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Resumen.- Staphylococcus aureus y S. epidermidis presentan capacidad de formar biofilm. El 
biofilm es una matriz polimérica que facilita la supervivencia bacteriana y es codificado por el 
operon ica que involucra cuatro genes: icaA, icaB, icaC e icaD. El objetivo del presente estudio fue 
identificar la formación de biofilm en aislados clínicos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus 
epidermidis por prueba cualitativa en Agar Rojo Congo (ACR) e identificación de presencia de 
genes del locus ica mediante reacción en cadena de polimerasa (PCR). Se analizaron 99 aislados 
clínicos de S. aureus y S. epidermidis provenientes de tres hospitales de tercer nivel en Quito y el 
Puyo. Se usó como control la cepa American Type Culture Collection de S. aureus ATCC® 25923. 
Con la prueba de ACR se identificaron 29 aislados productores de biofilm: casi negro 3,00 %, 
negro con 16,00 % y muy negro 10,00 %. En contraste con la prueba de PCR se identificó 70,00 
%, 35,00 %, 26,00 % y 66,00 % positivos para icaA, icaB, icaC e icaD, respectivamente. La prueba 
de ACR es menos eficiente para identificar aislados productores de biofilm, mientras que la 
amplificación de genes ica es más efectiva para determinar la capacidad que tiene S. aureus o S. 
epidermidis para producir biofilm. 
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Abstract.- Staphylococcus aureus and S. epidermidis are capable to produce biofilm. The biofilm 
is a polymeric matrix that ease the bacterial survival and is produced by the locus ica which has 
four genes icaA, icaB, icaC and icaD. The objective of this study was to detect the presence of 
isolates that can produce biofilm in clinical isolates of Staphylococcus aureus and Staphylococcus 
epidermidis by Congo red agar (CRA) and gen detection of the locus ica genes by polymerase 
chain reaction (PCR). 99 clinical isolates of S. aureus and S. epidermidis from three third level 
hospitals in Quito and Puyo were analyzed. The strain of S. aureus ATCC® 25923 from the American 
Type Culture Collection was used as a control. With the CRA test 29 isolates with a phenotype 
capable of producing biofilm were identified: almost black 3,00 %, black 16,00 % and very black 
10,00 %. Nevertheless, with the PCR test 70,00 %, 35,00 %, 26,00 % y 66,00 % of  the isolates were 
positive for icaA, icaB, icaC e icaD, respectively. The CRA test is less effective identifying isolates 
capable of producing biofilm, whereas the gene amplification of the ica genes is more effective 
at establishing whether an isolate of S. aureus or S. epidermidis is capable of producing or not.
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Introducción
Staphylococcus es un género de bacterias Gram positivas anaerobias facultativas, inmóviles, no 
esporuladas, productoras de la enzima catalasa y fermentadoras de glucosa. Estas bacterias son 
consideradas comensales al encontrarse en la piel y en las membranas mucosas del humano 
(Kleinschmidt et al. 2015). Su nombre proviene de los vocablos griegos staphyle (racimo de uvas) 
y kokkus (baya) que describen la forma en la que estas bacterias se ven bajo el microscopio 
(Pahissa 2009). Las colonias aisladas en medio sólido son redondas, de borde liso, convexas y con 
una superficie brillante (Cavallini 2005).

Las bacterias de este género se pueden separar en dos grupos basándose en la capacidad de 
algunas especies para producir la enzima coagulasa: las bacterias coagulasa positivas, como 
S. aureus, y coagulasa negativas, como S. epidermidis (Granslo 2012). Dentro de ambos grupos, las 
especies de mayor importancia médica son S. aureus, S. epidermidis y S. saprophyticus, aunque 
otras especies son potencialmente capaces de producir un cuadro patológico (Cavallini 2005). 

La identificación de las bacterias que forman parte del género inicia con tinción Gram, para 
la descripción morfológica, pruebas de catalasa y oxidasa, y determinación de metabolismo 
anaerobio/fermentativo mediante el empleo de agar manitol salado (Koneman y Allen 2008). 

Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884) es considerado uno de los principales patógenos 
bacterianos responsables de  infecciones comunitarias y relacionadas con el cuidado de la 
salud (Jaśkiewicz et al. 2019). Es una bacteria muy resistente al calor, la desecación y puede 
crecer en condiciones de alta salinidad. Esto facilita que el 20,00 % de la población sea portadora 
permanente de esta bacteria en fosas nasales y el 60,00 % actúan como portadores intermitentes 
(Carr et al. 2018). 

Uno de los factores que complican el tratamiento de infecciones estafilocócicas son los factores 
de virulencia que las bacterias presentan. Estos elementos confieren a las bacterias la capacidad 
de ser más patogénica u obtener una ventaja de supervivencia. Entre los principales factores 
que le brindan a S. aureus su patogenicidad se destacan: la toxina de shock tóxico, producción 
de enzima coagulasa, producción de toxinas citolíticas, toxinas exfoliativas y la leucocidina 
de Panton-Valentine (Ji 2007). Gracias a éstas, S. aureus puede causar distintas enfermedades, 
dependiendo del sitio de infección, y desencadenar: endocarditis, fibrosis, neumonía 
necrotizante, shock tóxico y sepsis (Lim et al. 2014).  La Organización Mundial de la Salud (OMS) 
desde el año 2017 ha incluido a Staphylococcus aureus en la lista de las bacterias para las que se 
necesitan urgentemente nuevos antibióticos, ubicándose en la prioridad 2: elevada (OMS 2017).

S. epidermidis (Winslow y Winslow 1908) Evans 1916, es una bacteria que forma parte de 
la microbiota de la piel y la mucosa de los seres humanos. Es capaz de sobrevivir a altas 
concentraciones de salinidad y se diferencia principalmente de S. aureus por su incapacidad 
de producir la enzima coagulasa (Otto 2009). Esta bacteria actúa como probiótico, evitando la 
colonización de las superficies corporales por bacterias patogénicas. En la piel,  S. epidermidis 
fermenta el glicerol en ácido butírico y ácido acético, los cuales inhiben la colonización de 
S. aureus (Traisaeng et al. 2019).

En los últimos años, S. epidermidis se ha convertido en un patógeno frecuente, demostrando su 
habilidad para colonizar los nichos que un ambiente hospitalario ofrece (Heilmann et al. 2019). 
Entre los factores que facilitan a S. epidermidis causar una infección son: un sistema inmune 
comprometido o inmaduro (Dong et al. 2018), individuos que hayan pasado por intervenciones 
quirúrgicas (Kleinschmidt et al. 2015) y presencia de dispositivos médicos permanentes que 
ofrecen superficies de colonización (Oliveira et al. 2018).

El crecimiento de casos de S. epidermidis asociado a infecciones intrahospitalarias se debe a la 
producción de un biopolímero extracelular conocido como biofilm. Éste protege a las bacterias 
contra el sistema inmune del huésped y sirve como barrera contra tratamientos antibióticos 
(Heilmann et al. 2019). 
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El biofilm es una estructura común entre varios microorganismos, siendo una estructura fuerte 
y dinámica que brinda capacidad de adhesión y cohesión, propiedades mecánicas, fuentes de 
nutrientes, resistencia a drogas, resistencia al estrés ambiental y al sistema inmune del huésped. 
A éstas características se suman que provee de resistencia contra antibióticos, desinfectantes y 
antisépticos. El biofilm provee tolerancia contra deshidratación y luz ultravioleta. En el ambiente 
hospitalario, los aislados productores de biofilm, incrementan los costos generados en el 
cuidado de la salud y aumentan la permanencia del paciente, complicando aún más los cuadros 
infecciosos (Santos et al. 2018).

Existen dos tipos de biofilm conocidos en estafilococos, la adhesina intercelular de polisacáridos 
(PIA, por sus siglas en inglés) y el biofilm PIA independiente (Arciola et al. 2015).  El biofilm 
de tipo PIA o también conocido como poli-N-acetilglucosamina (PNAG) consiste de cadenas 
de poli-β (1-6)-N-acetilglucosamina, un glicosoaminoglicano linear que proporciona la 
adhesión intercelular de las células bacterianas (Arciola et al. 2015). Tanto en S. aureus como en 
S. epidermidis, el biofilm es codificado por el Operon ica, conformado por cuatro genes (icaA, 
icaD, icaB e icaC).  Estos genes codifican transferasas y deacetilasas que producirán cadenas con 
monómeros de N-acetilglucosaminas, que al final crearán las delgadas capas que constituyen el 
biofilm (Heilmann et al. 2019).

El biofilm de tipo PIA independiente es generado por diversas proteínas como la proteína 
asociada a biofilm (Bap), la proteína asociada a la acumulación (Aap), generalmente asociadas 
a estafilococos coagulasa negativos. Otro tipo de proteínas de superficie como SasG, SasC, 
proteina A, proteínas de unión a la fibronectina, también contribuyen a la formación de este 
tipo de biofilm (Arciola et al. 2015).

La producción de biofilm se gatilla por la presencia de factores externos como etanol, isopropanol 
y NaCl, que al estar presentes en ciertas concentraciones pueden requerir de mayor o menor 
producción de biofilm (O'Gara 2007; Luther et al. 2015). Otro factor regulador de la expresión 
de biofilm es el elemento transponible IS256, que se inserta en diferentes sitios del operon ica, 
inhibiendo la síntesis de biofilm en una cepa productora de biofilm. (Hennig y Ziebuhr 2008). 
Este es un proceso reversible, ya que después de unas cuantas generaciones las cepas pueden 
volver a producir biofilm (Ziebuhr et al. 1999; Hennig y Ziebuhr 2008).  

El objetivo del presente estudio fue identificar la formación de biofilm tipo PIA en aislados 
clínicos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis por prueba cualitativa en Agar 
Rojo Congo (ACR) e identificación de genes del locus ica por PCR. Teniendo así un diagnóstico 
temprano que ayudaría a la prevención de complicaciones en el tratamiento de infecciones 
estafilocócicas. Los tratamientos deben adaptarse dependiendo de la complejidad del biofilm 
que produzcan las bacterias, por la necesidad de usar diferentes tipos de agentes dispersores, 
que en conjunto con los antibióticos puedan actuar sobre las bacterias. Un riesgo de la 
dispersión del biofilm es que las colonias que se desprenden colonicen otros órganos, por lo que 
se recomienda realizar terapias combinadas de agentes dispersores con drogas antimicrobianas 
sistémicas (Zapotoczna et al. 2016). 

Materiales y Métodos
Población de estudio.-  Se empleó aislados clínicos donados por dos hospitales de tercer 
nivel de la ciudad de Quito y un hospital de tercer nivel de la ciudad del Puyo, durante el 
periodo de octubre del 2016 a mayo del 2017. Los aislados provienen de procesos infecciosos 
como: secreción ocular, vaginal, traqueal, faríngeo, abscesos, sangre, líquido espinal, líquido 
cefalorraquídeo, heridas y además se incluyeron catéteres que fueron sembrados en medios 
sólidos específicos. Los aislados fueron identificados como S. epidermidis o S. aureus en los 
hospitales mediante el uso de pruebas bioquímicas. Éstos fueron transportados en placas de 
agar nutriente y medios de transporte Stuart al Laboratorio de Microbiología de la Escuela de 
Ciencias Biológicas de la Pontificia Universidad Católica del Ecuador (PUCE). La identificación de 
los aislados fue confirmada por desorción láser asistida por la matriz con detección de masas por 
tiempo de vuelo (Matrix-assited laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) 
por sus siglas en inglés MALDI-TOF en URANTICORP S.A., Guayaquil.  El estudio también empleó 
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la cepa de Staphylococcus aureus ATCC® 25923 como referencia.  Los aislados obtenidos forman 
parte de la Colección Bacteriana - Quito Católica (CB-QCA) y se les confirió un código propio de 
la colección. Para su procesamiento, las bacterias fueron reaisladas en placas de agar manitol 
salado (BBL™ BD) para verificación de su identificación y evidencia de ausencia de contaminación. 

A partir de los aislados obtenidos sobre las placas de agar manitol salado, éstos fueron 
transferidos y sembrados en tubos que contenían 5,0 mL de caldo Infusión Cerebro Corazón 
(BHI por sus siglas en inglés, BBL™ BD) a 37 °C por 18 horas. Luego de la incubación, a cada tubo 
se le añadió 30 % de glicerol, y se realizaron 4 alícuotas en microtubos de 1,5 mL. Dos alícuotas 
fueron almacenadas a -20 °C y 2 alícuotas fueron almacenadas a -80 °C.

Extracción de ADN.- La extracción se realizó a partir de los aislados conservados a -20 °C. Para 
su reactivación, las bacterias fueron cultivadas en caldo BHI (Difco™) durante 18 - 24 horas a 35 

°C. Después, los aislados se sembraron sobre placas de agar manitol salado (BBL™ BD) durante 18 
- 24 horas a 35 °C. Finalmente, al tercer día se realizó una transferencia de los aislados obtenidos 
de la placa a caldo Tripticasa de Soya (TSB, por sus siglas en inglés) (Difco™) durante 18 horas a 35 

°C. Con los cultivos en TSB se utilizó el kit de extracción comercial de ADN “Wizard® Genomic DNA 
Purification kit” (PROMEGA®) siguiendo las indicaciones del fabricante para extracción de ADN 
de bacterias Gram positivas.  La calidad y cantidad de ADN fue determinado con NanoDrop™ 
2000 (Thermo Scientific™). 

Pruebas cualitativas.- Las pruebas cualitativas de expresión de biofilm se realizaron mediante 
el uso de agar Rojo Congo. Para su preparación se siguió el protocolo propuesto por Petrelli 
et al. (2006) que empleó: BHI agar (BBL™ BD); 0,8 g/L de Rojo Congo (BDH Chemicals Ltd.) y 
enriquecido con 36 g/L de glucosa para fomentar la producción de biofilm de tipo PIA.  Los 
aislados obtenidos sobre placas de agar Manitol Salado (BBL™ BD) fueron transferidos a placas 
de agar Rojo Congo, con incubación por 18 horas a 37 °C, seguido de 12 horas a temperatura 
ambiente para continuar con las lecturas. El rojo Congo cambia el color de las colonias ante 
la presencia de los polisacáridos producidos para la producción del biofilm. Si las bacterias 
producen biofilm, las colonias serán de color negro. Los aislados que carezcan de esta capacidad 
fueron visualizados mostrando un color rojo (Freeman et al. 1989).

Los resultados se evaluaron según la coloración de las colonias en el medio, basándose en las 
escalas colorimétrica obtenidas de Arciola et al. (2002) que consta de seis categorías: 1) muy rojo, 
2) rojo, 3) rojo obscuro, 4) casi negro, 5) negro y 6) muy negro. 

Identificación de genes mediante PCR.- Mediante el uso de la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) fueron detectados los genes ica (icaA, icaB, icaC e ica D). El volumen total de 
las reacciones de amplificación fue de 15 µL que contenían: 7,5 µL de GoTaq® Green Master Mix 
(PROMEGA®); 0,6 µl de ADN; 0,6 µL de cebador forward; 0,6 µL de cebador reverse y 5,5 µL de 
agua grado molecular UltraPure™ Distilled water (Invitrogen).

Para Staphylococcus epidermidis se utilizaron cebadores para los genes icaA, icaB, icaC e icaD 
(Macrogen). Estos cebadores fueron tomados de la publicación de Paluch-Oleś et al. (2011) (Tabla 
1) y se utilizaron las mismas condiciones propuestas por el autor, excepto por las temperaturas 
de templado de icaA, icaB e icaC que emplearon 52,3 °C, 57,6 °C y 40,6 °C respectivamente. Para 
Staphylococcus aureus se utilizaron los cebadores icaA e icaD (Macrogen) descritos por Haddad 
et al. (2018) (Tabla 2) utilizando las mismas condiciones de amplificación descritas en el estudio. 

Los amplicones obtenidos por PCR fueron analizados en gel de agarosa al 1 % mediante 
electroforesis, que incluyó un marcador de peso molecular de 100 pb (TrackIt™ 100 pb ADN 
Ladder, Invitrogen). El proceso de tinción del gel se realizó con fluorocromo SYBR™ Gold 
10.000x (Invitrogen) sumergiendo el gel en esta solución durante 1 hora en un lugar oscuro. Los 
resultados fueron fotografiados utilizando el fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ 
XR+ System (Bio-Rad).
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Resultados
Población de estudio.- Durante el periodo de colecta se obtuvieron 40 aislados del primer 
hospital de Quito, de los cuales 24/40 fueron identificados como S. epidermidis y 16/40 aislados 
como S. aureus.  En el segundo hospital de Quito se colectaron 50 aislados, de los cuales 37/50 
aislados correspondieron a S. epidermidis y 13/50 se identificaron como S. aureus.  Finalmente, 
en el hospital de la ciudad del Puyo se colectaron 9 aislados de S. aureus.  El total de aislados 
obtenidos fue de 99 aislados clínicos (61/99 S. epidermidis y 38/99 S. aureus).  En el análisis se 
incluyó como cepa control a Staphylococcus aureus ATCC® 25923. Todos los aislados fueron 
identificados usando el método  MALDI-TOF.

Pruebas cualitativas.- Mediante las pruebas cualitativas en agar Rojo Congo se establecen  
fenotipos relacionados con la producción de biofilm y se clasifican en las variantes: casi negro, 
negro y muy negro. Las variaciones muy rojo, rojo y rojo obscuro se relacionan con la ausencia 
de biofilm (Figura 1). 

En el primer hospital de Quito 14/40 (35,00 %) aislados tuvieron fenotipos positivos para la 
producción de biofilm, de los cuales 9 aislados fueron S. epidermidis y 5 aislados fueron S. aureus. 
En el segundo hospital de Quito 13/50 (26,00 %) aislados fueron positivos, donde 12 aislados 
correspondían a S. epidermidis y un aislado a S. aureus. En el hospital del Puyo solamente 1/9 
(11,11 %) aislado mostró un fenotipo positivo a la producción de biofilm. En total de los aislados 
clínicos positivos a la presencia de biofilm determinado bioquímicamente mediante agar rojo 
Congo fue de 28/100 (28,28 %). Presentó también un fenotipo positivo la cepa ATCC ® S. aureus 
25923. Totalizando 29 aislados positivos para la producción de biofilm.

Los fenotipos más dominantes observados en la población de estudio fueron rojo y rojo 
obscuro presente en 35/100 y 25/100 respectivamente.  El fenotipo negro se reportó en 16/100 
aislados, el fenotipo muy negro se observó en 9/100 aislados, el fenotipo muy rojo en 11/100 
y el fenotipo casi negro en 4/100 aislados.  En la Figura 1 se puede ver los fenotipos obtenidos 
ordenadas de forma que se asemejen a la escala de Arciola et al. (2002), donde consta las seis 
categorías: muy rojo (Figura 1, A), rojo (Figura 1, B), rojo obscuro (Figura 1, C), casi negro (Figura 
1, D), negro (Figura 1, E) y muy negro (Figura 1, F). 

Cebadores* Secuencias del cebador Longitud del 
producto

Condiciones de 
PCR

icaA forward 5’-GACCTCGAAGTCAATAGAGGT-3’ 814 pb 30 s 95 ºC
icaA reverse 5’-CCCAGTATAACGTTGGATACC-3’ 30 s 52,3 ºC

1,5 min 72 ºC
30 ciclos

icaB forward 5’-ATGGCTTAAAGCACACGACGC-3’ 526 pb 1 min 95 ºC
icaB  reverse 5’-TATCGGCATCTGGTGTGACAG-3’ 1 min 57,6 ºC

1,5 min 72 ºC
30 ciclos

icaC forward 5’-ATAAACTTGAATTAGTGTATT-3’ 989 pb 30 s 95 ºC
icaC  reverse 5’-ATATATAAAACTCTCTTAACA-3’ 1 min 40.6 ºC

1,5 min 72 ºC
30 ciclos

icaD forward 5’-AGGCAATATCCAACGGTAA-3’ 371 pb 1 min 94 ºC
icaD reverse 5’-GTCACGACCTTTCTTATATT-3’ 1 min 59 ºC

2,5 min 72 ºC
30 ciclos

Tabla 1. Cebadores utilizados en la detección de genes codificantes para la producción de 
biofilm en Staphylococcus epidermidis

*Referencia: Paluch-Oleś et al. 2011; pb = pares de bases
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El número de aislados con fenotipos positivos por especie para la producción de biofilm (casi 
negro, negro, muy negro) fueron muy bajos.  Para S. epidermidis, la prueba bioquímica reveló la 
producción de biofilm en 21/61 aislados que representa el 34,42 %, y para S. aureus, 8/39 aislados 
que representa el 20,51 %. Los 71 aislados restantes de S. aureus y S. epidermidis presentaron 
fenotipos negativos para la producción de biofilm con resultados de muy rojo, rojo y rojo 
obscuro.

Resultados por PCR.- El resultado de las reacciones de amplificación para S. epidermidis mostró 
un porcentaje mayor al 50,00 % de la población con presencia de los genes icaA, icaB, icaD; 
mientras que para icaC fue menor al 50,00 %. En S. epidermidis el porcentaje de aislados positivos 
para icaA fue del 59,02% (36/61) (Figura 2, A), 57,38 % (35/61) para icaB (Figura 2, B), 42,62 % 
(26/61) para icaC (Figura 2, C) y 52.46 % (32/61) para icaD (Figura 2, D). En S. aureus el porcentaje 
de aislados positivos para los genes icaA (Figura 3, A) e icaD (Figura 3, B) fue del 87,18 % (34/39) 
para ambos genes. 

El número de aislados con resultados positivos a la producción de biofilm y por especie es 
mayor con la determinación por PCR en relación con el análisis cualitativo. En S. epidermidis 
se registraron 36/61 (59,02%) aislados y en S. aureus 35/39 (89,74%) aislados positivos a la 
producción de biofilm.

En el primer hospital de Quito, 29/40 (72,50 %) aislados fueron positivos a alguno de los 4 
genes ica, distribuyéndose en 17 aislados de S. epidermidis y 12 aislados S. aureus. En el segundo 
hospital de Quito, 32/50 (64,00 %) aislados fueron positivos a alguno de los cuatro genes, siendo 
19 aislados S. epidermidis y 13 aislados S. aureus. En el hospital del Puyo, los 9 aislados de S. aureus 
fueron positivos a los genes ica. Incluyendo la cepa ATCC® fueron 71/100 aislados positivos 
dentro de la población.

Comparación de resultados de las pruebas cualitativas con los resultados de la PCR.- El 
número de aislados reconocidos mediante la prueba cualitativa positiva para la producción de 
biofilm con agar rojo Congo es menor a la cantidad de positivos obtenidos con las pruebas 
de PCR. Mediante la prueba cualitativa 29/100 (29,00 %) aislados presentan los fenotipos: casi 
negro, negro o muy negro, que los califica como productores de biofilm, mientras que con las 
PCR se registraron 71/100 (71,00 %) aislados que tuvieron alguno de los 4 genes ica (Tabla 3). Sin 
embargo, 11 aislados que poseían un fenotipo positivo para la producción de biofilm en el agar 
rojo Congo, no obtuvieron resultados positivos a las amplificaciones de los genes codificantes a 
la producción de este polímero.

Cebadores* Secuencias del cebador Longitud del 
producto

Condiciones de 
PCR

icaA forward 5’-ACACTTGCTGGCGCAGTCAA-3’ 188 pb 30 s 94 ºC
icaA reverse 5’-TCTGGAACCAACATCCAACA-3’ 30 s 55 ºC

45 s 72 ºC
30 ciclos

icaD forward 5’-ATGGTCAAGCCCAGACAGAG-3’ 198 pb 45 s 72 ºC
icaD reverse 5’-AGTATTTTCAATGTTTAAAGCAA-

3’
30 s 94 ºC
30 s 55 ºC
45 s 72 ºC
30 ciclos

*Referencia: Haddad et al. 2018; pb = pares de bases

Tabla 2. Cebadores utilizados en la detección de genes codificantes para la producción de 
biofilm en Staphylococcus aureus
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Discusión
En la actualidad, se deben tomar en cuenta distintos factores al momento de tratar una 
infección bacteriana, ya que cada especie puede mostrar diferentes formas de combatir los 
agentes antimicrobianos. Los mecanismos primarios son las resistencias innatas, ya sean por: 
desactivación enzimática del agente, acumulación reducida del agente por afluencia reducida 
o eflujo incrementado, o distintos tipos de modificaciones del sitio blanco (Duijkeren et al. 2018).

De los distintos factores de virulencia que poseen las diversas especies bacterianas, tanto en 
S. epidermidis como en S. aureus, se puede observar un factor de virulencia en común, la producción 
de biofilm. Éste ha sido uno de los factores de virulencia que ha convertido a S. epidermidis como 
patógeno oportunista del ambiente hospitalario. La capacidad de producir biofilm, permite a 
S. epidermidis adherirse a varias superficies de aparatos médicos, resistir la acción de desinfectantes 
y antisépticos, y evitar el sistema inmune del hospedero, una vez que alcanzado al paciente 
(Otto 2009; Arciola et al. 2018). S. aureus, además de tener un arsenal de factores de virulencia, 
también posee los mismos genes ica para la producción de biofilm. Los genes icaA e icaD entre 
S. aureus y S. epidermidis poseen una similitud de 76 y 72 % respectivamente (Rohde et al. 2001). 
Por esta razón no se pudo utilizar los mismos cebadores para ambas especies y solo se usaron 
los genes icaA e icaD para S. aureus. 

En la presente investigación las pruebas de rojo Congo mostraron una variabilidad en los 
fenotipos presentes en la población. De estos, los dominantes fueron los fenotipos rojo y rojo 
obscuro, y en menor cantidad los fenotipos negros relacionados con la producción de biofilm. 
Considerando a los fenotipos casi negro, negro y muy negro como biofilm positivos, se identificó 
que el 34,43 % de los aislados de S. epidermidis y el 20,51% de los aislados de S. aureus fueron 
positivos a la presencia de biofilm. Esto contrasta con los resultados obtenidos por los análisis 
por PCR, donde existieron un mayor número de aislados positivos a la presencia de genes 
codificantes para la producción de biofilm. Este resultado se puede deber a la necesidad de la 
bacteria a ser sometida a estrés ambiental o condiciones óptimas que estimulen a la bacteria 
a producir biofilm. Por ejemplo, la presencia de etanol, isopropanol, NaCl y un pH cercano a 7 
favorecen la producción del polímero (O’Gara 2007; Luther et al. 2015; Tango et al. 2018). 

 

Figura 1. Patrón colorimétrico reconocido en las muestras colectadas. A) Muy rojo, CB-QCA 4588; B) Rojo, CB-QCA 4847; C) Rojo 
obscuro, CB-QCA 4714; D) Casi negro, CB-QCA 4620;  E) Negro, CB-QCA 4814;  F) Muy negro, CB-QCA 4659
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Las bacterias empleadas en esta investigación fueron sometidas a un tipo de estrés ambiental 
al ser cultivadas en agar manitol salado previamente a la inoculación en agar rojo Congo. Pero 
la expresión también depende de varios factores que están constantemente regulando la 
producción de biofilm. El gen icaR codifica al represor del gen icaA, que se adhiere a la región 
promotora del locus ica (Conlon et al.2002; O’Gara 2007). Otro regulador es el elemento móvil 
IS256 que inhibe la producción de biofilm cuando se acopla en distintas regiones del locus ica 
(Ziebuhr et al. 1999; Arciola et al. 2015; Arciola et al. 2018). 

Por esta razón, es necesario complementar los estudios cualitativos con el análisis molecular 
de los genes asociados a la producción de biofilm. Con las reacciones de PCR se incrementó 
el número inicial de aislados positivos a la producción de biofilm de 29/100 aislados a 71/100 
aislados. Aunque el método de agar rojo Congo es utilizado generalmente para confirmar la 
presencia de biofilm, no siempre se puede determinar exactamente si el aislado es positivo a 
la presencia de genes ica productores de biofilm (Lee et al. 2016). Por esto se han propuesto 
modificaciones al método del agar rojo Congo para volverlo más efectivo en la detección de 
biofilm incrementando el estrés a la bacteria. Existen una variedad de propuestas como cambiar 
el agar de Infusión Cerebro Corazón (BHI agar) por Caldo Tripticasa Soya (TSB) (Lee et al. 2016), o 
añadir NaCl (Kaiser et al. 2013). 

El porcentaje de aislados positivos a la presencia de biofilm después de las pruebas por PCR 
se incrementó, tanto como para S. epidermidis como para S. aureus (Tabla 4). En la literatura se 
pueden observar patrones similares donde se reporta mayor porcentaje de aislados positivos 
para genes ica en S. aureus que en S. epidermidis.  En estudios realizados por Calà et al. (2015), de 
una población de S. epidermidis proveniente de la piel de pacientes hospitalizados los resultados 
positivos fueron del 42,85 % (45/105 aislados).  Estudios de Solati et al. (2015) obtuvieron 35/80 

 
Figura 2. Geles representativos de los productos de amplificación obtenidos para los genes ica en S. epidermidis. 
A) icaA (814 pb), M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control negativo; aislado 1, CB-QCA 4891; aislado 2, CB-QCA 4927; 
B) icaB (526 pb), M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control negativo; aislado 1, CB-QCA 4891; aislado 2, CB-QCA 4927; 
C) icaC (989 pb), M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control negativo; aislado 1, CB-QCA 4891; aislado 2, CB-QCA 4750; 
D) icaD (371 pb), M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control negativo; aislado 1, CB-QCA 4891; aislado 2, CB-QCA 4827.
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aislados de S. epidermidis productores de biofilm provenientes de distintas muestras (orina 52,5 
%, sangre 28,75 % y bolsas de diálisis 18,75 %). De éstos, existió una variación de presencia de 
genes relacionados con la cantidad de biofilm producido. Esto explicaría la variación y bajos 
positivos para en la presencia de los genes icaB e icaC en los aislados de S. epidermidis de la 
presente investigación. 

Existe una variedad de resultados sobre la presencia de los genes ica en S. aureus.  Mirzaee et al. 
(2014) estudiaron 63 aislados clínicos de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) y encontraron 
una prevalencia del 60,30 % (38/63 aislados) para la presencia del gen icaA y del 100% (63/63 
aislados) para la presencia del gen icaD. En Knobloch et al. (2002) entre 82 aislados de cultivos 
de sangre y 26 nasales de S. aureus, la totalidad poseía los genes ica. En Rhode et al. (2001) 
esto se explica como una variación dependiente del origen de las muestras. Esto se podía 
notar en Arciola et al. (2001), donde solo el 61,00% de su población de S. aureus provenientes 
de infecciones por catéteres poseían los genes icaA e icaD. Pero en el estudio de Arciola et 
al. (2005) con muestras obtenidas de prótesis ortopédicas, el porcentaje de positivos aumentó 
significativamente.

En esta investigación los aislados provienen de distintos tipos de muestras (sangre, punta de 
catéter, heridas, abscesos) y los porcentajes de resultados positivos varían, tanto por especie 
como por muestra; por lo que relacionar el porcentaje de positivos con el origen de la muestra 
no es posible. 

Se observaron 11 aislados que poseían un fenotipo positivo para la producción de biofilm en 
agar rojo Congo y negativos para la presencia de genes ica. El color negro de las colonias en 
este agar se debe a la presencia de polisacáridos que componen el biofilm de tipo PIA, que 
dependen de la expresión de los genes ica. Por lo que los genes deben estar presentes, pero no 
se obtuvo amplificación por la PCR. Esto pudo haber ocurrido por dificultades en la digestión 
de la pared celular, ya que el protocolo de PROMEGA® recomienda usar una mezcla de 60 µL 
de Lisozima (10 mg/mL) y 60 µL de Lisostafina (10 mg/mL) para una buena lisis de la pared 
celular. En esta investigación se utilizó 120 µl de Lisozima (10 mg/mL). Esto coincide con la baja 
concentración de ADN, medida en el NanoDrop™ 2000 (Thermo Scientific™). Otra posibilidad 
pudo haber sido la fuerte presencia de biofilm en las colonias, esto pudo haber dificultado 
actividad enzimática de la Lisozima, de una manera similar en la que evade el contacto con los 
leucocitos en el cuerpo del hospedero (Arciola et al. 2018).

La presente investigación ha logrado comprobar que poblaciones de S. aureus y S. epidermidis 
provenientes de hospitales en Quito y el Puyo son capaces de producir biofilm de tipo PIA y los 
genes ica están presentes en un gran porcentaje de la población. En Kozitskaya et al. (2004) se 

 

Figura 3. Geles representativos de los productos de amplificación obtenidos para los genes ica en S. aureus. A) icaA (188 pb), 
M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control negativo; aislado 1, CB-QCA 4584; aislado 2, CB-QCA 4751; aislado 3, CB-QCA 
4583; B) ica D (198 pb), M, marcador de peso molecular (100 pb); (-), control negativo; aislado 1, CB-QCA 4584; aislado 2, CB-QCA 
4751; aislado 3, CB-QCA 4583
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Código PUCE 
CB-QCA

Identificación 
PUCE

Hospital icaA icaB icaC icaD Rojo Congo Presencia 
por Rojo 4524 S. aureus H-Puyo 1§§ sc sc 1 cn 1§

4540 S. epidermidis H1-Quito 0** 0 0 0 n 1
4556 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 r 0*
4566 S. epidermidis H1-Quito 0 0 0 0 ro 0
4569 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 r 0
4571 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 n 1
4574 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
4576 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 mr 0
4577 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 r 0
4583 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 r 0
4584 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4587 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4588 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 mr 0
4592 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
4598 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
4613 S. epidermidis H1-Quito 0 0 0 0 cn 1
4615 S. aureus H1-Quito 0 sc sc 0 cn 1
4616 S. epidermidis H1-Quito 1 1 0 0 n 1
4620 S. epidermidis H1-Quito 1 1 0 1 mn 1
4629 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 r 0
4634 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 mr 0
4636 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 mn 1
4653 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 r 0
4655 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4656 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 mn 1
4659 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 mn 1
4681 S. epidermidis H2-Quito 1 1 0 0 mr 0
4682 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 mr 0
4695 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 mn 1
4696 S. epidermidis H2-Quito 1 1 0 1 r 0
4709 S. epidermidis H2-Quito 1 1 0 1 r 0
4710 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 n 1
4713 S. epidermidis H1-Quito 1 0 0 1 n 1
4714 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4718 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 mn 1
4721 S. epidermidis H1-Quito 0 0 0 0 r 0
4722 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 mr 0
4723 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4724 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 r 0
4728 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 r 0
4729 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 mr 0
4730 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 ro 0
4735 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
4736 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 ro 0
4747 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 r 0
4749 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4750 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 n 1
4784 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4798 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 n 1
4799 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 ro 0
4814 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 n 1
4827 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 r 0

Genes asociados a la producción de Biofilm
Tabla 3. Producción o no producción de biofilm definido por pruebas cualitativa y PCR
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Código PUCE 
CB-QCA

Identificación 
PUCE

Hospital icaA icaB icaC icaD Rojo Congo Presencia 
por Rojo 4828 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 ro 0

4838 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 n 1
4839 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 n 1
4843 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 0 r 0
4845 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4847 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 0 r 0
4857 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 mn 1
4858 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 r 0
4869 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 ro 0
4873 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 n 1
4874 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 mn 1
4875 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 r 0
4881 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 1 r 0
4888 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 mr 0
4889 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 ro 0
4891 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 n 1
4892 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 n 1
4899 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 ro 0
4901 S. epidermidis H1-Quito 0 0 0 0 mn 1
4902 S. epidermidis H1-Quito 0 0 0 0 r 0
4909 S. epidermidis H1-Quito 1 1 0 1 n 1
4911 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 r 0
4926 S. aureus H1-Quito 0 sc sc 0 n 1
4927 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 mn 1
4929 S. epidermidis H1-Quito 1 1 0 1 r 0
4930 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 r 0
4931 S. aureus H1-Quito 0 sc sc 0 ro 0
4943 S. epidermidis H2-Quito 1 1 0 1 r 0
4944 S. aureus H1-Quito 1 sc sc 0 ro 0
4947 S. epidermidis H1-Quito 1 1 1 1 r 0
4949 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
4951 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
4960 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 r 0
4965 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 r 0
4973 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 ro 0
4983 S. epidermidis H2-Quito 1 1 0 1 ro 0
4986 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
4989 S. aureus H2-Quito 1 sc sc 1 mr 0
4993 S. aureus H1-Quito 0 sc sc 0 ro 0
4998 S. epidermidis H1-Quito 0 0 0 0 r 0
5001 S. epidermidis H2-Quito 1 1 1 1 mr 0
5002 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 ro 0
5003 S. epidermidis H2-Quito 0 0 0 0 r 0
5018 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 ro 0
5019 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 ro 0
5020 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 mr 0
5021 S. aureus H-Puyo 1 sc sc 1 ro 0

ATCC 25923 S. aureus - 0 sc sc 1 n 1

*(0) ausencia de biofilm, §(1) presencia de biofilm; **(0) ausencia del gen; §§(1) presencia del gen; (ATCC) Colección Americana 
de Cultivos Tipo, en inglés American Type Culture Collection; (CB-QCA) Colección Bacteriana Quito Católica; (cn) casi negro, (H1-
Quito) Hospital 1 de Quito, (H2-Quito) Hospital 2 de Quito, (H-Puyo) Hospital del Puyo, (mn) muy negro, (mr) muy rojo, (n) 
negro, (r) rojo, (ro) rojo obscuro; (sc) sin cebadores, Staphylococcus aureus  no cuenta con cebadores para ica B y C. 

Continuación Tabla 3. Producción o no producción de biofilm definido por pruebas cualitativa y PCR
Genes asociados a la producción de Biofilm
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relaciona la presencia de los genes icaADBC con resistencias a antibióticos y a la presencia de 
múltiples copias del elemento móvil IS256 en cepas clínicas, sugiriendo que este conjunto de 
elementos proporciona una variabilidad que le brinda una ventaja frente a cambios ambientales 
presentes en un hospital. La OMS ha catalogado a S. aureus como prioridad 2: elevada, debido a 
su creciente farmacorresistencia, por lo que es necesario buscar nuevos antibióticos (OMS 2017) 
o alternativas para su tratamiento (Zapotoczna et al. 2016).

El estudio de biofilm en estafilococos dentro de Latinoamérica se concentra en Brasil. Silva (2014) 
encontró una incidencia del 48,00 % de cepas hospitalarias de S. epidermidis que presentaban 
los genes ica. En el estudio de Batistao et al. (2016) el 44,00 % de su población de S. aureus 
presentaban genes ica. 

Dentro de Ecuador no existen estudios de biofilm en S. aureus y S. epidermidis. Pero existen 
estudios sobre los grupos clonales de S. aureus circulantes en el país con los cuales podemos 
relacionar la presencia de biofilm. Según Zurita et al. (2016) los clones de S. aureus USA300-LV 
y USA600 fueron encontrados en el país. Estos poseen una diversidad de cepas capaces de 
producir biofilm fuertes o débiles (King et al. 2016). 

Conociendo los grupos clonales de S. aureus y su capacidad de producir biofilm presentes en el 
país, se podría esperar que existan varias resistencias a antibióticos transferidas entre S. aureus 
y S. epidermidis. Esto debido a que ambas bacterias suelen compartir nichos y el biofilm es un 
ambiente propicio que mejora la capacidad de transferencia horizontal de material genético 
(Savage et al. 2013; Haaber et al. 2017). La transferencia de resistencias a aminoglucósidos y a 
Linezolid entre S. aureus y S. epidermidis ha sido documentada en varios estudios (Haaber et al. 
2017; Cafini et al. 2016), por lo que el crecimiento de S. epidermidis como un patógeno casual en 
hospitales es de esperarse.

Comprender el funcionamiento del locus ica nos puede brindar opiniones sobre tratamientos 
terapéuticos a seguir en caso de infecciones con bacterias productoras de biofilm, para lo que se 
suele recomendar remoción quirúrgica del implante infectado y administración de vancomicina 
en caso de ser resistente a la meticilina (MRSA) (Archer et al. 2011). McCarthy et al. (2015) al 
relacionar la producción de biofilm en aislados clínicos de S. aureus resistentes a la meticilina 
(MRSA) y sensibles a la meticilina (MSSA), notaron que los aislados sensibles producían biofilm 
ica-dependiente, mientras que los resistentes formaban biofilm ica-independientes, indicando 
que cuando las bacterias adquieren la resistencia prefieren producir biofilm del tipo proteico 
(ica-independiente) al biofilm tipo polisacárido (ica-dependiente). 

El estudio del biofilm de tipo PIA es un área que aún requiere de mucha investigación. Todavía 
se desconoce si los genes pueden ser transferidos horizontalmente (Kozitskaya et al. 2005) o 
de tratamientos efectivos. Para futuros proyectos se podría evaluar la relación de la producción 
de biofilm con resistencias a otro tipo de antibióticos como en Kozitskaya et al. (2004) dentro 
del país, ya que conocemos que existen cepas capaces de producir biofilm con resistencias a 
algunos antibióticos (Batistao et al. 2016). Existen estrategias terapéuticas que se encuentran 
en fase pre-clínica como péptidos antimicrobianos, bacteriófagos, enzimas degradantes de 
biofilm o bloqueadores de quorum sensing, pero aún no se logra alcanzar el objetivo al 100 % 

Especie/# individuos Presencia por 
bioquímica

Presencia por 
PCR

Gen icaA Gen icaB Gen icaC Gen icaD

S. aureus  (39) 20,51% 89,74% 87,18% - - 87,18%
(8/39) (35/39) (34/39) (34/39)

S. epidermidis  (61) 34,42% 59,02% 59,02% 57,38% 42,62% 52,46%

(21/61) (36/61) (36/61) (35/61) (26/61) (32/61)

Tabla 4. Porcentaje de presencia de biofilm por prueba bioquímica y por PCR de S. aureus y S. 
epidermidis
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(Otto 2019) por lo que la investigación debe continuar para prevenir las complicaciones en el 
tratamiento de infecciones hospitalarias asociadas a S. aureus o S. epidermidis.

Conclusiones
-Los aislados clínicos de S. aureus y S. epidermidis provenientes de procesos infecciosos de 
hospitales de tercer nivel de ciudades de Quito y el Puyo y tiene capacidad de producir biofilm. 

-Se identificó que una tercera parte (29,00 %) de aislados de S. aureus y S. epidermidis son 
productores de biofilm mediante la prueba cualitativa en agar rojo Congo.

-Se identificó que la gran mayoría (71,00 %) de los aislados clínicos de S. aureus y S. epidermidis 
presentan los genes productores de biofilm expresando, incluyendo la cepa de referencia 
S. aureus ATCC® 25923.

-La identificación de la formación de biofilm mediante la prueba de rojo Congo no es precisa 
al identificar aislados clínicos de S. aureus y S. epidermidis capaces de producir biofilm ica-
dependiente, pues la expresión de biofilm es muy variada, como se pudo evidenciar en los 
distintos fenotipos mostrados en rojo Congo.
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