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RESUMEN

Introduccion: Los biofilms bacterianos son un grave
problema en el cuidado de la salud, principalmente en
las infecciones asociadas a atencion en salud debido.
Presentan una alta capacidad para adaptarse al entorno
Yy a exigencias nutricionales. Ademds, debido a su
composicion y a concentraciones bajas de antibioticos,
generan lolerancia que evita se inhiba su crecimiento.
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ABSTRACT

Introduction: Bacterial biofilms are a serious problem
in health care, mainly in infections associated with
health care. They have a high capacity to adapt to the
environment and nutritional requirements. In addition,

due to its composition and low concentrations of
antibiotics, it generates folerance that prevents its growth

Jfrom being inhibited.
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Objetivo: Determinarla susceptibilidad a ciprofloxacina
en biofilms de Pseudomonas aeruginosa in vitro.

Métodos: Se determind la susceptibilidad del biofilm
de 7 cepas de Pseudomonas aeruginosa perfenecientes
al cepario de la Universidad de Boyacd obtenidas de
muestras clinicas de origen urinario utilizando el
mélodo de microtitulacion en placa.

Resultados: Se obserwo un aumento de la tolerancia
en 6 cepas de las 7 analizadas, llegando a disminuir
su crecimiento hasta en una concentracion de 4 ug/
ml en comparacion con su_forma planctonica que logro
inhibir el crecimiento hasta una concentracion de 14
ug/ml. En cuanto a la tinica cepa resistente en su forma
plancionica, no se observaron cambios significativos.

Conclusiones: Uno de los biofilms analizados presento
un comportamiento diferente a  ciprofloxacina
probablemente debido a su genotipo, microambiente y/0
a su forma de crecimiento.

Palabras clave: Biofilm, Pseudomonas aeruginosa,
Jfarmacorresistencia bacteriana; Antibiotico

INTRODUCCION

La Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un
patogeno muy prevalente, virulento y dificil de tratar en
infecciones asociadas a la atencion en salud (IAAS) debido
a su gran adaptabilidad al entorno y a su baja exigencia
nutricional. Este microorganismo tiene la capacidad de
formar biofilm siendo una de sus principales funciones
la proteccion a través de la formacion de una matriz de
exopolisaciridos, que actia como un mecanismo de
resistencia fisica a la respuesta del sistema inmune (1,2).
La produccion de los componentes necesarios para la
adhesion y 1a formacion de biofilm, estd regulada por genes
especificos (3,4), que permiten que estos crezcan sobre
superficies vivas o inertes (6,7).

Dentro de los factores de virulencia que presenta P
aeruginosa estd la cipsula de polisacdridos que gracias a
su viscosidad disminuye la actividad de antibioticos como
la ciprofloxacina, generando un tipo de adaptacion al
mismo (8,9). La formacion de las biopeliculas se desarrolla
gracias a la presencia de exopolisaciridos, proteinas,
vesiculas lipidicas y ADN extracelular. El proceso inicia
con las células planctonicas en el que se adhieren a una
superficie utilizando el flagelo; las células se unen a la

Objective: To determine the in vitro susceptibility fo
ciprofloxacin in Pseudomonas aeruginosa biofilms.

Methods: The susceptibility of the biofilm of 7 strains
of Pseudomonas aeruginosa belonging to the strain
collection of the University of Boyacd obtained from
clinical samples of urinary origin will be prolonged using
the microtiter plate method.

Results: An increase in tolerance was demonstrated
in 6 strains of the 7 analyzed, reaching a decrease in
growth up to a concentration of 4 ug/mi compared to its
planktonic form, which modified inhibit growth up to
a concentration of 14 ug/ml. As for the single resistant
strain in its planktonic form, no significant changes were
observed,

Conclusions: One of the analyzed biofilms presented a
different behavior to ciprofloxacin, probably due to its
genotype, microenvironment andy/or its growth form.

Keywords: Biofilm; Pseudomonas aeruginosa,
Resistance Bacterial; antibiotic

superficie para iniciar la formacion de microcolonias,
en las que las células se agregan y secretan componentes
de la matriz; posteriormente se produce la formacién de
macrocolonias para ser dispersados (10). Por tal motivo, el
mecanismo de accion de los antibioticos se ve afectado y
no logran difundirse dentro del biofilm lo que hace que las
concentraciones no sean suficientes para crear algin efecto
dentro de dicho complejo (11,12). La susceptibilidad iz vitro
actualmente revela buena sensibilidad a ciprofloxacina, sin
embargo, al realizar pruebas con P. aeruginosa cuando
desarrollan biofilm se observa poco o moderado efecto
del antibiotico suministrado (13-15); lo anterior se ha
asociado al incremento de la resistencia a ciprofloxacina.
Actualmente hay pocos estudios al respecto y no existe un
protocolo estandarizado que permita poder evaluar este
mecanismo (15-17). Por tal razon, el objetivo de este estudio
fue evaluar la susceptibilidad in vitro a ciprofloxacina en
biofilms de P. aeruginosa.

METODOS

Se disefié un estudio de tipo observacional, cuantitativo,
descriptivo y transversal. Para la realizacion de esta
investigacion se escogieron quince cepas de P. aeruginosa
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aisladas de origen urinario sensibles a ciprofloxacina
provenientes de un estudio previo que pertenecian al cepario
de la Universidad de Boyacd. De dichas cepas solo siete
cumplieron con los criterios de inclusion, correspondiente a
ser cepas puras, las cuales tenian caracteristicas fenotipicas
similares en relacion con mecanismos de resistencia,
necesarias para realizar el estudio.

Métodos de laboratorio: Se emple6 como control positivo
una cepa de referencia de P. aeruginosa ATCC 27853. Estos
aislamientos se sembraron en caldo de tripticasa de soya
durante 48 horas a 37°C y se repicaron por agotamiento en
agar cetridime (Oxo0id®), en condiciones aerobias. Las cepas
fueron codificadas con la letra P seguido del nimero de
manera consecutiva. La formacion del biofilm se analiz6 por
el método de microtitulacion en placa, en donde se indujo
la formacion del biofilm; se inoculé 5 ml de caldo BHI con
opacidad segiin escala 0.5 de Mc Farland y se incub6 por 48
horas, luego se realiz6 dilucién 1:100 y se extrajeron 100 L
del cultivo diluido que fueron distribuidos en cada uno de
los dos pocillos de la placa de microtitulacién. La solucion de
antibiético se prepard diluyendo la ciprofloxacina en agua
filtrada, desionizada y estéril.

Para determinar la sensibilidad a ciprofloxacina
posteriormente, fueron adicionadas en placas de fondo plano
concentraciones de ciprofloxacina de 0.125 ug/mL; 0.25ug/
mL; 0.5ug/mL; 1ug/mL; 2ug/mLy se midi6 la absorbancia de
los biofilms a las 24. 48 y 72 horas de incubacion.

Del cultivo en suspension y se realizaron tres lavados con
agua desionizada, se realiz6 tincion con Cristal Violeta al
0.1% por 20 minutos, se lavd cada pozo de la placa con 300
uL de etanol al 95% y se midi6 la absorbancia auna longitud
de onda de 620 nm.

Para la evaluacion de las cepas en estado planctonico
se inoculd 5ml de caldo BHI hasta obtener una escala de
Mcfarland de 0.5, luego se realiz6 una dilucion 1:100 y se
inocularon las microplacas y se incub6 a 27°C en agitacion,
se adiciono a las placas concentraciones de ciprofloxacina
de 0.125 pg/mL; 0.25pug/mL; 0.5ug/mL; 1ug/mL; 2ug/mLy
se midio la absorbancia 24. 48 y 72 horas de incubacion a
una longitud de onda de 620 nm.

Para analizar la capacidad de las cepas de P, aeruginosa para
formar biofilm se defini6 un punto de corte para separar a las
bacterias no formadoras de aquellas formadoras, para esto
se utilizo la técnica estadistica descrita por Stepanovic et al. 1a
cual toma la densidad 6ptica (D.0) medida como referencia

para clasificar las cepas en no formadoras de biofilm y
formadora de biofilm, débil, moderada o fuerte (15).

Para esto se defini6 el punto de corte (D. OC), el cual se
establece como tres desviaciones estandar (SD) sobre la
media de los controles negativos: D. OC =D. O media de los
controles negativos + (3xSD de los controles). Por lo tanto,
los resultados de las cepas se clasificaron como:

* Noformadora de biofilm (0): LaD. O de la cepa se encuentra
por debajo del punto de corte establecido (D. 0 <D. 0C)

» Formadoras débiles (+): LaD. O de la cepa se encuentra
entre el punto de corte y el valor del doble del punto de
corte (D.0C<D.0<(2xD.0C))

» Formadoras moderadas (++): LaD. O se encuentra entre
el doble del valor del punto de corte y el cuddruple del
punto de corte (2x D. 0C) <D. 0 < (4x D. 0C))

* TFormadores Fuertes (+++): LaD. O se encuentra por encima
del cuddruple del valor del punto de corte ((4x D. OC) <
D.0)

Los resultados se presentan de forma descriptiva.

Consideraciones Eticas: La investigacion fue aprobada
por el Comité de Bioética de la Universidad de Boyacd, en
memorando B-11025 del dia 25 de noviembre de 2019.

RESULTADOS

Se determiné la formacion de biofilm de P aeruginosa
por medio de una microtitulacién en placa utilizando una
tincion con Cristal violeta al 1%y a partir de la hora 24 de
incubacion, se observo la formacion del biofilm en todas las
cepas analizadas de acuerdo con los valores registrados de
la densidad 6ptica a (D.0) a 540 nm (Tabla 1).

Los resultados indican que las bacterias codificadas como
P1 y P7 presentaron mayor capacidad de adhesion, esto
fue directamente proporcional al proceso de adaptacion
ripido de las cepas analizadas que hace que se disminuya
el tiempo en el que inician a formar los biofilms; las cepas
que mostraron absorbancias mayores a las 24 horas de
incubacion fueron las codificadas como P7 y P1, con 0.36,
seguidas por las P4,P5P3P2 con 0.279, 0.285, 0.195 y
0.113 respectivamente; en tanto que las cepas P6 'y la ATCC
registraron valores bajos en absorbancia 0.0385 y 0.0285
respectivamente (Tabla 1).
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Tabla 1. Absorbancias del crecimiento del biofilm

Cepa/hora 24 horas 48 horas 72 horas
ATCC 0.0285 0.6555 0.701
P1 0.3665 0.4715 1.202
P2 0.113 0.9995 1.508
P3 0.195 0.765 1.0035
P4 0.279 0.453 1.1405
P5 0.285 0.3505 1.1555
P6 0.0385 0.985 1.2065
P7 0.3625 0.4695 1.7265

Fuente: Autores

Losresultados dela clasificacion de las cepas fueron expresados
en una tabla teniendo en cuenta los tiempos de incubacion
(Tabla 2). Algunas cepas, como la P1, P3, P4, P5 presentaron
una moderada produccion de biofilms desde las 24 horas hasta
las 72 horas, pero la cepa P6 presento una fuerte produccion de
biofilm a las 24 horas y disminuyd a las 72 horas, ubicando a
esta cepa dentro de la clasificacion de moderadas productoras
de biofilm, en cambio las cepas ATCC, P2 y P7 aumentaron la
produccion del biofilm a las 72 horas de incubaci6n por lo que
se consideraron cepas fuertemente productoras de biofilm.

Tabla 2. Clasificacion de la formacion de biofilm

Tiempo de incubacién
CEPA 24 horas 48 horas 72 horas
ATCC + ++ ++
P1 ++ ++ ++
P2 + et -
P3 ++ ++ ++
P4 -+ -+ -+
P5 ++ ++ ++
P6 it ot ++
P7 ++ ++ ot

Fuente: autores

No productoras (0), Productoras Débiles (+), Productoras
moderadas (++), Productoras fuertes (+++).

Encuantoalasusceptibilidad delbiofilm deP.aeruginosa
a ciprofloxacina se pudo observar un comportamiento
diferente en cadauna de las cepas con respecto al tiempo
de exposicion y concentracion de ciprofloxacina (Figura
1). Para determinar su susceptibilidad se seleccionaron
3 concentraciones diferentes de antibi6ticos baja (0.125
ug/mL), media (1 ug/mL) y alta (4 ug/mL), para los tipos
de cultivo planctonico y biofilm; las concentraciones
fueron consideradas segin estudios previos (13, 16).

En la cepa control se pudo observar que a las 24
horas las concentraciones de 2 p g/mL y 4 pg/mL
de ciprofloxacina lograron inhibir el crecimiento
del biofilm ya que la absorbancia es directamente
proporcional al crecimiento del biofilm. A las 24 horas
la cepa expuesta a concentraciones 2 ug/mL y 4 pg/mL
emitieron una absorbancia menor (0.059 y 0.045) con
respecto a la cepa control (0.185) logrando su mayor
inhibicion a las 48 horas.

En la cepa P1 las concentraciones de antibidtico
0.125 pg/mL, 0.5 pg/mL,1 pg/mL; 2 pg/mL y 4 ug/
mL lograron disminuir la formaciéon de biofilm con
respecto al control a las 24 horas; sin embargo, a las
48 horas aumentd la generacion de la biopelicula,
adicionalmente las concentraciones de 0.125 pg/mlL,
0.5 pg/mL, 1 ug/mL del antibiético no lograron inhibir
ni retardar su crecimiento, ya que la cepa expuesta a
estas concentraciones obtuvo una inhibicién similar
a la cepa control. A las 72 horas de incubacion se
observd una disminucion del crecimiento de la cepa
expuesta a las concentraciones de 2 pug/mL y 4 pg/mL
del antibiotico. Al compararlo con la cepa control, en su
forma planctonica se observo unainhibicion a partir de
la concentracion de 1 u g/ml a las 24 horas.

Con respecto a la cepa P2, no se evidenci6 una inhibicion
o disminucion del crecimiento del biofilm en las 24
horas, pero a las 48 horas en esta cepa se observa que el
antibi6tico a concentraciones de 1 pg/mL, 2 pg/mL y 4
ug/mlL tiene una moderada inhibicion y finalmente a las
72 horas, en relacion a la concentracion de antibiotico de
4 ug/mL se observa una mayor inhibicion con respecto a
las demds concentraciones, y en su forma planctonica se
observa un crecimiento exponencial hasta las 72 horas
con una concentracion de 0.125 pg/ml, a partir de las 24
horas se observd con una inhibicién del crecimiento en una
concentracion de 1 ug/ml.

En la cepa P3 a las 24, 48 y 72 horas se observd una
inhibicion en el crecimiento del biofilm en todas las
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concentraciones del antibidtico con respecto a la
cepa control, evidencidndose que la concentracion
de antibidtico que logré una mayor inhibicion fue de
4 ug/mL; ademds se demostré que a mayor tiempo de
exposicion de antibi6tico mayor va a hacer la inhibici6n,
en la presente investigacion se generd a 1as 72 horas a
la concentracion de 4 ug/mL de ciprofloxacina y asi
como en la cepa control en su forma planctonica se
observo un crecimiento hasta las 48 horas; no obstante
disminuye su crecimiento hasta las 72 horas en una
concentracion de 1 pg/ml.

En la cepa P4 se observo que la concentracion de 0.125 ug/
mL del antibidtico no inhibié el crecimiento del biofilm ya
que la absorbancia de la cepa expuesta a esta concentracion
fue superior con respecto al control, de acuerdo con los
resultados obtenidos el biofilm se adapté debido a la
constante exposicion y su baja concentracion del antibiético.
Pero las concentraciones de 1 ug/mLy 4 ug ug/mL generaron
una mayor inhibicién con respecto a 1a cepa control a las 72
horas. En su estado planctonico se observd un crecimiento
hasta las 48 horas y disminuy6 su crecimiento hasta las 72
horas en una concentracion de 1 ug/ml.

Figura 1. Susceptibilidad de las cepas analizadas (ATCC, P1 a P7) a ciprofloxacina
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CEPA P4
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Fuente: Autores

Acorde a la figura 1, en el biofilm de la cepa P5 la
concentracion de 0.125 pg/mL de ciprofloxacina no
genero ningun tipo de inhibicion a las 24, 48 y 72 horas.
Del mismo modo el antibidtico a concentraciones de 1 ug/
mlL y 4 pg/mL generd una disminucién del crecimiento
del crecimiento a las 24 horas, pero a las 72 horas se
observo una inhibicion mayor en la cepa expuesta a la
concentracion de 4 ug/mL. En relacion con su estado
planctonico se observo un crecimiento hasta las 72 horas
a una concentracion de 0.125 pg/mL, pero cuando fue
expuesta a una concentracion de 1 pg/mLy 4 ug/mL su
crecimiento disminuy6 hasta las 72 horas.

Con respecto a la cepa 6 no se observo una inhibicion
significativa en las diferentes concentraciones del
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antibidtico ni en su estado planctonico a las 24 y 48 horas;
pero a las 72 horas se observa una mayor inhibicion de
ciprofloxacina a una concentracion de 4 pg/mL.

En cuanto a la cepa 7, las diferentes concentraciones del
antibidtico generaron una inhibicion significativa a las
24 horas, pero a las 48 horas se aprecia una tolerancia
al antibiético ya que la inhibicion no es significativa con
respecto a su comportamiento, pero después de 72 horas
expuestas a una concentracion de 4 ug/ml se observa una
inhibicion significativa, y en su estado planctonico hubo
una disminucion desde las 24 horas a una concentracion
de 1 ug/mL.
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DISCUSION

Los microorganismos disefian nuevas estrategias para su
supervivencia; una de estas estrategias es la formacion
del biofilm, la cual aumenta la tolerancia a los antibiéticos
lo que ha generado el estudio de métodos terapéuticos
que puedan apuntar a disminuir su virulencia en lugar de
apuntar a su crecimiento y asi permitir generar estudios a
futuro para evaluar el comportamiento del patogeno frente
alAAS (17).

Una investigacion realizada en México en el afo 2012
refiere que la formacion de biofilm in vitro es un evento
complejo relacionado con diferentes factores fisicos y
quimicos como la composicién del medio, temperatura,
pH vy niveles de oxigeno (18). Asi mismo, sostienen
que dependiendo de las cepas de P. aeruginosa,
las condiciones nutricionales pueden desarrollar
diferentes fenotipos de biofilms que afectan cada una
de las etapas de la formacion del biofilm; ademds
estas caracteristicas también afectan la produccion
de tres polisacdridos (alginato Pel y Psl) los cuales le
dan estabilidad al biofilm y genera caracteristicas
cualitativas de la matriz de exopolisacdridos (19).

Las bacterias fuertemente productoras de biofilm fueron
codificadas como P2 y P7; enlas cepas P1,P3, P4,P5 y PO alas
72 horas se observo una moderada produccion, la diferencia
de produccion de biofilm entre bacterias del mismo género
y especie se debe a diferentes mecanismos fenotipicos. Esto
comparado con un el estudio realizado en el afio 2020 en
Bélgica en donde se observd que varios aislamientos de
P. aeruginosa pueden desarrollar diferentes fenotipos de
biofilms, encontrando que unas cepas en medios minimos
de glucosa se pueden dividir en 5 fenotipos diferentes y
pueden generar estructuras con espacios no colonizados o
comunidades tridimensionales (11).

Los métodos de kirby-bauer y la concentracion minima
inhibitoria (MIC) son utilizados para determinar la
susceptibilidad de una bacteria en estado planctonico
sin embargo no determinan la capacidad de desarrollar
mecanismos de resistencia en patologias asociadas a la
formacion de biofilms, como es el caso de P. aeruginosa.
Sin embargo, los datos de la evaluacion de la sensibilidad
de este estudio muestran una gran diferencia entre los
estdndares del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) con respecto a los puntos de cohorte de sensibilidad
y resistencia entre la ciprofloxacina y los biofilms de P.
aeruginosa (6).

Algunos antibidticos, pueden afectar la sintesis de ciertas
proteinas y la fisiologia de los microorganismos. Se conoce
que la ciprofloxacina es una de las quinolonas con vida
media de tres a quince horas que se utiliza mayormente para
el tratamiento de algunas infecciones ya al ser administrada
cada 12a24 horasbrindaunbuenrendimiento eninfecciones
como la fibrosis quistica, pie diabético y otitis media (20).
Este antibiotico tiene una alta actividad bactericida y su
accion se mantiene atin con un estado metabélicamente bajo
por parte de las P. aeruginosa, lo cual afecta directamente al
biofilm en su arquitectura y dispersion (20). No obstante,
tienen un efecto toxico para los pacientes y son usadas solo
en algunos tipos de infecciones (21).

Se observo que al exponer los biofilms de P. aeruginosa a
diferentes concentraciones de ciprofloxacina generan una
ripida disminucion en el crecimiento, como se evidencio
en las cepas P1, P2, P3, P3, P6 y P7. De manera similar, en
el 2016 en India se observo que la ciprofloxacina atenia
la virulencia de los biofilms de P. aeruginosa al alterar su
secrecion de proteasa cuando se expone a una concentracion
bactericida de este antibi6tico, ademds también encontrd
que la ciprofloxacina a concentraciones subinhibitorias
indujo una disminucion en la formacion del biofilm (22).

Un estudio realizado en el ao 2003 en Estados Unidos
demuestra que existen diferencias de susceptibilidad en la
MIC, es tolerante cuando esta genera un biofilm (23). Esta
afirmacion se puede corroborar con el presente estudio
ya que el biofilm de la cepa P3 demostré una resistencia
que supero la MIC a la que fue susceptible en estado
planctonico; de la misma manera, la cepa P7 se usé para
respaldar los resultados de la cepa P3, ya que mostré como
biofilm una disminucion en la actividad de ciprofloxacina
comparado con la prueba de sensibilidad en las bacterias
en estado planctonico.

En el afio 2013 en un estudio realizado en Reino Unido
documentd que las infecciones de implantes médicos,
como catéteres intravenosos, urinarios y peritoneales,
son probablemente los mayormente estudiados ademas
que los antibi6ticos suministrados en dosis muy altas
demostraron ser efectivos contra los biofilms (24).
Al contrastar sus resultados con los de la presente
investigacion, se observa que la cepa control P3, P4, P5,
P6 que se encontraban expuestas a dosis altas (4 ug/mL)
fueron inhibidas por la ciprofloxacina tanto en la forma
de biofilm como en su forma plancténica, mostrando
mejor resultado en la cepa P6. Sin embargo, también se ha
demostrado que los antibiéticos tienen buena actividad en
pruebas estandares de susceptibilidad, ésta no es la misma
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contra biofilms (25). Esto se logro determinar en las cepas
P1, P2 y P7 en que se observo que a las 24 horas estas
cepas en estado planctonico fueron inhibidas a partir de
concentraciones de 1 g de ciprofloxacina y en los biofilms
de estas cepas se observo una grifica creciente a las 72
horas en concentraciones de hasta 4 ug (22).

Un estudio danés de 2009 afirma que los biofilms son
consideradosgeneralmenteresistentesaunampliorangode
antibioticos, mostrando mayor toleranciaa antimicrobianos
que las células planctonicas. Algunos antibidticos actian
con efectividad sobre células en crecimiento ripido; esto
explicaria por qué la ciprofloxacina no pudo actuar sobre
la cepa sensible P3 a una concentracién de 0,125 pg/mL
en cultivo planctonico, debido probablemente a que la
poblacién alcanzé la fase estacionaria mucho antes de
que el antibiético pudiera actuar (26). No obstante, en el
caso del biofilm de la cepa P3, se puede observar que la
concentracion de antibidtico requerido para su inhibicion
0 para lograr su disminucion a un nivel satisfactorio para
un tratamiento, no se consigue sino hasta alcanzar niveles
muy altos de la droga utilizada en este estudio. Otros
estudios describen que, por lo general, este antibiotico
no tiene efectos adversos, su uso en grandes dosis puede
presentar problemas en pacientes, tales como trastornos
hepaticos, renales y gastrointestinales reversibles (24).

El biofilm de 1a cepa P5 alcanz6 un crecimiento hasta 0,47
luego de 48 horas, durante el ensayo con la dosis mas
alta de ciprofloxacina utilizada en la prueba (4 ug/mL).
Probablemente, esto se debe al hallazgo de una poblacion
reducida que consiste en células llamadas persistentes
(persister cells), células no mutantes que tienen resistencia
al antimicrobiano y se cree que son producidas solo
en estado de biofilm (27). Este hallazgo es similar al
encontrado por Vestby et al. (11), en donde la poblacion
de células persistentes de un biofilm enfrentado a 4cido
peracético llegaba a ser 0.0001% de la poblacion inicial lo
cual genero una tolerancia a concentraciones bajas.

Los valores correspondientes a la cepa sensible P3 son
similares a los esperados. No obstante, los cultivos de
biopeliculas de las cepas P6 resistentes mantienen su
poblacion alta, de manera similar a dosis menores. La
disminucion de 1a poblacion puede deberse probablemente
a factores fisicos, como las concentraciones bajas de
oxigeno en las capas mds profundas del biofilm o la falta
de nutrientes en algunas zonas de esta. Incluso, cuando la
reduccion de la poblacion de las biopeliculas no ha sido
completa, se distingue que las poblaciones tienen una
significativa disminucion, a partir de los 1 ug/mL y hasta

los 4 ug/mL de ciprofloxacina) y en las cepas resistentes
mayores a 4 ug/mL.

Como limitaciones del presente estudio, se debe considerar
ampliar el nimero muestral y de cepas incluidas que
permita hacer mayor comparacién, asi como obtener
aislados de diferentes origenes para correlacion y generar
mayor robustez en los resultados obtenidos. Sin duda es un
campo de investigacion relevante para mejorar la atencion
de pacientes con [AAS (28).

CONCLUSIONES

Una misma cepa tiene un comportamiento distinto de
acuerdo con su forma de crecimiento; por tanto, las
pruebas de susceptibilidad tendrian que desarrollarse en
base a la formacion del biofilm o a su estado planctonico,
ya que se puede presentar infecciones persistentes y falla
en el tratamiento, como es el caso de las causadas por P.
aeruginosa. Las futuras investigaciones deben apuntar
hacia la estandarizacion de un método para obtener
resultados comparables de los efectos de los antibi6ticos
sobre biopeliculas in vitro, para su aplicacién como una
prueba de rutina en pacientes donde se sospecha la
participacion de peliculas microbianas.
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