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INTRODUCCION

Se ha utilizado la bioluminiscencia como método automatizado para cuantificar la
viabilidad de las bacterias en la especie Staphylococcus epidermidis, cuando se
encuentran adheridas formando biofilms. El método permite determinar la sensibilidad a
distintos antibidticos cuando €stos son aplicados a dichos biofilms. La informacién asi
generada puede contribuir a la mejora de la eleccién de antimicrobianos, principalmente
cuando la infeccién es de tipo crénico, pues en este caso el fallo terapéutico aumenta
significativamente. Dicho test puede tener una aplicabilidad directa en el tratamiento de
mastitis ovina, en la que la prevalencia de S. epidermidis y de estafilococos coagulasa
negativos es elevada, segin se ha observado en las razas Latxa (Marco, 1994) y
Manchega (De la Cruz, 1994); asi como en el tratamiento de infecciones post-
quirdrgicas, frecuentes en clinica humana (Gristina et al., 1987).

MATERIAL Y METODOS

Microorganismos. Se han utilizado 4 cepas distintas de S. epidermidis (12, 19, 60 y
ATCC 12228) productoras de exopolisacdridos (PE), que fueron obtenidas en el
laboratorio por seleccién a favor de la adherencia a partir de cepas procedentes de casos
clinicos (Baselga et al., 1992). Antibidticos. Se probaron 9 antibiéticos (Tabla 1),
distribuidos por Hoechst Marion Roussel (teicoplanina), Almirall (trimetroprim-
sulfametoxazol) y Sigma (los restantes). Se estudié la sensibilidad a estos
antimicrobianos en el antibiograma cldsico (de discos) y posteriormente se determinaron
las concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y concentraciéon minima bactericida (CMB)
por microdilucién en medio liquido (Mueller-Hinton), segiin las recomendaciones de la
National Committee of Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Las cepas que segiin
uno de estos tests resultaron ser resistentes a algin antibiético, fueron descartadas del
estudio concreto de ese antibidtico en el test de biofilm. Formacion de los biofilms y test
in vitro de antibigticos en biofilm. Se formaron biofilms de 3 edades diferentes (6, 24 y
48 h) sobre el fondo de placas microtiter de cultivo celular y utilizando TSB enriquecido
con glucosa al 2% (segln la técnica de Amorena et al., 1995). Los antibidticos se
diluyeron en Mueller-Hinton a las distintas concentraciones: CMB (tomando para cada
antibiético el valor de la cepa con mayor CMB) y la concentracién alcanzada
tedricamente en suero ( pico en suero, PS; Moellering et al., 1991; Mensa, 1998). Tras
24 h de exposicién de los biofilms a los antibiéticos, se cuantificé el nimero de
bacterias viables por bioluminiscencia (Gracia, 1997) utilizando un luminémetro
(Luminoskan, Labsytems). Andlisis estadistico. Las comparaciones se realizaron de
forma individualizada para cada antibidtico tras el tratamiento frente a su respectivo
control no tratado, y para ello se utilizé6 un anélisis de varianza mutifactorial. Los
ensayos se realizaron por triplicado y, al menos, en 4 ocasiones diferentes.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Antibiogramas cldsicos. Segin los dos antibiogramas (discos y microdilucién), sélo se
encontré susceptibilidad por parte de las 4 cepas para tres antibidticos, frente a los
nueve probados (para los otros 6 antibidticos se encontré sensibilidad en, al menos, 2
cepas). Estos resultados confirman el alto nivel de acumulacién de resistencias en S.
epidermidis.” Por otra parte, también se observé que alguna cepa que aparecia como
sensible en el antibiograma cldsico de discos, se comporté como resistente por
microdilucién. Esta informacién pone de manifiesto la posibilidad de encontrar una
falsa susceptibilidad en el test de discos (test utilizado de forma cotidiana en la préctica
clinica), aumentando el posterior fracaso terapéutico.

Test de antibiéticos en biofilm. La Tabla 1 refleja los resultados obtenidos sobre la
sensibilidad a los antibiéticos en biofilms en el conjunto de las cepas seleccionadas
para cada antibidtico. En todos los casos, se observa una clara disminucién de la eficacia
del antibidtico a medida que la edad del biofilm aumenta; esta observacion estd
probablemente relacionada con la mayor dificultad para combatir infecciones crénicas,
asociadas a la presencia de biofilms de edad elevada. También se observa un aumento de la
efectividad al aumentar la concentracién del antimicrobiano.

Si nos centramos en los resultados obtenidos con la concentracion alcanzada en suero
(PS), que no deberia sobrepasarse en la préctica clinica, podemos obsevar que tan sélo la
rifampicina y la tetraciclina son eficaces frente a los biofilms de todas las edades probadas; la
rifampicina parece tener un efecto similar tanto en biofilms jévenes como en biofilms mas
viejos; por otro lado, la tetraciclina, a pesar de presentar una mayor eficacia que la
rifampicina frente a los biofilms de 6 h, disminuye su efectividad a medida que aumenta la
edad del biofilm, llegando a alcanzar valores menores que en el caso de la rifampicina.
Ambos antibidticos, efectivos a esta concentracién (PS), se estudiaron también a otras
concentraciones (5 y 1 mg/L. en el caso de la rifampicina, y CMI en el caso de la
tetraciclina), descendiendo la efectividad de estos antimicrobianos (como cabia esperar),
hasta anularse frente a biofilms de 6 h a la concentracién de 1 mg/L (para la rifampicina) o a
la CMI (para la tetraciclina).

Merece resaltarse que la vancomicina resulté muy eficaz frente a biofilms jévenes,
llegando a alcanzar la méxima efectividad entre todos los antibiéticos probados, pero no fue
capaz de disminuir ni siquiera ligeramente la viabilidad bacteriana en biofilms de 24 horas, y
menos aiin de 48 h.

Algunos antibidticos (ofloxacina, trimetroprim-sulfametoxazol y rifampicina)
aplicados a la CMB, concentracion bactericida para bacterias en suspension, ni siquiera
fueron capaces de reducir ligeramente la viabilidad bacteriana en los biofilms de menor edad
(6h).

Queda demostrada con los datos expuestos la importancia de un antibiograma para
bacterias en biofilms, ya que en éstos aumenta claramente la resistencia a los
antimicrobianos. Este tipo de antibiogramas podria ser aplicado en la pratica clinica para
elegir el tratamiento mas adecuado frente a bacterias formadoras de biofilms, o en la
industria farmacéutica con el objeto de demostrar la eficacia de un nuevo antibidtico frente a
biofilms, de cara al lanzamiento de un nuevo producto al mercado. Por otra parte, podria
reducirse con esta informacién la creciente aparicion de las resistencias a antimicrobianos
debida al uso indiscriminado de antibidticos y a los falsos resultados de sensibilidad
obtenidos en muchas ocasiones al utilizar los antibiogramas clésicos.
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Tabla 1.- Sensibilidad de Staphyloccus epidermidis en biofilm frente a 9 antibiéticos aplicando 2
concentraciones de antimicrobiano y 3 edades de biofilm (los valores que aparecen son las
diferencias entre la viabilidad bacteriana tras el tratamiento antibiético y la del control sin tratar,
expresadas en log,, cfu/ml).

Antibiético ps’ CMB’
Valor Edad del biofilm Valor Edad del biofilm

6h 24h 48h 6h 24h 48h
Cefalotina 70 -754%  -19]* -.005 4 -395%  -.026 .052
Clindamicina 12 -311% -.085 063 16 -.45% - 134% 2003
Eritromicina 8 -373%  -213* .043 32 -607%  -297*  -204%
Ofloxacina 8.5 -.008 -.049 012 2 .003 -.028 045
Rifampicina 10 -.642%  -.635% -.566* 0.5 .091 032 102
Teicoplanina 50 -572%  -119* .085 8 -.025 .006 067
Tetraciclina 16 -908*  -589*  -419*% 32 S971%  -.634%  -382*
Trm/sfm 3.4/46 .096 .029 .203 12.8/64  .062 -.028 sl
Vancomicina 40 -965*%  -.071 -012 8 -343%  -.032 038

! Concentracién teéricamente alcanzada en sangre (Moellering et al., [991; Mensa, 1998).
? Concentracion minima bactericida, tomando para cada antibiético el valor de la cepa con mayor CMB.
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