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Resumen

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) es un patégeno con elevada capacidad
para formar biopeliculas, favoreciendo su persistencia y resistencia a la desinfeccion. La
optimizacion de métodos in vitro para su formacion y cuantificacién permite obtener modelos
experimentales reproducibles y comparables para evaluar de forma confiable agentes con
actividad anti-biopeliculas. Objetivo: Establecer un protocolo para la formacion y
cuantificacion de biopeliculas in vitro en cepas de SARM, asi como determinar su capacidad
formadora y comparar métodos colorimétricos para su cuantificacion. Metodologia: Se
desarrollé un estudio experimental estructurado en tres fases. En la primera fase se establecié
el protocolo experimental utilizando seis cepas de SARM (23, 61, 122, 259, 1037 y 1098), y
Staphylococcus aureus ATCC 25923™ y BAA-44™ como controles positivos. En la segunda
fase se evalué la capacidad formadora de biopeliculas mediante la cuantificacién de biomasa
con cristal violeta y la determinacion de la actividad metabdlica mediante MTT y resazurina,
con lecturas espectrofotométricas. En la tercera fase se compararon los métodos mediante
analisis estadistico ANOVA — Tukey para evaluar la reproducibilidad y la correlacion entre las
técnicas. Resultados: Las cepas tuvieron una capacidad formadora diferente en donde se
clasificaron como no productoras, productoras débiles, moderadas y fuertes con el método
de cristal violeta. El ensayo con MTT evaluo los porcentajes de viabilidad celular de cada
cepa de forma eficaz. Se observé una correlacion entre los resultados en ambos ensayos,
mientras que el ensayo con resazurina no fue reproducible estadisticamente. Conclusion:
Los protocolos de cristal violeta y MTT fueron reproducibles y confiables para la formacion y
cuantificacién de biopeliculas evaluando la biomasa y viabilidad, representando una
herramienta clave para investigaciones futuras sobre el comportamiento bacteriano vy

estrategias antimicrobianas.
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Abstract

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a pathogen with a high capacity to form
biofilms, which promotes its persistence and resistance to disinfection. Optimizing in vitro
methods for biofilm formation and quantification allows for the development of reproducible
and comparable experimental models to reliably evaluate agents with antibiofilm activity.
Objective: To establish a protocol for the in vitro formation and quantification of biofilms in
MRSA strains, as well as to determine their biofilm-forming capacity and compare colorimetric
methods for their quantification. Methodology: A structured experimental study was
developed in three phases. In the first phase, the experimental protocol was established using
six MRSA strains (23, 61, 122, 259, 1037, and 1098), and Staphylococcus aureus ATCC
25923™ and BAA-44™ as positive controls. In the second phase, biofilm-forming capacity
was evaluated by quantifying biomass with crystal violet and determining metabolic activity
using MTT and resazurin, with spectrophotometric readings. In the third phase, the methods
were compared using ANOVA — Tukey statistical analysis to assess reproducibility and
correlation between the techniques. Results: The strains exhibited varying biofilm-forming
capacity, classified as non-producers, weak producers, moderate producers, and strong
producers using the crystal violet method. The MTT assay effectively evaluated the cell
viability percentages of each strain. A correlation was observed between the results of both
assays, while the resazurin assay was not statistically reproducible. Conclusion: The crystal
violetand MTT protocols were reproducible and reliable for biofilm formation and quantification
by evaluating biomass and viability, representing a key tool for future research on bacterial

behavior and antimicrobial strategies.

Author keywords: crystal violet, resazurin, MTT.

creative
commons

The content of this work corresponds to the right of expression of the authors and does not compromise the
institutional thinking of the University of Cuenca, nor does it release its responsibility before third parties. The
authors assume responsibility for the intellectual property and copyrights.

Institutional Repository: https:/dspace.ucuenca.edu.ec/

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio


https://dspace.ucuenca.edu.ec/
https://creativecommons.org/licenses/?lang=es

UCUENCA

4
indice de contenido

RESUMEBN ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e nnn e e e s ennreeeaan 2
INAICE A8 FIGUIAS ...ttt et ee e 6
INAICE AE tADIAS ...t a e eaeaeae 7
D I=To[[or= ] (o] 4 = PSP PP R OUPPPPPPPPRP 9
a0 =T L= o T 11T o (o 11
1] (0o [ [ [o ] o 1 PSPPSR 12
1O o] 1= 110 1= PP PP OPPPPUPPPRR 15
ODbBJELIVO GENEIAL ... e e e e e e e e e e e e e e e e e eanarreeeeaaeas 15
ODbjetivOs ESPECITICOS ......uuuiiiiiieeii it e e e e e e e e e s reeeeaaeas 15
P 1Y = T oo 0 (Yo o R PR SOTPRR 16
1.1, StaPRYIOCOCCUS QUIBUS..........eeeiiiiiiii et 16
1.2.  Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) ......coooeeiiiiiiiiiiiieeee e, 16
1.2.1. MecaniSmOo de reSIStENCIA .........ccueiiiiiieiie e 17
1.2.2. EpIidemiologia ........ccuueiiiiieee e 17
1.2.3. Impacto de biopeliculas de SARM ... 18
1.2.3.1. Superficies y fomites mas frecuentemente contaminados .................ccc......... 18
1.2.3.2. Fuentes y vias de tranSmiSiON ...........c.eoviiiiiiiiiiiiiee e 19
1.2.3.3. Importancia clinica y repercusiones en odontologia...........ccccceeviiieeiiiiiieeennne 19
1.3. Biopeliculas bacterianas...... ..o 19
1.3.1. DefiniCiON Y @SIIUCIUNaA ........ooiiieee e 19
1.3.2. Etapas de formacion de la biopelicula ... 20
1.3.3. Genes y mecanismos de regulacién de S. aureus implicado en biopeliculas22

1.3.4. Factores ambientales y de superficie que favorecen la formacién de
DIOPEIICUIRS ... ————— 23
1.3.5. Resistencia de las biopeliculas a antimicrobianos y desinfectantes .............. 23
1.4. Métodos para la formacién y cuantificacion in vitro de biopeliculas....................... 24
1.4.1. Formacion in vitro de biopeliculas.........cccoooeiiiiiiiiiiieeccccececeeee e, 25
14.2. Cuantificacion de biopeliculas ... 26
P22 |V =1 (o Yo (o] o T 1 - TSP PRPPPRI 28
21.  Tipoy disefio de iNVEStIGAaCION .........cccuiiiiiiiiiii e 28
2.2. MUESITAS ¥ CONTIOIES ... 28
2.3. Formacion de biopeliCulas...... ..o 28
2.3.1. Reactivacién y preparacion de cepas bacterianas y controles....................... 28
2.3.2. Formacion de biopeliCulas..............oooiiiiii e 29

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA 5

2.3.3. Cuantificacion de biopeliculas ... 29

2.4, AnAliSiS €StadiStiCO .......ceiiiiiiii s 31
3. RESUIAUOS ...t e et e e e e e 33
N B {1~ To1 U= (o ] [P PP PP OPPPPUPPRRT 41
CONCIUSIONES. ...ttt ettt a et e et e e st e e se e e e ne e e e nan e e e ebne e e enneeanneeaa 45
REFEIENCIAS ... 47
N 41 (o L USRS RP TP 55
Anexo A. Distribucién de muestras y controles en microplaca de 96 pocillos.................... 55
Anexo B. Tincidn con cristal vVioleta 1%.........ooiiiiiii e 56
ANExXo C. TINCION CON MTT et e e e e 57
Anexo D. Tincion con resazurina (PrestoBIUE).........ocuviiiiiiiiiiiee e 58
Anexo E. Lecturas de densidad OpliCa .............uvuvuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieineeeeeaaenrnna . 59
Anexo F. Lecturas de flJuUOreSCENCIA ..........cceiiiiiiiiiii e 62

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA 6

indice de figuras

Figura 1. Etapas de formacion de la biopelicula. ..o 21

Figura 2. Capacidad de formacion de biopeliculas de cepas de SARM determinada por cristal

(Y T01 = = T (] 7 OSSPSR 34
Figura 3. Capacidad de formacion de biopeliculas de cepas de SARM determinada por cristal
Y Te] =1 e= (OB T PRSPPI 35
Figura 4. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el
ensayo MTT a ODs7g @ 10S 30 MINUEOS. .....eeieiiiieiiii e 38
Figura 5. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el
ensayo MTT a ODsgs @ 10S 30 MINUEOS. .....ccoiiiiiiiiiiiiee et 38
Figura 6. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el
ensayo MTT @ ODs70 @ 18S 2 NOTAS........coiiiieiiiie et 39
Figura 7. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el
ensayo MTT @ ODsgs @ 18S 2 NOTAS......uuiiiiiiiiiiiieeiee e e e 39
Figura 8. Distribucién de muestras en microplaca para la tincion con cristal violeta y MTT. 55
Figura 9. Distribucién de muestras en microplaca para la tinciéon con resazurina. ................ 55
Figura 10. Tincidn con cristal violeta al 1% ......oocuveeiiiii e 56
[ To 18 =T B O I T T e o N 1 I SR 57
[ To U] =Tt D2 W e Tod T g o) o I (= X-T= V{0 | |- 58

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA :

indice de tablas

Tabla 1. Criterios de clasificacién de capacidad formadora de biopeliculas......................... 32
Tabla 2. Resultados de la lectura a ODsy y clasificacion de cepas SARM segun su capacidad
de formar DIOPEIICUIAS. ..........eiiiiee e e e e 33
Tabla 3. Resultados de la lectura a ODsgs y clasificacion de cepas SARM segun su capacidad
de formar bIOPEIICUIAS. ........c.eeiiiiie e e e e e e e e e snreeeeanns 34

Tabla 4. Resultados de la lectura a los 30 minutos a ODs7o y porcentaje de viabilidad celular.

Tabla 6. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODs7¢ y porcentaje de viabilidad celular. .36
Tabla 7. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODsgs y porcentaje de viabilidad celular...37
Tabla 8. Resultados de una hora de lectura de fluorescencia a 560/590 nm
(Y (el i =i o] a VA=Y 0 1157 ] o TR RSO PPPRPRR 40
Tabla 9. Resultados de la lectura a ODsyp y clasificacion de cepas SARM segun su capacidad
de formar bIOPEIICUIAS. ........ooiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e aans 59
Tabla 10. Resultados de la lectura a OD585 y clasificacion de cepas SARM segun su
capacidad de formar bIOPeliCUIAS. ..........c.ieei i 59

Tabla 11. Resultados de la lectura a los 30 minutos a ODs7o y porcentaje de viabilidad celular.

Tabla 13. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODs7o y porcentaje de viabilidad celular.61
Tabla 14. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODsgs y porcentaje de viabilidad celular.61
Tabla 15. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SARM 23. ... .o 62
Tabla 16. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SARM B1. ... 62
Tabla 17. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SARM 122 ..........ouiii i 63
Tabla 18. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SARM 259. ... 63
Tabla 19. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SARM 1037. ........uuiiiiiiiiiiee e 64
Tabla 20. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590

nm (excitacion/emision) para SARM 1098. ... 64

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA .

Tabla 21. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SAU BAA. ... ..o e 65
Tabla 22. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SAU ATCC. ... 65
Tabla 23. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590

nm (excitacion/emision) para Esterilidad...........ccoccueveiiiiii i 66

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA 9

Dedicatoria

Esta tesis esta dedicada a todos quienes me ayudaron a llegar hasta aqui. Los llevo en mi

alma y mi corazoén. Gracias infinitas.

A mis perritos, mis compaferos mas leales, quienes nunca me juzgaron y solo supieron
amarme.

A Baby Black que llegd a mi en mi nifiez y estuvo a mi lado en mis primeros anos lejos de
casa; te amo y te sigo extranando mi Babysito.

A Ghost, que ha estado a mi lado acompanandome durante casi toda la carrera,
cuidandome en mis desvelos, siendo mi pafio de lagrimas y sosteniéndome cuando mas lo
necesitaba, me has salvado de maneras inexplicables y que so6lo el amor verdadero sabe
hacerlo.

A mis padres, ustedes son mis pilares mas fuertes.

A mi mama, que me dio todo desde que tengo memoria. Gracias por darme tu inmenso
amor, por tu entrega y por ser la mujer mas fuerte, valiente y carifiosa. Gracias por darlo
todo sin esperar nada a cambio, por estar siempre dispuesta a ser el soporte para nosotros
aun cuando parecia que las fuerzas no alcanzarian. Todo lo que soy nace de ti.

A mi papa, que aun sin comprender siempre mis decisiones 0 a mi misma, nunca dejo de
apoyarme y confiar en mi, acompafandome con su carifio y constancia.

Cada uno de mis logros lleva un pedacito de ustedes. Espero ser la hija que merecen.

A mi hermana, mi ejemplo de fortaleza y crecimiento. Desde pequefia he admirado su
caracter, dedicacion y ganas de salir adelante; siempre ha demostrado que, sin importar lo

qgue necesite, ella siempre estara para mi. Eres un fuerte impulso para mi fiana.

A mis nenas, que crecieron mientras yo perseguia mis suefos desde la distancia. Aunque
no formé parte de cada etapa, siempre fueron, son y seran mi motivacion y una razén mas

para no rendirme. Sin importar qué, nunca les faltara su tia.

A mis amigos, por el carifio sincero, por cada palabra y motivacion para seguir adelante, por
incluirme en sus familias y por la compainia, juntos aprendimos a sostenernos,

acompanarnos y querernos incluso en los momentos mas dificiles.

Y finalmente, a una persona muy importante y especial que formo parte esencial de este
camino. Gracias por el apoyo, por acompafiarme y sostenerme cuando mas lo necesitaba,
por ser el refugio en una etapa profundamente dificil en mi vida. Gracias por el amor

compartido y por mostrarme cosas que marcaron mi vida.

Maydelin J. Barrera

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA 10

Dedicatoria
A Dios y a la Virgen, por ser mi guia y mi proteccion en cada paso que doy.

A mis papis, Ximena y Milton, por su amor incondicional, su apoyo permanente y su
paciencia infinita. Gracias por acompafarme en cada decisioén, cada logro y fracaso; y por
ensefarme, con su ejemplo, el valor del esfuerzo, la perseverancia y la humildad. Cada
sacrificio que han realizado es parte fundamental de este logro, y todo lo que soy se lo debo

a ustedes.

A mis hermanos, Juandi y Dome, por estar presentes en mis noches de desvelo, por
escucharme, animarme y recordarme siempre que soy capaz de lograr todo lo que me

propongo. Gracias por su carifo y por ser una fuente constante de motivacion y alegria.

A mi abuelita Olga, a mi tio Pachi y a mi tia Eliza, por su carifio sincero, por su preocupacion
constante y por brindarme siempre un abrazo reconfortante, una palabra de aliento o una
sonrisa en los momentos en que mas lo necesitaba. Su apoyo ha sido un pilar fundamental

durante esta etapa.

A mi companiera de tesis y amiga, May, por caminar y correr a mi lado durante este proceso,
por compartir cada esfuerzo, cada desvelo y cada desafio. Gracias por tu compromiso y

esfuerzo constante. Este logro es fruto de tu dedicacién y valentia.

Finalmente, agradezco de manera especial a toda mi familia y a mis amigos, quienes
siempre creyeron en mi, me brindaron su apoyo y formaron parte de esta hermosa etapa de

mi vida. Este logro también les pertenece a ustedes.
Con carino,

Daniela Morocho Patifio

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA i

Agradecimientos

A nuestras familias por brindarnos todo, su apoyo constante e incondicional, por ser esa luz

cuando creiamos no poder continuar. Esto es posible gracias a ustedes. Los amamos.

A nuestra tutora, la Doctora Pazita, por aceptar guiarnos en este proceso sobre todo en una
etapa tan importante de su vida personal. Gracias por su compromiso, dedicacion y entrega,
por ensefiarnos que con esfuerzo y confianza en uno mismo siempre podremos cumplir lo
que nos propongamos. Cada palabra de aliento, cada “tranquilas, chicas, si pueden” nos ha
llevado a este momento y quedaran grabadas para siempre en nuestros corazones y

nuestras memorias. Un abracito al pequefio.

Ademas, agradecemos de manera especial y profunda, a la Doctora Jessica, al Doctor
Fabian Ledn y al Ingeniero David Vanegas por su disposicion, tiempo y apoyo durante el
desarrollo de este proyecto. Su guia y conocimiento fueron enriquecedores en nuestro

trabajo y aprendizaje.

Finalmente, a nuestra querida Universidad de Cuenca, por abrirnos las puertas al
conocimiento y formarnos en una institucién de gran prestigio. Aunque el camino fue largo y
exigente, nos ayudo a forjar nuestro caracter; cada momento y persona contribuyeron a

nuestra formacién y crecimiento, tanto profesional como personal.

Gracias por todo,

May y Dani

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA 1

Introduccion

La resistencia microbiana representa un importante problema de salud publica que esta en
constante crecimiento. Entre los principales agentes patdégenos involucrados se encuentra
Staphylococcus aureus, el cual expresa una amplia gama de factores de virulencia como
adhesinas intercelulares de polisacaridos o proteinas ancladas a la pared celular que
promueven la produccion de biopeliculas como mecanismo de supervivencia (Carrera-
Salinas et al., 2022)

Las biopeliculas son estructuras tridimensionales complejas constituidas por comunidades de
microorganismos principalmente bacterias, aunque también hongos y protistas, embebidos
en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) producidas por los propios
microorganismos (Gondil & Subhadra, 2023; Shineh et al., 2023). Este modo de organizacion
representa un mecanismo de supervivencia, ya que confiere proteccion frente a condiciones
ambientales adversas, agentes antimicrobianos y la respuesta inmunitaria del hospedador, al
proporcionar un entorno éptimo para el intercambio de material genético y colonizacion,
provocando, el desarrollo de infecciones adquiridas y resistencia a gran variedad de
desinfectantes y antibidticos (Carrera-Salinas et al., 2022; Gondil & Subhadra, 2023).

La capacidad de formar biopeliculas estd ampliamente distribuida entre bacterias
grampositivas y gramnegativas (Shineh et al., 2023). Entre los principales microorganismos
asociados a la formacion de biopeliculas de importancia clinica se incluyen Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus del grupo
viridans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Burkholderia cepacia, Clostridioides difficile
y Pseudomonas aeruginosa (Gondil & Subhadra, 2023; Shineh et al., 2023).

Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM) se considera un contaminante ambiental
comun que coloniza aproximadamente el 30% de la poblacion humana y desempefa un papel
fundamental en el desarrollo de infecciones asociadas a la atencion médica, teniendo una
alta tasa de mortalidad (Trosch et al., 2024). De las infecciones adquiridas, casi el 80% estan
implicadas a la exposicion con biopeliculas, tanto dentro como fuera del area hospitalaria
(Pokharel, 2022; Carrera-Salinas et al., 2022; Mahdavi & Aliakbarlu, 2024). Staphylococcus
aureus meticilino resistente es capaz de resistir a multiples antibacterianos como los -
lactdmicos, macrolidos, tetraciclinas, aminoglucésidos, fenicoles y fluoroquinolonas, que son
usados en el tratamiento de las infecciones, ocasionando serios problemas de salud
(Sanmartin et al., 2021).
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Para el estudio SARM, se ha empleado un amplio repertorio de técnicas in vitro orientadas a
la evaluacion de la formacion y cuantificacion de biopeliculas. No obstante, hasta la actualidad
no existe un protocolo universalmente estandarizado y aceptado por la comunidad cientifica,
situacion que se atribuye, en parte, a las limitaciones tecnoldgicas presentes en paises en
vias de desarrollo. Adicionalmente, la elevada variabilidad e inconsistencias observadas entre
las distintas metodologias, e incluso dentro de una misma técnica, dificultan la comparacion

de resultados y comprometen su reproducibilidad (Azeredo et al., 2017).

En este contexto, resulta fundamental implementar una técnica in vitro accesible, reproducible
y de facil aplicacion para el estudio de biopeliculas, asi como estandarizar los parametros
criticos que influyen en su formacién. En el presente estudio se emplea la técnica de
formacion de biopeliculas in vitro en microplacas, mediante la estandarizacion de condiciones
como el medio de cultivo suplementado con glucosa al 10%, temperatura de incubacion (37
°C), el tiempo de cultivo (24 horas) y la preparacion del indculo bacteriano ajustado a la escala
de 0,5 McFarland. Asimismo, la cuantificacion de las biopeliculas formadas se realiza
mediante espectrofotometria a diferentes longitudes de onda, comparando tres métodos:
cristal violeta, resazurina y MTT, con el objetivo de evaluar su aplicabilidad y desempefio en

la determinacion de la biomasa total y la viabilidad celular.

Esta investigacion es fundamental ya que tiene un enfoque que permite conocer y
comprender de mejor manera los mecanismos de adhesion y formacion de biopeliculas, lo
que facilita la prevencién y erradicacién de estas. Otro aspecto importante es que puede
contribuir en la disminucién del uso indiscriminado de bactericidas, lo que a su vez ayuda a
prevenir la formacion de cepas multirresistentes, mediante el uso de estrategias de control
mas eficaces. Este tema merece atencién prioritaria, ya que se ha evidenciado a lo largo de
los anos un incremento de la resistencia de las bacterias a los antibacterianos y se convierte
cada vez mas en un problema grave para la salud publica. Por ello, la estandarizacion de
métodos de formacion y cuantificacion de biopelicula puede constituir una herramienta valiosa
de investigacion de nuevas estrategias antimicrobianas, incluyendo metabolitos secundarios
como aceites esenciales, dentro del area de farmacologia (Mahdavi & Aliakbarlu, 2024; Jean-
Pierre et al., 2023).

Por lo expuesto, se plantea optimizar una técnica de formacién de biopeliculas en microplacas
y su cuantificacion in vitro mediante cristal violeta y ensayos de viabilidad celular con MTT y
resazurina, ya que se trata de un método sencillo y de facil implementacion. La optimizacion
de esta técnica permite estandarizar las condiciones experimentales, mejorar la sensibilidad

y comparabilidad de los resultados, y contribuir a una mejor comprension de los mecanismos
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de formacion de biopelicula en cepas de Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(SARM). Asimismo, proporciona una base metodoldgica soélida para futuras investigaciones
microbioldgicas, orientadas a la evaluacién de metabolitos o sustancias con actividad anti-

biopeliculas dirigidas al control de microorganismos resistentes.
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Objetivos

Objetivo General

Establecer un protocolo para la formacion y cuantificacion de biopeliculas in vitro en cepas

de Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM).

Objetivos Especificos

— Determinar la capacidad de formacion de biopeliculas de las cepas bacterianas de
SARM aisladas de superficies inertes en clinicas odontoldgicas.

— Comparar la eficacia de diferentes métodos colorimétricos para la cuantificacion de
biopeliculas, considerando su reproducibilidad experimental y su aplicabilidad en

futuras investigaciones microbiolégicas.
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1. Marco tedrico

1.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva anaerobia facultativa que se presenta
a manera de racimos, tétradas, diplococos o cocos individualizados ante un frotis o tincién de
Gram. Ademas, produce enzimas como la catalasa y coagulasa importantes para diferenciar
de otras especies, en agar sangre presenta una B-hemodlisis produciendo colonias con
pigmentaciones doradas, rasgos empleados para su identificacion microbiolégica (Tang et al.,
2024; Sizar et al., 2023).

Staphylococcus aureus puede estar presente de manera normal formando parte de la
microbiota bacteriana en zonas como piel y nasofaringe; sin embargo, es una de las
principales causas de infecciones en la piel, tejidos blandos, oste articulaciones, pulmones y
aquellas causadas por dispositivos médicos como valvulas o protesis (Calderon Parra,
Ramos Martinez, & de la Fuente-Moral, 2022).

La capacidad de este microorganismo para producir enfermedad se debe a que manifiesta
una gran variedad de factores de virulencia entre los que se encuentran las adhesinas y
exoproteinas (exotoxinas y enzimas como nucleasas, proteasas, lipasas, hialuronidasas y
colagenasas), mismas que facilitan su adhesion a superficies inertes, invasion de tejidos o la

evasion de la respuesta inmune del huésped (Gongalves et al., 2020).

Alo largo de los anos, S. aureus ha desarrollado mecanismos de resistencia frente a diversos
agentes antimicrobianos. Inicialmente, adquiri6 resistencia a la penicilina G, posteriormente
a la meticilina y a otros antibiéticos B-lactamicos. Asimismo, se han descrito cepas resistentes
a macrélidos, lincosamidas, aminoglucésidos, fluoroquinolonas, tetraciclinas y cloranfenicol,
antibiodticos que aun se emplean con frecuencia en la practica clinica. Esta capacidad
adaptativa ha dado lugar a la aparicion de cepas multirresistentes (MDR), entre ellas
Staphylococcus aureus meticilino resistente, que representan un desafio significativo para la
salud publica y el tratamiento de infecciones (Pasachova Garzon et al., 2019; Piechota et al.,
2018).

1.2. Staphylococcus aureus meticilino resistente (SARM)

SARM es un estafilococo que ha desarrollado una resistencia a antibiéticos como la penicilina
y, posteriormente, la meticilina. Contrario a lo que se cree, SARM no desarroll6 su resistencia

tras la introduccion del antibiético, sino que, los genes responsables de este comportamiento
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aparecieron al menos 20 afios antes de la introduccién de la meticilina como antibacteriano
en 1960. Inicialmente se uso la penicilina y, se cree que, con ello los genes mecA, fueron

adaptandose hasta generar una resistencia a la meticilina (Harkins et al., 2017).

1.2.1. Mecanismo de resistencia

El mecanismo principal de resistencia a los antibioticos en S. aureus es la adquisicion de
genes de resistencia, como el gen mecA, que confiere resistencia a la meticilina, el cual es
un B-lactamico. Otros mecanismos incluyen la sintesis de bombas de eflujo, enzimas
betalactamasas, modificaciones en las dianas farmacologicas y la disminuciéon de la
permeabilidad farmacolégica debido a cambios en la pared celular bacteriana (Abebe &
Birhanu, 2023; Vindel & Cercenado, 2016).

La resistencia de SARM ante los B-lactamicos esta ligada al cromosoma de casete
estafilocdcico (SCC) portador de genes como mecA y mecC, este ultimo codifica una proteina
ligadora de penicilina alterada (PBP2a/PBP2c), que disminuye la accion de antibidéticos como
la meticilina que actuan en la pared celular bacteriana (Garcia et al., 2019; Hou, Liu, Wei, &
Xu, 2023).

Por otra parte, el mecanismo del gen mecA, cuyo precursor es el gen mecA1, es la
codificacion de PBP2a, con actividad de las enzimas transglicosilasa y transpeptidasa,
logrando asi que SARM continde sintetizando su pared celular y logre sobrevivir ante la
presencia del B-lactamico. Otro factor importante para la resistencia a los B-lactamicos es el

estrés, ya que se presenta una mejor transcripcién y traduccién del gen (Hou et.al, 2023).

Los genes fem (factor esencial para la resistencia a la meticilina) y los factores auxiliares (aux)
participan en la sintesis de peptidoglicano y estabilizan los acidos lipidicos en la pared celular,
respectivamente; estan relacionados con la resistencia a la meticilina (Garcia et al., 2019;
Hou, Liu, Wei, & Xu, 2023).

1.2.2. Epidemiologia

Staphylococcus aureus meticilino resistente es un patdégeno importante que causa
infecciones adquiridas en la comunidad (CA) y adquiridas en la atencion médica (HA). En las
ultimas décadas, tanto el SARM-HA como el SARM-CA se han propagado por todo el mundo.
Aun mas preocupante es que los clones de SARM-CA se han diseminado en hospitales y el
SARM-HA ha ingresado a la comunidad (Lynch & Zhanel, 2022).
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SARM-CA afecta principalmente a piel y pulmones, expresando el gen de resistencia
SCCmec tipo IV y V, siendo la poblacién de riesgo pacientes jovenes sin hospitalizaciones
recientes, sobre todo en deportistas en contacto cercano con otras personas y en personas

que viven en hacinamiento (Abebe & Birhanu, 2023; Donkor & Kotey, 2020).

Mientras que SARM-HA ocasiona infecciones al torrente sanguineo, sitios que han sido
sometidos a procesos quirurgicos o contienen un implante y neumonia, este tipo de variante
expresa el gen de resistencia SCCmec tipo I, Il y Ill, afectando principalmente a pacientes
inmunodeprimidos, en dialisis, hospitalizacion o cirugia reciente (Abebe & Birhanu, 2023;
Donkor & Kotey, 2020).

Un estudio realizado por Duran, Tacuri y Espinoza (2024), en una clinica de la ciudad de
Cuenca, evidencio la presencia de cepas SARM en el 51,2% de los aislados clinicos, siendo
las secreciones las muestras clinicas mas frecuentes. Del total de casos identificados, el
54,76% correspondié a infecciones adquiridas en la comunidad, mientras que el 45,23% se
origind dentro del area hospitalaria. De manera similar, el analisis de las superficies de
teléfonos moviles de estudiantes de la carrera de Enfermeria en Cuenca realizado por
Tenezaca et al. (2025) evidenci6 que, de las 76 muestras evaluadas, el 11, 84% correspondié

a S. aureus, y de estas, el 44,44% presento resistencia a la meticilina.
1.2.3. Impacto de biopeliculas de SARM

1.2.3.1. Superficies y fomites mas frecuentemente contaminados

El hallazgo de S. aureus incluye entornos atléticos, ambulancias, banos publicos, playas,
refugios, hoteles, guarderias, transporte, dispositivos médicos y electrénicos, entornos
hospitalarios e industrias alimentarias (carnicos y lacteos) siendo una amenaza a la salud
publica y alimenticia (Jaradat et al., 2020; Schmidlin et al., 2010; Rodriguez-Lazaro et al.,
2018).

De acuerdo con un estudio realizado por Gongalves et al. (2020), se recolectaron 354
muestras de instrumentos y equipos odontolégicos como escupidera dental, mesa, jeringa de
aire y agua, luz, cabecera y apoyabrazos de silla, de las cuales 157 se encontraban
contaminadas y de estas, SARM se presenté en 62 muestras y S. aureus sensible a la
meticilina (SASM) en 139; la superficie con mayor contaminacion con SARM fue el

apoyabrazos (29,7%), seguida de escupidera dental (24,3%) y la cabecera (27%).
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1.2.3.2. Fuentes y vias de transmision

SARM puede ser transferido directa e indirectamente de las superficies, en donde, puede
encontrarse de manera prolongada (horas, dias 0 meses) segun la cantidad del patégeno
presente, la caracteristica de la superficie y de los factores ambientales (Jaradat et al., 2020).
Mayoritariamente se han encontrado biopeliculas fijadas en multiples materiales como vidrio,
caucho, acero inoxidable, superficies alimentarias, madera, plastico y polipropileno (Han &
Lee, 2023).

A pesar de las medidas higiénico-sanitarias aplicadas por el personal, evitar completamente
la transmisién cruzada de estos microorganismos es realmente complicado, debido a que,
durante la atencion odontoldgica, el paciente no solo esta expuesto al contacto directo, sino
también a bioaerosoles generados en la unidad dental como una de las principales vias de
contaminacién, seguido del equipo de proteccion personal (EPP), manos del dentista y
superficies los cuales son considerados reservorios de SARM que incrementan el riesgo de

diseminacion microbiana (Teles et al., 2024).

1.2.3.3. Importancia clinica y repercusiones en odontologia

Dentro de clinicas dentales, S. aureus y su variante SARM colonizan la cavidad bucal,
generando en los pacientes patologias orales y periorales como xerostomia, Ulceras orales,
abscesos faciales, entre otros (Gongalves et al., 2020). Aunque el riesgo de infeccion es
menor que en hospitales debido a que el tiempo de contacto odontdlogo-paciente es
relativamente corto, debe considerarse como un problema de salud publica. Es importante
que el odontdlogo mantenga una ética de trabajo con protocolos clinicos estrictos, ya que la
limpieza y el cuidado dentro de las instalaciones y de los materiales son significativos para

prevenir al paciente de futuras infecciones (Teles et al., 2024).

1.3. Biopeliculas bacterianas

1.3.1. Definicién y estructura

Las biopeliculas son estructuras formadas por células microbianas que se adhieren entre si
y a superficies tanto vivas como inertes, se encuentran rodeadas por una matriz extracelular
autogenerada (Payne & Boles, 2016; Idrees, Sawant, Karodia, & Rahman, 2021; Pasachova,
Ramirez, & Munoz, 2019). Esta estructura les confiere a las bacterias una notable capacidad
para resistir condiciones adversas, persistir en el huésped y evadir tanto la respuesta inmune

como los tratamientos antimicrobianos convencionales (Payne & Boles, 2016).
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En Staphylococcus aureus, la matriz extracelular, también conocida como sustancia
polimérica extracelular (EPS), constituye entre el 50 y el 90% de la masa total de la biopelicula
y estd compuesta principalmente por polisacaridos, proteinas y ADN extracelular (€DNA)
(Payne & Boles, 2016; Idrees, Sawant, Karodia, & Rahman, 2021). La composicién de esta
matriz varia segun la cepa y las condiciones ambientales, lo que explica las diferencias en la
persistencia de las biopeliculas entre cepas del mismo microorganismo (Payne & Boles,
2016).

El principal polisacarido presente en la matriz es el polisacarido de adhesina intercelular (PIA)
o poli-N-acetilglucosamina (PNAG), sintetizado por las enzimas codificadas en el operén ica;
este es importante en la formacion de biopeliculas y en la resistencia frente a antimicrobianos
(Payne & Boles, 2016; Idrees, Sawant, Karodia, & Rahman, 2021). En algunas cepas, sin
embargo, la formacidon de biopeliculas puede ser independiente de polisacaridos,
predominando las proteinas y el eDNA como componentes estructurales principales (Payne
& Boles, 2016).

Las proteinas de superficie, tales como la proteina asociada a la biopelicula (BAP), proteina
de unioén a la superficie de S. aureus (SasG), proteina de unioén a la superficie A (Spa) y las
proteinas de union a fibronectina (FnBP), favorecen la interaccion célula-célula y la adhesién
a superficies (Payne & Boles, 2016; Idrees, Sawant, Karodia, & Rahman, 2021).
Adicionalmente, las modulinas solubles en fenol (PSM) forman fibras amiloides en S. aureus
que aportan resistencia a detergentes y proteasas (Payne & Boles, 2016). EI ADN extracelular
cumple una funcién esencial como transmisor horizontal de genes, de adhesién célula-célula
y ha superficies, de estructura, y de resistencia tanto al sistema inmune como a

antibacterianos (Payne & Boles, 2016; Idrees, Sawant, Karodia, & Rahman, 2021).

1.3.2. Etapas de formacion de la biopelicula

La formacion de una biopelicula de S. aureus es un proceso dinamico y formado de varias
etapas que comprenden: adhesion inicial, proliferacién, maduracion y dispersion (Pasachova,
Ramirez, & Mufioz, 2019; Bhattacharya & Horswill, 2024). Este proceso es reversible en la
fase inicial de fijacion y adhesion, pero una vez que las colonias pasan la fase inicial, puede

conducirse a una fijacion irreversible a diferentes superficies (Figura 1) (Pai et al., 2023).
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Figura 1. Etapas de formacion de la biopelicula.

Reversible Irreversible phases
phases

©
Motility Adhesion Maturation Dispersion new niches
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adhension embedded in EPS release balance new cycle

Nota. Adaptado de A growing battlefield in the war against biofilm-induced
antimicrobial resistance: insights from reviews on antibiotic resistance, por Liu, P.,
Patil, S., Liu, S. & Wen, F., 2023, Frontiers in Cellular and Infection Microbiology,
https://doi.org/10.3389/fcimb.2023.1327069). Licencia CC.

A. Adhesion inicial: Esta etapa comprende la fijacion y adhesion de las células
planctonicas que han sido transportadas a una superficie de soporte bidtica (tejidos
vivos como ceélulas epiteliales del intestino, tracto urinario) o abidtica (dispositivos
médicos), por conveccion, movimiento browniano o sedimentacion (Zhao et al., 2023;
Liu et al., 2024). La adhesion se ve facilitada por las interacciones de van der Waals
y las fuerzas no covalentes, y reforzada mediante adhesinas estructurales como pilis
y flagelos que forman parte de la envoltura celular, de esta forma, las células
microbianas plancténicas se transforman en células estables (Shineh et al., 2023). Sin
embargo, este proceso puede ser reversible y la adhesién débil ya que otros factores
pueden modificar la adhesién (Zhao et al., 2023). Entre los factores ambientales que
permiten una mejor adhesién se encuentran superficies rugosas, hidrofobicas y de
carga superficial positiva (Pasachova, Ramirez, & Mufoz, 2019; Bhattacharya &
Horswill, 2024).

B. Proliferacion: Tras la adhesion, se consolidan las interconexiones bacterianas
mediante la hidrofobicidad de la superficie celular bacteriana, los enlaces de
hidrégeno, los enlaces covalentes, los enlaces ionicos y las interacciones dipolo-
dipolo (Zhao et al., 2023). Dando asi inicio a la replicacién bacteriana, desarrollo de

microcolonias y produccién de la matriz extracelular compuesta de PIA, proteinas y
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1.3.3.

eDNA (Bhattacharya & Horswill, 2024; Payne & Boles, 2016). En esta etapa, se inicia
la secrecion de sustancias exopoliméricas que conduce a una adhesion irreversible y,
al ser hidrofébicas, forman puentes iénicos, lo que favorece la condensacion
bacteriana y estabiliza la estructura tridimensional de la biopelicula (Shineh et al.,
2023; Zhao et al., 2023). De igual forma, mediante la deteccion de quérum (QS) las
células bacterianas sintetizan y liberan monofosfato de diguanilato ciclico intracelular

(c-di-GMP), un segundo mensajero.

Maduracion: En esta etapa las células forman interconexiones bacterianas y secretan
matriz extracelular iniciando la formacién de microcolonias. Durante este proceso, las
bacterias continuan replicandose y aumentando la produccion de la matriz extracelular
favoreciendo asi el crecimiento de microcolonias (Zhao et al., 2023; Shineh et al.,
2023). Conforme la matriz de EPS se acumula y se forman las colonias bacterianas,
se produce una alteracién en la expresion génica y se generan canales de agua que
suministran nutrientes disponibles a la comunidad celular y eliminan los productos
extrafios (Zhao et al., 2023).

Dispersion: De la biopelicula madura, células bacterianas o microcolonias se
desprenden de la superficie retornando al estado plancténico para colonizar nuevas
superficies mediante la interaccion que se ve regulada por sefales quimicas
(Pasachova, Ramirez, & Munoz, 2019; Zhao et al., 2023). La dispersion puede ser
ocasionada por un mecanismo activo o pasivo (Liu et al., 2024; Luo et al., 2022). El
mecanismo activo se debe a la dispersion por siembra, en la cual las células
bacterianas se desprenden dejando cavidades huecas en su interior; este proceso
suele presentarse cuando se ven afectadas por enzimas degradadoras de la matriz,
antimicrobianos, falta de nutrientes y bajos niveles de ¢c-di-GMP (Zhao et al., 2023; Liu
et al., 2024). Por otro lado, el mecanismo pasivo corresponde a la dispersion por
desprendimiento, provocada por la pérdida repentina de una gran parte de la
biopelicula o por procesos de erosion donde fragmentos mas pequenos se
desprenden, este ultimo esta inducido por fuerzas externas, como el cizallamiento
(Zhao et al., 2023; Liu et al., 2024).

Genes y mecanismos de regulacion de S. aureus implicado en biopeliculas

La formacién y regulacion de biopeliculas en S. aureus depende de la expresion coordinada

de diversos genes, entre los que destacan genes de proteinas de unién al fibrindgeno (fib),

FnBP, adhesion intercelular (icaA, icaB, icaC e icaD), factor de aglutinacion (clf), proteina de
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unidn a elastina (ebps) y proteina de unién a laminina (eno), todos estos genes participan en
la adherencia, penetracion y colonizacion hacia el huésped (superficies vivas), por otra parte,
y el gen de la proteina de unién al colageno (can) esta implicado en la adherencia a superficies
inertes. La dispersién de la biopelicula estd mediada por genes del sistema regulador de
genes accesorios (agr) que regulan proteasas y PSM, que actidan en consecuencia a la

activacion del péptido autoinductor o AIP (ldrees, Sawant, Karodia, & Rahman, 2021).

1.3.4. Factores ambientales y de superficie que favorecen la formacién de

biopeliculas

Diversos factores fisicos, quimicos y ambientales influyen en la capacidad de S. aureus para
formar biopeliculas. Las temperaturas elevadas, glucosa y concentraciones subinhibitorias de
antibioticos pueden estimular la sintesis de PIA y favorecer el desarrollo de biopeliculas. De
igual manera, la rugosidad, la porosidad y la naturaleza hidrofébica de las superficies, como
las de catéteres o protesis, facilitan la adhesién inicial (Pasachova, Ramirez, & Mufioz, 2019;
Liu, Zhang, & Ji, 2020; Shineh et al., 2023).

El incremento en la concentracion de cloruro de sodio o glucosa y la limitacion de nutrientes
promueven la expresion del operon icaADBC y la produccidon de matriz extracelular. Estos
factores explican la persistencia de S. aureus en ambientes hospitalarios y dispositivos
médicos (Liu, Zhang, & Ji, 2020; Idrees, Sawant, Karodia, & Rahman, 2021).

1.3.5. Resistencia de las biopeliculas a antimicrobianos y desinfectantes

La formacioén de biopeliculas asociada a los cambios genéticos y fenotipicos dentro de las
bacterias encapsuladas en la matriz es una de las estrategias que emplea SARM para resistir
los efectos de los agentes antimicrobianos (Pai et al., 2023; Aboelnaga et al., 2024). Las
biopeliculas de S. aureus muestran una resistencia hasta mil veces superior a la de las
bacterias plancténicas frente a antimicrobianos y desinfectantes (Tuon et al., 2023). Esta

resistencia puede ser intrinseca o extrinseca y se debe a los siguientes mecanismos:

a. Mecanismos fisicos

— Sustancia Polimérica Extracelular (EPS): al ser una barrera fisica, impide la difusion
eficiente de los agentes antimicrobianos ya que limitan su transporte y penetracion
(Almatroudi, 2025; Pai et al., 2023). De esta forma, la baja tasa de penetracién provoca
concentraciones insuficientes de agentes antimicrobianos dentro de la biopelicula y

reduce su eficacia (Silva et al., 2021).
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Captacién idnica: el eDNA vy los polisacaridos pueden quelar cationes alterando la
superficie y acidificando la biopelicula, lo que se traduce en un aumento de la

resistencia antibacteriana (Ibafez, Zafra, & Gonzalez, 2017).

b. Mecanismo biologicos

1.4.

Bombas de eflujo: la sobreexpresién de bombas de eflujo como NorA, da lugar a la
expulsion de farmacos reduciendo su concentracion, de igual forma expulsa
moléculas de deteccion de quérum sensing (QS) para regular el sistema QS (Liu et
al., 2024).

Segundos mensajeros: el di-GMP ciclico (c-di-GMP) influye en la formacién de
biopeliculas y el metabolismo bacteriano. De modo que una alta concentracién de c-
di-GMP promueve la formacién de biopeliculas, provocando un rapido consumo de
energia en la produccion de los componentes de la matriz y reduciendo el estado
metabdlico en las bacterias de las biopeliculas maduras (Liu et al., 2024). Al presentar
tasas metabdlicas mas bajas, entran en estados de latencia y se disminuye la
velocidad de absorcion de antimicrobianos, limitando su eficacia (Shineh et al., 2023).
Transferencia horizontal de genes: la fransferencia de genes mediada por
elementos genéticos moviles, como plasmidos, transposones e integrones, permite
que genes de resistencia antimicrobiana sean transferidos entre especies y cepas
bacterianas dentro de las biopeliculas, dando lugar a la aparicion de cepas
multirresistentes (Pai et al., 2023; Tran et al., 2023). Ademas, la proximidad celular y
la presencia de eDNA facilitan la conjugacion y diseminacién de genes de resistencia

antimicrobiana (lbanez, Zafra, & Gonzalez, 2017; Silva et al., 2021).

Métodos para la formacién y cuantificacion in vitro de biopeliculas

El estudio de biopeliculas in vitro en modelos estaticos como placas de microtitulaciéon

multipocillo es relativamente econdmico y de alto rendimiento; sin embargo, su alcance puede

estar limitado ya que muy pocos entornos in vivo son constantemente estaticos (Grossman
etal., 2021).

Ademas, al tratarse de cultivos discontinuos con un unico aporte de nutrientes al final del

periodo de incubacion, existe la posibilidad de que dichos nutrientes se agoten y sean

reemplazados por metabolitos bacterianos. Si bien esto puede no afectar a los ensayos con

tiempos de incubacion relativamente cortos (24 horas o menos), debe tenerse en cuenta al

realizar experimentos con tiempos de incubacién prolongados (Grossman et al., 2021).
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A pesar de que los métodos in vitro son técnicas rapidas, faciles de replicar y que permiten a

los investigadores manipular y adaptar el crecimiento de biopeliculas a cada experimento, no

representan adecuadamente el crecimiento de biopeliculas en una superficie bidtica, donde

la actividad metabdlica del entorno (microbiota del huésped y/o superficies sobre las que

crecen) puede afectar su desarrollo (Grossman et al., 2021).

1.4.1.

Formacion in vitro de biopeliculas
Medios de cultivo empleados

Los medios de cultivo empleados dependen del objetivo de estudio y del agente
patogeno utilizado. El caldo tripticasa soya (TSB) es un medio comunmente utilizado
dentro de la formacion de biopeliculas de S. aureus y su suplementacion con glucosa
mejora la produccion y estabilizacién de la biomasa de las biopeliculas (Han & Lee,
2023; Lade et al., 2019). Por otro lado, la infusién cerebro-corazén (BHI) es utilizada
en especies mas exigentes como Leuconostoc mesenteroides para observar cémo
interfiere la composicién de la matriz (dextrano y algunas enzimas) en el desarrollo de
las biopeliculas (Han & Lee, 2023). Para un ensayo de investigacion sobre el tiempo
en el que mejor se produce una biopelicula en especies como Pseudomonas
aeruginosa y Streptococcus pyogenes se ha empleado caldo Mueller-Hinton (MHB),
ademas puede emplearse para detectar el efecto antimicrobiano de antibiéticos como
vancomicina y ciprofloxacino en biopeliculas de SARM, Staphylococcus epidermidis,

S. aureus, Escherichia coliy P. aeruginosa (Han & Lee, 2023).

Tipos de superficies para cultivo (in vitro)

Las placas de microtitulacién son las mas usadas en la formacién de biopeliculas y en
la evaluacion de sustancias anti-biopeliculas; a pesar de tener un alto rendimiento,
representan una gran variabilidad entre ensayos. Las microplacas tienen pocillos de
poliestireno con fondo en U o en fondo plano y representan un medio estatico (Kragh,
Alhede, Kvich, & Bjarnsholt, 2019).

Condiciones de incubacién y estandarizacién de inéculo

Estandarizar el in6culo y las condiciones de incubaciéon es importante para lograr y
garantizar ensayos reproducibles en la formacion de biopeliculas de S. aureus. De
acuerdo con Singh et al. (2017), uno de los aspectos criticos es la estandarizacion del
inéculo bacteriano en solucion salina al 0,9% a una turbidez equivalente a 0,5
McFarland, permitiendo que se mantenga una concentracién bacteriana uniforme para

otros ensayos o la utilizacion de otras cepas. Tras esto, es recomendable la dilucién
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en un medio de cultivo para obtener una densidad celular apta para la adhesion y

formacion de biopeliculas.

Por otro lado, Tiberiu et al. (2025) mencionan que las microplacas deben mantenerse
estaticas por un periodo de 18-24 horas a 37 °C para que se formen biopeliculas

maduras y detectables ante una tincion y lectura.

Ambos autores mencionan volumenes de 100-200 pL para la inoculacion de los
micropocillos, ademas, resaltan la importancia de incluir controles positivos y
negativos, siendo asi que el conjunto de todo lo anteriormente mencionado ayuda a

que los ensayos generen resultados consistentes y comparables entre estudios.

1.4.2. Cuantificacion de biopeliculas

La determinacion de las biopeliculas se puede realizar mediante métodos directos e
indirectos. Entre los métodos directos se incluyen técnicas microscopicas como la
microscopia optica, microscopia de fluorescencia avanzada, microscopia confocal de barrido
laser (CLSM), microscopia de fuerza atémica (AFM) y la microscopia electrénica de barrido,
las cuales a menudo no son viables debido a su elevado costo y complejidad (Nirmala et al.,
2024). En cuanto a los métodos indirectos, se encuentran técnicas de tincién con cristal
violeta y rojo Congo, el ensayo con resazurina y la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
para la deteccion de genes asociados a biopeliculas (Nirmala et al., 2024; Grossman et al.,
2021).

— Cristal violeta (CV): El ensayo con cristal violeta se emplea para medir la biomasa
total y visualizar la distribucién de la biopelicula (Haval et al., 2025; Grossman et al.,
2021; Gascon et al., 2021). De tal forma que el colorante se adhiere a las células
microbianas y a los componentes de la matriz extracelular (Nirmala et al., 2024; Haval
et al., 2025). Este método se considera una técnica sencilla, de bajo costo y versatil;
no obstante, presenta limitaciones, ya que no permite diferenciar entre células viables
y no viables, ni aporta informacion sobre la estructura, composicién o dinamica de la
biopelicula (Haval et al., 2025).

— Sal de tetrazolio (MTT): El 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro, o
también llamado MTT, es un reactivo colorante empleado para evaluar la actividad
metabdlica de células bacterianas vivas adheridas en biopeliculas in vitro por
micropocillos. Las enzimas deshidrogenasas de las bacterias convierten el colorante
MTT en cristales de formazan de color purpura, lo cual permite estimar indirectamente
el numero de células viables/metabdlicamente activas (Domnin et al., 2025; Benov, L.,
2019).
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Los resultados del ensayo con MTT deben ser interpretados y analizados
adecuadamente, la reduccién de MTT puede depender de la composicion del medio
(aminoacidos principalmente), la densidad celular y la solucién apropiada del
formazan (Benov, L., 2019).

— Resazurina: El colorante resazurina es ampliamente utilizado, se puede manejar en
el area de microbiologia, biologia celular y en farmacéutica. La resazurina se reduce
a resorufina fluorescente debido a la actividad metabdlica de las células viables
mediante enzimas mitocondriales, pasando de una coloraciéon azul a una coloracion
rosada. Es un ensayo mas sensible que el que se realiza con MTT debido a que con
la resazurina se detectan cambios metabdlicos por mas bajos que sean (Petiti, Revel,
& Divieto, 2024).
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2. Metodologia

21. Tipo y disefo de investigacion

El presente estudio fue una investigacion experimental de tipo cuantitativo y correlacional.
Esta investigacion se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia del Grupo de Plantas
Medicinales y Productos Naturales del Departamento de Biociencias de la Universidad de
Cuenca. En este estudio se controlaron diferentes factores como el tiempo de incubacién a
24 horas, la temperatura a 37 °C, el inéculo bacteriano a 0,5 MacFarland, las longitudes de
onda fueron seleccionadas de acuerdo con la técnica de cuantificacion (cristal violeta, MTT y
resazurina), para observar su influencia en la formacion y cuantificacion de biopeliculas de

Staphylococcus aureus meticilino resistente.

2.2. Muestras y controles

Se utilizaron seis cepas de Staphylococcus aureus meticilino resistente recuperadas de
clinicas odontolégicas de la ciudad de Cuenca confirmadas como SARM por métodos
moleculares mediante amplificacién de genes nucA y femB. Las cepas empleadas se
identificaron como: SARM 23, 61, 122, 259, 1037 y 1098. Como controles positivos de la
formacion de biopeliculas se utilizaron las cepas de referencia Staphylococcus aureus ATCC
25923™ y Staphylococcus aureus BAA-44™ mientras que la esterilidad del medio se empled
como control negativo. Para los ensayos de cuantificacion mediante cristal violeta y MTT se
realizaron doce réplicas por cada muestra, seis réplicas para los controles positivos y dos
réplicas correspondientes a los controles de esterilidad. En el caso del ensayo con
resazurina, se efectuaron seis réplicas tanto para las muestras como para los controles
positivos y de esterilidad. El control de esterilidad se realizd, con el fin de asegurar la

confiabilidad y validez de los resultados obtenidos.

2.3. Formacion de biopeliculas

2.3.1. Reactivacion y preparacion de cepas bacterianas y controles

Las cepas bacterianas utilizadas fueron aisladas en una investigacion previa, independiente
del desarrollo de este trabajo, y se encontraban criopreservadas a —80 °C junto con los
controles. Por lo que fue necesaria su reactivacién y posterior aislamiento desde los
crioviales. Para ello, cada muestra y control se descongelé de manera gradual y se sembro

en agar Tripticasa de Soya (Becton Dickinson®), incubandose en un ambiente aerobio a 37
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°C durante 18-24 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion, se verifico la pureza del

crecimiento bacteriano y las caracteristicas macroscopicas de cada cepa bacteriana.
2.3.2. Formacion de biopeliculas

Para la formacién de biopeliculas, se utilizd la metodologia sugerida por Rimi et al. (2024)
con modificaciones. A partir de cada cepa bacteriana (muestras y controles) se preparé un
inéculo bacteriano equivalente a 0,5 en escala McFarland en solucion salina estéril;
posteriormente se realizd una dilucion 1:10 en caldo Tripticasa Soya (TM Media™)
suplementado con D-glucosa al 10% (p/v) a partir de reactivo grado analitico (Merck®) y se
dispensaron 200 yL de cada cultivo diluido en microplacas estériles de 96 pocillos fondo
plano (Greiner™) (Anexo A). Cada microplaca se incub6 en ambiente aerobio a 37 °C por 24
horas sin agitacion. Transcurrido el tiempo de incubacién, el crecimiento bacteriano se estimo
mediante la lectura de la absorbancia a una longitud de onda 600 nm (ODsgo) utilizando un
lector de microplacas multimodelo Synergy (BioTek Instruments) (Nirmala et al., 2024;
Moreno et al., 2023).

La suplementacion con glucosa se encuentra ampliamente descrita en protocolos para la
formacion de biopeliculas, debido a su papel como fuente esencial de carbono y energia.
Este sustrato favorece la sintesis de polisacaridos extracelulares y la produccion de ATP
necesaria para la proliferacién celular, lo que promueve la adhesion inicial de las bacterias y
la formacion de la matriz extracelular polimérica, procesos fundamentales en el desarrollo y

maduracién de biopeliculas en Staphylococcus aureus.

2.3.3. Cuantificacion de biopeliculas

Para realizar la cuantificacion de la formacién de biopelicula de las cepas de Staphylococcus

aureus meticilino resistente, se utilizaron tres metodologias:
2.3.3.1. Método 1: Cuantificacion de biopeliculas mediante cristal violeta

Para la cuantificacion por cristal violeta se aplicé una metodologia combinada por Rimi et al.
(2024), Notcovich et al. (2018) y George et al. (2025).

En la microplaca, el medio de cultivo se elimind por decantacidn mediante inversion.
Posteriormente, se realizaron tres lavados con PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline, Sigma-
Aldrich®) por inmersién durante 5 segundos, aplicando movimientos de vaivén suaves. La
microplaca se dejo secar en posicion invertida durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Las bacterias adheridas se fijaron mediante la adicién de 200 yL de etanol al 95% (Merck®)
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en cada micropocillo, con un tiempo de incubacién de 15 minutos. Posteriormente, el etanol
se eliminé por decantacion y la microplaca se dejo secar nuevamente bajo las mismas

condiciones.

A continuacién, se adicionaron 200 pL de violeta cristal al 1% (Sigma-Aldrich®) a cada
micropocillo y se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. El exceso de colorante
se eliminé por decantacion, seguido de un lavado con agua destilada estéril. La microplaca
se dejo secar en posicion invertida durante 30 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
el tiempo de secado, el colorante retenido se disolvié mediante la adicion de 200 uL de acido
acético al 33% (Merck®) durante 10 minutos. Finalmente, la cuantificacion de la biopelicula
se estimé por espectrofotometria, midiendo la absorbancia a 570 nm y 585 nm utilizando un

lector de microplacas multimodelo Synergy (BioTek Instruments) (Anexo B).
2.3.3.2. Método 2: Cuantificacion de biopeliculas mediante sal de tetrazolio (MTT)

Para la cuantificacién de biopeliculas mediante MTT se aplicé la metodologia empleada por
Tian et al. (2025), Akter et al. (2025), Thermo Fisher Scientific (2021) y Domnin et al. (2025).

En la microplaca, el medio de cultivo se elimind por decantacion mediante inversion.
Posteriormente, se realizé un lavado con PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline, Sigma-
Aldrich®) por inmersion durante 5 segundos, aplicando movimientos de vaivén suaves. La
microplaca se dejo secar en posicion invertida durante 10 minutos a temperatura ambiente.
A continuacion, se adicionaron 10 yL de MTT: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
bromuro (5 mg/mL) (Sigma-Aldrich®) a cada micropocillo, realizandose dos incubaciones a
37 °C en oscuridad: la primera durante 30 minutos y la segunda durante 2 horas, hasta
observar el cambio de color de amarillo a purpura. Es importante mantenerlo fuera del
alcance de la luz para evitar la fotodegradacion del reactivo y la reduccion del tetrazolio, lo
que podria interferir en la formacién del formazan y en la precision de las lecturas

espectrofotométricas.

Transcurrido el tiempo de incubacion, el MTT se elimind por decantacién mediante inversiéon
y el formazan formado se disolvié con 100 uL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich®)
durante 30 minutos en un agitador orbital a 200 r.p.m. El volumen disuelto se transfirié a una
nueva microplaca y la cuantificacion de la biopelicula se realiz6 mediante espectrofotometria,
midiendo la absorbancia a 570 nm y 595 nm utilizando un lector de microplacas multimodelo

Synergy (BioTek Instruments) (Anexo C).
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2.3.3.3. Método 3: Cuantificacion de biopeliculas mediante resazurina

Para la cuantificacion de biopeliculas mediante resazurina se aplicé la metodologia empleada
por Longhin et al. (2022).

En la microplaca, el medio de cultivo se eliminé por decantacion mediante inversion.
Posteriormente, se realizé un lavado con PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline, Sigma-
Aldrich®) por inmersion durante 5 segundos, aplicando movimientos de vaivén suaves. La

microplaca se dejo secar en posicién invertida durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se adicionaron 20 uL de PrestoBlue™ (40 mg/mL) (Invitrogen) a cada
micropocillo y se incubd a 37 °C con agitacion continua a 150 r.p.m. durante 10 minutos,
hasta observar el cambio de color de azul a rojo (resorufina). La cuantificacién de la
biopelicula se realiz6 mediante espectrofotometria, midiendo la fluorescencia a 560/590 nm
(excitacién/emision) a los 10 minutos y, posteriormente, cada 10 minutos hasta completar 2

horas (Anexo D).

2.4. Analisis estadistico

Los valores de densidad 6ptica (OD) obtenidos tras la cuantificacion de la formacion de
biopelicula de cepas SARM con cristal violeta y con MTT fueron organizados en tablas de
Excel. Para la identificaciéon y eliminacion de datos atipicos, se calculd el promedio (X), la
desviacion estandar (s) y coeficiente de variacién (%CV), a partir de los cuales se realizaron

los diagramas de cajas y bigotes para evaluar la dispersiéon de datos.

Los datos fueron analizados mediante el software estadistico InfoStat, aplicando un analisis
de varianza (ANOVA) de una via y la prueba de comparaciones multiples de Tukey. Se
realizaron comparaciones entre longitudes de onda para el cristal violeta, tiempos y longitudes

de onda en el MTT vy, finalmente, se compararon las tinciones a 570 nm.

Debido a la elevada variabilidad registrada en las lecturas obtenidas mediante el ensayo con
resazurina, no se realizé el analisis estadistico correspondiente, ya que los resultados
carecieron de consistencia y reproducibilidad a nivel experimental. Esta falta de confiabilidad
se evidencié tanto en los controles positivos como en los controles negativos que contenian
unicamente el medio de cultivo, lo que sugiere interferencias metodoldgicas o reacciones no
especificas del indicador. En consecuencia, dicha variabilidad impidié una interpretacion
objetiva de los datos y limité la validez de la resazurina como método de cuantificacion de

biopeliculas.
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2.5. Calculos para la clasificacion segun la capacidad de produccién de biopeliculas

y viabilidad celular.

Tras la selecciéon de las lecturas de densidad optica (OD), se calcul6 el promedio de las
réplicas y se restd el valor del blanco. Posteriormente, se aplicaron las férmulas
correspondientes para determinar la capacidad de formacion de biopeliculas. Segun George
et al. (2025), la cuantificacion de la biomasa mediante cristal violeta se basa en criterios que
permiten clasificar la capacidad formadora de biopeliculas, como se muestra en la Ecuacion
1y la Tabla 2. De manera analoga, el ensayo MTT permite cuantificar la viabilidad celular,
siguiendo la Ecuacion 2 (Tambone et al., 2021).
Ecuacion 1. Férmula para cuantificacion de biomasa con cristal violeta
ODc = 0D control negativo + 3 s control negativo
Donde:
ODc: densidad 6ptica del control

ODT: densidad 6ptica de la muestra

s: desviacion estandar

Tabla 1. Criterios de clasificacion de capacidad formadora de biopeliculas.

Criterios de clasificacion Interpretacion
ODT < ODc No productor
ODc < ODT <2 x ODc Productor débil
2x ODc <ODT <4 x ODc Productor moderado
4 x ODc < ODT Productor fuerte

Ecuacion 2. Férmula para cuantificacion de viabilidad celular con MTT.

o Abs muestra
% viabilidad celular = Abs control positive X 100%
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3. Resultados

3.1. Cuantificacion de formacion de biopelicula de Staphylococcus aureus

meticilino resistente con cristal violeta

Se realizé la cuantificacién de biopeliculas de SARM por medio de la tincidn con cristal violeta
al 1%, se obtuvieron OD a 570 y 585 nm. Los resultados de las lecturas a 570 nm y 585 nm
se presentan en la Tabla 2 y 3, respectivamente, donde se muestra el nimero de réplica (R),
media aritmética (X), desviacion estandar (s), OD de la muestra (ODT), OD de los controles

(ODc) y la clasificacién segun su capacidad formadora de biopelicula.

Tabla 2. Resultados de la lectura a ODs7 y clasificacion de cepas SARM segun su

capacidad de formar biopeliculas.

Cepas bacterianas X ODs70 s oDT oDC Clasificacion
SARM 23 0,19 0,01 0,098 No productor
SARM 61 0,16 0,02 0,069 No productor
SARM 122 0,24 0,01 0,147 Productor débil
SARM 259 0,68 0,01 0,587 Productor fuerte

SARM1037 0,78 0,06 | 0,688 Productor fuerte
SARM1098 0,30 0,01 0,210 Productor débil
SAU BAA 44 0,23 0,02 | 0,141 Productor débil
SAU ATCC 25923 0,79 0,05 | 0,699 Productor fuerte
Esterilidad 0,09 0,01 0,112

Nota. SAU: Staphylococcus aureus. SARM: Staphylococcus aureus meticilino resistente.

En la Figura 2 y 3 se muestra la capacidad formadora de biopeliculas de cada cepa de SARM
a 570 y 585 nm, respectivamente. Se observaron diferencias significativas entre las cepas (p
<0,0001), evidenciandose una mayor produccion de biomasa en las cepas SARM 259, SARM
1037 y el control positivo (S. aureus ATCC 25923™), en comparaciéon con el resto de las
cepas analizadas. En ANOVA-Tukey, las letras sobre cada barra indican diferencias
significativas entre las medias (p < 0,05); por otro lado, las barras que comparten una letra
tienen similitudes entre si (p > 0,05).
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Tabla 3. Resultados de la lectura a ODsgs y clasificacion de cepas SARM segun su

capacidad de formar biopeliculas.

Cepas bacterianas X ODsss s oDT oDC Clasificacion
SARM 23 0,270 0,012 | 0,146 Productor débil
SARM 61 0,204 0,038 | 0,079 No productor
SARM 122 0,298 0,009 | 0,173 Productor débil
SARM 259 0,962 0,072 | 0,838 Productor fuerte

SARM1037 1,074 0,141 0,950 Productor fuerte
SARM1098 0,372 0,023 | 0,247 Productor débil
SAU BAA 44 0,304 0,020 | 0,179 Productor débil
SAU ATCC 25923 1,099 0,027 | 0,974 Productor fuerte
Esterilidad 0,125 0,003 0,133

Nota. SAU: Staphylococcus aureus. SARM: Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Figura 2. Capacidad de formacion de biopeliculas de cepas de SARM determinada por

cristal violeta (ODsz).
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Figura 3. Capacidad de formacion de biopeliculas de cepas de SARM determinada por
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3.2. Cuantificacion con MTT
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La cuantificacién con MTT se realizé a dos longitudes de onda (570 y 595 nm) a los 30 minutos

y a las 2 horas, los resultados presentan en las Tablas 4, 5, 6 y 7 en donde se indica de cada

analisis el niumero de réplica (R), media aritmética (X), desviacion estandar (s), OD de la

muestra (ODT) y el porcentaje de viabilidad celular de cada cepa.

Tabla 4. Resultados de la lectura a los 30 minutos a ODs7 y porcentaje de viabilidad celular.

Cepas bacterianas X ODs70 s oDT oDC
SARM 23 1,16 0,05 1,092 51,71
SARM 61 0,66 0,07 0,592 28,03

SARM 122 0,99 0,04 0,922 43,68
SARM 259 1,30 0,04 1,229 58,20
SARM 1037 1,27 0,05 1,196 56,66
SARM 1098 0,93 0,02 0,863 40,90
SAU BAA 1,46 0,07 1,389 65,80
SAU ATCC 2,18 0,11 2,111 100,00
Esterilidad 0,07 0,01

Nota. SAU: Staphylococcus aureus. SARM: Staphylococcus aureus meticilino resistente.
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Tabla 5. Resultados de la lectura a los 30 minutos a ODsgs y porcentaje de viabilidad celular.

Cepas bacterianas X ODsgs s oDT oDC
SARM 23 1,041 0,046 0,978 52,094
SARM 61 0,588 0,058 0,525 27,947

SARM 122 0,888 0,034 0,825 43,950
SARM 259 1,160 0,038 1,096 58,399
SARM 1037 1,133 0,055 1,070 56,987
SARM 1098 0,816 0,021 0,752 40,078
SAU BAA 1,286 0,067 1,223 65,153
SAU ATCC 1,940 0,095 1,877 100,000
Esterilidad 0,064 0,005

Nota. SAU: Staphylococcus aureus. SARM: Staphylococcus aureus meticilino resistente.

Tabla 6. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODs79 y porcentaje de viabilidad celular.

Cepas bacterianas X ODs70 - 2 horas s oDT %VIABILIDAD
SARM 23 2,14 0,06 2,072 67,104
SARM 61 1,82 0,18 1,749 56,644
SARM 122 2,25 0,11 2,176 70,472
SARM 259 2,82 0,13 2,747 88,957
SARM 1037 2,92 0,06 2,850 92,277
SARM 1098 2,14 0,04 2,069 67,012
SAU BAA 2,45 0,26 2,385 77,243
SAU ATCC 3,16 0,1 3,088 100,000
Esterilidad 0,07 0,01

Nota. SAU: Staphylococcus aureus. SARM: Staphylococcus aureus meticilino resistente.
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Tabla 7. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODsgs y porcentaje de viabilidad celular

Cepas bacterianas X ODsgs - 2 horas s oDT %VIABILIDAD
SARM 23 1,94 0,05 1,878 69,222
SARM 61 1,64 0,17 1,579 58,191

SARM 122 2,05 0,11 1,982 73,036
SARM 259 2,56 0,12 2,493 91,880
SARM 1037 2,62 0,06 2,554 94,122
SARM 1098 1,92 0,04 1,859 68,515
SAU BAA 2,21 0,23 2,143 78,975
SAU ATCC 2,78 0,11 2,714 100,000
Esterilidad 0,06 0,01

Nota. SAU: Staphylococcus aureus. SARM: Staphylococcus aureus meticilino resistente.

En las Figuras 4 y 5, se muestra la viabilidad celular de cada cepa de SARM a 570 y 595 nm

a los 30 minutos, respectivamente. En tanto que, las Figuras 6 y 7, muestran la viabilidad

celulara 570 y 595 nm a las 2 horas. En el analisis ANOVA unidireccional indicé la presencia

de diferencias estadisticamente significativas entre las cepas (p < 0,0001), observandose un

aumento dependiente del tiempo en la actividad metabdlica de las cepas evaluadas. A los 30

minutos, tanto las cepas SARM 259, SAU BAA y SAU ATCC presentaron valores mayores de
viabilidad celular, por otro lado, a las 2 horas los valores de SARM 259 y SAU ATCC

permanecieron elevados mientras que SARM 1037 mostré un incremento significativo. En el

analisis por el método de Tukey, las letras sobre cada barra indican diferencias significativas

entre las medias (p < 0,05), mientras que las barras que comparten una misma letra no

presentan diferencias estadisticas entre si (p > 0,05).
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Figura 4. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el

ensayo MTT a ODs7o a los 30 minutos.
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Figura 5. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el

ensayo MTT a ODsgs a los 30 minutos.
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Figura 6. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el

ensayo MTT a ODs7 a las 2 horas.
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Figura 7. Viabilidad celular de biopeliculas de cepas de SARM determinada mediante el

ensayo MTT a ODsgs a las 2 horas.
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3.3. Cuantificacion con resazurina

La medicién de fluorescencia se realizé a 560/590 nm (excitacién/emision) durante un periodo
inicial de 2 horas. No obstante, debido a la elevada variabilidad observada en las primeras

lecturas, se efectuaron tres mediciones adicionales a intervalos de 10 minutos, completando
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un tiempo total de lectura de 2 horas y 30 minutos. A pesar de esta medida aplicada tanto en

40

las muestras como en los controles, la variabilidad en las lecturas se mantuvo.

A partir de los valores de fluorescencia obtenidos se calcularon la desviacién estandar (s) y
el coeficiente de variacion (CV), evidenciandose una marcada dispersion de los datos en
todas las lecturas realizadas, tanto en las cepas evaluadas como en los controles positivos y
negativo. Como constancia de esta variabilidad, las lecturas correspondientes a los controles
positivo y negativo se presentan en la Tabla 9, mientras que los resultados completos se

incluyen en el Anexo G.

Tabla 8. Resultados de una hora de lectura de fluorescencia a 560/590 nm

(excitacion/emision).
Cepas Tiempo
bacterianas | (min) Fluorescencia 560/590 nm X s cv
90 8794 | 7301 | 6408 | 6221 | 8902 | 6888 | 7419,00 | 1169,88 | 15,77
100 | 7322 | 5927 | 5172 | 4771 | 7343 | 4933 | 5911,33 | 1169,96 | 19,79
110 | 6347 | 5077 | 4343 | 3782 | 6184 | 3885 | 4936,33 | 1127,50 | 22,84
ATCC 120 | 5634 | 4369 | 3740 | 2910 | 5365 | 3013 | 4171,83 | 1159,49 | 27,79
130 | 4581 | 3272 | 2883 | 1992 | 4198 | 2033 | 3159,83 | 1078,92 | 34,14
140 | 4412 | 2916 | 2572 | 1761 | 3788 | 1632 | 2846,83 | 1101,88 | 38,71
150 | 4191 | 2655 | 2347 | 1518 | 3566 | 1425 | 2617,00 | 1102,82 | 42,14
90 [23485| 2432 | 6502 | 3364 [62296|28362| 21073,5 |22942,07| 108,87
100 |17802| 1385 | 3767 | 2122 |37948| 1304 |10721,33|14762,06| 137,69
110 [12189| 834 | 2091 | 1501 | 1841 | 761 | 3202,83 | 4434,23 | 138,45
Esterilidad | 120 | 8041 | 672 | 1543 | 1124 | 1299 | 549 | 2204,67 | 2883,71 | 130,80
130 | 3378 | 404 | 845 | 752 | 776 | 285 | 1073,33 | 1151,07 | 107,24
140 | 2658 | 367 | 745 | 659 | 588 | 229 | 874,33 | 894,47 | 102,30
150 | 2175 | 325 | 614 | 608 | 480 | 143 | 724,17 | 733,11 | 101,24
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4. Discusion
La tincidn con cristal violeta es uno de los métodos mas empleados para la cuantificacion de
biomasa total en biopeliculas bacterianas por su bajo costo, baja complejidad y adecuada
reproducibilidad. Por ello, es una técnica aceptada y recomendada en estudios in vitro,
permitiendo una medicion confiable de la biomasa adherida (Stephens, S., Mhadevan, R. y
Grant, D., 2025).

En el presente estudio se evalué la capacidad formadora de biopeliculas de SARM a 570 y
585 nm con el objetivo de estudiar su comportamiento frente a estas dos longitudes de onda
comunmente utilizadas en otros estudios similares. Los resultados obtenidos (Tabla 3 y Tabla
4) mostraron diferencias significativas entre las cepas evaluadas (p < 0,0001), las cepas
fuertemente productoras coinciden a ambas longitudes de onda (SAU ATCC, SARM 1037 y
SARM 259), presentando OD mas altas y, por ende, una mayor capacidad de producciéon de

biomasa adherida.

Sin embargo, al comparar las OD obtenidas en ambas longitudes de onda se evidencié de
manera consistente que las mediciones realizadas a 585 nm presentan valores de
absorbancia mayores. Estos hallazgos concuerdan con lo reportado por George et al. (2025),
quienes determinaron la longitud de onda maxima (Amax) y la maxima absorcion del violeta
cristal solubilizado en acido acético al 33%, evidenciando un espectro de absorcién entre 200
a 800 nm, con un pico maximo a 585 nm. En base a esto, se puede confirmar que a 585 nm
se presenta una mayor sensibilidad para la cuantificacién de la biopelicula y atribuirse a una

mayor interaccion entre el colorante y la matriz extracelular.

Ademas de las cepas clasificadas como fuertemente productoras, se identificaron cepas con
una baja o nula capacidad formadora de biopeliculas, asi como cepas moderadamente
productoras, dependiendo de la longitud de onda empleada. La presencia de estas diferencias
permite afirmar que SARM no presenta un mismo comportamiento, sino que depende de las
diferencias genéticas y de las condiciones experimentales para la formacién de biopeliculas.
Estos hallazgos se respaldan con el estudio realizado por Lavoie et al. (2025), en el cual se
evaluo el desarrollo de biopeliculas de Staphylococcus aureus a distintos tiempos de
incubacioén (0—6 h, 6—-16 h, 16—24 h y 224 h) mediante la tincién con cristal violeta. Los autores
demostraron cambios significativos en la densidad optica (OD) a lo largo del tiempo,
evidenciando un incremento progresivo conforme se acumulaba la biomasa adherida. No
obstante, tras las 24 horas de incubacion, la OD tendié a estabilizarse o dejé de aumentar de
manera significativa, lo que indica que la biopelicula alcanzé un estado maduro y que tras el

agotamiento de nutrientes se da lugar a una liberacién parcial o completa de la biopelicula.
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Adicionalmente, el estudio evidencié que las cepas clasificadas como formadoras débiles de
biopeliculas inician la adhesion a la superficie con una carga electrostatica negativa mas
elevada, mientras que las cepas formadoras fuertes presentan inicialmente una carga menos
negativa, la cual aumenta de forma gradual durante las primeras 24 horas de incubacion. En
este sentido, los aislados con valores de cargas electrostatica menos negativas mostraron
una mayor capacidad de formacion de biopeliculas, en contraste con aquellos con cargas

mas negativas, que exhibieron una menor biomasa adherida.

Los resultados obtenidos con el ensayo MTT demuestran diferencias y similitudes entre las
longitudes de onda (570 y 595 nm) como entre los tiempos de incubacién (30 minutos y 2
horas). La sensibilidad para evaluar la viabilidad celular de cada cepa puede depender de la
longitud de onda empleada para medir la absorbancia del formazan reducido. Un estudio
elaborado por Stindlova et al. (2024), menciona que la absorcion 6ptima puede variar segun
las caracteristicas del formazan y las condiciones de experimentacion, recomendando rangos
de 595 nm para la obtencion de resultados mas robustos en biopeliculas bacterianas. Aun
pese a las recomendaciones del autor, los resultados obtenidos en este estudio a los 30
minutos tanto a 570 como 595 muestran porcentajes de viabilidad muy similares entre cada
cepa, las cepas con una mayor absorbancia fueron SAU ATCC, SAU BAA y SARM 259. Por
otra parte, los resultados a las 2 horas siguen siendo muy similares, aunque con una leve
variacion del £ 3% y las cepas con absorbancias mas altas fueron SAU ATCC, SARM 1037 y
SARM 259.

El incremento de las lecturas a las 2 horas en comparacién a los 30 minutos, sugieren una
mayor reducciéon del MTT por parte de las células metabdlicamente activas presentes en la
biopelicula. Stindlova et al. (2025) mencionan que es recomendable incubar hasta 2 horas
para obtener resultados mas sensibles que permitan distinguir mejor la actividad metabdlica
celular. En biopeliculas maduras, como las evaluadas en este estudio, las células presentan
una variabilidad metabdlica, lo que puede generar diferencias en la velocidad de reduccién
del MTT entre cepas. Siendo asi, que la cepa SARM 1037 requiere un tiempo de incubacién
mas prolongado ya que presenta una reduccion metabdlica mas lenta del MTT para alcanzar

valores maximos de absorbancia.

Los analisis estadisticos demuestran la existencia de diferencias significativas entre las
cepas, en algunas de ellas se observa una alta actividad metabolica. Al aumentar la longitud
de onda aumenta también la absorbancia de cada muestra de manera proporcional, por lo
que, el porcentaje de viabilidad varia levemente. Las cepas SAU ATCC y SARM 259
presentan OD altas tanto a corto como a largo plazo, mientras que, cepas como SARM 1037

requieren de mayores tiempos de incubacién para que se dé la reaccion de reduccion del
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reactivo y, por ende, su viabilidad celular aumente. Es importante considerar las limitaciones

del ensayo con MTT para ponerlo en practica, principalmente el tiempo de incubacion.

Los métodos evaluados de cristal violeta y MTT presentaron resultados reproducibles y
consistentes, permitiendo la comparacién entre ensayos y demostrando que, aunque cada
uno evalla un aspecto diferente pueden ser complementarios. Se identificaron cepas
fuertemente productoras de biopeliculas (SAU ATCC, SARM 1037 y SARM 259) por medio
del cristal violeta, las mismas que reportaron altos valores de viabilidad celular en el ensayo
MTT a las 2 horas de incubacion, lo que coincide en ambos ensayos. Esta concordancia
indica que las cepas con una alta biomasa adherida tienen también una actividad metabdlica
elevada una vez que se han desarrollado. No obstante, al analizar los resultados del MTT a
los 30 minutos, se observé una diferencia, donde las cepas SAU ATCC, SARM 259 y SAU
BAA presentaron los valores mas altos. Este cambio puede deberse a que el ensayo MTT
evalla la actividad metabdlica de células viables que puede estar presente antes de que las

mismas hayan reaccionado completamente con el MTT.

Con relacién a la determinacion de viabilidad celular mediante el ensayo de resazurina, no
todas las lecturas se obtuvieron en los primeros 50 minutos incubacién, ya que muchos de
ellos se presentaron como valores fuera del limite de deteccién. De los resultados de
fluorescencia obtenidos se evidenci6 una elevada variabilidad con coeficientes de variacion
superiores al 10%, lo que compromete la precision de la cuantificacion. Esta variabilidad se
corrobora al observar que las lecturas de fluorescencia del control negativo presentaron
diferencias significativas desde la primera medicion, lo cual invalida la cuantificacién de la

viabilidad celular.

En condiciones ideales, la resazurina presente en el control negativo no deberia mostrar
variaciones a lo largo del tiempo, dado que, al no presentar actividad metabdlica no se da la
reduccion a resorufina, manteniendo valores de fluorescencia o absorbancia estables durante
el tiempo de incubacion. Por tanto, las fluctuaciones observadas en las lecturas del control
negativo sugieren la influencia de factores experimentales que afectan la estabilidad y

reproducibilidad del ensayo.

La variabilidad registrada en las lecturas de fluorescencia de la resorufina, pueden estar
asociadas a varios parametros como concentracion de resazurina, tiempo de incubacion y
numero de células. En este contexto, cultivos con densidades celulares elevadas pueden
saturar la sefial o provocar efectos de difusion que aumentan la variabilidad, dado que el
numero de células esta fuertemente correlacionado con el grado de reduccién de la

resazurina (Petiti et al., 2024). De manera similar, un tiempo de incubacién prolongado en
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muestras con concentraciones celulares altas puede conducir al agotamiento de la resazurina
disponible, afectando la relacién directa entre su reduccion y el numero de células viables,
ademas de favorecer la reduccién de la resorufina y formar productos no detectables (Petiti
et al., 2024). Por el contrario, un tiempo de incubacion demasiado corto no puede resultar
insuficiente para detectar de forma precisa la actividad metabdlica cuando la densidad celular

es baja.

No obstante, a pesar de las dificultades observadas en esta investigacién, el ensayo de
resazurina en comparacién con otros colorantes exhibe un rango dindmico de deteccion mas

amplio y una elevada sensibilidad.
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Conclusiones

Se establecieron dos protocolos reproducibles y adecuados para la cuantificacion in vitro de
biopeliculas para cepas de SARM 23, 61, 122, 259, 1037 y 1098 con microplacas de 96
pocillos; un modelo cuantificé biomasa y el otro actividad metabdlica. Las cepas aisladas de
clinicas odontolégicas presentaron una capacidad variable, pero significativa, para la
formacién de biopeliculas. Unicamente la cepa de SARM 61 fue clasificada como no

productora de biopelicula con una viabilidad celular baja.

La tincién con cristal violeta permitio la cuantificacion y clasificacion de las cepas como
formadoras de biopeliculas, mientras que el ensayo con MTT permitié evaluar la viabilidad
celular. Ambos ensayos se correlacionan entre si, confirmando los resultados el uno del otro
y respaldando su aplicabilidad complementaria. Estos protocolos pueden ser empleados para

la evaluacion de estrategias antimicrobianas frente a biopeliculas de SARM.
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Recomendaciones

Mantener las condiciones de incubacioén controladas durante la formacion de las biopeliculas,
evitando movimientos violentos que puedan afectar la adherencia bacteriana y realizar

réplicas en cada ensayo para fortalecer los resultados estadisticos.

Para el lavado posterior al periodo de incubacion, aplicar movimientos circulares y suaves.

Ademas, asegurarse que los pocillos no contengan medio o solucién de lavado en el secado.

Previo a la cuantificacion y tincion realizar una inspeccion visual, determinar la OD a 600 nm
tras la incubacién para evaluar el crecimiento bacteriano y determinar la viabilidad celular con

resazurina a diferentes concentraciones.
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Anexo A. Distribucién de muestras y controles en microplaca de 96 pocillos

Figura 8. Distribucién de muestras en microplaca para la tincion con cristal violeta y MTT.
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Figura 9. Distribucion de muestras en microplaca para la tincion con resazurina.

B | C2

clcs

D C4

E  CS

F | C6

G |CP1

H CP2

C1

c2

C3

Cc4

CS

Cé

CP1

CP2

c1

c2

Cc3

Cc4

CS

cé

CP1

CP2

(o3}

c2

c3

Cca

CS

Cé6

CP1

CP2

c1

c2

C3

c4

Cs

cé

CP1

CP2

c1

c2

c3

c4

C5

Cé6

CP1

CP2

CE

CE

CE

CE

CE

CE

Distribucién de siembra en microplaca para la tincién con resazurina. C1: cepa 23 SARM. C2: cepa
61 SARM. C3: cepa 122 SARM. C4: cepa 259 SARM. C5: cepa 1037 SARM. C6: cepa 1098 SARM.
CP1: S. aureus BAA 44. CP2: S. aureus ATCC 25923. CE:TSB con glucosa al 10%.

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA

Anexo B. Tincion con cristal violeta 1%

Figura 10. Tincion con cristal violeta al 1%

Microplaca con cristal violeta al 1%.
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Anexo C. Tincion con MTT

Figura 11. Tincion con MTT

A. Microplaca con MTT para lectura a los 30 minutos. B. Microplaca con MTT para lectura a las

2 horas.
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Anexo D. Tincién con resazurina (PrestoBlue)

Figura 12. Tincion con resazurina

58

A. Microplaca con tincién de resazurina antes de incubar B. Microplaca con tincion de resazurina

después de incubar.
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Anexo E. Lecturas de densidad éptica
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Tabla 9. Resultados de la lectura a ODs;o y clasificacion de cepas SARM segun su
capacidad de formar biopeliculas.

ODs7o
Cepas bacterianas X | s |ODT |ODC| Clasificacion
R1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6

SARM 23 0,184|0,184|0,199|0,183|0,188|0,191|0,19/0,01|0,098 No productor
SARM 61 0,178|0,148|0,143|0,139|0,197|0,149|0,16/0,02|0,069 No productor
SARM 122 0,232(0,242|0,244/0,231|0,244|0,232|0,24/0,01|0,147 Productor débil
SARM 259 0,691|0,652|0,673|0,688|0,685|0,675|0,68/0,01|0,587 Productor fuerte
SARM1037 0,785|0,852|0,718|0,747|0,843|0,724|0,78/0,06|0,688 Productor fuerte
SARM1098 0,303|0,291|0,294|0,291|0,302|0,321|0,30{0,01|0,210 Productor débil
SAU BAA 0,22 |0,224|0,264|0,219 0,23(0,02{0,141 Productor débil
SAU ATCC 0,734|0,757|0,856|0,812 0,79|0,05|0,699 Productor fuerte
Esterilidad 0,084|0,097|0,084|0,097|0,084|0,097|0,09/0,01 0,112

Tabla 10. Resultados de la lectura a OD585 y clasificacion de cepas SARM segun su
capacidad de formar biopeliculas.

Cepas OD.:s
. X s |ODT |ODC | Clasificacion
bacterianas R1 R2 | R3 | R4 | R5 | R6
SARM 23 0,265|0,251|0,273(0,287|0,272|0,273|0,270/0,012|0,146 Productor débil
SARM 61 0,225/0,185|0,171(0,158|0,254|0,229|0,204|0,038|0,079 No productor
SARM 122 0,309|0,293/0,296(0,302|0,303|0,282(0,298/0,009|0,173 Productor débil
Productor
SARM 259 1,038/0,886(1,034|0,888| 0,92 {1,006/0,962|0,072|0,838
fuerte
Productor
SARM1037 1,025(1,127|0,917]0,954(1,118{1,304(1,074|0,141|0,950
fuerte
SARM1098 0,353/0,359/|0,388(0,366|0,354| 0,41 |0,372|0,023|0,247 Productor débil
SAU BAA 0,296|0,327| 0,28 [0,312 0,304|0,020(0,179 Productor débil
Productor
SAU ATCC 1,131/1,105(1,067|1,092 1,099|0,027|0,974
fuerte
Esterilidad 0,12710,122|0,127(0,122|0,127|0,122(0,125|0,003 0,133

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio




UCUENCA

Tabla 11. Resultados de la lectura a los 30 minutos a ODs7p y porcentaje de viabilidad

celular.
OD:, - 30 min
Cepas bacterianas X | s ODT|%VIABILIDAD
R1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6
SARM 23 1,166|1,129(1,224| 1,08 |1,154| 1,21 {1,16|0,05|1,092 51,71
SARM 61 0,744|0,654| 0,59 | 0,62 |0,615|0,741|0,66|0,07|0,592 28,03
SARM 122 0,952(1,024|0,973|1,031|1,016/0,951|0,99|0,04|0,922 43,68
SARM 259 1,348|1,321|1,286|1,288|1,227|1,315|1,30|0,04 1,229 58,20
SARM 1037 1,318|1,209(1,229(1,222|1,274|1,339(1,27|0,05|1,196 56,66
SARM 1098 0,957(0,946|0,911|0,924|0,952|0,904|0,93|0,02|0,863 40,90
SAU BAA 1,498|1,507|1,479|1,348 1,46|0,07|1,389 65,80
SAU ATCC 2,245|2,046|2,145|2,284 2,18/0,11(2,111 100,00
Esterilidad 0,074|0,064|0,074|0,064|0,074|0,064|0,07|0,01

Tabla 12. Resultados de la lectura a los 30 minutos a ODsgs y porcentaje de viabilidad

celular.
OD.: - 30 min
Cepas bacterianas X s | ODT |%VIABILIDAD
R1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6

SARM 23 1,044/1,014/1,089|0,971|1,036(1,093(1,041(0,046(0,978 52,094
SARM 61 0,665|0,578|0,521|0,562|0,549|0,653|0,588|0,058|0,525 27,947
SARM 122 0,847|0,921|0,873|0,923| 0,91 |0,856|0,888|0,034|0,825 43,950
SARM 259 1,202|1,187|1,139|1,145/1,101(1,183(1,160(0,038 (1,096 58,399
SARM 1037 1,176|1,075/1,091|1,095|1,147(1,214{1,133|0,055(1,070 56,987
SARM 1098 0,84 |0,826|0,802|0,806|0,833|0,787|0,816|0,021|0,752 40,078
SAU BAA 1,32 | 1,33 {1,309|1,186 1,286|0,067|1,223 65,153
SAU ATCC 2,001/1,821|1,909| 2,03 1,940|0,095|1,877 100,000
Esterilidad 0,068|0,059|0,068|0,059|0,068|0,059|0,064 0,005

60

Maydelin Jasley Barrera Castillo - Daniela Alexandra Morocho Patifio



UCUENCA o1

Tabla 13. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODsy7o y porcentaje de viabilidad celular.

OD., - 2 horas
Cepas bacterianas X | s ODT |%VIABILIDAD
R1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6

SARM 23 2,063| 2,12 |12,146|2,137|2,145|2,236|2,14/0,06|2,072 67,104
SARM 61 1,608(1,694(2,066|1,977|1,852(1,712|1,82|0,18|1,749 56,644
SARM 122 2,453|2,174|2,284|2,211|2,159| 2,19 {2,25|0,11|2,176 70,472
SARM 259 2,95 12,751(2,895|2,935|2,684 (2,681|2,82|0,13|2,747 88,957
SARM 1037 2,92412,967|2,868|2,833|2,927|2,992|2,92/0,06|2,850 92,277
SARM 1098 2,086|2,088|2,165|2,162|2,148|2,181|2,14/0,04|2,069 67,012
SAU BAA 2,131|2,496|2,437|2,753 2,45/0,26|2,385 77,243
SAU ATCC 3,243|3,212|3,146|3,027 3,16| 0,1 {3,088 100,000
Esterilidad 0,075|0,063|0,075|0,063|0,075|0,063|0,07|0,01

Tabla 14. Resultados de la lectura a las 2 horas a ODsgs y porcentaje de viabilidad celular.

OD.; - 2 horas
Cepas bacterianas X | s ODT|%VIABILIDAD
R1 | R2 | R3 | R4 | R5 | R6

SARM 23 1,873(1,912(1,954|1,932(2,035|1,945|1,94|0,05|1,878 69,222
SARM 61 1,449| 1,563 (1,883|1,807(1,648|1,538(1,64|0,17|1,579 58,191
SARM 122 2,237|1,974|2,097(2,018|1,961|1,985(2,05(0,11{1,982 73,036
SARM 259 2,678|2,494|2,632(2,671|2,436|2,429(2,56(0,12(2,493 91,880
SARM 1037 2,625|2,653|2,553|2,538|2,693|2,643(2,62(0,06(2,554 94,122
SARM 1098 1,868(1,872(1,951|1,941( 1,94 |1,964|1,92|0,04|1,859 68,515
SAU BAA 1,915(2,244|2,192|2,475 2,21(0,23(2,143 78,975
SAU ATCC 2,889(2,831| 2,65 {2,738 2,78(0,11({2,714 100,000
Esterilidad 0,069|0,058|0,069|0,058|0,069|0,058|0,06|0,01
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Anexo F. Lecturas de fluorescencia
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Tabla 15. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590

nm (excitacién/emision) para SARM 23.

Fluorescencia

100 110 120 130 140 150

Cepa 10 min (20 min{30 min|/40 min{50 Mmin|60 min|70 min {80 Min|{90 min| min min min min min min

SARM 23 6] (0] o] O |61178 (28253 | 14910 | 9123 | 6345 | 4553 | 3396 | 2440 | 1261 | 1012 | 765
SARM 23 (0] (0] O o (0] 46649 | 24622 | 14488 | 9294 | 6780 | 5161 | 3746 | 2122 | 1708 | 1296
SARM 23 (0] (0] 0] 0] (0] 57463 | 34608 | 21845 | 14006 | 9687 | 7245 | 5589 | 3202 | 2611 | 2175
SARM 23 (0] (0] 0] 0] 94886 | 61982 | 39561 | 25282 | 16866 | 11365 | 8397 | 6449 | 3752 | 3103 | 2479

SARM 23 @] (0] 0] o) O |82830|51989 | 32671 | 21328 | 14449 | 10312 | 7731 | 4514 | 3806 | 3071
SARM 23 o) O 0 o) O o (] O | 76769 | 52657 | 33235 | 21320 | 8745 | 6774 | 5406

Tabla 16. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SARM 61.
Fluorescencia

Cepa 10 min 20 min{30 Min[40 min|50 min |60 min|70 min |80 min|90 min ::.: :n1|2 :nz"(: :::: ;:g :nsng

SARM 61 [89939| O 0] 0] (0] 0] 95487 | 69050 | 43283 | 22148 | 9408 | 3673 | 853 625 506
SARM 61 o) (0] 0] O | 63689 (40225 | 26136 | 18107 | 13458 | 10407 | 8645 | 7101 | 4015 | 4204 | 3680
SARM 61 [94432| O 0] o) ] 0] O 0] O O | 68897 | 32376 | 10090 | 8588 | 7190
SARM 61 o) O 0 o) O o ] o) O O | 91370 | 64033 | 16061 | 12606 | 10011
SARM 61 |98721 (0] 0] 0] (0] 0] (0] 0] (0] (0] 79374 | 58033 | 14715 | 11452 | 8759
SARM 61 (0] (0] 0] 0] (0] @) (0] 0] (0] (0] (0] (0] 48549 | 38696 | 29042
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Tabla 17. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590

nm (excitacion/emision) para SARM 122

Fluorescencia
Gepa | min | min | min | min 50 60 min70 mingo minoo min i\ 1 (N D B
SARM 122 (0] (0] O (0] 74586 | 42527 | 26621 | 17030 | 11893 | 8533 | 6524 | 5284 | 3158 | 2727 | 2266
SARM 122 | © 0 0 0 O | 73227 | 51040 | 37014 | 26511 | 19284 | 14071 | 10715 | 5723 | 5154 | 4458
SARM 122 | © 0 0 0 O | 80467 | 57884 | 43445 | 32301 | 24503 | 18479 | 14242 | 7733 | 6924 | 5871
SARM 122 (0] (0] o 0] (0] @) 89611 | 65229 | 50216 | 38789 | 29932 | 23335 | 11158 | 9484 | 8131
SARM 122 | © 0 0 0 o O | 83984 | 64396 | 50198 | 39485 | 31251 | 24395 | 12297 | 10542 | 8813
SARM 122 | © 0 0 0 o O | 88454 | 66836 | 50709 | 38996 | 29121 | 21621 | 10606 | 8892 | 7427

Tabla 18. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacién/emision) para SARM 259.

Fluorescencia
opa 10 ] 20 20 1% T im0 mfso minso mnl o0 | 10 [0 [ 0 [ v | 0
SARM 259 (0] (0] (0] O | 60506 | 37100 | 22514 | 13386 | 8638 | 5999 | 4512 | 3528 | 2335 | 2059 | 1761
SARM 259 (0] (0] (0] O | 94524 | 63869 | 42587 | 28778 | 19269 | 12985 | 9024 | 6976 | 4333 | 3930 | 3407
SARM 259 | © ¢} 0 o O | 78394 | 55153 | 38331 | 27481 | 19691 | 14075 | 10238 | 5781 | 5042 | 4421
SARM 259 | © o 0 ¢} O | 90734 | 63805 | 44481 | 32132 | 23237 | 16989 | 12412 | 6507 | 5719 | 4740
SARM 259 | O o 0 o} o} O | 91877 | 63620 | 44181 | 31668 | 22937 | 16906 | 8151 | 6711 | 5625
SARM 259 (0] (0] (0] (0] (0] 0] (0] 65793 | 43555 | 29071 | 20010 | 14026 | 6571 | 5434 | 4484
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Tabla 19. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590

nm (excitacion/emision) para SARM 1037.
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Fluorescencia

Cepa 10 min rﬁ?n n::?n r:?n 50 min|60 min|70 Min|80 min|90 min :n0|: :‘11:‘ :n2|: ;ﬁg :n‘:g :15:‘
SARM 1037 | O |78619|64333|58160| 50680 | 45071 | 40875 | 37353 | 34688 | 30501 | 27294 | 24473 | 19318 | 17838 | 16763
SARM 1037 | 46608 | 19408 [18268|18609| 17951 | 17275 | 16628 | 15934 | 14896 | 14108 | 13578 | 12732 | 11881 | 11191 | 10435
SARM 1037 | O O |95091|78832| 63393 | 50422 | 37225 | 28164 | 21742 | 17884 | 14987 | 13096 | 8435 | 8091 | 7452
SARM 1037 | O |88932|72919|60090| 48058 | 38879 | 30992 | 24428 | 20433 | 17065 | 15009 | 12905 | 8050 | 7829 | 7376
SARM 1037 | © O |95322|77969| 63654 | 51465 | 42122 | 32705 | 24114 | 19147 | 15804 | 13738 | 8752 | 8267 | 7914
SARM 1037 | O O |83045|65350| 48822 | 36124 | 27180 | 20325 | 15770 | 12825 | 10773 | 9219 | 5972 | 5773 | 5051

Tabla 20. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacién/emision) para SARM 1098.
Fluorescencia

opa [0 ] 20 20 1% T im0 mfso minso mn| o0 | 10 |20 [0 [y | v
SARM 1098 (68433 | O O |56883| 30616 | 19153 | 12988 | 9623 | 7650 | 6078 | 4976 | 4042 | 2369 | 2060 | 1697
SARM 1098 | O o O |79123| 48265 | 32946 | 23549 | 17382 | 13302 | 10551 | 8550 | 7027 | 4427 | 4144 | 3622
SARM 1098 | O ¢} 0 o O | 76169 | 51841 | 37073 | 27235 | 20296 | 15852 | 12188 | 7273 | 6473 | 5625
SARM 1098 | O ¢} o} O | 73924 | 49324 | 35772 | 26720 | 20501 | 16107 | 12603 | 10269 | 6314 | 5828 | 5086
SARM 1098 | O o 0 o} O | 71357 | 51412 | 38416 | 28957 | 21922 | 16888 | 12946 | 7473 | 6695 | 5876
SARM 1098| O (0] (@) O | 53545|33412 | 22290 | 15293 | 11357 | 8767 | 6912 | 5844 | 3637 | 3352 | 2889
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Tabla 21. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590

nm (excitacion/emision) para SAU BAA.

Fluorescencia

Cepa 10 min rﬁ?n n::?n r:?n 50 min|60 min|70 Min|80 min|90 min :n0|: :‘11:‘ :n2|: ;ﬁg :n‘:g :15:‘
SAU BAA o O o] o o 0 23448 | 15177 | 10650 | 7994 | 5770 | 4405 | 2657 | 2351 | 2090
SAU BAA (0] (0] (0] (0] (0] 0] 69531 | 45718 | 34365 | 28481 | 20949 | 16371 | 8257 | 7734 | 7003
SAU BAA (0] (0] (0] (0] (0] o 66656 | 38031 | 22853 | 14545 | 10337 | 7711 | 3757 | 3309 | 2740
SAU BAA o (0] O O 90421 | 52709 | 32910 | 22063 | 14231 | 10414 | 7843 | 6089 | 3789 | 3534 | 3088
SAU BAA (0] (0] (@) (0] (0] 92654 | 54592 | 34159 | 22953 | 16133 | 12160 | 8908 | 5204 | 4854 | 4285
SAU BAA (0] (0] (0] (0] (0] O 60713 | 36069 | 22157 | 13962 | 9690 | 6636 | 3685 | 3539 | 3034

Tabla 22. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590
nm (excitacion/emision) para SAU ATCC.
Fluorescencia
Cepa 10 min rﬁ?n r:?n r:?n 50 min|60 min|70 Min|80 min|90 min :T:: r1n1|: ;Inzl?l :n:ig :r:?l r1ns|:
SAU ATCC (0] O [55213|37902| 29765 | 18994 | 13707 | 10890 | 8794 | 7322 | 6347 | 5634 | 4581 | 4412 | 4191
SAU ATCC o O |72459|46660| 32680 | 20443 | 12894 | 9226 | 7301 | 5927 | 5077 | 4369 | 3272 | 2916 | 2655
SAU ATCC o O (62289|39046| 25715 | 16097 | 10653 | 7877 | 6408 | 5172 | 4343 | 3740 | 2883 | 2572 | 2347
SAU ATCC (0] O |92025|52802| 34725 | 24332 | 14750 | 8776 | 6221 | 4771 | 3782 | 2910 | 1992 | 1761 | 1518
SAU ATCC o O [89249|60816| 40087 | 24451 | 15850 | 11337 | 8902 | 7343 | 6184 | 5365 | 4198 | 3788 | 3566
SAU ATCC o O O |86161| 56106 | 35557 | 21735 | 10837 | 6888 | 4933 | 3885 | 3013 | 2033 | 1632 | 1425
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Tabla 23. Resultados completos de una hora y media de lectura de fluorescencia a 560/590

nm (excitacion/emision) para Esterilidad.

66

Fluorescencia

Cepa 10 min rﬁ?n n::?n r:?n 50 min|60 min|70 Min|80 min|90 min :n0|: r1n1|?\ :n2|: r1n:::)1 :n‘:g :15:‘
Esterilidad | 36326 | 37143 |37838|37387| 37672 | 36610 | 33403 | 28641 | 23485 | 17802 | 12189 | 8041 | 3378 | 2658 | 2175
Esterilidad | 15614 | 15295|14683|12715| 9842 | 8174 | 6989 | 6314 | 2432 | 1385 | 834 672 404 367 325
Esterilidad | 29055 | 27651 (2641024292 | 21424 | 17464 | 13499 | 9552 | 6502 | 3767 | 2091 | 1543 | 845 745 614
Esterilidad | 32617 | 33644 |34078|28891| 26192 | 25869 | 16061 | 7062 | 3364 | 2122 | 1501 | 1124 | 752 659 608
Esterilidad | 84071 |89201|93688|97368| 98809 | 98996 | 95136 | 82802 | 62296 | 37948 | 1841 | 1299 | 776 588 480
Esterilidad | 83013 |87032 (8921189399 88805 | 84107 | 72753 | 48315 | 28362 | 1304 | 761 549 285 229 143
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