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La siguiente investigacion trata sobre la evaluaciéon de la formacién de
biopeliculas en bacterias y levaduras, y cdmo esto puede tener implicaciones clinicas

importantes
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>>2> RESUMEN

Introduccién. El 65 % de las infecciones humanas
son producidas por bacterias o levaduras, cuya

capacidad de formar biopeliculas las hace mas
resistentes alos antimicrobianosy antifingicos.

Objetivo. Determinar la capacidad de formacidn
de biopeliculas en aislamientos bacterianos y fun-
gicos por medio de los métodos cuantitativo de
microtitulacién con cristal violeta y cualitativo de
cultivo enagar conrojo Congo.
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Materiales y métodos. Con el método cuantita-
tivo, se utilizaron los medios de cultivo infusidn
cerebro-corazon, tripticasa de soya y Miueller-
Hinton para aislamientos bacterianos; paralevadu-
ras, se usaron caldo infusidn cerebro-corazén vy
Sabouraud dextrosa. Para el método cualitativo de
cultivo en agar, se utilizaron los mismos medios de
cultivo mas una solucién con 3% de rojo Congo y 10
% de dextrosa. Cdmo método de referencia, se
utilizé la propuesta de Stepanovicetal.

Resultados. Se evaluaron 103 aislamientos bacte-
rianos y 108 de levaduras. No es recomendable
sustituir el caldo infusién cerebro-corazén por los
caldos tripticasa de soya y Miueller-Hinton en el
método cuantitativo, para evaluar la formacién de
biopeliculas en los aislamientos bacterianos. El
medio Sabouraud dextrosa, en caldoy agar, puede
sustituir al de infusién de cerebro-corazén para
evaluar la formacién de biopeliculas en levaduras,
tanto por el método cuantitativo como por el cuali-

tativo.

Conclusién. El estudio de las biopeliculas en el
laboratorio de microbiologia, a partir del método
cualitativo de cultivo en agar conrojo Congo, es un
procedimiento sencillo, rapido y de bajo costo, que
proporciona informacion util para el diagndstico y
la terapéutica de infecciones persistentes causa-
das porbacteriasylevaduras.

Palabras clave: biopeliculas; bacterias grampo-
sitivas; bacterias gramnegativas; levaduras; rojo
Congo.
>>> INTRODUCCION

Las biopeliculas son comunidades de
microorganismos infiltrados en una matriz de
exopolisacaridos y adheridos a un substrato inerte

otejido vivo. Estas biopeliculas estan conformadas
principalmente por bacterias y levaduras, son he-
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terogéneas, aumentan la capacidad de sobrevivir
de sus productores, presentan diversos microam-
bientes en su interior, mantienen la comunicacién
entre los microorganismos e incrementan su
resistenciaalos antimicrobianos'.

Los microorganismos productores de
biopeliculas han sido identificados como los
agentes responsables de mas del 65 % de las
infecciones asociadas con la atencién en salud y
con las comunitarias, lo que representa un
problema de salud publica mundial™. La capacidad
que tienen algunos microorganismos para formar
biopeliculas se ha asociado, también, con su capa-
cidad para producir cuadros clinicos complejos.
Diferentes infecciones, como la septicemia, la
neumonia y la infeccién asociada con catéteres,
protesis y valvulas cardiacas, usualmente, son
producto de la colonizacidn por parte de microor-
ganismos que contienen genes responsables de
mecanismos de resistencia alos antimicrobianos®”.

Microorganismos como Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Staphylo-
coccus aureus, son responsables de neumonias
hospitalarias e infecciones asociadas con dispo-
sitivos como protesis y valvulas. Por otra parte, K.
pneumoniae, ademas de las diversas especies de
Candida y los estafilococos coagulasa negativos,
suelen estar presentes en infecciones urinarias,
vulvovaginales, dérmicas y de tejidos blandos. En
todos los casos, estos microorganismos son
capaces de generar cuadros clinicos graves de sep-
ticemia, dificiles de tratar con tratamientos anti-
microbianos comunes "*"°. Por lo tanto, la dete-
ccion de cepas productoras de biopeliculas resulta
de utilidad en el ambito clinico, para orientar el
tratamiento de eleccidn de las enfermedades
producidas por dichos microorganismos. Su dete-
ccién temprana permite a los médicos tratantes
establecer mejores estrategias terapéuticas, sa-
biendo que son patdgenos persistentes y multi-
rresistentes’.

El método cuantitativo en microplaca
contincion de cristal violetay el método cualitativo
en agar Sabouraud dextrosa suplementado con
rojo Congo, son dos de los mas utilizados en el
laboratorio de microbiologia para la deteccién de
biopeliculas®. El primero se considera de refe-

rencia, cuenta con gran sensibilidad, es semi-
cuantitativo y permite clasificar las cepas como
productoras fuertes, moderadas o débiles, o como
no productoras de biopeliculas. Sin embargo, es
laborioso, consume mucho tiempo y requiere el
uso de un espectrofotémetro™". En cambio, el
método de cultivo en agar con rojo Congo posee
gran especificidad, es rapido, sencillo y de bajo
costo. No obstante, presenta poca sensibilidad vy,
al ser cualitativo, no permite semicuantificar, ni
clasificar la capacidad de formar biopeliculas,
como elmétodo descrito anteriormente™.

En diversos estudios se han comparado
los resultados obtenidos con ambos métodos, con
la finalidad de determinar si el agar con rojo Congo
puede considerarse valioso para la deteccion
temprana de cepas productoras de biopeliculas®™™
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En este sentido, el presente trabajo se
propuso estudiar la capacidad de formacién de
biopeliculas, mediante elmétodo semicuantitativo
de microtitulacion concristal violetay el cualitativo
por cultivo enagar conrojo Congo, de aislamientos
bacterianos y fungicos obtenidos a partir de
muestras clinicas de diferentes sitios anatémicos,
procedentes de pacientes que acudieron al
Departamento de Microbiologia del Instituto
Médico La Floresta en Caracas (Venezuela) soli-
citando estudios microbioldgicos.

MATERIALESY METODOS
Aislamientos bacterianosy fungicos

Se recolectaron aislamientos clinicos de
bacterias y levaduras obtenidos mediante cultivo
de muestras de diferentes sitios anatdmicos de
pacientes que solicitaron estudios microbioldgicos
en el Departamento de Microbiologia del Instituto
Médico La Floresta, desde el primero de marzo
hasta el 11de diciembre de2020.

Los aislamientos se caracterizaron por la
metodologia manual convencional y por el
método automatizado VITEK-2-Compact®, con-
servandose en agar nutritivo a temperatura am-
biente hasta su procesamiento. Posteriormente,
los aislamientos se subcultivaron en agar Mac-



Conkey (MCK-Oxo0id®, GA, USA) para bacilos
gramnegativos, agar colistina con acido nalidixico
(CNA-Ox0id®, GA, USA) para cocos gram-
positivos, y agar Sabouraud dextrosa (SDG-Oxoi-
d®, GA, USA) mds gentamicina para levaduras.
Estos subcultivos fueron incubados a 35°C, de 24 a
48 horas, con el objetivo de verificar su viabilidad y
pureza.

Determinacion de la capacidad de formacion de
biopeliculas por el método semicuantitativo de
microtitulacion con cristal violeta

Los microorganismos en estudio se
sometieron a diferentes medios de cultivo para
comparar su rendimiento. Para las bacterias, se
utilizé caldo infusién cerebro-corazén (BHI-
Oxoid®, GA, USA) (medio de cultivo de referencia
establecido por Stepanovic et al., 2000) (10), caldo
Mieller- Hinton (Oxoid®, GA, USA) y caldo
tripticasa soya (Oxoid®, GA, USA). Para las

especies de Candida, se utilizd caldo infusidn
cerebro-corazén y caldo Sabouraud dextrosa
(Ox0id®, GA, USA).

Preparacion del indculo. De los aisla-
mientos obtenidos, previa verificacion de viabili-
dad y pureza en agar MacConkey, colistina con
acido nalidixico y Sabouraud dextrosa, se prepard
una suspension en 0,85 % de solucidn salina estéril,
a una concentracién de 0,5 McFarland (1-5 x 10°
UFC/ml). Se tomaron 200 pl de dicha suspensiony
se colocaron los aislamientos bacterianos en 19,8
ml de caldo de los medios infusién cerebro-
corazén, Mdueller-Hinton vy tripticasa soya (gra-
mpositivos y gramnegativos); y los de levaduras,
en Sabouraud dextrosa e infusién de cerebro-
corazon, obteniendo asi una dilucién 1:100 de cada
aislamiento™.

Microtitulacion en placas de poliestireno.
Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pocillos
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(Micro TestTM, Becton Dickinson Labware, NJ,
USA).

En cada pocillo, se afiadieron200 mldela
dilucién previa (1:100) de cada aislamiento: paralas
bacterias, provenientes de los caldos BHI, MH y
TSB, y para las levaduras, provenientes de los
caldosSDGyBHI.

Tanto para bacterias como para leva-
duras, se utilizd una placa para cada medio de culti-
vo y las pruebas se practicaron por triplicado. La
primera fila de pocillos de cada placa se cargd solo
con 200 pl de cadamedio, sin ningdnindculo micro-
bioldgico, los cuales sirvieron como control nega-
tivo.

Todas las placas inoculadas se cubrieron
con papel Parafilm® - BemisTM HS234526C (W1,
USA)y seincubaron a 35 °C, las de bacterias por 24
horas y las de levaduras por 48 horas. Poste-
riormente, los caldos inoculados se decantaron y
los pocillos se lavaron tres veces con solucidn
tampdn de fosfato a pH 7,4 (PBS), Fisher
Bioreagents BP2438-4 (PA, USA). Se afadieron
200 pl de metanol (Merck, Darmstadt, Alemania) a
cada pocillo para fijar la muestra, durante 30
minutos. El metanol se decantd y se repitid tres
veces el lavado con PBS. A continuacidn, se agre-
garon 200 pl de cristal violeta al 1 % (Merck,
Darmstadt, Alemania), por 30 minutos. Luego, el
cristal violeta se decantd y el exceso se lavd con
solucién tampdn fosfato salino. Posteriormente,
se agregd a cada pocillo 200 pl de etanol al 96%
(Merck, Darmstadt, Alemania) y se dejé reposar
durante cinco minutos. La densidad éptica (DO) se
leyé a575 nm para las bacteriasya 490 nm paralas
levaduras, en un lector para ELISA (iMarktm,
Microplate Reader, Bio-Rad, GA, USA)™.

Para la interpretacion de los resultados
se utilizé la clasificacidon establecida por Stepa-
novic et al., adaptdndola a microorganismos gram-
positivos, gramnegativos y levaduras, mediante la
siguiente férmula: X + (x 3)"; donde X= media de los
blancos como control negativo; = desviacion
estandar de las densidades Opticas obtenidas de
los blancos; 3=desviaciones estandar. Segun los
cdlculos, los aislamientos se clasificaron como: no
formadores (NF), poco formadores (PF), mode-

radamente formadores (MF) y fuertemente for-
madores (FF) de biopeliculas®.

Evaluacion de los cambios de la pared celular
implicados en la formacion de la matriz de exopo-
lisacaridos por el método cualitativo por cultivo en
agar conrojo Congo

Se prepard una suspension de los aisla-
mientos provenientes de la incubacidn por 24
horas en los agares MacConkey (grampositivos),
colistina con acido nalidixico (gramnegativos) y
Sabouraud dextrosa (levaduras), en 0,85 % de
solucidn salina estéril. La suspension se ajustd a un
patrén de turbidez de 0,5 McFarland y, de esta, se
tomaron 100 pl y se inocularon en placas con los
agares con los medios infusién cerebro-corazén,
Mdieller- Hinton, tripticasa de soya y Sabouraud
dextrosa para los microorganismos gramne-
gativos, grampositivos y levaduras, respectiva-
mente. Esto se hizo para comparar surendimiento.
Todos los agares fueron suplementados con 3% de
rojo Congoy 10 % de dextrosa. Las suspensiones de
cada asilamiento fueron inoculadas por triplicado
usando la técnica de dilucion por agotamientoy se
incubaron a 35 °C entre 24 a 72 horas. La inter-
pretacion de la prueba se basd enla produccion de
un precipitado de color negro brillante de las
colonias bacterianas o de un colorrosadointensoa
rojo en las levaduras del género Candida, que
indicala produccién de exopolisacéridos™”.

Control decalidad

Se utilizaron como cepas de referencia
de la American Type of Culture Collection (ATCC®):
Klebsiellapneumoniae (70060), Pseudomonas aeru-
ginosa (27853), Staphylococcus aureus (25923),
Candida albicans (90028), Candida tropicalis (750),
Candida glabrata (90030) y Candida parapsilosis

(22019).

Anadlisis estadisticos

Los datos obtenidos se organizaron en
una tabla de Excel. Se calcularon la media arit-
méticayladesviacion estandar delaslecturas dela
densidad dptica obtenidas por el método semi-
cuantitativo de microtitulacién con cristal violeta,
y se determinaron las frecuencias y los porcentajes






para cadavariable seleccionada.

Para evaluar la concordancia del método
cualitativo por cultivo en agar con rojo Congo con
el método semicuantitativo de microtitulacidon con
cristal violeta (considerado como método de refe-
rencia) en los diferentes medios de cultivo, se
utilizaron tablas de contingencia de 2 x 2 y el
coeficiente kappa. La interpretacion de los resul-
tados del coeficiente kappa son las siguientes:
menor de 0, no hay concordancia; 0,00 a 0,20,
concordancia pobre; 0,21 a 0,40, concordancia
débil; 0,41 a 0,60, concordancia moderada; 0,61 a
0,80, concordancia considerable (buena); y 0,81 a
1,00, concordancia casi perfecta (muy buena).

Para determinarlarelacion entrela capa-
cidad de formacidon de biopeliculas por ambos
métodosy las variaciones de los medios de cultivo,
se utilizé la prueba de ji al cuadrado (%), con corre-
ccion de Yates en los casos necesarios; el nivel de
significanciafue de 95%y unvalor de p<0,05. Todos
los andlisis se realizaron con el programa Stat-
graphics Centurion XVII.

Se contd con el consentimiento informa-
dodelospacientes paralarealizacién del estudio.
>>> RESULTADOS

Distribucion de los aislamientos bacterianos y
fungicos

Se procesaron 211 aislamientos clinicos
de diferentes muestras biolégicas en humanos
(heces, orina, sangre, secreciones y tejidos). Los
aislamientos bacterianos fueron 103, e incluyeron
K. pneumoniae (n=28), P. aeruginosa, S. aureus y
estafilococos coagulasa negativos (n=25 de cada
uno). Los aislamientos fungicos fueron 108, cons-
tituidos por el complejo C. glabrata (n=25), com-
plejo C. parapsilosis (n=27), C. albicans 'y C. tropicalis
(n=28 de cada uno).

Microtitulacién con cristal violeta en ais-
lamientos bacterianos. Los resultados con este
método se obtuvieron utilizando caldo del medio
infusidn cerebro-corazdn, que corresponde al mé-
todo de referencia®, y los caldos Meller-Hinton y
tripticasa de soya, propuestos en la presente
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investigacién (cuadro 1). En general, los aisla-
mientos bacterianos fueron poco formadores de
biopeliculas, con porcentajes de 71,8, 70 y 68 % en
los medios infusién cerebro-corazdn, tripticasa de
soyay Mueller-Hinton, respectivamente. Se obser-
vo que K. pneumoniae tiene mayor capacidad de
formar biopeliculas respecto a los demas micror-
ganismos bacterianos examinados, situacion que
puede estar influenciada por el lugar de proceden-
cia del aislamiento o por la composicion de su
pared celular, rica enlipolisacaridos y que, a su vez,
actda como un mecanismo de resistencia contra
elementos externos como los antimicrobianos’.

Cultivo en agar con rojo Congo en aisla-
mientos bacterianos. Mediante este método, los
microrganismos bacterianos fueron capaces de
exhibir su matriz de exopolisacaridos en un 63,5,
65y 56 %, en los medios de infusion cerebro-cora-
z0n, tripticasa de soya y Mieller-Hinton, respecti-
vamente. Se observd que los aislamientos de P.
aeruginosa fueron poco formadores de biopeli-
culas en los medios seleccionados, con respecto a
los demds microorganismos evaluados (cuadro 1)
(figura1).

=>> Cuadro 1. Formacién de biopeliculas en
bacterias (grampositivas y gramnegativas) me-
diante los métodos de microtitulacidon con cristal
violetayagar conrojo Congo.

Capacidad de formacion de biopeliculas en bacterias
gramnegativas y grampositivas (n=103)
Método por microtitulacién con cristal violeta  Método en agar con rojo Congd

BHI TBS MH BHI TCB MH
NF PFMF FFNFPF MF FF NF PF MF FF NP N P N

Microorganismo

Klebsiella
pneumoniae
(n=28)

3250 05230 0 8 20 0 0 523 325 9

Pseudomonas
aeruginosa 10150 011140 0 10 15 0 0 1510131215

(n=25)

Staphylococcus

aureus(n=25) 9160 07180 0 9 16 0 0 1015101512

Estafilococos

coagulasa
negativa(n=25) 7 180 08170 0 6 19 0 0 8171015 9

BHI: infusién cerebro-corazén; TBS: tripticasa de soya; MH: Mieller-Hinton; NF: no formadora
de biopeliculas; PF: poco formadora de biopeliculas; MF:

moderadamente formadora de biopeliculas; FF: fuertemente formadora de biopeliculas;

N: negativo; P: positivo

= > Figura 1. Presencia o ausencia de exopo-
lisacaridos como indicadores de biopeliculas,
segun elmétodo de cultivo enagar conrojo Congo.
A) Pseudomonas aeruginosa. Las cepas 1y 2 fueron




positivas y con precipitado de color negro, mien-
tras que las cepas 3 y 4 fueron negativas y sin
precipitado negro. B) Klebsiella pneumoniae. La
cepa 1fue positiva con precipitado negroy la cepa
2 fue negativa y sin precipitado negro. C) Staphy-
lococcus aureus. La cepa 1 fue positiva y con pre-
cipitado negro, mientras que las cepas 2, 3y 4
fueron negativas y sin precipitado negro. D) Esta-
filococos coagulasanegativa. La cepa1fue positiva
y con precipitado negro, y las cepas 2, 3y 4 fueron
negativasy sin precipitado negro. E) Las cepas1y 2
de Candida albicans, la cepa 3 de C. tropicalis y la
cepa 4 de C. parapsilosis, positivas y con color
rosado intenso a fucsia. F) Las cepas 1y 2 de C.
albicans, la cepa 3 de C. tropicalis y la cepa 4 de C.
parapsilosis, fueron negativas y con color blanco
crema.

Microtitulacion con cristal violeta en aisla-
mientos del género Candida. Las especies de Can-
dida evaluadas de manera global fueron poco for-
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madoras de biopeliculas en un 86 y 87 %, en los
medios de Sabouraud dextrosa correspondiente al
método de referencia®y el caldo del medio infusién
cerebro-corazdn propuesto en esta investigacion,
respectivamente. No hubo variabilidad en el nu-
mero de los aislamientos, aunque C. albicans pa-
reciera ser menos formadora de biopeliculas en
ambosmedios (cuadro 2).

Cultivo en agar con rojo Congo en aisla-
mientos del género Candida. Los aislamientos de
estas especies de Candida fueron capaces de expo-
ner su matriz de exopolisacaridos en un 85 % de las
colonias, en los dos medios utilizados (cuadro 2)
(figuran).

Las cepas de referencia ATCC®, evalua-
das como control positivo en la presente investi-
gacion, fueron formadoras moderadas de biopeli-
culas mediante la microtitulaciéon con cristal vio-
leta, y fueron positivas para la formacién de matriz
de exopolisacdridos mediante el cultivo en agar
conrojo Congo.

Comparacion estadistica mediante mi-
crotitulaciéon con cristal violeta en aislamientos
bacterianos. Al evaluar la formacién de biope-
liculas usando los caldos Mueller-Hinton y trip-
ticasa de soya en lugar del medio infusién cerebro-
corazdn en el método de referencia semicuan-
titativo con cristal violeta, se obtuvo que el caldo
Mieller-Hinton no tuvo un desempefio compara-
ble al medio infusion cerebro-corazén (no existe
asociacion significativa, p20,05), mientras que el
caldo tripticasa de soya si tuvo un desempefo
similar al medio infusién de cerebro-corazén (exis-
te asociacién significativa, p<0,05). Sin embargo,
el coeficiente kappa indicd que la concordancia
categodrica entre el desempefio de los caldos
infusién de cerebro-corazén versus Mueller- Hin-
ton (0,125) e infusidn de cerebro-corazén versus
tripticasa de soya (0,342), es pobre y débil, respec-
tivamente (cuadro 3A).

>> Cuadro 2. Formacién de biopeliculas en
Candida spp., mediante los métodos de microtitu-
lacién con tincién con cristal violeta y cultivo en
agar conrojo Congo
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Capacidad de formacion de Candida spp. (n=108)
biopeliculas en
Microorganismo.  yat046 por microtitulacién ~ Método en agar con
con cristal violeta rojo Congo
Candida SDG BHI SDG BHI
[plbicans NF PF MFFFNF PF MF FF N P N P
f=28) 721008 200 0 7 21 8 20
Candida
tropicalis 424003 25 0 0 5 235 23
|(n=28)
Candida 124 0 0 2 23 0 0 1 24 2 23
glabrata
(n=25)
Candida 324001 26 0 0 3 24 1 26
parapsilosis
(n=27)

SDG: Sabouraud dextrosa; BHI: infusion de cerebro-corazén; NF: no formadora de
biopeliculas; PF: poco formadora de biopeliculas: MF:

moderadamente formadora de biopeliculas; FF: fuertemente formadora de
biopeliculas; N: negativo, P: positivo.

= > Cuadro 3. Valoracién de la concordancia
y la relacion de la capacidad de formacidn de bio-
peliculas segun los diferentes medios de cultivo
utilizados: con cristal violeta o conrojo Congo.

(A) Método de Stepanovic con BHI Vs. Método de Stepanovic con sustitucion de
medios de cultivo MH y TSB en aislamientos bacterianos (n=103).Microtitulacion en
placa con cristal violeta

pc S E VPP VPN K 1 p
[T 7.6 4.4 75,7 36,4 0,125 1,617 02035
TSB 79,7 55,2 81,9 51,6 0,342 12,064 0,0005

(B} Método de Stepanovic con BHI Vs. Rojo Congo con sustitucion de medios de
cultivo (RC-MH y RC-TSB) en aislamientos bacterianos (n=103)

wic s E VPP VPN K x P
RC-BHI 79,7 79,3 90,7 60,5 0539 31,193 0,0001
RC-MH 59,6 51,7 75,8 331 009 1,059 0,6583
RC-TSB 77 65,5 85 528 0396 16,587 0,0001

|(C) Método de Stepanovic con BHI Vs. Método de Stepanovic con sustitucion de
medio de cultivo SDG.
Género Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. glabratay C. parapsilosis) (n=108)

| L 5 E VPP VPN K e p

SDG 97,8 80 96,8 854 0,801 62,655 0,0001

(D) Método de Stepanovic con BHI Vs. Rojo Congo con sustitucion de medios de
cultivo (RC-SDG y RC-BHI)
Género Candida (C. albicans, C. tropicalis, C. glabratay C. parapsilosis) (n=108)

jwic 5 E VPP VPN K i p

RC-SDG

RC-BHI 94.6 73,3 95,6 68,7 0,661

42,036 0,0001

BHI: infusion cerebro-corazén; TBS: tripticasa de soya; MH: Mieller-Hinton; SDG: Sabouraud
Hextrosa, RC: rojo Congo; S: sensibilidad, E: especificidad, VPP: valor predictivo positivo; VPN:
balor predictivo negativo; K: coeficiente kappa; 2 Ji al cuadrado; p: valor de p

Comparacion estadistica mediante cul-
tivo en agar con rojo Congo en aislamientos bac-
terianos. Se obtuvo que el agar Miieller-Hinton con
rojo Congo tuvo menor desempefio frente al
método de referencia con cristal violeta en caldo
de medio infusién cerebro-corazén (no existe aso-
ciacion significativa, p20,05), mientras que los
agares tripticasa de soya e infusién cerebro-
corazoén tuvieron un desempenfo similar al método
de referencia al evaluar la formacién de exo-
polisacaridos como indicadores de laformacién de
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biopeliculas (existe asociacién significativa, p<
0,05). El coeficiente kappa indicé la concordancia
categdrica obtenida entre el desempefio del mé-
todo semicuantitativo con cristal violeta versus el
cualitativo con rojo Congo. La concordancia usan-
do el agar de infusién de cerebro-corazdn fue
moderada (0,539), con el agar Mieller-Hinton fue
pobre (0,096) y con el agar de tripticasa de soya
fue débil (0,396) (cuadro 3B).

Comparacion estadistica mediante micro-
titulacion con cristal violeta en aislamientos del
género Candida. Al comparar el método de refe-
rencia semicuantitativo de microtitulacion con
cristal violeta utilizando el caldo infusidn cerebro-
corazdn versus la sustitucién por el caldo Sabo-
uraud dextrosa, se obtuvo que ambos medios de
cultivo tienen un desempefio similar (existe aso-
ciacién significativa, p<0,05). El coeficiente kappa
indicé quela concordancia categdrica entre ambos
medios de cultivo es considerable o buena (cuadro

30).

Comparacion estadistica mediante cul-
tivo en agar con rojo Congo en aislamientos del
género Candida. Se encontré que tanto el agar
infusidn cerebro-corazén como el Sabouraud
dextrosa tuvieron un desempefio comparable al
del método de referencia con cristal violetay caldo
de medio infusién de cerebro-corazdén, en la
produccidn de exopolisacaridos como indicadores
de la formacién de biopeliculas en levaduras del
género Candida (existe asociacion significativa, p<
0,05). El coeficiente kappa indicé que la concor-
dancia categoérica entre el método semicuan-
titativo con infusidn de cerebro-corazén versus el
cualitativo conrojo Congo, usando los dos tipos de
agar (infusién cerebro-corazén y Sabouraud dex-
trosa) es buena o considerable (0,661) (cuadro

3D).
DISCUSION

En el presente estudio se pudo detectar
la formacion de biopeliculas mediante dos mé-
todos: uno considerado como de referencia (semi-
cuantitativo de microtitulacion con cristal violeta)
y otro capaz de determinar la formacién de bio-
peliculas de forma indirecta, mediante la pro-
duccidén de exopolisacdaridos (cualitativo de cultivo

en agar con rojo Congo). En ambos se utilizaron
cuatro géneros bacterianos y cuatro especies del
género Candida, y se propusieron diferentes me-
dios de cultivo para comparar con el método de
referencia (microtitulaciéon con cristal violeta en
caldo infusién de cerebro-corazdn), con la fina-
lidad de proporcionar alternativas de medios de
cultivo para ejecutar de rutina estos métodos en el
laboratorio de microbiologia. Con este disefio ex-
perimental, se obtuvo informacién novedosa, di-
ficil de comparar con la informacién disponible en
laliteratura cientifica.

La evaluacidn de la produccion de bio-
peliculas en aislamientos bacterianos con el mé-
todo semicuantitativo (cristal violeta), indicé que
no es recomendable sustituir el caldo del medio
infusidn cerebro-corazén por los de tripticasa de
soyay Mueller-Hinton, debido a que el desempefio
de estos dos ultimos medios fue pobre y débil,
respectivamente.

Resultados similares se obtuvieron al
comparar el método de referencia (cristal violeta
en infusién de cerebro-corazén) con el método
cualitativo con rojo Congo: sdlo el agar infusién de
cerebro-corazén presentd una concordancia mo-
derada, lo que indica que este ultimo puede utili-
zarse como método de tamizaje para la deteccidn
temprana de biopeliculas en aislamientos bacte-
rianos. Sin embargo, los resultados negativos
obtenidos con este método deben confirmarse
conelmétodo dereferencia.

Segun lo reportado, el medio de cultivo
mas utilizado y que arroja mejores resultados al
evaluar la produccion de biopeliculas mediante los
métodos semicuantitativo (cristal violeta) y cuali-
tativo (rojo Congo), es lainfusién cerebro-corazdn,
seguido del tripticasa de soya®**™". En esta inves-
tigacion, se pudieron comprobar los resultados
con elmedioinfusién cerebro-corazén, masno con
la tripticasa de soya. El uso del medio de cultivo
Mieller-Hinton, no referido en la literatura con-
sultada, fue seleccionado en este estudio como
otra opcidn para el analisis de las biopeliculas en el
laboratorio de microbiologia. Sin embargo, los
resultados obtenidos desaconsejan su uso para
estosfines.



En 2017, da Costa Lima et al. investigaron
la capacidad de formar biopeliculas de 20 cepas de
P. aeruginosa. Mediante el método cualitativo de
cultivo en agar con rojo Congo, detectaron que el
15 % de las cepas formaba biopeliculas, mientras
que, con el método de referencia semicuantitativo
de microtitulacidn con cristal violeta identificaron
lo mismo en el 75 % de las cepas®. En dicho estudio,
los investigadores suplementaron los medios de
cultivo, para ambos métodos, con sacarosa, dife-
rente al azucar utilizado en la presente inves-
tigacion que fue dextrosa. Segun los resultados
obtenidos en nuestro estudio, la dextrosa facilitd
la formacién de biopeliculas con los aislamientos
bacterianos debido, probablemente, al uso efi-
ciente de este azucar. Para mejorar la férmula de
preparacion de los medios de cultivo, podrian
evaluarse los azucares que componen la matriz de
polisacdridos de cada microorganismo™.

Enotrasinvestigaciones se han obtenido

resultados diferentes a los del presente estudio
con el medio de cultivo tripticasa de soya. Hassan
etal. evaluaron 110 aislamientos bacterianos gram-
positivos y gramnegativos, comparando los mé-
todos expuestos anteriormente con cristal violeta
y rojo Congo, y utilizando el medio de cultivo
tripticasa de soya con glucosa y sin ella. Los inves-
tigadores obtuvieron 70 cepas productoras de
biopeliculas con el método semicuantitativo de
microtitulacidon con cristal violeta y sélo cuatro
cepas productoras con el método cualitativo de
cultivo en agar con rojo Congo™. Mathur et al.
analizaron 152 aislamientos clinicos de Staphylo-
coccus spp., comparando su capacidad de formar
biopeliculas por los dos métodos mencionados y
usando como medio tripticasa de soya, con
glucosa y sin ella. De los aislamientos evaluados
con tripticasa de soya mas glucosa, el 53,9 % resul-
taron productores, mientras que, de los aislamien-
tos analizados con tripticasa de soya sin glucosa,
solo el 4,6 % formd biopeliculas a las 24 horas de




incubacion. Los investigadores concluyeron que el
modificar la composicién de los medios de cultivo
ayuda a mejorar la precision en la deteccién de las
biopeliculas™.

Moreno et al. publicaron un estudio, en
el cual evaluaron la capacidad de formacién de
biopeliculas de 38 cepas de K. pneumoniae me-
diante los métodos semicuantitativo (cristal vio-
leta) y cualitativo (rojo Congo), utilizando el medio
de infusidn cerebro-corazén. Los autores conclu-
yeron que el método cualitativo de cultivo en agar
con rojo Congo puede utilizarse en la tamizacion
inicial para determinar la formacién de biopeli-
culas; no obstante, los resultados negativos deben
confirmarse con el método de microtitulacion con
cristal violeta’.

Enlainvestigacion de Oliveira et al., rela-
cionado con la formacién de biopeliculas en bac-
terias grampositivas, se evaluaron 100 aislamien-
tos de estafilococos coagulasa negativos en pa-
cientes recién nacidos. Se compararon las meto-
dologias semicuantitativas (cristal violeta) y cuali-
tativa (rojo Congo), y se utilizé como método de
referencia la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) para detectarla presencia de los genes icaA,
icaC e icaD, relacionados con la produccién de
biopeliculas de los estafilococos. Hubo amplifi-
cacion de estos genes en el 82 % de las cepas, mien-
tras que, por los métodos semicuantitativo de
microtitulacidn con cristal violeta y cualitativo de
cultivo en agar con rojo Congo, el 81y 73 % de las
cepas formaron biopeliculas, respectivamente.
Ambos métodos alcanzaron una concordancia
moderada conlos resultados de la PCR, por lo cual
los autores concluyeron que el método cualitativo
con rojo Congo es confiable, sencillo y rapido para
la deteccion debiopeliculas, resultado comparable
al del presente estudio®.

En otro estudio comparativo, Achek et
al. evaluaron la formacidn de biopeliculas en 55
cepas de S. aureus con los dos métodos utilizados
en la presente investigacion. Se obtuvo que, conla
microtitulacidn con cristal violeta, el 41,8 % de las
cepas evaluadas producian biopeliculas compa-
rado con el 70,9 % obtenido con el método cuali-
tativo con rojo Congo “. Con este Ultimo método,
se superd la deteccidn de cepas formadoras de

biopeliculas con respecto al método de referencia
concristal violeta.

La investigacion con los métodos des-
critos (semicuantitativo con cristal violeta y cuali-
tativo con rojo Congo), mostré que el medio Sabo-
uraud dextrosa puede sustituir al de infusidn cere-
bro-corazdn para evaluar la capacidad de las leva-
duras de formar biopeliculas y funcionaria como
medio de cultivo alternativo de rutina en el labo-
ratorio de microbiologia en caso de no contar con
el de infusién cerebro-corazdn. Sin embargo, los
autores recomiendan que, si se obtienen resul-
tados negativos, los mismos deben confirmarse
utilizando el método de referencia de microtitu-
lacidn con cristal violeta.

Moreno et al. desarrollaron una inves-
tigacion con 30 cepas de C. parapsilosis, sensu
stricto, aisladas en sangre, para comparar el mé-
todo de microtitulacién con cristal violeta y el de
cultivo con rojo Congo, utilizando el medio Sabo-
uraud dextrosa®. Estos investigadores reportaron
que el 63 % de los aislamientos mostré formacion
de biopeliculas, con el primermétodoy, el 50%, con
el segundo. La concordancia entre ambas meto-
dologias fue del 66,3 %y no fue posible obteneruna
asociacion estadistica significativa. Aunque el va-
lor de p fue muy cercano al objetivo propuesto
(p=0,052), la significancia pudo perderse proba-
blemente por el nimero de cepas evaluado. En el
presente estudio, se aumentd considerablemente
el nimero de cepas de levaduras (n=108) obte-
niendo resultados favorables, lo cual demuestra
que el método de cultivo en agar con rojo Congo,
en medio Sabouraud dextrosa, puede ser Util para
la evaluacion de la formacién de biopeliculas en
levaduras del género Candida.

En otro estudio de Moreno et al.”, se
evaluaron 28 cepas de C. albicans aisladas de
secreciones vaginales utilizando los mismos dos
meétodos, pero con el medio Sabouraud dextrosa.
Se obtuvo una concordancia de casi el 99 %. Es
posible que las similitudes encontradas entre las
cepas evaluadas estén relacionadas con su capa-
cidad particular de formar biopeliculas y con el
origeny eltipo delamuestraestudiada.

Con base en los hallazgos obtenidos en
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el presente trabajo, el método cualitativo de cul-
tivo en agar con rojo Congo resulta prometedor
para determinar la capacidad de formar bio-
peliculas de los aislamientos bacterianos y de
levaduras. Se recomienda utilizar como medio de
cultivo el caldo infusidn cerebro-corazén en caso
de evaluar aislamientos bacterianos vy, el agar de
este mismo o el Sabouraud dextrosa, como sus-
tituto para evaluar levaduras. Su uso como mé-
todo de tamizaje obliga a utilizar el método de
referencia semicuantitativo de microtitulacién con
cristal violeta cuando se obtengan resultados
negativos. Debido a que el método cualitativo de
cultivo en agar con rojo Congo no requiere de
instrumentos, ni de insumos especializados, es un
candidato optimo para ser implementado de
rutina en los laboratorios de microbiologia, en los
que se suelan aislar microorganismos conside-
rados persistentes y de dificil abordaje tera-
péutico.
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