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1. RESUMEN

Las infecciones bacterianas representan un problema de salud que continta
incrementando en el tiempo. Estas infecciones se presentan principalmente en centros
hospitalarios, particularmente en las Unidades de Terapia Intensiva (UTI), generando no
solo complicaciones a nivel de salud, sino también gastos econdmicos considerables.
Entre los patdégenos generalmente asociados a estas infecciones se encuentra
Acinetobacter baumannii, un cocobacilo Gram negativo capaz de habitar superficies
bidticas y abioticas mediante la formacion de biopeliculas, comunidades de
microorganismos altamente especializadas, capaces de adherirse a una superficie y
secretar una matriz de exopolisacarido que los envuelve, convirtiéndose en consorcios
altamente resistentes a los antimicrobianos, particularmente a los antibidticos que
constituyen el principal tratamiento para las infecciones bacterianas. Desafortunadamente,
el uso indiscriminado de estos antimicrobianos ha conllevado a la aparicién de cepas
resistentes a estos agentes. Es por ello que el objetivo de este trabajo consistio en
evaluar y comparar el fenotipo de resistencia a los antibiéticos amikacina y tetraciclina
sobre cepas de A. baumannii, creciendo en forma libre y formando biopeliculas.

Al evaluar el fenotipo de resistencia a antibidticos en cepas de A. baumannii
creciendo en forma libre, de las 30 cepas analizadas 13 fueron resistentes amikacina (30
Mg/mL) y 20 fueron resistentes a tetraciclina (30 ug/mL). La mayor proporcion de cepas
resistentes tanto a amikacina como a tetraciclina, fueron provenientes de pacientes con
infecciones nosocomiales internados en la Unidad de Terapia Intensiva de Hospital
Universitario de Caracas. Al evaluar el fenotipo de resistencia a amikacina y tetraciclina en
bacterias formando biopeliculas, se encontr6 que la totalidad de las cepas (30)
presentaron resistencia a las 4 concentraciones de antibidticos ensayadas. Los resultados
obtenidos en este estudio, permiten sugerir que el éxito de colonizacién de las cepas de
A. baumannii provenientes de pacientes y del ambiente del HUC, estd mediado por los
mecanismos de resistencia intrinsecos y adquiridos, asi como mediante la habilidad que
posee este microorganismo para formar biopeliculas en distintas superficies y por tiempo
prolongado.

Este estudio representa el primer aporte a nivel nacional que compara el fenotipo
de resistencia a antibidticos en cepas de importancia clinica en dos formatos de
crecimiento, encontrandose que las cepas de procedencia nosocomial son mas

resistentes y responden pobremente al tratamiento.

Xi



2. INTRODUCCION

2.1 Infecciones causadas por bacterias.

Las bacterias son microorganismos que se encuentran presentes en el
ambiente y algunas de ellas representan agentes patdégenos para el ser humano.
Entre estos patdgenos se encuentran los que originan las infecciones
nosocomiales, aquellas que aparecen 48 horas después del ingreso de un
paciente a un centro hospitalario y que no estaban presentes al momento de
ingreso (Pujol y Limén, 2013). Estas infecciones atacan mayormente a pacientes
inmunocomprometidos internados en las Unidades de Terapia Intensiva (UTI) de
los centros de salud, llegando a afectar anualmente a 1.7 millones de personas,
causar 99.000 muertes y $ 4,5 billones en excesos de costos de atencidon médica.
Este tipo de infecciones se encuentra entre las principales causas de mortalidad y
de aumento de morbilidad en pacientes hospitalizados, agravando la discapacidad

funcional y la tensidon emocional del paciente (Buffet-Batailon y col., 2012).

La terapia para el tratamiento de estas infecciones es realizada con
antibidticos, compuestos de origen natural capaces de eliminar microorganismos
(Madigan y col., 2004). A pesar de la eficiencia de este tratamiento, su uso
indiscriminado tanto en la practica clinica, como veterinaria y la agricultura, ha
conllevado a la aparicion de cepas resistentes, las cuales constituyen la causa
principal por la que el numero de procesos infecciosos ha aumentado con el paso

de los afos (Patwardhan y col., 2008).



Este fendmeno de resistencia bacteriana, plantea una amenaza grave y
creciente en la salud debido a que limita paulatinamente las posibilidades de
emplear antimicrobianos efectivos, para el tratamiento de enfermedades
infecciosas. En la actualidad, uno de los principales problemas hospitalarios es la
resistencia bacteriana a los antimicrobianos y de manera mas relevante, la
presencia de estos determinantes de resistencia, en elementos genéticos
extracromosomales, como moléculas plasmidicas con potencial conjugativo, que
pueden ser transferidos a otras cepas bacterianas susceptibles del mismo

ambiente, e incrementar la resistencia (Guariglia y col., 2008).

El incremento de las bacterias resistentes a antimicrobianos ha conllevado
al desarrollo de diversos brotes de infecciones nosocomiales y entre las
principales bacterias Gram negativas aisladas de este tipo de infecciones se
encuentran: Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,

Stenotrophomonas maltophilia y Acinetobacter baumannii (Palomar y col., 2013).

2.1.1Patégeno nosocomial: Acinetobacter baumannii.

Acinetobacter baumannii, un cocobacilo Gram negativo, no motil, no
fermentador y aerdbico estricto. Representa un patdégeno causante de infecciones
nosocomiales, principalmente en pacientes internados en las UTI (Fournier y
Richet, 2006; Pour y col., 2011). Entre las infecciones causadas por A. baumannii,
se encuentran neumonia, infecciones del tracto urinario, septicemia, bacteremia y
meningitis. De este modo, es considerada como una de las principales especies

relacionada a los brotes de infecciones nosocomiales (Abdi-Ali y col., 2014; Peleg



y col.,, 2012). Entre los lugares que han reportado brotes nosocomiales
relacionados con la presencia de A. baumannii, se encuentran Brooklyn, Chicago,
el noreste de Indiana, Detroit, asi como ciudades en Europa, América del Sur,
Africa, Asia y el Medio Oriente (Munoz-Price y Weinstein, 2008). A su vez,
estudios epidemiolégicos han relacionado la accion de este patégeno en
enfermedades infecciosas, como lo son la fibrosis quistica, periodontitis,
infecciones en la sangre e infecciones en el tracto urinario. Esto se debe a la
habilidad de A. baumannii de habitar y crecer sobre distintas superficies bidticas y
abidticas, que incluyen a los dispositivos médicos (Abdi-Ali y col., 2014). Sin
embargo, este patdégeno también puede causar infecciones prolongadas de
manera asintomatica, por lo que el control de los brotes infecciosos, causados por
A. baumannii, requiere la erradicacion total de esta bacteria del ambiente

hospitalario (Pour y col., 2011).

Las 17 especies pertenecientes al género Acinetobacter han sido aisladas
de diferentes ambientes, entre los que se encuentran muestras clinicas, comida,
agua y suelos. Esto demuestra la habilidad que poseen estas especies para
habitar ambientes de amplios rangos tanto de temperatura como de pH,
destacando a su vez sus minimos requerimientos nutricionales (Munoz-Price y
Weinstein, 2008; Vila y col., 2007). En el ambiente clinico, esto representa un
riesgo aun mayor debido a que las bacterias pueden colonizar superficies como
camas, sabanas, almohadas, historias, catéteres, instrumentos quirurgicos, asi
como la piel del personal que trabaja en los centros de salud (Gayoso y col., 2014;

Vila y col., 2007).



Existe una particularidad entre dos de estas especies, Acinetobacter
calcoaceticus y Acinetobacter baumannii, las cuales se presentan como un
complejo denominado ACB, y que comunmente son aisladas en conjunto, pero a
su vez son dificiles de diferenciar a nivel bioquimico en el laboratorio. Sin
embargo, A. calcoaceticus es un microorganismo mayormente aislado del
ambiente y raramente se encuentra asociado a infecciones humanas (Marti y col.,
2011). Por lo tanto, debido a la dificultad de la identificacion de estas cepas
mediante pruebas bioquimicas y microbiolégicas, es necesaria la aplicaciéon de
técnicas moleculares que permitan alcanzar este objetivo, entre las cuales se
encuentra la técnica de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa), la cual
permite la amplificacion de un gen o un fragmento de DNA conocido, especifico
del microorganismo en estudio, proveniente de muestras de diversas fuentes

(Luque y Herraez, 2001).

La importancia epidemiolégica de A. baumannii radica en su notable
capacidad para desarrollar resistencia a antibioticos y para ser reservorio de
genes de resistencia a antimicrobianos que pueden ser transferibles,
especialmente en los ambientes hospitalarios (Patwardhan y col., 2008). Esta
bacteria se caracteriza por tener la capacidad de recibir material genético foraneo,
mediante el cual puede adquirir genes que codifican para mecanismos de
resistencia a antibidticos. El material genético puede ser adquirido a través de
diferentes mecanismos, entre los que se encuentran: 1) transduccion: implica la
transferencia de genes de una bacteria a otra, mediada por un virus; 2)

conjugacion: permite la transferencia de material genético contenido en moléculas



plasmidicas, a través de una hebra sexual; 3) transformacién: corresponde a la
transferencia de genes a partir del DNA desnudo de una bacteria, a otra bacterias
que lo recibe y lo incorpora en su genoma; y 4) transposicion: implica el
movimiento de una seccidon de DNA, conocido como transposon, que puede
contener genes que codifican para la resistencia a antimicrobianos, asi como otros
genes casetes unidos para la expresioén de un promotor en particular (Cabrera y
col., 2007). Como consecuencia A. baumannii puede desarrollar, a largo plazo,
mutaciones que le confieran resistencia a estos agentes o a diversas condiciones
adversas, aunado a la expresion de factores de virulencia que le permiten la

colonizacion de diversas superficies (Hernandez y col., 2010; Lee y col., 2007).

Por lo tanto, es posible citar algunos de los factores que le atribuyen el éxito
a este patogeno: (1) la habilidad para la formacion de biopeliculas, asi como la
resistencia a la desecacion en superficies abiodticas, (2) la habilidad de colonizar y
crecer en las células epiteliales del ser humano (3) los diversos mecanismos de
resistencia a antibidéticos que posee y por ultimo (4) la capacidad de recibir
material genético foraneo, a través de la transferencia horizontal de genes, que le

permite sobrevivir frente a diferentes presiones (Cerqueira y Peleg, 2011).

2.1.2 Mecanismos de resistencia a antibiéticos en Acinetobacter baumannii.

Existen diversos factores que pueden favorecer el desarrollo de la
resistencia a antimicrobianos en las cepas de A. baumannii (figura 1), entre los
que se encuentran la adquisicidon de elementos genéticos extracromosomales

como lo son plasmidos, transposones e integrones, que pueden contener genes



que codifican para mecanismos involucrados en la resistencia a antibidticos. Otro
mecanismo que le confiere resistencia a las bacterias es la inactivacion
enzimatica, capaz de degradar agentes antimicrobianos como los B-lactamicos
(AmpC, B-lactamasas tipo blargm, blasyz, blakpc, blactx-m, blaoxa y metalo-p-
lactamasas) (Fournier y Richet, 2006; Maragakis y Perl, 2008). Otro mecanismo
incluye la expresiéon de bombas de eflujo (adeABC, adelJK, adeFGH, adeXYZ,
abeM, abeS, AmvA), proteinas transportadoras involucradas en la expulsién de
sustratos téxicos del interior al exterior de la célula. En bacterias, estas proteinas
estan altamente conservadas y pueden estar codificadas en el cromosoma
bacteriano o en un plasmido. Se han reportado 5 superfamilias, cada una de las
cuales agrupan bombas especificas para agentes individuales, acompafados de
otras responsables de la expulsion de multiples sustancias (Ramos, 2014). El
acceso reducido a las dianas bacterianas (caro, oprD) también representa un
mecanismo de resistencia, debido a que actua en conjunto disminuyendo la
afinidad por agentes antimicrobianos o regulando funciones celulares como las
bombas de eflujo y la deficiencia en la accién de las porinas (Fournier y Richet,
2006; Maragakis y Perl, 2008). A su vez, se destaca la resistencia intrinseca que
puedan presentar estas bacterias, asociada a la baja permeabilidad de la
membrana externa frente a algunos agentes antibacterianos (Vila y col., 2007). En
un estudio gendmico comparativo de una cepa multirresistente del género
Acinetobacter, se encontré la presencia de una “isla de resistencia” que contiene
45 genes de resistencia, que al parecer fueron adquiridos de cepas pertenecientes

a los géneros Pseudomonas, Salmonella o Escherichia (Maragakis y Perl, 2008).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos en Acinetobacter baumannii. Los
numeros hacen referencia a los diversos mecanismos que confieren resistencia a la
bacteria frente a agentes antimicrobianos (Tomado y modificado de Prashanth y col.,
2012).

El potencial genético que poseen las cepas de A. baumannii para portar y
transferir los genes que codifican para la resistencia a antibiéticos, representa una
amenaza aun mayor para el sistema de salud. Actualmente, esta bacteria es
considerada como uno de los patdégenos nosocomiales mas peligrosos en cuanto
a su tratamiento y posterior control de la infeccion (Li y col., 2007; Peleg y col.,
2012). El uso continuo de antibiéticos como unico tratamiento eficaz para las
infecciones bacterianas, ha contribuido al desarrollo de la resistencia a estos
agentes antimicrobianos y en consecuencia han dado pie a la aparicion de cepas

de A. baumannii no solo multirresistentes, las cuales no son susceptibles a la

accion de antibidticos de primera generacion, incluyendo B-lactamicos, quinolonas




y aminoglicosidos, sino también la presencia de cepas panresistentes las cuales
no presentan susceptibilidad a ninguno de los antibiéticos descritos, incluyendo la

colistina y la polimixina (Magiorakos y col., 2011).
2.1.3 Formacién de biopeliculas.

Otra caracteristica de A. baumannii es la habilidad que posee para formar
una biopelicula, una comunidad altamente especializada de microorganismos los
cuales son capaces de adherirse a una superficie y secretar una matriz de
exopolisacarido que los envuelve. Las células que conforman la biopelicula
poseen un fenotipo diferente al que presentan las mismas células cuando crecen
en su forma planctonica (de vida libre), al igual que las interacciones entre las
células difieren en ambas formas de crecimiento (Abdi-Ali y col., 2014; Longo y
col., 2014). Esto sugiere que las diferencias entre ambas formas de crecimiento

estan ligadas a actividades metabdlicas (Yeom y col., 2013).

La matriz de exopolisacarido secretada por las bacterias estad constituida
por carbohidratos, acidos nucleicos, proteinas y otras macromoléculas (Gaddy y
Actis, 2010). Esta genera un ambiente que proporciona las condiciones ideales
para su desarrollo, permitiendo el intercambio de material genético entre los
microorganismos que conforman la biopelicula (Marti y col, 2011). Adicionalmente,
representa un mecanismo de proteccion frente a ambientes adversos, asi como
durante la infeccién a un hospedador. En consecuencia, cuando las bacterias se
encuentran formando parte de una biopelicula, son mas resistentes a agentes

antibacterianos como los antibiéticos (Espinal y col., 2012; Longo y col., 2014).



El paso inicial para la formacion de una biopelicula consiste en la adhesiéon
de una célula individual a una superficie, la cual depende de factores externos
como son la temperatura, el pH y la disponibilidad de nutrientes, asi como de
factores intrinsecos regulados por las bacterias que codifiquen las funciones
motrices, la sensibilidad ambiental y otras proteinas (Ramos, 2014).
Posteriormente, la célula comienza a crecer y a dispersarse por la superficie,
generando la formacion de microcolonias, a través de un mecanismo de
regulacion altamente especializado denominado quorum sensing, mediante el cual
las bacterias perciben sefales en relacion a la densidad celular y como
consecuencia, pueden conducir la formacién de la biopelicula hasta su

maduracién (Gaddy y Actis, 2010).

Este proceso sigue cinco etapas que han sido identificadas (figura 2): (1)
union de las bacterias entre si, mediante uniones electrostaticas y una adhesion
reversible de las células a la superficie, (2) una posterior union irreversible
mediada por sustancias exopoliméricas, que pierden su motilidad y comienza la
formacion de las microcolonias, (3) el inicio de la maduracion, acompafiado de la
produccion de la matriz de exopolisacarido, (4) la segunda fase de la produccion
de la matriz de exopolisacarido, junto al desarrollo final de la colonia en la
biopelicula madura y (5) la dispersion de las células motiles, de vuelta al estadio
planctonico, las cuales se dispersan y colonizan una nueva superficie (Ramos,

2014).
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Figura 2. Etapas de la formacion de una biopelicula. 1. Unidn de las bacterias y adhesion
reversible a la superficie. 2. Unién irreversible de las células a la superficie. 3. Primera
fase de maduracion con la excrecion del exopolisacéarido. 4. Segunda fase de maduracién,
hasta la formacion de la biopelicula madura. 5. Fase de dispersiéon en la que las células
motiles vuelven a la fase plancténica (Tomado y modificado de Ramos, 2014).

La formacion de biopeliculas bacterianas es considerada como un factor de
virulencia o patogenicidad (Lee y col., 2007; Wrobleska y col., 2008). Las
infecciones causadas por bacterias formando biopeliculas, son dificiles de
erradicar debido a la resistencia multifactorial que presenta esta estructura hacia
diversos agentes antibacterianos como antibioticos y biocidas, productos del
sistema inmunologico, luz UV, metales toxicos, exposicion a acidos, desecacion y
fagocitosis (Lee y col., 2007; Shin y col., 2009). Entre los diversos factores (figura
3), se destaca la barrera fisico-quimica que ejerce la matriz de exopolisacarido
que envuelve a las bacterias de esta comunidad, impidiendo que el antibi6tico
difunda hacia el interior y en consecuencia no sea capaz de alcanzar su diana.
Adicionalmente, por la limitacion de los nutrientes dentro de la biopelicula, la
cinética de crecimiento de las bacterias es diferente, generando una disminucion

del tiempo de generacion y las bacterias poseen un menor tamafio y una menor
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permeabilidad a los antibidticos. A su vez, la produccion de enzimas que son
capaces de inactivar a los antibidticos son liberadas al exterior celular, pero
quedan embebidas en la matriz lo que permite que degraden al agente
antibacteriano antes de que este entre en contacto con las células. Igualmente, la
pared celular de las bacterias que conforman una biopelicula se encuentra
modificada y presenta bombas de eflujo mas especializadas, capaces de expulsar
al agente antimicrobiano del interior al exterior celular, antes de que pueda ejercer
su efecto. En cuanto a las condiciones generales dentro del microambiente
generado por las biopeliculas, estas pueden variar en cuanto a pH, presién parcial
de oxigeno (pO;), presidén parcial de dioxido de carbono (pCO;), niveles de
hidratacion y otros aspectos capaces de alterar los efectos producidos por los

antibidticos (Ramos, 2014).
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Figura 3. Mecanismos de resistencia antimicrobiana por una biopelicula madura. Esta
resistencia puede deberse a la barrera fisicoquimica que representa el exopolisacarido, al
estado de crecimiento lento, a enzimas degradadoras de antibiéticos, a la alteracion en la
pared celular o por transferencia horizontal de genes que confieren resistencia (Tomado
de Ramos, 2014).
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2.2 Alternativa de tratamiento: antibiéticos.

Los antibidticos comprenden el tratamiento para las infecciones causadas
por bacterias, entre las que se encuentran las infecciones nosocomiales. Estos
farmacos poseen la capacidad de inhibir o causar la muerte de una amplia
variedad de bacterias y pueden ser producidos mediante procesos industriales,

con el fin de maximizar su produccion (Madigan y col., 2004).

2.2.1 Tipos de antibidticos.

Existe una gran cantidad de antibiéticos, los cuales pueden ser clasificados
por sus mecanismos de accién sobre las bacterias. Entre las clases de antibidticos
existen subclases, que se diferencian principalmente en cuanto a su estructura

quimica (Madigan y col., 2004).

Entre las opciones de tratamiento para las infecciones causadas por A.
baumannii estan los antibiéticos del tipo B-lactamicos, aminoglicésidos, quinolonas
y tetraciclinas, de particular interés para este estudio los aminoglicésidos y las
tetraciclinas. Entre los antibidticos aminoglicésidos, se encuentra la amikacina
(AK), que posee en su estructura un anillo ciclohexano y aminoazucares. El
mecanismo de accion de estos agentes antibacterianos consiste en la unién a la
subunidad ribosomal 30S y la interferencia de la sintesis proteica. Esta
interferencia puede originarse directamente sobre la sintesis de proteinas, o
también puede generarse causando errores en la lectura de la informacion
genética que es transportada por el mRNA. Los antibiéticos aminoglicosidos

poseen un efecto bactericida, por lo que logran la destruccion de la bacteria. A su
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vez, son considerados altamente eficientes contra bacterias Gram negativas

(Prescott, 2002).

Por otra parte, la tetraciclina (TE) pertenece al grupo de antibiéticos de las
tetraciclinas, cuya estructura basica consiste en cuatro anillos de naftaceno a los
que pueden estar unidos diferentes cadenas de radicales, que dan origen a
diversos antibioticos, pertenecientes a este mismo grupo de antimicrobianos
(Madigan y col., 2004). EI mecanismo de accion de estos antibidticos consiste en
inhibir la sintesis proteica mediante la union a la subunidad ribosomal 30S de la
bacteria. Los antibidticos pertenecientes al grupo de las tetraciclinas son
considerados de amplio espectro, por lo que actuan sobre bacterias Gram
positivas y Gram negativas, rickettsias, clamidias y micoplasmas. Sin embargo, el
efecto que ejercen sobre estos microorganismos es considerado bacteriostatico,

por lo que su uso unico no garantiza la muerte de las bacterias (Prescott, 2002).

2.2.2 Mecanismos de resistencia a antibiéticos.

Algunas enzimas producidas por las bacterias, poseen la capacidad de
actuar sobre el antibiético al modificar su estructura, generando asi la inactivacion
de este agente antimicrobiano. En el caso de los antibiéticos aminoglicésidos
(figura 4), se puede dar mediante la modificacion de los grupos hidroxilo o amino
del antibiético, mediante la produccion de enzimas como acetiltransferasas (AACs,
por sus siglas en inglés) por una reaccion de acetilacion, nucleotidiltransferasas
(ANTs, por sus siglas en inglés) por una reaccion de adenilacidon vy

fosfotransferasas (APHs, por sus siglas en inglés) por una reaccion de
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fosforilacion. Estos antibiéticos también actuan causando una lectura errada del
MRNA generando asi la produccion de proteinas defectuosas (Espinal y col.,

2011; Tafury col., 2008).

Por otra parte, en el caso de los antibidticos pertenecientes al grupo de las
tetraciclinas (figura 4), el mecanismo de accion radica en la unidn reversible del
antimicrobiano a la subunidad ribosomal 30S, impidiendo la unién del aminoacil-
tRNA (Chopra y Roberts, 2001). Por lo tanto, es necesario que el antimicrobiano
atraviese la membrana con el fin de llevar a cabo esta interaccion, tomando en
cuenta que el acceso de los antibidticos a las dianas de las bacterias puede ser
limitado mediante la accion de las porinas, las cuales se encuentran ubicadas en
la membrana externa, por lo que constituyen un obstaculo de entrada a la célula
para estos agentes antibacterianos (Munoz-Price y Weinstein, 2008). A su vez,
existen bombas de eflujo relacionadas con la resistencia a tetraciclina, las cuales
poseen la capacidad de bombear multiples ligandos, como antibiéticos y metales
toxicos, al exterior de la célula. La sobreexpresion de estas bombas de eflujo

confiere una mayor resistencia a la tetraciclina (Chopra y Roberts, 2001).
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Figura 4. Mecanismos de resistencia en bacterias Gram negativas. (1) Pérdida de
porinas, lo que reduce la entrada de los farmacos a través de la membrana celular; (2)
presencia de B-lactamasas en el espacio periplasmico que degradan los antibiéticos [3-
lactamicos; (3) sobreexpresion de las bombas de eflujo las cuales expulsan los farmacos
antes de que causen algun efecto; (4) presencia de enzimas modificadoras de antibiéticos
las cuales impiden la interaccion de éste con su blanco; (5) mutaciones del blanco que
previenen la union del antibidtico a su sitio de accién; (6) mutaciones o modificaciones a
nivel ribosomal lo que previene que el antibiético se una e inhiba la sintesis de proteinas;
(7) mutaciones en la estructura lipopolisacarida. Resaltados en rojo los de principal
importancia para este estudio (Tomado y modificado de Peleg y Hooper, 2010).

Es innegable que A. baumannii representa una amenaza para el sistema de
salud debido a su relacién directa con los brotes de las infecciones nosocomiales,
las cuales no solo empeoran considerablemente el estado de salud del paciente,
sino que a su vez promueven su estadia en los centros hospitalarios generando un

costo econdmico adicional.
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El uso de antibiéticos de manera indebida y por tiempo prolongado no solo
para el tratamiento de las infecciones nosocomiales, sino para las infecciones
bacterianas en general, favorece la aparicién y desarrollo de cepas resistentes que
se convierten en responsables de la persistencia de estas infecciones en el
ambiente clinico. El incremento de las cepas resistentes a estos agentes
antimicrobianos impide el uso de este tratamiento, debido a que limita las opciones
mediante las cuales la infeccidn pueda ser erradicada. Como consecuencia, la
presencia de estos patdgenos pueden complicar no solo las terapias utilizadas
para el tratamiento de las infecciones bacterianas, sino también otros tratamientos

que requiera el paciente.

Por estas razones, es necesario el estudio de esta bacteria para la posterior
aplicacion de medidas tanto preventivas como de tratamientos, tomando en
consideracion la formacion de biopeliculas, debido a que es la forma de
crecimiento en la cual esta bacteria se presenta mayormente en el ambiente y que
a su vez la favorece en la colonizacidn del ambiente hospitalario, no solo en las
superficies inanimadas sino también en la piel del personal que labora en los
centros de salud. De este modo, se generaria una aproximacion mas cercana a su
comportamiento, con el fin de desarrollar técnicas y tratamientos efectivos que
permitan su erradicacion total de los centros de salud. Adicionalmente, el
desarrollo no solo de cepas multirresistentes sino también cepas panresistentes,

genera un reto aun mayor para el desempenfo de estos estudios.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes internacionales.

A nivel internacional, se han llevado a cabo diversos estudios para evaluar
la accion de agentes antimicrobianos como los antibidticos, frente a cepas
multirresistentes de A. baumannii, no sélo cuando crecen en forma plancténica,
sino también cuando se encuentran formando una biopelicula. En Republica
Checa, en el afo 2004, Nemec y colaboradores estudiaron la diversidad de los
genes de resistencia a antibidticos del tipo aminoglicésidos y su asociacion con
integrones clase 1, entre clones de cepas de A. baumannii presentes en toda
Europa. Aislaron un total de 106 cepas de A. baumannii multirresistentes de origen
clinico y obtuvieron que 102 cepas (96 %) resultaron ser resistentes a al menos
uno de los siguientes antibidticos: kanamicina, gentamicina, tobramicina,
netilmicina o amikacina y al menos un gen de resistencia fue detectado en 101
cepas (95 %). A su vez, cepas con los genes aphAl, aacCl o aphA6 resultaron
ser resistentes a kanamicina, gentamicina o kanamicina+amikacina,
respectivamente, mientras que el gen aadB fue asociado a la resistencia a
kanamicina, gentamicina y tobramicina. De este modo, 89 cepas (84 %)
presentaron una combinacién de dos a cinco diferentes genes de resistencia y
encontraron un total de 12 combinaciones diferentes (Nemec y col., 2004).

Posteriormente en el afio 2007 en ltalia, Zarrilli y colaboradores, estudiaron
la epidemiologia molecular de un brote causado por cepas multirresistentes de A.
baumannii. Aislaron 74 cepas de esta bacteria de un hospital universitario de este

pais y 45 cepas adicionales fueron obtenidas de pacientes. Obtuvieron que 69 de
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las primeras 74 cepas analizadas presentaron una resistencia a todos los
antibiéticos utilizados que incluyen: ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam,
cefalosporinas de amplio espectro, carbapenems, fluoroquinolonas vy
aminoglicésidos. Adicionalmente obtuvieron cepas denominadas tipo 1 y tipo 1a
con resistencia a imipenem vy rifampicina, resistencia intermedia a meropenem,
susceptibilidad a sulfato de colistina y que a su vez albergaron un integrén clase 1
de 2,2-kb. La cepa denominada tipo 2, presentd susceptibilidad a la mayoria de los
antibidticos utilizados y resistencia intermedia a piperacilina-tazobactam vy
rifampicina. Adicionalmente, demostraron la presencia de un casete de gen aacA4,
involucrado en la resistencia a amikacina, tobramicina y netilmicina, un casete de
orfX, que codifica para un producto desconocido y una casete del gen blapxa-20,
involucrado en la resistencia a la oxacilina (Zarrilli y col., 2007).

En Polonia, en el aino 2008, Wroblewska y colaboradores, evaluaron la
produccion de biopeliculas por cepas de A. baumannii aisladas de dos hospitales
de cuidados de tercer nivel. Aislaron 24 cepas de un hospital A 'y 10 cepas
provenientes de pacientes internados en un hospital B. Como resultado,
obtuvieron tres grupos de cepas, que se diferenciaron en cuanto a su habilidad de
la formacidn de biopeliculas, estableciendo una clasificacion de alta (12%),
mediana (41%) y baja (47%) capacidad de produccion de biopeliculas. La totalidad
de las cepas aisladas del hospital A, resultaron sensibles a imipenem, y 23 de
ellas resultaron sensibles a meropenem. Por otra parte, las cepas aisladas del
hospital B, demostraron diversos patrones de susceptibilidad frente a las
carbapenemasas. Por lo tanto, mediante tipificacion molecular, demostraron la

existencia de tres tipos de cepas de A. baumannii aisladas de este hospital. Sin
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embargo, no obtuvieron ninguna relacién entre la clasificacion en cuanto a la
formacion de biopeliculas, la resistencia a carbapenemasas y la ubicacion de la
obtencion de las cepas en los centros hospitalarios (Wroblewska y col., 2008).
Posteriormente, en Francia en el afio 2011, Marti y colaboradores
estudiaron la formacion de biopeliculas por cepas de diversas especies del género
Acinetobacter, en interfaces sodlido-liquido, asi como aire-liquido. Para ello,
recolectaron cepas de A. baumannii (64), A. johnsonii (34), A. lwoffii (26), A.
radioresistens (20), Acinetobacter Genoespecies 3 (46), Acinetobacter
Genoespecies 13TU (60), A. calcoaceticus (10) y A. junii (5). Las cepas de
especies diferentes a A. baumannii, fueron recolectadas principalmente de
pacientes con infecciones provenientes de catéteres y de la piel de pacientes
externos de la UTI. La formacion de biopeliculas en la interface sélido-liquido, se
presenté con mayor frecuencia para ambas temperaturas (25 °C y 37 °C) en cepas
de A. baumannii, Acinetobacter Genoespecies 3 y Acinetobacter Genoespecies
13TU, que en cepas de A. johnsonii, A. radioresistens y A. lwoffii. En los estudios
de la interface aire-liquido, la formacién de biopeliculas se presenté con mayor
frecuencia para ambas temperaturas (25 °C y 37 °C) en cepas de A. baumannii y
Acinetobacter Genoespecies 13TU, que en cepas de A. johnsonii, A.
radioresistens, A. Ilwoffii, y Acinetobacter Genoespecies3. Obtuvieron que A.
baumannii es la especie de este género con la mayor habilidad para la formacién
de biopeliculas en los ambientes hospitalarios (Marti y col., 2011).
En Espafia en el afio 2012, Espinal y colaboradores estudiaron el efecto de
la formacion de biopeliculas de A. baumannii en superficies abioticas, con el fin de

demostrar si la creacion de estas comunidades estaria asociada a la prevalencia
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de este patdgeno en los centros hospitalarios. Los autores, seleccionaron 2 cepas
productoras y 2 cepas no productoras de biopeliculas. Encontraron una mayor
supervivencia en las superficies abidticas para las cepas formadoras de
biopeliculas (36 dias) que para las cepas no formadoras de biopeliculas (15 dias)
(Espinal y col., 2012).

En Estados Unidos, en el aino 2013, Sanchez y colaboradores estudiaron la
formacion de biopeliculas por cepas de origen clinico y la implicacion que pudieran
tener sobre infecciones cronicas. Para ello, utilizaron 205 cepas seleccionadas al
azar, recolectadas de pacientes mediante los procesos de cuidados rutinarios.
Estas muestras incluyeron cepas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y Staphylococcus aureus.
Obtuvieron que la habilidad que presentan las cepas para formar biopeliculas, se
encuentra relacionada con la capacidad de estos microorganismos para sobrevivir
en los ambientes hospitalarios, asi como en los dispositivos médicos y quirurgicos.
Adicionalmente, del total de cepas utilizadas en el estudio, el 61,4% presentd la
capacidad de formar biopeliculas en un grado igual o mayor al presentado por la
cepa utilizada como control positivo (Staphylococcus epidermidis ATCC 12228).
Las cepas analizadas de S. aureus (91%), P. aeruginosa (83%), K. pneumoniae
(76%) y A. baumannii (55%), presentaron una densidad celular media en su
formacion de biopeliculas, mientras que las cepas de E. coli (13%) formaron
biopeliculas pero con una densidad celular baja (Sanchez y col., 2013).

En el afo 2014 en Jordania, Obeidat y colaboradores estudiaron las
principales caracteristicas bioldgicas de cepas de A. baumannii, provenientes

tanto del ambiente clinico, como de vias respiratorias de pacientes. Recolectaron
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74 cepas del ambiente de tres UTI para adultos y 64 cepas del tracto respiratorio
de 142 pacientes. Sin embargo, utilizaron 8 cepas representativas de cada grupo
(proveniente del ambiente y proveniente de pacientes) para llevar a cabo este
estudio, tomando en cuentas las siguientes caracteristicas: susceptibilidad de
estas cepas creciendo en forma planctonica frente a antibidticos, asi como la
presencia de genes especificos de metalo-B-lactamasas y genes tipo OXA.
También evaluaron la capacidad de las cepas de crecer frente a diferentes
temperaturas y pH, asi como la habilidad para la formacion de biopeliculas. Las 16
cepas estudiadas poseen el gen tipo blaoxa-s1, asi como una distribucion similar en
relacion a los genes de resistencia B-lactamasa. En cuanto a las condiciones de
temperatura, las 16 cepas fueron capaces de crecer entre el rango de 18 - 45 °C.
Sin embargo, las cepas provenientes del ambiente lograron crecer en agua con un
rango de pH de 4,5 - 8 y temperatura de 18 - 24 °C durante 23 dias, mientras que
las cepas provenientes de pacientes lograron crecer en agua con un rango de pH
de 5,5 a 8, también durante 23 dias. Finalmente, no encontraron diferencia en la
capacidad para la formacion de biopeliculas entre las cepas de ambas
procedencias (Obeidat y col., 2014).

También en el afio 2014 en Iran, Abdi-Ali y colaboradores evaluaron la
formacion de biopeliculas y la resistencia a imipenem y ciprofloxacina entre cepas
de A. baumannii de origen clinico. Utilizaron 75 cepas de A. baumannii aisladas de
pacientes internados en dos centros hospitalarios y determinaron el rango de
adherencia de las células de A. baumannii, asi como la habilidad de las mismas
para la formacion de biopeliculas, encontrando que bajo agitacion, el 22 % de las

cepas analizadas fue capaz de formar biopeliculas, mientras que un 23 % de las
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mismas cepas analizadas no formaron biopeliculas bajo esta condicién. A su vez,
en este mismo ensayo, solo el 18 % logré la formacidn de una biopelicula de
clasificacion moderada, mientras que el 42% desarrolld biopeliculas consideradas
como débiles. En contraparte, en el estudio realizado sobre microplacas de
titulacion, el 18 % de las cepas analizadas, fueron capaces de formar una
biopelicula clasificada como fuerte, mientras que el 47 % formaron biopeliculas
consideradas como débiles. En cuanto a la resistencia a antibidticos, los
resultados obtenidos arrojaron que el 92 % de las cepas son resistentes a
ciprofloxacina, mientras que el 68 % de las cepas son resistentes a imipenem
(Abdi-Ali y col., 2014).

Igualmente en Iran, en el afio 2014, Nowroozi y colaboradores evaluaron la
resistencia a diversos antibioticos, particularmente ciprofloxacina (genes gyrA y
parC) y tetraciclina (gen tetB), en aislados de A. baumannii asociados a
infecciones nosocomiales. Los autores trabajaron con 2500 cepas aisladas
durante el periodo Diciembre 2010 y Agosto 2011, las cuales fueron obtenidas a
partir de muestras de secreciones respiratorias, orina, heridas, esputo y sangre de
pacientes recluidos en un hospital de Teheran. Encontraron una resistencia del
100 % hacia amikacina, ciprofloxacina, co-trimoxazole, ceftazidime y ceftriaxone. A
su vez, el 86 % de las cepas presentd resistencia frente a gentamicina vy
tetraciclina. En la totalidad de las cepas analizadas, obtuvieron mutaciones de los
genes gyrA y parC, involucrados en la resistencia a quinolonas (ciprofloxacina).
Por su parte, el gen tetB, que codifica para una bomba de eflujo involucrada en la
resistencia a tetraciclina, solo fue obtenido en el 86 % de las cepas que

presentaron resistencia a este antibiotico (Nowroozi y col., 2014).
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3.2 Antecedentes nacionales.

La resistencia de las bacterias a los agentes antimicrobianos representa un
problema a nivel mundial. Sin embargo, en Venezuela son pocos los estudios que
se han realizado en relacion a este tema. Principalmente, la resistencia es
estudiada en bacterias de origen hospitalario, las cuales son mas propensas a
estar en contacto con agentes antimicrobianos como antibiéticos y desinfectantes.
En el afio 2010, Chalbaud realiz6 la caracterizacion epidemiologica de bacterias
causantes de infecciones nosocomiales, con el fin de establecer las posibles
fuentes de transmision de los agentes causales de estas infecciones. Para ello,
tomd muestras de dos zonas del Hospital Universitario de Caracas (HUC), que
incluyeron la UTI y el Servicio de Neonatologia (SN). El muestreo fue realizado a
partir de diversas superficies del ambiente de ambos lugares. Adicionalmente, se
recolectaron cepas provenientes de pacientes con infecciones nosocomiales,
previamente identificadas por el Laboratorio de Bacteriologia del HUC. Las
especies bacterianas Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia y
Acinetobacter baumannii, corresponden a los principales agentes causantes de las
infecciones nosocomiales en este centro hospitalario. Igualmente, se determind
periodos de tiempo de persistencia de estos patdgenos en el ambiente hospitalario
siendo para S. maltophilia de 2 a 4 meses, para P. aeruginosa 5 meses, €
indirectamente debido a su alta distribucion, 9 meses para A. baumannii

(Chalbaud, 2010).

Posteriormente, en el afio 2014 Ramos evalud la resistencia a agentes

desinfectantes con agente activo QAC (compuestos de amonio cuaternario), en
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cepas de origen clinico, tanto de Acinetobacter baumannii como de
Stenotrophomonas maltophilia creciendo en forma libre y formando biopeliculas.
Utilizé 50 cepas de A. baumannii y 15 cepas de S. maltophilia, provenientes tanto
de pacientes con infecciones nosocomiales, como del ambiente del SN y la UTI
del HUC. Del total de las cepas evaluadas, el 49 % fue capaz de crecer en
presencia del desinfectante a una concentracion del 10 % y durante 15 min. De
este total de cepas, 6 corresponden a S. maltophilia 'y 26 a A. baumannii. A su vez,
9 fueron aisladas de pacientes y 23 del ambiente hospitalario (Ramos, 2014).

Adicionalmente, el total de las cepas evaluadas, sin distinciones en cuanto
a su procedencia, resultaron ser productoras de biopeliculas clasificadas como
fuertes. Como consecuencia, cuando estas cepas se encuentran creciendo en una
biopelicula, son capaces de resistir al desinfectante en presentaciones de
concentrado y diluido al 50 % por un periodo de hasta 24 h. Este estudio
corresponde al primer avance realizado en el pais, en el cual se compara la
resistencia a desinfectantes en cepas bajo dos formas de crecimiento, arrojando
como resultado que cuando las bacterias forman parte de una biopelicula son
resistentes al desinfectante (Ramos, 2014).

Los estudios mencionados forman parte del primer paso para el desarrollo
de proyectos que permitan describir y entender los mecanismos de resistencia
desarrollados por las bacterias, que les confieren la capacidad de mantenerse
presente en el ambiente hospitalario. Por esta razén, este estudio busca comparar
el fenotipo de resistencia a antibiéticos en cepas de A. baumannii no sélo cuando
crecen en forma planctonica, sino también cuando forman parte de una

biopelicula.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Evaluar el fenotipo de resistencia de cepas de Acinetobacter baumannii,
provenientes de pacientes y del ambiente del HUC, creciendo en forma libre y

formando biopeliculas, frente a antibiéticos de tipo aminoglicésido y tetraciclina.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1. Corroborar microbiolégicamente y molecularmente la identificacion de las

cepas de A. baumannii de origen clinico y ambiental.

4.2.2. Evaluar la resistencia de las cepas de A. baumannii de origen clinico y
ambiental, creciendo en forma libre, frente a antibidticos de tipo aminoglicésido y

tetraciclina.

4.2.3. Evaluar la resistencia de las cepas de A. baumannii de origen clinico y
ambiental, creciendo en forma de biopelicula, frente a antibidticos de tipo

aminoglicésido y tetraciclina.

4.2.4. Comparar el fenotipo de resistencia a antibidticos de tipo aminoglicosido y
tetraciclina, entre células creciendo en forma libre y células creciendo en forma de

biopelicula.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Metodologia general

4 )

Corroboracion bioquimica,
microbioldgica y molecular de las
cepas de Acinetobacter
baumannii.

4 )

Determinacion del fenotipo de
resistencia a amikacina y
tetraciclina de las cepas de A.
baumannii creciendo en forma de
biopeliculas.

- )
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Determinacion del fenotipo de
resistencia a amikacina y
tetraciclina de las cepas de A.
baumannii creciendo en forma
libre, mediante el método de
dilucién en placas.
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Determinacion del fenotipo de
resistencia a amikacina y
tetraciclina de las cepas de A.
baumannii creciendo en forma
libre, mediante el método de
difusion en disco (antibiograma).
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5.2 Materiales

5.2.1 Reactivos
1. Per6oxido de Hidrogeno (H20»): reactivo empleado para la realizacién de la
prueba catalasa para las cepas analizadas, el cual permite determinar la presencia
de enzimas catalasas, que catalizan la descomposicion de este reactivo en
oxigeno y agua.
2. Reactivo de Kovacs (diclorhidrato de tetrametil-p-fenilendiamina (TPD) al 1%,
solucion incolora): reactivo empleado para la realizacion de la prueba oxidasa para
las cepas analizadas, el cual permite determinar la presencia de enzimas oxidasas
y confiere un color lavanda, el cual se oscurece gradualmente a color purpura
negruzco, frente a las cepas que presentan reaccién positiva a esta prueba.
3. Buffer de corrida TBE 1X (Tris-HCI 0,89 M, acido bdérico 0,89 M, EDTA 0,02 M,
pH8).
4. Buffer de carga 1X (Azul de bromofenol 0,25 %, Xylenecyanol 0,25 % y
Glicerol 30 % en agua).
5. Tag DNA polimerasa: DNA polimerasa termoestable que posee una actividad
523’ y actividad endonucleasa 5. Esta suplementada con buffer de reaccién
Thermo Pol 10X, que contiene un detergente no idnico que incrementa la actividad
enzimatica durante largos periodos de incubacién.
6. Iniciadores

Los iniciadores utilizados para la corroboracion molecular y la deteccion de
integrones clase 1 en las cepas de A. baumannii analizadas en este estudio, se

muestran en la tabla I.
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Tabla I. Iniciadores utilizados en la identificacion molecular de las cepas de A.
baumannii.

Gen Iniciador Secuencia (5'--- 3") Tamafio Referencia
16SDNA U1 CCA GCA GCC GCG GTAATACG g9 pp 1Y <0
U2  ATC GG(CIT) TAC CTT GTT ACG ACT TC
16SDNA  16SF GACGTACTCGCAGAATAAGC a26pb oY
16S R TTAGTCTTGCGACCGTACTC ’
Integrones g, g GGC ATC CAA GCA GCA AG 1000 pb -EVesAuey
clase 1 col., 1995
3CS AAG CAG ACT TGA CCT GA

5.2.2 Medios de cultivo
1. Caldo Tripticasa de Soya (Peptona de caseina 17 g, peptona de harina de
soya 3 g, D(+)-glucosa 2,5 g, cloruro de sodio 5 g, hidrogeno fosfato dipotasico 2,5
g): caldo rico utilizado para el desarrollo de microorganismos que no son
exigentes. Esta constituido por extracto de carne y peptona de gelatina lo que
proporciona los nutrientes necesarios para el cultivo de una gran variedad de
microorganismos.
2. Agar LB (Triptona 10 g, extracto de levadura 5 g y cloruro de sodio, pH=7): agar
rico, que contiene los nutrientes suficientes que permiten el crecimiento de una
gran variedad de microorganismos que no son exigentes. El agar le confiere la
capacidad de soporte al medio.
3. Agar MacConkey (Peptona 17 g, pluripeptona 3 g, lactosa 10 g, sales biliares
1,5 g, cloruro de sodio 5 g, agar 13,5 g, rojo neutro 0,03 g y cristal violeta 0,001%):
medio de cultivo selectivo y diferencial. La presencia de las sales biliares y el
cristal violeta inhiben el crecimiento de bacterias Gram positivas, pero a su vez,

permiten el desarrollo de bacterias Gram negativas. Adicionalmente, la lactosa y el
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rojo neutro permiten establecer una diferencia en relacion a la fermentacion de
lactosa. Las bacterias Gram negativas capaces de fermentar la lactosa, se
presentan como colonias de color rojo o rosadas mediante un viraje de color
producto de cambios en el pH, mientras que las bacterias Gram negativas
incapaces de fermentar dicho azucar, se presentan como colonias incoloras.
4. Agar Mueller-Hinton (Infusién de carne 300 g, peptona acida de caseina 17,5
g, almidén 1,5 g, agar 15 g): medio de cultivo utilizado para la evaluacion de
resistencia o susceptibilidad de microorganismos frente a antibidticos. Utilizando
discos de antibiéticos comerciales, se realiza un antibiograma que proporciona
halos alrededor de cada disco, cuya medida determina el fenotipo de resistencia
pudiendo ser clasificado en resistente, intermedio o sensible.

5.2.3 Cepas bacterianas

Las 30 cepas de Acinetobacter baumannii utilizadas en este estudio (tabla
II), fueron aisladas tanto de pacientes como del ambiente del SN y de la UTI del
HUC, en el periodo comprendido entre Junio 2006 y Julio 2007. Entre las cepas
evaluadas, se encuentran algunas provenientes de pacientes con infecciones
nosocomiales internados en la UTI, las cuales fueron donadas por el Laboratorio
de Bacteriologia del HUC. Otras cepas fueron aisladas de distintas superficies
inanimadas del SN, entre las cuales se encuentran: incubadoras, estetoscopios,
historias, barandas, tubos, fregaderos, mesén de recepcion, jabon, monitor,
nebulizador, nevera, estante, timbre, carro de cura, puerta, autoclave, peso,
esterilizador y ventilador. Estos aislados fueron obtenidos, analizados vy tipificados

por la Dra. Adriana Chalbaud (Chalbaud, 2010).
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Tabla Il. Nomenclatura y procedencia de las cepas de A. baumannii utilizadas en
este estudio.

Cepa Procedencia Cepa Procedencia Cepa Procedencia
AB2 Pacientes UTI AN1 Ambiente SN AU4 Ambiente UTI
AB4 Pacientes UTI AN2 Ambiente SN AU7 Ambiente UTI
AB7 Pacientes UTI AN4 Ambiente SN AUS8 Ambiente UTI
ABS8 Pacientes UTI AN5 Ambiente SN AU14 Ambiente UTI
AB9 Pacientes UTI ANG Ambiente SN AU15 Ambiente UTI
AB10 Pacientes UTI AN7 Ambiente SN AU20 Ambiente UTI
AB12 Pacientes UTI AN8 Ambiente SN AU21 Ambiente UTI

AB15 Pacientes UTI AN10 Ambiente SN AU23 Ambiente UTI
AB16 Pacientes UTI AN14 Ambiente SN AU34 Ambiente UTI
AB17 Pacientes UTI AN17 Ambiente SN AU35 Ambiente UTI

AB: A. baumannii aislada de pacientes internados en la Unidad de Terapia Intensiva (UTI);
AN: A. baumannii aislada del ambiente del Servicio de Neonatologia (SN); AU: A.
baumannii aislada del ambiente de la UTI.

5.3Métodos
5.3.1 Corroboracion bioguimica, microbiolégica y molecular de cepas de A.

baumannii.

5.3.1.1 Pruebas bioquimicas
1. Tincién Gram

Se agregd una gota de agua destilada en un portaobjetos y se fij6 una
colonia, luego se agregaron unas gotas de cristal violeta y se esperé 1 min. Se
lavo la preparacidon con agua destilada, se agregaron gotas de Lugol y se espero 1
min. Se lavd la preparaciéon con una mezcla de alcohol:acetona (7:3) y se
esperaron 20 s. Nuevamente se lavdé con agua destilada y se agregaron unas
gotas de Safranina, dejando actuar por 30 s. Finalmente se observé la preparacion
al microscopio, utilizando aceite de inmersion, con el aumento de 100X. Las

bacterias Gram negativas se apreciaron con una coloracién roja.

31



2. Prueba de la Catalasa

Bajo condiciones de esterilidad, se agregd una gota de perdxido de
hidrégeno en un portaobjetos. Con un palillo estéril se tom6é una muestra de una
colonia y se puso en contacto con el reactivo. La presencia de burbujas indicé un
resultado positivo, que corresponde a la presencia de enzimas catalasas.
3. Prueba de la Oxidasa

Bajo condiciones de esterilidad, se agregé una gota del reactivo de Kovacs
en un papel de filtro. Con un palillo estéril se tomd una muestra de una colonia y
se rayo sobre el papel de filtro. La ausencia de cambios en la coloracién, indicé un

resultado negativo.

5.3.1.2 Pruebas microbiolégicas
1. Crecimiento en agar LB a 44°C

Bajo condiciones de esterilidad, las cepas se sembraron por agotamiento en
placas de agar LB y se incubaron en la estufa a 44 °C durante 24 h.
2. Crecimiento en agar MacConkey a 37 °C

Bajo condiciones de esterilidad, las cepas se sembraron por agotamiento en

placas de agar MacConkey y se incubaron en la estufa a 37 °C durante 24 h.

5.3.1.3 Pruebas moleculares
1. Aislamiento de DNA gendmico de cepas de A. baumannii.

El aislamiento de DNA se obtuvo a través del método de Levesqué y col.
(1995). Para ello, se tomaron 200 pyL de un cultivo bacteriano crecido toda la

noche y se agregaron 800 pL de agua Mili-Q. Esta dilucion se coloco a bafio de
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maria en agua hirviendo durante 10 min. La muestra se centrifugé a 12.000 x g

durante 10 min y se sirvieron alicuotas de 500 pL.

2. Deteccion molecular de una region del gen 16S con iniciadores
universales mediante PCR.

Para verificar la calidad del DNA aislado, se realizé una PCR universal para
bacterias, amplificando una regién de la subunidad 16S del DNA de 996 pb,
mediante la preparacion de una mezcla de reaccion de PCR con agua, buffer,
dNTPs, iniciadores y Taq polimerasa en sus respectivas concentraciones y

siguiendo un programa de ciclos determinado (tabla IlI).

3. Deteccion molecular de una regién del gen 16S con iniciadores especies
especificos mediante PCR.

Para verificar la identificacion de A. baumannii, se realizé6 una PCR con
iniciadores especie especificos, amplificando una regién de la subunidad 16S del
DNA de 426 pb, mediante la preparacion de una mezcla de reacciéon de PCR con
agua, buffer, dNTPs, iniciadores y Taq polimerasa en sus respectivas
concentraciones y siguiendo un programa de ciclos determinado (tabla Ill).

4. Deteccion molecular de la presencia de integrones clase 1 mediante PCR.

La deteccion de los integrones clase 1 se realiz6 mediante una PCR con
iniciadores 3C’y 5C’, mediante la preparacion de una mezcla de reaccion de PCR
con agua, buffer, dNTPs, iniciadores y Taq polimerasa en sus respectivas

concentraciones y siguiendo un programa de ciclos determinado (tabla Ill).
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Tabla Ill. Condiciones de amplificacién del gen 16S con iniciadores universales y
especies especificos y de los integrones clase 1, en cepas de A. baumannii.

Gen Iniciadores Fase Temperatura Tiempo Ciclos
16S Universales Calentamiento 95 °C 3 min 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacion 57 °C 60 s 30
Extension 68 °C 60 s
Extension final 68 °C 5 min 1
16S ESp?qe Calentamiento 95 °C 3 min 1
especificos
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacion 55°C 60 s 30
Extension 68 °C 60 s
Extension final 68 °C 5 min 1
Integrones 5CSy3CS Calentamiento 95 °C 3 min 1
clase 1
Desnaturalizacion 95 °C 30s
Hibridacién 50 °C 60 s 30
Extension 68 °C 60 s
Extension final 68 °C 5 min 1

5. Electroforesis en geles de agarosa.

Para la visualizacion de los productos obtenidos mediante PCR, se realizd
una corrida en geles de agarosa al 1,2 %, en TBE 1X, con buffer de carga 1X,
utilizando como referencia el marcador de tamafno 1kb plus de la marca New
England. Para preparar el gel, se peso la agarosa de acuerdo a las condiciones
respectivas, se disolvido en buffer TBE 1X y se le agregé bromuro de etidio. Se
colocaron los peines y se dejo solidificar el gel. Se colocé dentro de la camara de
electroforesis y se le agregé buffer de corrida TBE 1X. Las muestras analizadas se
mezclaron con el buffer de carga y se sembraron en los bolsillos, acompanadas
del marcador de tamano y los controles positivo y negativo. Se realizé la corrida a
100 mV por aproximadamente 40 min. Finalmente, se visualizé el gel en un equipo

de fotodocumentacién Gel Doc 1.000 (Bio-Rad Laboratorios Inc., Hercules, CA).
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5.3.2 Determinacién del fenotipo de resistencia a amikacina y tetraciclina de
las cepas de A. baumannii creciendo en forma libre, mediante el método de

dilucién en placas.

Para la determinacion del fenotipo de resistencia a amikacina y tetraciclina
de las cepas de A. baumannii, se prepararon placas de agar LB suplementadas
con las distintas concentraciones de antibioticos a evaluar. Bajo condiciones de
esterilidad, se sembraron las cepas por agotamiento en el medio suplementado

con antibiotico y las placas se incubaron en la estufa a 37 °C durante 24 h.

El criterio de eleccion de las concentraciones de los antibidticos
empleadas, se baso en la concentracion de uso clinico de los mismos, la mitad y
el doble de dicha concentracién (tabla 1V) (Clinical and Laboratory Standrads

Institute, 2007).

Tabla IV. Concentraciones de antibidticos utilizadas en la determinacion del
fenotipo de resistencia a amikacina y tetraciclina, mediante el método de dilucion
en placas.

e Concentraciones /mL
Antibidticos (g )

Y[uso] [uso] 2[uso]
Amikacina 15 30 60
Tetraciclina 15 30 60

Y2[uso]: mitad de la concentracién a la que se utiliza el antibidtico; [uso]: concentracién a
la que se utiliza el antibidtico; 2[uso]: doble de la concentracion a la que se utiliza el
antibidtico.

5.3.3 Determinacion del fenotipo de resistencia a amikacina y tetraciclina de
las cepas de A. baumannii creciendo en forma libre, mediante el método de
difusiéon en disco.

Para la determinacion del fenotipo de resistencia a antibidticos, se prepard

agar Mueller-Hinton para la realizacién de antibiogramas. Para ello, se ajusto la
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densidad dptica de los cultivos bacterianos a 0,9 U (3x10° ufc/mL). Utilizando un
hisopo estéril se sembrd un césped bacteriano, rayando sobre el medio en tres
direcciones diferentes. Se situaron los discos de antibiéticos equidistantes sobre el
medio y las placas se incubaron en la estufa a 37 °C durante 24 h. Al finalizar el
tiempo de incubacion, se midié el halo de inhibicion de crecimiento bacteriano
formado alrededor de cada disco y se determiné el fenotipo de cada cepa, de
acuerdo al diametro del halo formado, segun los criterios descritos por Clinical and

Laboratory Standards Institute.

5.3.4 Determinacion del fenotipo de resistencia a amikacina y tetraciclina de

las cepas de A. baumannii creciendo en biopelicula.

Para la determinacion del fenotipo de resistencia a antibiéticos en este
formato de crecimiento, se utilizaron microplacas de 96 pozos para el desarrollo de
las biopeliculas. Para ello, se ajusto la densidad 6ptica de los cultivos bacterianos
a 0,9U y se sembraron 200 uL en los pozos de las microplacas, acompanados del
control positivo (cultivo bacteriano) y del control negativo (caldo tripticasa de soya).
Las microplacas se incubaron a 37 °C sin agitacién durante 48 h, con recambio
diario del medio de cultivo. Una vez formada la biopelicula, se afadieron los
antibidticos a diferentes concentraciones (z[uso] = 15 pg/mL; [uso] = 30ug/mL;
2[uso] = 60 ug/mL y 4[uso] = 120ug/mL). Las siembras se realizaron por duplicado
y en microplacas distintas para evaluar el efecto del antibiético a 1 h'y 24 h de
accién. Para el revelado de las placas, se retir6 el medio y se afiadieron200 uL de
cristal violeta (0,01 %) en los pozos de la microplaca y se dejo reposar por 30 min,

posteriormente se lavé con agua destilada y se anadieron 200 pL de etanol (95 %)
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en los pozos de la microplaca y se dejo reposar 30 min. La biomasa formada se
cuantifico midiendo la densidad 6ptica en cada pozo a 630 nm en un lector de

placas (BIO-RAD Modelo 550).

El punto de corte para los valores de densidad oOptica (DO) obtenidos, se
defini6 como 3 desviaciones estandar por encima del valor de la densidad Optica
del control negativo (DOc). Cada cepa fue clasificada como productora de una
biopelicula débil si la DO<2(DOc), productora de una biopelicula moderada si
2(DOc)<D0=4(DOc) y productora de una biopelicula fuerte si la DO24(DOc)

(Passerini y col., 2007)
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6. RESULTADOS

6.1 Corroboracion bioquimica, microbiolégica y molecular de cepas de A.
baumannii.

Con la finalidad de realizar la corroboracion de la identificacion de las cepas
de A. baumannii utilizadas en este estudio, se realizaron tanto pruebas
bioquimicas como microbiolégicas que incluyeron: tincion Gram, prueba de la
catalasa y oxidasa, crecimiento en agar LB a 44 °C y en agar MacConkey a 37 °C
(seccién de materiales y métodos, apartado 5.3.1.1 y 5.3.1.2), los resultados
obtenidos se muestran en la tabla V.

Las 30 cepas de A. baumannii analizadas provenientes tanto de pacientes
como de los ambientes del SN y de la UTI del HUC, corresponden a cocobacilos
Gram negativos (figura 5), con reaccion positiva a la prueba de la catalasa y
reaccion negativa a la prueba de la oxidasa. Adicionalmente, las cepas
presentaron crecimiento en medio LB a 44°C, temperatura caracteristica de la
especie baumannii y crecimiento en agar MacConkey a 37°C, lo que las clasifica
como bacterias Gram negativas y no fermentadoras de lactosa (tabla V). Estos
resultados concuerdan con los datos reportados previamente por Chalbaud en el

ano 2010.

Figura 5. Registro fotografico de la tincion Gram de las cepas de A. baumannii provenientes de (A)
pacientes, (B) ambiente del SN y (C) ambiente de la UTI del HUC. Cocobacilos Gram negativos,
tefiidos de color rojo debido a la safranina, colorante de contraste utilizado para la tincién Gram.
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Tabla V. Evaluacion bioquimica y microbiolégica de las cepas de A. baumannii
analizadas.

Tincion Agar LB Agar
Cepa Procedencia Gram Catalasa Oxidasa (44°C) MacConkey
(37°C)
AB2 Pacientes GN + - + +
AB4 Pacientes GN + - + +
AB7 Pacientes GN + - + +
AB8 Pacientes GN + - + +
AB9 Pacientes GN + - + +
AB10 Pacientes GN + - + +
AB12 Pacientes GN + - + +
AB15 Pacientes GN + - + +
AB16 Pacientes GN + - + +
AB17 Pacientes GN + - + +
AN1 Servicio de Neonatologia GN + - + +
AN2 Servicio de Neonatologia GN + - + +
AN4 Servicio de Neonatologia GN + - + +
AN5 Servicio de Neonatologia GN + - + +
ANG Servicio de Neonatologia GN + - + +
AN7 Servicio de Neonatologia GN + - + +
ANS8 Servicio de Neonatologia GN + - + +
AN10 Servicio de Neonatologia GN + - + +
AN14 Servicio de Neonatologia GN + - + +
AN17 Servicio de Neonatologia GN + - + +
AU4  Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU7  Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU8 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU14 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU15 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU20 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU21 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU23 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU34 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +
AU35 Unidad de Terapia Intensiva GN + - + +

Tincion Gram: (GN) Bacterias Gram negativas; Catalasa y Oxidasa: (+) Positivo, (-)
Negativo; Crecimiento LB (44°C) y Crecimiento MacConkey (37°C): (+) Crecimiento
bacteriano.

Con la finalidad de complementar los resultados obtenidos a través de las
pruebas bioquimicas y microbiologicas, se analizaron las 30 cepas de A.

baumannii mediante pruebas moleculares para corroborar la identificacion de las
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mismas (tabla VI). Entre las pruebas realizadas se encuentran la amplificacion por
PCR con iniciadores universales y especie especificos de una region del gen 16S,
asi como la deteccion de integrones clase 1 (seccion de materiales y métodos,
apartado 5.3.1.3). Los resultados obtenidos se muestran en las figuras 6 - 8.

En la figura 6 se muestra una banda de 996 pb, correspondiente a la
amplificacion con iniciadores universales de una region del gen 16S del DNA
ribosomal de las cepas de A. baumannii, que permitié corroborar el aislamiento del
material genético, la integridad del mismo y su procedencia bacteriana, debido a
que esta region pertenece a un gen esencial conservado en todos los géneros

bacterianos.

: 2. 558 3 o0 B9 a1 a2k Ay A6 1A
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Figura 6. Registro fotografico de la amplificaciéon por PCR con iniciadores universales de
una region del gen 16S del DNA de cepas de A. baumannii. Carril 1: marcador de tamano
1 kb; cepas carril 2: AB2; carril 3: AB8; carril 4: AB9; carril 5: AB16; carril 6: AB17; carril 7:
AN2; carril 8: AN4; carril 9: AN5; carril 10: AN8; carril 11: AN10; carril 12: AU8; carril 13:
AU15; carril 14: AU21; carril 15: AU34, carril 16: AU35; carril 17: control positivo; carril 18:
control negativo.

En la figura 7 se muestra una banda de 426 pb, correspondiente a la
amplificacion con iniciadores especie especificos de una regién del gen 16S del
DNA ribosomal de las cepas de A. baumannii, que permitié la verificacion de la
identificacion de las cepas hasta el nivel de la especie, debido a que esta regién

es altamente conservada en bacterias de la especie baumannii.
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Figura 7. Registro fotografico de la amplificacion por PCR con iniciadores especie
especificos de una region del gen 16S del DNA de cepas de A. baumannii. Carril 1:
marcador de tamafo 1 kb; cepas carril 2: AB2; carril 3: AB8; carril 4. AB9; carril 5: AB16;
carril 6: AB17; carril 7: AN2; carril 8: AN4; carril 9: AN5; carril 10: ANS8; carril 11: AN10;
carril 12: AUS; carril 13: AU15; carril 14: AU21; carril 15: AU34, carril 16: AU35; carril 17:
control positivo; carril 18: control negativo.

En la figura 8 se muestra la amplificaciéon de fragmentos correspondientes a
integrones clase 1, que contienen regiones variables de diferentes tamanos (entre
100 y 2000 pb) correspondientes a los casetes genéticos que codifican para la
resistencia a antimicrobianos en cepas de A. baumannii. Estos elementos
genéticos son uno de los marcadores moleculares presentes en cepas

multirresistentes de origen clinico.

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Figura 8. Registro fotografico de la deteccién por PCR de integrones clase 1 en cepas de
A. baumannii. Carril 1: marcador de tamafio; cepas carril 2: AB2; carril 3: ABS8; carril 4:
AB9; carril 5: AB16; carril 6: AB17; carril 7: AN2; carril 8: AN4; carril 9: AN5; carril 10: ANS;
carril 11: AN10; carril 12: AU8; carril 13: AU15; carril 14: AU21; carril 15: AU34, carril 16:
AUS35; carril 17: control positivo; carril 18: control negativo.
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Tabla VI. Deteccion del gen 16S y de integrones clase 1 en las cepas de A.
baumannii.

Gen 16S Gen 16S
Cepa (iniciadores (iniciadores especie Inteqrones f;lase 1
: o (5°CSy 3CS)
universales) especificos)
AB2 + + +
AB4 + + +
AB7 + + +
ABS8 + + +
AB9 + + +
AB10 + + +
AB12 + + +
AB15 + + +
AB16 + + +
AB17 + + +
AN1 + + +
AN2 + + +
AN4 + + +
AN5 + + +
ANG + + +
AN7 + + +
AN8 + + +
AN10 + + +
AN14 + + +
AN17 + + +
AU4 + + +
AU7 + + +
AUS8 + + +
AU14 + + +
AU15 + + +
AU20 + + +
AU21 + + +
AU23 + + +
AU34 + + +
AU35 + + +

(+): Presencia del gen

Una vez corroborada la identificacion de las cepas en estudio, se procedid a
evaluar la accion de los antibioticos amikacina y tetraciclina, los cuales son

comunmente utilizados para el tratamiento de las infecciones causadas por A.
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baumannii. Con la finalidad de determinar el fenotipo de resistencia a antibidticos
de las cepas creciendo en forma libre, se utilizaron dos metodologias: la siembra
en placas de agar suplementadas con distintas concentraciones de antibiético y la

metodologia de difusién en disco o antibiograma.

6.2 Determinacion del fenotipo de resistencia a antibioticos en cepas de A.
baumannii creciendo en forma libre.
6.2.1 Placas de agar suplementadas con antibioticos.

Con la finalidad de evaluar el fenotipo de resistencia a amikacina y
tetraciclina en cepas de A. baumannii creciendo en forma libre, se suplementaron
placas de agar LB con distintas concentraciones de los antibiéticos y se evalué la
presencia o ausencia de crecimiento bacteriano, lo que corresponde a resistencia
y sensibilidad de las bacterias respectivamente (seccién de materiales y métodos,

apartado 5.3.2). Los resultados obtenidos se muestran en las tablas VIl y VIII.

a) Evaluacion del fenotipo de resistencia a amikacina en cepas de A.
baumannii creciendo en forma libre, mediante la metodologia de dilucién en
placas.

Al evaluar el fenotipo de resistencia a amikacina de las cepas de A.
baumannii mediante esta metodologia, se encontraron los resultados mostrados
en la tabla VII.

De las 10 cepas de A. baumannii provenientes de pacientes, solo AB10 fue
sensible a la concentracion de 30 yg/mL de amikacina, que es la concentracion
utilizada para ensayos clinicos, mientras que el resto de las cepas pudieron crecer
en presencia de esta concentracion. Las cepas AB2, AB7, AB8, AB9, AB12 y
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AB15 fueron capaces de crecer al doble de esta concentracion de amikacina (60
pg/mL) (tabla VII).

En cuanto a las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente del
SN, solo AN7 presentd resistencia a amikacina (30 pg/mL), mientras que las 9
cepas restantes (AN1, AN2, AN4, AN5, AN6, AN8, AN10, AN14 y AN17) fueron
sensibles a esta concentracién. Entre estas cepas sensibles, 4 de ellas (AN2,
ANG6, AN10 y AN17) presentaron sensibilidad a todas las concentraciones de
amikacina evaluadas (tabla VII).

Las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente de la UTI,
presentaron la siguiente distribucion: 7 cepas (AU4, AU7, AU8, AU14 AU15, AU20
y AU35) sensibles a amikacina (30 yg/mL) y 3 cepas (AU21, AU23 y AU34)
resistentes a esta concentracion. Solo AU23 pudo crecer en presencia de la
concentracion mas alta de amikacina ensayada (60 pg/mL) (tabla VII).

Para estos experimentos se utilizé como control la cepa de Pseudomonas
aeruginosa (PB3), la cual fue previamente reportada como resistente a amikacina
por Chalbaud en el afio 2010.

Tabla VII. Determinacién del fenotipo de resistencia a amikacina en cepas de A.

baumannii creciendo en forma libre, mediante el método de dilucién en placas.
Crecimiento a diferentes concentraciones

Cepa 5 gmL 30 pgimL 60 ugmL _ enotipo
AB2 + + + Resistente
AB4 + + - Resistente
AB7 + + + Resistente
ABS8 + + + Resistente
AB9 + + + Resistente
AB10 + - - Sensible

AB12 + + + Resistente
AB15 + + + Resistente
AB16 + + - Resistente
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AB17 + + - Resistente

AN1 + - - Sensible
AN2 - - - Sensible
AN4 + - - Sensible
AN5 + - - Sensible
ANG6 - - - Sensible
AN7 + + - Resistente
AN8 + - - Sensible
AN10 - - - Sensible
AN14 + - - Sensible
AN17 - - - Sensible
AU4 + - - Sensible
AU7 - - - Sensible
AUS8 - - - Sensible
AU14 + - - Sensible
AU15 - - - Sensible
AU20 - - - Sensible
AU21 + + - Resistente
AU23 + + + Resistente
AU34 + + - Resistente
AU35 - - - Sensible
PB3 + + + Resistente

(+): Crecimiento bacteriano; (-): Ausencia de crecimiento bacteriano. En negrita se
destaca la concentracion de uso del antibidtico, a partir de la cual se determinoé el fenotipo
de resistencia a amikacina. Como control se utilizé una cepa de Pseudomonas aeruginosa
(PB3) previamente reportada como resistente a amikacina. Los datos del crecimiento
bacteriano corresponden a resultados de valores triplicados.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontré que de las 30 cepas de
A. baumannii creciendo en forma libre, la proporcién de cepas sensibles a 30
pg/mL de amikacina (17) es mayor a la proporcion de cepas resistentes a dicha
concentracion (13). La distribucion de los fenotipos indica que la mayor cantidad
de cepas resistentes a amikacina fueron provenientes de pacientes con
infecciones nosocomiales (9), mientras que la mayor cantidad de cepas sensibles
a este antibidtico fueron provenientes del ambiente del SN (9) y del ambiente de la
UTI (7) (figura 9).
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Figura 9. Distribucion del fenotipo de resistencia a amikacina (30 pg/mL) en las cepas de
A. baumannii, obtenidos mediante el método de placas suplementadas con antibidtico.

b) Evaluacion del fenotipo de resistencia a tetraciclina en cepas de A.
baumannii creciendo en forma libre, mediante la metodologia de dilucion en
placas.

Con la finalidad de comparar el efecto de otro antibiético empleado como
terapia contra este microorganismo, se utilizaron placas de agar suplementadas
con diferentes concentraciones de tetraciclina (tabla VIII).

De las 10 cepas de A. baumannii provenientes de pacientes, 8 de ellas
(AB2, AB4, AB7, AB9, AB12, AB15, AB16 y AB17) fueron resistentes a 30 ug/mL
de tetraciclina, la cual es la concentracién utilizada a nivel clinico. En este grupo
de cepas se destaca el comportamiento de 5 de ellas (AB4, AB7, AB12, AB16 y
AB17) que fueron capaces de crecer en presencia de todas las concentraciones

de tetraciclina ensayadas. Por el contrario, las cepas AB8 y AB10 mostraron
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sensibilidad a las 3 concentraciones de tetraciclina a las que fueron expuestas
(tabla VIII).

En cuanto a las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente del
SN, hay una distribucién equitativa entre los fenotipos. La mitad de las cepas
(AN1, AN2, AN5, AN14 y AN17) resultaron ser resistentes a 30 pg/mL de
tetraciclina, destacando que AN1 y AN5 pudieron crecer inclusive en presencia de
la mayor concentracion de tetraciclina empleada (60 ug/mL), mientras que la otra
mitad de las cepas (AN4, AN6, AN7, AN8, y AN10) presentaron sensibilidad a la
concentracion de uso de tetraciclina (30 ug/mL) (tabla VIII).

De las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente de la UTI,
AU14, AU15 y AU35 fueron sensibles a 30pg/mL de tetraciclina, mientras que el
resto de las cepas (AU4, AU7, AU8, AU20, AU21, AU23 y AU34) presentaron
resistencia a esta concentracion (tabla VIII).

Igualmente, para estos experimentos se utilizo como control la cepa de
Pseudomonas aeruginosa (PB3), la cual fue previamente reportada como
resistente a tetraciclina por Chalbaud en el afio 2010.

Tabla VIII. Determinacién del fenotipo de resistencia a tetraciclina en cepas de A.

baumannii creciendo en forma libre, mediante el método de dilucién en placas.
Crecimiento a diferentes concentraciones

Cepa —— 5 gimL 30 ugimL 60 ugmL = cnotipo

AB2 + + - Resistente
AB4 + + + Resistente
AB7 + + + Resistente
AB8 - - - Sensible

AB9 + + - Resistente
AB10 - - - Sensible

AB12 + + + Resistente
AB15 + + - Resistente
AB16 + + + Resistente



AB17 + + + Resistente
AN1 + + + Resistente
AN2 + + - Resistente
AN4 - - - Sensible
AN5 + + + Resistente
ANG6 - - - Sensible
AN7 - - - Sensible
ANS8 - - - Sensible

AN10 + - - Sensible

AN14 + + - Resistente

AN17 + + - Resistente
AU4 + + + Resistente
AU7 + + - Resistente
AUS8 + + - Resistente

AU14 - - - Sensible

AU15 + - - Sensible

AU20 + + + Resistente

AU21 + + + Resistente

AU23 + + - Resistente

AU34 + + + Resistente

AU35 - - - Sensible
PB3 + + + Resistente

(+): Crecimiento bacteriano; (-): Ausencia de crecimiento bacteriano. En negrita se
destaca la concentracion de uso del antibidtico, a partir de la cual se determinoé el fenotipo
de resistencia a tetraciclina. Como control se utilizd una cepa de Pseudomonas
aeruginosa (PB3) previamente reportada como resistente a tetraciclina. Los datos del
crecimiento bacteriano corresponden a resultados de valores triplicados.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontré que de las 30 cepas de
A. baumannii creciendo en forma libre, la proporcién de cepas resistentes a 30
pMg/mL de tetraciclina (20) es mayor a la proporcion de cepas sensibles a dicha
concentracion (10). La distribucién de los fenotipos indica que la mayor cantidad
de cepas resistentes a tetraciclina fueron provenientes de pacientes con
infecciones nosocomiales y del ambiente de la UTI, mientras que en el grupo de
cepas provenientes del ambiente del SN se obtuvo una distribucién equitativa

entre ambos fenotipos (figura 10).
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Figura 10. Distribucion del fenotipo de resistencia a tetraciclina (30 ug/mL) en las cepas
de A. baumannii, obtenidos mediante el método de placas suplementadas con antibiético.

Al comparar el efecto de los antibidticos evaluados sobre las cepas de A.
baumannii creciendo en forma libre, se encontré que bajo esta metodologia existe
una mayor proporcion de cepas resistentes al antibiotico tetraciclina (20) que a la
amikacina (13), destacando que hay una proporcidn de estas cepas que es
resistente a ambos antibidticos (11), provenientes en su mayoria de pacientes con

infecciones nosocomiales (tablas VIl y VIII).

6.2.2 Metodologia de difusiéon en disco o antibiograma.

Con la finalidad de evaluar la susceptibilidad a los antibiéticos amikacina y
tetraciclina a través de una forma rapida y sencilla, se llevo a cabo la metodologia
de difusion en disco. Para ello, se promovié el crecimiento de un césped
bacteriano, sobre el cual se colocaron discos suplementados con la concentracién
de uso de los antibiéticos y se evalud la formacién de halos de inhibicién de
crecimiento bacteriano alrededor de cada disco (seccién de materiales y métodos,

apartado 5.3.3). Esta metodologia permiti6 obtener un fenotipo resistente,
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intermedio o sensible, a los antibiéticos ensayados, de acuerdo al diametro del
halo formado, lo que permite disefar un tratamiento adecuado para las infecciones
causadas por las bacterias en estudio. Los resultados obtenidos mediante esta

metodologia se muestran en las tablas IX y X.

En la figura 11 se muestra la técnica de difusion en disco, con cepas de A.
baumannii (AB8, AN5 y AU4) en presencia de discos de amikacina (30 yg/mL) y

discos de tetraciclina (30 pg/mL).

Figura 11. Registro fotografico de la técnica de difusion en disco (antibiograma) en las
cepas de A. baumannii. En color rojo: discos de amikacina, en color azul: discos de
tetraciclina. Cepa ABS8: resistente a amikacina y sensible a tetraciclina; cepa ANS:
sensible a amikacina, resistente a tetraciclina; cepa AU8: sensible a amikacina y
resistente a tetraciclina.

a) Evaluacion del fenotipo de resistencia a amikacina en cepas de A.
baumannii creciendo en forma libre, mediante la metodologia de difusién en
disco.

Al evaluar el fenotipo de resistencia a amikacina de las cepas de A.
baumannii mediante esta metodologia, se obtuvieron los resultados mostrados en
la tabla IX. De las 10 cepas de A. baumannii provenientes de pacientes, solo AB10
presentd un diametro de halo correspondiente al fenotipo sensible a la
concentracion del disco de amikacina (30 pg/mL), mientras que las cepas AB2,

AB4, AB7, AB9, AB12, AB15, AB16 y AB17 presentaron halos con diametros
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menores de 14 mm, lo que las clasifica con un fenotipo resistente a la
concentracion de amikacina ensayada (tabla 1X). Estos resultados concuerdan con
los obtenidos mediante la metodologia de diluciéon en placas, a excepcion de la
cepa ABS (tabla VII).

En cuanto a las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente del
SN, las cepas AN1, AN2, AN4, AN5, ANG, AN8, AN10, AN14 y AN17 presentaron
halos con diametros iguales o mayores a 17 mm, correspondientes al fenotipo
sensible a la concentracion de 30 ug/mL de amikacina (tabla IX). Estos resultados
concuerdan con los obtenidos mediante la metodologia de diluciéon en placas, a
excepcion de la cepa AN7 (tabla VII).

En relacion a las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente de la
UTI, las cepas AU21, AU23 y AU34 presentaron halos con diametros menores a
14 mm, lo que las clasifica con un fenotipo resistente a 30 pg/mL de amikacina,
mientras que las cepas AU4, AU7, AU8, AU15, AU20 y AU35 presentaron halos
con diametros iguales o mayores a 17 mm por lo que fueron clasificadas de
fenotipo sensible en presencia de la concentracién de amikacina ensayada (tabla
IX). Estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante la metodologia de
dilucion en placas, a excepcion de la cepa AU14 (tabla VII).

Las cepas AB8, AN7 y AU14 presentaron un fenotipo intermedio, lo que
difiere con el fenotipo obtenido mediante la metodologia de dilucion en placas, en
la cual las cepas AB8 y AN7 fueron clasificadas con un fenotipo resistente,
mientras que la cepa AU14 presentdé un fenotipo sensible (tabla VII). Los
resultados obtenidos en cada grupo de cepas concuerdan con los datos

reportados previamente por Chalbaud en el afio 2010.
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Para estos experimentos se utilizé como control la cepa de Pseudomonas
aeruginosa (PB3), la cual fue previamente reportada como resistente a amikacina
por Chalbaud en el afo 2010.

Tabla IX. Determinacion del fenotipo de resistencia a amikacina en cepas de A.

baumannii creciendo en forma libre, mediante el método de difusién en disco.
Cepas Diametro del halo (mm) Fenotipo

AB2 10 Resistente
AB4 12 Resistente
AB7 11 Resistente
ABS8 15 Intermedio
AB9 11 Resistente
AB10 18 Sensible
AB12 12 Resistente
AB15 13 Resistente
AB16 13 Resistente
AB17 11 Resistente
AN1 18 Sensible
AN2 17 Sensible
AN4 18 Sensible
AN5 17 Sensible
ANG 21 Sensible
AN7 15 Intermedio
AN8 17 Sensible
AN10 19 Sensible
AN14 18 Sensible
AN17 17 Sensible
AU4 17 Sensible
AU7 18 Sensible
AU8 17 Sensible
AU14 15 Intermedio
AU15 20 Sensible
AU20 19 Sensible
AU21 11 Resistente
AU23 13 Resistente
AU34 13 Resistente
AU35 17 Sensible
PB3 12 Resistente

Se muestran los valores de resultados obtenidos por triplicado. Los criterios utilizados:
halos < 14 mm = resistente; halos 15-16 mm = intermedio; halos = 17 mm = sensible.
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De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontré que de las 30 cepas
evaluadas, 16 de ellas fueron sensibles a 30 pg/mL de amikacina, 11 fueron
resistentes a dicha concentracién y las 3 cepas restantes presentaron un fenotipo
intermedio en presencia de la concentracion de amikacina ensayada. La mayor
proporcion de cepas sensibles fueron provenientes de los 2 ambientes ensayados
SN (9) y UTI (6), mientras que la mayor proporcién de cepas resistentes fueron

provenientes de pacientes (8) (figura 12).
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Total de cepas
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A. baumannii pacientes  A. baumannii Neonatologia A. baumannii Terapia

Cepas

M Resistentes Intermedio M Sensibles

Figura 12. Distribucion del fenotipo de resistencia a amikacina (30 pg/mL) en las cepas de
A. baumannii, obtenidos mediante el método de difusion en disco.

b) Evaluacion del fenotipo de resistencia a tetraciclina en cepas de A.
baumannii creciendo en forma libre, mediante la metodologia de difusiéon en
disco.

Esta metodologia permiti6 evaluar simultdneamente el fenotipo de

resistencia a 2 de los antibidticos de importancia en el tratamiento de las



infecciones causadas por A. baumannii. Los resultados obtenidos al evaluar el
fenotipo de resistencia a tetraciclina se muestran en la tabla X.

De las 10 cepas de A. baumannii provenientes de pacientes, solo la cepa
AB8 presentd un diametro de halo correspondiente al fenotipo sensible en
presencia de la concentracién del disco de tetraciclina (30 ug/mL), mientras que
las cepas AB2, AB4, AB7, AB9, AB12, AB16 y AB17 presentaron halos con
diametros menores a 11 mm, por lo que fueron clasificadas como resistentes a
dicha concentracién de tetraciclina (tabla X). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos mediante la metodologia de dilucién en placas a excepcion de las cepas

AB10 y AB15 (tabla VIII).

En cuanto a las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente del
SN, se obtuvo una distribucidn equitativa entre el numero de cepas sensibles y
resistentes a tetraciclina. Las cepas AN1, AN5, AN14 y AN17 presentaron halos
con diametros iguales o menores a 11 mm, lo que las clasifica con un fenotipo
resistente en presencia de la concentracion del disco de tetraciclina (30 pg/mL),
mientras que las cepas AN4, AN7, AN8 y AN10 presentaron halos con diametros
iguales o mayores a 15 mm, correspondiente al fenotipo sensible (tabla X). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos mediante la metodologia de dilucion en
placas a excepcion de las cepas AN2 y ANG (tabla VIII).

En relacion a las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente de la
UTI, las cepas AU14 y AU35 fueron sensibles a 30 pg/mL de tetraciclina, mientras
que las cepas AU4, AU8, AU21, AU23 y AU34 presentaron halos con diametros

menores a 11 mm, correspondientes al fenotipo resistente (tabla X). Estos
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resultados concuerdan con los obtenidos mediante la metodologia de diluciéon en
placas, a excepcioén de las cepas AU7, AU15 y AU20 (tabla VIII).

Las cepas AB10, AB15, AN2, AN6, AU7, AU15 y AU20 presentaron un
fenotipo intermedio, lo que difiere con el fenotipo obtenido mediante Ia
metodologia de dilucién en placas, en la cual las cepas AB15, AN2, AU7 y AU20
fueron clasificadas como resistentes, mientras que las cepas AB10, AN6 y AU15
fueron clasificadas como sensibles (tabla VIII). Los resultados obtenidos en cada
grupo de cepas concuerdan con los datos reportados previamente por Chalbaud
en el afio 2010.

Para estos experimentos también se utilizd6 como control la cepa de
Pseudomonas aeruginosa (PB3), la cual fue previamente reportada como
resistente a tetraciclina por Chalbaud en el afio 2010.

Tabla X. Determinacion del fenotipo de resistencia a tetraciclina en cepas de A.

baumannii creciendo en forma libre, mediante el método de difusion en disco.
Cepas Diametro del halo (mm) Fenotipo

AB2 10 Resistente
AB4 10 Resistente
AB7 10 Resistente
ABS8 19 Sensible
AB9 10 Resistente
AB10 12 Intermedio
AB12 10 Resistente
AB15 13 Intermedio
AB16 09 Resistente
AB17 10 Resistente
AN1 10 Resistente
AN2 12 Intermedio
AN4 15 Sensible
ANS 09 Resistente
ANG 13 Intermedio
AN7 19 Sensible
AN8 16 Sensible
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AN10
AN14
AN17
AU4
AU7
AU8
AU14
AU15
AU20
AU21
AU23
AU34
AU35
PB3

15
09
11
09
12
10
16
13
12
09
10
10
18
11

Sensible
Resistente
Resistente
Resistente
Intermedio
Resistente

Sensible
Intermedio
Intermedio
Resistente
Resistente
Resistente

Sensible
Resistente

Se muestran los valores de resultados obtenidos por triplicado. Los criterios utilizados:
halos < 11 mm = resistente; halos 12-14 mm = intermedio; halos = 15 mm = sensible.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontré que de las 30 cepas de
A. baumannii evaluadas, 16 de ellas fueron resistentes a 30 ug/mL de tetraciclina,
7 fueron sensibles a dicha concentracion y las 7 cepas restantes presentaron un
fenotipo intermedio en presencia de la concentracion de tetraciclina ensayada. En
este caso, la mayor proporcion de cepas sensibles fueron provenientes de los dos
ambientes analizados (SN y UTI), mientras que en relacion a las cepas

resistentes, se obtuvo una distribucién similar entre los 3 grupos de cepas (figura

13).
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Figura 13. Distribucion del fenotipo de resistencia a tetraciclina (30 yg/mL) en las cepas
de A. baumannii, obtenidos mediante el método de difusién en disco.

Al comparar los resultados obtenidos mediante esta metodologia, se
encontrdé que existe una mayor proporcion de cepas resistentes a tetraciclina (16)
que a amikacina (11), destacando que hay una proporcién de estas cepas que es
resistente a ambos antibiéticos (10), que provienen en su mayoria de pacientes

con infecciones nosocomiales (tablas IX y X).

c) Comparacion del efecto de los antibidticos amikacina y tetraciclina sobre

las cepas de A. baumannii creciendo en forma libre.

Una vez obtenidos los fenotipos de resistencia a amikacina y tetraciclina en
cepas de A. baumannii creciendo en forma libre, es posible comparar el efecto de
estos 2 antibioticos sobre dichas cepas. De las 30 cepas de A. baumannii
analizadas, 17 de ellas presentaron sensibilidad a la concentracion de amikacina
utilizada (figura 12), mientras que 10 de las cepas presentaron sensibilidad a la
concentracion de tetraciclina utilizada (figura 13). Estos datos permiten sugerir que

la amikacina representa un antibiético mas eficaz para el tratamiento de las
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infecciones causadas por las bacterias analizadas en este estudio, debido a que
existe una mayor proporcién de cepas que son sensibles a su accidén en este

formato de crecimiento.

6.3 Determinacion del fenotipo de resistencia a antibioticos en cepas de A.
baumannii creciendo en biopeliculas.

Una vez obtenidos los fenotipos de resistencia a los antibiéticos amikacina y
tetraciclina en las cepas de A. baumannii creciendo en forma libre, se procedi6 a
determinar el fenotipo de resistencia cuando las bacterias forman parte de una
biopelicula. Para ello, se promovié la formacién de estas asociaciones en
microplacas de 96 pozos que posteriormente fueron expuestas a distintas
concentraciones de amikacina y tetraciclina, que incluso cuadriplicaban el valor de
la concentracion de uso de ambos antibidticos (seccion de materiales y métodos,

apartado 5.3.4).

En la figura 14 se muestra el resultado obtenido al promover la formacion
de biopeliculas de las cepas A. baumannii, para la evaluacién del fenotipo de

resistencia a antibioticos.
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Figura 14. Registro fotografico de la evaluacién del fenotipo de resistencia a antibidticos
en cepas de A. baumannii formando biopeliculas en microplacas de 96 pozos. Columnas
1y 2: control positivo (biopelicula sin antibiético); columnas 3 y 4: exposicién a 15 pg/mL;
columnas 5y 6: exposicion a 30 ug/mL; columnas 7 y 8: exposicion a 60 ug/mL; columnas
9y 10: exposicion a 120 ug/mL; columnas 11 y 12: control negativo (medio de cultivo).

De acuerdo a los criterios descritos previamente (seccion de materiales y
métodos, apartado 5.3.4), las 30 cepas de A. baumannii analizadas en este
estudio fueron catalogadas como formadoras de biopeliculas fuertes (tablas Xl -
XXII).

6.3.1 Evaluacion del efecto del antibiotico amikacina en biopeliculas
formadas por cepas de A. baumannii.
a) A. baumannii provenientes de pacientes.

Al evaluar la susceptibilidad de estas cepas formadoras de biopeliculas en
presencia de distintas concentraciones de amikacina, se encontré6 que las 10
cepas de A. baumannii provenientes de pacientes resultaron ser resistentes a las
4 concentraciones de amikacina a las que fueron expuestas por 1 h. Los valores
de DO de todas las cepas evaluadas no presentaron diferencias entre la condicion

control (biopelicula sin antibiético) y la exposicién a las distintas concentraciones

de amikacina ensayadas (tabla Xl). Estos valores se mantuvieron en el mismo
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orden de magnitud, lo que sugiere que las bacterias formando biopeliculas
pudieron mantener la viabilidad en presencia de todas las concentraciones de
amikacina utilizadas (figura 15).

Tabla XI. Evaluacion de la susceptibilidad a amikacina en cepas de A. baumannii

provenientes de pacientes, creciendo en forma de biopeliculas y expuestas al
antibidtico por 1 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Amikacina Amikacina Amikacina Amikacina

15pug/mL 30 pug/mL 60 pg/mL 120 pg/mL
AB2 2,04 2,03 1,98 1,93 1,92
AB4 1,65 1,62 1,61 1,58 1,53
AB7 1,96 1,94 1,93 1,88 1,84
AB8 1,72 1,68 1,67 1,58 1,55
AB9 1,80 1,79 1,77 1,71 1,70
AB10 1,94 1,84 1,82 1,74 1,68
AB12 1,41 1,40 1,38 1,35 1,33
AB15 1,42 1,41 1,40 1,31 1,29
AB16 1,76 1,73 1,72 1,69 1,67
AB17 1,96 1,94 1,93 1,91 1,89

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadruplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,13; Tiempo de exposicion: 1 hora.

2,50

2,00 -

1,50 -

1,00 -

Densidad éptica

0,50 -

0,00 -

AB2 AB4 AB7 AB8 ABS  AB10 AB12 AB15 ABl16 AB17

Cepas

M Control ®m15pug/mL ®m30pug/mL MW60ug/mL m120 pg/mL

Figura 15. Evaluacion de la resistencia a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes de pacientes, creciendo en biopeliculas y expuestas a distintas
concentraciones del antibidtico por 1 hora. Control: cepa sin antibiético.
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Con la finalidad de evaluar el efecto del tiempo en la resistencia a
amikacina cuando las cepas de A. baumannii crecen en forma de biopelicula, las
microplacas se incubaron por 24 h y se obtuvieron los resultados mostrados en la
tabla Xll. Se encontré que las cepas AB8 y AB10 presentaron una disminucién en
los valores de DO de 18,7 % y 12,2 % respectivamente, en comparaciéon con la
condicion control (biopelicula sin antibiético), mientras que las cepas AB4 y AB9
presentaron una disminucién de 2,5 % y 1,8 % respectivamente (tabla XllI). Al
comparar los valores de DO de la condicidon control con los de la mayor
concentracion de amikacina utilizada (120 pg/mL), se encontré que las cepas AB7,
AB8 y AB10 presentaron una variacion en los valores de DO de 25,7 %, 22,7 % y
22,8 % respectivamente, mientras que las cepas AB12 y AB15 presentaron una
disminucién de 14,2 % y 14,1 % respectivamente. Al igual que en la condicién de 1
hora, todas las cepas provenientes de pacientes fueron capaces de permanecer
viables a todas las concentraciones de amikacina ensayadas, después de 24
horas de exposicion (figura 16).

Tabla XII. Evaluacion de la susceptibilidad a amikacina en cepas de A. baumannii

provenientes de pacientes, creciendo en forma de biopeliculas y expuestas al
antibiético por 24 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Amikacina Amikacina Amikacina Amikacina

15 pug/mL 30 pg/mL 60 pg/mL 120 pg/mL
AB2 2,13 2,12 2,00 1,88 1,84
AB4 1,65 1,62 1,61 1,52 1,34
AB7 1,92 1,89 1,77 1,55 1,43
ABS8 1,75 1,64 1,42 1,38 1,35
AB9 1,82 1,81 1,79 1,67 1,55
AB10 1,96 1,83 1,72 1,56 1,51
AB12 1,55 1,46 1,41 1,39 1,33
AB15 1,58 1,51 1,44 1,39 1,35
AB16 1,85 1,74 1,72 1,64 1,57
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AB17 1,96 1,92 1,73 1,61 1,59

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadruplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,12; Tiempo de exposicion: 24 horas.

2,50

2,00 -

1,50 -

1,00 -

Densidad dptica

0,50 -

0,00 -

AB2 AB4 AB7 AB8 ABS  AB10 AB12 AB15 ABl16 AB17

Cepas

m Control m15pug/mL m30pug/mL m60pug/mL  m120 pg/mL

Figura 16. Evaluacion de la resistencia al antibiético amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes de pacientes, creciendo en biopeliculas y expuestas a distintas
concentraciones del antibidtico por 24 horas. Control: cepa sin antibiético.

b) A. baumannii provenientes del ambiente del SN.

Las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente del SN resultaron
ser resistentes a las 4 concentraciones de amikacina a las que fueron expuestas
por 1 h. En la tabla Xlll se muestran los valores de DO obtenidos en todas las
condiciones ensayadas. Al comparar la condicidon control con la concentracién de
30 pg/mL de amikacina, las cepas AN1, AN7 Y AN10 presentaron una disminucion
en los valores de DO de 9,3 %, 4,7 % y 7,1 % respectivamente, mientras que las
cepas AN4 y AN14 presentaron una disminucion en los valores de DO de 1,7 % y
1,1 % respectivamente. Al comparar los valores de DO de la condicion control y la

mayor concentraciéon de amikacina ensayada (120 ug/mL), las cepas AN1, AN7 y
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AN17 presentaron una variacién de 17,4 %, 12,8 % y 24,9% respectivamente,
mientras que las cepas AN4 y AN14 presentaron una disminucién de 7,4 % y 4,3
% respectivamente. A pesar de las diferencias mencionadas, ninguna representa
cambios en el orden de magnitud de los resultados obtenidos, por lo que se puede
sugerir que las bacterias pudieron mantener la viabilidad en presencia de las
diferentes concentraciones de amikacina evaluadas (figura 17).

Tabla XIlll. Evaluaciéon de la susceptibilidad a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en forma de

biopeliculas y expuestas al antibiético por 1 h.
Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Amikacina Amikacina Amikacina Amikacina

15 ug/mL 30 ug/mL 60 pg/mL 120 pg/mL
AN1 2,58 2,36 2,34 2,29 2,13
AN2 2,53 2,50 2,48 2,45 2,32
AN4 2,28 2,26 2,24 2,21 2,11
AN5 2,49 2,44 2,37 2,32 2,19
ANG 1,75 1,72 1,71 1,62 1,46
AN7 2,97 2,85 2,83 2,81 2,59
AN8 2,42 2,40 2,38 2,36 2,21
AN10 2,12 1,99 1,97 1,96 1,94
AN14 2,79 2,76 2,75 2,72 2,66
AN17 1,63 1,61 1,58 1,55 1,23

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,12; Tiempo de exposicion: 1 hora.
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Figura 17. Evaluacion de la resistencia a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibiético por 1 hora. Control: cepa sin
antibidtico.

Al extender el tiempo de exposicion (24 h) de las biopeliculas a las distintas
concentraciones de amikacina evaluadas, se obtuvieron los resultados mostrados
en la tabla XIV. En este caso, todas las cepas presentaron una disminucion en los
valores de DO, al comparar con la condicion control. Particularmente, al comparar
con la condicién de 30 pg/mL de amikacina, se encontré que los valores de DO de
las cepas AN5, AN7 y AN8 disminuyeron en 155 %, 12,5 % y 13,3 %
respectivamente, mientras que en las cepas AN1 y AN2 los valores de DO
disminuyeron en 6,3 % y 4,4 % respectivamente. A pesar de la disminucién en los
valores de DO mencionados, estos no representan ni un orden de magnitud, por lo
que se puede sugerir que las bacterias pudieron mantener la viabilidad en

presencia de las diferentes concentraciones de amikacina ensayadas por 24 h

(figura 18).
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Tabla XIV. Evaluacion de la susceptibilidad a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en forma de
biopeliculas y expuestas al antibidtico por 24 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Amikacina Amikacina Amikacina Amikacina

15ug/mL 30 pg/mL 60 pg/mL 120 pg/mL
AN1 2,75 2,62 2,58 2,14 1,96
AN2 2,62 2,58 2,50 2,42 2,27
AN4 2,38 2,26 2,11 1,94 1,39
AN5 2,59 2,42 2,19 1,87 1,53
ANG 2,02 1,98 1,79 1,56 1,18
AN7 3,12 2,86 2,73 2,58 2,34
AN8 2,53 2,41 2,19 1,86 1,44
AN10 2,23 2,12 1,95 1,68 1,43
AN14 2,96 2,72 2,68 2,44 2,11
AN17 1,76 1,63 1,52 1,39 1,31

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,13; Tiempo de exposicion: 24 horas.

3,50
3,00
2,50
2,00

1,50

Densidad optica

1,00
0,50

0,00

m Control

AN8

AN10 AN14 AN17

m15pug/mL m30pg/mL m60pg/mL  m120 pg/mL

Figura 18. Evaluacion de la resistencia a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibiodtico por 24 horas. Control: cepa sin

antibiodtico.
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c) A. baumannii provenientes del ambiente de la UTI.

Las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente de la UTI
resultaron ser resistentes a las 4 concentraciones de amikacina a las que fueron
expuestas por 1 h. Los valores de DO de todas las cepas no presentaron
diferencias entre la condicion control y las distintas concentraciones de amikacina
ensayadas (tabla XV). No hubo variacion en el orden de magnitud de los valores
obtenidos, lo que sugiere que las bacterias mantuvieron la viabilidad en presencia

de las 4 concentraciones de amikacina evaluadas (figura 19).

Tabla XV. Evaluacion de la susceptibilidad a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo en forma
de biopeliculas y expuestas al antibidtico por 1 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Amikacina Amikacina Amikacina Amikacina

15 ug/mL 30 ug/mL 60 pg/mL 120 pg/mL
AU4 2,56 2,51 2,50 2,46 2,42
AU7 2,49 2,43 2,38 2,35 2,31
AUS8 2,29 2,26 2,24 2,21 2,17
AU14 1,75 1,73 1,72 1,69 1,67
AU15 2,12 1,99 1,97 1,95 1,93
AU20 2,79 2,77 2,74 2,71 2,67
AU21 2,36 2,36 2,34 2,32 2,31
AU23 2,48 2,47 2,45 2,42 2,40
AU34 2,26 2,24 2,23 2,19 1,98
AU35 2,57 2,55 2,53 2,50 2,48

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiotico; Punto de corte: 0,11; Tiempo de exposicion: 1 hora.
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Figura 19. Evaluacion de la resistencia a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibiético por 1 hora. Control: cepa sin
antibiotico.

Al incrementar a 24 h el tiempo de exposicion de las biopeliculas a las
diferentes concentraciones de amikacina ensayadas, se obtuvieron los resultados
mostrados en la tabla XVI. Al comparar con 30 ug/mL de amikacina, se encontrd
que las cepas AU15 y AU35 presentaron una disminucion en los valores de DO de
4,7 % y 7 % respectivamente, mientras que las cepas AU4 y AU23 presentaron
una disminuciéon en los valores de DO de 1,3 % y 1 % respectivamente. Al
comparar los valores de DO de la condicion control con los de la mayor
concentracion de amikacina evaluada (120 pg/mL), las cepas AU15 y AU35
presentaron una disminucién de 25,2 % y 20,3 % respectivamente, mientras que
las cepas AU4 y AU21 presentaron una disminucion de 11,1 % y 10,5 %
respectivamente. A pesar de las diferencias mencionadas, los valores de DO se
mantuvieron en el mismo orden de magnitud, lo que sugiere que las 10 cepas

provenientes del ambiente de la UTI fueron resistentes a las distintas
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concentraciones de amikacina a las que fueron expuestas por 24 h, cuando las
bacterias se encontraron creciendo en biopeliculas (figura 20).

Tabla XVI. Evaluacion de la susceptibilidad a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo en forma
de biopeliculas y expuestas al antibidtico por 24 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Amikacina Amikacina Amikacina Amikacina

15pug/mL 30 pg/mL 60 pg/mL 120 pg/mL
AU4 2,79 2,77 2,75 2,63 2,48
AU7 2,66 2,65 2,56 2,34 2,25
AU8 2,33 2,30 2,23 1,98 1,84
AU14 1,94 1,81 1,76 1,64 1,51
AU15 2,39 2,37 2,28 2,11 1,79
AU20 2,83 2,81 2,74 2,67 2,43
AU21 2,52 2,48 2,44 2,39 2,26
AU23 2,56 2,55 2,53 2,29 217
AU34 2,37 2,34 2,31 2,18 1,93
AU35 2,74 2,71 2,54 2,37 2,18

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,13; Tiempo de exposicion: 24 horas.
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Figura 20. Evaluacion de la resistencia a amikacina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibidtico por 24 horas. Control: cepa sin
antibidtico.
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6.3.2 Evaluacion del efecto del antibiotico tetraciclina en biopeliculas
formadas por cepas de A. baumannii.

Una vez evaluado el efecto de la amikacina sobre las bacterias formando
biopeliculas, se procedid a evaluar el efecto de la tetraciclina sobre las bacterias
en este formato de crecimiento. Igualmente fueron expuestas a diferentes
concentraciones de este antibidtico por 1 h y 24 h, cuadriplicando el valor de la
concentracion de uso del mismo. Los resultados obtenidos se muestran en las
tablas XVII-XXII.

a) A. baumannii provenientes de pacientes.

Las 10 cepas de A. baumannii provenientes de pacientes resultaron ser
resistentes a las 4 concentraciones de tetraciclina a las que fueron expuestas por
1 h. Las cepas AB7, AB8 y AB10 presentaron una disminucion en los valores de
DO de 9,3 %, 5,2 % y 4,9 % respectivamente, al comparar la condicion control
(biopelicula sin antibiético) y la condicion de 30 uyg/mL de amikacina, mientras que
las cepas AB9, AB15 y AB16 presentaron una disminucion en los valores de DO
de 2,6 %, 2,6 % y 2,8 % respectivamente, entre dichas condiciones. Al comparar
los valores de DO de la condicién control con los obtenidos en la mayor
concentracion de tetraciclina evaluada(120 pg/mL), se encontré que las cepas
AB7, AB8 y AB10también presentaron la mayor variacion en los valores de DO,
disminuyendo en 12 %, 9,9 % y 17, 8% respectivamente, mientras que el resto de
las cepas AB2, AB4, AB9, AB12, AB15, AB16 y AB17 presentaron una
disminucién en los valores de DO entre el 6 y 8 % (tabla XVII). Destacando que las
disminuciones mencionadas no representan una diferencia ni en un orden de

magnitud, es posible sugerir que las bacterias formando biopeliculas mantuvieron
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la viabilidad en presencia de las 4 concentraciones de tetraciclina a las que fueron
expuestas por 1 h (figura 21).
Tabla XVII. Evaluacion de la susceptibilidad a tetraciclina en cepas de A.

baumannii provenientes de pacientes, creciendo en forma de biopeliculas y
expuestas al antibiético por 1 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina
15 pg/mL 30 pug/mL 60 pug/mL 120 pg/mL
AB2 1,83 1,81 1,77 1,73 1,67
AB4 1,60 1,54 1,52 1,48 1,43
AB7 2,17 2,12 1,97 1,94 1,91
AB8 1,98 1,93 1,87 1,82 1,78
AB9 1,73 1,71 1,68 1,65 1,63
AB10 1,86 1,83 1,77 1,59 1,53
AB12 1,65 1,62 1,57 1,55 1,52
AB15 1,56 1,54 1,52 1,47 1,42
AB16 1,59 1,57 1,54 1,48 1,43
AB17 1,73 1,71 1,67 1,62 1,59

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,11; Tiempo de exposicion: 1 hora.
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AB2 AB4 AB7 AB8 ABS  AB10 AB12 AB15 ABl16 AB17

Cepas

m Control m 15 pg/mL 30 pug/mL 60 ug/mL  m 120 pg/mL

Figura 21. Evaluacién de la resistencia a tetraciclina en cepas de A. baumannii
provenientes de pacientes, creciendo en biopeliculas y expuestas a distintas
concentraciones del antibiético por 1 hora. Control: cepa sin antibiético.
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Igual que con el antibidtico amikacina, se evalué el efecto del tiempo por lo
que las microplacas se incubaron durante 24 h, con las diferentes concentraciones
de tetraciclina evaluadas. Al incrementar el tiempo de incubacion, se encontré que
las cepas AB2, AB7 y AB8 fueron las que presentaron la mayor variacion en los
valores de DO disminuyendo en 14,6 %, 14,7 % y 18,3 % respectivamente, al
comparar con la condicion de 30ug/mL de tetraciclina (tabla XVIII), mientras que
los valores de DO de las cepas AB15, AB16 y AB17 disminuyeronen 5 %, 4,6 % y
4,2 % respectivamente. Al comparar los valores de DO de la condicion control con
los de la mayor concentracion de tetraciclina utilizada (120 pg/mL), se encontré
que también las cepas AB2, AB7 y AB8 fueron las que presentaron la mayor
variaciéon en los valores de DO disminuyendo en 25,7 %, 355 % y 494 %
respectivamente, mientras que las cepas AB12 y AB16 presentaron la menor
variaciéon disminuyendo en 10,8 % y 14,6 % respectivamente. A pesar de las
diferencias encontradas entre estos valores, las 10 cepas provenientes del
ambiente de la UTI fueron resistentes a las 4 concentraciones de tetraciclina
ensayadas cuando se encontraron creciendo en biopelicula, por lo que se puede
sugerir que las bacterias mantuvieron su viabilidad al ser expuestas al antibi6tico

por 24 h (figura 22).
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Tabla XVIII. Evaluacion de la susceptibilidad a tetraciclina en cepas de A.
baumannii provenientes de pacientes, creciendo en forma de biopeliculas y
expuestas al antibiético por 24 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina
15 pg/mL 30 pug/mL 60 pug/mL 120 pg/mL
AB2 2,19 1,94 1,87 1,68 1,62
AB4 1,88 1,85 1,75 1,63 1,36
AB7 2,28 2,16 1,94 1,79 1,47
AB8 2,24 2,17 1,83 1,33 1,13
AB9 1,89 1,82 1,77 1,53 1,51
AB10 1,95 1,92 1,85 1,63 1,49
AB12 1,75 1,72 1,65 1,62 1,56
AB15 1,81 1,79 1,72 1,67 1,42
AB16 1,95 1,92 1,86 1,82 1,66
AB17 1,84 1,92 1,86 1,65 1,43

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,14; Tiempo de exposicion: 24 horas.
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2,00 -

1,50 -

1,00 -

Densidad dptica

0,50 -

0,00 -

AB2 AB4 AB7 AB8 ABS  AB10 AB12 AB15 ABl16 AB17

Cepas

H Control ®m15pg/mL ®m30pug/mL ®60pg/mL W 120 pg/mL

Figura 22. Evaluacién de la resistencia a tetraciclina en cepas de A. baumannii
provenientes de pacientes, creciendo en biopeliculas y expuestas a distintas
concentraciones del antibiético por 24 horas. Control: cepa sin antibiotico.
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b) A. baumannii provenientes del ambiente del SN.

Las 10 cepas de A. baumannii provenientes del ambiente del SN resultaron
ser resistentes a las 4 concentraciones de tetraciclina a las que fueron expuestas
por 1 h. Al comparar los valores de DO de la condicion control y la concentracién
de uso de la tetraciclina (30 pg/ml), las cepas AN5 y AN7 presentaron una
disminucion en los valores de DO de 9,7 % y 18,2 % respectivamente, mientras
que las cepas AN2 y AN10 fueron las que presentaron la menor variacion
disminuyendo en 3,9 % y 3,3 % respectivamente (tabla XIX). Al evaluar el efecto
de la concentracién del antibiético, se encontré6 que las cepas AN7 y AN10
presentaron la mayor variacion en los valores de DO entre la condicion control y la
mayor concentracion de tetraciclina empleada (120 pg/ml), obteniéndose
diferencias de 20,6 % y 20,5 % respetivamente entre dichas condiciones, mientras
que las cepas AN4 y AN14 presentaron la menor variacion disminuyendo en 15,7
% y 12,7 % respectivamente (tabla XIX). Los valores de DO de todas las
condiciones permanecen en el mismo orden de magnitud, lo que permite sugerir
que las bacterias formando biopeliculas mantuvieron la viabilidad en presencia de
las 4 concentraciones de tetraciclina a las que fueron expuestas por 1 h (figura

23).
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Tabla XIX. Evaluacion de la susceptibilidad a tetraciclina en cepas de A.
baumannii provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en
forma de biopeliculas y expuestas al antibiético por 1 h.

Densidad optica (630 nm)

Cepas Control Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina
15 pg/mL 30 pg/mL 60 pug/mL 120 pg/mL
AN1 2,27 2,21 2,12 1,85 1,78
AN2 2,22 2,21 2,13 1,96 1,83
AN4 1,68 1,63 1,52 1,46 1,42
AN5S 2,18 2,12 1,97 1,84 1,82
ANG 1,59 1,54 1,42 1,37 1,24
AN7 2,36 2,31 1,93 1,94 1,88
AN8 1,86 1,77 1,73 1,68 1,59
AN10 2,39 2,34 2,26 2,12 1,85
AN14 1,85 1,82 1,74 1,74 1,61
AN17 2,02 1,89 1,83 1,78 1,72

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,14; Tiempo de exposicion: 1 hora.
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M Control m15 pug/mL 30 ug/mL 60 ug/mL  ®W120 pg/mL

Figura 23. Evaluacién de la resistencia a tetraciclina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibiético por 1 hora. Control: cepa sin
antibidtico.

Al evaluar el efecto de la tetraciclina por 24 h sobre las biopeliculas
formadas por las cepas de A. baumannii provenientes del ambiente del SN, se
obtuvieron los resultados mostrados en la tabla XX. Al evaluar la condicion de 30

74



Mg/mL de tetraciclina, las cepas AN1 y AN7 presentaron la mayor variacion en los
valores de DO al disminuir en 18,2 % y 20,4 % respectivamente, mientras que las
cepas ANS y ANG6 presentaron la menor variacion disminuyendo en 4,6 % y 5 %
respectivamente, al comparar con la condicion control (biopelicula sin antibiético).
Al comparar los valores de DO con los de la mayor concentracion de tetraciclina
utilizada (120 ug/mL), se encontré que las cepas AN7, AN8 y AN10 presentaron
una disminucion en los valores de DO de 435 %, 427 % y 415 %
respectivamente, mientras que la cepa AN6 presentd una disminucion del 20 %.
Adicionalmente, se encontré que todas las cepas presentaron valores de DO
similares al comparar la condicidon control (biopelicula sin antibi6tico) y la menor
concentracion de tetraciclina utilizada (15ug/mL). Sin embargo, las 10 cepas de
este grupo fueron capaces de mantener la viabilidad en presencia de las
concentraciones de tetraciclina utilizadas (figura 24).

Tabla XX. Evaluacion de la susceptibilidad a tetraciclina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en forma de

biopeliculas y expuestas al antibidtico por 24 h.
Densidad 6ptica (630nm)

Cepas Control Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina

15 pg/mL 30 pug/mL 60 pug/mL 120 pg/mL
AN1 2,43 2,38 1,99 1,63 1,54
AN2 2,38 2,35 2,13 1,74 1,62
AN4 1,92 1,91 1,55 1,34 1,12
AN5 2,25 2,21 2,15 1,87 1,69
ANG 1,85 1,83 1,76 1,62 1,48
AN7 2,69 2,64 2,14 1,75 1,52
AN8 2,25 2,13 1,86 1,57 1,29
AN10 2,38 2,29 2,02 1,64 1,39
AN14 2,12 1,94 1,82 1,66 1,59
AN17 2,32 2,18 1,94 1,82 1,65

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,12; Tiempo de exposicion: 24 horas.
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Figura 24. Evaluacién de la resistencia a tetraciclina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente del Servicio de Neonatologia, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibidtico por 24 horas. Control: cepa sin
antibidtico.

c) A. baumannii provenientes del ambiente de la UTI.

Al evaluar el efecto de la tetraciclina en las biopeliculas formadas por las
cepas de A. baumannii provenientes del ambiente de la UTI, se encontré que las
10 cepas son resistentes a las 4 concentraciones de tetraciclina a las que fueron
expuestas por 1 h. Las cepas AU7 y AU21 presentaron la mayor variacion en los
valores de DO entre la condicién control y la concentracién de 30 ug/mL siendo
74 % y 7,8 % respectivamente, mientras que las cepas AU8 y AU20 presentaron
una disminucién de 2,4 % y 2,3 % respectivamente. Al comparar los valores de
DO de la condicion control con la mayor concentracién de tetraciclina empleada
(120 pg/mL), también las cepas AU7 y AU21 presentaron la mayor variacion de los
valores de DO disminuyendo en 19 % y 20,3 % respectivamente, mientras que en
las cepas AU15 y AU20 la disminucion alcanzada fue del 8,3 % y 58 %

respectivamente (tabla XXI). Estas variaciones en los valores de DO obtenidos, no
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llegan a disminuir en un orden de magnitud, lo que sugiere que las bacterias
formando biopeliculas mantuvieron la viabilidad en presencia de las 4
concentraciones de tetraciclina a las que fueron expuestas por 1 h (figura 25).

Tabla XXI. Evaluacion de la susceptibilidad a tetraciclina en cepas de A.
baumannii provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo

en forma de biopeliculas y expuestas al antibiético por 1 h.
Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina
15 pg/mL 30 pug/mL 60 pug/mL 120 pg/mL
AU4 2,44 2,42 2,36 2,27 2,19
AU7 2,46 2,40 2,28 2,17 1,99
AUS8 2,32 2,31 2,26 2,14 1,97
AU14 1,79 1,76 1,64 1,58 1,53
AU15 2,37 2,32 2,29 2,24 2,17
AU20 2,64 2,61 2,58 2,53 2,49
AU21 2,15 2,05 1,98 1,76 1,71
AU23 2,29 2,24 2,16 1,96 1,92
AU34 2,27 2,23 2,18 1,96 1,92
AU35 2,54 2,51 2,47 2,38 2,33

Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,12; Tiempo de exposicion: 1 hora.
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Figura 25. Evaluacién de la resistencia a tetraciclina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibiético por 1 hora. Control: cepa sin
antibiotico.
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Al extender el tiempo de exposicion de la tetraciclina (24 h) sobre las
biopeliculas formadas por las cepas provenientes del ambiente de la UTI, se
encontré que las cepas AU4, AU15 y AU23 presentaron una disminucion en los
valores de DO correspondientes a 11,7 %, 11,6 % y 12,9 % respectivamente, al
comparar la condicion control y la exposicién a 30 ug/mL de tetraciclina, mientras
que las cepas AU8, AU20 y AU34 presentaron una disminucion en los valores de
DO de 44 %, 3,7 % y 3,8 % respectivamente (tabla XXIl). Al comparar la
condicion control y la exposicion a 120 ug/mL de tetraciclina, las cepas AU4, AU15
y AU35 presentaron la mayor variacion en los valores de DO disminuyendo 33,7
%, 28,1 % y 25,3 % respectivamente, mientras que el valor de DO de la cepa AU8
disminuy6 en 8,4 %. A pesar de las diferencias obtenidas en los valores de DO,
las 10 cepas de este grupo fueron resistentes y mantuvieron la viabilidad al estar
en presencia de las 4 concentraciones de tetraciclinas utilizadas en este

experimento por 24 h (figura 26).

Tabla XXII. Evaluacién de la susceptibilidad a tetraciclina en cepas de A.
baumannii provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo
en forma de biopeliculas y expuestas al antibiotico por 24 h.

Densidad 6ptica (630 nm)

Cepas Control Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina Tetraciclina
15 pg/mL 30 pug/mL 60 pg/mL 120 pg/mL
AU4 2,64 2,58 2,33 2,11 1,75
AU7 2,78 2,71 2,63 2,46 2,38
AU8 2,49 2,43 2,38 2,32 2,28
AU14 1,99 1,93 1,83 1,64 1,48
AU15 2,63 2,49 2,33 2,14 1,89
AU20 2,73 2,70 2,63 2,43 2,22
AU21 2,44 2,34 2,27 2,11 1,84
AU23 2,46 2,34 2,14 1,86 1,87
AU34 2,48 2,44 2,39 2,28 2,14
AU35 2,76 2,63 2,51 2,35 2,06
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Se muestran los valores de resultados obtenidos por cuadriplicado. Control: cepa sin
antibiético; Punto de corte: 0,14; Tiempo de exposicion: 24 horas.
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Figura 26. Evaluacién de la resistencia a tetraciclina en cepas de A. baumannii
provenientes del ambiente de la Unidad de Terapia Intensiva, creciendo en biopeliculas y
expuestas a distintas concentraciones del antibiético por 24 horas. Control: cepa sin
antibiético.

6.3.3 Comparacion del efecto de los antibidticos amikacina y tetraciclina
sobre las cepas de A. baumannii creciendo en forma libre y formando
biopeliculas.

Como se muestra en la tabla XXIII, del total de cepas de A. baumannii
analizadas creciendo en forma libre (30), 13 cepas fueron capaces de crecer en
presencia de la concentracion de uso de amikacina (30 pg/mL), mientras que 17
cepas fueron sensibles a dicha concentracion. En cuanto a la evaluacion del
efecto de tetraciclina (30 pg/mL) sobre las cepas de A. baumannii en el mismo
formato de crecimiento, se encontré6 que de las 30 cepas analizadas, 20 cepas
fueron capaces de resistir a la accion de este antibidtico, mientras que 10 cepas
presentaron sensibilidad a dicha concentracion. Al evaluar el efecto de estos dos

antibidticos sobre las 30 cepas de A. baumannii creciendo en biopeliculas, se
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encontré que todas fueron capaces de resistir a la accion tanto de amikacina como
de tetraciclina en diferentes concentraciones (15 ug/mL; 30 pg/mL; 60 pg/mLy 120
Mg/mL).

El conjunto de resultados obtenidos al evaluar el efecto de los antibiéticos
sobre las cepas de A. baumannii creciendo en biopeliculas, permite sugerir que la
agrupacion de las bacterias en estas asociaciones confiere mayor resistencia a
amikacina y tetraciclina, durante los tiempos de exposicion ensayados (1 hy 24 h),
ya que en este formato de crecimiento las 30 cepas analizadas fueron resistentes
a concentraciones de 120 ug/ml, que cuadriplica el valor de la concentracion de
uso en forma planctoénica.

Tabla XXIIl. Comparacion del fenotipo de resistencia a amikacina y tetraciclina de

las cepas de A. baumannii, creciendo en forma plancténica y en forma de
biopelicula.

s . A. baumannii A. baumannii A. baumannii
Antibidtico Fenotipo . . .
pacientes Neonatologia Terapia
Planctonico
Resistente 9 1 3
Sensible 1 9 7
Amikacina Biopelicula
Resistente 10 10 10
Sensible 0 0 0
Planctonico
Resistente 8 5 3
Sensible 2 5 7
Tetraciclina Biopelicula
Resistente 10 10 10
Sensible 0 0 0
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Los resultados obtenidos en este estudio, representan un aporte a la
evaluacion de la resistencia a antibidticos en bacterias de importancia clinica,
cuando estas se encuentran creciendo en biopeliculas. Dado que dichas
asociaciones representan una ventaja para las bacterias que se encuentran dentro
de ellas, estos resultados representan una aproximacion de como es el
comportamiento de las bacterias en el ambiente hospitalario. En el futuro, su
comprension permitira el desarrollo de terapias de antibiéticos eficaces para el
tratamiento de infecciones causadas por estos microorganismos.

Tomando en cuenta todos los aspectos que contribuyen a la formacién y
permanencia de las biopeliculas en los centros de salud, es necesario realizar
estudios que engloben la mayor cantidad de factores que se encuentran
relacionados, con la finalidad de impedir la formacién de las biopeliculas, asi como
erradicar su presencia y poder tratar las infecciones causadas.

Particularmente, los datos obtenidos en este estudio permiten sugerir que el
éxito de colonizacion de las cepas de A. baumannii provenientes de pacientes y
del ambiente del HUC, estda mediado por los mecanismos de resistencia
intrinsecos y adquiridos, asi como mediante la habilidad que posee para formar

biopeliculas en distintas superficies y por tiempo prolongado.
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7. DISCUSION

Las infecciones bacterianas representan un problema para la salud de los
individuos debido a que aumentan la morbilidad y mortalidad de los pacientes
afectados. Entre las principales causas por las cuales las tasas de infecciones
bacterianas en general han ido incrementando con el paso de los afos, se
encuentra el fracaso en la terapia utilizada contra estas infecciones. Este fracaso
ocurre como consecuencia del uso inadecuado de los antimicrobianos como
agentes terapéuticos, que conlleva a la aparicion de bacterias resistentes a
multiples antimicrobianos, como antibiéticos, antisépticos y desinfectantes. El uso
continuo de estos agentes en los hospitales, conlleva a la muerte de
microorganismos sensibles y a la seleccion de microorganismos resistentes. Es
por ello que las bacterias que normalmente residen en los hospitales presentan un
elevado patron de resistencia a diversos antimicrobianos. En general, las
infecciones causadas por bacterias multirresistentes estan asociadas a las
mayores tasas de mortalidad intrahospitalaria, asi como las estadias prolongadas
en los centros de salud (Buffet-Batailon y col., 2012).

Acinetobacter baumannii es uno de los patdégenos mas exitosos en la
colonizacion de ambientes hospitalarios debido a su habilidad innata de resistir a
la desecacion, a los desinfectantes y a su gran capacidad de adquirir o desarrollar
resistencia a los antimicrobianos (Ramos y Alonso, 2013). Es un cocobacilo Gram
negativo, no fermentador de glucosa que en las ultimas dos décadas ha
incrementado su accion como patdgeno oportunista involucrado en numerosas

infecciones nosocomiales. La capacidad de colonizar diversos ambientes asi como
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la versatilidad en su metabolismo, ha influido en el incremento del numero de
infecciones que puede causar, siendo responsable del desarrollo de
enfermedades como: sepsis, neumonias, meningitis, infecciones del tracto
urinario, peritonitis e infecciones de piel y tejidos blandos. Estas infecciones
aparecen como brotes, dominados por clones epidémicos con multirresistencia a
los antibidticos que causan altas tasas de morbilidad y mortalidad. Las Unidades
de Cuidados Intensivos son los lugares mas frecuentes para el aislamiento de este
microorganismo. De acuerdo al Centro para el Control y la prevencién de
Enfermedades de los EEUU (CDC, por sus siglas en inglés), A. baumannii es
responsable del 80 % de la infecciones generales causadas por este género en la
poblacidon general de Estados Unidos. Las tasas de mortalidad que se le pueden
atribuir a este microorganismos van de 32 % a 52% a nivel mundial, llegando a ser
hasta del 64 % en pacientes con meningitis causada por A. baumannii (Halachev y
col., 2014).

Se ha encontrado que los agentes antimicrobianos mas efectivos contra las
infecciones causadas por las especies del género Acinetobacter incluyen:
carbapenemes, cefalosporinas, penicilinas anti-pseudomonales, monobactamicos,
aminoglicosidos, tetraciclinas, fluoroquinolonas, sulbactamicos y polimixinas. Sin
embargo, actualmente se han reportado cepas de A. baumannii con resistencia a
todos ellos, superando la denominacion de multirresistente a panresistente (Lin y
Lan 2014).

El fendmeno de resistencia bacteriana plantea una amenaza grave en el
sistema de salud debido a que limita las posibilidades de emplear antimicrobianos

efectivos para el tratamiento de las infecciones. Actualmente, unos de los
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principales problemas asociados al ambiente hospitalario es la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos, asi como la presencia de estos determinantes de
resistencia en elementos genéticos extracromosomales, que pueden ser
transferidos a otras cepas bacterianas susceptibles del mismo ambiente y en
consecuencia poder incrementar la resistencia.

La mayoria de los estudios realizados en cuanto a la evaluacién de la
resistencia de las bacterias a diversos agentes antimicrobianos, se han llevado a
cabo cuando las bacterias se encuentran creciendo en forma libre o plancténica. A
pesar de que los resultados generados por este tipo de ensayos ha permitido
conocer la respuesta de un microorganismo ante un antimicrobiano, una
extrapolacion mas directa de esta respuesta se puede obtener estudiando el
efecto de estos antimicrobianos en la forma como el microorganismo permanece
en el ambiente y particularmente en el ambiente hospitalario, que es a través de la
formacion de biopeliculas. Es ahi donde radica la importancia de este tipo de
estudios que permiten comparar el efecto del mismo antimicrobiano en dos formas
de crecimiento diferentes.

Partiendo de esta premisa, en este trabajo se evalu6 el fenotipo de
resistencia a los antibiéticos amikacina y tetraciclina, que constituyen parte de la
terapia empleada para tratar las infecciones causadas por A. baumannii, en cepas
aisladas del HUC, en dos formatos de crecimiento: en forma libre y en
biopeliculas.

Mediante la realizacion de pruebas bioquimicas, microbiolégicas y
moleculares, fue posible obtener como resultado que las 30 cepas estudiadas

resultaron ser cocobacilos Gram negativos, no fermentadores, catalasa positivos y
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oxidasa negativos, con una temperatura 6ptima de crecimiento de 37 °C pero con
la capacidad de crecer hasta 44 °C (tabla V). Estos resultados concuerdan con los
datos reportados previamente por Chalbaud en el afio 2010 y por Ramos en el afo
2014.

Particularmente, la amplificacion por PCR con iniciadores universales y
especie especificos permitieron corroborar la integridad y procedencia bacteriana
del material genético obtenido, asi como alcanzar una clasificacion hasta el nivel
de especie. A su vez, se realiz6 la deteccion de integrones clase 1, mediante la
amplificacion de los extremos conservados de estos elementos
extracromosomales, dentro de los cuales se encuentra una region variable que
contiene casetes genéticos que codifican para la resistencia a distintos agentes
antimicrobianos (figura 8). Estos elementos en particular, son caracteristicos de
aislados clinicos debido a que constituyen un mecanismo capaz de conferir
diferentes genes de resistencia a agentes antimicrobianos (figura 27) (Levesque y
col., 1995). Particularmente, los integrones clase 1 se encuentran estrechamente
relacionados con la multirresistencia que le ha sido adjudicada a A. baumannii y
que le ha permitido permanecer en los ambientes hospitalarios causando un gran

numero de infecciones (Puentes, 2009).
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Figura 27. Estructura general de integrones clase 1. Las flechas muestran la direccion de
la transcripcion. Los oligonucledtidos 5’-CS y 3’-CS son especificos para los segmentos
conservados 5 y 3’ respectivamente. El casete insertado contiene genes que codifican
para los distintos mecanismos de resistencia a antimicrobianos (Tomado y modificado de
Levesque y col., 1995).

Una vez verificadas las caracteristicas bioquimicas, microbiolégicas y
genéticas de las bacterias en estudio, se procedié a evaluar su relevancia clinica
al estudiar el efecto de dos antibidticos empleados para el tratamiento de las
infecciones causadas por A. baumannii (amikacina y tetraciclina) en la forma en la
que tradicionalmente se evalua, en crecimiento plancténico o de vida libre y de
manera novedosa en este estudio, a través de la formacion de biopeliculas. En
este sentido y para determinar el fenotipo de resistencia de las cepas de A.
baumannii creciendo en forma libre en presencia de los antibidticos, se utilizaron
dos metodologias: el método de dilucidn en placas y el método de difusién en
disco o antibiograma (materiales y métodos apartados5.3.2 y 5.3.3).

A través de la metodologia de dilucidn en placas, se encontré que de las 30
cepas de A. baumannii analizadas, 13 de ellas presentaron resistencia a la

concentracion de uso clinico de amikacina (30 pug/mL), mientras que 17 cepas

86



presentaron sensibilidad. De las 13 cepas resistentes a esta concentraciéon, 9
fueron provenientes de pacientes con infecciones nosocomiales (tabla VII). Estos
resultados indican que la concentracion de amikacina empleada para el
tratamiento de las infecciones causadas por estas bacterias no es eficaz sobre
todas ellas. Sin embargo, al evaluar el efecto del doble de esta concentracion de
amikacina (60 pg/mL), se encontrd que el numero de cepas sensibles aumento a
23 (tabla VII), lo que permite sugerir que bajo esta condicién es posible obtener
una mejor respuesta al tratamiento con este antibiético.

Al evaluar el efecto de la tetraciclina, se encontré que de las 30 cepas de A.
baumannii analizadas, 20 presentaron resistencia a la concentracion de uso de
tetraciclina (30 pg/mL), mientas que 10 cepas presentaron sensibilidad. De las 20
cepas resistentes, 8 fueron provenientes de pacientes con infecciones
nosocomiales y 7 fueron provenientes del ambiente de la UTI (tabla VIII). Esta
relacion sugiere que la resistencia a tetraciclina es mayor en cepas que han
estado expuestas a una presion selectiva, debido a que los pacientes
inmunocomprometidos necesitan una mayor cantidad de antimicrobianos con la
finalidad de combatir las infecciones, particularmente si son infecciones
nosocomiales. Por lo tanto, es posible sugerir que la concentracién de tetraciclina
utilizada para tratar las infecciones causadas por las cepas de A. baumannii
estudiadas no garantiza la muerte de todas ellas, pero al aumentar al doble la
concentracion de tetraciclina utilizada (60 pg/mL), se encontré que las cepas
sensibles incrementaron a 19 (tabla VIIl), lo que sugiere un efecto mas eficaz del

antibiodtico sobre las cepas estudiadas.
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De acuerdo al numero de cepas sensibles a la concentracion de uso clinico
de los antibidticos ensayados en este estudio, es posible sugerir que la amikacina
presenta un efecto mas eficaz que la tetraciclina sobre las cepas de A. baumannii
analizadas creciendo en forma libre (figuras 9 y 10). Este resultado concuerda con
los obtenidos por Li y colaboradores en el afio 2007, que evaluaron la accion de
un grupo de antibioticos sobre cepas de A. baumannii creciendo en forma libre y
como resultado obtuvieron que los antibiéticos mas eficaces fueron amikacina y
colistina (Li y col., 2007).

Los compuestos hidrofébicos como los aminoglicésidos (amikacina), son
capaces de atravesar la membrana externa de las bacterias Gram negativas y asi
poder alcanzar su blanco en el interior celular, para ejecutar su efecto sobre las
bacterias. A pesar de lo efectivo que son este tipo de compuestos, es posible que
en las cepas de A. baumannii en las que se encontro resistencia a este antibiético,
pudieran estar actuando enzimas capaces de destruirlo como acetiltransferasas,
nucleotidiltransferasas y fosfotransferasas, asi como un grupo de enzimas de
metiltransferasas del rRNA 16S denominadas ArmA y RmtA, B, C y D, capaces de
conferir un alto nivel de resistencia a todo el grupo de antibiéticos aminoglicésidos.
Particularmente, el gen armA parece estar ampliamente extendido y a menudo es
encontrado en conjunto con blaoxa-2s en cepas de A. baumannii (Gordon vy
Wareham, 2010). Los genes que codifican para las enzimas modificadoras de
aminoglicosidos pueden estar presentes en plasmidos y transposones. Inclusive,
algunos de estos genes se han encontrado en integrones clase 1 presentes en
cepas multirresistentes de A. baumannii, por lo que se ha propuesto que estos

elementos extracromosomales que comprenden regiones variables estables vy
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conservadas con genes de resistencia, son transferidas comunmente como parte
de la estructura completa del integron y no como casetes individuales (Nemec y
col., 2004). Adicionalmente, se han descrito otros mecanismos de resistencia a los
aminoglicésidos como lo es la disminucion de la entrada del antibiético por
defectos en la permeabilidad de la membrana externa originados por
modificaciones en las porinas, asi como alteraciones que se pueden presentar en
las proteinas ribosémicas diana sobre las cuales actuan estos antibioticos (Tafur y
col., 2008).

Adicionalmente en A. baumannii se han caracterizado diversos sistemas de
bombas de eflujo que son especificas para agentes individuales, en conjunto con
bombas que son responsables de la expulsion de multiples sustancias. De
particular interés para este estudio 2 sistemas pertenecientes a la familia RND
(Resistance Nodulation Division): AdeABC y AdelJK, porque confieren resistencia
a aminoglicésidos, tetraciclinas, p-lactamicos, cloranfenicol y eritromicina. (Gordon
y Wareham, 2010). El aumento en la expresion de estos genes y la actividad de
las bombas de eflujo puede verse afectado por una induccion por sustrato,
condiciones ambientales o mutaciones presentes en los genes reguladores
(Hooper, 2005).

En el caso particular de las bombas de eflujp AdeABC y AdelJK en un
trabajo previo realizado con estas cepas por Ramos en el afio 2014, se encontré la
expresion de ambos sistemas de eflujo y en el caso particular del AdeABC se
obtuvo la expresion diferencial de este sistema en presencia del antibidtico
amikacina, por lo que este mecanismo podria ser uno de los responsables de la

resistencia alcanzada, destacando que en las 13 cepas resistentes se detecto la
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presencia y expresion de los genes que codifican para los componentes de este
sistema de eflujo (Ramos, 2014).

En cuanto al efecto de la tetraciclina sobre las cepas de A. baumannii, se
han descrito 3 mecanismos principales que pudieran estar actuando en la
resistencia a este antibidtico: eflujo activo, proteccién ribosomal e inactivaciéon
enzimatica (Jara, 2007). Las bombas de eflujo son proteinas capaces de expulsar
el antibiético del interior al exterior celular evitando asi su interaccion con la célula
diana y contribuyen ampliamente a la multirresistencia bacteriana. En la
resistencia a tetraciclina se destacan bombas de la super familia MFS (Major
facilitator superfamily) que incluye a TetA y TetB, las cuales estan codificadas por
genes que pueden encontrarse en el cromosoma de la bacteria o en plasmidos
presentes tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas (Gordon y
Wareham, 2010). Este tipo de bombas son de espectro reducido debido a que solo
expulsan el antibidtico tetraciclina al espacio periplasmico y pueden conferir
grandes niveles de resistencias por la alta velocidad de eflujo, que supera el
retorno del antibidtico hacia el citoplasma. Estos sistemas presentes en las
bacterias Gram negativas, se han asociado a la resistencia a antimicrobianos de
importancia clinica (Coyne y col., 2011).

La proteccion ribosomal genera el bloqueo de la unién de la tetraciclina a la
subunidad 30S del ribosoma, que ha sido explicada por una hipétesis que describe
que en condiciones normales los ribosomas tienen una configuracion estandar
mediante la cual funcionan normalmente, pero que se altera cuando el antibiético

penetra al interior celular (Jara, 2007). Los mecanismos mencionados
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previamente, pudieran estar actuando en las cepas de A. baumannii de origen
clinico que presentaron resistencia a tetraciclina.

Aunque en este estudio solo se evalud la accidon de amikacina y tetraciclina,
el resultado obtenido mediante la metodologia de dilucién en placa arrojé que 11
de las 30 cepas de A. baumannii presentaron resistencia a ambos antibidticos,
destacando que 8 de ellas fueron provenientes de pacientes con infecciones
nosocomiales y 3 fueron provenientes del ambiente de la UTI (tablas VIl y VIII).
Estos datos representan un indicativo de la resistencia que pueden adquirir las
bacterias al estar en contacto continuo con diversos antimicrobianos, que en
consecuencia genera una presion selectiva erradicando las bacterias sensibles y
seleccionando aquellas que son capaces de resistir a su accion.

La metodologia de dilucién en placa permitié apreciar el comportamiento de
las cepas de A. baumannii creciendo en forma libre en presencia de distintas
concentraciones de antibibticos previamente reportadas. Al evaluar la presencia o
ausencia del crecimiento bacteriano en cada una de las concentraciones de
antibidticos, es posible obtener un rango de valores entre los cuales se encuentre
la concentracion minima inhibitoria (CMI) de cada antimicrobiano.

En contraste con la metodologia anterior, la prueba de difusion en disco
permitié obtener un fenotipo resistente, intermedio o sensible. A través de ella, se
encontro que de las 30 cepas de A. baumannii analizadas, 11 presentaron
resistencia a 30 pg/mL de amikacina, 16 presentaron sensibilidad a esta
concentracion y 3 cepas fueron catalogadas con un fenotipo intermedio (tabla IX).

Mediante esta metodologia también se encontré que de las 30 cepas de A.

baumannii analizadas, 16 presentaron resistencia a 30 yg/mL de tetraciclina, 7
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presentaron sensibilidad a esta concentracion y otras 7 cepas fueron catalogadas
con un fenotipo intermedio (tabla X). Estos resultados concuerdan con los
fenotipos de resistencia de estas cepas en presencia de ambos antibidticos, que

fueron reportados por Chalbaud en el afio 2010.

Mediante la metodologia de difusién en disco se obtuvo que las cepas ABS,
AN7 y AU14 fueron catalogadas con un fenotipo intermedio a la concentracion de
uso de amikacina, mientras que las cepas AB10, AB15, AN2, AN6, AU7, AU15 y
AU20 fueron clasificadas con un fenotipo intermedio a la concentracién de uso de
tetraciclina (tablas IX y X). Si en la prueba de difusiébn en disco se obtiene un
fenotipo de sensibilidad, indica que el antibidtico es eficaz para el tratamiento de
las infecciones causadas por el microorganismo en estudio. Por el contrario, si se
obtiene un fenotipo de resistencia, indica que el antibiético no podra inhibir el
crecimiento del microorganismo y en consecuencia no representa un tratamiento
eficaz para la infeccion ocasionada. Sin embargo, si se obtiene un fenotipo
intermedio, el antibidtico podria tener un efecto eficaz si se utliza en
concentraciones adecuadas que puedan inhibir el crecimiento del microorganismo,
principalmente si la infeccidn se encuentra localizada en lugares en los que el
antibiotico puede actuar fisiolégicamente concentrado, pero a su vez, es posible
que el uso unico del antibidtico en estudio no esté en capacidad de inhibir el
crecimiento bacteriano y atacar la infeccion ocasionada (Canton, 2003). Esta
variacidon se obtiene como consecuencia de la sensibilidad que presenta la técnica
que incluye factores que la afectan como: la concentracion del disco de antibiético,

la profundidad del agar sobre el cual el antibidtico debe difundir asi como la
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densidad poblacional del césped bacteriano formado. Aunque es una técnica
rapida y sencilla que aporta un resultado de importancia para el tratamiento
clinico, la evaluacién de la susceptibilidad de las bacterias a distintos antibiéticos
puede verificarse con la técnica de dilucion en placa, la cual arrojara un fenotipo
de resistente o sensible mediado por la presencia o ausencia de crecimiento
bacteriano, respectivamente.

Los resultados obtenidos mediante las dos metodologias realizadas en este
estudio se complementan entre si. Es util llevar a cabo ambas con el fin de
obtener un rango de valores que sugieran la CMI del antibiético sobre las
bacterias, asi como poder obtener el fenotipo de resistencia hacia un enfoque
clinico que permita disefar una terapia con los antibiéticos adecuados para el
tratamiento de las infecciones.

El estudio de la poblacién de bacterias en crecimiento plancténico arrojo
que la mayoria es sensible a amikacina y resistente a tetraciclina. Este formato de
crecimiento es la aproximacién experimental que se utiliza principalmente en los
laboratorios clinicos. Sin embargo, al evaluar el crecimiento de las bacterias
formando biopeliculas, se encontr6 que las 30 cepas de A. baumannii
provenientes de pacientes con infecciones nosocomiales y del ambiente

hospitalario del HUC, fueron resistentes a ambos antibioticos (tablas XI - XXII).

Al analizar las caracteristicas de estas biopeliculas, se encontré que todas
las cepas fueron catalogadas como formadoras de una biopelicula fuerte, al
evaluar su crecimiento sobre microplacas de poliestireno (tablas Xl - XXII). Estos

resultados concuerdan con los datos reportados previamente por Ramos en el afio
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2014. Igualmente, concuerdan con los datos obtenidos por Lee y colaboradores en
el ano 2007, quienes evaluaron la habilidad de distintas cepas de A. baumannii de
adherirse a diversas superficies, entre las que se encuentra el poliestireno, dando
como resultado que el total de cepas analizadas (23) fueron capaces de adherirse
a dicha superficie exitosamente mediante la formacién de biopeliculas (Lee y col.,
2007). Adicionalmente, Marti y colaboradores en el afio 2011, destacaron la
habilidad de formar biopeliculas de distintas especies del género Acinetobacter,
haciendo énfasis en que A. baumannii es la especie de este género con mayor
capacidad de formar biopeliculas sobre distintas superficies y por tiempo
prolongado (Marti y col., 2011). Sanchez y colaboradores en el afio 2013 también
encontraron resultados similares en cepas de origen clinico, sugiriendo que la
habilidad que presentan las cepas de A. baumannii para formar biopeliculas, se
encuentra relacionada con su capacidad para sobrevivir en los ambientes
hospitalarios, particularmente sobre los dispositivos médicos y quirurgicos, que
esta mediada por distintos mecanismos celulares entre los que se encuentra el
quorum sensing (Sanchez y col., 2013).

Al evaluar el fenotipo de resistencia a antibiéticos en cepas de A. baumannii
creciendo en biopeliculas, se encontré6 que las 30 cepas fueron capaces de
mantener la viabilidad al estar en presencia de las 4 concentraciones crecientes
tanto de amikacina como de tetraciclina a las que fueron expuestas (tablas Xl -
XVl 'y tablas XVII - XXII respectivamente). Estos resultados difieren con los datos
obtenidos al evaluar la accion de los antibidticos sobre las cepas creciendo en
forma libre, lo que sugiere que la agrupacion de las bacterias en biopeliculas,

confiere mayor resistencia a antibiéticos. Los resultados obtenidos concuerdan
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con los reportados por Ramos en el 2014, quien evalud la resistencia de estas
mismas cepas de A. baumannii a agentes desinfectantes, obteniendo como
resultado que el total de cepas (50) fueron capaces de resistir a la accién del
desinfectante, cuando estas se encontraron creciendo en biopeliculas (Ramos,
2014).

Entre los factores que pudieran estar involucrados en el aumento de la
resistencia de las bacterias cuando estas se encuentran formando biopeliculas, se
destacan: 1) difusion limitada de los antimicrobianos hacia el interior de la matriz
de exopolisacarido, 2) interaccion de los agentes antimicrobianos con la matriz de
exopolisacarido, 3) resistencia mediada por distintas enzimas, 4) nivel de la
actividad metabdlica de las bacterias dentro de la biopelicula, 5) adaptacion
genética, 6) accion de bombas de eflujo y 7) estructura de la membrana externa
(Cloete, 2003). Estos aspectos pudieran estar involucrados en la resistencia que
presentaron las bacterias formando biopeliculas, al estar en presencia de los
antibidticos amikacina y tetraciclina. Es por ello que estas asociaciones son
consideradas como una estrategia de supervivencia que protege a los
microorganismos de la presion ambiental externa y de los efectos de distintos
antimicrobianos (Obeidat y col., 2014).

La matriz de exopolisacarido de las biopeliculas representa una barrera
fisica para el ingreso de agentes externos al interior de esta asociacion.
Particularmente, los antibidticos cargados positivamente como los aminoglicosidos
(amikacina), pueden quedar atrapados en el exterior de estas comunidades
mediante una interaccion i6nica entre su carga positiva y la carga negativa que

posee el exopolisacarido. La viscosidad de esta matriz también puede ejercer una
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barrera debido a que seria necesario saturar a la biopelicula con el agente
antimicrobiano, para que luego este pudiera ingresar a ejercer su efecto sobre las
bacterias. Diversos estudios han demostrado que uno de los factores que
contribuye al incremento de la resistencia en biopeliculas no es la cantidad de
exopolisacarido como tal, sino su interaccion con las células y la adhesién a la
superficie sobre la cual esta formada (Cloete, 2003).

Se ha relacionado la resistencia a tetraciclina con la accién de bombas de
eflujo que son capaces de expulsar el antibidtico del interior al exterior celular
antes de que este pueda ejercer su efecto. Este mecanismo entra en accion
cuando el antibidtico logra traspasar la barrera del exopolisacarido e intenta
ingresar a las bacterias mas cercanas a la superficie externa, que son las que se
encuentran metabdlicamente activas. Sin embargo, la sobreexpresién de las
bombas de eflujo de las bacterias que se encuentran inmersas en las biopeliculas,
ha contribuido al incremento en la resistencia a agentes antimicrobianos que le ha
sido adjudicada a estas asociaciones (Coyne y col., 2011).

También se le ha adjudicado un factor de virulencia a las biopeliculas
debido a que los anticuerpos y las células del sistema inmunitario en general no
tienen acceso a las bacterias profundamente inmersas en estas asociaciones. Los
microorganismos dentro de las biopeliculas pueden permanecer metabdlicamente
inactivos, lo que los hace menos susceptibles a la accién de antimicrobianos.
Algunos antibioticos estan disefiados para actuar sobre células metabolicamente
activas, por lo tanto, estos agentes no pueden ejercer su efecto sobre las células
que se encuentran inmersas en el centro de las biopeliculas (Betancourth y col.,

2004).
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Considerando que el mecanismo de accién de los 2 antibidticos utilizados
en este estudio radica en su union a la subunidad ribosomal 30S de la bacteria y a
la interferencia de la sintesis de proteinas, éstos no pueden ejercer su efecto
sobre las bacterias formando biopeliculas, ya que una gran proporcion de estas se
encuentran metabdlicamente inactivas. Este aspecto pudiera estar contribuyendo
a la resistencia a amikacina y tetraciclina que presentaron las bacterias creciendo
en biopeliculas.

Las biopeliculas se han considerado como asociaciones de dificil
erradicacién y como una fuente de infecciones recalcitrantes. Por lo tanto, la
importancia médica de los estudios cientificos que toman en cuenta este formato
de crecimiento, se centra en poder explicar el origen de las infecciones asociadas
a equipos meédicos y quirurgicos, asi como de las infecciones crénicas, con la
finalidad de disefiar estrategias para contrarrestar su permanencia en los centros
de salud (Prashanth y col., 2012).

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la resistencia a los
antibidticos incrementa cuando las bacterias se encuentran formando parte de una
biopelicula. Aunque es necesario tomar en cuenta el crecimiento en este formato,
debido a que es como las bacterias se encuentran principalmente en el ambiente,
los estudios en bacterias creciendo en forma libre también son utiles debido a que
generan un primer acercamiento del comportamiento de las mismas en presencia
de distintas concentraciones de antibiéticos a las que son expuestas, lo cual es de
importancia al momento de disenar una terapia farmacoldgica para el tratamiento

de las infecciones causadas por las bacterias.
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Debido a que las biopeliculas representan una ventaja selectiva para las
bacterias que se encuentran dentro de ellas, es necesario realizar estudios que
permitan profundizar en los mecanismos que actuan para conferir el alto nivel de
resistencia a los antimicrobianos. Asi como también, profundizar en la elaboracion
de tratamientos eficaces que permitan actuar sobre estas asociaciones de

microorganismos, con el fin de combatir su proliferacion en los centros de salud.
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8. CONCLUSIONES

Del total de cepas de A. baumannii creciendo en forma libre, el 57% fue
sensible al antibiético amikacina (30 pg/mL) y el 43% fue resistente. El 94 %
de las cepas sensibles fueron provenientes de los ambientes del Servicio
de Neonatologia y de la Unidad de Terapia Intensiva.

De las 30 cepas de A. baumannii creciendo en forma libre, el 67 % fue
resistente a tetraciclina (30 ug/mL) y el 33 % fue sensible. Se encontré una
distribucion similar de los fenotipos en los 3 grupos de cepas.

La amikacina ejercio un efecto mas eficaz que la tetraciclina sobre las
cepas de A. baumannii de origen clinico, creciendo en forma libre.

Las 30 cepas de A. baumannii fueron catalogadas como formadoras de
biopeliculas denominadas como fuerte.

Las 30 cepas de A. baumannii creciendo en forma de biopeliculas, fueron
resistentes a las 4 concentraciones de amikacina y tetraciclina ensayadas
(15 pg/mL, 30ug/mL, 60ug/mL y 120 ug/mL) durante 1 h'y 24 h.

El éxito de la colonizacion de A. baumannii en el HUC, esta mediado por la
habilidad que posee este microorganismo para formar biopeliculas y poder
resistir a distintos agentes antimicrobianos.

Este estudio constituye el primer aporte nacional, al comparar el fenotipo de
resistencia a antibiéticos en bacterias de origen clinico en dos formatos de

crecimiento.
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