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EDITORIAL

La Revista Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas culmina con éxito
el periodo 2025 con la publicacién del segundo numero del volumen 28. Esta edicién representa la
consolidacion del esfuerzo conjunto realizado por el Comité Organizador del XVIII Congreso Venezolano
de Bioandlisis 2025, nuestro magno evento cientifico que se constituyé como un espacio de vanguardia
para la actualizacién de conocimientos, el intercambio académico y el fortalecimiento de los vinculos
gremiales durante cuatro jornadas de intensa actividad.

El presente numero tiene el honor de difundir trabajos galardonados en dicho encuentro, incluyendo la
investigacion acreedora del Premio Cientifico de la Sociedad y el tercer lugar en la modalidad de trabajos
libres (pdster). De esta manera, reafirmamos nuestro compromiso institucional con la promocion
de la investigacion de excelencia y el cumplimiento de nuestro objetivo primordial: la divulgacion del
conocimiento cientifico producido por los profesionales del Bioanalisis.

La edicidn inicia con el articulo premiado por la SVBE en el XVIII Congreso Venezolano de Bioanalisis,
titulado: “Deteccion de genes de betalactamasas en aislados clinicos de Acinetobacter baumannii
resistentes a carbapenémicos”. A continuacion, presentamos el trabajo distinguido con el tercer lugar
en la modalidad de pdster: “Impacto de la pandemia COVID-19 en la resistencia antimicrobiana en
Staphylococcus aureus, Estado Aragua-Venezuela”. Prosigue la entrega con la investigacion “Resazurina
como indicador colorimétrico en la susceptibilidad a biopeliculas sésiles de Candida spp., aisladas de
hemocultivos frente a fluconazol” y, finalmente, cerramos este nimero con una revisiéon documental
sobre el “Ayuno intermitente: efectos producidos en el metabolismo tras periodos de restriccion calorica”.

Deseamos expresar nuestro mas profundo reconocimiento a la Junta Directiva de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas y al Comité Organizador del XVIII Congreso Venezolano de Bioanalisis
2025, celebrado en el Gran Hotel Melid Caracas del 31 de julio al 2 de agosto de 2025. Extendemos un
agradecimiento especial a su directiva por la excelencia organizativa demostrada al MSc. Danilo D Amico
(Presidente), MSc. Paco Rafoull (Secretaria General), MSc. Hellen Rangel (Secretaria de Asuntos
Cientificos y Educativos), MSc. Marilyan Toledo (Subsecretaria de Asuntos Cientificos y Educativos),
MSc. Nirsen Garcia (Secretaria de Finanzas), Lcda. Sandra Salas (Subsecretaria de Finanzas), Esp. Ramon
Bricefo (Secretaria de Relaciones Publicas y Sociales).

Asimismo, felicitamos a los coordinadores de cada drea por estructurar un programa cientifico de alto
nivel, cuyas conferencias fueron atendidas por mas de 600 profesionales. Este éxito no solo resalta la
solidez de nuestra Sociedad, sino que también proyecta la relevancia de nuestro gremio en el ambito de
la salud nacional.

Con los mas cordiales saludos y estima,

Dra. Maria Fatima Garcés
Editora.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2025; Vol 28 (2): 35 [
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Deteccion de genes de carbapenemasas en aislados clinicos de Acinetobacter baumannii

Gabriel Gonzélezl®, Howard Takiff? @

!Licenciado en Bioanalisis. Doctor en Ciencias mencién Microbiologia. Coordinador del Servicio de laboratorio. Centro Médico Dr. Hernandez
Cisneros. Porlamar. Edo. Nueva Esparta. Venezuela. 2Medical Doctor. PhD en Epidemiologia Molecular. Jefe del laboratorio de Genética
Molecular. CMBC, IVIC. Caracas. Venezuela.

Premio SVBE XVIII Congreso Venezolano de Bioanalisis 2025
Recibido para publicacién 30 septiembre 2025. Aceptado: 30 octubre 2025

RESUMEN:

Introduccién: Acinetobacter baumannii resistente a los carbapenémicos es un problema de salud publica emergente
que causa dificultades en el manejo clinico-terapéutico de los pacientes. Las carbapenemasas producidas por estos
microrganismos inactivan los antibiéticos carbapenémicos. Metodologia: Un total de 283 aislados clinicos A. baumannii
resistentes a carbapenémicos fueron analizados empleando la reacciéon en cadena de la polimersasa (PCR) para la
amplificacidn y secuenciacion de la region de cada gen para la clase A (blakpc-like), B (blavim-iike) y D (blaoxa-23-like, blaoxa-24-
like, blaoxa-58 y blaoxs-143) de Ambler. Resultados: Fueron detectados 52 (18,4%) genes que codifican para las principales
betalactamasas que hidrolizan carbapenémicos. El gen blaoxa-23 se detecté en 23 (8,1%) aislados de los A. baumannii y
solo en 28 (9,9%) aislados se amplificé el gen blaoxa-58. Con respecto al gen blaoxa-72, solo se detectd en un aislado. No se
detectaron los genes blaoxa-143, blakpc-iike y blavim. Conclusion: Los genes blaoxa-23, blaoxA-72 y blaoxa-58 fueron detectados
en algunos aislados resistentes a los carbapenémicos. Por el contrario, los genes blaoxa-143, blakpc y blavim no se detectaron.
En un elevado nimero de A. baumannii (81,6%) resistentes a los carbapenémicos no se detectaron los genes para las
carbapenemasas evaluadas. Es posible que la resistencia en estos aislados este mediada por la combinacién de otros
mecanismos enzimaticos y/o no enzimaticos los cuales no fueron ensayados en el presente estudio.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii. Resistencia a carbapenémicos. Carbapenemasa tipo OXA. Metalo-betalactamasas
clase B. Betalactamasas. clase A.

Detection of carbapenemase genes in clinical isolates of
the Acinetobacter baumannii complex

ABSTRACT

Introduction: Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii is an emerging public health concern, causing challenges in
the clinical and therapeutic management of patients. The carbapenemases produced by these microorganisms inactivate
the carbapenem antibiotics. Methodology: A total of 283 clinical isolates of Carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii were analyzed by PCR for amplification and subsequent sequencing of the full coding region of each gene,
using specific primer pairs for Ambler clases A (blakpc-like), B (blavim-ike) and D (blaoxa-23-like, blaoxa-24-like, blaoxa-58 and
blaoxs-143). Results: Genes encoding key 3-lactamases involved in carbapenem hydrolysis were detected in only 52 (18.4%)
isolates. The blaoxa-23 gene was successfully amplified in 23 (8.1%) of the evaluated A. baumannii isolates, and blaoxa-58
was amplified in 28 (9.9%). The blaoxa-7z gene was detected in just one isolate. In contrast, blaoxs-143 and blaviM were not
present in any of the clinical isolates analyzed. Conclusion: The genes blaoxa-23, blaoxa-7z and blaoxa-58 were detected in
some carbapenem-resistant isolates. In contrast, the genes blaoxa-143, blakpc and blavim were not found in any of the clinical
isolates analyzed. A high proportion (81.6%) of A. baumannii isolates resistant to carbapenems did not present any of
the carbapenemase genes evaluated. It is possible that resistance in these isolates is mediated by a combination of other
enzymatic and/or non-enzymatic mechanisms not explored in this study.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Carbapenem resistance. OXA-type carbapenemases. Class B metallo-beta-
lactamases. Class A beta-lactamases.

ARTICULO ORIGINAL

Introduccion

Acinetobacter baumannii  (A. baumannii) es un
importante patégeno nosocomial que causa infecciones
graves como neumonia asociada con ventilacién
mecanica, infeccién del torrente sanguineo, infeccién
del tracto urinario, meningitis e infecciones de heridas,

Correos de contacto: Gabriel Gonzalez, gagonzal0912@gmail.com

5| Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2025; Vol 28(2): 36-42.
https://doi.org/10.71034/SVBE.2025.28.2.05

particularmente en pacientes recluidos en unidades
de cuidado intensivo (1, 2). Este microrganismo
se ha convertido en un reto sanitario en todo el
mundo debido a su resistencia a los antimicrobianos
y su capacidad de diseminacién (3). Ademas, la
resistencia a la desecacién permite al organismo
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sobrevivir en superficies inanimadas durante largos
periodos de tiempo, lo que contribuye a su transmisién
dentro del entorno hospitalario, lo que resulta en
brotes y persistencia endémica (1). Su resistencia
antimicrobiana intrinseca y adquirida es una grave
amenaza para el éxito del tratamiento de las infecciones
por A. baumannii (4). La resistencia creciente a los
carbapenémicos, que se ha intensificado durante las
Ultimas décadas, ha limitado de manera critica el uso
de estos antimicrobianos de primera linea para tratar
infecciones causadas por este microorganismo (3).
A. baumannii resistente a carbapenémicos ha sido
clasificado como patégeno de prioridad 1 (“critico”)
en la lista de la Organizacién Mundial de la Salud para
la investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos
(5), y los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) lo han situado en la categoria
de amenaza urgente para la salud publica. En 2017, se
estim6 que A. baumannii resistente a carbapenémicos
ocasioné aproximadamente 8.500 infecciones en
pacientes hospitalizados en los Estados Unidos, con
unas 700 muertes asociadas, reflejando su alta carga
clinica y epidemioldgica (6).

La resistencia a los carbapenémicos esta mediada
principalmente por las betalactamasas de clase
D hidrolizantes de carbapenémicos de tipo OXA
adquiridas [oxacilininasas (OXAs)], codificadas por
blaOXA-23-like, blaOXA-40-like, blaOXA-58-like, blaOXA-143-
like y bla0XA-235-like (7-9). Con menos frecuencia, la
resistencia a los carbapenémicos en A. baumannii esta
mediada por metalo-betalactamasas de clase B (MBL)
como IMP, NDM, SIM y VIM (1, 10) y solo raramente
por betalactamasas de clase A KPC y GES (11, 12).
Por lo tanto, este estudio fue disehado para evaluar
la distribucién de los genes (bla0XA23-like, blaOXA24-
like, blaOXA58, bloXA143, bla KPC-like y bla VIM-like)
involucrados en mecanismos de resistencia enzimatico
a carbapenémicos, en un grupo de aislados clinicos del
Complejo Acinetobacter baumannii.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas: En el presente estudio se analizaron
283 aislados clinicos de A. baumannii resistentes
a carbapenémicos provenientes de tres centros
hospitalario de la ciudad de Caracas: Hospital Dr. José
Maria Vargas, Hospital Domingo Luciani y Centro
Médico de Caracas. Los cuales fueron identificados
como  Complejo A.  calcoaceticus-baumannii

Deteccion de genes de carbapenemasas en aislados clinicos de Acinetobacter baumannii

empleando el sistema automatizado de identificacion
microbioldgica Microscand (Beckman Coulter, Inc.).
La identificacion definitiva de género y especie se llevd
a cabo mediante analisis de la secuencia del gen rrs que
codifica a la subunidad 16S del ARN ribosomal. La
susceptibilidad antimicrobiana de estos aislados a los
carbapenémicos evaluados (imipenem y meropenem)
fue determinada empleado el método de difusion
del disco y el nivel de resistencia por medio de las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) en agar
(13).

Identificacion molecular de genes de resistencia: Los
aislados clinicos de A. baumannii en estudio fueron
analizados para detectar la presencia de una serie
de genes que codifican para las carbapenemasas
tipo OXA (bla0XA23-like, blaOXA24-like, blaOXA58 y
bloxA143), serinoenzimas (bla KPC-like) y metalo-
betalactamasas (bla VIM-like). Los genes que codifican
para las principales betalactamasas que hidrolizan
carbapenémicos, fueron detectados por PCR
amplificando la regién codificante completa de cada
gen y se usaron pares de iniciadores especificos (Tabla
1). Las bandas fueron detectadas por transiluminacién
con luz ultravioleta (FOTO/Prep) y documentada
fotograficamente. Los productos de PCR, previamente
purificados (QIAquick® - QIAGEN), fueron enviados
a la unidad de estudios genéticos y forenses (UEGF)
del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC) para ser secuenciados. Posteriormente, las
secuencias obtenidas fueron comparadas con aquellas
disponibles en el GenBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST), haciendo un BLAST para confirmar la
presencia de dichos genes en las cepas A. baumannii
analizadas.

Cepas controles

Como control de calidad para las reacciones de PCR
se utilizaron, una cepa de K. pneumoniae productora
de KPC cuya caracteristica de carbapenemasa fue
evaluada mediante deteccion fenotipica, y cedida por el
laboratorio de Bacteriologia del Hospital Dr. Domingo
Luciani; una cepa de Pseudomonas aeruginosa
productora de VIM proporcionada por el Instituto
Nacional de Higiene Rafael Rangel, las cepas A.
baumannii FER productora de OXA23, A. baumannii
CLA productora de OXA 40, y A. baumannii BMBF98
productor de OXA143, adquiridas en el Servicio de
Bacteriologia - Virologia - Higiene - Parasitologia.
Hospital Central Universitario de Bicetre-Francia.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolanals
de Bioanalistas Especialistas. 2025; Vol 28(2): 36-42.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion y secuenciacion de los genes que codifican para las
principales betalactamasas que hidrolizan carbapenémicos.

Cebadores Blanco Secuencias N° pb Referencia
KPC-F blaKPC-2 GTA TCG CCG TCT AGT TCT GC 880 14
KPC-R GGT CGT GTT TCC CTT TAG CC

VIM-F blaVIM- ATT GGT CTATTT GAC CGC GTC 780 15
VIM-R TGC TAC TCA ACG ACT GAG CG

OXA23-F blaoxa23-like GAT GTG TCA TAG TAT TCG TCG 1058 15
OXA23-R TCA CAA CAA CTAAAA GCACTG

OXA24-F blaoxa24-like GTA CTA ATC AAA GTT GTG AA 825 15
OXA24-R TTC CCC TAA CAT GAATTT GT

OXA58-F blaoxa58-like CGA TCA GAATGT TCAAGC GC 528 16
OXA58-R ACGATT CTC CCC TCT GCG C

OXAI43-F blaoxal43 AGT TAA CTT TCAATAATT G 825 7
OXAI143-R TTG GAA AAT TAT ATA ATC CC

pb (pares de bases)
Fuente: Elaboracién propia

Resultados

Del conjunto de genes que codifican para las
carbapenemasas tipo OXA (bla0OXA23-like, blaOXA24-like,
bla0XA58 y blOXA143), serinoenzimas (bla KPC-like) y
metalo-betalactamasas (bla VIM-like), solo un grupo de
ellos lograron ser amplificado a partir de los aislados.
De los genes que codifican para las carbapenemasas tipo
OXA, el uso de iniciadores especificos para los genes
bla 0XA23-like permitié la obtencion de un amplicon
de 1058 pb. Este producto de PCR fue secuenciado
posteriormente y analizado mediante el programa
BLAST, el cual revel6 que la secuencia nucleotidica
presentaba una 99% de similitud con la secuencia del
gen bla 0XA23 incluida en la base de datos del GenBanck.
Dicho gen logré ser amplificado en 23 aislados (8,1%) de
los A. baumannii evaluados en el presente estudio (Figura
1). Los iniciadores especificos para el gen bla0OXA24-like
permitié la obtencion de un amplicon de1000 pb en 1
sola cepa (Figura 2). Una vez purificado el producto de
la PCR, el mismo fue secuenciado y analizado mediante
el programa BLAST. Este andlisis evidencié que la
secuencia nucleotidica tenfa un 99% de similitud con
la secuencia del gen bla 0xA72. De los aislados clinicos
analizados, 28 cepas generaron un amplicén de 528 pb
mediante PCR. La secuenciacién de estos productos y
su analisis por BLAST revelaron una similitud del 99%
con la secuencia del gen bla0XA-58 (Figura 3). Asimismo,
se evalud la presencia del gen bla0XA-143, para el cual
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Figura 1. Registro fotografico de un gel de agarosa al
0,8% donde se observan los amplificados del gen que
codifica para la carbapenemasa OXA 23. Lineas 1 y
19: 1Kb DNA Ladder (BioLabs), Linea 2 y 3: Control
positivo y negativo, Lineas 4-18 (41A-55A) y 20-36
(56A-72A) aislados clinicos provenientes del
Hospital Dr. Domingo Luciani

Fuente: Elaboracién propia.
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1000 pb

Figura 2. Amplificados del gen que codifica para la
carbapenemasa OXA 72. Lineas 1 y 11: 1IKb DNA
Ladder (BioLabs), Linea 2 y 3: Control positivo y
negativo, Lineas 4-10 (8C-14C) y 12-20 (15C-23C)
aislados clinicos provenientes del Centro Médico de
Caracas.
Fuente: Elaboracién propia

528 pb

Figura 3. Registro fotografico de un gel de agarosa al
0,8% donde se observan los amplificados del gen que
codifica para OXA 58. Linea 1: 100 pb DNA Ladder
(BioLabs), Linea 2 y 3: Control positivo y negativo,
Lineas 4-14 aislados clinicos provenientes del Centro
Médico de Caracas, Hospital Dr. Domingo Luciani y
Hospital Vargas.

Fuente: Elaboracion propia
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la técnica de PCR produjo un amplicon de 825 pb,
mostrando igualmente una similitud del 99% con la
secuencia depositada en GenBank. Sin embargo, dicho
gen no fue detectado en ninguna de las cepas incluidas
en este estudio.

Mediante la técnica de la PCR y utilizando iniciadores
especificos para amplificar los genes que codifican
para metalo-betalactamasas, solo se logré obtener el
amplificado correspondientes de las cepas control. Con
los iniciadores para los genes blavIM-like, se originé
un producto de 780 pb, el cual al ser secuenciado el
mismo tenfan un 100% de similitud con secuencia
correspondiente al gen blaviM-2 almacenado en la base
de datos del Genbanck. Sin embargo, no se logré detectar
estos genes en los aislados clinicos de A. baumannii
analizados. Empleando los iniciadores para los genes
blakPC-like se obtuvo un producto de PCR de 700 pb de
la cepa control que al ser secuenciado el mismo presentd
un 99% de similitud con la secuencia correspondiente al
gen blakPcC-19. Este gen tampoco logré ser amplificado
en las 283 cepas evaluadas.

Discusion

La produccion de OXA-23 es sefialada como el
mecanismo de resistencia a los carbapenémicos
encontrados con mayor frecuencia en los hospitales
de todo el mundo (17, 18). Pero en el presente estudio,
el gen asociado con este mecanismo de resistencia
solo fue detectado en el 8,1% (23/283). En un estudio
previo, en Caracas-Venezuela, se logré detectar blaoXA-
23-like en el 93,4% de los aislados de A. baumannii (17).
Desconociéndose los posibles factores que pudieran
influir en los resultados discrepantes obtenidos con
la presente investigacién. Existen estudios conducidos
en un mismo pais donde previamente se asocia la
resistencia a los carbapenémicos con la presencia de un
determinado tipo de carbapenemasa y posteriormente
se describe la prevalencia de otra enzima con actividad
carbapenemasa asociada con la resistencia a estos
antimicrobianos (19). El gen blaoxA-72, logré ser
amplificado en un solo aislado clinico de A. baumannii,
constituyéndose este estudio el primer reporte de
carbapenemasa tipo OXA-72 en Venezuela. La aparicion
de casos esporadicos con esta enzima, también ha
sido reportados en Colombia y Estados Unidos (20,
21). Por el contrario, otros autores han reportado la
diseminacién de un clon endémico de A. baumannii
productor de OXA-72, el cual fue el responsable de
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los brotes y de la alta frecuencia del gen blaOXA-72
(97%) que codifica para la carbapenemasa OXA-72
(19). El primer reporte de OXA-58 en Venezuela fue
documentado por Salazar E. et al. (22), quienes lograron
identificar la presencia de esta enzima en el 10% de
los aislados clinicos de A. baumannii. Siendo estos
resultados muy similares a los obtenidos en la presente
investigacion (9,9%). Por el contrario, en Bolivia se
logré detectar blaOXA-58-like en el 39,4% de los aislados
de A. baumannii (23).Y en Europa la enzima OXA-58
también ha sido identificada y considerada endémica
en paises como Francia, Turquia y Grecia (24). OXA-
143 fue descrita por primera vez en un aislado clinico
de A. baumannii multirresistente en Brasil durante
la realizacién de un estudio multicéntrico. Y luego
se describié una elevada prevalencia de blaoxA-143
(58,3%) (25). Inicialmente OXA-143 se encontraba
de forma exclusiva en Brasil, sin embargo, en Irdn se
describié que el 14,43 % de los aislados clinicos de
A. baumannii resistentes a carbapenémicos fueron
positivos para esta enzima (26). En cambio, en nuestro
estudio no se logré detectar la presencia de bla0XA-143.
En Puerto Rico se logré identificar la presencia de la
enzima KPC en el 3,4% de los Acinetobacter resistentes
a carbapenémicos (12). No obstante, porcentajes mas
elevados (22,5%) han sido reportados en México
(27). Por el contrario, en el presente estudio no se
logré detectar la presencia de blakPC-like. Un dato
importante para considerar es que la cepa empleada
como control positivo para la identificacién del gen
blakpC provenia de un aislado clinico de K. pneumoniae
y previamente se ha reportado, en un mismo hospital,
que inicialmente la presencia de blakPC-like fue
identificada en especies de Klebsiella y posteriormente
en A. baumannii. Sugiriendo la posible transmisién
horizontal, debido a que esta carbapenemasa ha sido
asociada con elementos genéticos méviles los cuales
pueden ser transferidos de una bacteria a otra (27,28).
Las enzimas VIM han sido identificadas muy raramente
en A. baumannii, asimismo en algunas regiones del
mundo solo pocos aislados son productores de metalo-
betalactamasas (29,30). En nuestro estudio no se logré
detectar la presencia de blaviM en ninguno de los
aislados clinicos evaluados, de manera similar a los
resultados reportados en Colombia (31). En Venezuela,
se ha reportado la presencia VIM, pero en aislados
de Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae
resistentes a carbapenémicos (32,33). Razén por lo
cual es necesaria su deteccién continua, debido a la
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plasticidad genética de A. baumannii y el papel que
juegan los elementos mdviles en la trasmisiéon de la
resistencia (28). La mayoria de los estudios publicados
hasta la fecha hacen referencia a la adquisicién de
carbapenemasa tipo OXA como uno de los mecanismos
predominantes para adquirir resistencia a los
carbapenémicos en especies de Acinetobacter (17,18).
Sin embargo, en la presente investigacién se encontrd
un elevado porcentaje (81,6%) de aislados en las cuales
no fue posible evidenciar la presencia de ninguno de los
genes que codifican carbapenemasas. La disminucién
de la permeabilidad de la membrana externa pudiera
estar jugando un papel importante en la resistencia a
carbapenémicos (34), al igual que la sobreexpresion de
las bombas de eflujo parece contribuir en el incremento
dela Concentracion Inhibitoria Minima de meropenem
(21). Por otro lado, la hiperproduccién de AmpC reduce
significativamente la sensibilidad a cefalosporinas de
cuarta generacion y a los carbapenémicos, si se produce
también la pérdida de alguna porina relacionada con la
resistencia antimicrobiana o la expresion exagerada de
bombas de flujo (35).

Finalmente, este trabajo representa un aporte
importante a la epidemiologia molecular de A.
baumannii ya que en nuestro estudio se encontrd que
en un elevado nimero de aislados (231) resistentes a
carbapenémicos, no fue posible evidenciar la presencia
de ninguno de los genes que codifican carbapenemasas.
Esto nos permiten pensar que, pudieran estar presentes
otros mecanismos de resistencia a betalactamicos de
naturaleza no enzimaticas que probablemente sean
responsables de la resistencia a carbapenémicos o a la
presencia de otras carbapenemasas no evaluadas en el
presente estudio.

Conclusiones

Los genes blaOXA-23, bla0XA-72 y bla0XA-58 fueron
detectados en aislados resistentes a los carbapenémicos.
Por el contrario, los genes blaOXA-143, blakpc y blaviMm
no estuvieron presentes en ninguno de los aislados
clinicos evaluados. En un elevado nimero de A.
baumannii (81,6%) resistentes a los carbapenémicos
no fue detectado ningunos de los genes que codificara
las diversas carbapenemasa evaluadas. Es posible que
la resistencia en estos aislados este mediada por la
combinacién de otros mecanismos enzimaticos y/o
no enzimaticos los cuales no fueron ensayados en el
presente estudio.
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RESUMEN:

Introduccion: S. aureus es un problema de salud publica por su alta resistencia a los antibiéticos. La pandemia COVID-19
tuvo repercusion en la farmacorresistencia a los antimicrobianos. Objetivo: Evaluar el impacto de la pandemia COVID-19
en la resistencia a los antimicrobianos en Staphylococcus aureus en el estado Aragua-Venezuela. Materiales y Métodos:
Investigacion retrospectiva. Los datos de los afios 2019 al primer trimestre del 2024, antes, durante y después de
la pandemia (identificacién del germen y su resistencia a antimicrobianos), se obtuvieron del registro de cultivos del
Departamento Microbiolégico del Laboratorio Clinico Delgado Launois-Maracay-estado Aragua. Para el andlisis de la
informacidn se utilizaron los programas EPI INFO 7.2.5 y SPSS 27.0. Resultados: Se analizaron 1249 cepas de S. aureus,
el mayor porcentaje de resistencia se observo durante la pandemia y la postpandemia. Para meticilino fue en 2024 (80%),
seguido del 2023 (76,8%) y 2021 (70,9%). En eritromicina, fue en 2023 (70,2%) y 2024 (60,7%). Para clindamicina,
la resistencia fue de 41,5%, 37,1% y 33,8% en 2024, 2022 y 2023, respectivamente. En el caso de ciprofloxacina y
levofloxacina, la mayor resistencia se observé en el 2023 (51%) y 2024 (44,6%). En todos los casos las diferencias fueron
estadisticamente significativas (p<0,001). Respecto a macroélidos y lincosamidas, la expresién de metilasa inducible,
constitutiva y el fenotipo M tuvo ligeras diferencias con significancia estadistica (p<0,05). Conclusion: Los resultados
sugieren que hubo un impacto importante por la pandemia COVID-19 en la resistencia a los antimicrobianos en aislados
clinicos de S. aureus en el estado Aragua.

Palabras clave: Staphylococcus aureus. Antimicrobianos. Pandemia. COVID-19. SAMR.

Impact of the COVID-19 pandemic on antimicrobial resistance in Staphylococcus aureus,
Aragua State-Venezuela

ABSTRACT

Introduction: S. aureus is a public health problem due to its high antibiotic resistance. The COVID-19 pandemic had
repercussions on antimicrobial resistance. Objective: To evaluate the impact of the COVID-19 pandemic on antimicrobial
resistance in Staphylococcus aureus in Aragua State, Venezuela. Materials and Methods: Retrospective study. Data
from 2019 to the first quarter of 2024, before, during, and after the pandemic (identification of the pathogen and its
antimicrobial resistance), were obtained from the culture records of the Microbiology Department of the Delgado Launois
Clinical Laboratory in Maracay, Aragua State. EPI INFO 7.2.5 and SPSS 27.0 software were used for data analysis. Results:
1249 strains of S. aureus were analyzed; the highest percentage of resistance was observed during and after the pandemic.
For methicillin, resistance was highest in 2024 (80%), followed by 2023 (76.8%) and 2021 (70.9%). For erythromycin,
it was highest in 2023 (70.2%) and 2024 (60.7%). For clindamycin, resistance was 41.5%, 37.1%, and 33.8% in 2024,
2022, and 2023, respectively. In the case of ciprofloxacin and levofloxacin, the highest resistance was observed in 2023
(51%) and 2024 (44.6%). In all cases, the differences were statistically significant (p<0.001). Regarding macrolides and
lincosamides, the expression of inducible and constitutive methylase, as well as the M phenotype, showed slight differences
with statistical significance (p<0.05). Conclusion: The results suggest that there was a significant impact of the COVID-19
pandemic on antimicrobial resistance in clinical isolates of S. aureus in the state of Aragua.

Keywords: Staphylococcus aureus. Antimicrobial. COVID-19. Pandemic. MRSA.

Introduccién facultativamente anaerdbicos (1). Por otra parte, S.
aureus tiene la habilidad de desarrollar resistencia a los
antibidticos, siendo las cepas de S. aureus resistente a
la meticilina (SARM) de gran importancia clinica por
sus limitadas opciones de tratamiento antimicrobiano

Q).

Staphylococcus aureus (S. aureus) es un coco Gram-
positivo que se dispone en tétradas y racimos de
uvas y entre otras de sus caracteristicas resaltan
ser no esporulados, inmdviles, catalasa positivos y
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Esta bacteria es catalogada como un patdgeno exitoso,
ya que cuenta con una serie de factores de virulencia,
entre ellos su capacidad de adherencia a las células
del huésped, la evasion de la respuesta inmune, la
degradacién y adquisiciéon de nutrientes. Por otra
parte, posee una maquinaria genética involucrada en
la sintesis de una variedad de enzimas y toxinas como
proteasas, hialuronidasas y hemolisinas que forman
parte de su abanico de estrategias para sobrevivir ante
los mecanismos defensivos del hospedador (3).

Las infecciones por S. aureus pueden originarse a partir
de la colonizacidn en diferentes sitios del cuerpo (fosas
nasales, piel e intestino), por heridas en la piel o también
a partir de fomites infectados, contaminacién de
dispositivos médicos implantables (catéteres, protesis)
o por transferencia de otros individuos, condiciones
que se dan principalmente en ambientes hospitalarios
relacionados con la atencién en salud (2).

En ese sentido, S. aureus es el agente causal de multiples
infecciones humanas, en la comunidad y a nivel
hospitalario, que incluyen bacteriemia, endocarditis
infecciosa, infecciones de piel y tejidos blandos,
osteomielitis, artritis séptica, infecciones de dispositivos
protésicos, infecciones pulmonares (neumonia y
empiema), gastroenteritis, meningitis, sindrome de
shock téxico e infecciones del tracto urinario (4).

Sehaestimado quelabacteriemia por S. aureustiene una
tasa de incidencia que varia de 20 a 50 casos/100.000 por
afio, y entre el 10% y el 30% de estos pacientes moriran
a causa de la infeccién (5,6). En Estados Unidos se
producen aproximadamente 20.000 muertes por afio
por bacteriemia por esta bacteria (5,6). Asimismo,
las infecciones cutdneas pueden ser moderadamente
graves, e incluyen furdnculos, abscesos e infecciones
de heridas, y aunque no suelen ser mortales, estan
acompanadas de una morbilidad significativa (1).

Staphylococcus aureus se encuentra entre los siete
patégenos principales que son responsables de
aproximadamente 457.000 muertes relacionadas con
resistencia a los antimicrobianos (RAM) en 53 paises
europeos, siendo SARM la causa predominante.
Asimismo, SARM ocasioné mas de 100.000 muertes
en el mundo atribuibles a la RAM en 2019 (7). Segtin
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), SARM se
encuentra entre los patégenos de prioridad alta por su
resistencia a los antibi6ticos (8).

En Venezuela, segiin el Programa Venezolano de
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos
(PROVENRA), entre los afios 2018 al 2020 se estimé un
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alto porcentaje de RAM en S. aureus, siendo de 51,7 %
SARM, mientras que 47% de cepas se reportaron como
resistentes a eritromicina y 67,32 % a azitromicina (9).

La pandemia de COVID-19 fue uno de los eventos
mas impactantes que estremecié al mundo desde su
aparicion en la ciudad de Wuhan, China, en diciembre
de 2019. Se propagé rapidamente y se inici6 el 11 de
marzo de2020. La pandemia COVID-19 marcé un antes
y un después en el planeta, con graves consecuencias
en los aspectos politicos y socioeconémicos, y provocé
una crisis sanitaria sin precedentes con la aparicién
adicional de otras enfermedades y complicaciones
debidas al SARS-CoV-2 (10,11).

En ese mismo contexto, se observé una alta frecuencia
de coinfeccién de SARS-CoV-2 con otros patdgenos
respiratorios bacterianos en pacientes ingresados en los
centros de salud, entre los mas comunes se reportaron
S. aureus y K. pneumoniae complex, lo que obligd
al uso sistematico de antibidticos en casos graves y
complicados de neumonia, asi como el uso excesivo de
fluorquinolonas (12). Aunado a esto, los macrdlidos
se utilizaron como farmacoterapia en pacientes con
COVID-19 por su efecto antiinflamatorio (13). Todos
estos elementos, sumado a la automedicacién y el uso
irracional de antibidticos, exacerbaron la propagacién
de la resistencia a estos farmacos (12, 13).

En efecto, diversos estudios han reportado que la
pandemia de COVID-19 coincidié con cambios en
la epidemiologia y los patrones de RAM de varios
patdgenos humanos que incluyeron S. aureus (14-16).
En tal sentido, Ai et al. en un estudio retrospectivo
de infecciones en pacientes pediatricos con neumonia
adquirida en la comunidad, antes (de 2018 a 2019) y
durante (de 2020 a 2022) de la pandemia de COVID-19,
observaron que en S. aureus aumento la resistencia a la
oxacilina y la tetraciclina (15).

En Venezuela no hay reporte de cifras oficiales
relacionadas con la RAM durante la COVID-19, razén
por la cual resulta importante determinar cémo la
pandemia influy en la resistencia a antibiéticos de S.
aureus, de manera de optimizar el uso de antibidticos
en los centros asistenciales. En tal sentido, el objetivo de
esta investigacion fue evaluar el impacto de la pandemia
COVID-19 en la resistencia a los antimicrobianos
en Staphylococcus aureus en el estado Aragua-
Venezuela, en el periodo 2019 al primer trimestre
del 2024, correspondiente a antes, durante y después
de la pandemia. Para tal efecto, se identificaron los
cultivos de muestras clinicas positivos para S. aureus




I Veldsquez et al.

segun el afio y tipo de muestra, se determiné las
resistencias a Meticilina, macrélidos, lincosamidas
y fluorquinolonas, y se compard la variacién de la
resistencia antimicrobiana de S. aureus en los afios de
estudio.

Materiales y métodos
Tipo de investigacion

La investigacion es de tipo descriptiva, retrospectiva y
de corte transversal.

Poblacion y Muestra

La poblaciéon estuvo conformada por las muestras
clinicas de todos aquellos pacientes que fueron referidos
al Departamento de Microbiologia del Laboratorio
Clinico Delgado Launois en el periodo 2019-2024. El
muestreo fue de tipo intencional no probabilistico. La
muestra estuvo representada por los cultivos de las
muestras clinicas que resultaron positivos a S. aureus.

Procedimiento

Los datos de los cultivos, identificacién y resistencia
a antimicrobianos se obtuvieron de los cuadernos
de registro de los cultivos del Departamento
Microbiolégico en el laboratorio Clinico Delgado
Launois, durante el periodo 2019-2024. Se obtuvo la
autorizacién de la junta directiva de este centro de salud,
con el compromiso de mantener la confidencialidad de
la informacién de los pacientes y dejando por sentado
que los datos serian utilizados solo para efectos de esta
investigacion.

Se utilizé una hoja de registro digital disefiada en el
programa Microsoft Excel 2010, que permitié ordenar
y clasificar los datos de los pacientes y los resultados
obtenidos del analisis de los cultivos bacterianos
segln las variables de estudio: afio (2019: antes de la
pandemia, 2020 al 2022: durante la pandemia y 2023
al primer trimestre del 2024: después de la pandemia),
tipo de muestra, resultado del cultivo y resistencia
fenotipica de S. aureus a: eritromicina, clindamicina,
ciprofloxacina, levofloxacina y meticilina.

La identificaciéon de S. aureus y las resistencias
fenotipicas se determinaron en el laboratorio con Vitek
2 compact y/o los métodos convencionales y el método
de Kirby-Bauer, en el que la resistencia a meticilino,
clindamicina-eritromicina y fluorquinolonas se
midieron con los disco de cefoxitina (FOX:30 pg),
clindamicina (CC: 2 pg) vy eritromicina (E: 15 pg)
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(junto con la prueba de induccién de clindamicina para
la deteccién de fenotipos inducibles y constitutivos),
ciprofloxacina (CIP: 5 pg) y levofloxacina (LEV: 5 ug),
de la marca mast group, respectivamente.

Andlisis estadistico

Se calcularon las distribuciones de frecuencia absolutas
y relativas (%) para las variables cualitativas y se
construyeron los intervalos al 95% de confianza para
las frecuencias relativas (IC95%). Se cruzaron las
variables cualitativas y categorizadas con los afos
del periodo considerado para construir las tablas de
contingencia correspondientes, sobre éstas se aplico
la prueba de homogeneidad de chi-cuadrado (y?) para
detectar asociaciones entre pares de variables. El nivel
de significacion se fijé en 5%, por lo que un resultado
se considerd estadisticamente significativo si p<0,05.
Los datos se procesaron con los programas estadisticos
EPI INFO 7.2.5 (frecuencias absolutas y relativas e
intervalos al 95% de confianza para las frecuencias
relativas), y SPSS 27.0 (prueba de homogeneidad de y?).

Resultados

De un total de 11002 cultivos positivos, 1249 (11,4 %),
IC95 %= (10,8-11,9 %), fueron positivos para S. aureus.
El mayor porcentaje de aislamientos fue en el afio 2019
(31,1 %), seguido del ano 2022 (19,2 %). No hubo
diferencia estadisticamente significativa en la distribucion
de S. aureus entre los afios de estudio (y?=3,69; p=0,595).
Staphylococcus aureus se aislo principalmente de
muestras de secreciones, seguido de hemocultivos, con
75,9 % y 12,1 %, respectivamente. (Tabla 1).

El 65 % (IC95 %= 62,32 %-67,61 %) de los aislados
fue resistente a meticilina. Se observé que el mas alto
porcentaje de cepas SARM fue en el afio 2024 (80 %),
seguido del 2023 y 2021 con 76,8 % y 70,9 2019-2024%,
respectivamente. La diferencia entre los afios de estudio
fue estadisticamente significativa (p<0,001) (Tabla 2).

El1 50,5 % (IC95 %: 47,8 - 53,3) y 29,9 % (1C95 %: 27,4 -
32,5) del total de aislados de S. aureus fueron resistentes
a eritromicina y clindamicina, respectivamente. En la
resistencia a eritromicina, se observa un incremento
respecto al afo 2019 durante la pandemia (2020, 2021
y 2022 de 47,4 %, 50,5 % y 50 %, respectivamente). En
la postpandemia fue mayor en el afio 2023, seguido de
2024 con 70 % y 67,7 %, respectivamente (Figura 1A).
Para la clindamicina, se observaron fluctuaciones en
las frecuencias de cepas resistentes durante los anos de
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Tabla 1. Frecuencia de aislamiento de Staphylococcus aureus, distribucién por afio
y segun tipo de muestra durante el periodo de estudio 2019-2024

Variable Categoria Frecuencia % IC95 %

Aio 2019 388 31,1 28,56 - 33,69
2020 209 16,7 14,77 - 18,90
2021 196 15,7 13,78 - 17,81
2022 240 19,2 17,13 - 21,49
2023 151 12,1 10,40 - 14,01
2024 65 5,2 4,10 - 6,58

Muestra Secrecién 948 75,9 73,45 - 78,19
Hemocultivo 151 12,1 10,40 - 14,01
Urocultivo 67 5,4 4,25 -6,76
Liquido 45 3,6 2,70 - 4,79
Punta de catéter 38 3,04 2,22 - 4,15

IC: Intervalo de confianza

Tabla 2. Frecuencia de cepas de S. aureus
con resistencia a meticilina distribuidos
entre los anos de estudio 2019-2024

Meticilina
Afio - - x P
Resistente (%) Sensible (%)
2019 265 (68,3) 123 (31,7)
2020 104 (49,8) 105 (50,2)
2021 139 (70,9) 57 (29,1)
49,25 <0,001*
2022 136 (56,7) 104 (43,3)
2023 116 (76,8) 35 (23,2)
2024 52 (80,0) 13 (20,0)

(*) Asociacion estadisticamente significativa al 5%

%* 43,16
p<0,001

estudio. Sin embargo, los incrementos mas marcados
fueron en el afio 2024 en el cual hubo mayor resistencia
(42 %), seguido del 2022 (37 %) y 2023 (34 %) (Figura
1B). Las diferencias interanuales en ambos casos fueron
estadisticamente significativas (p<0,001).

Relacionado con los mecanismos de resistencia de los
macroélidos y lincosamidas, se observé que la metilasa
inducible tuvo un comportamiento ascendente, siendo los
anos 2022 al 2024 de 15,8 %, 10,6 % y 18,5 %, respectiva
y estadisticamente significativos (X* = 20,98; p<0,001)
(Tabla 3). Por su parte, para la resistencia constitutiva
se observaron ligeras variaciones que fueron mayores en
los anos 2022, 2023 y 2024 de 22,5 %, 23,2 % y 23,1 %,

%* 23,20
p<0,001

Figura 1. Resistencia a antibidticos (eritromicina y clindamicina) de S. aureus durante el periodo de estudio. La
diferencia interanual fue estadisticamente significativa p<0,001. A: Resistencia a eritromicina. B: Resistencia a
clindamicina. (y?): chi-cuadrado. p: Valor probabilistico
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Tabla 3. Frecuencia de cepas de S. aureus de acuerdo con la expresién a metilasa inducible,
constitutivo y fenotipo M distribuidos entre los afios de estudio 2019-2024

Afo Metilasa Inducible Constitutivo Fenotipo M
Pn (%) Nn (%) Pn (%) Nn (%) Pn (%) Nn (%)

2019 24(6,2) 364(93,8) 74(19,1) 314(80,9) 65(16,8) 323(83,2)
2020 19(9,1) 190(90,9) 47(22,5) 162(77,5) 33(15,8) 176(84,2)
2021 17(8,7) 179(91,3) 24(12,2) 172(87,8) 58(29,6) 138(70,4)
2022 38(15,8) 202(84,2) 54(22,5) 186(77,5) 28(11,7) 212(88,3)
2023 16(10,6) 135(89,4) 35(23,2) 116(76,8) 55(36,4) 96(63,6)
2024 12(18,5) 53(81,5) 15(23,1) 50(76,9) 17(26,2) 48(73,8)

P: Positivo, N: Negativo

Figura 2. Resistencia a Fluorquinolonas de S. aureus
durante el periodo de estudio. La diferencia interanual
fue estadisticamente significativa p<0,01. A: Resis-
tencia a ciprofloxacina. B: Resistencia a levofloxacina.
(x*): chi-cuadrado. p: Valor probabilistico

respectivamente, con significancia estadistica (X* =
10,68; p=0,060) (Tabla 3). En el caso del Fenotipo M,
su mayor frecuencia se observé en el afio 2021 (29,6 %),
2023 (36,4 %) y 2024 (26,2 %) y estadisticamente
significativo (X? = 52,4; p>0,001) (Tabla 3).

En el caso de la resistencia a ciprofloxacina, el 31,6 %
(IC95 %: 29,11 - 34,26) de los aislados fueron resistentes.
Los mayores porcentajes de resistencia fueron en
los afios 2023, 2024 y 2022 con 51 %, 45 % y 34 %,
respectivamente (Figura 2A). Respecto a levofloxacina,
la resistencia fue del 28,6 % (IC95 %:26,15 - 31,15) y en
el afio 2023 y 2024 se observé el mayor incremento, en
51 %y 45 %, respectivamente (Figura 2B). Las diferencias
interanuales en ambos casos fueron estadisticamente
significativas (p<0,001).

Discusion

La capacidad de S. aureus de desarrollar resistencia a los
antimicrobianos limita y dificulta el tratamiento de las
infecciones producidas por este microorganismo, lo que
obliga a establecer una vigilancia permanente. Durante
la pandemia COVID-19 hubo uso indiscriminado de
antibidticos, lo que pudo desencadenar cambios en los
patrones de resistencia de S. aureus.

En la presente investigacion se obtuvieron 1249 cepas de
S. aureus, que representd 11,4 % durante el periodo de
estudio, un porcentaje menor respecto a investigaciones
previas. En ese sentido, Tubaro et al. en el 2024 en
infecciones de piel y tejidos blandos (IPTB) reportaron
una frecuencia de 36,2 % en 6 afios de estudio (17). Por
su parte, Worku et al. en el 2025 encontraron que S.
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aureus fue responsable del 26,2 % de los hemocultivos
positivos en un estudio retrospectivo de 1 afio (18).
Ahmet et al. (19) localizaron en un hospital en la ciudad
de Makka una frecuencia de S. aureus de 35, 5% en el
2019y 16 % en el 2020. Sin embargo, Zhao et al. (20) en
un estudio de cuatro afios (2020-2023) hallaron cifras
proximas (1400 aislados), cercanos con los hallazgos de
este estudio.

Las diferencias pueden ser atribuibles a que en la
presente investigacion el andlisis se hizo con una
amplia variedad de muestras, mientras que los estudios
citados se limitaron a analizar muestras de IPTB y
hemocultivos. Por otra parte, un porcentaje de las
muestras fueron referidas de instituciones hospitalarias
y posiblemente no hayan cumplido conlos estandares de
transporte y preservacion, lo que pudo comprometer la
viabilidad del microorganismo y afectar los resultados.
Adicionalmente, S. aureus se aislé principalmente de
muestras de secreciones, seguido de hemocultivos, y
estos resultados coinciden con los hallazgos de Tubaro
et al. En el 2024 (17), Worku et al. 2025 (18) y Zhao et
al. 2024 (20).

Respecto a la resistencia a meticilino, en esta
investigacion, el porcentaje de SARM fue superior
(65,01 %) a lo reportado por Ai et al. (15) en el 2024
(23,1 %) en pacientes pedidtricos con neumonia
adquirida en la comunidad y Gauto et al. (21) en
Argentina, quienes observaron 30 % de resistencia.

Por otra parte, los resultados del presente estudio
arrojaron un incremento marcado en la resistencia a
meticilino en los afios 2021 (pandemia), 2023 y 2024
(postpandemia) con una significancia estadistica
(p<0,05), similar a la encontrada por Ai et al. quienes
reportaron un incremento en la resistencia a este
antibidtico para ese periodo (15). Asimismo, Gauto et
al. (21) y Zhao et al. (20) observaron ligeros aumentos
de la resistencia a la meticilina durante y después de
la pandemia sin significancia estadistica (p>0,05).
Por su parte, Lopez-Jacome et al. (22) demostraron el
incremento marcado en la resistencia a la meticilina
de 15,2 % en prepandemia (2019) a 36,9 % en la
pandemia (2020). A diferencia de los hallazgos de esta
investigacion y los anteriormente presentados en otros
estudios, no se observo incremento en la resistencia a la
meticilina durante y posterior ala pandemia COVID-19
(19, 23, 24).

Referente a la resistencia a la eritromicina se observé
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un incremento postpandemia (2023-2024) entre 70,2 %
y 67 %, respecto a los afios prepandemia (2019) y
pandemia (2020-2022) con una significancia estadistica
(p<0,001). Los hallazgos son consistentes con lo
reportado por Ldépez-Jacome et al. (22) en México,
quienes observaron un aumento de la resistencia
a la eritromicina de 25,7 % en prepandemia a 42,
8% postpandemia con una significancia estadistica
(p<0,05). El incremento en el aumento de resistencia
a eritromicina podria estar asociado a que durante
la pandemia los macrdlidos se utilizaron de manera
indiscriminada en pacientes con COVID-19 por su
efecto antiinflamatorio (13).

Sin embargo, contrario a estos resultados, Zhao et al.
(20) no encontraron variaciones en la resistencia a
eritromicina en Taiwan durante los anos 2020, 2021,
2022 y 2023. Por su parte, Golli et al. (24) observaron
una disminucién de la resistencia a eritromicina
postpandemia (55,58 %) respecto a la prepandemia
(74,17 %) en la unidad de cuidados intensivos en un
hospital de Rumania.

Respecto a la resistencia a las Lincosamidas
(clindamicina), se observaron fluctuaciones en los
anos de estudio, pero en todos los casos fue superior a
la prepandemia (2019) y estadisticamente significativo
(p<0,001). Los hallazgos son consistentes con los
resultados reportados por Lépez-Jacome et al. (22)
en México, quienes observaron un aumento de la
resistencia a clindamicina de 24,8 % en prepandemia a
43,3 % postpandemia con una significancia estadistica
(p<0,05). Contrario a estos resultados, Zhao et al. (20)
y Golli et al. (24) no encontraron incremento de la
resistencia a este antibidtico durante y posterior a la
pandemia COVID-19.

En el caso de las fluorquinolonas (ciprofloxacina y
levofloxacina) se encontré un aumento en la resistencia
durante y posterior a la pandemia. Sin embargo,
a diferencia de los hallazgos de esta investigacidn,
estudios previos reportaron que no hubo variaciones
en los porcentajes de resistencia a las fluorquinolonas
(20, 24).

Las marcadas diferencias observadas en la resistencia
de eritromicina, clindamicina y fluorquinolonas
respecto a los estudios de Zhao et al. (20) y Golli et
al. (24) podrian deberse a que hubo mejores medidas
de control respecto al suministro de antibidticos. En
nuestra regién, la automedicacién antimicrobiana,
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la administracién empirica de antibidticos y su uso
indiscriminado probablemente fueron los factores
detonantes delincremento dela resistenciaaantibiéticos
observada en este estudio durante y posterior a la
pandemia COVID-19 (16).

Aunque el estudio tuvo algunas limitaciones por el
hecho de ser retrospectivo, con ausencia de datos como
la procedencia de los aislados, bien sea de pacientes
hospitalizados o de la comunidad, la edad y el género,
representa un importante punto de partida para una
evaluacion mds amplia del impacto de la pandemia de
COVID-19 en la resistencia a los antimicrobianos en
Venezuela.

Finalmente, los hallazgos permitieron concluir que la
pandemia COVID-19 tuvo un impacto importante en
los aislados clinicos de S. aureus en el estado Aragua,
ya que se observé una tendencia significativamente
creciente en la tasa de resistencia a los antimicrobianos
en el periodo durante y posterior a la pandemia de
COVID-19 para meticilina, clindamicina, eritromicina
y fluorquinolonas. Los resultados obtenidos ponen
de relieve la necesidad de concienciar al personal
médico sobre el uso prudente de los antibidticos y de
intensificar las medidas de prevencién y control, lo
que permitira limitar la circulacién y propagacion de
patégenos multirresistentes.

Se recomienda el desarrollo de estudios multicéntricos
adicionales, que incluyan hospitales territoriales y se
extienda a otras regiones del pais, que ademas de S.
aureus, abarque otros patégenos de importancia clinica,
lo que podria proporcionar datos mas precisos sobre el
impacto de la pandemia COVID-19 en la resistencia a
antimicrobianos y del problema de la resistencia a los
antimicrobianos y su impacto en el pais, y asi poder
proponer medidas de contencién y control ante la
transmision de la resistencia bacteriana.
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RESUMEN:

El fenotipo sésil en Candida spp., confiere una resistencia mayor que la de sus contrapartes planctdnicas, en el que los
resultados de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) obtenidos por los métodos estdndar no se correlacionen con
la eficacia clinica. Se validd el uso de la resazurina como un indicador colorimétrico eficiente, rapido y econémico para
determinar la verdadera resistencia de las biopeliculas, mediante CMI en su estado sésil, en Candida spp., aisladas de
hemocultivos. La metodologia implicé la determinacién de la CMI plancténica mediante microdilucién en caldo con
lectura visual y la determinacion de la CMI en su estado sésil, utilizando resazurina como indicador colorimétrico con
lectura visual en especies de Candida, donde la solucién de resazurina actia como un indicador metabdlico que reduce
el color azul a rosa exponiendo la viabilidad celular dentro de la biopelicula tras la exposicién al fArmaco, en este caso
fluconazol. Todos los aislados tenian una capacidad de débil a moderada para formar biopeliculas, la comparacién entre
los dos estados fenotipicos demostré una disparidad critica en la susceptibilidad al fluconazol, mientras que la CMI de las
células plancténica se mantuvo < 0.5 pg/mL, la CMI sésil refiri6 CMIs desde 512 pg/mL hasta 8.500 pg/mL a la CMI inicial
de las mismas. Se concluye que el método basado en la utilizacién de la resazurina es un sistema robusto y asequible para
la determinacion de la CMI en su estado sésil, siendo una herramienta diagndstica fundamental para guiar de manera mas
precisa la terapia antifiingica y mejorar el prondéstico de los pacientes.

Palabras clave: Candidemia. Biopeliculas. Plancténica. Sésil. Resistencia antifiingica. Fluconazol. Resazurina.

Resazurin as a colorimetric indicator in the susceptibility of sessile biofilms
of Candida spp., isolated from blood cultures against fluconazole

ABSTRACT

The sessile phenotype in Candida spp. confers greater resistance than that of its planktonic counterparts, where Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) results obtained by standard methods do not correlate with clinical efficacy. The use of
resazurin as an efficient, rapid, and economical colorimetric indicator was validated for determining the true resistance
of biofilms, using MICs in their sessile state, in Candida spp. isolated from blood cultures. The methodology involved
determining the planktonic MIC by broth microdilution with visual reading and determining the MIC in their sessile state
using resazurin as a colorimetric indicator with visual reading in Candida species. In this case, the resazurin solution acts
as a metabolic indicator, changing the color from blue to pink, thus revealing cell viability within the biofilm after exposure
to the drug, in this case, fluconazole. All isolates exhibited weak to moderate biofilm formation capacity. Comparison
between the two phenotypic states revealed a critical disparity in susceptibility to fluconazole. While the MIC of planktonic
cells remained < 0.5 pg/mlL, the sessile MIC ranged from 512 pg/mL to 8,500 pg/mL the initial MIC of the same cells. It is
concluded that the resazurin-based method is a robust and affordable system for determining the MIC in the sessile state,
serving as a fundamental diagnostic tool for more precisely guiding antifungal therapy and improving patient prognosis.

Keywords: Candidemia. Biofilms. Planktonic. Sessile. Antifungal resistance. Fluconazole. Resazurin.

Introduccion

Las infecciones fingicas, en particular las causadas por
especies de Candida, plantean desafios significativos
en el ambito clinico, especialmente en pacientes
inmunosuprimidos (1,2). La capacidad de estos hongos

para formar biopeliculas contribuye a su resistencia
en los tratamientos antifingicos. Las infecciones
asociadas con la atencién de la salud (IAAS) sobre
todo en catéteres vasculares son las mas comunes y
representan un 5 % de este tipo de infecciones; lo que
sugiere retirar el implante o dispositivo para alcanzar
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tasas de curacién mayores al 90 %; y en caso de no
retirar el implante, el fracaso oscila hasta un 50 %, lo
que provoca infecciones persistentes y un aumento de
la morbilidad y la mortalidad (2,3).

Las especies de Candida, como Complejo C. albicans,
Complejo Nakaseomyces glabrata, Complejo C.
parapsilosis y C. tropicalis, presentan variabilidad en
las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs) a
los antifingicos, lo que complica las estrategias de
tratamiento (3). Los métodos tradicionales para evaluar
la susceptibilidad a los antifingicos a menudo no tienen
en cuenta las caracteristicas tnicas de las biopeliculas
sésiles, que son menos sensibles a los antifiingicos en
comparacion con sus contrapartes las biopeliculas
planctonicas (4,5). Esta resistencia es la responsable de
que este tipo de infecciones se perpetten, reaparezcan y
ocasionen dafios colaterales en los tejidos circundantes.
Estudios han demostrado que las biopeliculas de
Candida spp., en su forma sésil son resistentes a la
anfotericina B desoxicolato, fluconazol, flucitosina,
itraconazol y ketoconazol (2,4,6-8).

La utilizacion del colorante de 6xido reduccion como
resazurina se ha convertido en un método prometedor
para cuantificar las biopeliculas viables gracias a su
capacidad para reflejar la actividad metabdlica, lo
que proporciona una evaluacién mads precisa de la
sensibilidad a los antimicéticos de las células fungicas
dentro de las biopeliculas (3,6,9).

Es por ello por lo que en el presente estudio se plantea
valorar la utilidad de la resazurina como indicador
colorimétrico en la susceptibilidad a biopeliculas
sésiles de Candida spp., aisladas de hemocultivos frente
a fluconazol, como uno de los principales agentes
antifungicos mas utilizados en la practica clinica.

Materiales y métodos

Investigacion de tipo observacional,
retrospectiva y transversal.

descriptiva,

Muestra

La muestra es de tipo intencional, no probabilistica, de
20 aislados del Complejo Candida albicans, 20 aislados
de Candida tropicalis, 20 aislados del Complejo
Candida parapsilosis, y 20 aislados del Complejo
Nakaseomyces glabrata obtenidos a partir de muestras
de sangre, las cuales estaban almacenadas y conservadas
bajo el método de preservacion en agua destilada estéril
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de Castellani (10). De este total de cepas se utilizaron
las que fueron caracterizadas como productoras de
biopeliculas, determinadas en un estudio publicado
con anterioridad a través del método semicuantitativo
con tincidén de Cristal violeta (11).

El disefio de este estudio no contemplé procedimientos
experimentales con seres humanos ni animales, ni
con muestras bioldgicas derivadas directamente de
estos; se trabajo con cepas fingicas. Sin embargo, por
ser estas cepas provenientes de muestras humanas,
los investigadores se comprometen a mantener la
confidencialidad de la identidad de los sujetos fuente
de estudio, asi como la informacién suministrada
y obtenida durante el proceso de investigacion
cumpliendo con la declaracién de Helsinki.

Preparacion y viabilidad de los aislamientos: Se tomd
una alicuota del medio de preservacién y se inoculd
en caldo infusién cerebro corazén (CBHI, OXOID-
USA) + extracto de malta (HiMedia-India), y fue
incubado durante 24-48 horas a 35 °C en agitaciéon a
116 revoluciones por minuto (rpm) en un agitador
orbital Innova 4000 (New Brunswick Scientific).
Posteriormente a la incubacion, se realiz6 un pase a
agar Sabouraud dextrosa (ASD, Oxoid-USA), agar
cromogénico (OXOID-USA) y agar mycosel (OXOID-
USA), a fin de verificar la pureza y viabilidad de las
cepas seleccionadas, las mismas fueron incubadas a
35°C por 48 horas.

Estudio de la sensibilidad de las cepas en su forma
plancténica:

Microdilucion en caldo: Para la realizacion de este
método se siguieron las instrucciones del procedimiento
descrito por las técnicas de referencia M27 del manual
del Clinical Laboratory Standard Institute (CLS por sus
siglas en inglés-2017) (12).

Sensibilizacion de placas para fluconazol: A partir
de una solucién madre, cuya concentracién para
fluconazol es de 12.800 pg/ml, se realizaron diez
diluciones consecutivas 1:2 utilizando dimetil sulféxido
(DMSO). Posteriormente se realizé una dilucién 1:50
en medio RPMI 1640+glucosa al 2% (9,8 ml de RPMI +
0,20 ml de la dilucién anterior), para obtener diferentes
intervalos de concentraciones. Se inocularon 100 pl de
las distintas concentraciones en microplacas estériles de
96 pocillos de fondo en “U”, a partir del pocillo 2 al 11.
El pocillo 1 contiene 200 pul de RPMI y el pocillo 12, 100
pl de RMPI. De esta manera, las placas sensibilizadas
presentaron las siguientes concentraciones a fluconazol:
64; 32; 165 8; 4; 25 15 0,5; 0,25; 0,125 (ug/mL) (13).
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Preparacion del inoculo: El indculo se prepard mediante
una suspension ajustada al 0,5 McFarland, a partir
del cultivo puro crecido en 24 h de cada aislamiento
en ASD. A partir de esta suspensién se realiz6 una
dilucién de 1:100 (9,9 ml de RPMI + 0,1 ml de la
suspension 0,5 McFarland). Posteriormente, las placas
previamente sensibilizadas se inocularon con 100 pl
de dicha dilucién desde el pocillo 2 al 12; el pocillo 1
corresponde al control de esterilidad que contiene 200 pl
de RMPI vy el pocillo 12, inoculado previamente con
100 pl de RPMI se le agregaron 100 pl de inéculo de la
cepa en estudio actuando como control de crecimiento.
Las placas se incubaron a 35 °C durante un periodo
maximo de 48 h, la lectura se realizd visualmente a las
24h (13).

Interpretacion de las concentraciones minimas
inhibitorias: La lectura del pocillo 1 se considerd
como el blanco de la prueba, cuyo valor se comparé
con cada una de las lecturas de cada columna. El valor
de la concentracién minima inhibitoria (CMI) para
los azoles en este caso fluconazol se interpreté como
la menor lectura correspondiente a la concentracion
del firmaco que da lugar a una inhibicién de
crecimiento menor o igual al 50 % con respecto al
pocillo 12, considerado como control de crecimiento
(13). Los criterios de interpretacion de las pruebas de
susceptibilidad siguiendo los puntos de corte clinicos
establecidos por el documento CLSI-M27M44S-2022
fueron los siguientes: Sensible (S): < 2 pg/mL, para
los Complejos C. albicans y Candida parapsilosis, asi
como para C. tropicalis excepto el Complejo N. glabrata
que no tiene punto de corte clinico para esta categoria;
Sensible dosis dependiente (SDD): 4 pug/mL, para los
Complejos C. albicans y Candida parapsilosis, asi como
para C. tropicalis, mientras que para el Complejo N.
glabrata es de <32 ng/mL, yla categorizacién Resistente
(R): 28 pg/mL para los Complejos C. albicans y
Candida parapsilosis, asi como para C. tropicalis y para
el complejo N. glabrata es de > 64 pg/mL (14).

Control de calidad: Como control de calidad de medios,
identificacién y sensibilidad de las cepas se utilizaron
las cepas de American Type Culture Collection
(ATCC®): Candida parapsilosis (ATCC 22019),
Candida krusei (ATCC 6258). También se utilizaron
las cepas (ATCC®): Candida albicans ATCC® 90028,
Nakaseomyces glabrata ATCC® 90030, como cepas
para valorar su comportamiento con respecto a las
cepas valoradas en el estudio.

Resazurina como indicador colorimétrico en la susceptibilidad a biopeliculas sésiles de
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Estudio de la sensibilidad de las cepas en su forma sésil:
La valoracién de las cepas en su estado sésil se realiz
utilizando la técnica colorimétrica con el indicador
de resazurina, tomando en consideracién -ciertos
criterios referenciados por Punithavathy et al. (15) y
Shabanzadeh et al. (16) en cuanto a:

Preparacion del indculo: Los aislamientos frescos,
puros y viables recuperados en ASD se suspendieron en
cloruro de sodio (NaCl) al 0,9 % y la turbidez se ajustd
a 0,5 McFarland.

Preparacion de la solucion madre del colorante
resazurina: Se prepard diluyendo la sal sédica de
resazurinaen agua destiladaal 0,01 % (p/v) y se esteriliz
por filtracién. Se agregd 10 pl a la placa incubada por
72 hluego de haberse formado las biopeliculas y haberse
agregado las diferentes concentraciones del antifingico
a las placas de poliestireno en una proporcion de 1:10
(0,001 %).

Preparacion de las concentraciones de fluconazol: A
partir de la solucién constituida por (RPMI + MOP
y 1024 mg de solucién madre de fluconazol (en 5 mL
de DMSO), se prepararon diferentes concentraciones
de fluconazol quedando de la siguiente manera: 1.024;
512; 256; 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2 (ug/ml).

Formacion de las biopeliculas: Utilizando microplacas
de poliestireno de fondo plano preesterilizadas, se
agregaron 90 pl de caldo Sabouraoud dextrosa (CSD)
suplementado con glucosa al 8 %, mas 10 pl de las
suspensiones celulares preparadas anteriormente, una
cepa por cada linea de pocillos horizontales: desde el
pocillo 2 hasta el pocillo 12, y se incubaron durante 48
horas a 35 °C * 2. Una vez formadas las biopeliculas,
se eliminaron las células plancténicas lavando
minuciosamente tres veces con buffer PBS a pH 7,4. Se
utilizaron toallas de papel absorbente para eliminar los
restos del buffer de la microplaca. El pocillo 1 se dejé
sin suspension celular como control negativo.

Estudio de la sensibilidad de las cepas en su forma
sésil: Se anadié asépticamente 200 pl de la dilucion
correspondiente del agente antifingico (fluconazol) a
cada pocillo correspondiente de la placa de poliestireno
con las biopeliculas sésiles ya formadas desde el pocillo
2 al pocillo 11 y se incubaron durante 48 horas mds a
35 °C * 2. Posteriormente para detectar la viabilidad de
las biopeliculas respecto a la dilucién correspondiente
del antifiingico, se agregd al pocillo 1, 100 pl de
la solucion RPMI + MOP +10 ul de colorante de
resazurina, como control negativo de la prueba, y 10 pl
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de resazurina a todos los pocillos del estudio, y se
reincubaron las placas nuevamente a 35 °C + 2 por
24 h mas.

Interpretacion de la CMI de las biopeliculas sésiles: La
lectura visual se determind como la concentracién mas
baja del agente antifiingico que mantiene el color azul
del medio colorimétrico.

Andlisis estadistico: Los datos obtenidos se ordenaron
en una tabla de Excel y se determinaron las frecuencias
y porcentajes para cada categoria mediante el uso de
estadistica descriptiva.

Resultados

De las 80 cepas seleccionadas para valorar la utilidad
de la resazurina como indicador colorimétrico en
la susceptibilidad a biopeliculas de Candida spp.,
aisladas de hemocultivos frente a fluconazol, se
seleccionaron cepas formadoras de biopeliculas, que
ya habian sido analizadas y reportadas en un estudio
previo, resultando 10 cepas del Complejo C. albicans:
9 (90 %) formadoras débiles y 1 (10 %) formadora
moderada de biopeliculas. Once cepas del Complejo
C. parapsilosis: 9 (82 %) formadoras débiles y 2 (8 %)
formadoras moderadas de biopeliculas. Diez de C.
tropicalis: 8 (80 %) formadoras débiles y 2 (20 %)
formadoras moderadas de biopeliculas y 13 del
Complejo N. glabrata: 12 (92 %) formadoras débiles
y 1 (8 %) formadora moderada de biopeliculas. No se
encontraron cepas aisladas del torrente sanguineo con
capacidad fuertemente formadora de biopeliculas.

Las cepas del Complejo C. albicans en su estado
plancténico por la técnica de microdilucién en caldo
frente a fluconazol, exhibieron CMIs entre 0,125 ng/mL
y 0,5 ug/mL;las cepas del Complejo C. parapsilosis en su
estado plancténico mostraron CMIs entre 0,125 pg/mL
y 0,25 pg/mL y las CMIs exhibidas en las cepas de C.
tropicalis mostraron un rango entre 0,125 pg/mL y
0,5 pg/mL, interpretaindose todas estas CMIS como
sensibles. Finalmente, las CMIs para N. glabrata
exhibieron rangos entre 0,5 ug/mL y 16 pg/mL,
ubicandose en la categorizaciéon de sensible dosis
dependiente con concentraciones inferiores a 32 pg/
mL. Ver Figura 1: Al, B1, C1, D1 y Tabla 1. Las cepas
controles 0 ATCC® utilizadas en el estudio, estuvieron
dentro de los rangos establecidos ratificando la
sensibilidad y especificidad de la prueba.
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En el presente estudio el Complejo Candida albicans,
documenté marcadas diferencias de las CMIs entre
su estado sésil y su estado plancténico, como las
observadas en las cepas 11143 y 8459 que fueron
16,67 veces superior en su estado sésil (2 pg/mL) en
comparacion con su estado plancténico (0,125 pg/mL).
De igual manera la cepa 9525, se noté que su CMI fue
2.048 veces mayor en su estado sésil (1.024 pg/mL)
al compararse con su estado plancténico (0,5 pg/mL).
Ademads, en la cepa 8856 se obtuvo que esta es 128
veces mayor en su estado sésil. Las CMIs de todos los
aislamientos del Complejo C. albicans en su condicién
plancténica como sésil se aprecian con mayor
minuciosidad en las Figuras 1 A1-2, 2 A1-2. Tabla 1y
Tabla 2.

Para el Complejo C. parapsilosis observamos que las
CMIs de los aislamientos 10049, 1067, 1014 y 12629
evidenciaron una CMI 17.066,67 veces mayor en su
estado sésil (1.024 ng/mL) en comparacion al estado
plancténico (0,125 pg/mL). Los valores de la CMI
para todas las cepas del Complejo C. parapsilosis en
su estado planctonico como sésil se pueden ver en las
Figuras 1 B1-2, 2 B1-2. Tablas 1y 2.

Los datos plasmados en las Figuras 1 C1-2, 2 C1-2 y las
Tablas 1y 2 para C. tropicalis en su estado plancténico
como sésil, podemos observar, citando ejemplos, que
las cepas 4835 y 8052 fueron 4.096 veces mayor en su
estado sésil (1.024ug/mL) con respecto a su estado
planctdnico (0,25 ug/mL). Y para la cepa 9638, ésta fue
2.048 veces mayor en su estado sésil (512ug/mL) con
respecto a su estado plancténico (0,25 ug/mL).

Las CMIs realizados para las cepas de N. glabrata
arrojaron un aumento significativo de las CMIs, al
compararse su estado sésil con su estado planctonico,
obteniéndose que las cepas 151524 y 4467 alcanzaron
una CMI 2 veces mayor en su estado sésil (4 pg/mL)
frente a su estado plancténico (2 pg/mL). Para las
cepas 9308 y 6476 se observo que estas fueron 64 veces
mayores en su estado sésil (1.024 ug/mL) con respecto
a su estado plancténico (32 ug/mL). Y con respecto,
a la cepa 11035 arrojé un resultado 16 veces mayor
en su estado sésil (64 pg/mL) respecto a su estado
plancténico (4 pg/mL). Los valores de las CMIs para
todos los aislamientos en su estado planténico y sésil
del Complejo N. glabrata pueden consultarse con
mayor detalle en las Figuras 1 D1-2, 2 D1-2. Tablas 1

y 2.
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Cepas ATCC y en estudio del complejo C. albicans Cepas ATCC y en estudio del complejo C. parapsilosis Cepas ATCC y en estudio del complejo C. tropicalis Cepas ATCC y en estudio del complejo N. glabrata

Figura 1. A1, A2: Susceptibilidad in vitro del Complejo Candida albicans en su estado planctdnico y sésil por el método de
microdilucién en caldo frente a fluconazol. Cepas ATCC 1,2,3= Pichia kudriavzevii (Candida krusei) ATCC® 6258, Candida
albicans ATCC® 90028, Candida parapsilosis ATCC® 22019. Cepas en estudio 4-13. Figura 1- B1, B2: Susceptibilidad in vitro
del Complejo Candida parapsilosis en su estado plancténico y sésil por el método de microdilucion en caldo frente a fluconazol.
Cepas ATCC 1,2,3= Pichia kudriavzevii (Candida krusei) ATCC® 6258, Candida albicans ATCC® 90028, Candida parapsilosis
ATCC® 22019. Cepas en estudio 4-14. Figura 1- C1, C2: Susceptibilidad in vitro de Candida tropicalis en su estado plancténico
y sésil por el método de microdilucién en caldo frente a fluconazol. Cepas ATCC 1,2,3= Pichia kudriavzevii (Candida krusei)
ATCC® 6258, Candida albicans ATCC® 90028, Candida parapsilosis ATCC® 22019. Cepas en estudio 4-13. Figura 1-D1, D2:
Susceptibilidad in vitro del Complejo Nakaseomyces glabrata en su estado plancténico y sésil por el método de microdilucién en
caldo frente a fluconazol. Cepas ATCC 1,2,3= Pichia kudriavzevii (Candida krusei) ATCC® 6258, Candida parapsilosis ATCC®.

Figura 2. A1, A2, B1, B2, C1, C2, D1, D3: Prueba de coloracion con resazurina en placas de poliestireno de
96 pocillos para determinar la concentracion minima inhibitoria a fluconazol en biopeliculas del Complejo
C. albicans, Complejo C. parapsilosis, C. tropicalis y N. glabrata. El crecimiento en el medio se indica
mediante un cambio de color de azul a rosa.
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Tabla 1. Distribucién de las concentraciones minimas inhibitorias de las cepas de Candida spp.,
frente a fluconazol en su estado plancténico por el método de dilucién en caldo (n=44)

Numero de aislamientos de acuerdo a sus concentraciones minimas inhibitorias

expresadas en [lg/mL Rangos
ATF Candida spp. 0,125 025 05 1 2 4 8 16 32 64
C. albicans 5% 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0,125-0,5
FLU C. parapsilosis 9* 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0,125-0,25
C. tropicalis 4* 4 2 0 0 0 0 0 0 0 0,125-0,5
N. glabrata 0 0 1 0 4 3 2 1 2 0 0,5-32

*: Cepas con concentracion minima inhibitoria menor o igual a 0,125; ATF: antifingico; FLU: fluconazol

Tabla 2. Distribucién de las concentraciones minimas inhibitorias de las cepas de Candida spp.,
frente a fluconazol en su estado sésil por el método de dilucién en caldo (n=44)

Numero de aislamientos de acuerdo a sus concentraciones minimas inhibitorias

expresadas en [lg/mL Rangos
ATF Candida spp. 1.024 512 256 128 64 32 16 8 4 2
C. albicans 1 0 4 1 1 0 0 0 0 3 2-1.024
FLU C. parapsilosis 9 0 0 0 0 1 1 0 0 0 16 - 1.024
C. tropicalis 5 1 0 0 0 0 2 2 0 0 8-1.024
N. glabrata 2 0 0 0 4 2 1 2 2 0 4-1.024

ATF: antiftiingico; FLU: fluconazol

Discusion

El uso de dispositivos protésicos como los catéteres
se han incrementado en los ultimos afios, y a su vez
se ha observado un aumento notable en el uso de
dispositivos intrahospitalarios, y con ello las infecciones
por microorganismos formadores de biopeliculas.
Las especies de Candida son importantes patdgenos
en las infecciones asociadas con la atencién en salud.
Por lo tanto, la implantacion de estos dispositivos,
contribuyen a los factores de riesgo para el desarrollo
de la candidiasis invasora (15). Las formas sésiles de las
especies de Candida tienden a ser mas resistentes a los
agentes antifungicos que sus formas plancténicas. Los
mecanismos por los cuales estas formas presentan una
mayor resistencia no se comprenden completamente,
pero se cree que se deben a mecanismos complejos
como la menor difusién de agentes antimicrobianos a
través de la capa de biopelicula, una tasa de crecimiento
lenta y la expresion de genes resistentes inducida por la
superficie (17).

El presente estudio se centré en la evaluaciéon de la
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susceptibilidad de fluconazol en aislados de Candida
spp., obtenidos de hemocultivos, contrastando la
respuesta en células planctonicas (libres) con la de las
biopeliculas (sésiles) mediante la implementacion del
indicador colorimétrico de resazurina. Los resultados
obtenidos en la presente investigacion confirman y
reafirman que la formacion de biopeliculas por los
hongos en su estado sésil es un factor de virulencia
crucial que confiere una marcada resistencia
antifiingica, con implicaciones directas para el manejo
de la candidemia (2).

Los aislamientos clinicos provenientes de hemocultivos
demuestran la importancia continua de las especies
de Candida en las infecciones del torrente sanguineo.
Si bien en el estudio no se investigaron la mayoria de
las especies de Candida, la inclusion del Complejo
Nakaseomyces glabrata, el Complejo C. parapsilosis y
C. tropicalis refleja el panorama epidemioldgico actual,
en el cual las especies de Candida no albicans son
patégenos emergentes y a menudo mas resistentes a los
azoles que C. albicans causantes de candidemias (18).
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El hallazgo mds significativo del proyecto es la alta
capacidad de formacion de biopeliculas en su estado
sésil observada en todos los aislados de hemocultivos
evaluados (clasificados como productores débiles,
moderados o fuertes). Esta capacidad es un prerrequisito
para la infeccién asociada con dispositivos médicos,
favoreciendo la instauraciéon de una candidiasis en el
torrente sanguineo (19).

El aumento de la CMI en biopeliculas en el presente
estudio se ve demostrada cuando las células sésiles
incrustadas en el biofilm requieren de una CMI en estado
sésil significativamente mds alta para ser erradicadas
que la CMI de sus contrapartes planctonicas. Esta
resistencia es multifactorial, atribuible a la barrera fisica
de la matriz de sustancia polimérica extracelular (EPS),
la presencia de bombas de eflujo y el estado fisioldgico
alterado (lento crecimiento) de las células dentro de la
biopelicula (20).

En el estudio realizado por Shabanzadeh et al. se
demostré cémo las biopeliculas en su estado sésil del
Complejo C. albicans eran considerablemente menos
susceptibles a caspofungina y luliconazol que las células
plancténicas, requiriendo concentraciones del farmaco
exponencialmente mayores (16). Sin embargo, en
la presente investigacién a pesar de que no se utilizé
caspofunginayluliconazol, sino fluconazol, se demostré
de igual forma que se requieren concentraciones del
farmaco mas altas ante la formacién de biopeliculas
en su estado sésil, en comparaciéon a su estado
plancténico, donde el 50 % de las cepas del Complejo
C. albicans tenian un CMI de 0,5 pg/mL en su estado
plancténico, mientras que en su estado sésil el 70% de
las cepas mostraron una CMI extremadamente alta,
distribuyéndose de la siguiente manera: el 40 % tuvo
una CMI mayor a 256 pug/mL, el 10 % alcanzé los
1.024 pg/mL, y el 20 % restante present6 CMI de
128 pg/mL y 64 pg/mL, distribuidos en un 10 %
respectivamente. El 30 % restante de las cepas sésiles
tuvo una CMI de 2 ug/mL. Se destaca también como
la cepa 11856 de C. albicans en el presente estudio
fue 8.533,33 veces mayor su CMI en su estado sésil
(1.024pg/mL) en comparacién con la CMI en su
estado plancténico (0,125 pg/mL), lo que nos indica
la CMI maxima que se pudiera utilizar para inhibir el
crecimiento en su estado sésil.

De manera similar, Punithavathy et al., observaron un
aumento de la resistencia a fluconazol en las biopeliculas
en estado sésil de C. tropicalis en comparacién con las
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CMI plancténicas, confirmando la generalidad de este
fenémeno (15).

En el presente estudio se evidencié que el 40 % de
las cepas formadoras de biopeliculas en su estado
plancténico de C. tropicalis proyectaron una CMI de
0,25 pg/mL y en el caso de las sésiles el 50 % presento
una CMI de 1.024pg/mL. Y citando como ejemplo las
cepas 9984 y 7305 fueron 8.533,33 veces mayores las
CMI en su estado sésil (1.024 pg/mL) con respecto
a las CMI en su estado plancténico (0,125 pg/mL),
queriendodecir que senecesitauna CMIde 1.024 ug/mL
para inhibir el crecimiento en su estado sésil.

En la literatura revisada no se encontro la aplicabilidad
del uso de la resazurina como validante de la viabilidad
y CMI en el complejo C. parapsilosis y N. glabrata. Sin
embargo, en el presente estudio de investigacion el
complejo N. glabrata no present6 CMI tan elevadas
en su estado sésil respecto a las CMI en su estado
planctonico. La mayor CMI fue en la cepa 7134
quien fue 128 veces mayor la CMI en su estado sésil
(64 ng/mL) con respecto a su estado plancténico
(0,5 ng/mL), por lo que se necesita una CMI de 64 pg/
mL para erradicar la biopelicula en su estado sésil, esto
pudiera deberse al comportamiento de cada especie de
Candida.

Finalmente, al analizar el complejo C. parapsilosis
tampoco se obtuvo referencia de otros estudios con la
misma metodologia utilizada, pero tomando en cuenta
los resultados obtenidos tenemos que en el caso de las
cepas 7207, 5109 y 4835, estas fueron 34.133,33 veces
mayor la CMI en su estado sésil (1.024 pg/mL), respecto
alas CMI que en su estado plancténico (0,125 png/mL),
donde las CMI necesaria requerida para erradicar la
biopelicula es de 1.024 ng/mL en su estado sésil.

Con respecto a la resazurina, la validaciéon de esta
como indicador colorimétrico para la determinacion
de la formacion de biopeliculas representa un avance
metodolédgico clave en esta investigacién, ya que la
medicidn de la viabilidad metabdlica de la resazurina es
crucial, a diferencia del Cristal Violeta (que solo mide
la biomasa total) o la lectura visual de turbidez, por lo
tanto, la resazurina evalda la viabilidad metabdlica de
las células. La conversion del colorante azul a resorufina
(rosa o incoloro) es un marcador directo de las células
fingicas activas o viables.

En otro contexto la eficiencia y bajo costo de la
resazurina demostro ser un método rapido, econdmico
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y reproducible para determinar el punto final de
inhibicién en las biopeliculas sésiles, proporcionando
una alternativa viable a métodos mas costosos como
el XTT o el MTT (9). La inclusién de la resazurina en
la metodologia de pruebas de susceptibilidad no solo
mejora la precisién diagndstica al medir la CMI en el
estado sésil, sino que también ofrece a los laboratorios
clinicos una herramienta de facil acceso para evaluar el
verdadero potencial patogénico de los aislamientos de
Candida spp. en el contexto de las infecciones asociada
con la formacién de biopeliculas (6).

Conclusion

Se concluye que la presencia de biopeliculas en
su estado sésil en aislados de Candida spp. de
hemocultivos impone un fenotipo de resistencia
significativa al fluconazol que no se detectaria con
las pruebas de susceptibilidad plancténicas estandar.
Ademas, la validacién exitosa de la resazurina para la
determinacién de la CMI en el estado sésil ofrece una
ruta para implementar pruebas de susceptibilidad a
biopeliculas en la practica clinica, lo cual es fundamental
para optimizar el tratamiento de la candidemia y reducir
las altas tasas de mortalidad asociadas a la resistencia
antifungica.

Declaracion financiamiento y conflictos de interés

El presente trabajo de investigacion fue financiado con
recursos del Laboratorio de la Catedra de Bacteriologia
y Micologia de la Escuela de Bioandlisis “Dr. Rafael
Rangel-UCYV, Dpto. de Micologia del Instituto Nacional
de Higiene Rafael Rangel y fondos propios de los
investigadores. Los autores declaran que no existe
ningin conflicto de intereses que pueda influir en la
honestidad o integridad de la publicacion.

Referencias

1. Castrillén Rivera LE, Palma Ramos A, Padilla
Desgarennes MDC. Biopeliculas fingicas. Dermatol Rev
Mex 2013;57(5):350-361. [cited 2 Oct. 2025]. Disponible
en: http://scielo.sld.cu/scieloOrg/php/reflinks.
php?refpid=51029-3043201600030000200021&lng=pt
&pid=S1029-30432016000300002.

2. Del Pozo JL, Cantéon E. Candidiasis asociada a
biopeliculas Infecciones relacionadas con biopeliculas
de Candida. Rev Iberoam Micol 2016;33(3):176-183.
https://doi.org/10.1016/j.riam.2015.06.004

3. Trelles M, Murillo J, Fuenmayor-Gonzalez L, Yu-Liu
Y, Alexander-Leén H, Acebo ], et al. Prevalencia de

: Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
¥ de Bioanalistas Especialistas. 2025; Vol 28(2): 51-59.

10.

11.

12.

13.

Resazurina como indicador colorimétrico en la susceptibilidad a biopeliculas sésiles de

Candida spp., aisladas de hemocultivos frente a fluconazol

infecciones fungicas invasivas en pacientes criticos: una
revision sistemdtica y un metaanalisis. BMC Infect Dis
2025;25(1):896.  https://doi.org/10.1186/s12879-025-
11264-z

Trevifio Rangel R], Pefla Lépez CDP, Hernandez
Rodriguez PA, Beltran Santiago D, Gonzélez GM.
Association  between  Candida  biofilm-forming
bloodstream isolates and the clinical evolution in
patients with candidemia: An observational nine-
year single center study in Mexico Rev Iberoam
Micol  2018;35(1):11-16.  https://doi.org/10.1016/j.
riam.2017.01.005

Amann V, Kissmann AK, Firacative C, Rosenau
E  Biofilm-Associated Candidiasis: Pathogenesis,
Prevalence, Challenges and Therapeutic Options.
Pharmaceuticals (Basel). 2025;18(4):460. https://doi.
org/10.3390/ph18040460.

Van den Driessche F, Rigole P, Brackman G, Coenye
T. Optimization of resazurin-based viability staining
for quantification of microbial biofilms. J Microbiol
Methods.  2014;98:31-34.  https://doi.org/10.1016/].
mimet.2013.12.011.

Lépez Avila K, Dzul Rosado KR, Lugo Caballero C,
Arias Ledn JJ, y Zavala Castro JE. Mecanismos de
resistencia antifungica de los azoles en Candida albicans.
Una revisién. Revista Biomédica. 2016;27(3):127-136.
[cited 2 Oct. 2025]. Disponible en: http://www.scielo.
org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=52007-
84472016000300127&Ing=es.

Valentin A, Canton E, Peman ], Quindos G. In
vitro activity of amphotericin B and anidulafungin
against Candida spp biofilms. Rev Iberoam Micol.
2007;24(4):272-277. https://doi.org/10.1093/jac/
dkw316.

Esteves Barros IL, Franco Veiga F, Luiz Corréa J,
Carrilho Jarros I, Negri M, Estivalet Svidzinski TI.
Standardization of resazurin use in susceptibility
testing of natural products against yeasts in planktonic
cells and in biofilms formation. Act Scient Biol Scien
2021;43:¢55700. https://doi,org/10.4025/actascibiolsci.
v43i1.55700

Castellani A. Further researches on the long viability
and growth of many pathogenic fungi and some
bacteria in sterile distilled water. Mycopathol Mycol
Appl 1963;20:1-6. https://doi.org/10.1007/BF02054872.

Moreno X, Ventura M, Panizo MM, Garcés ME
Evaluacion de la formacién de biopeliculas en
aislamientos bacterianos y fingicos por los métodos

semicuantitativo de microtitulacion con cristal
violeta y cualitativo de agar con  rojo Congo.
Biomédica. 2023;43(Supl.1):77-88. https://doi.

org/10.7705/biomedica.6732

CLSI. Reference Method for broth dilution antifungal
susceptibility testing of yeast. 4th ed. CLSI Standard
M27 [Electronic]. Clinical and Laboratory Standards
Institute; 2017.

Manuel Cuenca-Estrella M, Rodriguez-Tudela JL.
M¢étodo estandarizado por el EUCAST para el estudio
de la sensibilidad a los antifungicos En: ] Peman, E




X Moreno Calderdn et al.

14.

15.

16.

Martin-Mazuelos, MC Rubio Calvo. Identificacion
y Diagnéstico en Micologia Clinica. 2da ed. Bilbao
2007. [cited 2 Oct. 2025]. Disponible en: https://www.
researchgate.net/publication/269399286_Metodos_
estandarizados_por_el EUCAST_para_el_estudio_de_
la_sensibilidad_a_los_antifungicos_documento_71.

CLSI.  Performance Standars for  Antifungal
Susceptibility Testing of Yeast. 3rd ed. CLSI suplement
M27M44S [Electronic]. Clinical and Laboratory
Standards Institute; 2022.

Punithavathy PM, Nalina K, Menon T. Antifungal
susceptibility testing of Candida tropicalis biofilms
against fluconazole wusing calorimetric indicator
resazurin. Indian J Pathol Microbiol 2012;55(1):72-74.
https://doi.org/10.4103/0377- 4929.94861

Shabanzadeh M, Rezaei-Matehkolaei A, Zarei
Mahmoudabadi A. The efficacy of luliconazole and
caspofungin on planktonic and biofilm of Candida
albicans from different sources. Iranian ] Microbiol
2025;17(4):653-659. https://doi.org/10.18502/ijm.
v17i4.19261

17.

18.

19.

20.

de Bioanalistas Especialistas. 2025; Vol 28(2): 51-59.

Resazurina como indicador colorimétrico en la susceptibilidad a biopeliculas sésiles de

Candida spp., aisladas de hemocultivos frente a fluconazol

Aratjo D, Henriques M, Silva S. Portrait of Candida
species biofilm regulatory network genes. Trends
Microbiol 2017;25(1):62-75. https://doi.org/10.1016/].
tim.2016.09.004

Salmanton-Garcia J, Cornely OA, Stemler J, Baraé A,
Steinmann J, Sivakova A, et al. Attributable mortality
of candidemia Results from the ECMM Candida 111
multinational European Observational Cohort Study.
J Infect 2024;89(3):106229. https://doi.org/10.1016/j.
jinf.2024.106229.

Quindés G. Epidemiologia de las micosis invasoras:
un paisaje en continuo cambio. Rev Iberoam Micol
2018;35(4):171-178. https://doi.org/10.1016/].
riam.2018.07.002 1130-1406/

Costa-Orlandi CB, Sardi JCO, Pitangui NS, de Oliveira
HC, Scorzoni L, Galeane MC, et al. Fungal Biofilms and
Polymicrobial Diseases. ] Fungi (Basel) 2017;3(2):22.
https://doi.org/10.3390/j0f3020022.

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolanals




_ ESPECIALISTAS,

o
3
3
i
S
S
5]
2
%

<
2
13
kS
=
<
o

£ZOLANA DE

Ayuno intermitente: efectos producidos en el metabolismo
tras periodos de restriccion caldrica

Hellen Rangel' @, Angie Ramirez2@®.

Licenciada en Bioandlisis. MSc. Sistemas de la Calidad. Profesor Asistente de la Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina de la Universidad
Central de Venezuela. *Licenciada en Bioanalisis. Profesor Instructor de la Escuela de Bioanalisis, Facultad de Medicina de la Universidad
Central de Venezuela.

Recibido para publicacién 20 noviembre 2025. Aceptado: 20 diciembre 2025

RESUMEN:

El ayuno intermitente ha sido una practica ancestral. Nuestros antepasados no disponian de alimentos con facilidad,
en virtud de que se dedicaban a la casa y recoleccién, asi como también a protegerse para sobrevivir. Actualmente la
practica del ayuno intermitente ha ganado popularidad y ha sido objeto de numerosos estudios que exploran sus efectos
sobre la salud humana, sin embargo, no han sido a gran escala. A diferencia de las dietas restrictivas tradicionales, el
ayuno intermitente se centra en cudndo comer, en lugar de qué comer. Este articulo revisara los resultados obtenidos
por diferentes investigadores durante este milenio alrededor del mundo, para establecer los mecanismos bioquimicos y
fisiol6gicos subyacentes a los beneficios del ayuno intermitente.

Palabras clave: Ayuno intermitente. Restriccidn calérica. Dislipidemias. Diabetes Mellitus.

Intermittent Fasting: Metabolic Effects Induced by Periods of Caloric Restriction

ABSTRACT

Intermittent fasting has been an ancestral practice, as our ancestors did not have easy access to food due to their focus on
hunting, gathering, and survival. Today, intermittent fasting has gained popularity and has been the subject of numerous
studies exploring its effects on human health. However, these studies have not been conducted on a large scale. Unlike
traditional restrictive diets, intermittent fasting focuses on when to eat rather than what to eat. This article reviews
the findings of various researchers from around the world during this millennium to establish the biochemical and

ARTICULO DE REVISION

physiological mechanisms underlying the benefits of intermittent fasting.

Keywords: Intermittent fasting. Caloric restriction. Dyslipidemias. Diabetes Mellitus.

Introduccion

La salud constituye un pilar fundamental del bienestar
humano, enfrentando hoy desafios sin precedentes.
Segin la Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
la cardiopatia isquémica de origen multifactorial
vinculado con la obesidad, dislipidemias y diabetes se
mantiene como la principal causa de muerte global (1).
En las Américas, el panorama es critico: la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) en el 2021 reporta que
la prevalencia de sobrepeso y obesidad se ha triplicado
en las ultimas cinco décadas, afectando al 62,5% de
la poblacion y ocasionando 2,8 millones de muertes
anuales por enfermedades no transmisibles (2).

Ante este escenario, impulsado por estilos de vida
sedentarios y dietas hipercaldricas que mantienen
al organismo en un estado de estrés metabdlico
constante, surge la necesidad de identificar estrategias

Correos de contacto: Hellen Rangel, hd.rangel1992@gmail.com

5| Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana
de Bioanalistas Especialistas. 2025; Vol 28(2): 60-68.
https://doi.org/10.71034/SVBE.2025.28.2.08

de intervencién que sean sencillas, econdmicas y
sostenibles. En este contexto, el Ayuno Intermitente
(AI) ha emergido como una alternativa prometedora.
La presente revision documental tiene como objetivo
analizar los hallazgos de estudios experimentales sobre
la aplicacion de la restriccion del tiempo de ingesta
y sus efectos metabdlicos (1). Se busca proporcionar
una visién integral sobre cémo esta estrategia no solo
contribuye a la salud metabdlica, sino que se posiciona
como una herramienta viable para la prevencién y
manejo de enfermedades crénicas.

Materiales y métodos

Para el desarrollo de este articulo de revisién se realiz6
busqueda de literatura sobre Ayuno Intermitente o
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Restriccion caldrica, durante el ano 2024, a través de las
publicaciones contenidas en diferentes bases de datos
como Google scholar, SCIELO y PubMed. Se aplicaron
filtros de temporalidad para los dltimos 25 afios y
criterios lingiiisticos, con la finalidad de encontrar
literatura actualizada y publicada en revistas indexadas.

Los términos utilizados para los hallazgos fueron
“ayuno intermitente”, “restriccion caldrica’, “ayuno
intermitente y dislipidemias”, “efectos de ayuno
intermitente en diabetes”, “hipertension arterial y
ayuno intermitente”, “efectos de ayuno intermitente en
la obesidad”, “ayuno intermitente y fracciones lipidicas”,
“ayuno intermitente y glucosa sanguinea” y “ayuno

intermitente y enfermedades neuroldgicas”

Se identificaron publicaciones que mencionaban
términos relacionados con el tema en estudio;
posteriormente, se seleccionaron articulos cuyo
resumen contribuyeran al Ayuno Intermitente.

Estos articulos incluidos debian estar publicados
en revistas arbitradas e indexadas en bases de datos
reconocidas. No se consideraron articulos incompletos,
articulos no relacionados directamente con el tema,
asi como los publicados en idiomas diferentes del
espafol o inglés. Se excluyeron articulos que tratan el
ayuno religioso, quirtrgico o debido a enfermedades y
articulos sin libre acceso.

Fisiologia del ayuno intermitente

El “ayuno” es definido como una abstinencia voluntaria
de alimentos y bebidas durante periodos de tiempo
especificos y recurrentes, y los periodos de ayuno
que pueden oscilar desde las 12 horas, pasando por
las 16 horas, 24 horas, 36 horas, 48 horas, 72 horas
hasta semanas en algunos casos (3). El ayuno suele
contrastarse con la alimentacion ad libitum (“segin se
desee” o “a libre demanda”), caracterizada por tres o
mas comidas cada dia en las sociedades modernas.

En el ayuno intermitente (AI), al ser voluntaria la
participacién del paciente, no debe estar relacionado
con inanicién, forma extrema de malnutricién crénica
que no es voluntaria ni controlada, y que puede
desencadenar la muerte.

Historicamente, nuestros antepasados de las cavernas
eran cazadores y recolectores, por lo tanto, la ingesta
de alimentos no estaba tan disponible como en la
actualidad, esto implica que no comian tres veces al dia,
ni todos los dias, al contrario, pasaban hambre, tenian
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largos periodos de restriccién caldrica. Que nuestros
antepasados hayan sobrevivido y ademas evolucionado
demuestra que estamos adaptados para poder funcionar
en estados de ayuno (4).

Entre las 16 y las 36 horas de ayuno, el individuo entra
en un estado fisioldgico de cetosis que se caracteriza
por niveles bajos de glucosa en sangre, bajas reservas
de glucdgeno en el higado y producciéon de cuerpos
ceténicos derivados de la grasa ubicada en abdomen
y caderas principalmente, que sirven como fuente
importante de energia para el cerebro (5).

Cetogénesis

Los cuerpos cetonicos estan enlazados a vias metabdlicas
importantes, como la oxidacién de acidos grasos, el
ciclo de Krebs, la gluconeogénesis, la lipogénesis y la
biosintesis de esteroles. La cetogénesis proporciona
un combustible alternativo que se ve aumentado por
periodos de ayuno, lo que acrecienta la disponibilidad
de dacidos grasos y reduce la disponibilidad de
carbohidratos.

Ademas de servir como combustible energético para
tejidos extrahepaticos como el cerebro, el corazén o el
musculo esquelético, los cuerpos ceténicos desempenan
funciones fundamentales como mediadores de
sefializacién, impulsores de la  modificacién
postraduccional de proteinas, moduladores de la
inflamacién y el estrés oxidativo. Las cetonas protegen
de la inflamacién y lesiones en multiples sistemas de
6rganos incluyendo el corazén y el higado, abriendo
opcionesterapéuticasen enfermedades cardiovasculares
y relacionadas con la obesidad (6).

La oxidacién de los acidos grasos reduce la glucolisis y
la fosforilacién oxidativa mitocondrial que contribuyen
en la disminucién del estrés oxidativo, considerando
que ambos procesos participan en la formacién de
especies reactivas al oxigeno en un estado de demanda
de glucosa. El B-Hidroxibutirato es una de las cetonas
mas utilizadas como fuente de energia alternativa y
su metabolismo genera menos especies reactivas al
oxigeno. Al reducir el estrés oxidativo mejoran las
defensas antioxidantes, mejora la funcién mitocondrial
y por consiguiente hay activacién de la autofagia (7).

Autofagia

La autofagia es el mecanismo principal de reciclaje
dentro delas células. Este proceso dinamico y secuencial
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comienza con la creacién del fagéforo, una estructura
de doble membrana que rodea el material destinado ala
degradacion. A través de una maquinaria de iniciacién
y un proceso de elongacién, esta doble membrana
terminara envolviendo y aislaindolo completamente
del resto del citoplasma, formando lo que se conoce
como autofagosoma. Finalmente, el autofagosoma se
fusionard con un lisosoma, donde se llevard a cabo la
degradacion del material hasta que se reduzca a sus
componentes basicos. Estos componentes esenciales
seran liberados nuevamente al citoplasma, donde
podran ser reutilizados por la célula (8).

Fue en la década de 1990 cuando se logré entender el
mecanismo de induccién y regulacién de la autofagia,
gracias al descubrimiento de los genes ATG (autophagy
related) por parte del investigador Yoshinori Ohsumi,
quien recibi6 el premio Nobel de Medicina en el ano
2016 por este hallazgo. Enla actualidad, se ha establecido
que la autofagia es crucial para mantener el equilibrio
interno de las células en condiciones fisiolégicas
normales. Esta funcién permite eliminar organulos
danados, agregados de proteinas y componentes que no
son necesarios en un momento determinado (8).

En situaciones de estrés, la autofagia se intensifica
para asegurar la supervivencia de las células, actuando
como una respuesta citoprotectora fundamental (9).
Las células responden al ayuno intermitente mediante
una respuesta coordinada de estrés adaptativo,
lo que lleva a una mayor expresion de defensas
antioxidantes, reparaciéon del ADN, control de calidad
de proteinas, biogénesis y autofagia mitocondrial,
asi como regulacién de la inflamacién. Por medio de
estos mecanismos el ayuno intermitente promueve
tanto la autofagia como la mitofagia, mientras que
simultdineamente suprime la sintesis de proteinas
mediante la inhibicién de la via mTOR (diana de
rapamicina en mamiferos). Esta respuesta celular
permite eliminar proteinas y mitocondrias danadas por
oxidacidn, reciclar componentes moleculares intactos
y reducir temporalmente la produccién general de
proteinas, lo que ayuda a conservar energia y recursos
moleculares (6).

El ayuno intermitente reduce el estado inflamatorio
asociado con la pérdida de peso por medio de la
activacion de AKT vy estimula la actividad de FOXO
(factor de transcripcién Forkhead box 0), generando
la interrupciéon de la respuesta inflamatoria a través
de la transcripcion de genes asociados con la autofagia
que contribuye a la reduccién del proceso inflamatorio
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a partir de la regulacién negativa de NTF-KB y de
los factores de transcripcion relacionados, todos
estos procesos a su vez se relacionan con mejorar la
sensibilidad a la insulina y la presion arterial (10).

La autofagia se presenta como un objetivo terapéutico
prometedor en el tratamiento de diversos tumores,
ofreciendo una nueva estrategia en el manejo de ciertos
tumores malignos. Esta perspectiva se relaciona con su
papel esencial en la homeostasis celular. La estimulacion
de la autofagia por medio del ayuno intermitente sugiere
que esta puede ser una estrategia prometedora para
mejorar la eficacia y tolerabilidad de la quimioterapia
del cancer, el ayuno intermitente puede actuar como un
escudo protector para las células normales, reduciendo
la toxicidad causada por los agentes anticancerigenosy,
por lo tanto, minimizando los efectos secundarios en
los pacientes que reciben tratamiento contra el cancer

(11).

Ritmo Circadiano

Existe una estrecha relacion entre los diferentes
procesos metabolicos y el ritmo circadiano, el impacto
de la alimentacion y la luz sobre el ritmo circadiano en
humanos ha sido documentado recientemente. Entre
los factores que pueden alterar el ritmo circadiano esta
un desorden del patrén en el horario de alimentacion
(12). La alteracién del ritmo circadiano se puede
definir como un desajuste en el momento y/o cambio
en la duracién de la iluminacién ambiental, el suefio y
el periodo de alimentacién con respecto a un rango de
referencia, por lo que se puede esperar que un patrén de
alimentacion - ayuno estable influya de forma positiva
en una correcta regulacion circadiana y metabdlica (12,
13).

El suefio dentro de un ritmo circadiano para un adulto
promedio tiene una duracion de 8 horas, en condiciones
Optimas se deberia esperar al menos una hora después
de despertar antes de la primera ingesta caldrica del dia
y al menos 1 hora de exposicion a la luz brillante para
sincronizar el reloj hipotalamico con la luz ambiental y
suprimir la melatonina. Al acostarse, la exposicion a la
luz tenue y el consumo de calorias deberia ser de 2 a 3
horas de antes para aumentar el suefo (13).

En cuanto al patrén alimentacion, de acuerdo con
nuestra fisiologia y siguiendo el ritmo circadiano se ha
ajustado la ingesta de calorias a 3 comidas principales
durante el periodo de luz y 3 comidas pequenas dentro
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del mismo periodo, resulta interesante que el momento
en el que ocurre la ingesta de comida tiene un rol mas
importante que el nimero de comidas al dia o el total
de calorfas ingeridas (12).

La alimentacién en horarios tardios se relaciona con
el incremento de peso y mayor adiposidad, todas estas
consecuencias son independientes de la ingesta calérica
o el nivel de actividad fisica (12), ademas se recomienda
la ingesta de alimentos durante las primeras horas de
vigilia para una mayor regulacién de la glucosa en
sangre (13).

En los humanos los niveles de melatonina en plasma
aumentan 2-3 horas antes de la hora habitual de dormir.
En los islotes pancredticos se expresa un receptor
1B para la melatonina (MTNRI1B). La unién de la
melatonina a este receptor en las células de los islotes
pancredticos atenda la liberacion de insulina cuando
la ingesta de alimentos ocurre en horarios tardios, esta
interaccién sugiere que se deben evitar las comidas
durante 2-3 horas antes de dormir y hasta 1 hora
después de despertarse momento en el que disminuyen
la concentracién de melatonina (13). La restriccion de
la ingesta de alimentos podria influir de forma positiva
con la restauracion del ritmo circadiano trayendo como
consecuencia una mejor regulacién de los procesos
metabdlicos y mejoramiento del patrén de suefio (12).

Tipos de Ayuno Intermitente - Restriccion Energética
Continua

Inicialmente para tratar la malnutricion por exceso de
calorias se establecen esquemas de alimentaciéon que
restringen la ingestién de calorias (energfa), también
conocidos como restriccién energética continua
(REC). Se ha verificado que la REC es efectiva en el
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corto plazo para lograr una pérdida de peso, mejorar
los niveles de glucosa, reducir el estrés oxidativo y
prevenir la aparicion de Diabetes Mellitus Tipo 2 (14).
No obstante, lograr el mantenimiento en el tiempo
de la REC en los pacientes depende de la fuerza de
voluntad y compromiso que adquieran, es un gran reto
debido a que, por los estilos de vida a los que estan
acostumbrados, desisten y recuperan el peso perdido

(15).

Los tipos de Al mas comunes aplicados en pacientes
estudiados a nivel mundial son (figura 1):

1- Ayuno en dias alternados (ADA), en el cual se
alternan dias de alimentacidn a libre demanda con
dias sin ingesta caldrica (16).

2- Ayuno en dias alternados modificado (ADAm), en
que se alterna 1 o 2 dias de la semana sin ingesta
caldrica o con muy poca ingesta calérica menos del
25% de las necesidades energéticas rutinarias (17).

3- Alimentacion con restriccion de tiempo (ART), en el
que la alimentacién del paciente se restringe a un
periodo de entre 4 o 8 horas horas/dia en forma
continua, se denomina a este tiempo “Ventana
de Alimentacién”, quedando las restantes 20 o 16
horas del difa para ayunar (restringir la ingestién
energética) (18).

Es importante destacar que durante las horas o dias de
ayuno el paciente puede consumir agua para mantenerse
hidratado, asi como también té, café o bebidas libres de
calorias.

Investigaciones de Al en pacientes a nivel mundial

Al realizar la revisiéon bibliografica se encontraron
estudios a nivel mundial en pacientes que fueron

Figura 1. Tipos de Ayuno intermitente mas estudiados a nivel mundial
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sometidos a los diferentes esquemas de ayuno
intermitente propuestos, que generaron resultados
interesantes, entre los mas relevantes se encuentran:

Diabetes

En el afo 2005, Halberg et al. (19) en Dinamarca,
tomaron como muestra para un estudio ocho (8)
hombres caucasicos jovenes sanos durante 14 dias. los
sujetos mantuvieron sus habitos de ejercicio e ingesta
habitual en los dias sin ayuno. El ayuno lo hacian
cada dos dias y tenfa una duracién de 20 horas. Cada
periodo de ayuno comenz6 a las 22:00 horas y finaliz
alas 18:00 horas del dia siguiente. Durante los periodos
de ayuno, a los sujetos se les permitié solo ingerir agua
y que mantuvieran sus actividades habituales.

El peso corporal y el porcentaje de grasa corporal
se mantuvo estable durante todo el experimento.
Después de un ayuno de 20 horas, los dias 4, 6 y 10,
las concentraciones plasmadticas de glucosa fueron
significativamente menores (4,6 = 0,1, 4,6 * 0,1 y
4,7 + 0,1 mM, respectivamente) en comparacién con
los periodos de ayuno de 8 horas (P 0.05) que fueron
similares antes (5,0 £ 0,1 mM) y después (5,1 + 0,1 mM)
del Al (19)

Este es el primer estudio en humanos en el que se ha
obtenido mediante ayuno intermitente una mayor
accién de la insulina sobre la captacion de glucosa en
todo el cuerpo y la lipdlisis del tejido adiposo.

Por otra parte, se observo elevacion de la adiponectina
y disminucién de las concentraciones de Leptina
estadisticamente significativa. Este resultado concuerda
con lo reportado previamente por Pedersen et al. en
roedores en el aino 1999 (20).

Los investigadores concluyen que el ayuno cada dos dias
aumento la sensibilidad a la insulina aproximadamente
siete veces segin la evaluacién del modelo homeostatico
y disminuy®¢ la incidencia de diabetes.

Los hallazgos de esta investigacion concluyen que el
ayuno intermitente aumenta la sensibilidad a la insulina
en todo el cuerpo, asi como en el tejido adiposo,
respaldan la opinion de que los ciclos de alimentacién
y ayuno son importantes como iniciadores de genes
ahorradores que conducen a mejoras en el metabolismo
(21).

En otras investigaciones afirman que el aumento de
las concentraciones circulantes de adiponectina se
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asocia con reduccion del sindrome metabdlico y las
reducciones son muy predictivas del riesgo de diabetes.
Por lo mencionado anteriormente, se han hecho
grandes esfuerzos para comprender cémo pueden
elevarse las concentraciones de adiponectina como
terapéutica (22).

En un estudio realizado por Paoli et al. (23) donde
se tomd como enfoque dietético la alimentacién con
restriccion horaria durante un periodo de 12 meses
se demostré que las concentraciones de glucosa e
insulina disminuyeron significativamente con respecto
a los valores iniciales (glucosa -9,26%, p<0,0001,
insulina -31,66%, p<0,0001). Como resultado el
indice HOMA-IR también disminuyé un 37,83%
(p<0,0001). De igual forma se evidencié que el
indice HOMA-IR se correlacioné con el indice LAR
(relacion leptina/adiponectina, marcador fiable para
reducir la resistencia la insulina y el riesgo vascular)
desde los 2 a los 12 meses (r=0,681, p=0,001) dando
como resultado que la alimentacién con restriccion
horaria tuvo un efecto importante en el manejo de
la sensibilidad a la insulina mediante el control de
leptina y adiponectina. En el mismo estudio también
se comprobd que el grupo de experimentacion después
de los primeros dos meses disminuyeron los niveles de
IL-6 (-24,38%, p=0,0003), los cuales se mantuvieron
hasta el final del estudio (-25,22%, p=0,003). La IL-1
y TNF-a fueron significativamente mas bajos después
de los 12 meses (IL-1f : -22,97%, TNF-a.: 13,88%). Los
resultados obtenidos en este estudio fueron asociados
con los mecanismos adaptativos metabdlicos que
parten de la reducciéon de masa corporal, un protocolo
de alimentacién con restriccion horaria puede ser
una herramienta efectiva para reducir el riesgo de
enfermedades cardiometabdlicas independiente de la
restriccion caldrica si se mantiene durante un periodo
prolongado (>8 semanas).

Estudios mas recientes en pacientes con Diabetes
Mellitus tipo II (24), donde se estudid la restriccién
de la alimentacién en un esquema 16:8 (16 horas de
ayuno y una ventana de alimentacion de 8 horas)
durante 21 dias se determinaron los valores de glucosa
en sangre al inicio, a los 7 dias, a los 14 dias y al final se
evidenci6 que la glucosa disminuye del dia 1 de 249,87 a
149,97 mg/dL en la glucosa final, demostrando de
esta manera la asociacién positiva entre el ayuno
intermitente y la reduccién de los niveles de glucosa en
sangre, como también la reduccién de peso.
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Sukkriang y Buranapin (25) en su estudio cuyo
propdsito fue investigar el efecto del ayuno intermitente
en el esquema 14:10 y 16:8 sobre la reduccion de peso
y los resultados metabdlicos en pacientes diabéticos
en comparacién con un grupo control con una dieta
normal, se encontré que la determinaciéon de glucosa
en sangre disminuyé6 30,91 mg/dL en el esquema 16:8,
28,06 mg/dL en el esquema 14:10 y 9,9 mg/dL en el
grupo control, a su vez la Hb A1C disminuyé 0,499%
en el grupo de ayuno intermitente de 16:8, 0,528% en
el grupo de ayuno intermitente 14:10 y 0,371% en el
grupo control, por lo tanto la determinacién de glucosa
en sangre y la HbA1C disminuy¢ significativamente en
los grupos que cumplieron con el ayuno intermitente.

Ambos esquemas de ayuno intermitente permiten a los
pacientes con Diabetes Mellitus tipo II obtener ventajas
metabdlicas por medio de la oxidacién de grasas y
estrés nutricional que experimenta el cuerpo durante
las horas de ayuno (24, 25).

Disminucién de peso y efecto cardioprotector

Bhutani et al. en Illinois-USA afio 2010, investigaron
los efectos del ayuno en dieciséis sujetos obesos (12
mujeres/4 hombres) durante 10 semanas. El estudio
estuvo dividido en tres fases consecutivas: lera fase de
control inicial de 2 semanas, 2da fase de alimentacién
controlada por Ayuno en Dias Alternados (ADA) de 4
semanas y 3era fase de alimentacién autoseleccionada
controlada por ADA de 4 semanas (26).

Después de 8 semanas de tratamiento, el peso
corporal y la circunferencia de la cintura se redujeron
significativamente en 5,7 £ 0,9 kg y 4,0 £ 0,9 cm,
respectivamente, asi como también la masa grasa
disminuy¢ en 5,4 £ 0,8 kg, mientras que la masa libre
de grasa no cambid.

Un importante hallazgo similar al obtenido en el 2005
por Halberg et al. fue el aumento de adiponectina
plasmatica (p < 0,05) en un 30% desde el inicio.

En esta investigacion también estudiaron las
concentraciones de leptina y resistina, las cuales se
redujeron (p <0,05) en un 21 y un 23%, respectivamente,
después de la intervencién a través del ayuno en estos
pacientes.

Las concentraciones lipoproteinas de baja densidad
(LDL-C) también denominadas comunmente
de colesterol “malo” y las concentraciones de

Ayuno intermitente: efectos producidos en el metabolismo
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triacilglicerol fueron un 25% y un 32% mas bajas
(p <0,05), respectivamente, después de 8 semanas
de ADA. Las concentraciones de colesterol unido a
lipoproteinas de alta densidad (HDL-C), proteina C
reactiva y homocisteina no cambiaron. Estos hallazgos
sugieren que los pardmetros del tejido adiposo pueden
desempefiar un papel importante en la mediacién de
los efectos cardioprotectores del ADA en humanos
obesos (26).

Posteriormente, en el 2013, Varady et al. publicaron una
investigacion aleatorizada con un grupo de 30 sujetos
reclutados en Chicago, en el campus de la Universidad
de Illinois, un grupo siguid el esquema ADA durante 12
semanas, en el que disponian de dias de alimentacion a
libre demanda (ad libitum), alternados con un consumo
del 25% del requerimiento energético en los “dias de
ayuno’. Este estudio examiné el efecto del ADA sobre
el peso corporal y el riesgo de enfermedad coronaria en
sujetos no obesos (27).

Fueron estadisticamente significativa la reducciéon en
el peso corporal en 5,2 £ 0,9 kg en la semana 12, asi
como también, la grasa se redujo en 3,6 + 0,7 kg, las
concentraciones de triglicéridos disminuyeron 20 + 8%.
Fueron estadisticamente significativos los cambios
observados en la PCR que disminuyé 13 £ 17 % y
en la adiponectina plasmatica que aumentd 6 + 10%,
mientras que la leptina disminuy6 40 * 7%.

Estos hallazgos sugieren que el ADA es eficaz para la
pérdida de peso y la proteccién cardiovascular en
adultos con peso normal y con sobrepeso, aunque
se requieren mas investigaciones que implementen
tamafios de muestra mds grandes para llegar a una
conclusion sélida.

Catenacci et al. en 2016 (28) publicaron un estudio
cuyo objetivo fue evaluar que tan seguro y tolerable era
el ADA vy la restriccion caldrica diaria moderada (RC)
compararlo con los cambios en el peso, los lipidos y la
sensibilidad a la insulina.

Los adultos con obesidad (IMC >30 kg/m?, edades de
18 a 55 afios) fueron divididos en dos grupos, uno que
realizé el ADA sin calorias (n=14) y el segundo bajo un
esquema de restriccion caldrica diaria moderada (—400
kcal/dia, n=12) durante 8 semanas.

No se atribuyeron efectos adversos al ADA y el 93 %
complet el protocolo del ADA de 8 semanas logrando
un déficit energético mayor de 376 kcal/dfa; en la
semana 8, el colesterol total, HDL y LDL disminuyeron
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significativamente en ambos grupos y los triglicéridos
disminuyeron significativamente en ADA. La glucosa
en ayunas disminuy¢ significativamente en la semana
8 en ADA.

Catenacci et al. (28) concluye que ADA es un método
seguro y tolerable para perder peso. Produjo cambios
similares en peso, composicién corporal, lipidos y
sensibilidad a la insulina a las 8 semanas.

En el 2017, Ahmed Ghachem et al. publican un estudio
realizado en mujeres obesas postmenopausicas cony sin
sindrome metabdlico (SM) para comparar los efectos
de una restriccién caldrica (RC) en la composicién
corporal, el perfil lipidico yla homeostasis de la glucosa,
los indices de composicién corporal y distribucién
de grasa corporal mejoraron significativa y fueron
similares en ambos grupos (p entre 0.03 y 0.0001).
Los niveles de triglicéridos y la relacién triglicéridos/
colesterol HDL disminuyeron significativamente mds
en el grupo con SM (p< 0.05). (29)

Para el afio 2019, Romdn et al. (30) realizaron en
un estudio experimental cuyo protocolo consisti6
en realizar ayuno intermitente de 16:8 (16 horas de
ayuno y 8 horas de ingesta caldrica) en 15 estudiantes
universitarios (20,83 +0,98 afios) dos dias consecutivos
ala semana durante cinco semanas, que se compararon
con un grupo control.

En este protocolo se evalud la composicion corporal,
la ingesta caldrica, el perfil lipidico y los indices de
riesgo cardiovascular (relacion triglicéridos/HDL-
colesterol, LDL/HDL-colesterol y colesterol total/
HDL) al inicio, a mitad y final del protocolo. Entre
los resultados este estudio evidencié que hubo una
disminucién significativa en el grupo experimental
a lo largo de las cinco semanas, estas disminuciones
fueron en los pliegues cutaneos, el perimetro de la
cintura, IMC, ICC, % graso y un incremento de la
masa muscular (p<0,05), de igual forma se observé un
descenso significativo en los niveles de colesterol total
y LDL-colesterol y un aumento de HDL- colesterol
al finalizar el protocolo de ayuno (p<0,05). Entre los
indices de riesgo cardiovascular también se aprecid
un descenso significativo en todas las ratios (p<0,05)
mientras que en grupo control no se observaron
cambios significativos con respecto a todas las variables
del estudio concluyendo asi que el ayuno intermitente
es un método eficaz para la mejora de la composicién
corporal y del perfil lipidico.
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Conclusiones

El ayuno intermitente se presenta como una estrategia
prometedora para mejorar diversos aspectos del
metabolismo humano, respaldada por evidencia
cientifica reciente. Entre las principales conclusiones
destacan:

1. Mejora la sensibilidad a la insulina y regulacién de
la glucosa: el ayuno intermitente ha demostrado
aumenta significativamente la sensibilidad a la
insulina, tanto del tejido adiposo como a nivel
sistémico, lo que contribuye a una mejor captacién
de la glucosa y reduccién del riego de la diabetes
tipo 2.

Esquemas como la alimentacién con restriccién
horaria 16/8 han mostrado reducciones
significativas en los niveles de glucosa e insulina,
asi como en marcadores de resistencia a la insulina
(HOMA-IR), incluso en periodos prologados (>8
semanas).

2. Reduccién del estrés oxidativo e inflamacién:
durante el AI, la cetogénesis y la produccién
de cuerpos cetdnicos con el PB-hidroxibutirato
disminuyen las especies reactivas de oxigeno,
mejorando las defensas antioxidantes y reduciendo
el estes oxidativo.

Se han observado reducciones en marcadores
inflamatorios como la IL-6 IL-1f y TNF-a lo que
sugiere un impacto positivo en la inflamacién
crénica asociada con enfermedades metabdlicas y
cardiovasculares.

3. Activacion de mecanismos celulares protectores:
el Al estimula procesos como la autofagia y la
mitofagia, promoviendo el reciclaje celular vy
eliminando componentes dafiados. Esto mejora
la homeostasis celular, reduce el dafio oxidativo y
conserva recursos energéticos al inhibir vias como
mTOR.

La autofagia inducida por el AI también se perfila
como un objetivo terapéutico en enfermedades
como el cdncer, al proteger células normales
durante tratamientos oncoldgicos y reducir efectos
secundarios.

4. Impacto en el ritmo circadiano y regulacién
metabolica: El Al sincronizado con el ritmo
circadiano favorece una correcta regulacién
metabdlica al evitar alteraciones en los patrones
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de alimentacién y suefio. La ingesta caldrica
temprana durante las horas de vigilia mejora
el control glucémico y reduce la adiposidad,
independientemente del total de calorias ingerido o
del nivel de actividad fisica.

Pérdida de peso sostenible: aunque tanto el Al
como la restriccién caldrica continua son efectivos
para perder peso, el ayuno intermitente destaca
por ser mas sostenible a largo plazo debido a su
flexibilidad y menor dependencia de restricciones
caldricas diarias estrictas.

En resumen, el Al no solo mejora parametros
metabdlicos clave, sino que también ofrece
beneficios adicionales relacionados con la
inflamacién, el estrés oxidativo y la regulacién
celular. Estos efectos posicionan al ayuno
intermitente como una herramienta eficaz para
prevenir y manejar enfermedades metabdlicas
crénicas cuando se implementa adecuadamente
dentro de un contexto clinico supervisado.
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INFORMACION PARA LOS AUTORES

Acta Cientifica de la Sociedad Venezolana de Bioanalistas
Especialistas, publica articulos originales, revisiones, cartas
al editor y comunicaciones breves relacionadas con biologia
humana, bioandlisis y areas afines, que contribuyan al
avance de la investigacion y difusién cientifica.

Envio del Trabajo

El autor debe enviar un original del articulo, con una carta de
presentacion firmada por todos los autores como constancia
escrita que han contribuido en el disefio, ejecucidn, analisis
e interpretacién de los datos, redaccién del articulo y, en
la revisién critica del contenido del articulo original a ser
publicado. Debe dejar constancia que el trabajo no ha sido
publicado ni enviado a otra revista. También indicar el
orden de los autores y el autor de correspondencia con su
direcciény correo electrénico. Los autores cuando presentan
el manuscrito, deben revelar todas las entidades financieras
y las relaciones personales que puedan haber influido en el
trabajo, es decir deben declarar explicitamente si existen o
no conflicto de intereses.

Larevista utiliza en forma preferencial el sistema electrénico,
por lo tanto debe acompaiar el envio de un CD, en “Word
for Windows®”, en cuya etiqueta se indique el nombre del
autor principal.

Sistema de Arbitraje

Todos los articulos originales pasan por un proceso de
arbitraje externo, realizado por tres arbitros con experticia en
el tema especifico. Las revisiones igualmente son evaluadas
por especialistas. La decisién se tomard de acuerdo a la
opinién de los arbitros aprobada por el Comité Editorial. La
autoria del articulo y el arbitraje, son del dominio exclusivo
del Comité Editorial. Los autores recibirdnla opinién de
los arbitros con las recomendaciones por parte del Comité
en cuanto a modificaciones de forma y redaccién. Las
respuestas deben enviarse en un lapso prudencial, con una
carta donde el autor sefiale las modificaciones realizadas y
argumente aquellas que no considera adecuadas.

Normas Editoriales

Todas las partes del manuscrito deben estar escritas a doble
espacio. Cada seccién comenzara en pagina nueva, todas
numeradas, con la siguiente secuencia: pagina del titulo,
nombre completo de los autores (sin titulos profesionales),
direccién de la(s) institucién(es) donde fue realizado, y
seflalar con numeros consecutivos la que corresponde a
cada autor.

Los articulos originales deben guardar la siguiente
estructura:

Titulo en espafiol e inglés (corto, no mds de 15 palabras,
75 caracteres), Titulillo en espafiol Resumen y Palabras
Clave en espafiol e inglés), Introduccién, Metodologia,
Resultados, Discusién, Agradecimientos, Referencias.
Cuadros e Ilustraciones. Cada seccién debe comenzar en
hoja aparte, asi como también los cuadros e Ilustraciones
con sus respectivos pies o epigrafe.

Resumen debe establecer los objetivos del estudio, los
procedimientos basicos (seleccién, métodos de observacién
y analisis) los hallazgos mds importantes, proporcionar datos
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especificos y, significacién estadistica y las conclusiones
principales sobre la base de los resultados del estudio.

No debe contener referencias ni siglas que no estén
identificadas. El limite maximo son 250 palabras y no debe
ser estructurado. Al final del resumen deben estar 3 a 10
palabras clave, que incluyan descriptores en inglés, de la
lista del “Medical Subject Headings (MeSH) y en espaiiol
de la lista de “descriptores en Ciencias de la Salud” (DECS).

Introduccion expresa el propésito del articulo, los
antecedentes internacionales y nacionales, mediante
referencias actualizadas. En el dltimoparrafo de la
introduccién debe aparecer en forma clara y precisa el
objetivo del estudio.

Metodologia describa claramente como se eleccionaron los
sujetos que participaron en el estudio, edad, sexo y otras
caracteristicas importantes. En los manuscritos de revision
se incluird una seccidn en la que se describan los métodos
utilizados para localizar, seleccionar o extraer los datos.

Los estudios con humanos deben dejar constancia escrita de
la aprobacién por parte del Comité de Etica de la institucion
donde se realiz la investigacion, asi como el consentimiento
delos individuos que participarony, evitar en todo momento
que puedan ser identificados, tener especial cuidado con las
fotografias. Cuando se trate de experimentos con animales,
mencione si se cumplieron las normas de la institucién
acerca del cuidado y uso de animales en el laboratorio.

Describa los métodos estadisticos con detalle suficiente para
que puedan verificarselos resultados. Defina los términos, las
abreviaturas y los simbolos estadisticos. Cuando sea posible,
cuantifique los resultados y preséntelos con indicadores
apropiados de medicién de error o incertidumbre (como
intervalos de confianza).

Resultados. Presente los resultados en el texto, cuadros,
ilustraciones y figuras en una secuencia légica. No repita en
el texto la informacidn que contienen los cuadros y figuras,
s6lo destaque lo mas importante. Utilice en esta seccién el
tiempo pretérito.

Discusion. Destaque los aspectos nuevos e importantes del
estudio y las conclusiones que se derivan de los resultados.
Cuidese de no repetir la informacion ya presentada en las
secciones anteriores. Relacione las observaciones con la de
otros estudios internacionales y nacionales, incorporando
en la discusion el andlisis de las referencias bibliograficas
actualizada relacionadas con el estudio. Establezca el nexo
entre las conclusiones y los objetivos del estudio, y cierre
la discusién con la conclusién mads importante del estudio
o con la propuesta de nuevas hipoétesis, cuandoestén
justificadas.

Las Revisiones pueden ser solicitadas por el Editor
preferentemente a especialistas sobre un tema de
importancia cientifica en la actualidad, pero también se
aceptan revisiones de autores, las cuales seguirdn el proceso
de arbitraje externo En la revista también se publican
reportes cortos de hallazgos de interés para el dmbito de
la revista, asi como casos clinicos cuya ocurrencia sea un
verdadero hallazgo.

Las cartas al editor, por lo general estin referidos a
comentarios de articulos recientes publicados en la revista y
su extension no debe ser mayor a dos paginas.




Cuadros. Cada cuadro debe escribirse a doble espacio, sin
lineas verticales ni horizontales internas y en hoja aparte.
Numérelos consecutivamente con ndmeros ardbigos y
asigne un titulo breve en mindscula. Cada columna llevara
un encabezamiento corto o abreviado. En las notas al pie
se explicaran todas las abreviaturas no usuales empleadas
en el cuadro. Si incluye datos publicados o inéditos o de
otra fuente, obtenga la autorizacién para reproducirlos y
conceda el reconocimiento al autor. No incluya mas de 5
cuadros, méaximo de 5 columnas y 8 filas.

Ilustraciones (Figuras) Las figuras deben estar dibujadas en
forma profesional (archivos electrénicos de las figuras en
formato JPEG o GIF). Se numeran en forma consecutiva
con numeros arabigos. Las fotografias deben ser en blanco
y negro, con buen contraste, en papel satinado con las
siguientes medidas 127x173 mm, sin exceder 203x 254
mm. Ubicar una por pagina, titulo breve y una leyenda que
facilite la comprension del contenido.

Agradecimientos Aparecen al final del texto, alli se incluyen
las colaboraciones que deben ser reconocidos pero que
no justifican la autoria, ayuda técnica, apoyo financiero y
material y las relaciones que puedan suscitar conflicto de
intereses.

Referencias. Las referencias bibliograficas dan el soporte
cientificoal estudio realizado, porlo tanto deben ser recientes,
preferiblemente de los tltimos cinco afios. Las referencias
internacionales y nacionales constituyen antecedentes del
estudio que se estd publicando, de esta manera, también
reconocemos la labor de los investigadores venezolanos que
han aportado al tema en estudio. Numere las referencias
consecutivamente siguiendo el orden como se mencionan
por primera vez en el texto. Cite cuidadosamente en el texto,
cuadros y figuras todas las referencias con un nimero entre
paréntesis. Cuide que la escritura reproduzca fielmente el
articulo original y vigile la escritura en inglés, para evitar
cometer errores al transcribir la informacién.

Las referencias bibliograficas en Acta Cientifica de la
Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas, siguen el
estilo de las normas de Vancouver. (http://www.icmje.org.).
Abrevie los titulos de las revistas de acuerdo con el estilo del
Index Medicus y consulte la lista de revistas indizadas en
(http://www.nlm.nih.gov). No se aceptan como referencias
resimenes. Los articulos aceptados pero que todavia
no se han publicado, se indican como “en prensa”, con la
informacion de la revista donde fue aceptado.

Ejemplos de referencias:
Articulos de revista

Enumere los primeros seis autores y afiada la expresion “et
al”

1. Articulo de revista ordinario

Bremer AA, Byrd RS, Auinger P. Racial trends in sugar
sweetened beverage consumption among US adolescents:
1988-2004. Int ] Adolesc Med Health 2011; 23(3):279-86.

Libros
2. Individuos como autor:

Casademunt J. Sobrepeso y obesidad infantil. Barcelona:
Editorial Océano; 2005.

Informacion para los autores

3. Editores como autor:

Aleman M, Bernabeu-Mestre JB, editores. Bioética y
Nutricién. Alicante. Universidad de Alicante: Editorial Agua
Clara; 2010.

4. Capitulo de libro:

Lépez de Blanco M, Landaeta-Jiménez M. Los estudios de
crecimiento y desarrollo fisico en Venezuela. En: Fano V,
Del Pino M, Cano S, compiladores.

Ensayo sobre crecimiento y desarrollo presentado al
Dr. Horacio Lejarraga por sus colegas y discipulos. Buenos
Aires: Paidos; 2011. p. 431-454

Material electréonico
5. Articulo de revista en Internet:

Vazquez de la Torre M], Vazquez Castellanos JL, Crocker
Sagastume R. Hipertension arterial en nifios escolares con
sobrepeso y obesidad. Respyn [Serie en Internet] 2011 Jul-
Sep

[citada 5 nov 2011]; 12(3): [6 pantallas]. Se consigue
en: URL: http://www.respyn.uanl.mx/xii/3/articulos/
Hipertension_arterial.htm.

Para otros ejemplos de formato de referencias bibliograficas,
los autores deberian consultar la pagina web: http://
www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html. ~ Para
cualquier otro tipo de informacién se sugiere consultar:
Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical
Publication Updated April 2010. http://www.icmje.org.

Antes de enviar el articulo, revise cuidadosamente las
instrucciones a los autores y verifique si el articulo cumple
con los requisitos editoriales de la revista Acta Cientifica de
la Sociedad Venezolana de Bioanalistas Especialistas.

Articulo de revision:

El articulo de revision facilita la actualizacidn y revision de
un aspecto cientifico, realizado por especialistas en el tema:
ofrece al lector interesado una informacién condensada
sobre un tema, realiza interpretaciones y adelanta
explicaciones en topicos especificos relacionados al drea del
Bioanalisis.

El nimero maximo de autores es cuatro. El articulo requiere
de, al menos, 40 referencias con prioridad de los tltimos
cinco (5) afios. En caso de que esto no sea posible, deben
especificarse las razones (tépicos muy poco frecuentes
0o muy poco investigados previamente). El texto deberd
expresar con claridad las ideas a ser desarrolladas, y tratara
de transmitir un mensaje util para la comprensién del tema
central del articulo de revision.

Las secciones basicas del articulo de revisién son: pagina
inicial, resumen, (en espafiol y en inglés), introduccidn,
texto, referencias bibliogréficas. El cuerpo de las revisiones
es libre, aunque es conveniente subdividirlo en secciones.

El autor o los autores de un articulo de revisiéon deben
plasmar su interpretacién critica de los resultados de la
revisiéon bibliografica con claridad y precisién, y dejar
siempre la inquietud sobre aquellos topicos del tema que
requieren una mayor o mas profunda investigaciéon. La
extension de los articulos de revision no debe ser mayor de
6000 palabras, excluyendo las referencias.
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