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RESUMEN

Objetivo: Determinar la relacion entre la formacion de biofilm y resistencia a
oxacilina en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos. Hospital Nacional

Hipdlito Unanue, julio 2016 — junio 2018.

Materiales y métodos: Estudio cuantitativo, observacional, correlacional. Para
determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina se realiz6
el antibiograma por el método de disco de difusion de Kirby Bauer, y para demostrar
la capacidad de formacion de biofilm se emple6 el método en Placa de cultivo de
tejido (PCT), las variables fueron descritas con frecuencias absolutas y
porcentuales, la relacion entre las variables fue determinada mediante el estadistico

Chi cuadrado.

Resultado: A partir de 71 cepas de Staphylococcus aureus aislados de
hemocultivos, 63.4% presentaron resistencia a oxacilina y el 77.5% fueron
formadores de biofilm; siendo la distribucién con un 22.5% de no formadores, 9.9%
débil, 18.3% moderado y 49.3% fuerte formadores de biofilm. Se determiné la

relacion entre las variables resistencia a oxacilina y formacion de biofilm.

Conclusion: No existe relacion estadisticamente significativa (p>0,05) entre la
formacion de biofilm y la resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus aislados
de hemocultivos. La prevalencia de Staphylococcus aureus resistente a oxacilina

fue de 63.4% en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue, julio 2016 — junio 2018.

Palabras claves: Biofilm, resistencia a oxacilina, Staphylococcus aureus,

hemocultivos.

Summary
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Objective:To determine the relationship between biofilm formation and oxacillin
resistance in Staphylococcus aureus isolated in blood cultures at the National

Hospital Hipdlito Unanue, July 2016 - June 2018.

Materials and methods: Quantitative, observational, correlational study. To
determine the frequency of oxacillin-resistant Staphylococcus aureus, the
antibiogram was performed by Kirby Bauer's diffusion disc method, and to
demonstrate the biofilm formation capacity the tissue culture plate (PCT) method
was used, the variables were described using absolute and percentage frequencies,

the relationship between the variables was determined by the Chi squared statistic.

Results: From 71 strains of Staphylococcus aureus isolated from blood cultures,
63.4% had resistance to oxacillin and 77.5% were biofilm formators; being the
distribution with 22.5% non-trainers, 9.9% weak, 18.3% moderate and 49.3% strong
biofilm formators. The relationship between oxacillin resistance and biofilm

formation variables was determined.

Conclusion: There is no statistically significant relationship (p> 0.05) between
biofilm formation and oxacillin resistance in Staphylococcus aureus isolated from
blood cultures. The prevalence of oxacillin-resistant Staphylococcus aureus was

63.4% at the National Hospital Hipdlito Unanue, July 2016 - June 2018.

Keywords: Biofilm, resistance to oxacillin, Staphylococcus aureus, blood cultures.
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|. EL PROBLEMA

1.1 Planteamiento del problema

Las bacterias estan disponibles en la naturaleza como estructuras
plancténicas y formando biopeliculas. La secuencia tipica de formacion de
biopelicula se ha considerado de esta manera: fijacion primaria, adhesion
celular, proliferacion de biofilm, maduracion y liberacion de células

plancténicas de la biopelicula. @

Muchas especies bacterianas patdégenas distribuidas en el medio ambiente
tienen capacidad de formar una estructura multicelular compleja, conocida
como biofilm. En las superficies Staphylococcus aureus, patégeno bien
conocido que puede vivir en una amplia variedad de entornos, y tiene una
capacidad inherente para formar biofilm en superficies bidticas y abioticas.
Las estructuras de estas comunidades microbianas van desde la monocapa
de células individuales dispersas hasta la estructura multicapa de moco
viscoso de dimensiones macroscopicas. Ademas, la composicion quimica
dentro del biofilm es altamente dindmica; promueve la formacién de

gradiente de soluto y el intercambio de nutrientes. ?

Una vez que la poblacion bacteriana se establece en forma de biofilm en
un lugar adecuado, se requiere un mecanismo para evitar la invasion de
competidores potenciales para la persistencia a largo plazo. Como
competidores, las bacterias tienden a apartarse del consorcio denso y sin

recursos para colonizar nuevas superficies con mas recurso. En
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Staphylococcus, moléculas inhibidoras especificas, median en la
dispersiéon del biofilm, sin embargo, el mecanismo de desprendimiento
exacto ain no se ha resuelto. ® El mecanismo de dispersion de biofilm
descrito implica cambios que se regulan en respuesta a una sefial
ambiental por la cual la via de transduccion de sefiales afecta la inhibicion

de los exopolisacéridos. @

Una de las principales causas de sepsis e infecciones del torrente
sanguineo, pulmonar, de la piel y de los tejidos blandos en todo el mundo
es Staphylococcus aureus, tanto en entornos comunitarios como
nosocomiales. Encuestas internacionales informan que evaluaron la
prevalencia y los patrones de susceptibilidad de la infeccion por S. aureus
en diferentes regiones del mundo y han revelado altas tasas de resistencia
a la meticilina y a multiples drogas, particularmente en Sudéafrica, y América

Latina.

Sin embargo, datos publicados de América Latina puede no ser
representativo de la region, porque pocos hospitales fueron incluidos en
cada pais participante y porque varios paises no fueron incluidos en estos
estudios. Por ejemplo, Peru, un pais con unos 30 millones de habitantes, y
un tercio de su poblacion concentrada en Lima, presenta pocos patrones
de susceptibilidad de los principales patdogenos bacterianos para el sistema
de vigilancia internacional. En base a ello la presente investigacion trata de

ampliar el conocimiento sobre la relacién que existe entre la formacion de
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biofilm y la resistencia a la oxacilina en aislamientos bacterianos

procedentes de hemocultivos.
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1.2 Formulacion del problema de investigacion
¢, Qué relacion existe entre la formacion de biofilm y resistencia a oxacilina
en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos? ¢Hospital Nacional

Hipdlito Unanue, Julio 2016 — junio 2018?

1.3 Justificacion

La investigacion presenta justificacion tedrica porque se tuvo en cuenta
antecedentes de estudios y bases teoricas seleccionadas sobre las variables
de la formacién de biofilm, y sobre la resistencia al antimicrobiano oxacilina,

en aislamientos de Staphylococcus recuperados a partir de hemocultivos.

Se encontraron estudios potenciales relaciones con la presencia de factores
de virulencia. A nivel mundial y nacional el aumento de la resistencia
bacteriana, y el aumento de infecciones, en el ambito comunitario y en
instituciones hospitalarias hace indispensable el uso de herramientas que
permitan detectar la resistencia antimicrobiana, asi como su relacion con la

presencia de biofilm a fin de mejorar el conocimiento sobre este problema.

4)

Asi mismo la investigacion es importante porque logra el aporte al
conocimiento sobre la relacion que existe en la formacién de biofilm y la
resistencia a los antimicrobianos como la oxacilina en hemocultivos,

situando la base para futuras investigaciones sobre la formacion de biofilm.
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1.4 Objetivos

141

1.4.2

Objetivo General
Determinar la relacion entre la formacién de biofilm y resistencia a
oxacilina en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos.

Hospital Nacional Hipdlito Unanue, Julio 2016 — junio 2018

Objetivos Especificos
Determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina aislados de hemocultivos. Hospital Nacional Hipdlito

Unanue, Julio 2016 — junio 2018.

Determinar la frecuencia de la formacion de biofim de
Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos. Hospital Nacional

Hipdlito Unanue, julio 2016 — junio 2018.

19



/a4

Universidad
Norbert Wiener

CAPITULO II
MARCO TEORICO

20



W

Universidad
Norbert Wiener

II. MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes

Antecedentes Internacionales

Cordeiroa Erlon realiz6 un estudio en Brasil en el afio 2015, su objetivo fue
observar la formacion de biopeliculas por eyeccion progresiva de células
extracelulares y sustancias poliméricas ricas en polisacaridos y proteinas,
observando la adhesidn de bacterias en la superficie sélida. En base a sus
resultados se muestra que el polimero sintetizado se caracteriza por la
dispersion de polimeros y alto nivel de rugosidad. ® concluyendo que la alta
conductividad y la superficie disponible mejorada de soporte polimérico
para la deposicion de biofilm son importantes parametros para detectar
formacion de biofilm de S. aureus. La alta conductividad asociada a la
porosidad de polipirrol contribuye con una fuerte interaccion y adsorcion de

biofilm en superficies. ¥

Gil Marielsa en su investigacion en Venezuela en el afio 2015, con el
objetivo de investigar la capacidad de formacion de biofiim en aislados
clinicos de S. aureus segun la sensibilidad antimicrobiana y la procedencia
clinica. Encontro que el 92% de la poblacion bacteriana fue capaz de formar
biofilm, y que las cepas sensibles y resistentes mostraron indistintamente
un grado de formacion entre débil y moderado, y las de procedencia
infecciosa mostraron ser moderadamente formadoras 28% y las de
portadores asintomaticos expresaron una tendencia débilmente formadora

27%. Encontrando que no existe asociacion entre sensibilidad
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antimicrobiana y procedencia clinica con la capacidad de formacion de
biopeliculas. Sin embargo, si existe asociacion significativa entre el grado

de formacion con respecto a la procedencia clinica.®

Antecedentes Nacionales

Lépez Robinen (2016) con el objetivo de investigar la resistencia
antimicrobiana en Staphylococcus aureus recuperado de quesos
procedentes de varios distritos de Lima, con contaminacion por diversos
factores. Encontrando muestras contaminadas con bacterias, con
recuentos bacterianos superiores a 10° unidades formadoras de colonias
por gramo. Se realizd la sensibilidad antimicrobiana por el método de
difusion de Kirby-Bauer, siendo 31 cepas de S. aureus que mostraron
resistencia a penicilina (96,8%), oxacilina (77,4%), gentamicina (3,2%),
ciprofloxacino (3,2%) y sensibilidad a vancomicina en todos los

aislamientos (100%).
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2.2 Bases teoricas

2.2.1 Staphylococcus aureus

2.2.1.1 Caracteristicas microbiolégicas y patogenia

Staphylococcus aureus es una bacteria caracterizada morfol6gicamente en
la coloracion gram como cocos gram positivos no moviles, que puede
disponerse agrupado en forma de racimos. Presenta metabolismo
anaerobio facultativo, desarrolldndose bien en condiciones aerobias; es
parte de la microbiota normal. Siendo las fosas nasales su principal
reservorio. La pared celular presenta rigidez y estabilidad, siendo el
peptidoglicano el mas importante componente, encontrandose

relacionadas a los acidos teicoicos. (19

Presentan 32 especies las bacterias del género Staphylococcus, siendo la
mayoria de especies recuperadas en humanos. Se atribuye la
patogenicidad a factores predisponentes en el huésped como la
inmunosupresion. La principal caracteristica bioquimica que diferencia a la
especie Staphylococcus aureus de las otras especies de Staphylococcus
es la produccién de la enzima coagulasa, adicionalmente resiste el calor y
la desecacion, creciendo en altas concentraciones de cloruro de sodio
(NaCl 7,5%). Manifiestan beta hemdlisis en el Agar sangre, ademas es
importante para su identificacion la fermentacion de azucares, como el

manitol para producir acido lactico 19,

Staphylococcus aureus se puede desarrollar adecuadamente en diversos
medios de cultivo, como agar sangre, mostrando crecimiento de colonias

convexas que pueden medir de 1 a 3 milimetros, ademéas en este medio
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muchas cepas producen hemdlisis a partir de 24 a 36 horas de incubacion.
Asimismo, pueden producir un caracteristico pigmento amarillo dorado por

la presencia de carotenoides. 19

2.2.1.2 Factores de Virulencia de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus puede sobrevivir en ambientes adversos, sobre

todo por la accién de algunos factores de virulencia. Siendo clasificados en:

a) Composicion de la pared celular: peptidoglican (activacion del
complemento), acidos teicoicos, proteina A (accion antifagocitaria) y

capsula (adherencia).(V

b) Enzimas: peroxidasa o catalasa (catalizadora del perdoxido de
hidrogeno), coagulasa (formacion de abscesos), fibrinolisinas (lisis del
coagulo), hialuronidasa (invasion histica), betalactamasas (inactivacion

de betalactamicos) y lipasas (colonizacion).(b

c) Toxinas: hemolisinas (lisis de membrana en hematies), leucocidinas
(altera permeabilidad celular), toxina exfoliativa (epidermdlisis), toxina

TSST (shock toxico) y entero toxina (intoxicacion alimentaria).(*%

2.2.1.3 Patologia del Staphylococcus aureus
Este agente ocasiona graves complicaciones en los pacientes del &mbito
hospitalario como la resistencia antimicrobiana, por tener una respuesta
adaptativa rapida a la presién selectiva de agentes antimicrobianos como
la oxacilina, contribuyendo con su diseminacién. La adquisicion de
determinantes de resistencia siempre ha determinado mayores niveles de

patogenicidad. (2
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2.2.1.4 Pruebas de identificacion para Staphylococcus aureus
Se utilizan para la identificacion de la especie Staphylococcus aureus,
pruebas convencionales de microbiologia como la Tincion Gram, la prueba
de catalasa, desarrollo en medios hiperténicos con sal, fermentacion del

manitol, asi como la prueba de la Coagulasa.
2.2.1.5 Resistencia Antimicrobiana de Staphylococcus aureus

Una bacteria se considera resistente frente a un agente antimicrobiano
cuando la concentracion del antibiotico en el sitio de la infeccion no es capaz
de destruir o inhibir el desarrollo de la poblacion bacteriana. Presentando la
resistencia antimicrobiana aspectos farmacolégicos y clinicos, que varian
segun el antimicrobiano, el agente bacteriano involucrado. EI mecanismo de
resistencia se asocia frecuentemente con la adquisicion de elementos
genéticos mdviles que pueden portar genes de resistencia, los genes logran
codificar proteinas que aumentan la resistencia tanto para un solo
antimicrobiano como para agentes pertenecientes a una misma clase o

familia. (16.17)

Staphylococcus aureus Resistente a Oxacilina

Los aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a la oxacilina, se
denominan como de Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM),
ya que inicialmente las pruebas para identificar la resistencia se realizaban

con este farmaco. Entre las principales causas de infecciones adquiridas en
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hospitales se encuentran las infecciones por SARM. Notandose que en los
ultimos afos es una causa cada vez mas frecuente de enfermedades en la

comunidad. )

Este agente es causa frecuente de infecciones adquiridas en hospitales y
surgié como causa de enfermedades de pacientes en la comunidad. La
mayoria de cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistentes son
resistentes a varias clases de agentes antimicrobianos, como macrolidos,
lincosamidas, aminoglicosidos, cloranfenicol, tetraciclinas y
fluoroquinolonas. Asimismo por el mecanismo de resistencia implicado, las
cepas meticilino resistentes deben considerarse resistentes a toda la familia

de los agentes betalactamicos. 17

Mecanismos de Resistencia a Betalactamicos

En los aislamientos de Staphylococcus aureus meticilino resistente
(SARM), se han referido tres mecanismos de resistencia en los
agentes betalactdmicos: Modificacion de las proteinas fijadoras de
penicilina, Inactivacion por enzimas betalactamasas y Fendmeno de
tolerancia.

Estos mecanismos pueden ser de naturaleza cromosémica o plasmidica.
Siendo la resistencia cromosémica la que surge por mutacion, mientras que
los plasmidos y otros elementos méviles pueden ser transferidos de manera

horizontal o vertical entre bacterias. (8
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a) Modificacion de Proteinas Fijadoras de Penicilina (PBP2a)

Las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP) son enzimas que tienen como
funcion el desarrollo de la pared celular bacteriana, y estan en la membrana
bacteriana. Los agentes betalactamicos se unen mediante enlaces
covalentes a las PBP para ejercer su accion bactericida; afectando la
sintesis de peptidoglicano de la pared celular bacteriana. Las enzimas PBP
en cada especie bacteriana varian en tamafio, numero y afinidad frente a los
agentes antimicrobianos. La modificacion de las PBP en su estructura
determina en la pérdida de afinidad, disminuyendo la actividad bactericida
de los agentes betalactamicos. Observdndose este mecanismo

principalmente en gram positivos como Staphylococcus aureus (19,

Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) produce una PBP
modificada por mutacion, denominada PBP2a, la que presenta menor
afinidad por meticilina y por el resto de agentes betalactamicos. La PBP2a
para evitar la muerte del microorganismo realiza la sintesis de la pared
bacteriana mientras las otras proteinas fijadoras de penicilinas permanecen
saturadas por el agente antimicrobiano. Esta resistencia se codifica
cromosémicamente en la region denominada “mec”, que existe en las cepas
resistentes, y esta constituida por el gen “mec A” que es responsable de la
sintesis de la PBP2a y marcador genético de la resistencia; y asimismo por

el gen “mec R” o represor. 20

b) Inactivacion por betalactamasas excretadas al medio extracelular
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Las enzimas betalactamasas penicilinasas son secretadas en gran cantidad
al medio externo de la bacteria. La produccion de betalactamasas esta
regulada por un gen cromosOmico o transferido por otros elementos
genéticos moviles. La sintesis de estas enzimas suele ser inducible, y es
dependiente de la mayor o menor presencia de agentes betalactamicos. Las
penicilinasas inactivan a la penicilina mediante union e hidrdlisis del anillo
betalactamico, inactivando el agente antimicrobiano y perdiendo la
capacidad de unirse a las PBP. Asi, el grado de resistencia correlaciona con
la concentracion, afinidad y propiedades hidroliticas de los diferentes

betalactamicos.b

2.2.2 Biofilm Bacteriano

Se entiende por biofilm a una estructura de bacterias embebidas en una
matriz propia de polimero los cuales estdn compuestos en su mayoria por
polisacéaridos, proteinas y ADN. Biofilm bacterianos causan infecciones
cronicas ya que muestran mayor tolerancia a los antibiéticos, desinfectantes

quimicos y resisten la fagocitosis del sistema inmune. ??

Caracteristicamente, la gradiente de nutrientes y oxigeno desde la parte
superior hacia el fondo de los biofilm se asocian con disminucion de la
actividad metabolica bacteriana e incremento del tiempo de crecimiento
bacteriano, las bacterias latentes son responsables de la tolerancia a los

antibioticos. (22

El crecimiento del biofilm est& asociado nivel incrementado de mutaciones y

con mecanismos regulados por quérum sensing. Mecanismos de resistencia
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convencionales en la bacteria como beta-lactamasa cromosdmica, bombas

de eflujo y mutaciones de las moléculas blanco de antibiticos también

contribuyen a la supervivencia de los biofilm. 2

Suele prevenirse mediante la profilaxis o terapia antibidtica agresiva
temprana y pueden ser tratados por terapia supresora crénica. Una
estrategia prometedora puede ser el uso de enzimas para disolver la matriz
del biofilm (DNasa, alginatoliasa, etc.) y los inhibidores de quérum sensing,

que incrementarian la susceptibilidad del biofilm a los antibiéticos.(??

1.Adsorcion de moléculas organicas.

Acondicionamiento de la superficie  2-Adhesion
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»
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Figura 1. El ciclo del biofilm. Un proceso de cuatro pasos.®9

1) Adsorcion inicial de las células a la superficie del biomaterial.

2) Acumulacion en multiples laminas.

3) Maduracion del Biofilm: produccion de exopolisacarido (PNAG), proteinas

(Bap, Aap, SasG. SasCyFnbpB), eDNA
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4) Desprendimiento de las células del interior del biofilm a un estado planténico:

sefiales ambientales, signos de transduccion y efectores.

2.2.2.1 Fases de desarrollo del Biofilm

a) Acondicionamiento de la superficie. Las bacterias se unen con la materia

organica del agua, depositandose en la interfase agua / superficie
cambiando sus propiedades quimicas y fisicas, mejorando la fijacién

bacteriana para formar biofilm. @)

b) Adherencia bacteriana. es reversible, siendo la adhesiéon sobre una

superficie o sustrato. Activa: mediado por flagelos, fimbrias tipo | y IV,
adhesinas, capsulas y cargas de superficie, las bacterias alcanzan la
superficie y equilibran repulsiones hidrofébicas. Pasiva: Las bacterias por
medio de la gravedad, difusion y dinamica de fluidos se adhieren a cualquier

superficie, siendo util la motilidad. 2

Adherencia irreversible. A través de apéndices y la produccion de exo
polisacarido, asi la bacteria asegura la adhesion formando un complejo con

el material superficial y receptores, con ligandos especificos. (23

Maduracién. Matriz extracelular. A continuacion, la bacteria se adhiere a la
superficie y empieza a dividirse, produciendo polimeros que son excretados
al exterior para mantener la union entre células, y la superficie. Un
exopolisacérido se excreta desde la pared celular y se une con grupos de

polisacaridos neutros o portadores de cargas eléctricas, aumentando la
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d)

adherencia, la capacidad de actuar como un sistema de intercambio i6nico

para atrapar y agrupar nutrientes. 3

Cooperacion entre especies. En el exopolisacarido se encuentran diferentes
especies del biofilm, atrapadas en la matriz extracelular por captacion fisica o
atraccion electrostética, estas diferentes especies viven en un nicho minimo
especializado. Si una especie crea residuos toxicos, otra los eliminara

eficazmente, regulando los recursos de todos los habitantes del biofilm. 3

Crecimiento y dispersion. Las divisiones continuas de las bacterias liberan
residuos y nutrientes que podran utilizarse para organizar nuevas superficies y

para alimentar a otras células. %3

2.2.2.2 Métodos para evaluar la formacion de biofilm

Las bacterias organizadas formando el biofiim presentan diferencias
especificas tanto fenotipicas, bioquimicas y morfologicas distintas a su forma
planctonica, que les permiten la supervivencia en el biofilm. Adaptandose a la
hostilidad del entorno y la cantidad de nutrientes del medio con patrones
estructurales en las comunidades microbianas. El sistema de organizacion
complejo explica lo importante del conocimiento adecuado de su estructura y
los mecanismos que permiten organizarse a modo de biofilm. Siendo muy
importante determinar qué especies bacterianas son capaces de formar
biofilm y encontrar métodos adecuados que permitan la cuantificacion de la

formacion de biofilm en las distintas especies bacterianas. ¢4
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Para demostrar la formacion de biofilm existen muchos métodos, algunos se
fundamentan en colorear el biofilm formado en un tubo de cultivo o en el fondo
de una placa de micro titulaciébn para demostrar su presencia, aportando
informacion cualitativa del biofilm (su existencia o ausencia) pero no permite
establecer relaciones entre la presencia y la capacidad del microorganismo de
producir biofilm. Por lo que es preciso usar un método de cuantificacion de
formacion de biofilm aplicable al biofilm producido por cualquier
microorganismo y reproducible en cualquier caso, lograndose al medir la
densidad o6ptica del biofilm, que varia por las caracteristicas intrinsecas del
biofilm ofreciendo informacion sobre la estructura en relacion al tipo de

microorganismo implicado.®)
Segun la capacidad de formar biofilm, las bacterias son clasificadas como: No

Formadoras, Formadores débiles, Formadores moderados, Formadores

fuertes. (29
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2.3 Hipotesis

e Ha: Existe relacion entre la formacion de biofilm y resistencia a oxacilina

en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos. Hospital Nacional

Hipolito Unanue, Julio 2016 — junio 2018.

e Ho:

No existe relacion entre la formacion de biofilm y resistencia a

oxacilina en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos. Hospital

Nacional Hipolito Unanue, julio 2016 — junio 2018.

2.4 Variables e indicadores

eVariable I:

eVariable Il:

Formacion de biofilm.

Resistencia a oxacilina.

2.5 Definicion operacional de términos

VARIABL DEFINICION DEFINICION INDICADORE
E CONCEPTUAL OPERACIONAL BEENSICIES S
DO <0.087 No formador
Las bacterias constituidas La formacién de L
o e Débil
formando un biofilm biofilm se 0.037< DO < 0.074
= - desarrollan diferencias determina
ormacion fenotipicas, bioguimicas y fenotipicamente
de Biofilm morfoldgicas respecto a su por el método en | 0.074 <DOc<0.148 Moderado
presentacion en forma placa de cultivo
plancténica. de tejido (PCT)
DOc¢> 0.148 Fuerte
La resistencia a
La prueba es utilizada para oxgcnmg s¢ Sensible
: evidencia en la
detectar la presencia del gen . =22 mm
. . T prueba de disco .
Resistenci | mecA que codifica una | .. ., De laboratorio
. - difusion, por la
aa Proteina de unibn a ausencia o de
oxacilina | Penicilina alterada (PBP2A) L Microbiologia
menor diametro . .
en Staphylococcus aureus del  halo de Resistencia
<
(SARM 0 MRSA) sensibilidad  a <22 mm
cefoxitina
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CAPITULO lIll

DISENO METODOLOGICO
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3.1

3.2

3.3

l1l. DISENO Y METODO

Tipo de investigacion

La investigacion muestra un enfoque de tipo cuantitativo, debido que las
variables fueron medibles dentro del entorno de la probleméatica planteada,
tomando en cuenta lo sectores de la formacion de biofilm y el nivel de

resistencia a la oxacilina. @7

La investigacion muestra un nivel de investigacion de tipo correlacional,
debido a que se buscé la asociatividad entre las variables de estudios a
través de técnicas descriptivas y estadisticas, porque se manifestd la
determinacion de encontrar una relacion entre el comportamiento de la
formacion de biofilm en las distintas fases de la resistencia a la oxacilina a

las cepas aisladas con Staphylococcus aureus. (%8

Ambito de Investigacion
El estudio se realizd en el Hospital Nacional Hipélito Unanue, institucion de
tercer nivel, ubicado en el distrito de El Agustino, Lima - Perd. Durante el

periodo julio del 2016 a junio del 2018.

Poblacion y muestra

3.3.1 Poblacion
La poblacién fue conformada por 104 cepas clinicas identificadas
como Staphylococcus aureus aisladas de hemocultivos de pacientes
atendidos en el Hospital Nacional Hipdlito Unanue durante el periodo

de estudio.
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3.3.2

Muestra

Se recuperaron en aislamiento 71 cepas que cumplieron con los
criterios de inclusién. Las cepas de Staphylococcus fueron aisladas
de hemocultivos de pacientes que se atendieron en el Hospital

Nacional Hipdlito Unanue, durante el periodo julio 2016 — junio 2018.

Muestreo. No se realiz6 un calculo muestral debido a que se trabaj6
con todas las muestras que cumplian con los criterios de inclusion y

exclusion.

Criterios de inclusién

e Aislamientos recuperados dentro del periodo de estudio.

e Cepas de Staphylococcus aureus aisladas de hemocultivos no
repetidos.

Criterios de exclusion

e Cultivos contaminados.

e Cepas de Staphylococcus aureus, aisladas de diferentes

muestras a hemocultivo.

3.4 Teécnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Las técnicas e instrumentos de recoleccion de datos se realizaron mediante

ensayos basados en protocolos definidos como el ensayo en placas de

poliestireno para microtitulacion. (Anexo 5)
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Preparacion de medios v reactivos de laboratorio

Se elaboraron los medios de cultivo de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.

Los medios de identificacion bioquimica (agar sangre, agar manitol),
de preservacion de cepas (caldo tripticasa soya con glicerol) y los
utilizados para la deteccion de biofilm (caldo tripticasa glucosado al
1%), fueron pesados en una balanza de precision, autoclavados y
repartidos en placas y/o tubos, segun correspondia.

Los colorantes y soluciones se prepararon segun la norma descrita.

Deteccidon de biofilm en placa para cultivo de tejido (PCT)

Las cepas aisladas y la cepa control se inocularon en 10 mL de caldo
Tripticasa de soya glucosado al 1%, incubacion 37°C por 24 horas.
Los cultivos y el control se diluyeron 1:100 con medio fresco.

En pocillos Individuales estériles de fondo plano de poli estireno se
llenaron con 200 uL del cultivo diluido. Incubacién 37°C por 24 horas.
Se utiliz6 como control negativo el caldo Tripticasa estéril. Incubacion
37°C por 24 horas.

Se elimino el contenido de cada pocillo, luego se lavé con 0.2 mL de
PBS (pH 7.2) por cuatro veces.

Se realizo la fijacion con una solucion de acetato de sodio al 2% y
luego una coloracién con cristal violeta al 0.1%.

Se removio el exceso de colorante con agua desionizada y se seco.
Usando un lector de ELISA a una longitud de onda de 570 nm, se leyo

la densidad 6ptica (OD) del biofilm adherido y coloreado.

37



W

Universidad
Norbert Wiener

e La interpretacion de la capacidad de formacion de biofilm se realizd

de acuerdo a los criterios de Stepanovic et al. (anexo 3).

La interpretacion de las lecturas de densidad 6ptica, requirié definir un valor
de corte para diferenciar las bacterias no formadoras de biofilm de aquellas
que si son formadoras de biofilm. Para lo cual se utilizé los criterios
descritos por Stepanovic para interpretar los resultados. Se calcul6 la media
de la densidad éptica (DO) de los controles y se midié la DO de cada cepa
bacteriana individualmente. A continuacion, se definio el punto de corte
(DOc) como tres desviaciones estandar (SD) sobre la DO media de los
controles: DOc= DO media de los controles + (3xSD de los controles). La
DO final de cada cepa fue el valor de la DO medido para cada una de las
cepas sustrayendo el valor de DOc (DO = DO de una cepa — DOc). Si el
valor de DO tiene resultado negativo, se considera como valor cero,

mientras que cualquier valor positivo indicaria la produccion de biofilm. @4

Deteccién de biofilm por el método Agar Rojo Congo (ARC)

e Las placas con Agar Rojo Congo se inocularon por estria con el

microorganismo e incubado a 37°C por 24 horas aerébicamente.

e En la lectura las colonias negras con una consistencia cristalina seca

indicaron la produccién de biofilm. (anexo 4)

Instrumentos
Se utiliz6 una Ficha de recoleccion de datos. Lo que corresponde al

constructo de una ficha para la recopilacién de datos obtenidos mediante
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la observacion del comportamiento y caracteristicas las variables
sometidas a investigacion, sujetas al procedimiento establecido en la

problemética del estudio. (Anexo 2)
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3.5 Plan de procesamiento y andlisis de datos
Para el proceso y la observacion de resistencia microbiana de
Staphylococcus aureus a oxacilina los datos fueron registrados en el
programa WHONET 5.6.
Dentro de la aplicacion estadistica para la determinacion de la relacién
entre las variables y la observacién de formacién de biofilm se utilizé el

programa estadistico SPSS.

3.6 Aspectos éticos
No se presentd inconvenientes éticos debido a que durante el desarrollo
del proyecto de investigacion se mantuvo la confidencialidad de los datos
de cada paciente. No existe conflicto de interés en la ejecucidén de la
presente investigacion de tesis. El proyecto de investigacion fue revisado y
aprobado por el comité institucional de ética del Hospital Nacional Hipdlito

Unanue.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
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IV.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

A partir de 7461 muestras de hemocultivos procesadas en el Hospital
Nacional Hipdlito Unanue durante el periodo de estudio, procedentes de
servicios de hospitalizacién, consulta externa y emergencia. Se identificaron
1346 agentes bacterianos en 1150 pacientes. Se identificaron 104 cepas de
Staphylococcus aureus en 86 pacientes. Se seleccionaron 71 cepas de
Staphylococcus aureus que cumplieron con los criterios de inclusién y exclusion.

Para determinar la frecuencia de Staphylococcus aureus resistente a
oxacilina aislados en hemocultivos en las cepas seleccionadas se realizo el
antibiograma por el método de disco difusién de kirby-Bauer determinandose la
resistencia a los antimicrobianos por los puntos de corte segun los criterios del
Instituto de Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI). Se encontr6 un 63,4% de
resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos en

el Hospital Nacional Hipélito Unanue, durante el periodo de estudio. (Tabla 1).
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Tabla 1. Resistencia a los antimicrobianos en Staphylococcus aureus aislado

de hemocultivos. Hospital Nacional Hipdélito Unanue. Julio 2016- junio 2018.

Antibidtico %R %S %R 95%I.C.
Penicilina G 93 7 83.7-97.4
Eritromicina 81.7 18.3 55.3-77.9
Oxacilina 63.4 36.6 51.1-74.3
Gentamicina 64.8 35.2 49.7-73.0
Clindamicina 56.3 43.7 44.0-67.9
Ciprofloxacina 63.4 36.6 41.3-65.3
Trimetoprima/Sulfametoxazol 29.6 70.4 17.3-38.8
Cloramfenicol 8.5 91.5 3.5-18.2
Rifampicina 7 93 2.6-16.3
Doxiciclina 2.8 97.2 0.5-10.7
Teicoplanina 0 100 0.0-6.4
Vancomicina 0 100 0.0-6.5
Linezolid 0 100 0.0-6.4

Fuente: datos obtenidos de la investigacion

La formacion de biofilm en nuestro estudio en cepas de Staphylococcus
aureus se determind por el método en placa de cultivo de tejido (PCT), y se clasifico
la formacién de biofilm segun los criterios de Stepanovic (Anexo 2), El valor de
absorbancia media fue 0,012 y la desviacién estandar de 0,009 por lo tanto, se
establecié como valor de corte de la densidad 6ptica (DOc) una absorbancia de
0,039. En base al valor de corte, las cepas se clasificaron en: no formadoras de
biofilm si la absorbancia del pocillo fue menor o igual a 0,039, formadoras débiles
de biofilm si la absorbancia del pocillo era mayor de 0,039 y menor o igual a 2 veces
el valor de corte (< 0,156), formadoras moderadas de biofilm si la absorbancia del
pocillo resulté mayor a 0,078 y menor o igual a 4 veces el valor de corte (< 0,156)

y fuerte formador de biofilm cuando la absorbancia supero el valor 0,156. (Anexo 3)
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Las 71 cepas de Staphylococcus aureus aisladas de hemocultivos fueron
distribuidas segun la capacidad de formacion de biofilm mediante el método en
placa de cultivo de tejido en dos grupos, asi se observd 55 cepas (77,5%) con

capacidad de formacion de biofilm y 16 cepas (22.5%) fueron no formadoras de

biofilm. (Grafico 1)

Grafico 1. Formacion de biofilm en Staphylococcus aureus aislada de

hemocultivos. Hospital Nacional Hipdélito Unanue. Julio 2016 — Junio 2018

= Formador de biofilm = No formador de biofilm

Fuente: Datos de la investigacion.
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Asimismo, cuando se estratifico las cepas de Staphylococcus aureus aislado
de hemocultivos por su capacidad de formacién de biofilm, mediante el método en
placa de cultivo celular se observa que las cepas con formacién fuerte de biofilm
representaron el 49,3% (35), con formacién moderada el 18.3% (13), y con
formacion débil el 9,9% (7), solo un 22.5% (16) no presentaron capacidad de formar

biofilm. (Tabla 2).

Tabla 2. Distribucion de la formacion de biofilm en Staphylococcus aureus
aislado de hemocultivos de pacientes hospitalizados. Hospital Nacional

Hipdlito Unanue. Julio 2016- Junio 2018.

Formacion de biofilm N° %

Negativo 16 22.5
Débil 7 9.9
Moderado 13 18.3
Fuerte 35 49.3
Total 71 100

Fuente: Datos de la investigacion.

Para determinar la relacién entre la formacion de biofilm y resistencia a
oxacilina en Staphylococcus aureus aislados en hemocultivos, mediante el
estadistico Chi cuadrado se encontro un valor de 2,613 con tres grados de libertad
y un valor de p mayor de 0.05, que nos indica que no existe una relacion
estadisticamente significativa entre las variables. Se muestra los resultados

obtenidos con el software estadistico. (Tabla 3)
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Tabla 3. Relacién entre la formacién de biofilm y resistencia a oxacilina en
Staphylococcus aureus aislados en hemocultivos Hospital Nacional Hipdlito

UnanueEl Agustino, Julio 2016 — junio 2018.

Oxacilina
Resistente | Sensible | Total
Formaciéon |Fuerte 19 16 35
de Biofilm 45,2% 55,2% | 49,3%
Moderado 7 6 13
16,7% 20,7% | 18,3%
Debil 6 1 7
14,3% 3,4% 9,9%
No 10 6 16
formador 23,8% 20,7% | 22,5%
Total 42 29 71
100,0% | 100,0% | 100,0%

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintotica (2
Valor al caras)
Chi-cuadrado de Pearson 2,6132 3 ,455
Razo6n de verosimilitud 2,914 3 ,405
N de casos validos 71

a. 2 casillas (25,0%) han esperado un recuento menor que 5. El recuento
minimo esperado es 2,86.
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4.2 Discusion

Los factores de virulencia favorecen el desarrollo de las infecciones en el ser
humano, en nuestra investigacion analizamos la formacién de biofilm y su
asociacién con un mecanismo de resistencia a los antimicrobianos como es el caso
de resistencia a oxacilina. Las infecciones por Staphylococcus aureus son una

causa significativa de morbilidad y mortalidad en adultos mayores. (29 30)

Se encontro una alta frecuencia de resistencia a oxacilina con 63.4% en cepas
de Staphylococcus aureus aislada de pacientes con hemocultivos en el Hospital
Nacional Hipélito Unanue en El Agustino durante el periodo de estudio. Este valor
es inferior al encontrado por otros investigadores en nuestro pais, 71.4% en el
Hospital Nacional de Arequipa, Siguas y col 2. 90% en el Hospital Almenara,

Vasquez y Luchetti 33, 85% en el Hospital Rebagliati por Echevarria y col ¢4,

Se encontrd en nuestra investigacion que en las 104 cepas de Staphylococcus
aureus seleccionados, el 49.3% tenian la capacidad de producir biofilm, mientras
gue el 22.5% no tenian dicha capacidad. Gil M y col, en su estudio encontré6 como

productoras de biofilm 92%, no productoras de biofilm 5% (35),

Asi mismo Nava K y col, en su estudio encontré 21% de las cepas fueron

productoras de biofilm mientras que el 27% no fueron productoras de biofilm ©8),

Del mismo modo Gil My col, con 92% de cepas productoras de biofilm, respaldaron
nuestro estudio. Observando una disociacion entre las variables resistencia a
oxacilina y formacién de biofilm. Esta referencia es relevante dado que el grosor de
la biopelicula se relaciona directamente con la dificultad de erradicarla, por lo que
es interesante conocer la capacidad del microorganismo en formar biopeliculas y el

qué grado en que lo produce. 9.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

¢ No existe relacion estadisticamente significativa entre la resistencia a la oxacilina
y la formacion de biofilm en Staphylococcus aureus aislado de Hemocultivos de
pacientes hospitalizados. Hospital Nacional Hipdélito Unanue. Julio 2016 — junio

2018.

e La resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos.

Hospital Nacional Hipdlito Unanue. Julio 2016 — junio 2018.fue de 63.4%.

e La frecuencia de pacientes que presentaron aislamiento de Staphylococcus
aureus, Hospital Nacional Hipdlito Unanue. Julio 2016 — junio 2018. segun el
sexo fue predominante en el femenino con 53,5%; la edad promedio fue de 52
afos, siendo la procedencia mas frecuente en los servicios de Consulta externa

(50,7%), y menos frecuente en servicios de hospitalizaciéon (49.3%).
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5.2 Recomendaciones

Se deberia implementar métodos para determinar la presencia de biofilm para
conocer la magnitud de factores de virulencia en aislamientos bacterianos de

muestras clinicas y con resistencia a los antimicrobianos.

De acuerdo a nuestro estudio se observa un mayor predominio de infecciones
en pacientes femeninos de consulta externa, siendo fomentado las
investigaciones en este grupo de pacientes por presentar un mayor riesgo y ser

un problema de salud publica.

Para una mejor correlacién y /o asociacion entre los factores de virulencia se
podria evaluar dos poblaciones con una mayor proporcién, que permita analizar

el comportamiento de las dos variables.
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Anexo 01. Matriz de Consistencia

Titulo: Relacién entre la formacion de biofilm y resistencia a oxacilina en Staphylococcus aureus aislados de hemocultivos. Hospital
Nacional Hipdlito Unanue, julio 2016 — junio 2018

PROBLEMAS OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES |DIMENSIONES | INDICADORES | METODOLOGIA DE
LA INVESTIGACION
1._Problema Principal | 1. Objetivo general | 1.Hipotesis general No formado Tipo de Investigacion
;Qué relacién existe | Determinar la relacion entre la | Existe relacion entre la Débil
entre la formacion de|formacion de biofiim vy |formacion de biofimy la Aplicado
biofilm y resistencia a|resistencia a oxacilina en|resistencia a oxacilina Produccién de Moderado Nivel de la
oxacilina en | Staphylococcus aureus | en Staphylococcus | 1. Formacion biofilm Investigacion
Staphylococcus aureus |aislado de hemocultivos. |aureus aislados de de biofilm Correlacional
aislado de hemocultivos. | Hospital Nacional Hipdlito | hemocultivos. Hospital
Hospital Nacional Hipdlito | Unanue, Julio 2016 — Junio | Nacional Hipdlito Fuerte
Unanue, Julio 2016 -|2018 Unanue, Julio 2016 -
Junio 2018? Junio 2018.
2. Problemas | 2._Objetivos Especificos Disefio de
Secundarios Investigacion
a. ¢Cual es la frecuencia No experimental
de Staphylococcus | a. Determinar la frecuencia de
aureus resistente a| Staphylococcus aureus Sensible Poblacién de
oxacilina aislado de| resistente a oxacilina Microbiologia Staphyloccocus | Investigacion
hemocultivos.  Hospital | aislado en hemocultivos. 9 aureus Se conforma por todas
Nacional Hipdlito Hospital Nacional Hipélito =22 mm las cepas clinicas
Unanue, Julio 2016 - Unanue, Julio 2016 — junio . . i ifi
Junio 20187 2018. J 2. Resistencia a gti?flf'y??g??cus o
Oxacilina .
aureus aisladas en
b. ¢ Cual es la frecuencia | b. Determinar la frecuencia de hemocultivos
de la formacién de biofilm |  la formacion de biofilm de Técnicas de
de Staphylococcus | Staphylococcus aureus Investigacion
aureus  aislados en| aislados en hemocultivos Resistente Observacion directa
hemocultivos en  el| en el Hospital Nacional Staphyloccocus | Herramientas de

Hospital Nacional Hipdlito
Unanue El Agustino, Julio
2016 — Junio 2018?

Hipdlito Unanue El
Agustino, Julio 2016 —
Junio 2018.

aureus £ 22 mm

Investigacion
Guia de observacion




Anexo 2 Instrumentos de recoleccion de datos
Medicion de la resistencia de Staphylococcusaureusa oxacilina

cepa Comportamiento a Resultado
CEFOXITIN
Halos de inhibicion < 22 Sensible | Resistente
mm
1 19mm X
2 20mm X
3 21mm X
4 16mm X
5 18mm X
6 19mm X
7 21mm X
8 15mm X
9 22mm X
10 18mm X
11 19mm X
12 11lmm X
13 19mm X
14 17mm X
15 20mm X
16 12mm X
17 18mm X
18 22mm X
19 22mm X
20 20mm X
21 18mm X
22 16mm X
23 14mm X
24 19mm X
25 21mm X
26 20mm X
27 19mm X
28 21mm X
29 21mm X
30 16mm X
31 13mm X
32 16mm X
33 18mm X
34 15mm X
35 21mm X
36 22mm X
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cepa Comportamiento a Resultado
CEFOXITIN
Halos de inhibicion<22 mm | Sensible | Resistente

37 16mm X
38 19mm X
39 12mm X
40 15mm X
41 18mm X
42 17mm X
43 21mm X
44 20mm X
45 15mm X
46 14mm X
47 16mm X
48 18mm X
49 22mm X
50 20mm X
51 14mm X
52 19mm X
53 22mm X
54 16mm X
55 12mm X
56 21mm X
57 20mm X
58 17mm X
59 15mm X
60 16mm X
61 11mm X
62 9mm X
63 18mm X
64 22mm X
65 20mm X
66 21mm X
67 18mm X
68 16mm X
69 14mm X
70 17mm X
71 15mm X
72 20mm X
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Medicién de la formacién de biofilm en hemocultivos

Nivel de formacion de biofilm
Cepa| Fuerte Moderado Débil No Formado
4DOc < DO |2D0Oc < DO £4DOc |[DOc< DO =2DOc| Do <DOc
1 0.196
2 0.301
3 0.159
4 0.200
5 0.169
6 0.202
7 0.174
8 0.117
9 0.252
10 0.365
11 0.236
12 0.172
13 0.248
14 0.561
15 0.326
16 0.182
17 0.036
18 0.000
19 CONTROL 1
20 0.510
21 0.243
22 0.169
23 0.252
24 0.319
25 0.325
26 0.202
27 0.217
28 0.233
29 0.038
30 0.081
31 0.157
32 CONTROL 2
33 0.022
34 0.094
35 0.032
36 0.031
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Nivel de formacidon de biofilm

Cepa

Fuerte

Moderado

Débil

No Formado

4DOc < DO

2DOc < DO =£4D0Oc

DOc< DO £ 2DOc

Do £DOc

37

0.191

38

CONTROL 3

39

0.031

40

0.020

41

0.041

42

0.020

43

0.116

44

0.034

45

0.047

46

0.210

47

0.060

48

0.041

49

0.177

50

0.126

51

0.243

52

0.068

53

CONTROL 4

54

0.766

55

0.223

56

0.057

57

0.118

58

0.089

59

0.123

60

CONTROL 5

61

0.149

62

0.127

63

0.373

64

0.305

65

0.171

66

0529

67

0.123

68

0.112

69

0.064

70

0.006

71

0.121

72

CONTROL 6
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ANEXO 3

Interpretacion de la produccion de Biofilm

por método de Placa de cultivo de tejido. (PCT)

Valor promedio de la Densidad Optica

Produccidon de Biofilm

<DOc/DOc< o0 <2xDOc

Negativo / Débil

2xDOc< 0 <4xDOc

Moderado

>4x DOc

Fuerte

(Cut-off) Valor de corte de la Densidad Optica (DOc)= Promedio DO del control
negativo + 3x desviacion estandar del control negativo.
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ANEXO 4
AGAR ROJO DE CONGO

Para la preparacion de 100 ml de Agar Rojo de Congo, se utilizo la siguiente

formula.
Caldo de Tryptona 1 gramo
Agar 1.5 gramos
Extracto de levadura 0.5 gramos
Congo Red 0.004 gramos
Azul brillante de Coomasie 0.002 gramos
Etanol 1.4 ml
Agua c.s.p 100 mi

La preparacion una vez disuelta homogéneamente, se llevo a la autoclave y se
esterilizé (121°C por 15 minutos — presion de 1 atmosfera)
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ANEXO 5

Deteccion de biofilm en placa para cultivo de tejido (PCT)

Las cepas aisladas y la cepa control se inocularon en 10 mL de caldo
Tripticasa de soya glucosado al 1%, incubacion 37°C por 24 horas.
Los cultivos y el control se diluyeron 1:100 con medio fresco.

En pocillos Individuales estériles de fondo plano de poli estireno se
llenaron con 200 uL del cultivo diluido. Incubacién 37°C por 24 horas.
Se utilizé como control negativo el caldo Tripticasa estéril. Incubacion
37°C por 24 horas.

Se eliminé el contenido de cada pocillo, luego se lavara con 0.2 mL
de PBS (pH 7.2) por cuatro veces.

Se realizo la fijacion con una solucion de acetato de sodio al 2% y
coloracion con cristal violeta al 0.1%.

Se removio el exceso de colorante con agua desionizada y se seco.
Usando un lector de ELISA a una longitud de onda de 570 nm, se leyo
la densidad 6ptica (OD) del biofilm adherido y coloreado.

La experiencia se realiz6 por triplicado y se repitio tres veces.

La interpretacion de la capacidad de formacion de biofilm se realizé

de acuerdo a los criterios de Stepanovic et al. (anexo 3).

ANEXO 6
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