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RESUMEN

Las infecciones asociadas a bacterias formadoras de biopeliculas, como estafilococos coagulasa negativos (ECoN), son dificiles
de tratar debido a que en dicho estado son mads resistentes a los antibioticos que en su forma planctonica, posiblemente porque
no permiten la buena difusion del farmaco. El presente trabajo contribuye al conocimiento de las estrategias de resistencia por
parte de estas comunidades microbianas, al plantearse como objetivos, aislar ECoN formadores de biopeliculas desde catéteres
venosos centrales (CVC), inducir la formacion de biopeliculas in vitro y evaluar la penetracion de vancomicina a través de éstas. Se
recolectaron 121 CVC de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen. Se aislaron 46
cepas identificadas como ECoN, de las cuales el 46% fueron productoras de biopelicula segtin el método en agar Rojo de Congo; como
controles se utilizaron Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (bacteria formadora de biopeliculas) y Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 (bacteria no formadora de biopeliculas). La penetracién de vancomicina a través de las biopeliculas inducidas in vitro,
fue evaluada mediante el método de Ander et al., observandose que penetrd en promedio el 57,5% de su concentracidn a través de
las biopeliculas después de seis horas de exposicidon, mientras que el control negativo difundio el 92,4%. Ademads se evidencio que
el antibiotico continu¢ difundiéndose hasta las 24 horas, alcanzando una penetraciéon promedio de 82,2%. El analisis estadistico
demostro que no hubieron diferencias significativas entre las unidades formadoras de colonias (UFC) de las bacterias viables dentro
de las biopeliculas expuestas al antibidtico y sus respectivos controles.
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SUMMARY

Infections associated with biofilm producer bacteria, such as coagulase negative staphylococci (CoNS) are difficult to treat,
because they are more resistant to antibiotics than its plactonic form, perhaps because do not allow an optimal drug diffusion. This
paper aims contribute to knowledge of resistance strategies by these microbial communities, considering as objectives, isolate
biofilm producer CoNS from venous catheters(CVC), induce biofilms in vitro production and evaluate vancomycin penetration
through of them. 121 CVC were collected, from Intensive Care Unit of Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen. 46 strains
were identified as CoNS, being 46% of them, biofilm producers according to Congo Red agar method; Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 (biofilm forming bacteria) and Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 (non-biofilm forming bacteria) were used as
controls. Vancomycin penetration through biofilms induced in vitro was evaluated by the Ander et al. method, observing that the
antibiotic penetrated about 57,5% of its concentration through biofilms after six hours of exposure, while negative control diffused
92,4%. Almost, was observed that antibiotic continued to spread until 24 hours, reaching an average penetration of 82,2%. Statistical
analysis showed no significant differences between counts of colonies of viable bacteria in the biofilms exposed to antibiotic and
their respective controls.

Keywords: Biofilms, coagulase negative staphylococci, vancomycin.

INTRODUCCION requiere reinsercion del dispositivo por razones como
administracion de terapia fluida, medicamentos, elementos
as biopeliculas se forman cuando las bacterias ~ sanguineos y nutricion parenteral. Durante el intercambio
Lse adhieren a superficies vivas o inertes y existe un mayor riesgo de colonizacién del catéter y, por
secretan una matriz extracelular, compuesta ende, de adquirir infecciones relacionadas; sin embargo,

de proteinas y polisacaridos, que organiza y mantiene la este hallazgo carece de significancia estadistica 2.

comunidad bacteriana protegiéndola de la desecacion, Los organismos en una biopelicula presentan
biocidas, cationes metalicos, radiacion UV, algurios tolerancia_variable a un amplio espectro de agentes
antibiéticos e incluso de la accién del sistema inmune . 3ptimicrobianos, pudiendo incluirse entre los posibles

Lasinfeccionesasociadasal usodecatéteresvasculares mecanismos de resistencia el retraso en la penetracion
generan alta morbilidad y mortalidad por bacteriemia y del fairmaco, alteracion en el porcentaje de crecimiento
sepsis, por lo que en casos de sospecha lo que generalmente  de los organismos de dicha comunidad y los cambios
se recomienda es el retiro del catéter, sobre todo cuando se fisioldgicos asociados al modo de crecimiento que se da
trata de CVC. Sin embargo, un alto ntimero de pacientes en las biopeliculas 3.
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Figura 1. Esquema “sandwich”. zona de inhibicién frente a Stap/ylococcus aureus ATCC 25923.

Los estafilococos

coagulasa negativos (ECoN), son

frecuentemente encontrados

en la flora normal de la piel
humana y membranas mucosas.
La mayoria de las infecciones
debidas a estos microorganismos
son nosocomiales y asociadas a
catéteres, lo que posiblemente
haya propiciado el incremento de
resistencia frente a antibidticos, la
cual esfavorecidaporsucapacidad
de produccion de biopeliculas
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oportunista, la causa mas coman
de infecciones asociadas al uso
de dispositivos médicos, y junto
con S, aureus, se ubica entre los
primeros agentes causales de
las infecciones nosocomiales. A
pesar de la amplia resistencia a
meticilinay otros antibacterianos,
el 80% de catéteres infectados
con S, epidermidis se tratan con
antibidticos como vancomicina,
sin remover el -catéter Sin
embargo, parece existirresistencia
intermedia a este medicamento,
que al igual que otros, sufre una
significativa disminuciéon en su
actividad debido a las biopeliculas
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Figura 4. Resultados de la enumeracion bacteriana de las biopeliculas a las 24 horas. en Estados Unidos, con dos
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millones de casos anuales (aproximadamente 10% de
pacientes hospitalizados) lo que equivale a casi cinco
billones de délares en costo médico por afio °. Desde el
2005, el Pert viene realizando la vigilancia epidemiolégica
de las infecciones intrahospitalarias, la cual tiene como
caracteristica de seractiva, selectivay focalizada lo que limita
el conocimiento de la magnitud del problema en el pais °.

Con el fin de contribuir al conocimiento de las
estrategias utilizadas por estas comunidades microbianas
asociadas a infecciones intra y extrahospitalarias, el presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar la accion bactericida
de vancomicina sobre biopeliculas de ECoN, para lo cual
se determind la sensibilidad de las cepas al antibiotico y se
indujo la formacion de biopeliculas in vitro para estudiar la
penetracion del farmaco en ellas y su acciéon antimicrobiana.

MATERIALY METODOS

Se plante6 un estudio experimental, caso control,
que fue realizado en el Instituto de Investigacién en
Quimica Biologica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco
A. Garrido Malo” de la Facultad de Farmaciay Bioquimica
de la UNMSM.

Muestras: 121 catéteres venosos centrales (CVC)
procedentes de la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)
del Hospital Nacional Guillermo Almenara Irigoyen, que
se retiraron de los pacientes por indicacion del médico y
se recolectaron en tubos estériles de 13 x 100 mm.

Procesamiento de las muestras: Las muestras fueron
procesadas segun la técnica establecida por Murga et al. 7,
que consistié en sumergir la punta del CVC, en hipoclorito de
sodio al 0,5% por 10 minutos y luego en soluciéon de tiosulfato

Tabla 1. Penetracion de vancomicina a través de las biopeliculas.

Prueba a las 6 horas
Halode Concengaci()n \:'i\]nﬁcl:gnucma Halode

e inhibicién
vancomicina (mm)

(ug)

( biopelicula (%)

Prueba a las 24 horas
Concentracion Vancomicina
e

vancomicina
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de sodio 0,12M por 1 minuto. Seguidamente el catéter se cortd
transversalmente y se colocd en un tubo con buffer fosfato
salino (PBS, de sus siglas en inglés), el que se sonicé por 15
minutos. La suspension se sembro en caldo nutritivo y en agar
TSA e incub6 a 35°C por 24 horas.

Identificacidon microbioldgica de estafilococos
coagulasa negativos: La identificacién inicial de
las bacterias se realizd segiin las especificaciones del
Manual de Procedimientos de Laboratorio de Infecciones
Intrahospitalarias del INS 8, que consiste en someter la
colonia aislada en TSA a las siguientes pruebas: observacion
de la morfologia celular, fermentacién en manitol, catalasa,
DNAsa, coagulasa.

Seleccion de cepas ECoN formadoras de biopeliculas:
Se utilizaron Staphylococcus epidermidis ATCC 35984
como control positivo y Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 como control negativo. Se procedié segun
dos técnicas:

La de Freeman et al. °, que consisti6 en sembrar la cepa
estudiada en agar rojo de congo e incubarlo a 35°C por 48
horas; las bacterias productoras de biopeliculas formaron
colonias negras.

La de Christensen et al. %, en la que se inoculé la cepa en
estudio en un tubo de vidrio conteniendo TSB y se incubo
a 35°C por 48 horas. Luego se separo el cultivo liquido del
tubo y se lavd con PBS dos veces, para después teiiir con
safranina al 0,25%. La pelicula coloreada formada sobre la
superficie del tubo se considerd positiva.

Seleccion de cepas ECoN formadoras de biopeliculas
sensiblesalavancomicina: Seseleccionaron las cepas ECoON
de acuerdo a su sensibilidad antimicrobiana determinada por
el método de difusion en disco
(Kirby-bauer) recomendado por el
INS** el cual consistié en inocular
y extender con un hisopo estéril,
sobre una superficie seca de agar
Mueller Hinton (AMH) el cultivo

difundidaa
travésdela

(ng) biopelicula (%)

Control (+) 17 14,96 50,13 12
Control (-) 7 2,27 92,43 7
ECoN 03 15 10,26 65,80 11,5
ECoN 05 16 12,39 58,70 11
ECoN 08 16 12,39 58,70 11,5
ECoN 12 15 10,26 65,80 11,5
ECoN 14 16 12,39 58,70 11
ECoN 19 16 12,39 58,70 10,5
ECoN 20 16 12,39 58,70 11
ECoN 21 17 14,96 50,13 11
ECoN 23 16 12,39 58,70 12
ECoN 33 15 10,26 65,80 11,5
ECoN 34 15 10,26 65,80 11
ECoN 35 16 12,39 58,70 13
ECoN 37 17 14,96 50,13 11,5
ECoN 38 16 12,39 58,70 10,5
ECoN 39 16 12,39 58,70 10,5
ECoN 40 17 14,96 50,13 12
ECoN 41 16 12,39 58,70 11
ECoN 42 18 18,07 39,77 12
ECoN 43 17 14,96 50,13 13
ECoN 44 16 12,39 58,70 13
ECoN 45 16 12,39 58,70 11

Promedio 57,5

de las cepas aisladas ajustado a
la escala 0,5 de McFarland, para

5,83 80,57

2,27 92,43 . ]
53 82.33 luego colocar encima los discos
4,83 83,90 de vancomicina. Las placas se
5,3 82,33 incubaron a 35°C por 24 horas. La
5,3 82,33 interpretacion de los resultados
4,83 83,90 se realizd de acuerdo a tablas
4,39 85,37 referenciales .
4,83 83,90 Induccion a la formacion in
ggg 282(7) vitro c!e biope_liculas de ECoN:
’ ’ Se realizé6 mediante la técnica de
5,3 82,33 < ¢
483 83.90 Anderl et gl. g Un cultivo de 24
704 76.53 horas se diluyo en PBS hasta una
53 82.33 densidad oOptica de 0,2 a 600 nm.
439 85,37 Se inocularon 40 pL de la dilucién
4,39 85,37 sobre una membrana de filtro
5,83 80,57 estéril (25 mm de didmetro por 0,2
4,83 83,90 pm de poro) que estaba a su vez
5,83 80,57 colocada sobre agar TSA. Luego las
7,04 76,53 placas se invirtierony se incubaron
7,04 76,53 a 35°C por 48 horas. Cada 12 horas
4,83 %32,920 la membrana fue transferida a una

placa nueva de TSA.
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Ensayo de penetracion del antibidtico vancomicina: Se
hizo mediante la técnica de Anderl et al. '*13, Sobre la superficie
de la biopelicula de ECoN inducida en la membrana, se coloco
una segunda membrana pequefia (de 13 mm de didmetroy o,2
pm de poro), encima de la cual se puso un disco de vancomicina
humedecido con 24 mL de caldo TSB. Este “sandwich”, que se
presenta en la figura 1, de la biopelicula de ECoN fue transferido
auna placa con agar TSA a temperatura ambiente.

Después de cada tiempo especifico (6 horas y 24 horas),
los discos de vancomicina se transfirieron del TSA a
AMH previamente inoculado con 100 pL de un cultivo de
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ajustado a la escala
0,5 de McFarland. La placa se incubd a 35°C por 24 horasy
luego se midid la zona de inhibicion de crecimiento.

Para determinar la concentracion del antibidtico que
difundid de los discos hacia las biopeliculas, se realizaron
una serie de diluciones de vancomicina y se cargaron
sobre discos estériles para hacer un antibiograma con la
cepa S. aureus ATCC 25923, con la finalidad de obtener
una relacién estandar entre las concentraciones de
vancomicina y las zonas de inhibicién obtenidas.

Enumeracion bacteriana de la biopelicula de ECoN
sometida al antibiotico vancomicina: Se realizo
mediante la técnica de Anderl et al. ' Se transfirié el
sandwich de la biopelicula sometido a la prueba de
penetracion del antibidtico, con su respectivo control (que
no fueron sometidas), a tubos con PBSy luego llevados a un
vortex por 2 minutos. Después se realizaron diluciones en
PBS hasta 107y se sembrd por el método de incorporacion.

Andlisis estadistico de la enumeracion bacteriana
de la biopelicula de ECoN sometido al antibiotico
vancomicina: Para analizar si existia diferencias entre
las UFC de las biopeliculas inducidas in vitro que fueron
sometidas a la prueba de penetracién de la vancomicina
(grupo experimental) y las UFC aquellas no sometidas a
dicha prueba (grupo control), se utilizé el test de Fisher
con un nivel de significancia de a=0,05 de dos colas, que
determino la relacion entre dos variables categoricas.

RESULTADOS

Se aislaron 72 cepas de las cuales 64% (46/72)
fueron estafilococos coagulasa negativos. En cuanto a la
sensibilidad a vancomicina se encontro que el 100% de las
cepas de ECoN eran sensibles.

Segun la técnica de Freeman et al. °, se encontrd
que 46% (21/46) de los ECoN desarrollaron colonias
negras en el agar Rojo de Congo, caracteristica de los
microorganismos con capacidad de formar biopeliculas.
Segtn la técnica de Christensen et al. *°, se hallo que
37% (17/46) de los ECoN desarrollaron una fina pelicula
blanquecina, adherida a la pared de los tubos, que se
colorea de rojo al agregar safranina, caracteristica de los
microorganismos con capacidad de formar biopeliculas.

La concentracion de antibiotico que penetrd a través de la
biopeliculas se determino indirectamente midiendo los halos
de inhibicion de los discos con diluciones de vancomicina en
el AMH sembrado con .S aureus ATCC 25923 (figura 2). Los
resultados mostraron que a las 6 horas de someterse a la prueba
de penetracion hubo una lenta difusion del antibidtico a través
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de la biopelicula, sélo 57,5% pudo difundir comparada con
la difusién de la cepa no formadora de biopelicula; mientras
que el promedio de difusion después de 24 horas en las cepas
formadoras de biopeliculas fue 82,2% (tabla 1).

Los resultados de la enumeracién bacteriana de las
biopeliculas producidas por ECoN sometidos a la accion de
vancomicina se muestran en las figuras 3y 4.

DISCUSION

De los dos métodos utilizados para evaluar la formacion
de biopeliculas por ECoN, se encontrd que el método en
agar Rojo de Congo fue mds rapido, sensible, reproducible y
tiene la ventaja de recuperar las colonias viables. El método
en tubo de Christensen et al. 1°, podria tener como restriccion
la sensibilidad debido a que no puede detectar capas delgadas
de exopolisacaridos. Esto fue confirmado con el presente
trabajo, en el que de 46 cepas aisladas, 21 dieron positivo al
método del Rojo de Congo y solo 17 cepas al método en tubo.

Se logré inducir, en todas las cepas de ECoN con
capacidad de hacerlo, la formacién de biopeliculas in vitro
sobre filtros de membrana; sin embargo, se observé que algunas
cepas, al ser repicadas constantemente en medios de cultivo,
aparentemente perdian dicha facultad. Otros trabajos, como el
de Christensen et al. 1%, evidenciaron esto al demostrar que dos
cepashijasde.S. epidermidis ATCC 35984, que exhibian lamisma
susceptibilidad antimicrobiana y reacciones bioquimicas, eran
genéticamente idénticas, pero se diferenciaban en la capacidad
de producir biopeliculas. Del mismo modo Baselga et al. ™,
observaron que cepas de .S aureus, aisladas de leche de bovino
con mastitis, perdian rapidamente la capacidad de producir
exopolisacaridos en sus cultivos in vitro, lo que sugiere que
un pequefio numero de cepas no formadoras de biopeliculas
podrian producirse de una poblacién de bacterias productoras,
pudiendo tener estas variantes un crecimiento acelerado
comparadas con las formadoras de biopeliculas.

En la prueba de penetracion se observo que hubo lenta
difusién de vancomicina en las biopeliculas (57,5%) comparada
con el control negativo, en el que, al cabo de 6 horas ya habia
difundido 92,4% del antibidtico; sin embargo, a las 24 horas
el antibiotico lleg6 a difundirse hasta en 82,2% en las cepas
formadoras de biopeliculas. Estos resultados no son muy
diferentes a los reportados antes por otros investigadores.
Dunne et al. 15, usaron una cdmara de didlisis para evaluar la
penetracion de vancomicina a través de la biopelicula de .S
epidermidis ATCC 35984 y observaron que después de 24
horas sélo se difundi6 30% del antibiético. Ortiz-Pérez et al. 16,
demostraron que las biopeliculas de micobacterias presentaron
resistencia frente a los antibioticos que son empleados
habitualmente en las infecciones que causan, encontrando
diferencias en la penetracion con una importante disminucion
de la permeabilidad frente a ciprofloxacino. Estos hallazgos
indicarian que en un sistema de biopelicula la difusién es
limitada, ya que el flujo es reducido y la distancia de difusion se
incrementa a medida que se desarrolla la biopelicula.

El andlisis estadistico reveld que no existen diferencias
significativas entre las biopeliculas sometidas a la prueba
de penetracion de vancomicina y su grupo control en
ambos ensayos (6 horas y 24 horas). Estos resultados
podrian demostrar que la accion de la vancomicina ha sido
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alterada al no reducir la poblacion bacteriana dentro de la
biopelicula, lo que posiblemente se deba a los bajos niveles
de concentracion dentro de ésta por la lenta difusion del
antibidtico observada; este hallazgo es similar al obtenido
por Evans et al. 17 al desarrollar biopeliculas de .S. epidermidis
sobre biomateriales de silicona in vitro, no encontrando
diferencia significativa después de diez dias de tratamiento.

Qu et al. ¥, demostraron que la resistencia de los ECoN a
multiples antibioticos, inicialmente es similar cuando la bacteria
estd en su forma placténica o cuando estd en la fase de adherencia
temprana, y luego se incrementa a medida que la adherencia se
desarrolla. Del mismo modo, Pinheiro et al. *°, encontraron que 51
(47,7%) cepas de . epidermidis crecian en agar conteniendo 4 pg/
mL de vancomicina, mientras que tres (2,8%) aislados crecieron
en agar con 6 pg/mL del antibidtico; al evaluar la presencia de los
genesvanA yvanBderesistenciaadichoantibidtico, todas las cepas
dieron negativo. Estos resultados demostrarian que estos sistemas
bacterianos podrian ser responsables de un decrecimiento
significativo de la eficacia de algunos antibidticos, mientras que
otrosson minimamenteafectados. Esconocidoquelavancomicina
es un antibidtico de eleccion contra infecciones causadas por
estafilococos meticilinoresistentes; sin embargo, los glucopéptidos
podrian fallar en el tratamiento de infecciones por implantes o
dispositivos médicos, debido a que los microorganismos podrian
estaratrapados dentro de una matriz de exopolisacaridos.

CONCLUSIONES

Se identificaron 64% de cepas ECoN, provenientes
de 72 aisladas de 121 CVC provenientes de UCI, de las
cuales 46% eran formadoras de biopeliculas y todas
fueron sensibles a vancomicina.

Se logré inducir la formacion de biopeliculas en el
100% de las cepas productorasy al evaluar la penetracion de
la vancomicina, ésta difundi6 un promedio de 57,5% de su
concentracion a través de las biopeliculas in vitro después
de seis horas de exposicién, siendo lenta comparada con
la observada en el control negativo (92,4%). Sin embargo
la difusiéon del antibidtico continué hasta las 24 horas
alcanzando una penetracién promedio de 82,2%.

No hubieron diferencias significativas entre los
recuentos de bacterias viables en las biopeliculas expuestas
al antibidtico a las 6 y 24 horas y sus respectivos controles.
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