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Resumen

La formacién de biopelicula es una estrategia de vida para la mayoria de las bacterias, ya que
aumenta las posibilidades de transferencia de material genético y la resistencia a antibidticos,
participa en la comunicacion celular y ofrece proteccién en condiciones adversas y variables
del medio ambiente; lo que contribuye a una colonizacidon exitosa del hospedador. Esta
investigacion se propuso determinar la capacidad de producir biopelicula en aislamientos de
S. aureus. Se estudiaron 30 aislados (13 sensibles y 17 resistentes a meticilina) mediante ensayo
sobre microplacas de cultivos celulares. Todas las cepas mostraron patrones de adherencia; 24
(80%), 4 (13%) y 2 (7%) exhibieron grados de adherencia moderado, débil y fuerte,
respectivamente. 77% de las cepas sensibles resultaron moderadamente productoras, 13%
débiles y 7% fuertes productoras de biopelicula. Las cepas resistentes presentaron mayormente
moderada produccion (82%) y el 18% débil produccion. No hubo asociacion entre el grado de
adherencia y la susceptibilidad a la meticilina. La alta tasa de produccién de biopelicula en
cepas clinicas de S. aureus, sensibles y resistentes a meticilina, sugiere el peligro potencial que
representan dichas cepas dentro y fuera de ambientes hospitalarios, dada la importancia que
juegan las biopeliculas en el desarrollo de infecciones crénicas.

Palabras claves: Staphylococcus aureus, biopelicula, resistencia a la meticilina.
Abstract

The formation of biofim is a life strategy for most bacteria, since it increases the possibilities of
fransfer of genetic material and resistance to antibiotics, participates in cellular communication
and offers protection in adverse and variable environmental conditions; what contribute to a
successful colonization of the host. This research aimed to determine the capacity to produce
biofilm in isolates of S. aureus. Thirty isolates (13 sensitive and 17 resistants to methicillin) were
studied by assay on cell culture microplates. All strains showed adherence patterns; 24 (80%), 4
(13%) and 2 (7%) exhibited degrees of moderate, weak and strong adhesion, respectively. 77%
of sensitive strains were moderately productive, 13% weak and 7% strong producers of biofilm.
The resistant strains presented a moderate production (82%) and 18% a weak production. There
was no association between the degree of adherence and the suscepfibility o methicillin. The
high rate of biofilm production in clinical strains of S. aureus, sensitive and resistant to methicillin,
suggests the potential danger posed by such strains inside and outside hospital environments,
given the importance that biofilms play in the development of chronic infections.
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Infroduccion

Varias especies bacterianas patdégenas que se
encuentran en el medio ambiente son capaces de formar
una estructura multicelular compleja en las superficies,
conocida como biopelicula o biofim. Las biopeliculas
protegen las células no sélo de la respuesta inmunitaria
del hospedero, sino también de agentes antimicrobianos
). Una biopelicula es un conjunto de células microbianas
asociadas a la superficie, que estd encerrado en una
matriz de sustancia polimérica extracelular. Las bacterias
incrustadas en un biofim son mds resistentes a los
antimicrobianos a través de varios mecanismos: la
penetracion total de antimicrobianos es pobre,
dependiente del crecimiento, tienen una eficacia menor
debido a la disminucién del metabolismo de las bacterias
y el intercambio de genes de resistencia es mdas facil por
la proximidad de las células. La formacién de células
persistentes, una subpoblacidn de bacterias que
sobreviven al tratamiento antimicrobiano, es también un
factor contribuyente (24,

Las infecciones relacionadas con biopeliculas,
caracteristicamente infecciones crénicas, persistentes,
refractarias a tratamiento antimicrobiano, son un
importante problema sanitario ya que representan entre
un 65y un 80% de todas las infecciones. Estas se pueden
localizar en casi cualquier tejido del cuerpo humano,
destacando la infeccidén crénica de piel y partes blandas,
las infecciones pulmonares en los pacientes con fibrosis
quistica o bronquiectasias o la endocarditis. Ademds, las
biopeliculas causan infecciones relacionadas con
diversos dispositivos biomédicos. En general, estas
infecciones son dificiles de diagnosticary tratar, existiendo
en la actualidad muchas dudas en cuanto a la estrategia
terapéutica dptima para estos pacientes ().

Staphylococcus aureus es una causa comun de
infecciones mediadas por la formacién de biofiim,
asociadas con catéteres intravenosos, valvulas cardiacas
artificiales y articulaciones protésicas. La habilidad de este
patégeno nosocomial para formar biopeliculas es de
interés clinico, ya que la formacién de biopeliculas lo
hace mds resistente a los antibidticos y a las defensas del
hospedero, por lo tanto, influye en el resultado posterior
de la infeccidn. Ademds, los dispositivos colonizados
pueden convertirse en focos importantes y pueden
causar infecciones localizadas y generalizadas (4).

Staphylococcus aureus ha asegurado su éxito como
un patégeno importante en todo el mundo a través de su
versatilidad, factores de virulencia y mecanismos de
resistencia. Las infecciones invasivas por S. aureus fienen
una alta tasa de mortalidad y las producidas por S. aureus
resistente a meticilina (SARM) tienen resultados aun peores
(), Es una bacteria considerada como oportunista, debido
a que ocasiona enfermedades al  humano,
principalmente cuando éste atraviesa lapsos de
vulnerabilidad asociados a circunstancias andmalas que
disminuyen la competencia de su sistema inmunoldgico.
Bajo tales condiciones, el microorganismo es capaz de
provocar afecciones en casi cualquier regién anatémica,
lo cual refleja su amplio bagaje en cuanto a genes de
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virulencia que lo habilita para establecerse, reproducirse,
sobrevivir y diseminarse en diversas clases de tejidos ().

Se ha especulado que SARM pueda ser mds virulento
que S. aureus sensible a meticilina (SASM), pero no se ha
podido demostrar por ahora. Incluso ciertos autores
opinan lo contrario, ya que el gasto bioldgico que este
cambio supone iria en detrimento de su virulencia. La
superior mortalidad de SARM observada en algunos
estudios, se ha relacionado con la mayor comorbilidad de
los pacientes infectados, el refraso en el fratamiento
adecuado y la menor disponibilidad de antibidticos
apropiados para estos estafilococos (@),

El propdsito de esta investigaciéon fue conocer la
habilidad para producir biopelicula de 30 cepas de S.
aureus sensibles y resistentes a meticilina, aisladas de
muestras clinicas de pacientes del Servicio auténomo
Hospital Universitario de Maracaibo.

Métodos

Tipo y diseno de investigacion: la presente es una
investigacion descriptiva con un diseno de campo no
experimental, la cual consiste en la recoleccién de datos
directamente de larealidad donde ocurren los hechos, sin
manipulacién deliberada de las variables.

Poblacion y muestra: se estudiaron 30 cepas de S.
aureus adisladas de diferentes tipos de muestras clinicas de
pacientes del Servicio Autdnomo Hospital Universitario de
Maracaibo (SAHUM), tales cepas fueron caracterizadas
genéticamente de acuerdo a la presencia o no del gen
mecA (17 SARM y 13 SASM).

Metodologia: a todas las cepas de S. aureus se les
investigd la capacidad de produccién de biopelicula, a
fravés de un ensayo fenotipico cuantitativo utilizando un
método sobre microplacas de cultivos celulares (19, Como
cepa control positiva (productora de biopelicula) se utilizd
la cepa S. aureus ATCC® 25923,

Para cuantificar la adherencia, las microplacas se
llevaron a un lector de ELISA (Biorad®, modelo 680) para
medir la densidad éptica de cada uno de los pozos,
incluyendo el control negativo (DOc), a una longitud de
onda de 630 nm (DOsao). Los valores promedios de DOs3zo
de los ftriplicados obtenidos de cada cepa, se
consideraron como el indice de adherencia bacteriana.

Los intervalos discriminatorios para cuantificar el poder
de adherencia y formacioén de biopelicula sobre las
microplacas de cultivo de tejido celular se calcularon
siguiendo los criterios de Manijeh y col. 11, con ligeras
modificaciones:

e Enlos casos donde se cumplié que DOg3o < DOC; se
considerd la cepa como no productora de
biopelicula; cepas con valores < 0,077

e Enlos casos donde se cumplid que DOc < DOg3o <
2(DOc); se considerd la cepa como débil
productora de biopelicula; cepas con valores entre
0,078 y 0,154.

Disponible en: www.sites.google.com/view/revistakasmera http://produccioncientificaluz.org/index.php/kasmera
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e Enlos casos donde se cumplié que 2(DOc) < DOs3o<
3(DOc); se consider6 la cepa como
moderadamente productora de biopeliculg;
cepas con valores enfre 0,155 -0,231.

e Enlos casos donde se cumplié que 3(DOc) < DOs3o;
se considerd la cepa como fuerte productora de
biopelicula, cepas con valores = 0,232

Andlisis de resultados: los datos obtenidos fueron
analizados en forma porcentual, y organizados en tablas
y grdficos. La asociacién entre el grado de produccion de
biofilm y la susceptibilidad a la meticilina se determind
mediante la aplicacién del estadistico y2con un grado de
confiabilidad del 95%; por lo fanto, se consideraron
estadisticamente significativos los valores de p iguales o
inferiores a 0,05 (p<0,05). Se empled el Software estadistico
SPSS (Statistical Package for Social Sciences), version 19.

Resultados

La cuantificacion de la capacidad de adherencia de
los 30 aislados clinicos de S. aureus utilizando el método
sobre microplacas de cultivos celulares, mostré que la
totalidad de las cepas (100%) presentd algin grado de
produccién de biopelicula.

La dispersiéon de los 30 aislamientos de S. aureus de
acverdo a la DOsso, se presenta en la Figura 1,
clasificdndose segin el grado de adhesion en débil
productoras (DP), moderadas productoras (MP) y fuertes
productoras (FP) de biopelicula; asi se observa que, 4
cepas se ubicaron dentro del espectro de débil
produccién con valores de DO entre 0,127 y 0,154; 2 cepas
se mostraron como fuertes productoras ubicdndose entre
DO de 0,237 y 0,250 y 24 aislamientos registraron DO entre
0,155 'y 0,220 closificdndose como moderadas
productoras de biopelicula.
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Figura 1. Dispersidon de las cepas de S. aureus productoras de
biopelicula segin densidad éptica a 630nm

DO630 nm: densidad o6ptica de 630 nm. DP: Débiles productoras de
biopelicula. MP: Moderada produccién de biopelicula. FP: Fuertes
productoras de biopelicula.

La Figura 2 muestra la distribucidon de las 30 cepas de
S. aureus de acuerdo al grado de adhesion en las placas
de poliestireno, observdndose que, 80% (24) de los
aislados mostraron un patrén de producciéon moderada,
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13% (4) resultaron débil productoras y solo dos cepas (7%)
se presentaron como fuertes productoras de biopelicula.

Productoras
Fuertes; 2;

7%

Productoras
Débiles; 4;
14%

Productoras
Moderadas;
24; 80%

y

Figura 2. Distribucion de las cepas de S. aureus segun su grado de
produccién de biofilm

El nUmero de cepas productoras de biofilm para cada
grupo en estudio (SASM y SARM) puede observarse en la
Figura 3, encontrdndose que, las 13 cepas de SASM se
distribuyeron de la siguiente manera: 1 (8%) DP, 10 (77%)
MP y 2 (15%) FP; mientras que, los 17 aislados de SARM
correspondieron a: 14 (82%) MP y 3 (18%) DP,
respectivamente.

Al aplicar el estadistico X2 para determinar si existia o
no asociacién significativa entre la susceptibilidad a la
meticilina y el grado de produccidén de biopelicula, se
obtuvo un valor p>0,05, lo cual indica que el grado de
formacién de biofilm no estd asociado a la sensibilidad o
resistencia a la meticilina.

En este estudio, tanto las cepas de SASM como las de
SARM, mostraron tendencia a la produccidn moderada
de biofilm, 77% y 82%, respectivamente (Figura 3).

Porcentiaje de Cepas

Productoras Débiles Productoras Moderadas

Productoras Fuertes

SASM = SARM

Figura 3. Produccién de biopelicula en cepas de S. aureus
sensibles y resistente a meticilina

SASM: Staphylococcus aureus sensible a meticilina.
SARM; Staphylococcus aureus resistente a meticilina
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Discusion

Las infecciones asociadas a biopeliculas causadas por
S. aureus son una causa importante de morbilidad y
mortalidad Z). En este estudio, la totalidad de las cepas
estudiadas mostraron algun patrén de adherencia a las
placas de poliestireno. Este resultado coincide con lo
reportado por ofros autores, quienes en diferentes
investigaciones con cepas clinicas de S. aureus informan
porcentajes de formacién de biopeliculas que oscilan
entre 83,3 y 100 % 1220 {ndices de adhesién inferiores en
placas de poliestireno o formacién de biopeliculas, son
reportados por otros investigadores. Asi, Kwon y col. 2008
21} al estudiar la produccion de biopeliculas en 101
aislamientos de S. aureus multidrogo-resistentes, se
encontré que solo un 29,7 % de las cepas fueron capaces
de formar biopeliculas. Naicker y col. (2 y Khoramian y col.
(22),  obtuvieron 57 % vy 584 % de positividad,
respectivamente.

La distribucién de las 30 cepas de S. aureus de acuerdo
al grado de adhesién en las placas de poliestireno: 80%
con patrén de produccidén moderada, 13% como débil
productoras y 7% fuertes productoras, son resulfados
similares a los reportados por Rahimiy col. (23] y Smith y col.
(15), quienes observaron un predominio de cepas de S.
aureus con patrén de adhesidon moderado en las placas
de poliestireno; pero difieren de lo informado por Emaneini
y col. 120y Gad y col. 121 que consiguieron un mayor
numero de cepas con fuerte poder adherente; mientras
que, Avila y col. (8, al estudiar la produccién de
biopeliculas en aislados clinicos de SARM, detectaron un
mayor porcentaje de cepas con débil poder adherente;
lo cual deja de manifiesto la gran variabilidad reportada
en la literatura sobre la capacidad de los aislados clinicos
de S. aureus, sensibles o resistentes a meticilina, para
producir biopeliculas en diferentes grados.

En cuanto a la relaciéon de la susceptibilidad a la
meticilina y la formacién de biopelicula, pudo observarse
que tanto las cepas de SASM como SARM, mostraron
diversos grados de adhesion a las placas de poliestireno,
encontrdndose, para las 13 cepas de SASM: 1 (8%) DP, 10
(77%) MP vy 2 (15%) FP; mientras que, para 17 aislados de
SARM: 14 (82%) resultaron MP y 3 (18%) DP (Figura 3). Otros
estudios 21517) reportan hallazgos similares, observando
patrones variados de produccidén de biopelicula, tanto en
cepas sensibles como resistentes a meticilina. No se
observd asociacion significativa entre la susceptibilidad a
la meticilina y el grado de producciéon de biopelicula, lo
cual coincide con lo informado por Gil M. y col. 14, quien
en una investigacién para determinar la formacién de
biofilm en aislados clinicos de S. aureus segun
susceptibilidad y procedencia clinica, pudo constatar
que no habia asociacién entre la susceptibilidad de las
cepas a meticilinay el grado de formacién de biopelicula.
De igual forma, otros autores informan diferencias no
significativas en la produccién de biopelicula entre SASM
y SARM (15.2425)

En esta investigacién, tanto las cepas de SASM como
las de SARM, mostraron tendencia a la produccion
moderada de biopelicula, 77% y 82%, respectivamente.
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Gil M. y col. 14 reportan una mayor proporcidon de cepas
de SASM débilmente formadoras de biopelicula; mientras
que, las resistentes no mostraron una inclinacion
especifica, ubicdndose entre un grado débil y moderado.

La alta tasa de produccién de biofilm en cepas clinicas
de S. aureus, independientemente de la sensibilidad o
resistencia a meticilina, sugieren el peligro potencial que
representan dichas cepas dentro y fuera de ambientes
hospitalarios, dada la implicacién e importancia que
juegan las biopeliculas en el desarrollo de infecciones
crénicas refractarias a terapias antimicrobianas.
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