Las SCV, ademas de ser fenotipicamente distintas, presentando
una pigmentacién y una hemdlisis reducida, también tienen una mayor capacidad
invasiva y de persistencia intracelular (247). Trabajos recientes han observado una tasa
de reversion rapida de las SCV al fenotipo de tipo salvaje en los cultivos primarios, que
son realizados en el laboratorio a partir de muestras clinicas (98). Sin embargo, en
nuestro estudio no se estudid la capacidad de desarollar SCV por parte de los aislados
persistentes.

Por ultimo, cabe destacar que la persistencia de S. aureus en el tracto respiratorio,

parece estar mas asociada a una adaptacion del microorganismo al nicho ecolégico (14)
que, a un resultado clinico desfavorable, como ocurre en los casos de bacteriemia.

5.2.5 Correlacion entre la funcionalidad del sistema Agr y la formacion de biofilm.

La relacidn entre el estado del sistema Agr y la formacién de biofilm también se
investigd en algunos aislados incluidos en este objetivo. Se seleccionaron 46 aislados
clinicos de S. aureus (23 Agr funcional y 23 Agr disfuncional) y se determind su
capacidad de formacién de biofilm en placas de microdilucién. La formacién de biofilm,
para este conjunto de aislados, fue clasificada en débil, moderada o fuerte (apartado
4.10.1), tomando como referencia la cepa de S. aureus RN6390B con un Agr funcional
(Figuras 16y 17).

Ningun de los 23 aislados con el Agr funcional formaron biofilm fuerte en el medio TSB
0,5X suplementado con glucosa 1%, como se puede observar en la figura 16, siendo
estos aislados considerados como formadores de biofilm débil o moderado en el 30,4%
y 69,6% de los casos, respectivamente. Al cambiar el medio de cultivo, utilizando la
mezcla ASM+TSB, se continué observando una tendencia entre los aislados con el
sistema Agr funcional de formar biofilm considerado como débil, y los aislados Agr
disfuncional de formar biofilm fuerte, pero menos significativa que la observada en el
medio TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%. Se observd que el 26,1% de los aislados
formaron biofilm fuerte, en cuanto que el 21,7% y el 52,2% formaron biofilm débil o
moderado, respectivamente (Figura 17). En este estudio se encontraron correlaciones
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estadisticamente significativas entre el estado del sistema Agr
formacion de biofilm (Tabla 13).

y la capacidad de
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Figura 16. Formacion relativa de biofilm en TSB 0,5X suplementado con glucosa

1% para los 46 aislados

clinicos de S. aureus seleccionadas en base a la funcionalidad del sistema Agr. Las barras representan la

formacion de biofilm relativo (DO550nm CV/DO600nm cultivo) en las placas de microdilucion y las lineas

de error la desviacidn estandar de 4 réplicas. Las lineas descontinuas representan los puntos de corte de

los valores considerados para formacion de biofilm débil (azul) y fuerte (negro); el area intermedia entre

las lineas descontinuas representa los valores considerados para la formacién de

biofilm moderado; Agr*

(n): nimero de aislados con el sistema Agr funcional; Agr  (n): numero de aislados con el sistema Agr

disfuncional.

+

Agr
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Figura 17. Formacion relativa de biofilm en la mezcla (1:1) de los medios ASM y

TSB 0,5X suplementado

con glucosa 1% para los 46 aislados clinicos de S. aureus seleccionadas en base a la funcionalidad del
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sistema Agr. Las barras representan la formacion de biofilm relativo (DO550nm CV/DO600nm cultivo) en
las placas de microdilucién y las lineas de error la desviacion estandar de 4 réplicas. Las lineas
descontinuas representan los puntos de corte de los valores considerados para formacion de biofilm débil
(azul) y fuerte (negro); el area intermedia entre las lineas descontinuas representa los valores
considerados para la formacion de biofilm moderado; Agr* (n): nimero de aislados con el sistema Agr
funcional; Agr (n): numero de aislados con el sistema Agr disfuncional.

Estos resultados estan en concordancia con estudios anteriores, donde parece ser que,
aunque la expresion del sistema Agr puede variar dependiendo de las condiciones del
ensayo in vitro utilizado (biofilm estatico o biofilm de flujo continuo) y del fondo
genético de la cepa (79, 249), la funcionalidad del Agr estd generalmente asociada con la
inhibicién en la formacidn de biofilm (160).

El mecanismo preciso de accidn del sistema Agr en el desarrollo del biofilm en S. aureus
sigue siendo objeto de investigacion actualmente, y estudios recientes demuestran que
este sistema regulador y los péptidos surfactantes, las PSMs, son de gran importancia en
los procesos de maduracion y dispersién del biofilm producido por este microorganismo
(79, 84, 85, 160). Sin embargo, algunos estudios describen que la capacidad de adhesién
o formacién de biofilm no se ve afectada por la actividad del Agr (250).

Los resultados obtenidos también corroboran lo informado en otro estudio, que
describe el aumento en la formacién de biofilm en las cepas Agr disfuncional (146). En
nuestra experiencia, se observé que entre los aislados con el sistema Agr disfuncional,
utilizando tanto el medio TSB mezclado o no con el ASM, el 56,5% y el 60,9% de las
cepas, respectivamente, formaron un biofilm, considerado como fuerte (Tabla 14). Sin
embargo, de manera contraria a un estudio anterior que describe las posibles
diferencias entre el tipo de alelo agr y la produccién de biofilm (251), en nuestro estudio
no se observé ninguna asociacion significativa entre estas caracteristicas.
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Tabla 13. Correlacién entre la funcionalidad del sistema Agr y la capacidad de formacién de biofilm. Los datos se expresan como nuimero de aislados clinicos

(porcentaje).

Funcionalidad

Formacién de biofilm

TSB 0,5X glucosa 1%

ASM + TSB 0,5X glucosa 1% (1:1)

del Agr Débil?* | Moderado Fuerte Valor Débil Moderado Fuerte Valor
de P deP
Positiva (n=23) | 7(30,4) | 16(69,6) 0 5(21,7) | 12(52,2) | 6(26,1)
Negativa (n=23) | 1(43) | 9(39,1) | 13(56,5) |0,046* | 1(4,3) 8(34,8) | 14(60,9) | <0,001*
Total (n=46) 8(17,4) 25 (54,3) 13 (56,5) 6 (13) 20 (43,5) 20 (43,5)

TSB: Tryptic soy broth; ASM: Artificial sputum medium. * Se consideré como estadisticamente significativo los valores de p< 0,05 obtenidos mediante la

prueba Exacta de Fisher. a) Las categorias relacionadas con la capacidad de formacién de biofilm (débil, moderado y fuerte) se describe en el apartado

4.10.1.
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5.3 Relaciones interespecificas entre S. aureus y P. aeruginosa: influencia en el
desarrollo de fenotipos de virulencia relacionados con la actividad quorum sensing
(Objetivo 3)

En este ultimo objetivo de la tesis, se realizaron dos estudios analizando las posibles
sinergias o interferencias microbianas entre ambos microorganismos, en el contexto de
las ITRI agudas, que involucran fenotipos que podrian facilitar la colonizaciéon y/o
coinfeccién, considerando pacientes sometidos a VM. Un primer estudio caracterizé
estas interacciones en cinco pares de co-aislados clinicos de S. aureus y P. aeruginosa, y
en un segundo estudio se analizaron estas interacciones considerando los aislamientos
consecutivos de P. aeruginosa en muestra respiratoria de pacientes clasificados como
casos persistentes de S. aureus. Parte de los resultados obtenidos en este apartado
fueron recientemente presentados en un congreso de ambito internacional (Anexo 7).

5.3.1 Estudio de co-aislados clinicos de S. aureus y P. aeruginosa

5.3.1.1 Caracterizacion fenotipica y genotipica de los co- aislados clinicos

Se seleccionaron cinco pares de cepas clinicas de S. aureus y P. aeruginosa que fueron
co-aisladas de pacientes con sospecha de ITRI aguda (Tabla 14). En primer lugar, los
cinco pares de co-aislados clinicos de S. aureus y P. aeruginosa, fueron caracterizados
fenotipicamente en cuanto a la susceptibilidad antibiética.

Todos los aislados de S. aureus fueron susceptibles a la cloxacilina, y dos de ellos
mostraron resistencia a eritromicina y clindamicina. Ademads, se realizé la
caracterizacién genotipica y se determind la funcionalidad del sistema Agr para estos
aislados, que se encuentran resumidos en la Tabla 15.

Tabla 14. Co-aislados de S. aureus y P. aeruginosa y caracteristicas clinicas de los pacientes

Co-aislado Caracteristicas clinicas
ID Edad | Sexo | Tipo de Dias de | Dias | Complicacién Diagndstico
muestra | estancia de respiratoria clinico
ucl VM

1047 75 M Esputo - - - Colonizacién
7244 57 M AT 18 18 Si Traqueobronquitis
2746 77 M AT 17 17 - Traqueobronquitis
7115 71 F AT 64 34 Si Traqueobronquitis
5091 35 F AT 18 5 - Colonizacidn

AT: aspirado traqueal; UCI: Unidad de cuidados intensivos; VM: ventilacién mecanica
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Tabla 15. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas clinicas de S. aureus de los pares
de co-aislados estudiados en este apartado

ID Antibiograma? Sistema | Alelo | CC° Genes
Agr® agre de virulencia®

CLX | CIP | SXT | CLI | RIF | ERY sak | chp | scn | tstl
SAR S S S S S S Neg [ 30 + + + +
1047
SAR S S S S S S Neg 1] 30 - - - +
7244
SAR S S S R S R Pos I 398 - + + -
2746
SAR S S S S S S Neg Iv/1* | 121 + - + -
7115
SAR S S S R S R Pos I 5 + + + -
5091

a) Antibiograma realizado por difusiéon en disco; cloxacilina (CLX), ciprofloxacino (CIP),
trimetoprim-sulfametoxazol (SXT), clindamicina (CLI), rifampicina (RIF), eritromicina (ERY);
Sensible (S); Resistente (R); b) La funcionalidad del sistema Agr fue determinada mediante la
prueba de CAMP y qRT-PCR; Negativo (Neg); Positivo (Pos); c) Inferido mediante microarray de
DNA; * Resultado ambiguo de la hidridacion de la sonda: agr IV/agrC-; sak: estafiloquinasa; chp:
proteina inhibidora de la quimiotaxis; scn: inhibidor del complemento estafilocdcico; tst1: toxina
del sindrome del shock téxico: Presencia (+); Ausencia (-).

Todos los aislados de S. aureus resultaron positivas en cuanto a la presencia de los genes
hla, hib y hid, detectado por array de ADN. Dos de los aislados de S. aureus estudiados
(SAR 1047 y SAR 7244) pertenecian al CC30, un complejo clonal asociado con el estado
de colonizacién nasal (154), complicaciones hematdgenas y bacteriemia persistente.
Este CC ademds presenta caracteristicas genotipicas especificas (252), como por ejemplo
la presencia de los genes tst1 y cna (253, 254), ambos positivos en los dos aislados. Por
otro lado, en nuestro estudio, el aislado SAR 1047, obtenido de un paciente
diagnosticado como colonizacidn bronquial, presentd el gene h/b truncado debido a la
presencia del bacteriéfago $Sa3 que transporta los genes asociados con la evasidn
inmune (sak, chp y scn) (Tabla 15). Hay estudios que informan que los factores de
virulencia codificados por este bacteriéfago proporcionan una ventaja mayor a S. aureus
en lo que respecta a la colonizacién humana (211).

Curiosamente, el aislado SAR 2746 pertenece al CC398, un linaje frecuente en
portadores nasales sanos y cuyo principal factor de riesgo de adquision es la cria o
asociacidon con animales de ganado (254).
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Respecto a los aislados de P. aeruginosa ninguno de ellos fue resistente a multiples
farmacos. Ademas, todos resultaron ser productores de pigmentos (piocianina y/o
pioverdina) y de la molécula AHL de uno de sus sistemas de QS (Tabla 16).

Tabla 16. Caracteristicas fenotipicas y genotipicas de las cepas clinicas de P. aeruginosa de los
pares de co-aislados estudiados en este apartado

ID Antibiograma?® Pigmentos® | Proteasa® | AHL¢
PIP | CAZ | GEN AMK | TOB | CIP
PAR S S S S S S +++ - +
1047
PAR S S S S S S ++ +++ ++
7244
PAR S S S S S S ++ ++ ++
2746
PAR S S S S S S ++ ++ +++
7115
PAR S S S S S S ++ ++ ++
5091

a) Antibiograma realizado por difusién en disco; piperaciclina (PIP), ceftazidima (CAZ),
gentamicina (GEN), amikacina (AMK), tobramicina (TOB) y ciprofloxacino (CIP)]; Sensible (S);
Resistente (R); b) La produccién de pigmentos fue visualizada en placas de medio King agar; c) La
produccién de proteasa fue visualizada en placas de agar yema de huevo; d) Cuantificacidn
relativa de N-acil homoserina lactona (AHL) determinada mediante el ensayo de B-galactosidasa
con la cepa biosensora A. tumefacium KYC55; Produccion (+) baja, (++) moderada y (+++) alta.

5.3.1.2 Influencia de las relaciones interespecies en el crecimiento
plancténico vy en la formacion de biofilm

Las interacciones entre P. aeruginosa y S. aureus de cada par co-aislado se investigaron
inicialmente en cultivos plancténico mixtos con medio TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1%. Se determind la dindmica de crecimiento de ambas especies en cultivos
mixtos durante 10h, partiendo de un inoculo en igual proporcién para ambos
microorganismos. Las curvas de crecimiento de cada aislado del par clinico, cultivadas
individualmente o en cultivos mixto, se muestran en la Figura 18. De manera general y
en comparacién con los cultivos individuales, P. aeruginosa afectd la cinética de
crecimiento de su correspondiente co-aislado de S. aureus en los pares clinicos 5091,
2746 y 7115. La inhibicion en el crecimiento plancténico de S. aureus ocurrid
probablemente debido a la presencia de exoproductos producidos por P. aeruginosa,
gue actuan suprimiendo la respiracion celular de S. aureus (255-257).
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Figura 18. Cinética del crecimiento planctonico en medio TSB 0,5X suplementado con glucosa 1% durante
10h, para los pares co-aislados clinicos de S. aureus y P. aeruginosa (A) 1047; (B) 7244; (C) 2746; (D) 7115
y (E) 5091. Los co-aislados de S. aureus (SAR) y P. aeruginosa (PAR) del mismo par clinico se cultivaron en
cultivo individual y mixto (SARmix o PARmix). El crecimiento del cultivo fue monitorizado mediante el
recuento de unidades formadoras de colonia (UFC/mL). Los datos representan el promedio de dos réplicas

bioldgicas con tres réplicas técnicas por cepa. Las barras de error indican la desviacién estandar de la
media
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Estudios anteriores demuestran que la presencia de N-acetil glucosamina (GIcNAc),
componente del polimero de peptidoglicano de la pared celular de S. aureus, induce la
expresion de la sefial PQS, lo que a su vez aumenta la expresion de moléculas con
propiedades antimicrobianas que son reguladas por el sistema QS-pgs, como la
piocianina y la quinolona HQNO (169, 258).

Por otro lado, también se ha descrito que la presencia de AHLs de cadena acilo larga,
como la 3-oxo-C12—-AHL, de manera directamente proporcional a la concentracién,
antagoniza el crecimiento y la produccion de factores de virulencia en S. aureus (170).
De acuerdo con las caracteristicas de los co-aislados de P. aeruginosa (Tabla 16), todos
ellos resultaron ser productores de AHL. En este sentido, la inhibicidn en el crecimiento
plancténico de S. aureus, observada en estos pares clinicos, podria estar relacionado
también con la influencia de AHLs, y no unicamente con la presencia de moléculas de
efecto anti-estafilocdcico.

A continuacién, con el objetivo de intentar reproducir la mucosidad y algunos
componentes de las secreciones del tracto respiratorio en condiciones de cultivo in
vitro, también se evalud si la presencia de P. aeruginosa afectaba el crecimiento
plancténico de S. aureus en el medio ASM. En este caso se determinaron las UFC/mL de
cada especie unicamente después de 24h en cultivos mixtos de los pares de co-aislados
(Figura 19). El medio utilizado fue la mezcla 1:1 de ASM y TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1%, y se evaluaron dos indculos diferentes en cuanto a las proporciones de P.
aeruginosa y S. aureus. Curiosamente, el cultivo mixto entre los co-aislados, realizado
durante 24h en este medio favorecié la coexistencia entre ambas especies, y permitié el
crecimiento plancténico de S. aureus en presencia de P. aeruginosa (Figura 19). Esta
coexistencia se vid mas favorecida cuando se inocularon 10 veces mas carga bacteriana
de S. aureus respecto a P. aeruginosa. Por este motivo, se decidié utilizar en los ensayos
posteriores de formacién de biofilm mixto, indculos iniciales en la proporcién 1:10 P.
ageruginosa: S. aureus.
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Figura 19. Crecimiento plancténico en cultivo mixto, realizado en la mezcla 1:1 del medio ASM y TSB 0,5X
suplementado con glucosa 1%, para los pares co-aislados de S. aureus (SAR) y P. aeruginosa (PAR). A)
Cultivo mixto a partir de un inoculo inicial igual para ambas especies (DOssonm de 0,05); B) Cultivo mixto a
partir de un inoculo inicial de S. aureus 10 veces mayor que P. aeruginosa. La tasa de crecimiento fue
monitorizada mediante el recuento de unidades formadoras de colonia (UFC/mL) para cada cepa a las 24h
de cultivo. Los datos representan el promedio del ensayo con tres réplicas técnicas.
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Posteriormente se estudié la formacidon de biofilm de cada especie del co-aislado en
presencia de los exoproductos secretados por la otra especie del mismo par (biofilms
cruzados). En general, los aislados de S. aureus resultaron ser mejores formadores de
biofilm que los aislados de P. aeruginosa cuando cada especie fue estudiada sin
interferencias debido al sobrenadante de la otra. Sin embargo, utilizando las
condiciones del ensayo de formacién de biofilm cruzado, se observé que cuatro de los
cinco co-aislados de S. aureus mostraron una disminucion significativa en la formacion
de biofilm en presencia del sobrenadante de P. aeruginosa. Ademas, en el caso del par
clinico 5091, la presencia del sobrenadante de P. aeruginosa inhibié totalmente el
crecimiento de S. aureus bajo esta condicidn de cultivo. (Figura 20).

TSB 0,5X glucosa 1% ASM + TSB 0,5X glucosa 1%
A E= TSBO5X glucosa 1%+ B 6 ASM + TSB 0,5X glucosa 1%+
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Figura 20. Formacion de biofilm relativa por S. aureus en presencia o ausencia del sobrenadante de P.
aeruginosa (diluido 1:10) de su par co-aislado. Las condiciones de cultivo son: TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1% (A) y una mezcla 1:1 de medio ASM y TSB 0,5X suplementado con glucosa 1% (B). Las barras
representan la formacién de biofilm relativo (DO550nm CV/DO600nm cultivo) en las placas de
microdilucién y las lineas de error la desviacidon estdndar de dos réplicas bioldgicas con 12 réplicas
técnicas por condicién. * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 por la prueba t-test no pareada.

Se conoce que la actividad proteasa elevada del sobrenadante de P. aeruginosa es capaz
tanto de inhibir la formacién de biofilm de S. aureus como favorecer la dispersién del
biofilm preexistente (259), y esto podria estar relacionado con los resultados
observados. Por otro lado, la presencia del sobrenadante de S. agureus influencié la
formacion de biofilm de P. aeruginosa en el par clinico 7244 (Figura 21).
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Figura 21. Formacidn de biofilm relativa por P. aeruginosa en presencia o ausencia del sobrenadante de S.
aureus (diluido 1:10) de su par co-aislado. Las condiciones de cultivo son: TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1% (A) y una mezcla 1:1 de medio ASM y TSB 0,5X suplementado con glucosa 1% (B). Las barras
representan la formacion de biofilm relativo (DO550nm CV/DO600nm cultivo) en las placas de
microdilucién y las lineas de error la desviacidon estandar de dos réplicas biolégicas con 12 réplicas
técnicas por condicion. * p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 por la prueba t-test no pareada.

5.3.1.3 Estudio de la estructura de los biofilms formados por las cepas co-
aisladas de S. aureus y P. aeruginosa.

Los biofilms formados tanto en los dispositivos médicos como en los ambientes
naturales son con frecuencia de naturaleza polimicrobiana. Por tanto, en base a los
resultados obtenidos de la influencia del sobrenadante de una especie en la formacién
de biofilm de la otra, se decidid investigar, mediante microscopia de escaneo laser
confocal, la arquitectura del biofilm simple y mixto formados por los co-aislados clinicos
de ambos microorganismos, esta vez crecidos en un sistema estatico. Se utilizaron los
mismos medios de cultivos y una proporcion de las dos especies en el inéculo inicial de
1:10 P. aeruginosa: S. aureus. Imagenes de microscopia representativas de los biofilms
obtenidos con estas condiciones se muestran en las figuras 22 y 23.

Pese a que se observaron diferencias en la formacidn de biofilm entre los cinco pares de
co-aislados clinicos y en cuanto al tipo de medio de cultivo utilizado, en general los
resultados obtenidos se correlacionaron con los datos obtenidos anteriormente en los
ensayos de crecimiento plancténico y biofilm cruzado. Por ejemplo, los resultados
observados en el par 7244, en que tanto la presencia de P. aeruginosa en cultivo mixto
(Figuras 18 y 19) como de su sobrenadante afecté significativamente la formacion de
biofilm del correspondiente co-aislado de S. aureus (Figura 20), se ve reflejada en las
imagenes de microscopia confocal representadas en las figuras 22 y 23. En los dos
medios de cultivo utilizados, el aislado SAR 7244 formé un biofilm simple robusto. Sin
embargo, la presencia de P. aeruginosa (células tefiidas de color verde) afecté a S.
aureus (células teiiidas de color rojo) en la condicién de formacion de biofilm mixto.

No obstante, la mayoria de los aislados en cultivo puro (biofilm simple) fueron capaces
de establecer una adhesién inicial en ambos medios de cultivo utilizados. Por otro lado,
en lo que respecta al cultivo de biofilm mixto, asi como se observd anteriormente, el uso
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de la mezcla entre los medios de cultivo ASM y TSB favorecid la coexistencia entre las
dos especies.

A pesar de que en las imagenes obtenidas en microscopia confocal, no se observo la
formacién de biofilms de aspecto robusto o consistente, conviene considerar que no
siempre estos estdn formados por cientos de miles de células unidas a una superficie y
embebidas en una matriz. Existen también biofilms que pueden contener pocas decenas
de células dispuestas simplemente como un pequefio grupo o agregado (260). Ademas,
estos biofilms se obtuvieron en condiciones de cultivos estaticos donde la aireacion y la
disponibilidad de nutrientes estan limitadas. Por tanto, en muchos casos podriamos
haber observado biofilms en las primeras etapas de formacion.

Se observé también que con el medio TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%, un medio
de cultivo apropiado para la formacion de biofilms por microorganismos Gram positivos
con concentracién baja de G+C (198), los co-aislados de S. aureus en cultivos puros
formaron un biofilm mas robustos que en la mezcla (1:1) con el medio ASM (Figura 22).
Por otro lado, dado que las cepas de P. aeruginosa no eran buenas formadoras de
biofilm, en lo que respecta a los biofilms simples o de cultivos puros, Unicamente el
aislado PAR 7244 mostré un biofilm robusto, en ambas condiciones de cultivo (Figura 22
y 23).

Los resultados obtenidos en la formacion de biofilm mixto, asi como en el crecimiento
planctdnico mixto, muestran que la presencia del medio ASM favorecio la coexistencia
entre ambas especies, como se puede observar en los biofilms formados por los co-
aislados 1047 y 7244 (Figura 23). Parece ser que los sistemas experimentales que
simulan las condiciones fisiolégicas del entorno ambiental, a través del uso de medios
de cultivos de elevada complejidad quimica y viscosidad, favorecen una mayor
biodiversidad, que en este caso se queda reflejada en la co-existencia entre estos
microorganismos en condiciones in vitro (260, 261).
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Figura 22. Imagenes representativas del biofilm simple y mixto (MIX) formado por las cepas clinicas co-aisladas de S. aureus (SAR) y P. aeruginosa (PAR) en medio TSB 0,5X
suplementado con glucosa 1%, visualizadas a través de microscopia laser confocal. P. aeruginosa fue visualizada a través de la tincidn con SYTOX Green en cuanto que S.
aureus a través de Texas Red-X-WGA. Las barras en cada imagen indican 5um.
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MIX

Figura 23. Imagenes representativas del biofilm simple y mixto (MIX) formado por las cepas clinicas co-aisladas de S. aureus (SAR) y P. aeruginosa (PAR) en una mezcla 1:1
de medio ASM y TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%, visualizadas por microscopia laser confocal. P. aeruginosa fue visualizada a través de la tincion con SYTOX Green en

cuanto que S. aureus a través de Texas Red-X-WGA. Las barras en cada imagen indican 5um.
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5.3.1.4 Influencia de P. geruginosa sobre el sistema Agr de S. aureus

Dado que la patogenicidad suele ser un proceso multifactorial, y que los sistemas de QS,
a través de los genes reguladores, tienen un papel fundamental en el control global de la
virulencia, es importante estudiar de qué manera las moléculas sefial producidas por un
microorganismo influyen el otro microorganismo en cuanto a las relaciones
interespecies. En este contexto, se evalué primeramente el impacto del sobrenadante
de P. aeruginosa sobre la funcionalidad del sistema Agr de la cepa correspondiente de S.
aureus co-aislada crecida en medio TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%.

Considerando que de entre los cinco aislados clinicos de S. aureus analizados,
Unicamente SAR 2746 y SAR 5091 tenian el sistema Agr funcional, la presencia del
sobrenadante del co-aislado correspondiente de P. aeruginosa influyé disminuyendo
significativamente los niveles de expresién de rnalll Unicamente en SAR 5091
(p=0,0274). Por otro lado, se observd un aumento en la expresiéon observada por el
aislado SAR 7244 en presencia del sobrenadante de la cepa co-aislada de P. aeruginosa
(p=0,048). Sin embargo, Unicamente el sistema Agr del aislado SAR 5091 cambid su
estado de funcional a disfuncional bajo estas condiciones de cultivo (Figura 24).

Control
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Figura 24. Niveles de expresion del gen rnalll en los aislados de S. aureus (SAR) en presencia y ausencia
del sobrenadante del correspondiente co-aislado de P. aeruginosa. El sobrenadante fue diluido 1:100 y el
medio de cultivo TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%. El eje Y muestra la expresion normalizada
respecto al gen gyrA y relativa respecto a la cepa de S. aureus control positivo del sistema Agr (RN6390).
La linea punteada indica el punto de corte (0,1) utilizado para discriminar las cepas con el sistema Agr
funcional y disfuncional. El aislamiento cuyo el nivel de expresién resultdé 10 veces menor que el valor del
control positivo fue considerado como Agr disfuncional; * p < 0,05 por la prueba t-test no pareada.
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En un estudio realizado previamente (170), los autores mostraron que las AHLs,
producidas por P. ageruginosa y presentes en el sobrenadante, especialmente las de
cadena acilo larga, como la 3-oxo-C12—-AHL, y en concentraciones por debajo de la
inhibicién del crecimiento, reducian de manera significativa la expresion del sistema Agr
y de algunos de los genes regulados por él.

En este sentido, cabe destacar que todos los co- aislados de P. aeruginosa analizados en
nuestro estudio resultaron ser productores de AHLs de cadena acilo larga, visto que el
método utilizado para detectar la produccién de AHL, mediante la cepa biosensora A.
tumefaciens KC55, solo es capaz de detectar estas AHLs en concreto (203). No obstante,
parece ser que la presencia y/o concentracion de estas AHLs en el sobrenadante del
aislado de P. geruginosa PAR 2746 no fue capaz de influenciar la funcionalidad del
sistema Agr de su correspondiente co- aislado de S. aureus, ya que la disminuciéon de los
niveles de expresidon que se observd en este caso, clasificado como Agr funcional, no fue
estadisticamente significativa.

Sin embargo, hay que mencionar como una limitacién del estudio, que el método
utilizado para detectar la produccidn de AHL, en la presente tesis, no es capaz de
discriminar, ni tampoco cuantificar los diferentes tipos de AHL de cadena acilo larga
presentes en el sobrenadante de P. aeruginosa. Parece ser que tanto el tipo de AHL
como su concentracion en el sobrenadante son variables importantes para determinar
el antagonismo de P. ageruginosa sobre el sistema Agr de S. aureus (170).

En segundo lugar, se evaluaron los niveles de expresion de rnalll para los aislados
clinicos de S. aureus en cultivo simple y mixto, con el correspondiente co-aislado de P.
aeruginosa, realizado en la mezcla 1:1 de medio ASM y TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1%. Los resultados obtenidos demostraron que en dos de los aislados de S.
aureus, SAR 1047 y SAR 7244, la presencia de su correspondiente co-aislado de P.
aeruginosa, favorecié de manera significativa el aumento de los niveles de expresién de
rnalll. Sin embargo, el aislado SAR 2746, cuyo sistema Agr resultd funcional en las
condiciones de cultivo analizadas anteriormente con TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1% (Figura 24), presentd una disminucion significativa en la expresién de rnalll
en cultivo mixto con su correspondiente co-aislado de P. aeruginosa (Figura 25). Por
ultimo, en el aislado SAR 7115 también hubo una reduccién significativa de los niveles
de expresion de rnalll. Segun este experimento, los resultados observados podrian
representar un cambio en cuanto al estado de la funcionalidad del sistema Agr de estos
aislados, lo cual podria tener implicaciones en la clinica.

116



Resultados y discursion

S. aureus en cultivo simple
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Figura 25. Niveles relativos de expresion del gen rnalll en los aislados de S. aureus (SAR) en cultivo simple
y mixto con su correspondiente co-aislado de P. aeruginosa, en una mezcla 1:1 de medio ASM y TSB 0,5X
suplementado con glucosa 1% durante 24h. Expresion relativa normalizada respecto al gen constitutivo
gyrA; ¥*** p < 0,001 por la prueba t-test no pareada.

5.3.1.5 Influencia de S. aureus sobre el sistema QS- pgs de P. aeruginosa

Como descrito anteriormente, entre los diferentes sistemas QS presentes en P.
aeruginosa, mencionados en la introduccién, el que parece tener una implicacién
importante en las relaciones interespecies con organismos Gram positivos, como S.
aureus, es el QS-pgs (164). Este sistema QS, entre otras funciones metabdlicas y
reguladoras de virulencia, también es responsable por producir moléculas de efecto anti
estafilocécico, como el HQNO, conocida por contribuir en la competencia ambiental
entre ambas especies debido a su actividad inhibidora de la respiracién oxidativa (166).
Debido a esto, se decidié estudiar la expresidn del gen responsable de la produccidn de
HQNO, el pgsL, en los aislados de P. aeruginosa, en cultivo mixto con su co-aislado
clinico de S. aureus.

En primer lugar, se evalud la expresion del gen en cultivos simples realizados en TSB
0,5X suplementado con glucosa 1% (no se muestra). Los resultados obtenidos mostraron
qgue, utilizando este medio de cultivo, los aislados clinicos de P. aeruginosa no
expresaban el gen pgsL. Probablemente la expresion de este gen esta reprimida en estas
condiciones. No obstante, la cepa referencia de P. aeruginosa PAQ1, crecida bajo las
mismas condiciones, mostrd niveles de expresidn elevados para este gen, lo que esta de
acuerdo con otros estudios publicados (175, 262).

A continuacion, se estudio la expresion del gen pgsL en cultivos simples y mixtos en una
mezcla 1:1 de medio ASM y TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%. Los resultados
mostraron que la presencia del medio ASM, a diferencia del TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1%, favorecio la expresidn del gen pgsL. No obstante, en la condicién de cultivo
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mixto con S. aureus, los co-aislados PAR 1047 y 7115 presentaron una disminucién
significativa en los niveles de expresidn relativa de este gen, mientras que los aislados
PAR 7244 y 5091 presentaron un aumento significativo con respecto a la expresion en
condiciones de cultivos simples (Figura 26).

En la literatura se ha descrito ampliamente el efecto anti estafilocdcio de la molecula
HQNO de P. aeruginosa, producida por el gen pgsL (164, 175). Sin embargo, hay
estudios que también demuestran que la presencia de HQNO induce la formacién de
biofilm y del fenotipo SCV en cepas de S. aureus (262).

Por lo tanto, los resultados obtenidos en cuanto a la formaciéon de biofilm mixto de los
pares de co-aislados clinicos 7244 y 5091 en presencia de ASM, donde se observa una
presencia mayor de S. aureus, cuando se compara con el medio de cultivo TSB 0,5X
suplementado con glucosa 1% (Figura 23), podrian estar relacionados con los niveles de
expresion del gen pgsL, y la consecuente produccion de HQNO, observado en los
aislados PAR 7244 y PAR 5091 (Figura 26).

P. aeruginosa en cultivo simple
&8 P. aeruginosa en cultivo mixto con S. aureus

Expresion relativa
respecto al genrpoD

PAR 1047 PAF\I’ 7244 PAR 2746 PAR 7115 PAR 5091

Figura 26. Niveles de expresion relativa del gen pgsL en los aislados de P. aeruginosa (PAR) en cultivo
simple y mixto con su correspondiente co-aislado de P. aeruginosa, en una mezcla 1:1 de medio ASM y
TSB 0,5X suplementado con glucosa 1% durante 24h. Expresidon relativa normalizada respecto al gen
constitutivo rpoD. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 por la prueba t-test no pareada.

El conjunto de resultados demuestra que la influencia de una especie sobre la otra
depende significativamente del fondo genético de las cepas que se encuentran
formando parte del mismo nicho ecoldgico. Ademas, cabe destacar que los resultados
obtenidos en nuestro estudio son muy dificiles de comparar con otros disponibles en la
literatura. Por un lado, esta ya la mencionada diversidad genética y fenotipica de estos
aislados, donde se afiade a esto la procedencia de los mismos (pacientes con sospecha
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de ITRI aguda). Por otro lado, esta la situacion de que a menudo los estudios realizados y
gue estan disponibles en la literatura utilizan cepas bacterianas de referencia y de
laboratorio, que pueden no exhibir el mismo fenotipo que las cepas clinicas, o aislados
clinicos provenientes de pacientes con infecciones respiratorias cronicas, cuyo contexto
clinico/médico es muy distinto.

5.3.2 Caracterizacidon de las cepas clinicas de S. aureus y P. aeruginosa aisladas
consecutivamente de pacientes con ITRI.

5.3.2.1 Interacciones entre S. aureus y P. aeruginosa en la formacién de
biofilm estatico y en flujo continuo.

Uno de los resultados que se obtuvo en el objetivo 1 fue que los casos clasificados como
S. aureus persistentes en muestra respiratoria mostraban en mayor frecuencia un
aislamiento posterior por P. aeruginosa. A raiz de ello se decidid investigar si la
presencia de S. aureus influia en la colonizacién y/o infeccién posterior de P. aeruginosa,
mediante el estudio de la formacién de biofilm tanto estatico como en flujo continuo.
Los biofilms en camaras de flujo continuo, ademas de permitir la investigacion
microscopica a tiempo real, se desarrollan bajo condiciones hidrodinamicas que pueden
ser cuidadosamente modificadas y controladas, a diferencia de los ensayos estaticos in
vitro.

Como mencionado anteriormente en el apartado cepas de estudio, los casos clinicos (1 y
2) evaluados en este estudio fueron obtenidos de dos pacientes con ITRI. El aislado de S.
aureus del caso clinico 2 (SAR 2) representaba la condicidn de aislamiento persistente de
S. aureus (siete dias de persistencia), mientras que el aislado del caso clinico 1 (SAR 1)
fue clasificado como no persistente, segun los criterios definidos anteriormente. Los dos
aislados de S. aureus eran MSSA y tenian el Agr funcional.

Por otro lado, en el contexto de una colaboracion con la Universidad de Umea, Suecia,
se caracterizaron fenotipicamente, respecto a la pigmentacion de las colonias,
hidrofobicidad superficial y motilidad, un conjunto de aislados clinicos de P. aeruginosa,
entre ellos los aislados PAR 1 y PAR 2, que son objeto de estudio en la tesis. Los
resultados obtenidos mostraron que ambos aislados presentaron colonias no
pigmentadas (color blanco) y una hidrofobicidad superficial baja. Sin embargo, pese a
gue los resultados obtenidos en la evaluacion de la motilidad del tipo swimming y
twitching fueron similares, se observaron diferencias en cuanto a la motilidad del tipo
swarming, casi inexistente en el aislado clinico PAR 2. Finalmente, en cuanto a la
susceptibilidad antibidtica, ambos aislados resultaron resistentes a multiples farmacos.

Antes de caracterizar la formacidon de biofilm en estos pares, estudiamos las
interferencias de una especie sobre la otra en cultivos mixtos. En cuanto al crecimiento
plancténico observado en el caso clinico 1, el aislado SAR 1 tuvo su dindmica afectada en
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las primeras seis horas de cultivo mixto. Por otro lado, el aislado SAR 2 tambien
presentd una inhibicién en el crecimiento, aunque menor que la observada en el caso
clinico 1 (Figura 27). No obstante, no se observé el resultado esperado de superacién
y/o eliminacién de S. aureus por parte de P. aeruginosa, cuando se utiliza un medio de
cultivo estandar como el TSB. Parece ser que, en estos casos de aislados clinicos, asi
como se ha descrito en estudios anteriores (255), S. aureus podria haber utilizado
estrategias para sobrevivir en presencia de P. aeruginosa. En diversas enfermedades,
como la FQ vy las infecciones relacionadas con los dispositivos médicos, la coinfeccién
con P. aeruginosa conduce a S. aureus al desarrollo de SCV (247), un fenotipo bien
caracterizado y descrito por su sorprendente capacidad de supervivencia en condiciones
desfavorables (98). Ademas, en el resultado obtenido con el caso clinico 2, curiosamente
se observa una inhibicién en el crecimiento por parte del aislado de P. aeruginosa PAR 2
cuando se compara con el crecimiento en cultivo simple (Figura 27).
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Figura 27. Dindamica de crecimiento de los pares clinicos de S. aureus (SAR) y P. aeruginosa (PAR) aislados
consecutivamente. A) caso clinico 1; B) caso clinico 2. Crecimiento planctdnico en cultivo individual (SAR y
PAR) y mixto (SAR mix y PAR mix) en TSB 0,5X suplementado con glucosa 1% durante 10h. La tasa de
crecimiento fue monitorizada mediante el recuento de unidades formadoras de colonia (UFC/mL). Los
datos representan el promedio del ensayo con tres réplicas técnicas.

En cuanto la formacidn de biofilm estatico, los aislados del caso clinico 2 desarrollaron
mejor biofilm que los del caso 1 en el medio TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%,
aungue en general, en las condiciones analizadas, ninguno de los aislados evaluados
resultaron ser formadores de un biofilm robusto (Figura 28). Estos resultados podrian
estar relacionados con el hecho de que ambos aislados tenian una superficie celular
poco hidrofdbica. En el ensayo de biofilm cruzado, no se observé que el sobrenadante
de P. aeruginosa tuviese ninguna influencia en la formacién de biofilm de S. aureus
(Figura 28A). Por otro lado, el aislado de P. aeruginosa PAR 2 presentd una reduccién
significativa en la formacién de biofilm en la presencia del sobrenadante de S. aureus
correspondiente (Figura 28B).
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Figura 28. Formacion de biofilm “cruzado” por los pares clinicos de S. aureus y P. aeruginosa aislados
consecutivamente 1 y 2. A) Formacion de biofilm de S. aureus en presencia del sobrenadante de P.
aeruginosa, diluido 1:10 en TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%. B) Formacion de biofilm de P.
aeruginosa en presencia del sobrenadante de S. aureus, diluido 1:10 en TSB 0,5X suplementado con
glucosa 1%. Las barras representan la formacion de biofilm relativo (DOssonm CV/DOsoonm cultivo) en las
placas de microdilucion y las lineas de error la desviacién estandar de dos réplicas bioldgicas con 12
réplicas técnicas por condicion; *** p < 0,001 por la prueba t-test no pareada.

A continuacidn, se evalud la formacidon de biofilm simple en flujo continuo sobre
superficie de vidrio, y se observaron diferencias inter- e intra-especies, en cuanto a la
arquitectura de estos biofilms. En relacién a los aislados de P. aeurginosa, PAR 1 en
cultivo puro formd un biofilm simple irregular, de aspecto “granulado”, a modo de
microcolonias de células que se encontraban distribuidas por la superficie de vidrio
(Figura 29 A-B). A su vez, PAR 2 formé una capa de biofilm fina extendida por la
superficie (Figura 29C). Esta diferencia en la morfologia de los biofilms podria estar
relacionada con las caracteristicas fenotipicas de estos aislados, como por ejemplo la
motilidad superficial o la produccién de diferentes EPS (164). El tipo de textura del
biofilm formado por el aislado PAR 1 podria explicarse debido a una motilidad superficial
reducida, ya que no realizaba swarming en las condiciones evaluadas previamente.

Por otro lado, los aislados de S. aureus en cultivo puro desarrollaron un biofilm simple
de aspecto mas uniforme, que se encontraba esparcido por la superficie del vidrio.
Como era de esperar, teniendo en cuenta los resultados de la formacion de biofilm
estatico en TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%, SAR 2 formo un biofilm mas robusto
y consistente que el formado por el aislado SAR 1 (Figura 30).

121



Resultados y discusién

Figura 29. Imagenes representativas de la arquitectura del biofilm simple formado por cultivo puro de los
aislados clinicos de P. aeruginosa (PAR 1 y PAR 2) después de 48h de incubacion en TSB 0,5X
suplementado con glucosa 1% en flujo continuo, a través de microscopia laser confocal. Imagenes
procesadas por el programa Imaris. A y B) Biofilm de aspecto “granulado” formado por el aislado PAR 1;
Las barras indican 70 y 10 um, respectivamente. C) Biofilm formado por el aislado PAR 2; La barra indica
70 um. P. aeruginosa fue visualizada a través de la tincidn con SYTOX Green.

Figura 30. Imagenes representativas de la arquitectura del biofilm simple formado por cultivos puros de
los aislados clinicos de S. aureus (SAR 1 y SAR 2) después de 48h de incubacién en TSB 0,5X suplementado
con glucosa 1% en flujo continuo, a través de microscopia laser confocal. Imagenes procesadas por el
programa Imaris. A) Biofilm formado por el aislado SAR1. B) Biofilm formado por el aislado SAR 2. Las
barras indican 70 um. S. aureus fue visualizado a través de la tincién con Texas Red-X-WGA.
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Caracterizados los biofilms simples, formados a partir de cultivos puros de una Unica
especie, se procedid al andlisis de los biofilms mixtos, formado por las dos especies de
cada caso clinico. Es conocido que en las infecciones de naturaleza polimicrobiana, las
interacciones entre los microorganismos pueden ocurrir a diferentes tiempos. Los
microrganismos pueden aparecer simultdneamente dentro del hospedador, o
gradualmente como una sucesién de adquisiciones de patdogenos (260). En este
contexto, se decidid estudiar finalmente cdmo seria la interaccién entre estos aislados
clinicos, en lo que respecta a la formacidn de biofilm en flujo continuo, en una situacién
donde inicialmente estaria el inoculo de S. aureus en la cdmara de flujo durante dos
horas, seguido posteriormente de la inoculacidon de P. aeruginosa. De este modo se
simuld la formacién de biofilm por P. aeruginosa sobre un biofilm de S. aureus primario
o en las primeras etapas de maduracién.

Por tanto, en cuanto a la microbiogeografia (organizacién espacial de las poblaciones
bacterianas) (260), los resultados obtenidos en los biofilms polimicrobianos, de los dos
pares clinicos analizados, mostraron una asociacidén cercana de las dos especies en
forma de microcolonias mixtas (Figura 31). En el biofilm mixto formado por el caso
clinico 1 (Figura 31A), se observé ademas de la asociacién entre ambas especies, una
capa de biofilm mono-especie formada por el aislado de P. aeruginosa PAR 1 que
recubria la superficie del vidrio. En el caso clinico 2, la interaccidn entre los aislados se
veia reflejada en forma de co-agregados bacterianos distribuidos por la superficie del
vidrio, donde ademads se observd una cierta tendencia a la formacién de biofilm por
parte de PAR 2 en el interior del biofilm formado por SAR 2.

A

Figura 31. Imagenes representativas de la arquitectura del biofilm mixto formado por los pares clinicos de
S. aureus y P. aeruginosa aislados consecutivamente 1 y 2, después de 48h de incubaciéon en TSB 0,5X
suplementado con glucosa 1% en flujo continuo, a través de microscopia laser confocal. Los biofilms se
formaron a partir del inéculo inicial de S. aureus en la camara de flujo durante dos horas, seguido
posteriormente de la inoculaciéon de P. aeruginosa. A) Biofilm formado por el caso clinico 1; B) Biofilm
formado por el caso clinico 2. P. aeruginosa fue visualizada a través de la tincion con SYTOX Green en
cuanto que S. aureus a través de Texas Red-X-WGA. La imagen central muestra la florescencia de las
proyecciones obtenidas de arriba y abajo, mientras que las imagenes laterales muestran las secciones
verticales (Software Imaris). Las barras en cada imagen indican 10 um.
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Un estudio reciente (263) ha demonstrado que los EPS influyen en la microbiogeografia
y la integracion de P. aeruginosa en biofilm mixto con S. aureus. Parece ser que las
bacterias pueden usar polimeros extracelulares especificos para modular las
propiedades fisicas de su microambiente, y esto a su vez afecta la estructura del biofilm,
la diferenciacion y las interacciones entre especies.

P. aeruginosa produce tres tipos de EPS (alginato, Pel y Psl) que forman la matriz
extracelular del biofilm y tienen una funcién estructural y protectora. Pel y Psl son los
principales EPS producidos por las cepas no mucoides como las que fueron analizadas
en este estudio. Parece ser que las cepas de P. aerguinosa Pel positivas forman una
matriz que permite que S. aureus se infiltre en el biofilm, favoreciendo asi la formacién
de biofilm mixto entre estas especies. Por otro lado, la funcién de Psl en la formacidn de
biofilm mixto no esta tan definida (263).

Otro aspecto importante que se debe considerar en cuanto al rol funcional de los EPS
durante la formacién de biofilm polimicrobiano, es que su produccién en cantidades
minimas, ya sea del tipo Pel o Psl, propicia a las especies que componen el biofilm mixto,
incluso a las cepas o especies no productoras, a un aumento en la proteccién contra los
antibioticos (164). En este estudio no se realizé la caracterizacion fenotipica y genotipica
de los aislados clinicos de P. aeruginosa, en cuanto a la produccion de EPS, lo que puede
ser considerado un factor limitante del andlisis de la arquitectura de los biofilms mixtos
obtenidos.

Por otro lado, los resultados obtenidos con estos pares de aislados clinicos estan de
acuerdo con otros disponibles en la literatura (164), donde se sugiere que si en
determinadas condiciones in vitro, S. aureus es capaz de sobrevivir a la competencia o
superacién por P. aeruginosa, ambos microorganismos pueden coexistir y formar biofilm
mixto. En este caso, S. aureus se beneficiaria de la barrera antimicrobiana
proporcionada por los diferentes fenotipos de virulencia de P. aeruginosa relacionado
con sus diferentes sistemas QS.
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S. aureus es una bacteria comensal que en determinadas condiciones puede actuar
como un patoégeno oportunista intracelular facultativo (88). Este microorganismo
dispone de un conjunto de factores de virulencia complejo, cuyas implicaciones estan
bien definidas en la gravedad de las infecciones adquiridas en la comunidad, pero
menos en las de origen nosocomial. Los sistemas reguladores, como el Agr (accessory
gene regulator) controlan la virulencia de S. aureus interviniendo en la transicion del
estado comensal al de patégeno (108).

Por todo ello, S. aureus estd altamente adaptado a las presiones selectivas impuestas
por la inmunidad del hospedador (264). Esta capacidad adaptativa del microorganismo
en el ambiente de las vias respiratorias inferiores (204) dificulta establecer el valor
clinico de su aislamiento en determinados grupos de pacientes (14). Por otro lado,
debido a la gravedad de la complicacidn a causa de neumonia y a la evidencia de que el
tratamiento antibidético temprano es crucial, la conducta habitual es comenzar
precozmente con un tratamiento antibidtico empirico basado en la sospecha clinica. Sin
embargo, este criterio conlleva el riesgo de utilizar los antibidticos de forma excesiva e
innecesaria, e incrementa el riesgo de la aparicion de multirresistencias. Por lo tanto,
identificar los factores clinicos y microbioldgicos que podrian estar asociados con el
desarrollo y progresion de la infeccién respiratoria causada por S. aureus, tendria
implicaciones directas en el diagnéstico, facilitando la distincién entre los estadios de
colonizacidn e infeccién, ademas de representar un cambio significativo en el manejo de
estas infecciones, en lo que respecta a la prescripcidon adecuada del tratamiento
antibidtico. Sobre esta hipétesis inicial, y basandonos en los resultados de este trabajo,
discutiremos de manera integradora como algunos factores sobre todo bacterianos
podrian influir en el curso de una infeccién respiratoria por S. aureus.

En el presente trabajo, primeramente, se evalud en una cohorte de pacientes sometidos
a VM, y que fueron clasificados en diferentes grupos de estudio (infeccién vs
colonizacién bronquial), qué factores del microorganismo y del hospedador estarian
relacionados con la evolucién clinica y el aislamiento persistente de S. aureus en
muestra respiratoria, a pesar de recibir tratamiento ajustado al perfil de susceptibilidad
antibidtica.

Entre las diferentes variables evaluadas, se observé que la evolucién clinica desfavorable
relacionada con el proceso infeccioso fue mas frecuente en los pacientes clasificados
como neumonia, a pesar de la falta de definiciones consensuadas para una
caracterizacidn precisa de los grupos de estudio. Ademas, conviene resaltar que ni el
perfil de resistencia a la meticilina, como tampoco los dias de VM y estancia en la UCI
tuvieron una influencia en la evolucidén clinica de estos pacientes. Por otro lado, a pesar
de la heterogeneidad (diversidad de complejos clonales) y elevada variabilidad genética
(presencia/ausencia de genes de virulencia) observada en los aislados clinicos
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analizados, no se encontraron asociaciones claramente significativas entre los factores
del microorganismo evaluados y la evolucién clinica. Sin embargo, la presencia de
determinados genes que codifican factores microbianos relacionados con la adhesion
celular, como la proteina de unién a fibronectina B (fnbB) y la proteina de unién al
coldgeno (cna) resultaron ser mas frecuentes en el grupo de estudio clasificado como
colonizacidn bronquial, y su presencia se correlaciond con los dias de estancia en la UCI
en este grupo de pacientes. La proteina de unién a fibronectina B (FnBPB), codificada
por el gen fnbB, es conocida principalmente por mediar la adhesién de S. aureus al
fibrindgeno, elastina y fibronectina. Sin embargo, parece ser que determinados
dominios de esta proteina permiten la uniéon entre las células mientras ocurre la
formacién de un fenotipo de biofilm caracteristico de algunas cepas MRSA (265). En
cuanto al gen cna, su presencia y actividad se asocian mds con determinados tipos de
infecciones, como por ejemplo la osteomielitis (266) y la queratitis ocular (212), que con
las infecciones del tracto respiratorio.

Por otro lado, alrededor del 40% de los pacientes presentaron un aislamiento
persistente de S. aureus en muestra respiratoria, a pesar del tratamiento antibidtico
ajustado. Los resultados demostraron correlaciones significativas entre la persistencia y
algunas de las variables clinicas, como la edad, los dias de ventilacién mecénica y
estancia en la UCI, el valor elevado de CPIS, el aislamiento consecutivo de P. aeruginosa
en muestra respiratoria y, finalmente, el perfil de resistencia a la cloxacilina, aunque
también se observaron casos de aislados MSSA persistentes. Sin embargo, Unicamente
las variables edad y resistencia a la cloxacilina resultaron estadisticamente significativas
en el analisis multivariable. Por otro lado, no se observd ningun resultado significativo
en cuanto a la asociacién entre el aislamiento persistente y la evolucién clinica.

Entre los diversos procesos biologicos de S. aureus implicados en su patogénesis, se
encuentra la actividad del sistema Agr. La activacion de este sistema regulador, que se
relaciona directamente con el estilo de vida adoptado por el microorganismo
(plancténico o sésil y asociado en biofilm), induce cambios en la expresidn génica celular
que propician una rapida dispersion bacteriana en el hospedador (267). La dispersion de
S. aureus requiere de un aumento en la produccién de toxinas con efecto surfactante
como las PSMs, o hemoliticas, como las a, B y y- hemolisinas, siendo todas ellas
expresadas habitualmente en los procesos de infeccién aguda (124, 228). No obstante,
la activacion de este sistema indirectamente disminuye la expresién de los genes
responsables de la agregacion y fijacion celular, asi como de los genes que sintetizan la
matriz extracelular polisacarida, que estan involucrados en el proceso de formacién de
biofilm (160). Por tanto, el sistema Agr regula de manera antagdnica el modo de vida
plancténico o asociado a biofilm de S. aureus, que a su vez contribuyen al desarrollo de
los resultados de la infeccion aguda y crdnica, respectivamente (267).
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Por todo lo mencionado anteriormente, se considera importante determinar la
funcionalidad del sistema Agr en los aislados clinicos, debido a su relevancia en la
patogenicidad estafilocdcica, descrita en numerosos modelos animales, y en las
asociaciones observadas en determinados cuadros clinicos, como por ejemplo la
bacteriemia (144). Los resultados presentados en este estudio incluyen por primera vez,
segln nuestro conocimiento, el andlisis de la funcionalidad del sistema Agr en aislados
clinicos obtenidos de pacientes con infecciones respiratorias. Aunque se observéd un
elevado porcentaje de aislados con el sistema Agr funcional, alrededor del 80%, no se
encontraron correlaciones significativas con el resultado clinico, lo que sugiere una
posible implicacién de la actividad de este sistema regulador en la adaptacién del
microorganismo al habitat respiratorio.

Por otro lado, en cuanto a las correlaciones entre la funcionalidad del sistema Agr vy la
formacién de biofilm, cabe destacar que la mayoria de los aislados clinicos con el
sistema Agr disfuncional presentaron una elevada capacidad de formacién de biofilm. La
asociacion entre estas caracteristicas fenotipicas de los aislados clinicos y la patogenesis
estafilocdcica ha sido descrita previamente en otros tipos de infecciones (268), donde
ademas sirve como un marcador diagndstico de la cronicidad de la infecciéon en los
huesos y tejidos de las articulaciones. Por lo tanto, teniendo en cuenta que estos
aislados provinieron de pacientes intubados, una situacién donde las interacciones entre
la mucosa respiratoria del paciente, el tubo endotraqueal y la microbiota son favorables
al desarrollo de infecciones polimicrobianas asociadas con biofilm, este resultado podria
ser relevante.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo destacan la importancia del uso de
un enfoque combinando métodos fenotipicos y genotipicos, a la hora de investigar con
mayor precision las posibles asociaciones entre los factores microbianos y el resultado
clinico o la susceptibilidad a los antibidticos. Ademas, los factores relacionados con el
tratamiento antibiético como son la dosis, el tiempo de administracion y su duracién,
deben ser considerados en este tipo de estudio. Estos factores pueden modificar las
caracteristicas genotipicas y fenotipicas del microorganismo, y por lo tanto tener un
impacto importante en el resultado clinico.

A continuacion, en el contexto de las interacciones entre las diferentes comunidades
bacterianas que coexisten en las vias respiratorias, y de las infecciones de naturaleza
polimicrobiana relacionadas con la formacion de biofilm, se decidié investigar las
relaciones interespecies entre S. aureus y P. aeruginosa, en lo que respecta al desarrollo
de fenotipos de virulencia que contribuyen a la patogénesis de estos microorganismos.

Estudiar el proceso de desarrollo de células individuales dispersas a estructuras
multicelulares complejas, que a su vez estdn formadas por diferentes poblaciones
bacterianas organizadas espacialmente, y que ademas realizan importantes
interacciones mediante diferentes sistemas de comunicacion o QS, es esencial para
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crear estrategias que puedan controlar o impedir la formacién de biofilm por estos
microorganismos.

Primeramente, entre los resultados obtenidos, asi como la mayoria de los que estdn
disponibles en la literatura, se observé que la relacién de coexistencia entre S. aureus y
P. aeruginosa se ve afectada in vitro en medios de cultivo estdndares como los usados
en este trabajo (172, 269). Esta es una cuestidon importante que se debe considerar,
visto que la fisiologia microbiana y las comunidades polimicrobianas a menudo se
estudian en condiciones de laboratorio que carecen de elementos esenciales de los
entornos naturales donde los microorganismos se encuentran.

Por tanto, este trabajo enfatiza la importancia de recrear condiciones fisioldgicamente
relevantes para estudiar el comportamiento microbiano, y justifica el uso de medios de
cultivo cuya composicién simule de alguna manera las condiciones del tracto
respiratorio para este tipo de evaluaciones. La composicion quimica del medio ASM
simula el mucus y mimetiza in vitro el entorno ambiental de la mucosa respiratoria de
un paciente fibroquistico (270). Aunque sus componentes no reproduzcan la
composicion quimica de la mucosidad caracteristica del tracto respiratorio de pacientes
sin neumopatia de base, igualmente se asemeja mds a ella que un medio de cultivo
estandar como el TSB. El uso de ASM propicié reproducir in vitro la condiciéon de co-
aislamiento de estos microorganismos, que se observa a menudo in vivo en diferentes
tipos de muestra respiratoria. Sin embargo, este medio de cultivo presenta algunos
inconvenientes, como su viscosidad y turbidez, que dificultaron su uso en algunos de los
ensayos realizados en este estudio. Por otro lado, los mecanismos fisioldgicos o
moleculares que podrian ayudar a elucidar la razén de por qué la presencia del medio
ASM favorece la coexistencia entre estos microorganismos, observada tanto en cultivo
plancténico como en biofilm mixto, no han sido objeto de estudio en esta tesis.

En cuanto al antagonismo de P. aeruginosa hacia S. aureus en las diferentes condiciones
analizadas, que fueron realizadas con medio de cultivo estandar, cabe destacar que
todos los co-aislados clinicos de P. aeruginosa evaluados resultaron productores de
piocianina. La piocianina, que también es producida durante la formacion de biofilm de
P. aeruginosa, tiene una funcién importante en las infecciones agudas y crdénicas de las
vias respiratorias. Esta molécula alcaloide permite la supervivencia anaerdbica del
microorganismo, ademas de actuar como un compuesto antimicrobiano que afecta el
metabolismo energético de S. aureus (164, 172). Sin embargo, estudios recientes
apuntan a las glucoproteinas de la mucina, uno de los principales componentes del
medio ASM, como reguladoras de la virulencia microbiana (271) debido a sus
propiedades antimicrobianas (272). Por tanto, la presencia de estas glucoproteinas
podria estar implicada en la reduccién, tanto de la producciéon como del efecto, de la
piocianina u otras substancias de efecto anti-estafilocécico que son secretadas por P.
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aeruginosa, durante el crecimiento o formacién de biofilm mixto cultivado con este
medio.

Otro aspecto a considerar, y que podria haber influido en la coexistencia entre los dos
microorganismos, cuando fueron crecidos en ASM, es que el sistema QS-pgs de P.
aeruginosa, generalmente inducido en la presencia de Gram positivos (258), tuviera su
expresion disminuida bajo estas condiciones de cultivo. En nuestro estudio se evalud
Unicamente la expresion de uno de los genes pertenecientes al sistema QS-pgs, el gen
pgsL que es el responsable de la sintesis de HQNO. Sin embargo, P. aeruginosa produce
una amplia variedad de moléculas que inhiben a S. aureus en condiciones de cultivo in
vitro, donde la mayoria de ellas (piocianina, elastasa, raminolipidos, HQNO y otras) son
reguladas por este sistema (166). El nUmero de moléculas y las cantidades producidas
varian entre las diferentes cepas y condiciones de crecimiento (plancténico vs. Biofilm,
presencia de antibidticos, entre otros) (164). Por lo tanto, la presencia del medio ASM
podria haber influido en la actividad del sistema QS-pgs, disminuyendo como
consecuencia la produccion de algunos de estos factores de virulencia que afectarian la
viabilidad de S. aureus.

No obstante, puede que la expresién del gen pgsL y su consecuente produccién de
HQNO sean también ventajosas para S. aureus en algunos casos. Se ha demostrado que
la presencia de HQNO, ademas de inducir la formacién de SCV, un fenotipo resistente a
condiciones ambientales adversas, actua también disminuyendo la susceptibilidad de S.
aureus a los antimicrobianos dirigidos a la pared celular y a la sintesis de proteinas (255,
273). De esta manera, la activacion del sistema QS-pgs de P. aeruginosa en presencia de
S. aureus acabaria proporcionandole proteccidn a ciertas clases de antibidticos. Este
aspecto se propone evaluar en futuros experimentos y daria pistas sobre el manejo de
los tratamientos antimicrobianos en infecciones mixtas.

Por otro lado, la presencia de un medio de cultivo viscoso como el ASM, restringe la
migracion celular de P. aeruginosa, lo que influye directamente en la microbiogeografia
de estas poblaciones durante las interacciones polimicrobianas (260). P. aeruginosa
aumenta la produccién de moléculas con efecto anti-estafilocécico cuando detecta
fragmentos de la pared celular de S. aureus, lo que sugiere que cuando estas especies se
encuentran muy cerca, P. aeruginosa podria eliminar a S. aureus. De este modo, la
viscosidad del medio podria estar favoreciendo la organizacion espacial adoptada por
estas dos especies, lo que permite la co-existencia entre ambas en biofilm mixto
formado bajo esta condicién de cultivo.

El conjunto de resultados obtenidos en este trabajo demuestra la importancia de la
diversidad genética de los aislados que forman parte del mismo nicho ecoldgico en las
relaciones interespecies. Ademas, destaca que esta diversidad microbiana a la vez que
aumenta la complejidad del trabajo, dificulta la comparacion y correlacion con otros
estudios publicados, que utilizan en su mayoria cepas bacterianas de referencia o
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aislados clinicos provenientes de pacientes, cuyo contexto clinico es diferente de las ITRI
aguda. Por lo tanto, este trabajo en cuanto al campo de las ciencias biomédicas aporta
nuevos conocimientos respecto a los fenotipos de virulencia exhibidos por estos dos
microorganismos, en el contexto de las interacciones microbianas en pacientes con ITRI
aguda.

Sin embargo, se requiere de una investigacién adicional mds amplia para dilucidar con
mayor precision los mecanismos bacterianos que favorecen la coexistencia entre estos
co-aislados clinicos, y que contrarresta el antagonismo de P. aeruginosa, en la presencia
del medio de cultivo ASM.

En cuanto al impacto en la evolucién clinicaclinica, la co-existencia y las interacciones
entre S. aureus y P. aeruginosa en el microbioma respiratorio de pacientes con ITRI
aguda podria resultar en un aumento de la virulencia de una o ambas especies (262).
Esto a su vez podria influir tanto en el curso de la infeccidn como en la respuesta a la
terapia (164). Recientemente se ha demostrado que la susceptibilidad a los antibidticos
es compleja, y que no depende unicamente de las caracteristicas fenotipicas y
genotipicas del patégeno, sino que también de las interacciones de este con otros
microorganismos en el entorno de la infeccion (274).

Por lo tanto, si consideramos la penetracion limitada de algunos antimicrobianos en el
parénquima pulmonar (217), junto con la capacidad de estos patdgenos de residir
intracelularmente en las células del hospedador (88, 95) y de formar biofilm, el co-
aislamiento de estos microorganismos en muestra respiratoria, en determinados grupos
de pacientes, podria tener una importancia clinica relevante.
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1. El aislamiento persistente de S. aureus en el tracto respiratorio inferior, es
frecuente en pacientes sometidos a ventilacion mecanica (VM) a pesar de la
administraciéon de un tratamiento antibidtico ajustado al antibiograma. Sin
embargo, no se correlaciona con una evolucién clinica desfavorable.

2. El aislamiento persistente es mas frecuente en los casos de MRSA, aunque
también se observa en aislados de MSSA. Por lo tanto, otros factores ademas del
perfil de resistencia a la meticilina estarian implicados en la persistencia de S.
aureus en el tracto respiratorio.

3. En cuanto a las caracteristicas genotipicas analizadas de los aislados no se
observan diferencias significativas respecto a los grupos de estudio y la evolucién
clinica, aunque la presencia de algunos genes relacionados con la adhesién se
asocia con la persistencia, la duracion de la estancia en UCl y los dias de VM.

4. El sistema Agr es funcional en un alto porcentaje de los aislados de S. aureus
obtenidos de muestra respiratoria de pacientes con infeccidon aguda del tracto
respiratorio inferior.

5. La actividad del sistema Agr, regulador de la virulencia, no se correlaciona con la
evolucidn clinica de pacientes con ITRI aguda, ni con la persistencia en el tracto
respiratorio.

6. La capacidad de formacién de biofilm se correlaciona con la funcionalidad del
sistema Agr en los aislados obtenidos de muestra respiratoria de pacientes con
ITRI, lo que sugiere una posible implicacidon de este sistema en la adaptacion del
microorganismo a este nicho ecoldgico.

7. Las cepas clinicas de S. aureus y P. aeruginosa co-aisladas de pacientes con ITRI
aguda presentan una relacién antagonica in vitro, de forma similar a lo que
ocurre en determinadas enfermedades respiratorias crénicas. P. aeruginosa, en
condiciones de cultivo mixto con medios estandar de laboratorio produce una
amplia variedad de moléculas que influyen sobre el crecimiento y la capacidad
de formacidn de biofilm de S. aureus.

8. El uso de un medio de cultivo que simula la mucosidad del tracto respiratorio
promueve la coexistencia de S. aureus y P. aeruginosa, en cultivos plancténicos,
asi como en estructuras complejas como el biofilm bacteriano. En condiciones de
cultivo mixto en el medio que simula el mucus respiratorio, se observa una
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alteracion de la actividad de los sistemas de quorum sensing de S. aureus (Agr) y
P. aeruginosa (PQS) respecto a las condiciones de cultivo simple.

La utilizacion de este tipo de medio y la metodologia de los ensayos de
interaccidon permiten reproducir in vitro la condicién de co-aislamiento entre
microorganismos que se observa a menudo en el contexto de las infecciones de
naturaleza polimicrobiana del tracto respiratorio.

Este trabajo resalta la importancia de investigar las interacciones microbianas en el
tracto respiratorio inferior: 1. En el contexto clinico, donde la interferencia de una
especie sobre la otra puede aumentar el desarrollo de fenotipos de virulencia,
alterar el curso de la enfermedad y la respuesta a la terapia antimicrobiana y 2. En
el contexto de la homeostasis del microbioma pulmonar, visto que las relaciones
interespecies pueden comprometer también la estructura poblacional de las

comunidades bacterianas que promueven la salud del hospedador.




Anexos

ANEXOS

Anexo 1. Hoja de recogida de datos clinico-epidemioldgicos

DATOS DE PACIENTES SOMETIDOS A VENTILACION MECANICA Y AISLAMIENTO DE
S. aureus EN MUESTRAS DE ASPIRADO TRAQUEAL

1. Apellidos, Nombres: Edad:

2. NHC:
3.Fechadeingreso_ / /

4. Sexo: 1) hombre 2) mujer

5. Enfermedades subyacentes: 0) no; 1) diabetes; 2) enfermedad respiratoria crdnica; 4)

neoplasia; 5) insuficiencia renal crénica; 6) hepatopatia; 7) inmunosupresion (especificar)

6. Grupo de ingreso en UCI: 1) Traumatico; 2) Médico; 3) Quirurgico

7. Gravedad al ingreso: APACHE y Glasgow

8. Afectacion del Sistema Nervioso Central (SCN): 1) si; 2) no

9. Tipo de afectacidon SNC: 1) TCE; 2) Ictus isquémico; 3) Ictus hemorragico; 4) Otros

10.
11.

12

13.

14

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

Colonizacion faringea al ingreso: S. aureus sensible, SARM, Flora comensal

Sospecha de infeccion:

. Dias de ventilacién mecanica: n2 dias (en el momento de recogida de las muestras)

Muestras: 1) Aspirado traqueal; 2) Suero/plasma

. Valor CPIS (Clinical Pulmonary Infection Score):

Microorganismo/s aislado/s: (identificacidn y antibiograma/ Microbiologia)
Grupo de estudio asignado: 1) colonizacidn; 2) traqueobronquitis; 3) neumonia
Tratamiento previo a obtencidon de la muestra: si/no, antibidtico:

Tratamiento post-obtencidn muestra: si/no, antibidtico:

Inicio del tratamiento: 1) empirico; 2) post-informacién microbioldgica
Persistencia del aislamiento en la muestra respiratoria post-tratamiento: si/no
Dias de persistencia del aislamiento post-tratamiento: n2 dias

Evolucidn: 1) curacién; 2) complicacion respiratoria (insuficiencia respiratoria/

bacteriemia); 3) complicacion no respiratoria (ej. bacteriemia de otro origen)

23.

Exitus: si/no; 1) relacionado con la infeccion respiratoria; 2) no relacionado
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Anexo 2. Medios de cultivo microbiolégico

Medio LB (Luria Bertani)

Para preparar el medio LB liquido, se disolvié en 1 L de agua destilada 10 g de triptona,
5g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se dispensé en botellas de 100 mL y se
esterilizé en autoclave durante 15 min a 121°C. Las botellas se almacenaron a
temperatura ambiente.

Para preparar el medio LB agar se afadid 17 g de agar a 1 L de medio LB liquido, se
esterilizé con las condiciones descritas anteriormente y se dispensé en placas de petri
hasta que se solidificaron. Las placas se almacenaron a 4°C.

Medio caldo triptico de soja (TSB, del inglés Tryptic Soy Broth)

Para preparar el medio TSB, se disolvié 30 g de TSB (Difco™) en 1 L de agua destilada, se
dispensé en botellas de 100 mL y se esterilizé en autoclave durante 15 min a 121°C. Las
botellas se almacenaron a temperatura ambiente.

Para preparar el medio TSB agar (TSA) se anadié 17 g de agar a 1 L de medio TSB, se
esterilizd con las condiciones descritas anteriormente y se dispensd en placas de petri
hasta que se solidificaron. Las placas se almacenaron a 4°C.

Medio TSB 0.5X glucosa 1%

Medio de cultivo recomendado para la formaciéon de biofilm de S. aureus (275). Se
disolvié 15g TSB (Difco™) y 10 g de glucosa en 1 L de agua destilada. Se dispensé en
botellas de 100 mL y se esterilizd en autoclave durante 15 min a 121°C. Las botellas se
almacenaron a temperatura ambiente.

Artificial sputum medium* (ASM*)

Se trata de un medio de cultivo formulado para simular el esputo de pacientes con
fibrosis quistica (270). Los componentes para preparar el medio ASM* son: mucina
(Sigma-Aldrich) 0,5% (p/v), DNA de esperma de salmén (Sigma-Aldrich) 0,4% (p/v), NaCl
0,5% (p/v), KCl 0,2% (p/v), casaminoacidos (Difco ™) 0,5% (p/v), emulsién de yema de
huevo (Egg Yolk Emulsion, Oxoid) 0,25% (v / v) y acido dietileno triamina penta acético
(DTPA) (Sigma) 0,0005% (p/v).

Se disolvid por separado y en agitacion la mucina y el DNA de esperma de salmdn a 50°C
y durante varias horas hasta obtener una solucion homogénea. Como tampédn se
disolvieron las sales NaCl y KCl, y luego se ajusto el pH a 7. Para el DTPA se prepard una
solucidn stock estéril a 1 mg/mL en NaOH 1 M. Cada uno de los componentes se afiadid
en agua estéril con agitacion vigorosa en el siguiente orden. Se prepard con agitacidon
una mezcla homogénea entre el DNA, la mucina, las sales y el DTPA y se volvio a ajustar
el pH a 7. Se esterilizd en autoclave durante 13 min a 115°C, y se dejé enfriar hasta
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50°C. En condiciones estériles se afiadid posteriormente la mezcla de casaminoacidos y
la emulsién de yema de huevo. El medio se almacend a 4°C.

Medio BM2

El medio BM2 modificado (276) contiene 62 mM KH2POs4, 2 mM de MgSQas, 10 uM de
FeS0a4, 0,4 % de glucosa (p/v) y 0,5 % de casaaminoacidos (p/v) (Difco™). Se prepararon
diferentes soluciones stock para cada uno de los componentes a mayor concentracién y
se esterilizd en autoclave por separado durante 15 min a 121°C. La solucién stock de
KH.PO4 fue ajustadapreviamente a pH 7. Las cantidades apropiadas de cada solucidn
stock fueron mezcladas con agua destilada estéril al volumen final deseado. Para
preparar BM2 agar se afiadio el agar noble (Difco™) al 0,5 % o al 2 % (p/v) al volumen
final deseado de agua destilada y se esterilizé durante 15 min a 121°C. En condiciones
estériles se anadid posteriormente a esta mezcla las cantidades apropiadas de cada
solucion stock, y se dispenso en placas de petri hasta que se solidificaron.

Medio AB suplementado con glucosa

Se trata de un medio minimo de crecimiento para el cultivo bacteriano (277). Para
preparar 1L de medio se prepararon las soluciones A y B por separado. Para la solucidn
A se disolvié 2 g de (NH4)2SO4, 6 g de Na;HPO4, 3 g de KH2PO4, 3 g de NaCl y 0.4 g de
glucosa en 200 mL de agua destilada, y se esterilizd en autoclave durante 13 min a
115°C. Para la solucién B se afiadié a 797 mL de agua estéril, 1 mL de CaCl,a 0,1 M, 1 mL
de MgCl,a 1,0 My 1 mL de FeClza 0,003 M. Posteriormente se afiadieron los 200 mL de
la solucién A en los 800 mL de la solucién B. El medio se almacend a temperatura
ambiente.

Medio FAB

Este medio tiene la misma composicidn del medio AB, pero en vez de usar el FeClzcomo
fuente de hierro, se utiliz6 Fe-EDTA (278). Para la preparacién de 1L de medio FAB se
utiliza Fe-EDTA a 0,01 mM.

Medio agar sangre

Este medio esta constituido por agar Columbia, un medio altamente nutritivo que se usa
como base para la preparacién de diversos medios de cultivo, suplementado con 5% de
sangre de oveja. (Ref. 43041; Biomerieux, Francia).
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Anexo 3. Optimizacidn de las condiciones de cultivo

= Medio FAB
E3 TSB suplementado con glucosa 0,4%
TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%

ASM
20
15
10
5
05T
0,4

Formacion relativa de biofilm
(DOs50nm/DOg0onm)

RNéQll

Formacion relativa de biofilm por las cepas de referencia S. aureus RN6911 y P. aeruginosa PAO1. Las
condiciones de cultivo son: FAB: medio AB suplementado con hierro; TSB suplementado con glucosa 0,4%;
TSB 0,5X suplementado con glucosa 1% y ASM. Las barras representan la formacion de biofilm relativo
(DO550nm CV/DO600nm cultivo) en las placas de microdilucion y las lineas de error la desviacion
estandar de dos réplicas bioldgicas con 12 réplicas técnicas por condicion.

TSB 0,5X suplementado con glucosa 1%
ASM+TSB 0.5X suplementado con glucosa 1% (1:1)

Y
Y

Formacion relativa de biofilm
(DOSSOnm/Doﬁoonm)

AN Y
A Y

AN
AN
ATty
AT
AN

Newman A
RN4220 -
RN6911 -
RN6390 -+

V8
F-182 -
Seatle 1945 -
BA-1556 -

Formacion relativa de biofilm por las cepas de referencia S. aureus. Las condiciones de cultivo son: TSB
0,5X suplementado con glucosa 1% y una mezcla 1:1 de medio ASM y TSB 0,5X suplementado con glucosa
1%. Las barras representan la formacion de biofilm relativo (DO550nm CV/DO600nm cultivo) en las placas
de microdilucion y las lineas de error la desviacidon estandar de dos réplicas biolégicas con 12 réplicas
técnicas por condicion.
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Anexo 4. 26" European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Identifying genetic determinants of persistent Staphylococcus aureus during bacteremia and lower respiratory tract infections

Alacoma 1, .Wu 6, S. Mon 05 1, M.Gomes-Fernandes 1,2, R.Ehricht
ans Trias i P Fundacié Institut d'Investigaci6 ¢ hncies de |a Salut Gerr Trias |
ucation of Brazil, hia. 3. Institu! Medical M ogy and Hygiene, Techn 0 , Ores 4. Alere nologles G ena, Germany.
f Medicine, Experimen C division, University ) J C i, lcome Trust Centre for Human Genetics,
University of (
Tibls 3 ONMBSOR: ol D07 Eoip S SN
To identify genetic determinants or patterns from Stephylococcus oureus that may be related to its persistence resistance pattern according to the phenotype of interest
in blood of patients with bacteraemia and in tracheal aspirates of patients undergoing mechanical ventilation for respiratory strains,
despite a treatment adjusted to susceptibility test results. m
Colontaton{ 20 14 (325) 20016)
Study populations. Two cohorts were analyzed: patients with S.oureus bacteraemia and patients admitted at Tracheobronchitls (na32) 18(41.9) 14(%.8)
ICU and under mechanical ventilation with diagnosis of bronchial colonization, tracheobronchitis and Aspiration preurmania (n=1) 1(23) -
pneumonia from whom S. oureus was isolated in endotracheal aspirate sample (ETA). Clinical and Preumonia (o 22) 10(233) 12(31.6)
epidemiological variables were recorded for all patients. Persistence was considered in cases of repeated Yotal (n= 81) 43 (53) 38 (a7 Figure 2. Manhattan plot for the respiratory strains. In
isolation from blood cultures or ETA, respectively, after 72 h of therapy adjusted to susceptibility test results. _— the X axis are represented individually all the genes in
Based on the recovery of S.aureus after 72h, both cohorts were split in “persistently” and “transiently” MBSA (ne14) 6429 8573 arbitrary order, and In the Y axis the negative log base
infected subgroups. 10 p-value. Cut off point at 5% after Bonferroni
MSSA (n67) 37(55.2) 30(44.3)

correction is 3.210.

Strain’s phenotypical and genotypical characterization. Clinical
strains (one strain/patient) were phenotypically characterized by
conventional identification methods. Strains were frozen and,
subsequently, genotypically characterized with a commercial DNA
microarray (S. oureus Genotyping, Alere Technelogies, Germany).
DNA microarray data include the clonal complex affiliation, and
detects among others, the presence of specific resistance and
virulence genes and their allelic variants (Figure 1). Presence of a

+ Atotal of 86 bacteraemia strains were included, and 9 were considered "persistent” and 77 were considered
“transient” (Table 2).

+ The gene ermC showed a substantially stronger association with persistent bacteremia than other genes,
whether or not the analysis accounts for population structure (Figure 3). However, this potential association
has to be cautiously interpreted,

specific gene can be categorized as positive, negative or ambiguous. ; Table 2. Distribution of bacteremia strains according to the phenotype
Figure 1. Genotypical characterization ofinterest and cloxacillin resistance
means of DNA microary;
" Gk Bt e P A Wl 728 | Mgl B e T2
Genome wide association studies. Genome-wide assodation tests were performed using a recently described Bacteremia (n= B6) 9(104) 77 (89.6)

statistical tool for mapping the genes that influence bacterial phenotypes of interest _
(http://www.danielwilson.me.uk/virulogenomics.html). The Bonferroni method was used to correct for

multiple testing. Manhattan plots were used to summarize the results representing each individual gene and ) CL )
its association to the phenotype of interest (persistence). The bacterial population structure was taken into MSSA (ne64) 5178 $91922) Figure 3. Manhattan plot for the bacteremia strains
account when testing for an association between the phenotype of interest and the genetic variants selected. Cut off point at 5% after Bonferroni correction is 3.215

RESULTS = Overall results show that no significant association was found for any gene in the two study populations
regarding persistence confirming cur previous results obtained by conventional univariate and multivariate
Atotal of 81 respiratory strains were analyzed and all DNA microarray results were valid . statistical analyses

* There were 43 cases classified as "transient” and 38 as "persistent”™. CONCLUSIONS

* Table 1 shows the distribution of cases according to the study group considered and according to cloxacillin
resistance. There were no statistical differences between the phenotype of interest and the study group
considered nor the cloxacillin resistance pattern.

* Genome wide association studies are useful to analyse complex databases combined with multiplex
genotyping, e.g., microarrays or next generation sequencing.

* No significant correlations were found between bacterial genetic variants and persistence of S.oureus

* Manhattan plots (Figure 2) show that no genes appear to be strongly associated with persistent isolation, suggesting that alternative factors such as host factors might be related. Another aspect to be considered is the
even after correcting for population structure . role of bacterial gene expression regulation, protein translation and transport.

Project funded by Sociedad Espafiola de Cirugia Tordcica (SEPAR) POSE/2011 and ISCIN F15 P113/01418; Pr: Cristing Prat (crisprat2010@gmall com )
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Anexo 5. 492 Congreso Sociedad Espafiola de Neumologia y Cirugia Tordacica
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10-13 de junio
2016
Combinacién de datos clinico-epidemiolégicos y datos genéticos del microorganismo en pacientes
sometidos a ventilacion mecanica: utilidad de un método exploratorio de datos
A.lacoma 4, M.Gomes-Fernandes 45, E.Mesalles 2, F.Arméstar 2, R.Villar *4, |.Casas 3, S.Molinos 4, M.Giménez 4, N.Pagan !, C.Prat 14.

1. Servei de Microbiologia. Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Fundacié Institut d'Investigacié en Ciéncies de |la Salut Germans Trias i
Pujol. Universitat Autdnoma de Barcelona. 2. Servicio de Medicina Intensiva. Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Universitat Autdnoma de
Barcelona. 3. Servicio de Medicina Preventiva. Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Universitat Autdonoma de Barcelona. 4. CIBER
Enfermedades Respiratorias. 5. CAPES Foundation, Ministry of Education of Brazil, Brasilia.

Objetivos: 1). Evaluar un andlisis exploratorio de datos en una cohorte de pacientes sometidos a ventilacion mecanica con aislamiento
de Staphylococcus aureus en muestra respiratoria y 2). Realizar un andlisis exhaustivo que permita identificar asociaciones relevantes
entre todas las variables recogidas, asi como en funcion de los diferentes grupos de estudio.

Material y Métodos: Previo acuerdo de confidencialidad se combinaron en un unico fichero, los datos clinico-epidemiolégicos

provenientes de una base de datos SPSS con los datos genéticos del microorganismo que estaban en formato excel. Estos dltimos se

obtuvieron a partir de un microarray de DNA que detecta la presenciafausencia de distintos genes codificantes para factores de
virulencia. Los datos se combinaron, analizaron y exploraron automaticamente mediante el software *AutoDiscovery® (Butler Scientifics

S.L., www.butlerscientifics.com), con el objetivo de conocer qué factores del paciente y qué genes del microorganismo caracterizan mejor

a la cohorte de pacientes en funcion del grupo de estudio, la persistencia en el aislamiento pese a recibir tratamiento ajustado a

antibiograma (>72h) y el desarrollo de complicaciones respiratorias, incluyendo la mortalidad. Los grupos de estudio fusron: pacientes

oon colonizacion bronquial, traqueobronquitis, y neumonia. También se incluyo un grupo de portadores nasales ingresados en UCI en el
mismo periodo como grupo control. El andlisis estadistico se hizo con el software SPSS v15.

Resultados:

« EI EDA permite explorar diferentes y mdltiples comparaciones entre las
distintas variables de estudio, ordendandolas segln la relevancia y su
presenciafausencia en los diferentes grupos de estudio (Figura 1).

«Algunas de las asociaciones resultantes confirmaron correlaciones
previamente obtenidas en el andlisis estadistico univarante vy
multivariante realizado con métodos estadisticos contrastados. En la
Figura 2 se muestra un gjemplo de resultado confirmado con el método
EDA, que muestra que la persistencia en el aislamiento pese a ser mas
frecuente en aquellos casos con aislamiento de S.aureus meticilin
resistente (MRSA), también se observa en cepas sensibles (MSSA).

+Por ofro lado también pemite generar y extraer relaciones no
hipotetizadas en un primer momento seleccionando las variables de
interés (Figura 3). En caso de que exista alguna relacion, esta debe
confirmarse posteriormente.
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Figura 2. Distribucion de las cepas (MRSA y MSSA) en funcién Fligurals. Dias de persistencia enlfuncién de silhubo
de si se aislaron en casos persistentes o no persistentes aislamiento posterior de F.aeruginosa al considerar
{p=0.039). los tres grupos de estudio (p= 0.0086).
A

Figura 4. A. Representacion de las relaciones existentes entre las sondas incluidas en el array de DNA y el conjunto de
variables clinicas. B. Relaciones existentes entre el gen hib (perteneciente al grupo de hemolisinas) y las variables
clinicas. C. Relaciones existentes entre los genes sak y chp (hlb converting phages) y las variables clinicas.

+ Se analizaron en detalle las relaciones mas relevantes entre el gen hib y las variables clinicas (Figura 4). Se detectaron mas dias de
ventilacion mecanica, mayor estancia en UCI y mas dias transcurridos desde el inicio de la intubacion hasta el primer aislamiento en
el grupo de pacientes con neumonia. En todos los casos, el aumento de dias se correspondié con la presencia del gen.

+ Por otro lado, se analizaron las relaciones existentes con los genes pertenecientes al grupo hb converting bacteriophages,
destacando el gen chp y sak. La presencia del gen chp se asocié a una mayor estancia en UCI, aunque solamente en el grupo de
pacientes portadores. En cambio, la presencia del gen sak se relacioné a una mayor estancia en UCI en el grupo de pacientes con
traqueobronquitis.

Conclusiones: El software AutoDiscovery es una herramienta (til para extraer, de forma eficiente, relaciones entre bases de datos
complejas con un nimero de variables amplio que puedan ser confirmadas posteriormente y que mejoran las conclusiones e impacto

del trabajo. Las herramientas de andlisis exploratorio de datos facilitan la identificacion de patrones y correlaciones inesperadas.
-
o o . . . Este trabajo ha sido financiado por el proyecto FIS P113/01418,
ﬁgnm"szlﬂns Trias i Pujol Endacis Inatiut dUatigace Ministério integrado en el plan Nacional de I+D+| y cofinanciado por el

Germans Tri § Puiol = W B 18CII-Subdireccion General de Evaluacion y el Fondo Europeo
c!%‘ 5 cres Universitat de Desarrollo Regional (FEDER). SEPAR 054/2011.
/ - Antdénoma IP: Cristina Prat (crisprat2010@gmail.com}
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Anexo 6. 27"European Respiratory Society International Congress

Detection of alpha-hemolysin in Staphylococcus aureus derived respiratory strains: correlation with microbiological and clinical variables

JJol. Institut d'Inve

Foundation, Ministry

OBIJECTIVES RESULTS
1. To detect Hla production in S.cureus strains isolated from lower respiratory tract. + Atotal of 108 cases were analyzed and male represented 64.8%. Mean age and APACHE-Il were
2. To analyze if Hla correlates with microbiological and clinical variables. 59.1(SD 16.6) and 18.5 (SD8.5), respectively.

There were 87 methicillin susceptible (MSSA) and 21 methicillin resistant S.cureus (MRSA). Among
MATERIAL AND METHODS the 87 cases MSSA, clonal complexes (CC) more frequent were CC30 (18.4%) and CCS (17.2%), while
for MRSA cases it was CC5-MRSA-IV Pediatric cione (38.1%).

Study population. Patients admitted to ICU (2 years period) and from whom S.cureus was isolated in
All strains were positive for Ale gene. Hla WB was performed twice for each strain, and was

tracheal aspirate were selected. A control group of S.cureus nasal carriers admitted at ICU was also

included. Epidemiological, radiological, clinical and microbiological data were recorded. Clinical detected in 62 isolates (57.4%). Regarding accesory gene regulator functionality, most of the

outcome assessment included days of mechanical ventilation, length of ICU stay, development of isolates VLT positive were Hla producer (p=0.057).

respiratory complications (respiratory failure, atelectasia, empyema, pleural effusion, pneumotorax, « The distribution of Hla WB results according to the study group almost reached statistical

reinfection and shock) and mortality related to the infection process. significance (p=0.079), with the highest percentage of Hla producer strains in pneumonia group
(Table 1).

Lower respiratory tract infection. Patients were clustered into pneumonia, tracheobronchitis or
bronchial colonization according to Clinical Pulmonary Infection Score (CPIS). Pneumonia (CPIS 2 6). a
was considered ventilator associated (VAP) when its onset occurred after 248 hours of MV. Ventilator ALAEROON

associated Tracheobronchitis (VAT) was defined using the following criteria: fever (>382C) with no Nasal Carriage (%) | Colonization (%) TOTAL

other recognizable cause, purulent secretion, positive culture of respiratory specimen at significant

threshold, and no radiographical signs of new pneumonia (CP1S<6). Bronchial colonization was defined 2eiets] EEIEERY, 228 piz2) da e
as S.eureus isolation but absence of the aforementioned clinical, microbiological and radiological 10(38.5) 19(63.3) 18 (56.3) 15(75) 62(57.4)
features. Data regarding antimicrobial therapy before and after culture result, adequacy of antibiotic ~

treatment adjusted to susceptibility testing were recorded. Selecting only those patients receiving 26 79 2 2 103

adjusted antibiotic treatment after culture result, persistent isolation in respiratory sample was
considered when it lasted more than 72 hours.

There were 18 cases that developed respiratory complication and/or mortality related: 13
corresponded to patients with pneumonia (72.2%), 4 patients were classified as tracheobronchitis
Strain’s phenotypical and genotypical characterization. Clinical strains (one strain/patient) were (22.2%) and the last one as bronchial colonized (5.6%) (p<0.001).

phenotypically characterized by conventional identification methods. Isolates were genotypically
characterized with a commercial DNA array (S. cureus Genotyping, Alere Technologies, Germany). The
activity of the accessory gene regulator (agr) operon was detected by a vesicle lysis test (VLT) (PLoS
One. 2014 Jan 30;9(1):e8727). Alpha-toxin production was detected by western-blot (WB), and result
was considered positive/ negative (Figure 1).

s

Considering these 18 cases with unfavourable outcome, alpha-toxin was detected in 14 of them
(77.8%); whereas for the remaining 90 cases, the percentages of Hla producer (53.3%) and Hla non-
producer strains (46.7%) were similar (p=0.098).

There was no correlation between ICU length of stay (p=0.384) and days of mechanical ventilation
(p=0.784) according to Hla production.

Persistent isolation of S.cureus in respiratory sample despite adjusted antimicrobial therapy was

O . Centrfugation s ::‘i‘;;’uz";:‘:"‘(’l‘;gg:':‘;;,;i']“"”""""‘d observed in 40 cases (13 bronchial colonized, 15 tracheobronchitis and 12 pneumonia). No
{18600mm, 10} gt washes (x3) correlation was found between Hla production and persistence (p=0.546).
ofn Triptic soja Urea {8M) and NaOH (1M} 1o dissalvi tha pallet
broth (5mi)
bt CONCLUSIONS
Alpha-toxin can be detec in S.oureus clinical strains isolated from the lower respiratory tract.
e
. ! e ) .. 2. The presence of alpha-hemolysin correlate with unfavourable outcome, which is more frequent in
askoe— [ . - ] patients with pneumonia.
Anti o-touin 1Siga S7531) " o Presence of Hla did not correlate with persistent isolation in the lower respiratory tract.

Figure 1. Alpha toxin detection protocol. (M: molecular weight ladder, C+: Positive contrdl,
corresponds to USA300 isolate, a S.owveus strain that produces high amounts of alphatexin) Project funded by Sociedad Espaniola de Cirugia Toraca (SEPAR) P054/2011 and ISCIII FIS PI13/01418; Bl: Cristins Prat (crisprat2010@gmail.com )
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Anexo 7. 28 European Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases

Cross-interferences in quorum sensing-related phenotypes between Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa co-isolated from lower respiratory tract samples

[ T : . . . L . Theres N
wee  J1DD Meissiner Gomes-Fernandes'234, Marta Calvet® , Xavier Coves®# , Pol Huedo?®, Alicia Lacoma' , Isidre Gibert3# Cristina Prat'4 and Daniel Yero3# ey @ T
ke y \'y P
4 Eduorg Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Institutd'Investigaci6 Germans Trias i Pujol. CIBER i 2. CAPES ion. Ministry of Ed f Brazil, Brasflia. 3. Institutde Bi ide 4.4 de Genéticai de Microbiologia. Universitat Autonoma de Barcelona U"B i 1= vy
Germans Trias | Pujol
Universitat Autbooma de Barveiona _ Hogpta
INTRODUCTION
aureus and F i are common pathogens in lower respiratory tract infections (LRTI). Both pathogens utilize different quorum sensing (QS) communication systems to coordinate the expression of virulence factors, including those involved in biofilm formation (1). Biofilm formation has been associated with a poor
clinical evolution for infections caused by both pathogens. In this work, we analyzed the cross-i tween co-isolated S. aureus and P. aeruginosa clinical strains with regard to both biofilm development in vitro and the activity of the main QS system in each species.
RESULTS

METHODS

S. aureus and P. aeruginosa clinical strains were isolated simultaneously (co-isolated) from five
patients admitted to ICU in a tertiary university hospital with suspicion of LRTI. Three of them
were diagnosed with tracheobronchitis, while the other two patients were considered as bronchial
colonized. All S. aureus were methicillin susceptible and none of the P. aeruginosa clinical strains
were multi drug resistant. Pt and genotypic char istics of the co-isolated strains are
show in table 1.

Table 1. Characteristics of co-isolated clinical strains.

S. aureus (SAR) P. aeuruginosa (PAR)
D agrQs agr Clonal *Biofilm *Pigment *AHL® ‘Protease  “Biofilm
functionality * allele® Complex * Formation © | Production © Production ©  Formation®
1047 Negative [[] CC30 +++ e + " ++
7244 Negalive 1] cc30 P -+ ++ v 4+
2748 Posilive I [eloxil} + + ++ " +
7115 Negalive i cc121 + ++ et 2 *
5091 Positive ] [e(e2] ++ ++ ++ ++ +

* agrQS functionality cetermined through CAMP assay and qRT-PCR; © Strains were genotypically analysed with a DNA
microarray based assay (S. aureus genotyping, Alera Technologies) © Biofilm quantification was determined through crystal violet
staining In microtiter plates: # Pyocyani and pyoverdin were visually Inspected on King's medium agar plate; <AHLS quantification
was determined trough p-galactosicase-based bioassay: ' Proteasa activity was estimated in Egg Yotk agar plates: * +, low: ++,
medium, +++, high

To evaluate the effect of the exoproducts from one species on the QS system and QS-related
phenotypes of the other species of the same co-isolated pair, filtered supernatant were used
(Figure 1).
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S, aureu: k) ftored
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Fitersd Biofiim assay and

Exprossior af agr-GS system of the

> coisciated 5. surens tlinical stain

clinical strain

Figure 1. Cross-interference in vitro assay methodology.

Biofilm formation was determined using a polystyrene microtiter plate based assay (2). A mucus-
like medium (ASM) (3) and the tryptic soy broth (TSB) supplemen(ed with 1% glucose (4) were
used to perform the assays. AHLs (acyl qL fication was performed by
determining B-galactosidase activity using a biosensor strain (5). Expression of agr-QS system
was determined using CAMP assay and gRT-PCR of RNAIII (6).

References:
1. Hotterbeckx A et al Front Cell Infect Mizroziol 2017, 7: 108,
2. Mernt JH s ai. Cu Frotoc Microbiol 2005, 1: Unit 1.

3. Sriramulu OO ef al. J Med Micrcbio! 2005, 54: 867-876.

4. Stepanovic S et sl APMIS 2007, ||5\é 551 8.

5. Staindler L st al. FEMS 2007. 268!
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 P. aeruginosa affects S. aureus growth in planktonic co-culture in TSB based-medium. Furthermore, the extracellular factors secreted
by P. aeruginosa decreased biofilm formation by S. aureus corresponding co-isolated pair.

Al Em 0.5 TSB 1tgucose B)  @ED ASK +0.5XTSB 1% glucoss
2D 05K TS8 1 glucoss ¢ Rawraginoss supermant @2 ASH + 05X TB 15 glucoss + Paeruginoss Suparmatant

"
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Figure 2. Bicfim formaticn of $. sureus (SAR) clincal strains grown in 0 5X TS8 14 glucose (A) or in A0 65X TSB 1% glucose (1:1) (B} in absence and presence of the
Giluted 1.10 supernatants of the co-isolated £ aeruginosa strains. *p < 0.05, *'p < 0.01. ***p = 0.001 by Unpaired t test.

< 8. aureus exoproducts do not affect AHL production of the co- isolated P. aeruginosa strains.

3 contol

A B s aureus supematant diuted 1:40

Diametro halo fem}

PARI04T  PAR7Z4  PAR 7146 PARTIIS AR oA

Figuro 4. Quantification of AHL production in P aoruginosa (PAR) clinical strains. (A) Measure of diameter of the blus halo. *p < 0.05 by Unpairad t test, (8) Representative
images of AHL production of the PAR 1047 and PAR 7244 clinkal strains performed In BM2/A. tumefaciens KYC5S!X-Gal agar plates, bot in absence and presence of the 110
diluted supernatants of the cc-isolated S. sureus strains.

The presence of mucus-based medium promotes the co-existence between S. aureus and P. aeruginosa in planktonic co-culture and

mixed biofilm.
A 8l 7244 2745 5091

PE PSP I R ---.-
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Figure 6 Flanktonic growtn exnibited by co-Isolated £ aeniginosa (PAR) and S atreas (SAR] ¢linical Srains In co-culture grown for 24 h in 0.5X TSB 1% giucose (A) and ASM+0.5X
TSB 1% glucose (8) using an inoculum of SAR 10 tmes more than PAR; (C) Representative CLSM images of mixed biofilm formed by Raeruginosa and S. sureus co-isolated clinical
strains in ASM+0.5X TSB 1% glucose. P aenginosa was visualized by staining with SYTOX® Green and the 5. aureqs was visualized by staining with Texas RedB-X-WGA. Scale
bars Spm,

<+ Overall, exposure to S. aureus supernatant does not influence biofilm formation of its co-isolated P.
aeruginosa strail
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Figurs 3. Biofim formation of £ asruginasa cinical srains grown in O.5X TSB 1% glucasa (A) or in ASM+Q.5X TSB 19 glucose (1.1) (3) in the
absence and presence of the diluted 1°10 sUpematants of the co-Isolated 5. aureus srains™p «0.05, p < 0.01, " = 0.001 by Unpalred ttest

“+ P. aeruginosa exoproducts have a slightly influence on agr-QS expression in those co-isolated S. aureus
strains with functional agr.

Ea Control
B8 P seruginosa supermatant diluted 1.100

Normalized Fold Expression

SAR1047 SAR7244 SAR2746 SAR7116 SAR5091

Figure 5. malif gene expression levels in 0.5X TSB 1% gluccse, both in the abssnce and presence of the 1:100 diluted supematants of the co-
izolated £ seruginosa strains. Relative expression normalized to the valus of gyrase & housekesping gene.

CONCLUSIONS

“ P. aeruginosa clinical strains isolated from patients with acute LRTI outcompete S. aureus in standard
laboratory culture conditions, as previously reported with isolates from chronic respiratory diseases.

< P. aeruginosa clinical strains affect the growth and biofilm formation of the co-isolated S. aureus in
standard laboratory culture media. However, the presence of mucus-based medium promotes the co-
existence between both microorganisms, suggesting that this medium could be useful to simulate the
native environments of the respiratory tract.

Project ndec: by Sociedad Espafiols de Crla Tordeioa ISEPAR) POSAZ011 and ISCII FIS FI13i91416; PI: Cristha Pra i
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Persistent isolation of Staphylococcus aureus in mechanically-ventilated patients: impact of

host-pathogen factors on outcome.

Keywords. Staphylococcus aureus, mechanical ventilation, tracheobronchitis, persistence,

bronchial colonization, pneumonia

Dear editor:

Lungs represent the major site of infection in the intensive care unit (ICU) (1). Bacteria
recovered from patients undergoing mechanical ventilation (MV) can be part of the resident
microbiome so its role as causative agents is still an unresolved issue. Colonization may be
persistent even when the clinical symptoms improve (2). Staphylococcus aureus remains a
leading cause, both when metbhicillin susceptible (MSSA) and methicillin-resistant (MRSA).
Colonization at ICU admission is a risk factor for developing pneumonia (3, 4) but clinical
features can range from asymptomatic carriage to severe invasive disease, demonstrating an
adaptation and switch in virulence regulation (5). It is of paramount importance to distinguish
colonization from infection and to adequately prescribe antimicrobials.

This was a retrospective and observational study conducted during 2 years (2012-2013).
Patients on MV admitted at ICU were selected based on the isolation of S.aureus in
endotracheal aspirate (ETA). The objectives were to investigate host and microbial factors
associated with 1) clinical outcome and 2) persistent isolation despite treatment adjusted to
antibiotic susceptibility profile.

ETA and blood cultures were performed when there was clinical suspicion of respiratory tract
infection, not systematically. Nasal swabs were obtained to check MRSA carriage. Study was
performed according to confidentiality criteria and dissociation of patients' identification data.
Data recorded included epidemiological features, presence of comorbidities, Glasgow Coma
Scale (GCS), central nervous system (CNS) involvement and severity of illness at admission

assessed by Acute Physiology and Chronic Health Evaluation (APACHE)-II.
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Patients (all with S.aureus ETA culture) were classified into pneumonia, tracheobronchitis or
bronchial colonization by expert clinicians according to Clinical Pulmonary Infection Score
(CPIS) and radiographic findings (6). Ventilator associated pneumonia was defined by presence
of pulmonary infiltrate and CPIS 6. Ventilator associated tracheobronchitis was defined when
there were fever (>382C) with no other recognizable cause of purulent secretion and no
radiographic signs of new pneumonia. Bronchial colonization was defined in the absence of the
aforementioned clinical and radiological features. Data regarding antimicrobial therapy was
recorded. Isolation in ETA was defined persistent when it lasted >7days despite treatment
adjusted to susceptibility profile.

Adverse clinical outcome was defined as the development of respiratory complications
following definitions from Ferrando et al (7), including empyema and septic shock. When after
initial improvement, there was need for acute changes in ventilator support to enhance
oxygenation, the patient was also considered to have a respiratory complication. Mortality was
also recorded. VAP might lead to prolonged ICU length of stay (LOS) and prolonged MV so
these parameters were also analyzed to define outcome. Clinical strains were phenotypically
characterized by conventional identification and susceptibility testing methods. Antimicrobial
treatment prescribed was recorded, and categorized as B-lactamcs, vancomycin, quinolones
and linezolid.

Pearson's chi-square or Fisher test was applied for categorical variables and student's T test or
ANOVA for numerical variables. Univariate/multivariate analyses were performed. Variables
included in multivariate models were selected according to the univariate analysis results.
Associations were considered statistically significant if p <0.05. Data were analyzed with SPSS

v15 (SPSS Inc,Chicago,IL).

During the study period, the global incidence of VAP was 1.61 cases for 1000 days of stay and

2.34 cases for 1000 days of MV. Of the 3012 ETA samples collected, S.aureus was isolated in
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270 (9%) corresponding to 121 patients classified as: pneumonia(27), tracheobronchitis(45)
and bronchial colonization(49). Patients’ epidemiological and clinical characteristics and
comparisons according to the study group are shown in table 1. Among the 27 patients with
pneumonia diagnosis, chest X-ray results were as follows; 13 cases were unilobar (48.2%), 12
multilobar (44.4%) and 2 had a diffuse pulmonary infiltrate (7.4%). Vascular or traumatic CNS
involvement was frequent (42.1%) (previously described risk factor for S.aureus colonization).
None of the variables allowed a satisfactory distinction between groups.

Initial S.aureus isolation was mixed with another microorganism in 35.5% of cases:
Haemophilus influenzae (16.3%), Pseudomonas aeruginosa (14%) and other Gram negative
bacilli (58.1%). P.aeruginosa was subsequently isolated in 30 patients (24.8%). Twenty-one
patients (17.3%) had a positive blood culture, and in 9 cases, the isolated microorganism was
S.aureus (7.4%).

Respiratory adverse clinical outcome, including mortality related was associated with diagnosis
of pneumonia (p<0.001) and staphylococcal bacteraemia (p=0.022) in univariate analysis, and
only pneumonia in multivariate (p= 0.001; OR: 38.4; 1C95%: 4.606-320.165). Interestingly,
clinical outcome was similar regardless of cloxacillin resistance. No statistical differences were
found when considering ICU LOS, days on MV, age, APACHE-II and GCS.

When considering global mortality, it accounted for 48 patients (39.7%), and 6 cases were
staphylococcal infection related. Mortality was significantly associated with the presence of
comorbidities (p=0.017), positive S.aureus blood culture (p=0.028), previous MRSA carriage
(p=0.025) and consecutive isolation of P.aeruginosa in respiratory sample (p=0.052). Patients
that died were older (p=0.004) and had a higher APACHE index at admission (p< 0.001).
Selecting the 97 patients that received antimicrobial treatment adjusted to susceptibility
profile, persistence at >7days was documented in 39 cases (40.2%), being 27 MSSA and 12
MRSA. Persistence was frequent independently of the antimicrobial used (p=0.036). In the

univariate analysis, persistence correlated with: younger age (p=0.009), higher CPIS (p=0.041),
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ICU LOS (p<0.001) and days on MV (p<0.001), cloxacillin resistance (p=0.016) and consecutive
isolation of P.aeruginosa (p<0.001). In multivariate only age (p=0.003; OR: 0.949; IC 95%:
0.918-0.982) and cloxacillin resistance (p=0.003; OR: 7.891; IC 95%: 1.980-31.454) remained
significant. Correlation to younger age could be associated to differences in antibiotic
pharmacokinetics/pharmacodynamics and inflammatory response. An important aspect is the
absence of differences regarding clinical outcome, suggesting that persistence is more related
to bacterial adaptation (2). Potential reasons for persistence could be a limited antimicrobial
penetration into lung parenchyma, together with the ability of S.aureus to reside intracellularly
within host cells and to produce biofilm (8). The impact of long-term effect of persistent
bacterial isolation remains to be elucidated. Persistent isolation was more frequent in MRSA
cases, as expected since antimicrobial treatments such as glycopeptides have poor penetration
into alveolar tissues and less intrinsic activity than B-lactams (9). Still, MSSA isolates were also
recovered from persistent cases indicating that cloxacillin resistance or type of antimicrobial
are not the only factors intervening in this phenotype. Adequacy of treatment was considered
according to the results of in-vitro susceptibility testing, but antimicrobial characteristics such
as lung penetration, bactericidal/ bacteriostatic/ intracellular activity were not analysed.
S.aureus has a complex set of virulence factors, with defined implications in severity in
community acquired infections but less clear in nosocomial (10). In recent years, preclinical
investigations using monoclonal antibodies against virulence factors have shown promising
results (11). Regulatory systems, such as the accessory gene regulator (agr) control virulence
factors secretion and its dysfunction has been related to persistent bacteremia and higher
mortality. However, we have previously shown that about 80% of isolates from the respiratory
tract had a functional agr with no correlation with unfavourable outcome (12).

In summary, our study suggests that persistent S.aureus isolation despite adjusted antibiotic
treatment is often reported in MV patients, with no correlation with adverse clinical outcome.

Although it is more frequent in MRSA cases, it is also reported for MSSA isolates. Thus,
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in order to optimize antimicrobial treatment, besides considering positive bacterial culture
result it will also be important to identify microbial factors that contribute to virulence in order
to initiate a highly-focused personalized therapy.
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TABLES

Table 1. Patients epidemiological and clinical characteristics; and comparisons according to the

study group considered.

Baseline variables Colonization | Tracheobronchitis | Pneumonia P value
(n=49) (n=45) (n=27)
Age, y [mean (SD)] 59.7 (15.2) 57.9 (18.3) 60 (17.3) 0.833
Male, % 28 (57.1) 32 (71.1) 17 (63) 0.389
Origin
Community-acquired 5(10.4) 6(13.3) 6(22.2)
Nosocomial 43 (89.6) 37 (82.2) 19 (70.4) 0.172
Health-Care related - 2(4.4) 2(7.4)
Presence of any comorbidity 36 (73.5) 33 (73.3) 22 (81.5) 0.713
Diabetes 15 (30.6) 11 (24.4) 7 (25.9) 0.809
Chronic respiratory disease 12 (24.5) 6(13.3) 4 (14.8) 0.352
Neoplasia 8(16.3) 9(20) 6(22.2) 0.835
Hypertension 20 (40.8) 14 (31.1) 7 (25.9) 0.389
Heart failure 7 (14.3) 8(17.8) 2(7.4) 0.500
Renal failure 3(6.1) 2(4.4) - 0.541
Obesity 4(8.2) 1(2.2) - 0.280
Renal transplant/ Immunosupression 2(4.1) - 3(11.1) 0.056
Reason for ICU admission
Medical 33 (67.3) 33(73.3) 19 (70.4)
Trauma 4(8.2) 1(2.2) 5(18.5) 0.274
Scheduled surgery 9(18.4) 9 (20) 3(11.1) ’
Urgent surgery 3(6.1) 2(4.4) 0(0)
APACHE-II [mean (SD)] 19.8 (8.6) 18.1(7.9) 17.7 (6.9) 0.489
GLASGOW [mean (SD)] 9.8 (4.6) 10.2 (4.8) 10.4 (5.0) 0.831
CPIS [mean (SD)] - 3.7 (1.3) 6.8 (1.4) <0.001 *
Vascular or traumatic CNS 19 (38.8) 17 (37.8) 15 (55.6) 0.305
involvement
Ischemia 2(4.1) 1(2.2) 2(7.4) 0.635
Bleeding 7 (14.3) 7 (15.6) 4 (14.8) 1
Head trauma 4(8.2) 2(4.4) 6(22.2) 0.061
Other type of CNS involvement ? 8(16.3) 8(17.8) 4 (14.8) 1
ICU length of stay, d [mean (SD)] 23 (22) 26.4 (24) 27.9 (23.1) 0.628
Ventilation, d [mean (SD)] 24 (22.2) 25.9 (23.7) 27.9(23.2) 0.773
Mechanical ventilation until first 7.3(8.8) 6.7 (7.3) 5.2(9) 0.567
S.aureus isolation, d [mean (SD)]
Persistent positive culture at 7 days 14 (48.3) 14 (34.1) 11 (40.7) 0.489
Global Mortality 21 (42.9) 20 (44.4) 7 (25.9) 0.264
Respiratory complications 1(7.1) 1(7.1) 12 (85.7) <0.001*
Mortality related to the 2(4.1) - 4 (14.8) 0.018*
staphylococcal infection
Positive S.aureus blood culture 3(6.1) 2(4.4) 4 (14.8) 0.324
Previous MRSA carriage 6(12.2) 2(4.4) 3(11.1) 0.360
Cloxacillin resistance 10 (20.4) 7 (15.6) 5(18.5) 0.870
Mixed first S.aureus isolation 18 (36.7) 14 (31.3) 11 (40.7) 0.693
Consecutive P.aeruginosa isolation 8(18.3) 16 (35.6) 6(22.2) 0.092
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ICU: Intensive care unit, CNS: central nervous system, APACHE-II: Acute Physiology and Chronic
Health Evaluation II, CPIS: clinical pulmonary infection score.
2 Includes anoxic coma, brain neoplasia, epilepsy, encephalopathy and convulsions.

* p was considered significant if <0.05.



Check for
updates

ﬁ OPEN ACCESS

Citation: Gomes-Fernandes M, Laabei M, Pagan N,
Hidalgo J, Molinos S, Villar Hernandez R, et al.
(2017) Accessory gene regulator (Agr)
functionality in Staphylococcus aureus derived
from lower respiratory tract infections. PLoS ONE
12(4): e0175552. https://doi.org/10.1371/journal.
pone.0175552

Editor: Jan Kluytmans, Amphia Ziekenhuis,
NETHERLANDS

Received: November 25, 2016
Accepted: March 28, 2017
Published: April 14,2017

Copyright: © 2017 Gomes-Fernandes et al. This is
an open access article distributed under the terms
of the Creative Commons Attribution License,
which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original
author and source are credited.

Data Availability Statement: All relevant data are
within the paper and its Supporting Information
files.

Funding: This work has been funded by the project
P113/01418 which is part of "Plan Nacional de 1+D
+I"and co-funded by ISCIII- Subdireccion General
de Evaluacion and "Fondo Europeo de Desarrollo
Regional" (FEDER). D. Dominguez-Villanueva is
funded by "Plan Nacional de I+D +I" and co-funded
by ISCIII- Subdireccion General de Evaluacion and

RESEARCH ARTICLE

Accessory gene regulator (Agr) functionality in
Staphylococcus aureus derived from lower
respiratory tract infections

Meissiner Gomes-Fernandes'2®, Maisem Laabei'>®, Natalia Pagan', Jessica Hidalgo',
Sonia Molinos', Raquel Villar Hernandez', D&lac Doméguez-Villanueva', A. Toby
A. Jenkins*, Alicia Lacoma®®, Cristina Prat">" *

1 Microbiology Department, Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Institut d' InvestigacidGermans Trias
i Pujol, Universitat Autbonoma de Barcelona, Badalona, Spain, 2 CAPES Foundation, Ministry of Education of
Brazil, Brasia, Brazil, 3 Department of Biology and Biochemistry, University of Bath, Bath, United Kingdom,
4 Department of Chemistry, University of Bath, Bath, United Kingdom, 5 CIBER Enfermedades
Respiratorias, CIBER, Instituto de Salud Carlos I, Badalona, Spain

® These authors contributed equally to this work.
3 These authors also contributed equally to this work and are co-senior authors on this work.
* crisprat2010@gmail.com

Abstract

Objective

Characterization of Staphylococcus aureus clinical isolates derived from lower respiratory
tract infections (LRTIs), and correlation between the functionality of the accessory gene reg-
ulator (Agr) and genotypic and phenotypic characteristics, clinical variables and clinical
outcome.

Methods

S aureus isolates derived from LRTIs and control groups (nasal carriage and bacteraemia)
were genotyped using StaphyType DNA microarray. Agr activity was evaluated using the
CAMP synergistic haemolysis assay and the Vesicle Lysis Test (VLT). Discordant strains
were analysed by quantitative reverse-transcriptase real-time PCR (QRT-PCR).

Results

Agr was functional in 79.7% and 84.5% of strains according to the CAMP and VLT assays
respectively. Higher concordance with RNAIIl expression measured by gqRT-PCR was
observed with the VLT assay (76.2%) compared with the CAMP assay (23.8%). No statisti-
cally significant differences were observed in Agr functionality between the study groups,
nor the phenotypical/genotypical bacterial characteristics. No association between
increased mortality/respiratory complications and Agr function was observed.

Conclusions

Agr activity was high (82.2%) in isolates from LRTIs suggesting the importance of this global
regulator in lower respiratory tract colonisation and infection. However, equally high Agr
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activity was observed in isolates derived from nasal carriage and bacteraemia, contradictory
to previous observations. Agr functionality measured by the VLT assay was superior to
CAMP assay.

Introduction

Staphylococcus aureus is a commensal and an opportunistic pathogen, described as the causa-
tive agent in a wide range of human infections [1]. Although bloodstream and skin and soft-
tissue infections represent the major burden of staphylococcal disease, lower respiratory tract
infections (LRTI) by S. aureus have been increasing in the hospital setting [2, 3]. However, bac-
terial colonisation of the respiratory environment is known [4], making the distinction
between asymptomatic colonization and infection difficult [5].

In order to establish and maintain infection, S. aureus utilizes an arsenal of virulence fac-
tors, which vary depending on its growth phase. The accessory gene regulatory (Agr) system is
one of the most important and well-characterised operons in S. aureus biology, central in the
control and regulation of virulence gene expression [6+9]. The operon is autocatalytic, con-
trolled in a cell density-dependent fashion through the production and sensing of auto-induc-
ing peptides (AIP). The Agr locus consists of two divergent transcripts, RNAII and RNAIII,
driven by two promoters, P2 and P3 respectively. Activation of the P2 promoter drives the
expression of the components of the quorum-sensing system (AgrBDCA). AgrB and D com-
bine to process and secrete the AIP, which in turn acts as the ligand binding to the AgrC recep-
tor [10]. AgrC and AgrA function as a classical two-component signal transduction system
where activated AgrC phosphorylates the DNA-binding response regulator, AgrA, leading to
dimerization and binding to the intergenic region between P2 and P3 promoters upregulating
their expression [8]. Expression from the P3 promoter drives the synthesis of RNAIIIL, a highly
abundant RNA effector molecule which also contains the 26 amino acid delta (§)- haemolysin
[11]. During post exponential growth, RNAIII acts reciprocally, mediating a switch from the
expression of surface proteins such as protein A (SpA) to toxins and enzymes such as alpha
haemolysin and proteases [11]. Airway colonization by S. aureus is a precursor for the develop-
ment of LRTI, however little is known about the pathogen-associated factors that promote pro-
gression from colonization to LRTI [12]. It has been widely documented that a functional Agr
is central for causing disease in animal models of infection [13+15]. However, numerous
reports suggest that the role of Agr in human infection is more complex, compounded by the
isolation of Agr dysfunctional strains from clinical samples [16+21]. Agr dysfunction has been
associated with persistent bacteraemia, decreased susceptibility to vancomycin and thrombin-
induced platelet microbicidal protein [16, 19]. Agr dysfunctional strains generally have a
higher biofilm capacity and are more fit in vitro due to the large metabolic burden of having an
active Agr system [22, 23].

Both qualitative and quantitative methods can be employed to evaluate Agr activity. The
classical method of measuring Agr is via the CAMP assay, which utilises the expression of
delta toxin as a surrogate for RNAIII and thus Agr function. This method relies on the syner-
gistic haemolysis of red blood cells by delta toxin in conjunction with beta-toxin [24, 25].
Despite the straightforward handling of this assay, the interpretation of results can be subjec-
tive due to low sensitivity [17]. Recently, analytical techniques such as Whole-Cell Matrix
Assisted Laser Desorption Ionization-Time-of-Flight (MALDI-TOF) mass spectrometry [26,
27] and high-performance liquid chromatography (HPLC) [28] have been successfully used to
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detect delta-toxin and evaluate Agr status. While both of these techniques are highly sensitive,
their use for Agr evaluation has not been used frequently possibly due to high purchase costs.
Detecting and quantifying Agr at the transcript level using probes (Northern blotting) or prim-
ers (quantitative reverse transcriptase-PCR (qQRT-PCR)) directed against RNAIII has been
used extensively [11, 29, 30]. Although both of these techniques are considerably more sensi-
tive than CAMP, both are time consuming, laborious and expensive. A new method, the Vesi-
cle Lysis Test (VLT), employing phospholipid vesicles containing self-quenched fluorescent
dye which are specific to delta and phenol-soluble modulin toxins, acting as surrogates as
RNAIIT and RNAIT activity has been developed [31]. Based on the current literature we
decided to include the CAMP assay, as this is the conventional assay performed. In parallel, we
chose to use the VLT assay as this was illustrated to be fast, highly sensitive and amenable to
high-throughput. Due to the high sensitivity of qRT-PCR we chose to use this assay to evaluate
Agr activity in discordant strains.

Based on the complex relationship between Agr and human infection and the lack of
understanding of factors associated with S aureus LRTIs, the objectives of this study were two-
fold. 1) To evaluate Agr function in clinical S. aureus isolates derived from LRTIs and control
groups (nasal carriage and bacteraemia); and 2) to investigate correlations between Agr func-
tionality and strain's genotypic and phenotypic characteristics, clinical variables and clinical
outcome.

Materials and methods
Study groups and bacterial strains

S. aureus isolates included in this study were retrospectively selected from a strain collection at
the Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, a tertiary care hospital in Badalona, Spain.
These isolates were obtained from intensive care unit (ICU) and non ICU patients presenting
LRTIs as well as from adult nasal carriers and patients presenting bacteraemia, both represent-
ing control groups (Table 1). Ethical approval was provided by the Institutional Review Board:
Comite d' Btica de la Investigacid\de ' Hospital Germans Trias i Pujol. Study was performed
according to confidentiality criteria and dissociation of patients' identification data. Patient
informed consent was not needed because clinical samples were not analyzed. Only clinical
strains isolated during routine diagnostic tests were used, and were irreversible dissociated in
order to guarantee confidentiality. All isolates were obtained from primary cultures and stored
atb80EC in maintenance freeze medium (Oxoid TP, 15731) until required to minimise

Table 1. Distribution of methicillin resistance, Agr functionality® and Agr allele according to the study group considered.

Study group (n) MRSA (%) Agr Functionality?®, n (%) Allele agr, n (%)
Positive Negative | Il 1 v

Pneumonia (22) 4(18.2) 19 (86.4) 3(13.6) 10 (45.5) 9(40.9) 2(9.1) 1(4.5)
Tracheobronchitis (35) 8(22.9) 27 (77.1) 8(22.9) 15 (42.9) 14 (40.0) 5(14.3) 1(2.9)
Bronchial Colonization (29) 7(24.1) 25(86.2) 4(13.8) 11(37.9) 13 (44.8) 4(13.8) 1(3.4)
Other LRTI (9)° 3(33.3) 7(77.8) 2(22.2) 5 (55.6) 4 (44.4) 0(0) 0(0)
Carriage (35) 2(5.7) 29 (82.9) 6(17.1) 13(37.1) 7(20.0) 15 (42.9) 0(0)
Bacteraemia (18) 1(5.6) 15 (83.3) 3(16.7) 7(38.9) 4(22.2) 7(38.9) 0(0)
Total (148) 25(16.8) 122 (82.4) 26 (17.6) 61(41.2) 51 (34.5) 33(22.3) 3(2.0)

@ Agr functionality determined through CAMP, VLT and discordant strains resolved by qRT-PCR.
b Other LRTI include: Pneumonitis: 1 strain; Bronchoaspiration pneumonia: 3 strains; Tracheostomy infection: 5 strains.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175552.t001
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mutations that may affect Agr activity [17]. Strains were phenotypically characterized by con-
ventional identification (Gram stain, selective culture media, coagulase test) and antibiotic sus-
ceptibility testing was routinely performed using the standard disk diffusion method and
interpreted according to the Clinical and Laboratory Standards Institute. Strains were geno-
typically characterised and Agr activity was evaluated using the classical CAMP synergistic
haemolysis test [17], the Vesicle Lysis Test [31] and by using real time quantitative reverse
transcriptase -PCR (Real time qRT-PCR).

Clinical definitions

Patients with LRTIs admitted to the ICU were classified according to Clinical Pulmonary
Infection Score (CPIS) [32], into: bronchial colonization, tracheobronchitis or pneumonia.
Other LRTT included isolates from patients presenting bronchial aspiration, tracheostomy
infection and pneumonitis. Persistent respiratory isolation/bacteremia was considered as 72
hours positive cultures after patients received adjusted antibiotic treatment. Respiratory com-
plications for patients with LRTIs were defined as respiratory failure, atelectasis, empyema,
pleural effusion, pneumothorax, reinfection or shock.

Agr CAMP assay

The conventional method used to determine the Agr functionality is via 8-haemolysin produc-
tion. Agr functionality was determined by cross-streaking S. aureus isolates perpendicularly to
RN4220 on sheep blood agar (SBA, Oxoid, UK). RN4220 is a S. aureus strain that produces a
large zone of B-haemolysin without the interference of a- or 3-haemolysin. Plates were incu-
bated at 37ECovernight followed by a 24 h incubation at 4ECafter which they were docu-
mented. The presence of synergistic haemolysis within the B-haemolysin zone indicates the
production of 8-haemolysin and, therefore, a functional Agr locus. In contrast, Agr dysfunction
was defined as the complete absence of 8-haemolysin within the B-haemolysin zone. In order
to establish the final result, three different observers analysed the photographs, and the pres-
ence or absence of 8-haemolysin was determined by consensus, according to Traber et al [17].

Vesicle lysis test

S. aureus isolates were streaked onto tryptic Soy agar (TSA) and single colonies were trans-
ferred to 5 mL tryptic soy broth (TSB) and grown in a shaking incubator (180 rpm) for 18 h at
37EC.1 mL of culture was harvested and centrifuged at 14000 x g for 10 min, and 500 pL of
supernatant were recovered, stored at -20ECand lyophilized. These steps were performed in
triplicate. The protocol for vesicle formulation has been described previously [31]. For the
Vesicle Lysis Test (VLT), the lyophilized supernatants were resuspended with 500 pL of molec-
ular grade water and a 50 pL aliquot was incubated with 50 pL of vesicle solution. Positive and
negative controls were pure vesicles with 0.01% Triton X-100 and HEPES, respectively. The
fluorescence intensity of each sample was measured for 30 min at excitation and emission
wavelengths of 485+520 nm, respectively, on a FLUOROSstar fluorimeter (BMG Labtech, UK).
Normalized fluorescence was achieved using the equation (Ft-F0)/(Fm/FO0), where Ft is the
average fluorescence value at a specific time point, FO is the minimum and Fm is the maximum
fluorescence value in that particular experiment.

Reverse transcription and quantitative RT-PCR

S. aureus isolates grown overnight in TSB were diluted 1:1000 in fresh TSB and grown at 37EC
for 6 h. Cultures were normalised based on ODgy, measurements prior to RNA isolation.
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Cultures were treated with two volumes of RNAprotect (Qiagen, USA) incubated for 10 min at
room temperature, centrifuged at 3000 x g and the pellet was resuspended in Tris-EDTA (TE)
buffer (Ambion, USA) with lysostaphin (Cell sciences, Canada) (250 pg/mL) and incubated
for 1 h, followed by proteinase K treatment for 30 min. RNA was isolated using the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, USA) according to the manufacturer's instructions with the addition of
turbo DNase (Ambion, USA) following the purification step. RNA was quantified using RNA
BR kit (Qubit, ThermoFisher Scientific, UK) and the absence of DNA was verified by PCR.
Reverse transcription was performed using the QuantiTect reverse transcription system (Qia-
gen, USA) according to manufacturer's instructions. Standard curves were generated for both
gyrase B [gyrFW: 5’ ~-CCAGGTAARATTAGCCGATTGC-3";gyrRV: 5/ - AAATCGCCTGCGTTC
TAGAG] and RNAIII primers [rnalllFW: 5’ - GAAGGAGTGATTTCAATGGCACAAG-3';
rnalllRV: 57 GAAAGTAATTAATTATTCATCITATTTTTTAGTGAATTTG-3" ] using genomic
DNA to determine primer efficiency. Real-time PCR was performed using the SYBR green
PCR master mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA) and the Step-One Real
Time PCR detection system (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, USA). Cycling
conditions were 95ECfor 10 min followed by 40 cycles of 95ECfor 15 s and 60ECfor 1 min and
a dissociation step 95ECfor 15 s and 60ECfor 1 min. Quantities derived from standard curves
were determined for 2 biological repeats and relative expression normalised to the value of the
positive control (RN6390B). We determined a strain to be Agr functional with RNAIII expres-
sion levels determined to be a minimum of within 10-fold of the positive control. Isolates that
had less than 10-fold level of the positive control after sampling at 6h were classified as Agr
dysfunction, based on previous findings determining delayed RNAIII expression and Agr dys-
function [17, 33].

Agr functionality was categorized into positive/ negative by CAMP, VLT and/ or qRT-PCR.

Genotypic characterization

S. aureus isolates were genotypically characterised using the StaphyType DNA microarray
(Alere Technologies, Jena, Germany) [34, 35]. The Microtiter strip-mounted DNA microar-
rays used covered 334 target sequences (approximately 170 distinct genes and their allelic
variants). PCR amplification and hybridization were performed following manufacturer's
instructions. An image of the array was recorded and analysed using a designated reader and
software (Arraymate, Iconoclust, Alere Technologies) [36].

Statistical analysis

Pearson's chi-square or Fisher test was applied when comparing categorical clinical and micro-
biological variables. Kappa (k) values below 0.40 indicate weak correlation, values of 0.41+0.60
indicate good agreement and values above 0.60 indicate strong agreement. Univariate and
multivariate analysis as well as a logistic regression model were performed.

Associations were considered statistically significant if p value was <0.05. Data was ana-
lysed with SPSS v15 (SPSS Inc, Chicago, IL).

Results
Bacterial strains and study group

A total of 148 strains corresponding to 142 patients were included: 95 strains isolated from
respiratory specimens (89 tracheal aspirates, 4 sputa, 1 pleural fluid and 1 protected specimen
brush) from 93 patients with clinical suspicion of LRTT, 35 strains from nasal swab samples,
corresponding to nasal carriers and 18 strains isolated from blood cultures.
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Of the total of 148 strains included in this study, 25 (16.9%) were methicillin-resistant S.
aureus (MRSA) and 123 (83.1%) were methicillin-sensitive S. aureus (MSSA) (Table 1), with
11 (8.9%) of the 142 patients designated as previous MRSA carriers. From the 111 patients pre-
senting infection (either LRTT or bacteraemia), the origin was nosocomial (84.7%), community
acquired (12.6%), and health care associated (2.7%).

High clonal complex (CC) diversity was observed among isolates included in the study. For
MSSA isolates, the most frequent CCs were CC30 (22%), CC5 (17.9%) and CC45 (17.1%),
whereas for MRSA isolates, CC5 (72%) was the most frequent, followed by CC22 (16%). Previ-
ous studies have highlighted that CC5 is the most frequent MRSA clonal type in Spain [37].

Measuring Agr activity: CAMP versus VLT

The 148 isolates representing the three study groups [LTRI (n = 95), nasal carriage (n = 35)
and bacteraemia (n = 18)] were assayed using both the classical CAMP assay and VLT (S1
Table), where Agr functionality was observed in 118 and 125 strains (79.7% and 84.5%) respec-
tively. Table 1 shows the percentages of MRSA, Agr functionality and distribution of Agr
alleles, in the different study groups. Concordance between both phenotypic Agr tests was
85.8% (127/148) (k: 0.519; SE: 0.091) (Table 2). Each sample group was analysed separately: in
the LRTIs group, Agr activity was functional in 77 (81.1%) and 79 (83.2%) strains using the
Agr CAMP assay and VLT, respectively. Concordance between both tests was 85.2% (81/95)
(x: 0.499; SE: 0.116). Results from the nasal carriage group showed that Agr was functional in
28 (80%) and 29 (82.9%) strains using the Agr CAMP assay and VLT, respectively. Concor-
dance between both tests was 91.4% (32/35) (k: 0.717; SE: 0.153). Results from the bacteraemia
group highlighted that Agr was functional in 13 and 17 strains (72.2% and 94.4%), respectively.
Concordance between both tests was 77.7% (14/18) (x: 0.265; SE: 0.220).

Discordant cases VLT vs. CAMP assay

As shown in Table 2, a total of 21 strains presented a discordant result between both tests;
LTRIs n = 14, nasal carriage n = 3, bacteraemia n = 4. Of the 21 strains with discordant results,
7 strains exhibited synergy between delta-, alpha- and beta- haemolysins on blood agar plates,
and were considered as positive by the CAMP assay according to Traber et al [17]. However,
for these strains low fluorescence intensity comparable to the negative control was observed,
therefore, they were classified as negative by the VLT test. In the remaining 14 strains, the pat-
tern of haemolysis on the SBA corresponded to an exclusive presence of beta haemolysis for 6
strains, and lack of haemolysis for 8 strains, therefore they were considered as negative by the
CAMP assay. However, for these strains an increased fluorescence was measured, therefore
they were classified as positive by the VLT test. To accurately determine the Agr functionality
in the discordant cases, we measured the level of expression of RNAIII by real time quantita-
tive reverse transcriptase -PCR (Real time qRT-PCR) (Table 3, S1 Fig). Of the 21 discordant
strains, according to CAMP assay and RNAIII expression, a functional Agr was observed in 7
(33.3%) and 11 (52.4%) strains, respectively. Concordance between both tests was 23.8%

Table 2. Concordance between VLT test and CAMP assay results.

CAMP Assay result VLT result
Positive (%) Negative (%) Total (%)
Positive (%) 111 (94.1) 7(5.9) 118 (79.7)
Negative (%) 14 (46.7) 16 (53.3) 30(20.3)
Total (%) 125 (84.4) 23 (15.6) 148 (100)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175552.1002
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Table 3. Description of discordant cases between VLT and Agr CAMP, including haemolysin pattern, RNA lll, Agr allele and clonal complex.

Study group (n)
Isolate ID

Pneumonia (2)

S19
S116

Tracheobronchitis (8)

S1
S12
S28
S44
S50
855
S124
S$132

Bronchial Colonization
3)

S71

S145

S186

Others LRTI (1)

S135

Carriage (3)

S38

S39
S140

Bacteraemia (4)
S4077
S4124

S4171
S4172

VLT
result

Negative
Negative

Negative
Negative
Positive
Positive
Negative
Positive
Positive
Positive

Positive
Negative
Positive

Positive

Positive
Positive
Negative

Positive
Positive
Positive
Positive

Agr CAMP Agr CAMP assay RNAIII Agr |Clonal Complex
result (haemolysin) expression allele

Positive Alpha and delta Negative I CC5/ST5-MRSA-I

Positive Alpha and delta Negative Il CC1(ST573/772-MSSA)

Positive Alpha and delta Negative | CCB8-MRSA-IV [sea+], Lyon Clone/

Positive Alpha and delta Negative | UK-EMRSA-2

Negative Beta Positive | CC22-MSSA

Negative Beta Positive I} CC45-MSSA

Positive Alpha and delta Negative | CC30-MSSA

Negative No hemolysin Negative ] CC398-MSSA [PVL+]

Negative No hemolysin Positive Il CC30-MSSA

Negative Beta Positive Il CC5-MRSA-IV, Paediatric clone
CC15-MSSA

Negative Beta Positive Il CC5-MSSA

Positive Alpha and delta Negative Il CC5-MSSA

Negative No hemolysin Positive I CC30-MSSA

Negative No hemolysin Positive Il CC5-MRSA-IV&VI

Negative No hemolysin Positive ] CC30-MSSA

Negative No hemolysin Negative I} CC30-MSSA

Positive Alpha and delta Positive Il CC5-MSSA

Negative No hemolysin Positive I CC15-MSSA

Negative No hemolysin Negative Il CC5-MSSA

Negative Beta Negative I CC30-MSSA

Negative Beta Positive | CC8-MSSA-SCCfus

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175552.t003

(5/21) (x: -0.5; SE: 0.183). According to VLT and RNAIII expression, a functional Agr was

observed in 14 (66.7%) and 11 (52.4%) strains respectively, with a concordance between both
tests of 76.2% (16/21) (k: 0.516; SE: 0.18).

Correlation between Agr functionality and phenotypical and genotypical
variables

Agr activity, determined through CAMP, VLT and qRT-PCR, was positive in 122 (82.4%) of
the isolates (n = 148) examined. 72% of MRSA and 84.5% of MSSA isolates were Agr positive.
Agr function and study groups were analysed separately. Among the 95 strains from respira-
tory samples, Agr was functional in 78 cases (82.1%). 22 (23.2%) out of the 95 strains were
MRSA whereas 73 (76.8%) were MSSA. Regarding the 35 strains from nasal carriers, Agr was
functional in 29 (82.9%) cases. 2 (5.7%) out of the 35 strains were MRSA and 33 (94.3%) were
MSSA. Among the 18 strains isolated from patients with bacteraemia, Agr was functional in 15
(83.3%). One (5.6%) strain of this group was MRSA whereas 17 (94.4%) were MSSA.

We investigated potential associations between Agr functionality and the Agr allele. The
most frequent group Agr allele group in the LRTIs group was Agrl (43.2%), followed by Agrll
(42.1%), AgrlIlI (11.6%), and AgrIV (3.2%). For the strains isolated from nasal carriers, the
AgrllI (42.9%) was the most frequent, followed by AgrI (37.1%) and AgrII (20%). Agr group
distribution of the strains isolated from bacteraemia were both Agr I and Agr IIT (38.9%) and
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Table 4. Correlation between Agr functionality determined through CAMP, VLT and qRT-PCR and genotypic characteristics, defined as presence
(Pos) or absence (Neg) of specific virulence factor gene probes.

Array gene LRTI (n =95) Carriage (n = 35) Bacteraemia (n = 18)
probes Agr functionality Agr functionality Agr functionality
Positive, n Negative,n | p-value| Positive,n Negative,n | p-value| Positive,n Negative,n | p-value
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
mecA Pos 16 (76.2) 5(23.8) 0.519 0(0) 2(33.3) 0.025* 1(6.7) 0(0) 1
Neg 62 (83.8) 12(16.2) 29 (87.9) 4(12.1) 14 (82.4) 3(17.6)
sarA Pos 77 (81.9) 17 (18.1) 1 29 (82.9) 6(17.1) N/A 15 (83.3) 3(16.7) N/A
Neg 1(100) 0(0) - - 0(0) 0(0)
sak?® Pos 58 (81.7) 13(18.3) 0.084 24 (82.8) 5(17.2) 1 13(81.3) 3(18.8) 1
Neg 20 (87) 3(13) 5(83.3) 1(16.7) 2(100) 0(0)
lukS/F-PVL Pos 0(0) 1(100) 0.169 - - N/A 1(100) 0(0) 1
Neg 78 (83) 16 (17) 29 (82.9) 6(17.1) 14 (82.4) 3(17.6)
chp? Pos 59 (84.3) 11 (15.7) 0.530 22 (81.5) 5(18.5) 1 12(80) 3(20) 0.558
Neg 18 (75) 6 (25) 7 (87.5) 1(12.5) 3(100) 0(0)
scn Pos 71(83.5) 14 (16.5) 0.253 26 (83.9) 5(16.1) 0.546 14 (82.4) 3(17.6) 0.833
Neg 7 (70) 3(30) 3(75) 1(25) 1(100) 0(0)
tst1® Pos 13 (76.5) 4 (23.5) 0.497 12 (80) 3(20) 0.853 4 (80) 1(20) 0.650
Neg 65 (83.3) 13 (16.7) 16 (84.2) 3(15.8) 11(84.6) 2(15.4)
Agr allele | 33(80.5) 8(19.5) 0.254 12(41.4) 1(16.7) 0.461 6(85.7) 1(14.3) 0.879
Il 35(87.5)) 5(12.5) 5(17.2) 2(33.3) 3(75) 1(25)
1 7 (63.6) 4(36.4) 12 (41.4) 3 (50) 6 (85.7) 1(14.3)
\Y 3(100) 0(0) - - 0(0) 0(0)

LRTI: lower respiratory tract infection, including pneumonia, tracheobronchitis, bronchial colonization, pneumonitis, bronchoaspiration pneumonia and
tracheostomy infection.

agr. accessory gene regulator, sarA: staphylococcal accessory regulator A, mecA: penicillin binding protein 2A, lukS/F-PVL: Panton Valentine leukocidin,
chp: chemotaxis inhibiting protein, scn: staphylococcal complement inhibitor, tst1: toxic shock syndrome toxin 1, N/A: not applicable

All comparisons were done for each study group.

@For one strain from LRTI group an ambiguous result was obtained for the corresponding probes in the StaphyType DNA microarray.

PFor one strain from carriers group an ambiguous result was obtained for the corresponding probe in the StaphyType DNA microarray.

* p<0.05

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175552.t1004

AgrlIl (22.2%) (Table 1). No statistically significant association was found between Agr func-
tionality and Agr allele (Table 4).

When analysing together strains from the three study groups no statistical significant corre-
lations were observed between the Agr function and methicillin resistance, clonal complex, the
Agr allele, or the presence of genes encoding virulence factors. When groups analysed sepa-
rately a significant association between Agr function and sensitivity to cloxacillin was observed
in the nasal carriers (p = 0.025). However, this is most likely biased by the low sample number
in this group (Table 4).

Correlation between Agr functionality and clinical variables

Of the 93 patients presenting LRTT, 10 (10.8%) of them were previous MRSA carriers. Persis-
tent isolation despite adjusted antibiotic treatment was observed in 41 (45.1%) patients. Pres-
ence of respiratory complication was documented in 18 cases (19.6%). Among the 18 patients,
5 (5.4%) fatal cases were related to respiratory infection. No statistically significant correlations
were observed neither between Agr functionality and persistent isolation nor between Agr
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Table 5. Correlation between Agr functionality and clinical variables.

Clinical variables LRTI (n =93)? Bacteraemia (n = 18)
Agr functionality Agr functionality
Positive, n (%) | Negative,n (%) | p-value | Positive, n (%) Negative, n (%) p-value
Persistent isolation after 72h° No 41 (82) 9(18) 1 13 (86.7) 2(13.3) 0.442
Yes 34 (82.9) 7(17.1) 2(66.7) 1(33.3)
Development of complications/mortality No 59 (79.7) 15 (20.3) 0.509 8 (80) 2 (20) 1
Yes 16 (88.9) 2(11.1) 7 (87.5) 1(12.5)

@For the 93 patients in the LRTI group, persistent isolation after 72h was not considered for two cases, as these patients did not receive antibiotic treatment.
b Persistent isolation after 72h despite adjusted antimicrobial treatment

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175552.t1005

functionality and presence of respiratory complications and death. Among the 18 patients pre-
senting bacteraemia, in 3 (16.7%) cases, positive blood culture was obtained after 72 hours.
Eight (44.4%) cases developed complications: 4 patients (22.2%) presented septic metastasis
and 4 patients (22.2%) presented shock. No statistically significant correlations were observed
between Agr functionality and persistent blood culture after 72h, and the development of
complication and/or death as shown in Table 5. No statistically significant associations were
observed when a multivariate analysis was adopted to investigate the relationship between Agr
function and clinical or microbiological variables.

Discussion

The objective of this study was to evaluate the activity of Agr in S. aureus clinical isolates
derived from lower respiratory tract, and to investigate correlations between the Agr function-
ality and the clinical and microbiological variables according to the different study groups.
Our results illustrate a high percentage (82.1%) of LRTT isolates were Agr functional. This is in
agreement with Chaffin et al, who observed hid and psm gene upregulation in a mouse model
of pneumonia [38]. Furthermore, virulence genes regulated by Agr have an important function
in escape from alveolar macrophages [39, 40] and neutrophils [41], both cells comprising the
first line of defence in lung infections. Other groups have highlighted that Agr dysfunction is
associated with persistent bacteraemia and that during growth in blood, apolipoproteins can
interfere and inhibit quorum sensing and Agr activity [42]. Additionally, downregulating tox-
icity has been observed to positively influence fitness of S. aureus when grown in media supple-
mented with human serum [43] presumably as a trade- off to offset energetically costly toxin
production in the face of a challenging environment. Recently, Painter et al reviewed numer-
ous studies and concluded that strains isolated from bacteraemia displayed Agr dysfunction in
3+82% of cases [21]. This large variation may be due to differences in Agr functionality testing,
isolate lineage and patient control groups. Agr dysfunction was not associated with bacterae-
mia strains in our study, where dysfunction was observed in 16.7% of cases.

Previous studies have questioned the sensitivity of the CAMP assay at determining Agr
function [31]. Additionally, the interpretation of synergistic haemolysis can be subjective and
results may vary between different laboratories, especially for clinical isolates with weak hae-
molytic activity [17]. To accommodate for these observations, Agr functionality was examined
using both the CAMP assay and the VLT, a highly sensitive assay specific to toxins strictly reg-
ulated by Agr [31], with discordant strains measured by gold-standard qRT-PCR. Our results
report a higher concordance between gRT-PCR and VLT than for CAMP assay.

There are some fundamental differences between these methods that need to be considered
when evaluating Agr functionality. VLT has been shown to be highly sensitive to pM
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concentrations of specific Agr-regulated delta and PSMo1+4 toxins [31], a level of sensitivity
which may not be achieved using CAMP assay, resulting in more isolates reported as Agr func-
tional. The VLT is performed using harvested culture supernatant following aerobic growth in
liquid broth, whereas the CAMP assay is performed under static conditions using solid agar.
The difference in culture conditions may influence Agr functionality as differences in aerobic
culture conditions are known to induce differential virulence gene expression [44, 45]. Addi-
tionally, the diffusion of toxins through blood agar may be less efficient at lysing cells than the
interaction of toxins with vesicular lipid membranes, possibly influencing Agr functionality
measurements.

To evaluate Agr function in discordant strains we investigated the expression of RNAIII, a
surrogate marker of Agr function by qRT-PCR. RNA was extracted and prepared during late
exponential to early stationary phase of growth (6h) where RNAIII expression is maximal [6].
Previous studies have highlighted that late transcription of RNAIII is associated with failure to
translate 8- and o.- haemolysin resulting in Agr dysfunction [17, 29]. Therefore, this may
explain those strains that are designated Agr dysfunctional by CAMP assay but Agr functional
by RNAIII measurements, as CAMP assay is dependent on synergistic haemolysis driven by
toxin expression. Four strains were designated Agr functional by VLT but dysfunctional by
RNAIII measurement. Recent work has shown RNAIII-independent expression of PSM toxins
via AgrA binding directly to psm promoter [46, 47]. This may explain the above results how-
ever further work is required to fully validate this claim.

Given the importance of Agr in virulence factors expression, we investigated whether Agr
function was associated with persistent respiratory isolation or complications and persistent
bacteraemia. No statistical significant associations where observed in either scenario, however
other factors other than Agr function may be important in persistence. S. aureus small colony
variants (SCV) represent a slow growing sub-population associated with chronic, persistent
and relapsing infections [48]. SCVs are phenotypically distinct, displaying reduced pigmenta-
tion, haemolysis and increased invasiveness and persistence intracellularly [48]. Recent work
has observed that SCV have a rapid reversion rate when grown under laboratory culture con-
ditions and switch to wild type phenotype upon primary culture from clinical samples [49]
which may contribute to the lack of microbial factors observed in this study associated with
isolates derived from persistent infections.

The importance of correctly confirming Agr functionality of a clinical isolate is
highlighted by the importance of Agr for virulence in numerous animal models and associa-
tions with clinical observations. This work shows that for the majority of strains a high
concordance was observed between CAMP and VLT; however, caution must be used to
determine strains that are truly Agr functional/dysfunctional. Although the CAMP assay is
the most routinely used to determine Agr functionality, there are pitfalls in terms of accurate
measurement, ambiguous results and the impact of delayed RNAIII transcription. Higher
concordance was observed between VLT and RNAIII measurements, however the high sensi-
tivity of the VLT assay may wrongly identify Agr dysfunctional strains as functional. There-
fore, we propose that a combination of phenotypic and genotypic assays must be used to
accurately determine the functionality of Agr and should be used in future experiments des-
ignated to investigate associations between clinical outcome or antibiotic susceptibility and
Agr function. Using a combination approach would also help to define those isolates that are
completely Agr inactive (VLT negative) and those that may have low or delayed Agr activity
(CAMP and RNAIII negative). The results exhibited in this study include for the first time,
the analysis of Agr function in strains isolated from samples from patients with respiratory
infections. However, further studies are required to determine whether the functionality of

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175552  April 14,2017 10/14


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0175552

Agr activity in respiratory derived S.aureus isolates

the Agr system can be a marker of pathogenicity for strains isolated from respiratory tract
infection and whether this has an influence on the clinical outcome.

It is worth to mention that our cohort does not include severe necrotizing pneumonia
cases, uncommon in our geographical region. On the other hand, persistence in the respiratory
tract is not associated to unfavourable outcome as it is in bacteremia, but more to an adapta-
tion to the niche [50]. Multicentric studies are already taking place in the context of the New
Drugs for Bad Bugs programme, an Innovative Medicines Initiative including multiple vari-
ables (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02413242) and will help to elucidate the real
importance of bacterial molecular determinants in LRTIL.

Supporting information

S1 Table. Average fluorescence values obtained by the VLT according to the study group
considered. Fluorescence values obtained by the VLT for the 148 strains analysed.
(PDF)

S1 Fig. Measurement of RNAIII transcription by quantitative reverse transcribed
RT-PCR. RNAIII transcripts of the 21 discordant strains were evaluated following RNA
extraction at 6h. Fold change in RNAIII expression has been normalised to the positive control
(RN6390B*) with negative control strain (RN6911) illustrated for comparison purposes. Red
line denotes the cut-off used to discriminate between Agr functional and dysfunctional strains.
(PDF)
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