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RESUMEN

La biopelicula es una comunidad de microorganismos cubierta por una matriz de
exopolimeros, adherida a diversas superficies animadas o inanimadas formando
microcolonias. Estos agregados incrementan la resistencia a los mecanismos de defensa del
hospedero, a los antibioticos y biocidas. El objetivo del presente trabajo fue determinar la
capacidad de produccién de biopelicula en 20 aislamientos de P. multocida, 20 de M.
haemolytica y 10 de H. somni obtenidos de pulmones neumadnicos de bovino y de tracto
reproductor de ovino. Para evidenciar la formacién de biopelicula, a cada uno de los
aislamientos fueron probados por el método de Christensen, la siembra en agar de rojo
Congo y el ensayo en microplacas de polivinil de 96 pozos. Los resultados fueron
evaluados con analisis de varianza (P<0.05) para determinar la diferencia estadistica entre
los aislamientos a probar y las cepas de E. coli y E. coli K-12 usadas como controles
positivo y negativo respectivamente. En el caso de P. multocida y M. haemolytica se
determiné que los 40 aislamientos produjeron biopelicula, de los cuales cuatro de P.
multocida y tres de M. haemolytica resultaron ser altos formadores; para H. somni se
determind que los 10 aislamientos son productores y que dos de ellos son altos formadores.
A los aislamientos mayores productores de biopelicula, se le realiz6 microscopia
electrénica de barrido. Por otra parte a los 50 aislamientos se les realizo la prueba de Bauer
et al y MIC con gentamicina, tetraciclina, ampicilina, penicilina y estreptomicina. Los
aislamientos de P. multocida mayores productores de biopelicula fueron resistentes a
gentamicina y tetraciclina; los de M. haemolytica, presentaron resistencia a gentamicina y
estreptomicina y los de H. somni, a penicilina y estreptomicina. Los resultados fueron
analizados mediante pruebas de Kappa, dando valores de 0.61 a 1.0, lo que permitid
establecer que existid concordancia entre la formacion de biopelicula y la resistencia a

antimicrobianos.

Tesis de licenciatura parcialmente financiada por el proyecto CONACYT 90731, realizada
en el CENID-Microbiologia Animal, Instituto Nacional de Investigacion Forestal, Agricola
y Pecuaria.



Abstract

The term biofilm refers to a community of microorganisms covered by a matrix of
exopolymers, adhered to various animated or inanimated surfaces forming microcolonies.
These aggregates increase resistance to host defense mechanisms, antibiotics and biocides.
The aim of this study was to determine the ability of biofilm production in 20 isolates of P.
multocida, 20 of M. haemolytica and 10 H. somni obtained from pneumonic cattle lungs
and sheep reproductive tract. In order to demonstrate the formation of biofilm, each of the
isolates were tested by the Christensen method, Congo red agar culture and assay in
polyvinyl microplates of 96 wells. The results were evaluated by analysis of variance (P
<0.05) to determine the statistical difference between the tested isolates and strains of E.
coli and E. coli K-12 used as positive and negative controls, respectively. In the case of P.
multocida and M. haemolytica it was determined that the 40 isolates produced biofilm, of
which four of P. multocida and three of M. haemolytica proved to be highly productive. For
H. somni the 10 isolates were producers and two of them were highly productive. The
highly productive isolates were subjected to scanning electron microscopy. In addition, the
50 isolates were tested by the Bauer et al. and MIC with gentamicin, tetracycline,
ampicillin, penicillin and streptomycin. For of P. multocida isolates, the greatest producers
of biofilm were resistant to gentamicin and tetracycline, those of M. haemolytica, were
resistant to gentamicin and streptomycin and those of H. somni, to penicillin and
streptomycin. The results were analyzed using the Kappa test, giving values of 0.61 to 1.0,
which established that there was correlation between biofilm production and antimicrobial

resistance.



I.- INTRODUCCION

Durante su evolucion, las bacterias han modificado constantemente su metabolismo y
caracteristicas fisicas, adaptandose practicamente a todos los ambientes del planeta. La
idea generalizada de que las bacterias tienen una forma de vida unicelular, no es tan
correcta ya que el crecimiento plancténico puro es poco comun, las bacterias
frecuentemente se desarrollan en comunidades complejas.

Uno de los paradigmas mas grandes en la microbiologia es la concepcion de la
existencia de las bacterias como organismos asociales, cuya Unica actividad era
dividirse para generar una nueva bacteria, cada una, idéntica a la otra. Sin embargo,
desde hace més de 60 afios se ha sugerido que lejos de esta conducta aislada, puede
existir una conducta bacteriana en grupo, la cual sigue la norma “la unién hace la
fuerza”.? Observaciones directas de una amplia variedad de bacterias han permitido
establecer que la mayoria de los microorganismos persisten unidos a las superficies
dentro de un estructurado ecosistema denominado biopelicula y no como organismos
aislados.?

Las biopeliculas se definen como comunidades de microorganismos que crecen
embebidos en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte 0 un
tejido vivo, y que puede estar conformado por una sola especie, o por diferentes
especies bacterianas e incluso diferentes géneros. La composicion de la biopelicula es
variable en funcion del sistema en estudio, en general, el componente mayoritario es
agua, que puede representar hasta un 97% del contenido total. Ademas de agua y de las
células bacterianas, la matriz es un complejo formado principalmente por polimero
extracelular, en menor cantidad se encuentran otras macromoléculas como proteinas,

DNA y productos diversos procedentes de la lisis de las bacterias.*”



Existen numerosas evidencias que relacionan las biopeliculas con distintos procesos
infecciosos, tales como neumonias, dermatitis y mastitis principalmente.* Algunos
mecanismos por los que se producen las enfermedades todavia no estdn completamente
entendidos, pero se ha sugerido que las bacterias pueden producir endotoxinas una vez
que ya son parte de la biopelicula, también se pueden liberar bacterias al torrente
sanguineo, se vuelven resistentes a la accion fagocitaria de las células del sistema
inmune y por otro lado, constituyen un nicho para la aparicion de bacterias resistentes a
los tratamientos con antibioticos, e incluso se menciona que las bacterias formando
biopeliculas pueden ser hasta 1000 veces mas resistentes a los quimioterapéuticos, que
las que no forman esos agregados.’ Este Gltimo aspecto puede ser especialmente
relevante dado que las bacterias resistentes originadas en estos agregados podrian
extenderse de animal a animal a través de los trabajadores o de los implementos
pecuarios como comederos, bebederos, saladeros, etc. Lo anterior puede explicar la
presentacion de enfermedades agudas, que posteriormente pudieran persistir con un
curso crénico y hacerse resistentes a los tratamientos con antimicrobianos.”’

La biopelicula bacteriana empieza a formarse cuando alguna célula individual se une
inicialmente a una superficie. La capacidad de la célula para realizar esta reaccion
inicial depende de factores ambientales como la temperatura y el pH, y de los factores
genéticos que codifican las funciones motrices, la sensibilidad ambiental, las adhesinas
y otras proteinas. Aunque la combinacidn de los factores influyen en el desarrollo de la
biopelicula dependen en principio de la especie, algunas caracteristicas son comunes a
la mayoria de las bacterias estudiadas hasta ahora.™° EI proceso de formacién también
se ve influenciado por factores externos como el ambiente nutricional.***3

Después de la union inicial, la célula empieza a crecer y a esparcirse sobre la superficie

en una monocapa, mientras forma microcolonias. Las células cambian su



comportamiento y dan lugar a la compleja arquitectura de la biopelicula madura. El
cambio més evidente es la produccion de la matriz que soportard todo el conjunto.
Mientras la biopelicula va creciendo suceden otros acontecimientos o cambios como el
extenderse a otras areas no infectadas o liberar algunas células, que recuperan las
cualidades plancténicas y actiian como las semillas de otras estructuras similares en
nuevas superficies.*

Se han determinado cinco fases: la adsorcion reversible de la bacteria a la superficie,
una union irreversible, una primera fase de maduracion con crecimiento y division, la
segunda fase de produccion de exopolisacéarido y el desarrollo final de la colonia con
dispersion de células colonizadoras. La estructura se permeabiliza con una red de
canales atravesados por agua, residuos bacterianos, enzimas, nutrientes, metabolitos, y
oxigeno. Es en la periferia de la estructura donde se localizan la mayoria de las células
viables, cuyo nimero se reduce con la edad; en una biopelicula joven se han detectado
hasta un 80% de células viables y tan solo un 50% en una estructura antigua. Se puede
desarrollar un ambiente anaerébico bajo la capa aerdbica.™

Para adaptarse a la vida de biopelicula, las bacterias sufren cambios radicales en su
fisiologia con respecto a las células plancténicas.®'® Asi como un patron de expresion
genético diferente, existe represion de genes del pili y flagelo, ya que aunque son
necesarios para el inicio de la formacion, probablemente no son necesarios para la
maduracion de la estructura, ademas hay induccion de genes que tienen que ver con
resistencia a antibiéticos.!” El cambio del medio y condiciones donde se encuentran,
activan diferentes genes que codifican nuevas proteinas estructurales y enzimas. Estos
genes y proteinas son los que explican la fijacion y la resistencia de las bacterias
incluidas en las biopeliculas ante los antibidticos o los desinfectantes. Los avances

recientes a partir del afio 2000 en protedmica y gendmica han permitido avanzar en el



estudio de sistemas complejos, ya que se han podido identificar 800 proteinas que
cambian de concentracion a lo largo de las diferentes fases de desarrollo.®

A los pocos dias de la primera colonizacion, otros microorganismos quedan atrapados
en el exopolisacarido por captacion fisica y atraccion electrostéatica. Hongos y bacterias
sin movilidad propia son capaces de aprovechar materiales residuales de los primeros
habitantes y de producir sus propios residuos que seran aprovechados por otros
microorganismos.’® Desde la biopelicula més simple hasta la méas compleja, la
comunidad metabdlica coopera, como el tejido vivo de un organismo multicelular. Las
diferentes especies viven en un nicho minimo, super especializado y hecho a la medida.
Si una especie genera residuos toxicos, otra los devorara con avidez, asi se consigue
coordinar los recursos bioquimicos de todos los habitantes; se retnen las diferentes
enzimas de los que disponen numerosas especies de bacterias para abastecerse de aporte
nutritivo que ninguna especie sola podria digerir. También serviran para responder o
resistir al ataque de diversas sustancias quimicas como por ejemplo los biocidas.”

La terapia con antibidticos usualmente elimina a las bacterias en estado planctonico,
pero no puede acceder a la biopelicula. Por otra parte, también se han detectado en ella,
enzimas hidroliticas del tipo de las B-lactamasas que son sintetizadas en pocas
cantidades pero que se mantienen atrapadas y concentradas en la matriz, lo que

contribuye a su proteccion.?*

Existen evidencias que estas caracteristicas de las
bacterias traen como consecuencia la presencia de enfermedades crénicas.?

Si las bacterias realmente pueden tener una conducta como grupo, entonces se hace
necesaria la existencia de un sistema de comunicacién entre ellas, a través del cual
puedan “decidir” qué les conviene y actuar en grupo para conseguirlo® por lo que en

1994 nace el término “quorum sensing” para describir un fendmeno dependiente de

densidad celular. Este proceso est4 basado en la produccion de moléculas que sirven



como sefales cuya concentracion depende de la densidad del organismo que la produce.
Una vez que estas moléculas o autoinductores alcanzan el umbral de deteccion, inducen
diferentes fenémenos en la célula.?*

La disgregacion de la biopelicula se ve influenciada por el ambiente externo. Algunos
factores que afectan este proceso son los cambios en el medio, disminucion de la
disponibilidad de nutrientes®®, propiedades electroquimicas dentro de la estructura®® y
limitacion del substrato?’ o bien afectada por metabolismo, como la proteina reguladora
de union a RNA, CsrA (carbon storage regulator) que actia como represor de la
formacion y activa la disgregacion de la misma en diferentes condiciones de cultivo.?®
El modelo propuesto por O’Toole et al en 20008 para describir todo el proceso de
agregacion y desagregacion sugiere que las células en estado planctonico reciben
sefiales ambientales que ocasionan la adhesion inicial al substrato, después de ello, las
bacterias comienzan a comunicarse unas con otras en el proceso denominado “quérum
sensing” y estas sefiales guian a la formacion de microcolonias que formarédn la
biopelicula  madura, una estructura tridimensional embebida en una matriz de
exopolisacérido. Finalmente nuevas sefiales indican a la bacteria su disgregacion, para
regresar al estadio plancténico, completando asf el ciclo.?

Diversos estudios estiman que hasta en un 65% de las enfermedades bacterianas
humanas interviene la formacion de biopelicula y algunos otros factores
predisponentes.® Algunos de estos microorganismo que tienen capacidad de formar
biopelicula y producir enfermedades son: Streptococcus spp., Staphylococcus spp., en
endocarditis valvular®®®"; Streptococcus spp., Haemophilus influenzae, Moraxella spp.,
Pseudomonas spp., en otitis media®***; Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp.,
Serratia spp., Bacteroides spp., Corynebacterium spp., en prostatitis bacteriana®*;

Staphylococcus spp., Pseudomonas spp., en fibrosis quistica®; Fusobacterium spp.,



Eubacterium spp., Lactobacillus spp., Haemophilus influenzae en periodontitis.®"*®

Recientemente en 2009, se aislé Neisseria meningitidis serogrupo B de nasofaringe y se
le ha encontrado relacién con septicemia y muerte por meningitis en humanos®;
asimismo, se ha reportado que no solamente bacterias tienen la capacidad para
agruparse en biopeliculas, si no también levaduras como Candida spp., en pacientes
clinicamente inmunocomprometidos.

Ademas, estos estudios demuestran que la mayoria de las bacterias que forman estos
agregados bacterianos se encuentran viables. Se sabe que el 80% de las células que
conforman una biopelicula son capaces de migrar a otros sitios y formar nuevas
agrupaciones.>*!

En Medicina Veterinaria se ha reportado la relacion de la presencia de biopeliculas con
diversas enfermedades en diferentes especies animales como son: Acinetobacter
baumannii en infecciones en catéteres aplicados en la yugular*’, Actinobacillus
pleuropneumoniae y Staphylococcus epidermidis en infecciones post operatorias*™,
Klebsiella spp., en infecciones musculo esquelética en equinos*®; Pseudomonas
aeruginosa en ofitis*’, Staphylococcus intermedius en pioderma en caninos®;
Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis en mastitis en bovinos*®®2,
Haemophilus parasuis en neumonias en cerdos® y Mycoplasma mycoides subespecie
mycoides SC en pleuroneumonias de bovinos.>*

Las biopeliculas en el campo industrial estan implicadas en diversos ambientes
constituyendo un enemigo cuando estdn involucradas en el “biofouling”, que es la
contaminacion producida por actividad microbiana sobre diferentes superficies, que

genera corrosion de equipos, cascos de barcos, tuberfas y de campos petroleros.>*° En

los oleoductos y en general, en todas las tuberias, la formacion de biopeliculas como



comunidades viscosas ocasiona el taponamiento de filtros y orificios de estas estructuras
produciendo alteraciones al fluido normal.>

El Instituto Nacional de Salud de E.U. publico recientemente que mas del 60% de todas
las infecciones microbianas son causadas por biopeliculas, de igual manera se le
atribuye el 60% de las infecciones nosocomiales; incrementando la estancia
hospitalaria, los costos de atencién y la mortalidad.

De igual forma el papel de la biopelicula en la contaminacién de los implantes médico-
humano ha sido bien establecido en valvulas cardiacas, catéteres de linea central,
intravenosos Yy urinarios que pueden conducir a bacteremia o sepsis, e infecciones de

lentes de contacto.>®



I1.- JUSTIFICACION

En Medicina Veterinaria existen pocos estudios al respecto, sin embargo la informacion
disponible y los estudios realizados por Olson et al en 2002%°, determiné la capacidad
de produccidn de biopelicula de 22 cepas bacterianas dentro de las cuales se pueden
destacar: Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium renale, Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida, Arcanobacterium spp., Haemophilus somnus
(Histophilus somni), Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
hyicus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus suis,
Escherichia coli y Salmonella spp. Por otra parte Sandal et al en 2007%, realiz6 un
estudio en el que compara y caracteriza el desarrollo de biopelicula de aislamientos
patdgenos y comensales de H. somni. Recientemente Sandal et al en 2009%, infectaron
experimentalmente bovinos con H. somni, en donde se observd la formacioén de
biopelicula en tejido pulmonar.

Actualmente no se tiene conocimiento de investigaciones realizadas en México sobre el

tema en bacterias de interés veterinario. Un ejemplo de lo anterior son las bacterias de la



familia Pasteurellaceae como P. multocida, M. haemolytica e H. somni que participan
en el llamado Complejo Respiratorio Infeccioso (CRI) de los bovinos y ovinos y que
constituye una de las causas més importantes que ocasionan pérdidas economicas por
concepto de mortalidad, morbilidad; ademas del establecimiento de tratamientos
medicos y uso de biolégicos como prevencion que en ocasiones dan resultados
variables; todo lo anterior afecta de forma importante la productividad en este sector en
la industria ganadera.®® La capacidad que tienen las bacterias antes mencionadas de
producir biopelicula y su relacion con la resistencia bacteriana a quimioterapéuticos es
un aspecto importante por conocer, por lo que se considera oportuno realizar
investigaciones de este tipo.

I1l.- HIPOTESIS DE TRABAJO

Las bacterias de la familia Pasteurellaceae: P. multocida, M. haemolytica e H. somni
tienen la capacidad de produccion de biopelicula ademas de existir una concordancia
entre su formacidn y resistencia a antimicrobianos.

IV.- OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de produccion de biopelicula en aislamientos de P. multocida,
M. haemolytica e H. somni y establecer una concordancia con la resistencia

antimicrobiana.



4.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Determinar la capacidad de produccion de biopelicula utilizando los métodos de:
Siembra en tubo de Christensen, siembra en agar rojo Congo y el ensayo de produccion
de biopelicula en microplaca de 96 pozos.

2.- Establecer la susceptibilidad a quimioterapéuticos utilizando la técnica de Bauer et
al y la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI).

3.- Realizar observaciones de microscopia electronica de barrido para comprobar la
formacion de biopelicula.

4.- Establecer si existe concordancia entre la capacidad de formacion de biopelicula y la

resistencia a antimicrobianos.



V.- MATERIALES Y METODOS

5.1.- Aislamientos bacterianos

Se utilizaron 20 aislamientos de P. multocida, 20 de M. haemolytica obtenidos en
trabajo previo en el CENID Microbiologia INIFAP a partir de exudado nasal de
bovino, ademé&s de 10 de H. somni obtenidos del tracto reproductor de bovino y ovino.
Se utilizaron cepas de E. coli como control positivo y E. coli K-12 como control
negativo, ambas cepas de origen humano en todas las pruebas realizadas.

Cada uno de los 50 aislamientos fueron cultivados por igual; en agar sangre?,
adicionado con 5% de sangre de ovino, incubado a 37 °C durante 36 h, con un ambiente
enriquecido con 5% de CO.. posteriormente se inocularon en caldo infusion cerebro-
corazén® adicionado con trizma base al 0.1% y tiamina monofosfatada® al 0.01% (BHI-
TT), se colocaron en un agitador orbital (200 rpm) a 37 °C, para obtener un cultivo

bacteriolgico, que en la fase log tenga una concentracién de 5 x 10° UFC/m|.%%%%64

a Becton Dickinson de México.
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5.2.- Determinacion de la capacidad de produccion de biopelicula

5.2.1.- Método en tubo de Christensen (safranina)

Se colocaron 2 ml de caldo infusién cerebro-corazén, suplementados con glucosa® al
0.25% en un tubo de ensayo, el cual fue inoculado con 0.1 ml de la suspension
bacteriana con una concentracion de 5 x 10° UFC/ml, correspondiente a cada uno de los
aislamientos; se incubd a 37 °C durante 24 h, en seguida se elimin6 el contenido del
tubo y se colocaron 2 ml de safranina® al 1%; el tubo se agité cuidadosamente durante 3
min a temperatura ambiente para asegurar una tincion uniforme del material adherido a
las paredes; posteriormente se eliminé el excedente del colorante y se lavd el tubo con
agua destilada dos veces; finalmente, los tubos se colocaron boca abajo para que se
secaran. La prueba se consideré positiva cuando se observo la formacién de una pelicula
tefiida en la superficie interna del tubo que se cuantificd de la siguiente forma: 0, %2+,
1+, 2+, 3+. Los que presentaron formacion de %+ y 1+ fueron clasificados como bajos,
2+ como medianos y los que desarrollaron 3+ fueron considerados como altos
formadores.®

5.2.2.- Siembra de colonia en agar de rojo Congo

Para elaborar el medio agar rojo Congo se colocaron 37 g/l de caldo infusién cerebro-
corazén, 50 g de sucrosa, 10 g de agar bacteriolégico’ y 0.8 g de rojo Congo®. La mezcla
se esteriliz6 en autoclave a 121°C, 15 Ibr, 15 min; se dejaron polimerizar por 24 h, al
mismo tiempo se sembraron los aislamientos en estudio en agar sangre (5% de sangre

de ovino), e incubaron a 37 °C durante 36 h, con un ambiente enriquecido con 5% de

b Becton Dickinson de México
¢ Laboratorios Merker.

d Laboratorios Merker.

e Laboratorios Merker.

f Becton Dickinson de México.
g Laboratorios Disco.
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CO.. los cultivos a partir de agar sangre, se inocularon con el método de estria cruzada y
se incubaron a 37 °C durante 24 h.

Los aislamientos que produjeron colonias negras opacas, con una consistencia seca y
firme al medio, se consideran como productoras de biopelicula y aquellos aislamientos
que produjeron colonias de color rojo-rosa brillantes de consistencia laxa, se consideran
negativas a la produccién de biopelicula.®®

5.2.3.- Ensayo de produccion de biopelicula en microplaca de 96 pozos

Del indculo inicial (5 x 10° UFC/ml) se realiz6 una dilucion 1:100 en el medio BHI-TT
de los cuales se tomaron 100 pl y se transfirieron por triplicado a una microplaca” de
polivinil de 96 pozos de fondo en “U”. Se incubaron a 37 °C durante 48 h, una vez
transcurrido este tiempo se removieron las células plancténicas mediante decantacion y
se realizaron tres lavados sumergiendo la microplaca en agua destilada estéril;
posteriormente se adicionaron 125 pl de cristal violeta al 0.1%, durante 10 min a
temperatura ambiente, después se removié el excedente de colorante mediante dos
lavados, al sumergir la microplaca en agua destilada estéril. A la microplaca se le
agregaron 200 pl de etanol al 95% durante 15 min a temperatura ambiente.

Finalmente se transfirieron 125 pl de etanol y biopelicula tefiida a otra microplaca
estéril de fondo plano en donde se efectud la lectura en espectrofotdmetro a una
densidad déptica de 630 nm de absorbancia, con la finalidad de evidenciar la formacién

de biopelicula.’’

h Laboratorios Nunc.
i Becton Dickinson de México.
j Laboratorios Sigma.
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5.3.- Susceptibilidad a quimioterapéuticos mediante la técnica de Bauer et al

De cada uno de los aislamientos bacterianos se realiz6 una suspension de 0.5 Mc
Farland se inoculd por estria cerrada en agar Miieller Hinton', donde se colocaron los
sensidiscos:! gentamicina (10 pg), tetraciclina (30 pg), ampicilina (10 pg), penicilina
(10 UI) y estreptomicina (300 pg); con una distancia de 40 mm entre ellos. Se incubaron
a 37 °C durante 24 h y para medir los halos de inhibicion se utilizé un vernier.®®" Los
valores de interpretacion de los halos de inhibicién se analizaron segun los criterios
propuestos por el National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).%
5.4.- Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria

Los 50 aislamientos en estudio fueron preparados para realizarles Concentracion
Minima Inhibitoria en un sistema automatizado utilizando los mismos
quimioterapéuticos: gentamicina, tetraciclina, ampicilina, penicilina y estreptomicina.
Cada uno de los quimioterapéuticos utilizados fue preparado a una solucién stock,

calculando los gramos de la sal pura, disolvente y diluyente respectivo. (Cuadro 1).

Cuadro 1. Disolventes y diluyentes para cada quimioterapéutico utilizado.

QUIMIOTERAPEUTICO. DISOLVENTE. DILUYENTE.
Gentamicina Agua Agua
Tetraciclina Agua Agua
Ampicilina Amortiguador de fosfato Amortiguador de fosfato

pH 8.0, 0.1 mol. pH 6.0, 0.1 mol.
Penicilina Agua Agua
Estreptomicina Agua Agua

Ya que se tiene disuelto el quimioterapéutico, en un volumen de 8 ml, se esteriliza
mediante un filtro de 0.22 um y se realizan diluciones para obtener las diferentes
concentraciones: 256 pg/ml; 128 pg/ml; 64 pg/ml; 1 ug/ml; 32 pg/ml; 16 ug/ml; 8
ug/ml; 4 pg/ml; 2 pg/ml; 1 ug/ml; 0.5 pug/ml; 025 pg/ml y 0.125 ug/ml

Posteriormente, de cada tubo con diferente concentracion se toman 3 ml y se colocan en
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otro tubo con 24 ml de agar Mueller Hinton, ademés de adicionérsele 3 ml de sangre,
homogenizar esta mezcla y después vaciarla en placas omni tray de 68 x 128 mm,* que
se dejan 24 h polimerizar.

El cultivo bacteriano se prepara en medio agar Mdieller Hinton con 5% de sangre,
durante 24 h de incubacion a 37 °C, a partir de esta placa de agar se realiza una
suspension que se estandariza a 0.5 Mc Farland, para después hacer una dilucion 1:10
en solucidn salina estéril y de esta Gltima suspension tomar 200 pl y colocarlos en una
placa de 96 pozos.

Esta placa con el cultivo bacteriano, es colocada en el sistema automatizado, el cual
inocula en cada placa omni tray con diferentes concentraciones de quimioterapéutico el
inoculo bacteriolégico y se incuban durante 18 h a 37 °C.

La lectura se realiza, al establecer la concentracion del quimioterapéutico en la placa
omni tray en donde ya no hay crecimiento bacteriano.

En todas las pruebas realizadas se incluyeron controles ATCC de Pseudomonas
aeroginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 y Enterococcus faecalis ATCC 29212, para evitar interpretaciones
erréneas en los resultados.®®

5.5.- Determinacion de la biopelicula mediante microscopia electrénica de barrido
De cada género bacteriano (P. multocida, M. haemolytica e H. somni) se escogio el
aislamiento con mayor capacidad de producir biopelicula, de acuerdo a los
procedimientos anteriormente descritos, y se procesd para microscopia electronica de

barrido.

k Laboratorios Nunc.
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Del indculo inicial (5 x 10° UFC/mI) se realizé una dilucién 1:100 en el medio BHI, se
coloco 1 ml de la suspension bacteriana en una caja de Petri para cultivo celular de 35 x
10 mm de poliestileno’ con un cubreobjetos estéril en su interior y se incubaron a 37 °C
a tres diferentes tiempos, 48, 120 y 168 h. Una vez transcurrido el tiempo
correspondiente de incubacion las muestras (la biopelicula adherida al cubreobjetos)
fueron fijadas con glutaraldehido al 2.5% en amortiguador de cacodilato de sodio™ 0.1
M, pH 7.2 durante 60 min a 4 °C.

Posteriormente, se realizaron tres lavados con una duracién de 10 min cada uno con
amortiguador de cacodilato de sodio 0.2 M, pH 7.2. Las muestras se post fijaron en
tetradxido de osmio” al 1% durante 45 min, se hicieron 3 nuevos lavados de 10 min
cada uno con amortiguador de cacodilato de sodio 0.1 M, pH 7.2, se deshidrataron con
alcohol etilico de forma ascendente; alcohol al 30%, 10 min a temperatura ambiente,
hasta llegar a una concentracion de alcohol al 100% durante 15 min a temperatura
ambiente. Después las muestras se desecaron a punto critico en un desecador Samdry-
780 utilizando CO,; una ves desecadas se colocaron en un porta especimenes,
evaporados con carbén e ionizados con oro durante 6 min, utilizando un ionizador
JEOL. Se colocaron en un evaporador de alto vacio para cubrir con oro durante 6 min y
finalmente se observaron las muestras en un microscopio electronico de barrido Zeiss

DSM-950.*"

| Laboratorios Corning.
m IACSA.
n IACSA.
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5.6.- Analisis de concordancia entre la produccion de biopelicula y la resistencia
antimicrobiana.

Para poder establecer una concordancia estadistica entre la produccion de biopelicula y
la resistencia antimicrobiana en los aislamientos de los tres géneros bacterianos en
estudio, se utilizd el programa Statal for Windows perpetual 7.0, con el que se

realizaron varias pruebas de Kappa.
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VI1.- RESULTADOS

6.1.- Determinacion de la capacidad de produccion de biopelicula

6.1.1.- Método en tubo de Christensen (safranina)

De acuerdo a la metodologia descrita para esta técnica, se determiné que de los 20
aislamientos de P. multocida, el 30% (6/20) fueron altos formadores de biopelicula, el
40% (8/20) medianos, el 20% (4/20) bajos y un 10% (2/20) negativos. Para M.
haemolytica, 20% (4/20) fueron altos formadores, 50% (10/20) medianos, 15% (3/20)
bajos y 15% (3/30) negativos. Para H. somni, un 30% (3/10) fueron altos formadores,

20% (2/10) medianos, 40% (4/10) bajos, y 10% (1/10) negativos a la prueba. (Fig. 1).

Fig. 1. Determinacion de la biopelicula por el método de Christensen. Se observa diferentes
cantidades de biopelicula adherida a las paredes de los tubos correspondientes a los aislamientos de P.
multocida, M. haemolytica e H. somni.

6.1.2.- Siembra de colonias en agar de rojo Congo
De acuerdo a la técnica de siembra en el agar rojo Congo, para P. multocida se

identificO 80% (16/20) positivas a la formacion de biopelicula y un 20% (4/20)
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negativas; para M. haemolytica, se identifico un 65% (13/20) positivas y 35% (7/20)
negativas. (Fig. 2); para H. somni, no existi6 crecimiento en ninguno de los

aislamientos, debido a que el medio de cultivo no resulté adecuado para el desarrollo.

Fig. 2. Siembra en agar de rojo Congo. Coloracién rojo-rosa brillante y consistencia laxa, de aislamientos
negativos de E. coli K-12 (izquierda) y coloracion negruzca opaca y consistencia seca y firme, de
aislamientos positivos de P. multocida y M. haemolytica a la produccion de biopelicula (derecha).

6.1.3.- Ensayo de produccion de biopelicula en microplaca de 96 pozos

Con esta metodologia se determind que el 100% de los aislamientos de P. multocida
fueron capaces de producir biopelicula, y que el 20% (4/20) son considerados como

altos formadores. (Grafica 1 y Fig. 3).

Produccion de Biopelicula de P. multocida

0.4+

OD 400

Aislamientos

Grafica 1. Ensayo en microplaca de 96 pozos. Diferencias en la densidad 6ptica de los aislamientos de P.
multocida, que indican diferentes capacidades de produccion de biopelicula.
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Para M. haemolytica, se observo que el 100% de los aislamientos fueron positivos para
dicha caracteristica, y que un 15% (3/20) fueron considerados como altos formadores de

biopelicula. (Grafica 2 y Fig. 3).

Produccién de Biopeliculade M haemdytica
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Grafica 2. Ensayo en microplaca de 96 pozos. Diferencias en la densidad dptica de los aislamientos de
M. haemolytica que indican diferentes capacidades de produccion de biopelicula.

Con respecto a los aislamientos de H. somni éstos resultaron ser positivos a la
produccion de biopelicula en un 100% y un 20% (2/10) fueron considerados como altos

formadores. (Grafica 3 y Fig. 4).
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Produccion de Biopelicula de H. somni

0.31

OD 400

Aislamientos

Grafica 3. Ensayo en microplaca de 96 pozos. Diferencias en la densidad 6ptica de los aislamientos de H.
somni que indican diferentes capacidades de produccion de biopelicula.

Fig. 3. Ensayo en microplaca de 96 pozos. P. multocida y M. haemolytica. Se observa la biopelicula
adherida a las paredes de los pozos, y las diferentes intensidades que ésta representa.

Fig. 4. Ensayo en microplaca de 96 pozos. H. somni.. Se observa la biopelicula adherida a las paredes de
los pozos, y las diferentes intensidades que ésta representa.
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6.2.- Susceptibilidad a quimioterapéuticos mediante la técnica de Bauer et al

Los resultados de los antibiogramas de P. multocida determinaron la sensibilidad a
gentamicina, tetraciclina, ampicilina y penicilina en un 100%, sin embargo, para la
estreptomicina se registr6 un 30% (6/20) de resistencia, un 15% (3/20) resistencia
intermedia y 55% (11/20) susceptibles. En M. haemolytica se registré un 10% (2/20) de
resistencia a tetraciclinas y de resistencia intermedia a penicilina, en el caso de
estreptomicina se registré un 35% (7/20) de resistencia, 20% (4/20) intermedia y 45%
(9/20) susceptibles. Con H. somni se encontré 10% (1/10) de resistencia, 10% (1/10)
intermedia y 80% (8/10) susceptibles para estreptomicina, siendo 100% susceptibles a
los demés quimioterapéuticos.

6.3.- Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria.

Los resultados de las Concentraciones Minimas Inhibitorias de P. multocida, mostraron
que el 80% (16/20) de los aislamientos son resistentes a la gentamicina; el 85% (17/20),
a la tetraciclina; el 100% (20/20), susceptible a la ampicilina y penicilina; y el 50%
(10/20) resistente a estreptomicina. Los resultados fueron interpretados de acuerdo a las
diluciones de los quimioterapéuticos y a los aislamientos bacterianos utilizados.
(Cuadro 2). Los valores de interpretacion para los tres géneros bacterianos utilizados en
el presente estudio se analizaron segin los criterios propuestos por el National

Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).%
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Cuadro 2. Resultados de las CMI de los aislamientos de P. multocida.

AISLAMIENTO | Gentamicina Tetraciclina Ampicilina Penicilina Estreptomicina
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
TOR 156 8 32 0.125 0.125 128
TOR 198 2 0.25 0.125 0.125 32
TOR 14 8 8 0.125 0.125 64
TOR 29 8 64 0.125 0.125 256
TOR 159 2 8 0.125 0.125 256
TOR 93 8 16 0.125 0.125 128
TOR 175 8 16 0.125 0.125 128
TOR 128 2 0.25 0.125 0.125 64
TOR 138 8 16 0.25 0.125 128
TOR 222 8 8 0.125 0.125 64
TOR 108 8 8 0.125 0.125 64
TOR 155 8 64 0.25 0.125 64
TOR 180 8 8 0.125 0.125 256
TOR 131 2 0.25 0.125 0.125 64
TOR 74 8 32 0.125 0.125 64
TOR 115 8 8 0.125 0.125 64
TOR 106 8 8 0.125 0.125 64
TOR 179 8 32 0.25 0.125 256
TOR 176 8 8 0.25 0.125 256
TOR 173 8 8 0.125 0.125 128

Para M. haemolytica, los resultados de las Concentraciones Minimas Inhibitorias,
mostraron que el 15% (3/20) es resistente a gentamicina; el 5% (1/20) a tetraciclina; el
100% (20/20) susceptible a ampicilina y penicilina; el 10% (2/20) mostré resistencia a

estreptomicina. (Cuadro 3).




Cuadro 3. Resultados de las CMI de los aislamientos de M. haemolytica..
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AISLAMIENTO | Gentamicina Tetraciclina Ampicilina Penicilina Estreptomicina
pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
TOR 83 2 0.5 0.125 0.125 16
TZY 61 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 9 2 0.5 1 0.125 16
TZY 5 2 0.5 0.125 0.125 16
TZY 30 2 0.5 0.125 0.125 16
TZY 50 2 0.5 0.125 0.125 16
TZY 45 2 0.5 0.125 0.125 16
TOR 80 8 0.5 0.25 0.125 128
TZY 12 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 17 2 0.25 0.125 0.125 16
TOR 84 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 6 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 15 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 51 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 62 8 4 0.125 0.125 256
TZY 46 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 7 2 0.5 0.125 0.125 16
TOR 85 2 0.25 0.125 0.125 16
TZY 29 2 0.5 0.125 0.125 16
TZY 39 8 0.5 0.125 0.125 16

En el caso de H. somni, los resultados de las Concentraciones Minimas Inhibitorias,

mostraron que el 40% (4/10) fue resistente a gentamicina; el 50% (5/10) a tetraciclina;

el 100% (10/10) susceptible a la ampicilina; el 30% (3/10) resistente a penicilina y solo

un 10% (1/10) resistente a la estreptomicina. (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de las CMI de los aislamientos de H. somni.

AISLAMIENTO | Gentamicina Tetraciclina Ampicilina Penicilina Estreptomicina
pg/ml pg/mi pg/ml pg/ml pg/ml
76 MACHO 64 16 2 16 256
35 HEMBRA 2 8 1 0.125 32
Hs11 P 2 16 1 16 32
Hs 139 8 0.25 1 0.125 32
Hs 7 8 16 0.125 0.125 32
Hsv 585 8 32 0.125 16 32
78 MACHO 2 32 0.125 0.125 32
ATCC 2 8 0.125 0.125 32
56 MACHO 2 8 0.125 0.125 16
Hs 16 2 8 0.125 0.125 32
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6.4.- Determinacion de la biopelicula mediante microscopia electronica de barrido.
De cada género bacteriano que se utilizd en el presente estudio se selecciond el
aislamiento que resultd ser el mayor productor de biopelicula con los tres métodos
utilizados para evidenciar dicha caracteristica, se procesé para microscopia electrénica
de barrido y se observaron los tres componentes que estructuran la biopelicula, es decir,
la masa de células, los espacios intercelulares o canales, que permiten el flujo de
nutrientes para dicho agregado bacteriano y la matriz extracelular que lo rodea
compuesta por una mezcla de exopolisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y otras
sustancias secretadas por las mismas bacterias formadoras. La biopelicula puede tener
diferentes formas dependiendo de las condiciones ambientales bajo las cuales fue
formada; en el caso del presente estudio, se logro la formacion en un cubre objetos, lo
que permitio evidenciar mediante las fotografias que se muestran, la agrupacién y la
estructura tridimensional que adquiere conforme pasa el tiempo de incubacién, de tal
manera que a mayor tiempo, mayor polimero extraceleular secretado, mejor y mayor
agrupacion bacteriana, mejor y progresiva formacion de canales, logrando una

microcolonia madura. (Fig.5-13).

Inicio de la
agrupacion
bacteriana

p F G )
Fig. 5. Microscopia electronica de barrido de P. multocida a las 48 h de incubacion, en donde se observa
el comienzo de la agrupacion bacteriana.
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Exopolisacarido
secretado

v

Fig. 6. Microscopia electronica de barrido de P. multocida a las 120 h de incubacidn, en donde se observa
la secrecion del exopolisacarido que facilita la cohesion entre bacterias.

Biopelicula madura

Fig. 7. Microscopia electronica de barrido de P. multocida a las 168 h de incubacidn, en donde se observa
la formacion de una biopelicula madura.

Inicio de la secrecion
de exopolisacarido en
un pobre
agrupamiento

o

W
Fig. 8. Microscopia electronica de barrido de M. haemolytica a las 48 h de incubacion, en donde se
observa un pobre agrupamiento y poca secrecion del exopolisacarido.
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Inicio de la
formacion de
microcolonia

v )3
Fig. 9. Microscopia electronica de barrido de M. haemolytica a las 120 h de incubacién, en donde se
observa el comienzo de formacidn de una microcolonia.

Componentes  de
una biopelicula
madura: masa
celular, espacios
intercelulares y
matriz extracelular

— ‘k L

{ WL -

Fig. 10. Microscopia electrdnica de barrido de M. haemolytica a las 168 h de incubacién, en donde se
observan los tres componentes mayoritarios de una biopelicula madura.

Primer contacto
entre bacterias

Fig. 11. Microscopia electrdnica de barrido de H.somni a las 48 h de incubaci6n, en donde se observa un
primer contacto entre bacterias.
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Acercamiento entre

bacterias, para

comenzar la

formacion de  ,
biopelicula

Fig. 12. Microscopia electrénica de barrido de H. somni a las 120 h de incubacion, en donde se observa el
acercamiento e inicio de la agrupacion entre bacterias, para formar microcolonias.

Mayor y mejor
agrupacion

bacteriana para
iniciar la secrecién
de exopolisacarido

Fig. 13. Microscopia electrénica de barrido de H. somni a las 168 h de incubacion, en donde se observa la
agrupacion y el inicio en la secrecion de exopolisacarido, que les conferird mayor proteccion.

6.5.- Analisis de concordancia entre la produccion de biopelicula y la resistencia
antimicrobiana.

Los resultados obtenidos de produccion de biopelicula y de resistencia antimicrobiana
fueron analizados de tal manera que se establecié una concordancia estadistica, para ello
se clasificaron los aislamientos en altos, medianos y bajos productores de biopelicula y

en resistentes y susceptibles a los diferentes quimioterapéuticos. (Cuadro 5-7).
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Cuadro 5. Clasificacién de los aislamientos de P. multocida respecto a produccion de biopelicula y
resistencia antimicrobiana.

AISLAMIENTO | ALTO | MED. | BAJO | Gentamicina | Tetraciclina | Ampicilina | Penicilina | Estreptomicina
TOR 156 * R R S S R
TOR 198 * S S S S S
TOR 14 * R R S S S
TOR 29 * R R S S R
TOR 159 * S R S S R
TOR 93 * R R S S R
TOR 175 * R R S S R
TOR 128 * S S S S S
TOR 138 * R R S S R
TOR 222 * R R S S S
TOR 108 * R R S S S
TOR 155 * R R S S S
TOR 180 * R R S S R
TOR 131 * S S S S S
TOR 74 * R R S S S
TOR 115 * R R S S S
TOR 106 * R R S S S
TOR 179 * R R S S R
TOR 176 * R R S S R
TOR 173 * R R S S R

R: Resistente  S: Susceptible
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Cuadro 6. Clasificacion de los aislamientos de M. haemolytica respecto a produccién de biopelicula y
resistencia antimicrobiana.

AISLAMIENTO | ALTO | MED. | BAJO | Gentamicina | Tetraciclina | Ampicilina | Penicilina | Estreptomicina
TOR 83 * S S S S S
TZY 61 * S S S S S
TZY 9 * S S S S S
TZY 5 * S S S S S
TZY 30 * S S S S S
TZY 50 * S S S S S
TZY 45 * S S S S S
TOR 80 * R S S S R
TZY 12 * S S S S S
TZY 17 * S S S S S
TOR 84 * S S S S S
TZY 6 * S S S S S
TZY 15 * S S S S S
TZY 51 * S S S S S
TZY 62 * R R S S R
TZY 46 * S S S S S
TZY 7 * S S S S S
TOR 85 * S S S S S
TOR 29 * S S S S S
TOR 39 * R S S S S

R: Resistente  S: Susceptible
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Cuadro 7. Clasificacion de los aislamientos de H. somni respecto a produccion de biopelicula y
resistencia antimicrobiana.

AISLAMIENTO | ALTO | MED. | BAJO | Gentamicina | Tetraciclina | Ampicilina | Penicilina | Estreptomicina
76 macho * R R S R R
35 hembra * S S S S S

Hs 11P * S R S R S
Hs 139 * S S S S S
Hs 7 * R R S S S
Hsv 585 * R R S R S
78 macho * S R S S S
ATCC * R S S S S
56 macho * S S S S S
Hs 16 * S S S S S

R: Resistente  S: Susceptible

Se realizaron analisis Kappa para la concordancia estadistica, entre biopelicula y

resistencia. (Cuadro 8-10).

Cuadro 8. Andlisis Kappa de los aislamientos de P. multocida.

QUIMIOTERAPEUTICO KAPPA CONCORDANCIA
Gentamicina 0.8276 Optima
Tetraciclina 1.0000 Optima
Ampicilina 0.0000 Pésima

Penicilina 0.0000 Pésima
Estreptomicina 0.3000 Mala

Cuadro 9. Andlisis Kappa de los aislamientos de M. heamolytica.

QUIMIOTERAPEUTICO | KAPPA CONCORDANCIA
Gentamicina 1.0000 Optima
Tetraciclina 0.4595 Regular
Ampicilina 0.0000 Pésima

Penicilina 0.0000 Pésima
Estreptomicina 0.7727 Buena

Escala de concordancia Kappa.

Optima  1.0000-0.8100
Buena 0.8000-0.6100
Regula  0.6000-0.4100
Mala 0.4000-0.2100
Pésima  0.2000-0.0000




Cuadro 10. Analisis Kappa de los aislamientos de H. somni.

QUIMIOTERAPEUTICO KAPPA CONCORDANCIA
Gentamicina 0.5455 Regular
Tetraciclina 0.4000 Mala
Ampicilina 0.0000 Pésima

Penicilina 0.7368 Buena
Estreptomicina 0.6154 Buena

Escala de concordancia Kappa.

Optima  1.0000-0.8100
Buena 0.8000-0.6100
Regula  0.6000-0.4100
Mala 0.4000-0.2100
Pésima  0.2000-0.0000

29

Segun los resultados de las pruebas Kappa, los aislamientos de P. multocida que

resultaron ser mayores productores de biopelicula concuerdan ser aquellos aislamientos

resistentes a gentamicina y tetraciclina; para M. haemolytica, resistentes a gentamicina y

estreptomicina y para H. somni, resistentes a penicilina y estreptomicina. Estos

resultados nos permiten conocer que la biopelicula estd involucrada en la resistencia

antimicrobiana de los diferentes microorganismos.
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VII.- DISCUSION.

Estudios sobre la produccion de biopelicula bacteriana y la utilidad de estos agregados
se han realizado principalmente en medicina humana desde hace 40 afios
aproximadamente, con diferentes metodologias y en diversos microorganismos.” Otro
aspecto importante son los estudios realizados en la industria alimentaria, ya que la
presencia de estos agregados en los alimentos conlleva a numerosas pérdidas
econdmicas.” En la industria lechera, uno de los problemas mas recurrentes es la
formacion de biopeliculas en el sistema de conduccidn, filtrado y almacenaje de la
leche.”

En la conduccion de agua potable se ha demostrado que queda reducida la velocidad y
capacidad de circulacion, corrosion de las tuberias o de otras superficies metalicas como
los cascos de los barcos, teniendo pérdidas econdmicas por el uso de pinturas que eviten
la adhesidn y colonizacién, sin una efectividad clara.”

Dada la importancia en salud animal que puedan tener las bacterias formadoras de
biopelicula y su relacion con su virulencia, se han empezado a realizar estudios sobre
este tema en bacterias de interés veterinario. A nivel mundial son pocas las
investigaciones que se han realizado y en nuestro pais no existen antecedentes al
respecto por lo que es dificil tener suficientes datos de estudios efectuados bajo las
mismas condiciones, metodologias y microorganismos similares que permitan hacer un
comparativo con la informacién obtenida en el presente estudio.

Por ejemplo, empleando el método cualitativo de Christensen, se realizd6 una
investigacion previa con cepas de Staphylococcus coagulasa negativos como S.
epidermidis de origen humano, que evidenciaron su capacidad de produccion y
secrecion de exopolisacarido, por lo que los autores concluyeron que les confiere

resistencia al sistema inmune del hospedador y a los antimicrobianos.® Los resultados
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obtenidos en el estudio de Staphylococcus epidermidis de origen humano causante de
blefaroconjuntivitis con 12 horas de incubacién mostraron que el 53% (50/93) fueron
formadores de biopelicula, de los cuales un 48% (24/50) se consideraron como altos
formadores y un 52% (26/50) bajos formadores. Del resto de las cepas, el 47% (43/93)
fueron consideradas como negativas.” Esta metodologia fue una de las empleadas. En
el presente estudio, con los aislamientos de P. multocida, M. haemolytica e H. somni se
encontr6 que los tres géneros bacterianos presentaron formacion de biopelicula, en
diferentes grados, determinados por la intensidad de la pelicula formada y tefiida de
color rojizo en las paredes del tubo.

Por ejemplo en el caso de P. multocida, el 30% (6/20), en M. haemolytica, 20% (4/20) e
H. somni, un 30% (3/10) fueron considerados como altos formadores de biopelicula
respectivamente. De acuerdo a la intensidad de la coloracién observada en la pared
interior de los tubos, los microorganismos fueron clasificados en altos, medianos y
bajos formadores de biopelicula. Los resultados obtenidos fueron similares a los que se
obtuvieron con Staphylococcus epidermidis, con la variante del tiempo de incubacion,
por tratarse de un microorganismode rapido crecimiento y no exigente.

Otra metodologia cualitativa utilizada fue la siembra en agar rojo Congo, empleada en
1989 para la deteccion de la produccion de “slime” en Staphylococcus spp., coagulasa
negativos.®® Esta segunda metodologfa utilizada en la presente investigacion, permitio
corroborar la informacion obtenida inicialmente con los aislamientos de P. multocida y
M. haemolytica que fueron capaces de producir colonias obscuras con consistencia
cristalina reseca, un indicativo de la produccion del exopolisacarido en un 80% (16/20)
y 65% (13/20) respectivamente. El resto de los aislamientos que desarrollaron colonias

con caracteristicas diferentes se consideraron negativas. Freeman® et. al., encontrd una
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positividad del 50% en cepas de Staphylococcus spp., estudiadas e incubadas por 24
horas, porcentaje por debajo de lo encontrado en el presente trabajo.

Un dato importante a destacar fue la de no obtener crecimiento de ninguno de los
aislamientos de H. somni, por lo que se puede establecer que este medio de cultivo no es
adecuado para esta bacteria, probablemente por la presencia del rojo de fenol que pudo
actuar como inhibidor. Aun cuando se trata de géneros bacterianos diferentes en la
velocidad y exigencia de crecimiento, los resultados obtenidos apoyan la hipotesis de la
capacidad de produccion de biopelicula en P. multocida y M. haemolytica. Esta es una
técnica que solo permite conocer si los aislamientos son 0 no positivos, pero no es
factible conocer el grado de formacion.

Una tercera determinacion se realiz6 empleando una metodologia cuantitativa, que
consistié en realizar un ensayo en microplacas de 96 pozos.®’

Olson® et al., informé de la produccién de biopelicula en bacterias de la familia
Pasteurellaceae, asi como 18 aislamientos de diferentes géneros y especies, utilizando
una metodologia similar en donde determina la concentracion de células produciendo
biopelicula, asi como las células planctonicas, sin embargo utilizé el conteo en placa a
diferencia de la metodologia utilizada en el presente trabajo, donde se toma la densidad
6ptica para determinar la concentracion. En el estudio referido® se detalla que las cuatro
cepas estudiadas fueron productoras de biopelicula, aunque se observd a Pasteurella
multocida de origen aviar como la mayor productora de biopelicula alcanzando una
concentracion de células de 1.5x10° UFC/pozo e Histophilus somni como la menor
productora con 1x10* UFC/pozo. Los resultados anteriores concuerdan con lo
encontrado en el presente estudio en el que los aislamientos de P. multocida fueron los
mejores productores de biopelicula, ya que 4 aislamientos fueron altos formadores en

las tres metodologias empleadas, M. haemolytica fue considerado como un formador
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intermedio ya que tres aislamientos fueron altos formadores y los aislamientos de
Histophilus somni los menos productivos, debido a que solo fueron dos los aislamientos
clasificados de la misma forma.

Asimismo, Sandal et. al., en el 2007, realiz6 un estudio en donde compard la
capacidad de produccion de biopelicula de aislamientos de H. somni comensales y
patdgenos, utilizando la técnica de microplaca, encontrando que las cepas patégenas
aisladas de casos clinicos fueron las que produjeron mayor cantidad de biopelicula, lo
que sugiere que estos microorganismos de la familia Pasterelleceae, formadores de
agregados bacterianos, al secretar el exopolisacarido les permite crear comunidades
multiresistentes al ambiente adverso y son capaces de producir enfermedades ayudados
por una serie de caracteristicas que les permite adherirse, multiplicarse, agruparse y
comunicarse.

En 2009, Sandal® et al., realizo un estudio para evidenciar la capacidad de H. somni de
formar biopelicula en condiciones in vivo al inocular becerros con una cepa patdgena y
utiliz6 diferentes metodologias como histopatologia, microscopia electronica de
transmision, microscopia inmunoelectrénica, hibridacién in situ flourescente. Este
trabajo demostré que H. somni es capaz de formar biopelicula en los tejidos como el
pulmonar y cardiaco de sus huespedes naturales, lo que evidencio que la formacion de
biopelicula est4 fuertemente asociado a la presentacion de neumonia y miocarditis en
becerros.

Otros estudios realizados con bacterias de interés veterinario son por ejemplo los
realizados por Mc Auliffe et al., en 2006**, donde utilizaron la técnica de microplaca de
96 pozos, en diferentes especies del género Mycoplasma spp., obteniendo resultados
que permiten afirmar que aun cuando se trata de un microorganismo con caracteristicas

peculiares con respecto a su estructura y metabolismo es capaz de producir biopelicula y
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que existe una variacion en el tiempo y cantidad de polimero extracelular producido en
las diferentes especies.

Estos estudios, aun cuando fueron realizados con microorganismos diferentes a los
utilizados en el presente estudio, generaron informacion que permite determinar que la
biopelicula es un factor de virulencia que les confiere resistencia a diferentes
mecanismos de defensa del hospedador, a los diferentes antimicrobianos y al ambiente
mismo.

Existe una concordancia entre las tres diferentes metodologias empleadas en el presente
estudio para evidenciar la capacidad de formacion de biopelicula por parte de los
microorganismos utilizados. La técnica de Christensen permitié hacer una primera
clasificacion de los aislamientos segln la cantidad de polimero extracelular que se
adheria a las paredes de los tubos, aunque es una técnica cualitativa evidencié las
diferencias que existen entre los géneros bacterianos en estudio. La técnica de siembra
en rojo Congo, es una técnica cualitativa, y que solamente nos permite conocer si el
aislamiento es positivo 0 no a la produccién, aun asi, reforzd los resultados que se
habian obtenido en la técnica de Christensen. Al haber empleado una tercera técnica,
pero eésta de tipo cuantitativo, como lo fue el ensayo en microplaca de 96 pozos,
permitié conocer con mayor detalle y objetividad, las diferencias entre los aislamientos
bacterianos de los géneros con los que se trabajé, ya que se obtuvieron resultados
analizables estadisticamente y precisos que facilitaron la interpretacion. De esta manera
podemos asegurar que la mejor metodologia para estudiar la capacidad de produccion
de exopolisacarido es el ensayo en microplaca de 96 pozos.

Los resultados de la prueba de Bauer et al que se empleo en el presente estudio,
permiten conocer que existen variantes en el grado de resistencia antimicrobiana en

cada uno de los tres géneros bacterianos utilizados.
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Cabe mencionar que los quimioterapéuticos probados en el presente estudio son los que
comlnmente se utilizan, para tratar los problemas neumaénicos en rumiantes.®®

En un estudio previo sobre la resistencia antimicrobiana con la prueba de Bauer et al,
Pijoan et al., en 2000, estudiaron 34 cepas de P. multocida, 31 de P. haemolytica y 11
de H. somnus, encontraron que las cepas de P. multocida fueron resistentes en un 3% a
gentamicina, 18.2% a tetraciclina, 28.5% a ampicilina, 42.8% a penicilina y 66.7% a
estreptomicina. En P. haemolytica los resultados fueron 12.9% a gentamicina, 19.4% a
tetraciclina, 78.5% a ampicilina, 85.7% a penicilina y 83.9% a estreptomicina. Siendo
para H. somnus 27.3% a gentamicina, 27.3% a tetraciclina, 81.8% a ampicilina, 81.8% a
penicilina y 100% a estreptomicina.

La similitud existente entre ambos estudios es el mayor porcentaje de resistencia
antimicrobiana de P. multocida, P. haemolytica y H. somnus a la accion de la
estreptomicina, quimioterapéutico al que resultaron resistentes en otro estudio, las cepas
utilizadas por Fales et al., en 1982%° y Chang et al., en 1976, lo que permite sugerir la
alta incidencia de cepas de la familia Pasteurellaceae resistentes en diferentes
explotaciones en México y en otros paises.

En los MICs, se obtuvieron resultados que indican, las diferencias entre los aislamientos
bacterianos  utilizados, respecto a las concentraciones de los diferentes
quimioterapéuticos para inhibir su crecimiento; y que, coinciden ser aquellos
aislamientos que resultaron altos formadores de biopelicula, con los aislamientos que
resultaron ser resistentes a algunos quimioterapéuticos empleados en el presente
estudio, lo que permite establecer una relacion directa entre la formacion de biopelicula
y la resistencia antimicrobiana.

Estudios previos sobre sobre la resistencia antimicrobiana en donde se utiliz6 la prueba

de CMI fue el realizado por Watts et al., en 1994%2 donde realiz6 un estudio
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cronoldgico de 4 afios de la susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de bovinos
con enfermedades respiratorias en Norteamérica; utilizé 318 cepas de P. multocoda, 461
de P. haemolytica y 109 de H. somnus. Los resultados que obtuvieron fueron que P.
multocida es 88.1% susceptible a ampicilina; 71.1% a tetraciclina y 27.4% a
estreptomicina. Para P. haemolytica 60.5% susceptibles a ampicilina; 57.0% a
tetraciclinas y 46.2% a estreptomicina. Finalmente en H. somnus, el 90.1% es
susceptible a ampicilina; el 98.2% a tetraciclina y 35.8% a estreptomicina. Estos
resultados de Watts, en comparacion con los obtenidos en el presente estudio coinciden
en que todos los aislamientos de los tres géneros bacterianos son susceptibles a
ampicilina, y que hay una similitud entre dichos estudios en el antimicrobiano
estreptomicina, pero difieren totalmente en la tetraciclina. De esta manera podemos
sugerir que no importa la regién geogréfica, sino mas bien las condiciones medio
ambientales que permiten la proliferacion de los microorganismos sumado al mal uso de
algunos antimicrobianos, de tal manera que se facilita la presencia de padecimientos
que afectan la productividad.

La existencia de microorganismos cada vez més resistentes a la accion de ciertos
quimioterapéuticos, se debe en parte al uso indiscriminado de ellos, tanto en su eleccion
como en el cumplimiento escaso o incorrecto de su administracion. La necesidad de
conocer el micro ambiente que rodea a los agentes patdgenos y la farmacocinética de los
antimicrobianos nos permitir tener una mayor aproximacion a la realidad, de tal
manera que se podrian evitar errores al considerar a una bacteria como resistente a un
quimioterapéutico o un tratamiento como no efectivo, cuando en realidad es posible que
la bacteria se vea a salvo de la accion antimicrobiana por la actividad protectora de la

biopelicula, nicho bioldgico del que forma parte.
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Entender el comportamiento de las biopeliculas permitird un mejor manejo de las
patologias en las que participa, asi como la implementacion de medidas que conduzcan

a su prevencion y a su tratamiento.
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VIIl.- CONCLUSIONES.

Se demostré que los aislamientos de P. multocina, M. haemolytica e Histophilus
somni fueron capaces de producir biopelicula; siendo el primer reporte en
nuestro pais de tres microorganismos de la familia Pasteurellaceae que

producen biopelicula.

Las pruebas de Bauer et al y CMI permitieron conocer las diferencias que
existen, respecto a la resistencia antimicrobiana entre los aislamientos

bacterianos empleados en el estudio.

Se demuestra que los aislamientos bacterianos considerados como altos
formadores de biopelicula tienen mayor grado de resistencia a los diferentes
antimicrobianos, por lo que se establece una concordancia entre la produccion de

biopelicula y la resistencia antimicrobiana.
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