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Departamento de Parasitologia y Microbiologia. Escuela de Ciencias de la Salud
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RESUMEN

La biopelicula producida por Staphylococcus spp. es una microcomunidad
protegida por una matriz extracelular autoproducida que se encuentra fuertemente
adherida a tejidos e implantes médicos, lo cual permite el desarrollo de afecciones
como bacteremias y endocarditis que suelen afectar a pacientes de alto riesgo como
aquellos en hemodidlisis, por ello, se evaludé la formacion de biopeliculas y
susceptibilidad antimicrobiana en Staphylococcus spp. aislados en hemocultivos y
cultivos de punta de catéter procedentes de pacientes en hemodialisis. A través de un
estudio descriptivo, de corte transversal y de campo se estudiaron 50 cepas de
Staphylococcus spp. aislados de pacientes en hemodialisis que cumplieron con los
criterios de inclusion. Se demostrd6 que (n= 48) 96,00% de las cepas formaron
biopeliculas con predomino en la categoria de “fuertes productores”. Referente a la
susceptibilidad antimicrobiana se obtuvo que el (n= 50) 100,00% de las cepas
presentaron sensibilidad a Linezolid. Al relacionar la formacion de biopeliculas con
este pardmetro se observaron diferencias estadisticamente significativas entre la
resistencia a la Levofloxacina (p= 0,02889) y Ofloxacina (p= 0,002609) con la
formacion de biopeliculas en S. aureus y S. epidermidis, respectivamente. Se observé
que (n= 47) 71,21% de las cepas presentaron mecanismos de resistencia, siendo las
cepas MRSA con (n= 28) 42,42% las mas frecuentes. Las cepas de Staphylococcus
spp. aisladas de pacientes en hemodialisis demostraron gran capacidad para formar
biopeliculas, ademéas, se evidenci6 que Linezolid y Gentamicina fueron los
antibidticos mas eficientes. Referente a la relacion entre formacion de biopeliculas y
resistencia a antimicrobianos, las quinolonas demostraron poca efectividad en las
cepas formadoras de biopeliculas.

Palabras clave: Biopelicula, Staphylococcus spp, hemodialisis, susceptibilidad

antimicrobiana



INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos procariotas que se encuentran en la
naturaleza de forma plancténica (libre flotacion) o incorporadas a una microcolonia
denominada biopelicula. Esta estructura se forma cuando las bacterias planctonicas se
adhieren a una superficie y elaboran sefiales quimicas para la diferenciacion y
formacion de estructuras protectoras. Se postula que el 99% de las bacterias existen
en forma de biopelicula, y tan sélo el 1% vive en estado planctdnico (1).

Las biopeliculas son ecosistemas microbianos (monoespecie o multiespecie)
que se encuentran adheridos de forma estable a superficies bidticas o abidticas, y
protegidos por una matriz extracelular autoproducida. Al formarse permite que las
bacterias crezcan en un entorno protegido, donde podran sobrevivir a ambientes
hostiles y dispersarse hacia entornos mas favorables (2). La formacion de biopeliculas
no parece estar restringida a determinados microorganismos y se considera que, bajo

condiciones adecuadas, todos los microbios pueden formar biopeliculas (3).

El Dr. John William Costerton (padre de la biofilmologia) en 1985 propuso que
muchas de las infecciones crénicas podrian ser causadas por microorganismos que
estuvieran creciendo en forma de biopeliculas, y que, por esta caracteristica, los
pacientes no respondian a los tratamientos antimicrobianos convencionales (4). Desde
entonces, la biopelicula se ha vuelto de gran interés dentro de la comunidad médica,
ya que incrementa la disponibilidad de nutrientes, facilita el aprovechamiento de agua
e intercambio genético y ofrece proteccion ante la accion de agentes adversos como;
desinfectantes, antisépticos y antimicrobianos, lo cual asegura la supervivencia a
través del tiempo mediante el aumento del crecimiento y desarrollo de la poblacion

bacteriana (5).



La formacidn de la biopelicula ocurre en varias etapas centradas en el ciclo vital
e interacciones de la comunidad bacteriana con el medio ambiente. Este proceso es
dividido en 4 etapas: adherencia, formacién de microcolonias con sintesis de la

Matriz de Exopolisacaridos (EPS), maduracion y dispersion (1).

La adherencia tiene lugar en las superficies (bidticas o abioticas) y se trata de
un proceso que ocurre en dos etapas denominadas: adsorcion y adhesion. Durante la
adsorcion, hay interacciones inespecificas y reversibles entre las células bacterianas y
las superficies, estas interacciones son por fuerzas fisicoquimicas como Van der
Waals, gravitacionales, electrostaticas, hidrofébicas y movimientos brownianos.
Seguidamente, se desarrolla una adhesion irreversible y especifica, donde se forma
una monocapa celular que se encuentra fuertemente sujeta a la superficie (4). Durante
la formacion de microcolonias las bacterias que conforman la monocapa celular se
multiplican y extienden alrededor del sitio de unién, emitiendo sefiales quimicas de
comunicacion que permiten la activacion de mecanismos genéticos para la

produccién de exopolisacaridos que formaran la matriz protectora de la biopelicula

(6).

Posteriormente, en la maduracion de la biopelicula, se presentan cambios
morfoldgicos y metabolicos como la multiplicacion de las microcolonias, produccion
de EPS, sintesis de proteinas y liberacion de ADN, en conjunto con la formacién de
canales de agua necesarios para la adquisicion de nutrientes del medio exterior,
eliminacién de productos del metabolismo y transporte de las moléculas del Quorum
Sensing (QS). Consecuentemente, la etapa de dispersion ocurre cuando la densidad
microbiana en el interior ha aumentado de manera exponencial y los
microorganismos en ella han generado cantidades importantes de metabolitos, los
cuales ya no pueden ser eliminados a través de los canales de agua. Estos metabolitos

inducen el Quorum Sensing, el cual a través de la comunicacion célula-célula



promueve la expresion de genes que codifican enzimas con la capacidad de degradar

componentes de la matriz extracelular (4).

El Quorum Sensing es una conducta bacteriana que consiste en un tipo de
sefializacion célula-célula dependiente de la densidad poblacional, la cual
desencadena cambios en el comportamiento bacteriano cuando la poblacion alcanza
una densidad critica (7). EI QS desempefia su papel en la regulacion de la diversidad
microbiana a través del efecto de toxinas, en otras palabras, las bacterias
descomponen células individuales de otros genotipos a través de la liberacion de
toxinas nocivas (8). Es por ello, que la regulacion del QS asegura que existan
suficientes bacterias en la comunidad con el mismo genotipo para secretar toxinas o

promover productos de crecimiento (9).

Los avances en la microbiologia han desarrollado métodos como: el
radiomarcaje, la microscopia confocal y el agar Rojo Congo para la investigacion de
biopeliculas; sin embargo, el ensayo de cuantificacion en placa de microtitulacion es
uno de los métodos més eficientes. El proceso consiste en cultivar, colorear y disolver
los especimenes en las paredes de los pocillos para microtitulacion, con el fin de
medir las biopeliculas a través de espectrofotometria y, categorizar a los débiles,
moderados y fuertes formadores de biopeliculas en base a la densidad Optica obtenida
(10).

La supervivencia bacteriana se desarrolla a través de mecanismos de resistencia
a los antimicrobianos como el bloqueo del transporte de antibio6ticos, modificacion
enzimatica del antibidtico, produccion de enzimas alternativas, mecanismos activos
de bombeo y modificacion del sitio de accion del antibiotico. La biopelicula a traves
de la heterogeneidad poblacional, formacion de células persistentes, presencia de

matriz, bombas de flujo y QS, propicia un microambiente ideal para la transferencia



horizontal de genes que contribuyen con el desarrollo de mecanismos de resistencia

diferentes a los del estado planctdnico (11).

La matriz extracelular es una estructura capaz de acumular moléculas
antimicrobianas en un 25% de su peso, limitando su difusién en la biopelicula. Por su
parte, los microorganismos de crecimiento lento conducen a la tolerancia o
persistencia, ya que, al culminarse el efecto antibiotico en la poblacion de bacterias
sésiles, las células persistentes inducen nuevamente el crecimiento bacteriano,
pudiendo manifestar resistencia a multiples antibiéticos (12). De igual forma, el
Quorum Sensing desempefia un papel importante al regular las bombas de salida de
medicamentos y la formacion de la biopelicula. Evidentemente, el aumento de la
resistencia bacteriana asociada a la formacion de biopeliculas ha agravado la

dificultad en la prevencién y tratamiento de enfermedades (13).

De acuerdo con la literatura, se estima que el 65% de las infecciones
bacterianas se relaciona con la formacion de biopelicula. Se observa que los
principales susceptibles de este tipo de infecciones son los pacientes ingresados a la
unidad de cuidados intensivos (UCI) cuyo riesgo de infeccion se asocia con su
inmunocompromiso y exposicion a microorganismos oportunistas (14); de igual
manera, el paciente en hemodialisis se encuentra en riesgo de contraer infecciones
favorecidas por la necesidad de un acceso vascular, intervalos de circulacion

extracorpdrea y comorbilidades asociadas (15).

En el area de hemodialisis el empleo de catéteres tunelizados y fistulas
autologas permiten la realizacion de una dialisis eficaz, sin embargo, el uso de
cateteres estd asociado a una mayor comorbilidad y mortalidad del paciente, siendo
las infecciones bacterianas una de las causas mas importantes (16). El catéter esta
disefiado para tener larga durabilidad, sin embargo, su uso suele provocar la aparicién

de complicaciones de origen infeccioso local como la infeccion del orificio de salida



y tunelitis; o infeccioso sistémico como la Bacteriemia Relacionada con el Catéter
(BRC), una de las principales causas de morbilidad, hospitalizacion y mortalidad

entre los pacientes en hemodidlisis (17).

Los componentes méas importantes en el estudio de infecciones sanguineas
nosocomiales como BRC son el hemocultivo y cultivo de punta de catéter. De este
modo, el diagndstico se establece cuando el hemocultivo transcatéter es positivo y el
periférico negativo; sin embargo, cuando el hemocultivo periférico es positivo vy el
transcatéter negativo, 0 ambos son positivos, se debe diferenciar entre septicemia,
colonizacion o una verdadera infeccién por catéter. En base a ello se define la
interpretacion de hemocultivos como infeccién posible, cuando solo el hemocultivo
periférico fuera positivo; probable cuando el hemocultivo transcatéter o ambos fueron

positivos; y definitiva a la presencia de una punta de catéter positiva (18).

Staphylococcus spp. son considerados los principales agentes etioldgicos en las
bacteriemias, ya que, se informan en el 75 % de los episodios que se producen en
pacientes con catéter venoso central y en el 25 % de los pacientes con fistula
arteriovenosa (19). Estos gérmenes son cocos Gram positivos que forman parte de la
microbiota de piel y mucosas, siendo las especies asociadas con enfermedad en el ser

humano: S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, y S. saprophyticus (20).

Este género bacteriano suele ser responsable de patologias como: infecciones a
nivel de la epidermis (fordnculos, celulitis e impétigo), neumonia, bacteriemias,
mastitis, osteomielitis, endocarditis y meningitis. Durante el analisis de tejidos e
implantes afectados por este microorganismo se ha encontrado que dicha
colonizacion se relaciona con la formacion de biopeliculas, en donde las bacterias se
encuentran protegidas de la accién de anticuerpos, células fagociticas y

antimicrobianos (6).



Dentro de este orden de ideas, la resistencia antimicrobiana que presenta el
género Staphylococcus a B-lactamicos como las penicilinas, cefalosporinas vy
carbapenémicos, se basa en la produccion de enzimas B-lactamasas. Las penicilinas
(oxacilina, meticilina, cloxacilina) resistentes a penicilinasas poseen una estructura
molecular que las protege frente a la accion de las B-lactamasas. Por lo que el
mecanismo de resistencia a la meticilina se basa en la sintesis de una nueva PBP
(PBP2a o0 PBP2") que bloquea la llegada del antibiotico a su sitio blanco, lo cual se
evidencia como un patrén fenotipico de resistencia que identifica a las cepas como

Staphylococcus aureus Resistentes a Meticilina (MRSA) (19).

La prevalencia de la resistencia a la meticilina entre los estafilococos es un
problema creciente, se considera que la clindamicina es un farmaco alternativo para
abordar este problema, sin embargo, la resistencia a los macrolidos suele ser causada
por una modificacién ribosémica, metilasas codificadas por genes o por la salida
activa del antimicrobiano mediante una bomba dependiente de ATP. Las metilasas
confieren resistencia inducible (iIMLSB) o constitutiva (cMLSB) a macrolidos,
lincosamidas y estreptograminas tipo B (resistencia MLSB), mientras que el
mecanismo de flujo afecta Unicamente a macrolidos y estreptograminas tipo B. Otros
mecanismos de resistencia a macrélidos mas raros incluyen mutaciones ribosémicas e

inactivacién de antibioticos por hidrolasas o fosfotransferasas especificas (21).

Existe un creciente interés por la formacion de biopeliculas y su asociacion con
la susceptibilidad antimicrobiana de patogenos capaces de adherirse a dispositivos
como protesis, valvulas cardiacas, marcapasos, uniones plasticas y dispositivos
intravenosos. En la practica clinica el uso de implantes biomédicos es cada vez
mayor, simultaneamente, la tasa de infecciones asociadas a biomateriales se
incrementa debido al aumento de la edad y las comorbilidades de los pacientes que

reciben dichos implantes. Por estas razones resulta alarmante que la mayoria de las



biopeliculas formadas por Staphylococcus spp. requieren mayor concentracion de
antimicrobianos para lograr la inhibicion del crecimiento (22).

En Nigeria, se determind la formacion de biopeliculas e incidencia de
Staphylococcus aureus en pacientes con infecciones en diferentes tipos de heridas,
tras estudiar un total de 150 ejemplares, se evidencié que el 10,3% de los

aislamientos fue asociado con la formacion de biopeliculas (23).

En Turquia, se analiz6 la formacién de biopeliculas in vitro y su correlacion
con el patron de resistencia a los antibidticos en aislados clinicos de S. aureus, donde
se detectaron productores de biopelicula en el 92,1 % de las muestras de S. aureus
Meticilino Resistentes (MRSA) y en el 72,4 % de las muestras de S. aureus
Meticilina Sensibles (MSSA). Una relacion estadisticamente significativa entre la

resistencia a la meticilina y la formacion de biopeliculas en aislados de S. aureus (24).

En Hungria. Se investigd la correlacion entre la formacién de biopeliculas y la
resistencia a antimicrobianos en aislados de S. aureus, se encontraron diferencias
significativas entre los aislados de MSSA y MRSA con respecto a los niveles de
susceptibilidad a los antibidticos de uso comin. En la deteccion de biopeliculas a
través del ensayo de adherencia en tubo se obtuvo que el 37 % de MSSA y el 39 % de
MRSA aislados fueron positivos, mientras que, durante el uso de placas, el 41 % de
MSSA y el 44% de MRSA fueron positivos. Aunque no Se encontraron asociaciones
entre la resistencia a la meticilina y la produccion de biopeliculas si se pudo asociar la
resistencia a la eritromicina, clindamicina y rifampicina con la positividad de la
biopelicula (25).

En México, se determiné la distribucion de genes de adhesion y regulacion de
biopeliculas en S. aureus, tras analizar 106 aislados obtenidos de muestras sélidas y

liquidas recuperadas de un hospital, se observo que el 83% de las cepas MRSA



formaron biopelicula en comparacion con el 37% de las cepas MSSA, de igual forma,
se determind que la formacion de biopeliculas esta asociada de manera significativa a
cepas de MRSA. Se ha documentado que la resistencia a antibidticos betalactamicos

parece ser relevante en el fenotipo de la biopelicula (26).

En Paraguay, se evalud la capacidad formadora de biopeliculas en cepas de S.
aureus Meticilina Resistentes que infectaron a nifios, durante el proyecto fueron
estudiadas 10 cepas que se clasificaron al 100% como moderados formadores de
biopelicula. Considerando, que las cepas fuertes formadoras de biopeliculas serian
mas persistentes es importante tener en cuenta que, si bien la formacion de
biopelicula de las cepas analizadas es moderada, la misma puede intensificarse en

respuesta a distintos estimulos presentes en el medio ambiente (27).

En México, fue estudiada la resistencia a la Meticilina y producciéon de
biopeliculas en aislamientos clinicos de Staphylococcus aureus y Estafilococos
Coagulasa Negativo (SCN). Se observd que todas las cepas formaron biopelicula y,
en las cepas de S. aureus 9 fueron resistentes a la Meticilina y 2 fueron sensibles, en

comparacion con las 8 cepas de SCN que fueron resistentes y 4 fueron sensibles (28).

En Perq, se estudié la relacion entre la resistencia antimicrobiana y formacién
de biopelicula en 325 cepas de S. aureus procedentes de muestras de pacientes
hospitalizados, se detectaron productores de biopeliculas en el 94.8% (308) de los
aislados, siendo categorizados como formadores de biopelicula: débil 20%, moderado
43.1% y fuerte 31.7%. En lo que respecta a la resistencia antimicrobiana se presenta
mayor resistencia a macrolidos (73.8%), aminoglucésidos (67.1%), lincosamidas
(65.2%), y quinolonas (60%), mientras que las tetraciclinas (4.9%) y sulfonamidas

(28.6%) poseen menor resistencia (29).



En Ecuador, se estudié la formacion de biopeliculas en aislados clinicos de
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis, durante el proyecto se
analizaron 99 cepas provenientes de tres hospitales de tercer nivel en Quito y el Puyo.
Con la prueba de Agar Rojo Congo (ARC) se identificaron 29 cepas productores de
biopelicula en base a su capacidad de ennegrecer el medio, donde: 3 fueron

considerados débiles, 16 moderados y 10 fuertes formadores de biopeliculas (30).

En Venezuela, en la Universidad del Zulia se estudiaron 50 cepas para evaluar
la produccion de enterotoxina y biopeliculas en aislamientos clinicos de S. aureus
resistentes a Meticilina, a través de la técnica de produccion de biopelicula mediante
Agar Rojo Congo (ARC) y el método en microplacas de cultivos celulares (TCP). Se
informa que la produccion de enterotoxina se observd en 9 cepas (18%) y la
produccion de biopeliculas se constatd en 30% y 98% de las cepas por los métodos de
ARC y TCP, respectivamente; s6lo en 15 cepas (30%) se observo correlaciéon de
ambos ensayos, demostrandose que el TCP es mas eficaz para detectar la produccion

de biopeliculas en S. aureus (31).

En la Universidad de Carabobo se plante6 investigar la capacidad de formacion
de biopeliculas en 141 aislados de S. aureus segun la susceptibilidad antimicrobiana y
la procedencia clinica. Se obtuvo que el 92% de la poblacion fue capaz de formar
biopeliculas, donde, las cepas de procedencia infecciosa mostraron una inclinacién a
ser moderadamente formadoras (28%) y las de portadores asintomaticos expresaron
una tendencia a ser débilmente formadora (27%). Aunque no existe asociacion entre
susceptibilidad antimicrobiana y procedencia clinica con la capacidad de formacién
de biopeliculas, si existe asociacion entre el grado de formacion de biopelicula con

respecto a la procedencia clinica (32).

La alta capacidad de formacion de biopelicula registrada en aislados clinicos de

Staphylococcus spp. evidencia el riesgo potencial que representan dichas cepas dentro
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y fuera de ambientes hospitalarios. Dada la importancia de las biopeliculas en el
desarrollo de infecciones crénicas es relevante acrecentar la investigacién relacionada
con la formacion de biopeliculas y su respuesta a los antibidticos como un paso
crucial para mejorar la eleccion de la terapia antimicrobiana. Por todo lo antes
descrito, los objetivos de esta investigacion estaran dedicados a evaluar la formacion
de biopeliculas y susceptibilidad antimicrobiana en Staphylococcus spp. aislados en
hemocultivos y cultivos de punta de catéter procedentes de pacientes en hemodialisis.
Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y Paez. Ciudad Bolivar, Mayo-Octubre
2023.



JUSTIFICACION

Los microorganismos capaces de formar biopeliculas pueden adherirse de
forma irreversible a tejidos humanos e implantes médicos, lo cual contribuye con la
morbilidad y mortalidad asociada a las infecciones relacionadas con catéteres venosos
utilizados en pacientes en hemodialisis. Es por ello, que la mejoria de las condiciones
higiénicas en la insercion de los catéteres, el tratamiento regular del orificio de salida
junto con el estudio oportuno del catéter resulta vital para disminuir el riesgo de

infeccion (34).

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos son fenémenos caracterizados
por la persistencia de los gérmenes al efecto del antibidtico, por ende, la estrategia
para limitar sus efectos debe incluir la educacion de los pacientes y personal sanitario
sobre el uso adecuado de los antimicrobianos, el uso de préacticas eficaces para
prevenir la transmision de microorganismos, la vigilancia de la resistencia a
antimicrobianos y el desarrollo de estudios que puedan potenciar la utilizacion de los
antibidticos (35).

Las biopeliculas son ecosistemas microbianos poco explorados en Venezuela,
por este motivo resulta significativo contribuir con nuevas investigaciones que
mejoren la respuesta terapéutica dirigida a los diferentes especimenes formadores de
biopeliculas. De igual forma, dada la alta virulencia del género Staphylococcus vy, el
alto riesgo de colonizacion que presentan los pacientes en hemodialisis es una
prioridad desarrollar nuevos estudios orientados a descifrar el comportamiento de los
gérmenes formadores de biopelicula y su susceptibilidad antimicrobiana, con el fin de
comprender las ventajas que ofrece esta estructura y proporcionar nuevos datos que
permitan resoluciones eficientes para las infecciones que afectan a los pacientes en

hemodialisis.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar la formacién de biopeliculas y susceptibilidad antimicrobiana en
Staphylococcus spp. aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter

procedentes de pacientes en hemodialisis.

Objetivos especificos

1. Categorizar la formacion de biopeliculas a través del método de
cuantificacion en placas de microtitulacion en Staphylococcus spp.
aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter procedentes de

pacientes en hemodialisis

2. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana en Staphylococcus spp.
aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter procedentes de

pacientes en hemodialisis

3. Relacionar la formacion de biopeliculas con la susceptibilidad
antimicrobiana en Staphylococcus spp. aislados en hemocultivos vy

cultivos de punta de catéter procedentes de pacientes en hemodialisis
4. Relacionar la formacion de biopeliculas con los mecanismos de resistencia

presentados en Staphylococcus spp. aislados en hemocultivos y cultivos de

punta de catéter procedentes de pacientes en hemodialisis
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METODOLOGIA

Disefio de la investigacion

La estrategia ejecutada para el desarrollo de este trabajo corresponde al tipo de
investigacion descriptiva ya que expone el conocimiento de la realidad tal como se
presenta en una situacion de espacio y de tiempo determinado, se describe el
fendmeno sin introducir modificaciones (36). También corresponde a una
investigacion de corte transversal, el cual hace referencia a todos aquellos fenGmenos
bajo estudio que se investigan de forma observacional, cuyo andlisis de las variables
observadas y recolectadas se realiza en un periodo de tiempo limite sobre una
poblacion o muestra determinada (37), y de campo ya que los datos se provienen

directamente del laboratorio sin manipular o controlar variable alguna (38).

Universo

El universo de esta investigacion estuvo representado por todos los cultivos
donde se aislé Staphylococcus spp. obtenidos de pacientes en hemodialisis atendidos
en la Unidad de Hemodialisis Julio Criollo Rivas del Complejo Hospitalario
Universitario Ruiz y Pdez (CHURYP), y procesados por el Instituto Microbioldgico
de Diagnostico Grupo Oriente (Laboratorio IMDIGO) ubicado en el Centro Médico

Orinoco en Ciudad Bolivar, durante el periodo Mayo — Octubre 2023.
Muestra
La muestra estuvo representada por 50 cepas de Staphylococcus spp. obtenidos

de hemocultivos y cultivos de punta de catéter procedentes de pacientes en

hemodidlisis atendidos en la Unidad de Hemodialisis Julio Criollo Rivas del

13



14

CHURYP, y procesados por el Laboratorio IMDIGO, durante el periodo Mayo —
Octubre 2023.

Criterios de inclusién

En la presente investigacion se conté con la participacion de cepas de
Staphylococcus spp. procedentes de hemocultivos y cultivos de punta de catéter
obtenidos de pacientes atendidos en la Unidad de Hemodialisis Julio Criollo Rivas
del Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y Paez. Los pacientes pertenecen a
cualquier etnia, sexo y rango de edad.

Criterios de exclusién

Fueron excluidos hemocultivos y cultivos de punta de catéter procedentes de
otras instituciones y, aquellos en donde se aislaron especimenes bacterianos

diferentes al género Staphylococcus.

Procedimiento

A través de un formato (Apéndice A), fueron recolectados los datos pertinentes
para la identificacion de los pacientes, muestras e indicaciones del tratamiento
antimicrobiano. Una vez verificada la procedencia de la muestra se estudiaron cepas
de Staphylococcus spp. aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter. La
siembra primaria de los aislados e identificacion de las especies bacterianas fue
realizada por el personal del Laboratorio IMDIGO vy los autores de este trabajo de

grado.

En las muestras donde se identific la presencia de Staphylococcus spp. se

aplico el método de Kirby-Bauer para el estudio de la susceptibilidad antimicrobiana
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y, para el estudio de la formacion de biopeliculas fue aplicado el método de

cuantificacion en placas de microtitulacion descrito por Stepanovic et al., en el 2007.

Materiales y Equipos

Para llevar a cabo la investigacion fue necesario contar con: agar Muller Hinton
(MH), agar sangre, estufa bacteriologica, placas de Petri, aplicadores de madera,
hisopos estériles, solucion salina fisioldgica, gasa de algodon, autoclave,
densitdmetro, lupa, regla, Estandares de Desempefio para Antimicrobianos y Pruebas
de Susceptibilidad (CSLI), discos de sensibilidad, gradillas, micropipetas, pocillos
para microtitulacion, asa bacterioldgica, mechero de Biinsen, piseta, recipientes
plasticos para descarte, cristal violeta, lector de Elisa, papel absorbente, papel

parafilm, agua destilada, caldo soya tripticasa (CST) y metanol.

Métodos

Estudio de susceptibilidad a antimicrobianos por Kirby-Bauer

El inéculo es preparado a partir de 1-5 colonias bacterianas suspendidas en
solucion salina fisioldgica cuya concentracion es llevada a 0,5 en escala McFarland.
Con un hisopo se aplica la suspensién sobre la superficie de una placa de agar
Mieller-Hinton; deslizando el hisopo, rotando tres veces la placa unos 60° cada vez y
pasando por la periferia para conseguir una siembra uniforme. Seguidamente, se
colocan discos impregnados con antibidticos con pinzas estériles y se procede a
incubar las placas a 35°C por 24 horas en atmosfera aerobica. Finalmente,
transcurrido el tiempo de incubacion se mide el didmetro de las zonas de completa
inhibicién con una regla y se interpretan los resultados en base a los criterios
establecidos por el CSLI (Clinical & Laboratory Standards Institute) (39).
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Siguiendo el esquema de trabajo presentado, la resistencia a la meticilina se
determind mediante el uso de discos de Cefoxitin (Fox) como método de referencia
para inferir la resistencia a la Oxacilina, segun lo establecido por las guias y normas
del CLSI (2023). Para detectar cepas de Staphylococcus spp. resistentes a macrolidos,
lincosamidas y estreptograminas del gupo B (MLSB), se tomd en cuenta la
colocacion frente a frente de los discos Clindamicina y Eritromicina para realizar el
Dtest, con la finalidad de evidenciar los fenotipos: MLSBc resistencia constitutiva a
E y CC y MLSBI resistencia a E y sensible a CC con achatamiento (Dtest positivo)
(Gil et al., 2015).

La planificacion del esquema antibiotico se realizd en conjunto con el
Laboratorio IMDIGO, fueron ensayados los antimicrobianos: Gentamicina (Ge),
Sulfametoxazol/Trimetoprim (SXT), Eritromicina (E), Cefoxitin (Fox), Clindamicina
(CC), Ciprofloxacina (Cip), Levofloxacina (Lev) y Ofloxacina (Ofx).

Cuantificacion de biopeliculas en placas de microtitulacion segin Stepanovi¢ et
al. 2007

Antes de analizar la produccion de biopeliculas se deben transferir las cepas del
cultivo madre a agar sangre e incubarse a 35-37°C por 24 horas en condiciones
aerobias. Seguidamente, se suspendieron de 1-5 colonias del cultivo madre en
solucién salina fisioldgica al 0,45% Yy se ajustd la turbidez de la suspension a un

estandar 0,5 en escala McFarland.

A continuacion, se llenaron por triplicado los pocillos de la placa de
microtitulacion con 180 pL de caldo soya tripticasa (CST) y se afiadio a cada pocillo
20 pL de las suspensiones bacterianas previamente preparadas, por su parte, el

control negativo solo contuvo 200 ul de caldo CST. La placa inoculada se cubrié con
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papel parafilm y se incubd aerébicamente durante 24 h a 35-37 °C en condiciones
estaticas.

Después de la incubacion, el contenido de los pocillos se decantd en un
recipiente de descarte. Cada pocillo se lavo tres veces con 300 pL de solucién salina
aplicando un pipeteo cuidadoso, sacudiendo las placas con movimientos rapidos para
vaciarlas y, finalmente, drenando las placas en forma invertida. Consecutivamente,
las bacterias adheridas restantes se fijaron con 150 pL de metanol durante 20 min, las
placas de microtitulacion se vaciaron con un movimiento rapido y se secaron durante

la noche en posicion invertida a temperatura ambiente.

La capa de biopelicula formada en cada pocillo de la placa de microtitulacién se
colored con 150 pl de cristal violeta durante 15 min a temperatura ambiente. Aunque
el cristal violeta tifie solo las células estafilocécicas y no el material viscoso, su uso es
aceptable porque los pasos de lavado anteriores eliminaron todas las células no
adheridas, por lo que solo se colorearon las células adherentes en reposo.
Seguidamente, la mancha se aspiré con una pipeta y, el exceso de tincion se enjuagd
colocando la placa de microtitulacién bajo agua corriente del grifo hasta que los

lavados estuvieron libres de la mancha.

Cuando la microplaca se secd, el colorante unido a las células se resolubilizo, es
decir, las células unidas fueron diluidas con 150 pl de metanol por pocillo. EI metanol
se agregé suavemente para luego cubrir la placa de microtitulacién con papel
parafilm (para minimizar la evaporacion), y se dejé a temperatura ambiente durante al
menos 30 minutos sin agitar. La adicion de metanol permitié la medicion indirecta de

bacterias adheridas tanto al fondo como a las paredes de los pocillos.

Para finalizar, la densidad 6ptica (DO) de cada pocillo tefiido con cristal violeta

fue medida a 570 nm utilizando un lector de placas de microtitulacion. La
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interpretacion de los resultados obtenidos requirio la definicion del valor de corte
(DOc) que separa las cepas formadoras de biopeliculas de las no productoras de
biopeliculas en base a tres desviaciones estandar por encima del medio no inoculado
(control negativo). El valor medio de la DO de cada cepa se calculd para cada placa
de microtitulacion por separado y las cepas se clasificaron en funcion de los valores
de DO y la DOc, cuando se obtuvo valores negativos se presenté como cero, mientras

que cualquier valor positivo indicé produccion de biopelicula.

Densidad 6ptica Produccion de biopelicula
DO <DOc¢ No productor de biopelicula
DO <2xDOc¢ Débil productor de biopelicula
2xD0Oc¢ < DO < 4xDOc¢ Moderado productor de biopelicula
4xDOc < DO Fuerte productor de biopelicula

Tabla. Criterios de Stepanovi¢ et al. para la clasificacion de productores de

biopeliculas.

Anélisis de resultados y tabulaciones

Se realizaron los andlisis haciendo uso del software SPSSv23 y “R” version
4.3.1. Se elaboraron tablas de frecuencia simple con una sola variable haciendo uso
de estadistica descriptiva, utilizando el porcentaje como medida de frecuencia
relativa. Asi mismo, se elaboraron tablas de contingencia para relacionar variables,
haciendo uso de estadistica inferencial y, finalmente, se calculé el estadistico Test

exacto de Fisher.



RESULTADOS

Al analizar 50 cepas de Staphylococcus spp. procedentes de pacientes atendidos
en la Unidad de Hemodialisis Julio Criollo Rivas del Complejo Hospitalario
Universitario Ruiz y Paez, Ciudad Bolivar, Estado Bolivar, durante el periodo Mayo
— Octubre 2023, se obtuvo que el (n= 48) 96,00% de los especimenes comprendidos
por 25 cepas de Staphylococcus aureus y 25 cepas de Staphylococcus epidermidis
tuvieron la capacidad de formar biopeliculas. Referente a la categorizaciéon de la
formacion de biopeliculas mediante la cuantificacion en placas de microtitulacion, se
evidencio que tanto S. aureus (Tabla 1a) como S. epidermidis (Tabla 1b) presentaron
mayor numero de cepas en la categoria de fuertes productores de biopelicula
representados por un (n= 13) 52,00% y (n= 14) 56,00%, respectivamente. En ambos
casos, la mayor produccién de biopelicula fue encontrada en cultivos de punta de
catéter representados por el (n= 15) 60,00% y (n= 18) 72,00%, para cada

microorganismo.

Al analizar la susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby-
Bauer se obtuvo que las 50 cepas analizadas presentaron sensibilidad total (n=50)
100,00% al antimicrobiano Linezolid. En el caso de las 25 cepas de Staphylococcus
aureus (Tabla 2a), se observaron los mayores porcentajes de sensibilidad para
Gentamicina y Levofloxacina con (n=14) 56,00% cada uno, Yy resistencia
predominante a Oxacilina y Eritromicina (n=18) con 72,00% cada uno, Clindamicina
con (n=14) 56,00% y Ofloxacina con (n= 13) 52,00%. Por su parte, las 25 cepas de
Staphylococcus epidermidis (Tabla 2b) evidenciaron sensibilidad predominante a
Sulfametoxazol/Trimetoprim con (n= 16) 64,00% y Gentamicina con (n= 15) 60,00%
y, resistencia a Ofloxacina con (n= 19) 76,00%, Eritromicina con (n= 17) 68,00%,
Ciprofloxacina con (n= 16) 64,00% y Clindamicina con (n= 15) 60,00%.
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Al relacionar la formacion de biopeliculas con la susceptibilidad antimicrobiana
solo se observaron diferencias estadisticamente significativas (p=<0,05) entre la
resistencia a la Levofloxacina (p= 0,02889) con la formacion de biopeliculas en
Staphylococcus aureus (Tabla 3a), y la resistencia a la Ofloxacina (p= 0,002609) con

la formacion de biopeliculas en Staphylococcus epidermidis (Tabla 3b).

Al relacionar la formacion de biopeliculas con la produccion de mecanismos de
resistencia en cepas de Staphylococcus spp. (Tabla 4), no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). Al considerar la coproduccion de
mecanismos asociados con la resistencia a meticilina (MRSA), macrélidos,
lincosamidas y estreptograminas del grupo B (MLSBIi/c) se obtuvo que 66
especimenes fueron aptos para evaluar las variables presentadas, por lo tanto, al
totalizar la sumatoria de ambos mecanismos de resistencia se obtuvo que el (n= 47)
71,21% de los casos fue capaz de manifestar los fenotipos MSLBi/c y MRSA, en
ddnde, el mecanismo de resistencia que predominé entre las cepas fue MRSA con (n=
28) 42,42%.



Tabla 1a
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Formacién de biopeliculas a través del método de cuantificacion en placas de

microtitulacion en Staphylococcus aureus aislados en hemocultivos y cultivos de

punta de catéter. Unidad de Hemodialisis “Julio Criollo Rivas”. Complejo

Hospitalario Universitario “Ruiz y Péez”. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, 2023.

Staphylococcus aureus

Hemocultivo Cultivo de
Formacion de punta de catéter Total
biopeliculas N % n % n %
Fuerte productor 4 16,00 9 36,00 13 52,00
Moderado productor 5 20,00 6 24,00 11 44,00
No productor 1 4,00 - - 1 4,00
Total 10 40,00 15 60,00 25 100,00
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Tabla 1b

Formacidn de biopeliculas a través del método de cuantificacion en placas de
microtitulacion en Staphylococcus epidermidis aislados en hemocultivos y cultivos de
punta de catéter. Unidad de Hemodialisis “Julio Criollo Rivas”. Complejo

Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez”. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, 2023.

Staphylococcus epidermidis

., Hemocultivo Cultivo d,e
Formacion de unta de catéter Total
biopeliculas N % n % n %
Fuerte productor 3 12,00 11 44,00 14 56,00
Moderado productor 3 12,00 7 28,00 10 40,00
No productor 1 4,00 - - 1 4,00
Total 7 28,00 18 72,00 25 100,00




Tabla 2a

23

Susceptibilidad antimicrobiana a través del método cualitativo de Kirby-Bauer

en Staphylococcus aureus aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter.

Unidad de Hemodialisis “Julio Criollo Rivas”. Complejo Hospitalario Universitario

“Ruiz y Pdez”. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, 2023.

Staphylococcus aureus

- Hemocultivo Cultivo d?
Susceptibilidad punta de catéter Total
Antimicrobiana n % n % n %
Gentamicina
Sensible 6 24,00 8 32,00 14 56,00
Resistente 4 16,00 7 28,00 11 44,00
Sulfametoxazol/Trimetoprim
Sensible 7 28,00 6 24,00 13 52,00
Resistente 3 12,00 9 36,00 12 48,00
Oxacilina
Sensible 3 12,00 4 16,00 7 28,00
Resistente 7 28,00 11 44,00 18 72,00
Clindamicina
Sensible 5 20,00 6 24,00 11 44,00
Resistente 5 20,00 9 36,00 14 56,00
Eritromicina
Sensible 3 12,00 4 16,00 7 28,00
Resistente 7 28,00 11 44,00 18 72,00
Linezolid
Sensible 10 40,00 15 60,00 25 100,00
Resistente - - - - - -
Ciprofloxacina
Sensible 7 28,00 6 24,00 13 52,00
Resistente 3 12,00 9 36,00 12 48,00
Levofloxacina
Sensible 7 28,00 7 28,00 14 56,00
Resistente 2 8,00 8 32,00 10 40,00
Intermedio 1 4,00 - - 1 4,00
Ofloxacina
Sensible 3 12,00 9 36,00 12 48,00
Resistente 7 28,00 6 24,00 13 52,00
Subtotales 10 40,00 15 60,00 25 100,00
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Susceptibilidad antimicrobiana a través del método cualitativo de Kirby-Bauer

en Staphylococcus epidermidis aislados en hemocultivos y cultivos de punta de

catéter. Unidad de Hemodiélisis “Julio Criollo Rivas”. Complejo Hospitalario

Universitario “Ruiz y Paez”. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, 2023.

Staphylococcus epidermidis

- Hemocultivo Cultivo d?
Susceptibilidad punta de catéter Total
Antimicrobiana n % N % n %
Gentamicina
Sensible 5 20,00 10 40,00 15 60,00
Resistente 2 8,00 8 32,00 10 40,00
Sulfametoxazol/Trimetoprim
Sensible 7 28,00 9 36,00 16 64,00
Resistente - - 9 36,00 9 36,00
Oxacilina
Sensible 5 20,00 8 32,00 13 52,00
Resistente 2 8,00 10 40,00 12 48,00
Clindamicina
Sensible 4 16,00 6 24,00 10 40,00
Resistente 3 12,00 12 48,00 15 60,00
Eritromicina
Sensible 5 20,00 3 12,00 8 32,00
Resistente 2 8,00 15 60,00 17 68,00
Linezolid
Sensible 7 28,00 18 72,00 25 100,00
Resistente - - - - - -
Ciprofloxacina
Sensible 3 12,00 5 20,00 8 32,00
Resistente 4 16,00 12 48,00 16 64,00
Intermedio - - 1 4,00 1 4,00
Levofloxacina
Sensible 3 12,00 8 32,00 11 44,00
Resistente 4 16,00 9 36,00 13 52,00
Intermedio - - 1 4,00 1 4,00
Ofloxacina
Sensible 3 12,00 3 12,00 6 24,00
Resistente 4 16,00 15 60,00 19 76,00
Subtotales 7 28,00 18 72,00 25 100,00
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Formacidn de biopeliculas y susceptibilidad antimicrobiana en Staphylococcus

aureus aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter. Unidad de

Hemodidlisis “Julio Criollo Rivas”. Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y
Paez”. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, 2023.

Staphylococcus aureus

Formacion de biopeliculas

Fuerte Moderado No
Susceptibilidad productor productor  productor Total
Antimicrobiana n % n % n % n %
Gentamicina
Sensible 7 28,00 7 28,00 - - 14 56,00
Resistente 6 24,00 4 16,00 1 400 11 44,00
Sulfametoxazol/Trimetoprim
Sensible 6 24,00 7 28,00 - - 13 52,00
Resistente 7 28,00 4 16,00 1 400 12 48,00
Oxacilina
Sensible 3 12,00 4 16,00 - - 7 28,00
Resistente 10 40,00 7 28,00 1 400 18 72,00
Clindamicina
Sensible 5 20,00 6 24,00 - - 11 44,00
Resistente 8 32,00 5 20,00 1 400 14 56,00
Eritromicina
Sensible 4 16,00 3 12,00 - - 7 28,00
Resistente 9 36,00 8 32,00 1 400 18 72,00
Linezolid
Sensible 13 52,00 11 44,00 1 400 25 100,00
Resistente - - - -
Ciprofloxacina
Sensible 6 24,00 7 28,00 - - 13 52,00
Resistente 7 28,00 4 16,00 1 400 12 48,00
Levofloxacina
Sensible 6 24,00 8 32,00 - - 14 56,00
Resistente 7 28,00 3 12,00 - - 10 40,00
Intermedio - - - 1 4,00 1 4,00
Ofloxacina
Sensible 6 24,00 7 28,00 - - 13 52,00
Resistente 7 28,00 4 16,00 1 400 12 48,00
Subtotales 13 52,00 11 44,00 1 400 25 100,00

Fuente: Datos del Investigador, noviembre 2023.
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Formacidn de biopeliculas y susceptibilidad antimicrobiana en Staphylococcus

epidermidis aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter. Unidad de

Hemodialisis “Julio Criollo Rivas”. Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y
Paez”. Ciudad Bolivar, estado Bolivar, 2023.

Staphylococcus epidermidis

Formacion de biopeliculas

Fuerte Moderado No
Susceptibilidad productor productor  productor Total
Antimicrobiana n % n % n % n %
Gentamicina
Sensible 6 24,00 8 32,00 1 400 15 60,00
Resistente 8 32,00 2 8,00 - - 10 40,00
Sulfametoxazol/Trimetoprim
Sensible 7 28,00 8 32,00 1 400 16 64,00
Resistente 7 28,00 2 8,00 - - 9 36,00
Oxacilina
Sensible 7 28,00 5 20,00 1 400 13 52,00
Resistente 7 28,00 5 20,00 - - 12 48,00
Clindamicina
Sensible 5 20,00 4 16,00 1 400 10 40,00
Resistente 9 36,00 6 24,00 - - 15 60,00
Eritromicina
Sensible 4 16,00 3 12,00 1 4,00 8 32,00
Resistente 10 40,00 7 28,00 - - 17 68,00
Linezolid
Sensible 14 56,00 10 40,00 1 400 25 100,00
Resistente - - - - - - - -
Ciprofloxacina
Sensible 2 8,00 5 20,00 1 4,00 8 32,00
Resistente 11 44,00 5 20,00 - - 16 64,00
Intermitente 1 4,00 - - - - 1 4,00
Levofloxacina
Sensible 4 16,00 6 24,00 1 400 11 44,00
Resistente 9 36,00 4 16,00 - - 13 52,00
Intermedio 1 4,00 - - - - 1 4,00
Ofloxacina
Sensible - - 5 20,00 1 4,00 6 24,00
Resistente 14 56,00 5 20,00 - - 19 76,00
Subtotales 14 56,00 10 40,00 1 400 25 100,00

Fuente: Datos del Investigador, noviembre 2023.
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Tabla 4

Formacion de biopeliculas y mecanismos de resistencia en Staphylococcus spp.
aislados en hemocultivos y cultivos de punta de catéter. Unidad de Hemodialisis
“Julio Criollo Rivas”. Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Pdez”. Ciudad

Bolivar, estado Bolivar, 2023.

Formacién de biopeliculas
Staphylococcus  Staphylococcus

Mecanismo aureus epidermidis Total

de resistencia n % n % n %
Resistencia a la Meticilina 16 47,06 12 37,50 28 42 42
MLSBiI/c 11 32,35 8 25,00 19 28,79
No productores 7 20,59 12 37,50 19 28,79
Total 34* 100,00 32* 100 66* 100,00

MLSBI/c: Resistencia a los macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas del grupo B.
Test exacto de Fisher (p) = (p>0,05) No significativo
Fuente: Datos del Investigador, octubre 2023.

*Se tomaron en cuenta microorganismos con coproduccion de mecanismo de resistencia



DISCUSION

En el presente estudio se analizaron 50 cepas de Staphylococcus spp.
procedentes de hemocultivos y cultivos de punta de catéter de pacientes en
hemodialisis, mediante el método de cuantificacion en placas para microtitulacion
descrito por Stepanovi¢ et al., 2007; obteniendo que el 96,00% de las cepas pudo
formar biopeliculas, lo cual es semejante a los datos expuestos por los autores Avila
et. al., (2014), en su investigacion para evaluar la produccion de enterotoxina y
biopeliculas en aislamientos clinicos de MRSA a través del uso del mismo método y
del Agar Rojo Congo; logrando observar un 98,00% y 30,00% de cepas formadoras
de biopeliculas respectivamente, por su parte, los investigadores Gil et al., (2015)
estudiaron la capacidad de formacién de biopeliculas en 141 aislados de S. aureus; y

observaron que el 92,00% de la poblacion fue capaz de formar biopeliculas.

Al categorizar la capacidad de formacion de biopelicula de S. aureus y S.
epidermidis se determind un 52,00% y 56,00% de cepas fuertes formadoras de
biopelicula, lo cual difiere a lo expuesto por Salinas et al., (2017), en su estudio para
evaluar la capacidad de formacion de biopeliculas en 10 cepas de MRSA que se
clasificaron en un 100,00% dentro de la categoria de moderados formadores de
biopelicula, por su parte, los investigadores Alcocer et al., (2021), analizaron a través
del uso del Agar Rojo Congo la formacion de biopeliculas en 99 aislados clinicos de
S. aureus y S. epidermidis, e identificaron un (n=29) 29,29% de cepas productoras de
biopelicula, donde: 3 fueron considerados débiles, 16 moderados y 10 fuertes

formadores de biopeliculas.
En relacién a lo planteado, se observd que todas las cepas de Staphylococcus

spp. aisladas en cultivos de punta de catéter tuvieron la capacidad de formar

biopelicula, siendo predominantemente fuertes formadores en un 36,00% y 44,00%
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para cada especie, resultados semejantes a lo expuesto por Salazar et al., (2018), en
donde se evaluaron Estafilococos Coagulasa Negativo formadores de biopeliculas
aislados de catéteres venosos centrales (CVC) a través del uso del ARC, mediante
este metodo cualitativo se obtuvo que de 27 aislados del exterior de los CVC, fueron

positivos el 81,00 %.

Al determinar la susceptibilidad antimicrobiana mediante el método de Kirby-
Bauer se obtuvo que las 50 cepas analizadas presentaron sensibilidad total al
Linezolid (LZD), datos semejantes a lo planteado por Martinez et al., (2016) quienes
investigaron el porcentaje de erradicacion de biopeliculas por Linezolid en cepas de
S. aureus, en esta investigacion se observd que todas las cepas probadas produjeron
una matriz de biopelicula y se revel6 que LZD elimind al menos el 98% de los grupos
celulares, por su parte, los investigadores Gander et al., (2002), en su investigacion
para determinar los efectos antimicrobianos del linezolid en biopeliculas bacterianas
demuestran que este farmaco produce reduccion en el nimero de células eluidas en

las biopeliculas.

En esta perspectiva, el antibidtico Gentamicina resultd6 el segundo
antimicrobiano con mayor porcentaje de sensibilidad entre las cepas, con 56,00%
para S. aureus y 60,00% para S. epidermidis, resultados comparables con Falco
(2023), cuya investigacion sobre los perfiles de susceptibilidad antibidtica y
bacteriemias por S. aureus demostr6 que, de los 115 aislamientos estudiados se

observa un 73% de sensibilidad a Gentamicina.

El analisis de la resistencia antimicrobiana evidencid que las cepas de S. aureus
presentan los mayores porcentajes de resistencia para Oxacilina y Eritromicina con
72,00% cada uno, Clindamicina 56,00% y Ofloxacina 52,00%. Por su parte, las cepas
de S. epidermidis presentaron resistencia predominantemente a Ofloxacina 76,00%,
Eritromicina 68,00%, Ciprofloxacina 64,00% y Clindamicina 60,00%. Ambas
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especies manifestaron mayor resistencia a los antimicrobianos pertenecientes al grupo
de las lincosamidas, macrolidos y quinolonas, tal como se observa en el estudio
descrito por Champi (2021), en donde se obtuvo cepas de S. aureus formadoras de
biopeliculas predominantemente resistentes a macrolidos 73,8%, aminoglucésidos
67,1%, lincosamidas 65,2% y quinolonas 60,00%.

Al relacionar la formacion de biopeliculas con la susceptibilidad antimicrobiana
se encontraron resultados significativos entre la produccion de biopeliculas en S.
aureus y S. epidermidis con la resistencia a las quinolonas; Levofloxacina y
Ofloxacina, respectivamente, resultados contarios a lo observado por SenobarTahaei
etal., (2021), en donde se logro asociar la resistencia a la eritromicina, clindamicina y

rifampicina con la positividad de la biopelicula.

Al relacionar la formacién de biopeliculas con la manifestacion de mecanismos
de resistencia en Staphylococcus spp. no se detect6 asociacion entre ambas variables
y se determiné que el fenotipo observado fueron las cepas MRSA en el 42,42% de los
casos, lo cual es semejante al estudio propuesto por SenobarTahaei et al., (2021), en
donde se determind que el 44,00% de los MRSA fueron capaces de formar
biopeliculas sin encontrar asociacion entre ambas variables. En todo caso, al tratarse
de un campo poco explorado se considera la investigacion presentada por Cruz et al.,
(2016), quienes determinaron la distribucion de genes de adhesion y regulaciéon de
biopeliculas en 106 cepas de S. aureus y observaron que la formacion de biopeliculas
estd asociada de manera significativa con las cepas MRSA, a su vez, el investigador
Ibrahim (2021) analiz6 la formacién de biopeliculas in vitro y su correlacion con el
patron de resistencia a los antibioticos en aislados clinicos de S. aureus, y detecto un
92,1% de productores de biopelicula en las muestras de MRSA y un 72,4 % en las
cepas MSSA, lo cual infiere una relacion estadisticamente significativa entre la

resistencia a la meticilina y la formacion de biopeliculas en aislados de S. aureus.
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De este modo, quedd expuesto como la formacion de biopelicula fortalece la
permanencia e incrementa la resistencia de las cepas, y se evidencia el riesgo que
implica esta estructura en el tratamiento de las enfermedades infecciosas de origen
bacteriano. Adentrarse en el estudio de las biopeliculas y su relacion con la
susceptibilidad antimicrobiana implicara una ventaja en el manejo del tratamiento
antibiotico, permitiendo descifrar el comportamiento de las nuevas comunidades
bacterianas y mejorar la aplicacién de terapias antibioticas asertivas que permitan

resoluciones eficientes en las infecciones.



CONCLUSIONES

Las cepas de Staphylococcus spp. aisladas en pacientes en hemodilisis
demuestran gran capacidad para formar biopeliculas, principalmente aquellos
procedentes de cultivos de punta de catéter. Se plantea que las biopeliculas formadas
en los catéteres estan influenciadas por el flujo de liquido al cual estd sometido el

catéter lo cual favorece la adherencia permanente de la biopelicula.

El antimicrobiano mas eficaz para el tratamiento de infecciones relacionadas
con Staphylococcus spp. formadores de biopelicula aislados en pacientes en
hemodialisis es el Linezolid, ya que, es una oxazolidinona con actividad de amplio
espectro contra bacterias Gram positivas.

De igual manera, el antibidtico Gentamicina por su efecto bactericida es ideal
para ser aplicado en la terapia de las afecciones relacionadas con Staphylococcus spp.
y pacientes en hemodialisis. Este aminoglucosido con alto potencial de nefrotoxicidad
debe ser administrado de forma cautelosa en este grupo de pacientes, procurando
disminuir el riesgo de toxicidad a través de la comprension de los mecanismos de

accion y el monitoreo de los niveles séricos de urea y creatinina.

La formacién de biopeliculas por Staphylococcus spp. se relaciond
significativamente con la resistencia a las quinolonas Levofloxacina y Ofloxacina,
por lo cual este grupo antibidtico no se considera eficaz para tratar infecciones en
pacientes en hemodialisis. Dentro de este orden de ideas, la predominante presencia
de cepas con mecanismos MLSBi/c y MRSA demuestran que los antibidticos:
Eritromicina, Clindamicina, Oxacilina, Cefalosporinas, combinaciones de

betalactamicos con inhibidores de betalactamasa e Imipenem, no son eficientes.
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RECOMENDACIONES

Incluir los hallazgos expuestos en el presente estudio como un complemento de

la terapia antimicrobiana empirica.

Fomentar la actualizacion de los esquemas terapeuticos antimicrobianos

ajustados a los nuevos datos expuestos en la presente investigacion.

Promover la investigacion y actualizacién relacionada con los nuevos hallazgos

en el estudio de los microorganismos formadores de biopeliculas.

Amplificar la investigacion de antibidticos no ensayados en la presente
investigacion, en busqueda de nuevas alternativas terapéuticas para microorganismos
formadores de biopeliculas, en base a ello, los registros bibliograficos demuestran que
el ensayo in vitro de la Rifampicina evidencia la eficacia del antibidtico en la
erradicacion de las biopeliculas estafilocécicas, por lo cual, se debe considerar para

futuras investigaciones.
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Apéndice A

Formato para la recoleccion de datos

Nombres y Apellidos: Sexo: | Edad:

Cédula: | N° de contacto: Fecha:

Tipo de cultivo: Hemocultivo [1 // Cultivo de punta de catéter [

Microorganismo aislado:

ANTIBIOGRAMA CUANTIFICACION DE BIOPELICULA
Resistente Sensible - ABS #1:
Ge
SXT = ABS#2:
E
Ox = ABS#3:
CC .
DO promedio:
Cip
L Categoria:
ev 00 Fuerte productor
[0 Moderado productor
Ofx (0 Débil productor
[0 No productor

MECANISMO DE RESISTENCIA: MSLBi/c 0 // MRSA [ // No productor [J
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Apéndice B

UNIVERSIDAD DE ORIENTE
NUCLEO BOLIVAR
ESCUELA DE CIENCIAS DE LA SALUD
“Dr. Francisco Battistini Casalta”

Ciudad Bolivar, mayo del 2023.

Dr. Carlos Rondon.

Director de la Unidad de Didlisis Julio Criollo Rivas, Complejo Hospitalario Ruiz y

Paez.

Reciba un cordial saludo, nos dirigimos a usted la Br. Maestre Salazar, Mariannys
Alessandra C.1. 26.330.900 y Ramirez Santacruz, Daymar Briggit C.l. 27.656.296, en
calidad de estudiantes de pregrado de la Licenciatura en Bioanalisis de la Universidad
de Oriente, Nucleo Bolivar; con la finalidad de solicitar su colaboracién y permiso
para la recoleccion de datos con el fin de la realizacién del anteproyecto de
investigacion titulado: FORMACION DE BIOPELICULAS Y SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA EN Staphylococcus spp. DE PACIENTES EN
HEMODIALISIS. CHURYP. CIUDAD BOLIVAR, MAYO-OCTUBRE 2023. Que
sera presentado posteriormente como trabajo de grado, contando con la asesoria de la
Dra. Aracelis Padron y el Lcdo. Daniel Caraballo.

Sin otro particular, queda de parte de usted.

Atentamente

Br. Mariannys Maestre Br. Daymar Ramirez
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