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RESUMEN

Introduccién: Acinetobacter baumannii ha surgido en afios recientes como una causa
mayor de infecciones nosocomiales con altas tasas de morbi-mortalidad. La adquisicion
nosocomial de cepas multi-drogo resistentes de A. baumannii sigue siendo un problema
debido a la gran habilidad de este patdgeno de diseminarse y colonizar a los pacientes y
reservorios del medio ambiente. Se ha planteado que esta habilidad para persistir en estos
ambientes, asi como su virulencia, resulta de su capacidad de generar biofilm. El objetivo
de este estudio es valuar produccion de biofilm en cepas de A. baumannii multidrogo-

resistente (MDR) como factor de mortalidad y persistencia en cultivos.

Material y métodos: Se analiz6 la produccion de biofilm en cepas de A. baummannii
MDR de pacientes hospitalizados en el Hospital Gea Gonzélez. Se clasifico como alta
produccion ( valores >60% ) vs baja produccion ( <60%). Se obtuvieron datos
demogréaficos, microbioldgicos y clinicos de los pacientes infectados por medio del
expediente clinico. Se compararon las cepas de alta y baja produccién de biofilm por
medio de la prueba exacta de Fisher y Chi cuadrada, se tomo como valor estadisticamente

significativo p <0.05

Resultados: Se analizaron 38 cepas de A. baumannii MDR de 26 pacientes; 7 (18%)
fueron altas productoras de biofilm. Diez pacientes fallecieron (38%), 6 de ellos por
neumonia asociada a ventilador. Los pacientes infectados por cepas con alta produccion

de biofilm presentaron mayor mortalidad y mayor persistencia en cultivo.

Conclusiones: La mayoria de las cepas de A. baumannii son capaces de formar biofilm in
vitro. Los resultados presentes sugieren una asociacion entre la alta produccién de
biofilm y persistencia de cultivo bronquial asi como con mortalidad. EI namero pequefio
de casos no permitio realizar un analisis multivariado tomando en cuenta otros posibles
factores confusores. Se requieren nuevos estudios para corroborar estos hallazgos y para
explorar el uso de tubos endotraqueales cubiertos de plata u otros materiales como

mediada para disminuir la prevalencia de cepas de alta produccion de biofilm.



ABSTRACT

Background: Acinetobacter baumannii is a Gram- negative significant worldwide
nosocomial pathogen. This microorganism survives in hospital environments despite
unfavorable conditions. It is hypothesized that its ability to persist in these environments,
as well as its virulence, is a result of its capacity to form biofilms. The aim of this study
was to evaluate if the biofilm production in strains of A. baumannii multidrug resistant
(MDRY)- is an independent factor for persistence in culture and mortality.

Methods: We analyzed the biofilm production of A. baumannii MDR isolates from
patients admitted in Hospital Gea Gonzalez. Isolates with > 60% values of biofilm
production were defined as high biofilm production, <60% were defined as low biofilm
production. Patients , demographic, clinical and microbiologic data was retrospectively
analyzed using clinical charts. We compared high biofilm production isolates vs non high
biofilm production isolates. Chi square and Fisher exact test were used as appropriate , a
P value <0.05 was considered statistically significant.

Results. Thirty eight strains of A. baumannii MDR were isolated from twenty six
patients.;7 isolates (18%) were high biofilm producers in vitro. Ten patients died (38%);
6 related to A. baumannii ventilator associated pneumonia. There was a statistically
significance in the relationship between biofilm production and persistence in culture, as
well as mortality.

Conclusions: Some clinical isolates of A. baumannii are able to form biofilms in vitro.
We examined isolates to see whether the biofilm production could be linked in some way
to mortality and persistence culture. The present results suggest an association between
high biofilm production and persistence bronchial culture and with mortality. The small
number of cases did not allow making a multivariate analysis to take into account the
several possible confounding factors. Further studies are needed to explore the possibility
of silver coated endotracheal tubes as a measure for decreases the prevalence of isolates

with high producers biofilm strain.



INTRODUCCION

Acinetobacter baumannii es una bacteria cocobacilo Gram negativa, la cual se ha descrito
como parte de la flora normal del ser humano en piel, garganta y recto. Ha surgido en
afos recientes como una causa mayor de infecciones nosocomiales con altas tasas de

morbi-mortalidad. (1)

A pesar de grandes esfuerzos, la adquisicion nosocomial de cepas multi-drogo resistentes
de A. baumannii sigue siendo un problema debido a la gran habilidad de este patdgeno de
diseminarse, colonizar a los pacientes y reservorios del medio ambiente. (2, 3) Sobrevive
a pesar de condiciones no favorables como desecacion, deplecion de nutrientes y
tratamiento antibiotico. Se ha planteado que esta habilidad para persistir en estos

ambientes, asi como su virulencia, resulta de su capacidad de generar biofilm. (4,5)

El biofilm o biopelicula esta compuesto por una comunidad de células bacterianas
multiples asociadas con superficies, ya sean bioticas o abioticas, arregladas en estructuras
terciarias en intimo contacto unas con otras, embebidas en una matriz extracelular que
contienen diferentes tipos de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) incluyendo
proteinas, DNA vy polisacéridos. (6) En general el componente mayoritario del biofilm es

el agua, que puede representar hasta un 97% del contenido total.

La primera descripcion en el campo de medicina sobre biofilms fue en 1961 Rogovska et
al. (7) En 1977 Hoiby describié agregados de Pseudomonas aeruginosa en los pulmones
de pacientes con fibrosis quistica infectados crénicamente. (8) En 1978, Costerton et
al.(9) describio la presencia de bacterias adheridas en la superficie embebidas a un
“glicocalix” (matriz), y en 1981 se uso el término de biofilm por primera vez para
describir este fendbmeno. (10) El fendmeno fue revisado y re-descrito en 1987 por

Costeron et al, como un modo de crecimiento dentro de una matriz. ( 11)

Formacién de biofilm

El proceso de desarrollo de biofilm se ha estudiado ampliamente usando sistemas de

superficies in vitro. La bacteria mas comun estudiada es Pseudomonas aueruginosa..



La habilidad de P. aeruginosa de formar biofilm se cree que es una de sus multiples

estrategias para sobrevivir, y se considera un factor importante de patogenicidad.
Existen diferentes etapas en la formacion de biofilm bacteriano, son (12) (Ver figura 1):

(1) Union reversible de celulas individuales a la superficie

(2) Progresion a unidn irreversible mediado por polisacaridos extracelulares

(3) Desarrollo temprano de la arquitectura del biofilm

(4) Maduracién de la arquitectura del biofilm

(5) Dispersion de células Unicas desde el biofilm

La superficie es cubierta de bacterias moviles.

Figura 1. Etapas en la formacion de biofilm. (Fotomicrografias de Pseudomonas

aeruginosa) —(13)

De forma ocasional se ha planteado que la formacién de biofilm, desde una célula
fenotipicamente plancténica a crecimiento sésil es un proceso complejo y altamente
regulado. Se ha sugerido que depende de la expresion de un programa especifico. (14, 15)
Sin embargo, todas las observaciones in vitro disponibles sugieren que es mas probable



que la formacién de biofilm sea precedida de una serie de eventos temporales que
reflejan adaptacion a condiciones de nutricion y de medio ambiente, (16-18) indicando
que la formacion de biofilm, y el crecimiento y desarrollo exitoso, es un proceso

complejo pero arbitrario.

Se ha propuesto que todos los biofilms bacterianos tienen un nimero de componentes
funcionales conservados en comun; incluyendo homdlogos de adhesion a superficies
secundarios a Bap ( Biofilm Associated Protein), identificada de forma inicial en S.
aureus. Los miembros de la familia Bap se definen como proteinas de alto peso
molecular que estan presentes en las superficies bacterianas, y confieren a la bacteria la
habilidad de formar biofilm. La Bap de A. baumannii no parece estar involucrada en la
unioén primaria de células a superficies, lo cual la hace diferente a la Bap de S. aureus
(19); Al parecer la Bap de A. baumannii parece estar involucrada en el mantenimiento de

la arquitectura del biofilm maduro -etapas 3 y 4. (20)

La presencia y expresion del gen bla PER-1 y su habilidad para resistir al suero humano
también son factores que juegan un papel positivo en la formacion de biofilm en cepas de
A. baumannii. (21) Se ha observado que la adhesividad celular y la formacién de biofilm

en plastico es mayor en cepas que expresan el gen blaPER-1. (22)

Otra proteina de membrana que se ha implicado en la formacién de biofilm es OmpA; al
parecer no es esencial en el desarrollo de biofilm, pero se requiere para la formacion de

biofilm grueso en poliestireno. (23)

Fenotipos relacionados con el biofilm

A) Susceptibilidad antimicrobiana disminuida

Una de las caracteristicas mas importantes de los biofilms bacterianos es una
disminucion en la susceptibilidad a agentes antimicrobianos. (24-26) Esta
disminucion tienen dos aspectos: tolerancia y resistencia. Tolerancia se refiere a
que la bacteria no muere pero es incapaz de crecer en presencia del farmaco,

mientras que resistencia permite a la bacteria crecer en presencia de antibiéticos.



La tolerancia es causada por los siguientes factores:

1.- arquitectura tri-dimensional ( ej. presencia de varias capas de bacterias que
promueven el desarrollo de nutrientes y gradientes de oxigeno y disminuyen el
crecimiento en el centro del agregado. (27)

2.- Los componentes de la matriz pueden unir y/o neutralizar a los agentes

antimicrobianos. (28)

Uno de los factores que mas se ha atribuido como un papel en la resistencia
antibidtica a los biofilms es su inhabilidad de penetrar a todas las areas del
mismo. Existen varios estudios sobre penetracion de antibi6ticos al biofilm
evaluado con medicion en la concentracion del antibidtico en la base del biofilm,
los cuales establecen que el biofilm puede ser penetrado por antibioticos, pero de
forma reducida, y depende del tipo de antibiotico usado, sin ser correlacionado de

forma directa con la susceptibilidad. (29)

La poblacion en biofilms se encuentran de forma tipica a altas densidades
celulares comparado con las bacterias plancténicas. Se ha planteado que la
elevada densidad celular en la poblacién de biofilm puede contribuir, en parte, a
la resistencia al tratamiento antimicrobiano. Larsen et al. (30) ha reportado que la
concentracion minima inhibitoria (MIC) de antibiéticos como amoxicilina,
doxiciclina y metronidazol aument6 al probarlo con poblaciones planténicas de
Porphyromonas gingivalis con densidades celulares similares a las encontradas en
poblaciones de biofilm ( 10 x10 a la 7-8 cel mL-1). Este resultado indica que el

efecto inoculo es parte de la explicacion en la resistencia de bacterias en biofilm.

Se han demostrado diferentes crecimientos dentro de los agregados del biofilm. El
grupo de Soren Molin en la Universidad Técnica Danesa ha sido uno de los
lideres en el estudio de actividad metabolica dentro de los biofilms; y han
demostrado al usar marcadores metabdlicos especificos fluorescentes que las
células en el centro de las grandes microcolonias del biofilm tienen tasas

metabolicas reducidas comparadas a las células cercanas o en la superficie. (31)



B)

DeBeer et al. (32) han medido de forma directa la concentracion de oxigeno a
varias profundidades del biofilm usando microelectrodos; demostrando que en el
centro de las microcolonias es casi 30 veces menor, Estas investigaciones
demuestran la presencia de &reas dentro del biofilm que estan habitadas por fases
estacionarias o inclusive bacterias dormidas/inactivas. Esto minimiza el efecto de
muchos antibioticos ya que sus sitios de accion dependen del proceso de

crecimiento activa.

Antibioticos con actividad contra células no en crecimiento han demostrado tener
mayor actividad contra bacterias dentro de biofilms comparados con antibidticos
que dependen del crecimiento rapido para su actividad. Imipenen y
ciprofloxacina cuando se usan en E. coli en crecimiento en biofilm, su actividad
fue mayor comparada con antibidticos como beta lactdmicos que son solo
efectivos contra bacterias en crecimiento; pero menos efectivas que éstos al usarse

contra E. coli planténico.(33-35)

Independientemente del crecimiento bacteriano, los microambientes en el biofilm
causados por diferencias en el pH, pCO2 o pO2 podrian también afectar la
eficacia de los compuestos antimicrobianos. ( por ej la actividad de macrolidos y
tetraciclinas estd comprometida a bajos pH mientras que los aminoglucésidos

dependen de la disponibilidad de oxigeno) (27)

El DNA extracelular en la matriz se ha reportado que neutraliza la actividad de los
antimicrobianos como la tobramicina mediante su capacidad de quelar de

cationes. (28)
Tolerancia fagocitica

Para que una bacteria persista en un ambiente hostil, como una infeccion, se
necesita proteccion de fagocitosis. Durante una infeccién, la primera respuesta a
una bacteria invasiva es via los componentes celulares de la defensa del huésped
innata, especialmente los polimorfonucleares. (36) Las bacterias planctonicas son

facilmente controladas por éstos fagocitos, mientras que el biofilm maduro parece



C)

proteger. Esta proteccion parece ser muy importante en infecciones cronicas ya
que todos los reportes muestran que la presencia de biofilms bacterianos
promueven el reclutamiento de polimorfonucleares, sin embargo ocurre un
fendmeno que se le ha reconocido como “ fagocitosis frustrada™. (37) Este
mecanismo pareciera ser tipo quimico, ya que la bacteria en el biofilm puede
producir compuestos que deshabilitan o inclusive matan a células como los
polimorfonucleares. La produccion de ramnolipido por P. aeruginosa en biofilms

es un ejemplo de esto tanto in vitro como en animales. (38)

Quorum sensing: un rasgo dependiente de la densidad es la comunicacion célula a
celula conocida como quorum sensing (QS), en el cual “quorum” se refiere al
minimo nimero de bacterias agregados dentro de un volumen especifico que se
requiere para llevar a cavo una “decision” para cambiar la expresion genética de

genes controladores del QS. (39)

Este mecanismo esta conectado con altas densidades celulares, que se encuentran
en los biofilms, aunque no de forma exclusiva. Las células no estdn enteradas
fisiologicamente de la presencia de densidad de otras bacterias, pero pueden
persistir la concentracion de moléculas de sefializacion que indican densidad
celular. Por lo tanto, las bacterias censan moléculas de sefalizacion que son
proporcionales a la densidad celular. Este principio es comun tanto en bacterias
gram positivas como gram negativas, aunque los mecanismos moleculares y de
sefializacion son diferentes. Particularmente, la regulacion de la produccion de

ramnolipido por P. aeruginosa se sabe que esta regulada por el QS. (40)

La tolerancia antibidtica también pareciera estar regulada por el QS, al menos en
parte, aunque el mecanismo completo no se conoce completamente. QS regula la

liberacion de DNA extracelular, el cual es un quelante de aminoglucésidos. (41)
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Papel del los biofilm en infecciones cronicas

Las infecciones cronicos tienen una progresion mas lenta comparada con las infecciones
agudas y sus sintomas por lo general son vagos. Son dificiles, en ocasiones imposible, de

curar con antibioticos.

Los biofilms tipicamente se encuentran involucrados en infecciones cronicas persistentes.
Numerosos estudios in vitro e in vivo demuestran que la causa de la mayoria de las

infecciones persistentes son agregados bacteriano o biofilms. (42)

Infecciones bacterianas cronicas relacionadas con formacién de biofilm incluyen:
osteomielitis, heridas cronicas, rinosinusitis, otitis media crénica, infecciones de tracto
urinario, tuberculosis, infecciones asociadas a insercion de cuerpos extrafios como

neumonias asociadas a ventilador. (43-47)

Métodos de medicion de formacion de biofilm

Existen varios métodos para la detecciébn de la produccion de biofilm. (48) A

continuacion se describen los métodos fenotipicos mas comdnmente usados.

1. Método de placa de cultivo de tejidos: Descrito por Christensen et al. (49), se
considera el estandar de oro para la deteccion de biofilm. Los organismos aislados de
placas de agar se inoculan en 10 mL de medio de caldo de soya trupticasa con 1% de
glucosa, se incuba a 37° C por 24 hrs. Posteriormente el cultivo se diluye 1:100 con
medio fresco. 96 Pozos individuales estériles con fondo plano se llenan con 200uL de
la dilucion de los cultivos. Los controles también se incuban y se agregan a los pozos.
Los pozos se incuban a 37 grados por 24 hrs. Posterior a incubacién, el contenido de
cada pozo se remueve de forma gentil, se lava con solucién salina fosfato 0.2mL 4
veces, esto remueve las bacterias flotando. El biofilm formado por las bacterias se
adhiere a los posos se fija con acetato sodico al 2% y tincion cristal violeta (0.1%).
Exceso de tincidn se remueve con agua desoxigenada y se deja secar los pozos. Pos
densitometria Optica se mide adherencia de biofilm con una longitud de onda 570 nm.
El experimento se realiza por triplicado La interpretacion se realiza por medio de los
criterios de Stepanovic et al. (50)
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Tablal. Interpretacion en la produccion de biofilm

Promedio valor en DO* Produccién de biofilm
< 2 x DO control Produccion nula o debil
2x DO control a < 4x DO control Produccién moderada
> 4x DO control Alta produccién

*DO Densidad optica.

2. Método Agar Rojo Congo: Descrito por Freeman et al. (51) , método cualitativo para
deteccidén de produccion de biofilm usando medio Agar Rojo Congo, el cual se
prepara con infusion corazon cerebro 37g/L, sucrosa 50g/L agar No 1 10g/L e
indicador rojo Congo 8g/L. Se incuba el organismo a 37° C por 24 hrs de forma
aerdbica. Colonias negras con una consistencia cristalina seca indican produccion de

biofilm. Se realiza en triplicado.

3. Método de tubo: Descrito por Christensen et al. (52) Método cualitativo en la
deteccion de biofilm. Se incuba el microorganismo estudiado en 10 mL de medio de
caldo de soya trupticasa con 1% de glucosa en tubos. Se incuba a 37°C por 24 hrs.
Posterior a incubacién, los tubos se decantas y lavan con sol salina buffer fosfato
(pH7.3) y se seca. Se tifien los tubos con cristal violeta (0.1%) El exceso de tincion se
lava con agua desionizada, Se secan los tubos y se invierte su posicion. Se considera
formacion de biofilm positivo cuando se visualiza una pelicula en la pared en el fondo
del tubo. La cantidad de biofilm formada se mide como 1- débil/ninguna, 2-moderada

y 3- alta/fuerte. El experimento se realiza en triplicado.

Otros metodos para la medicion de biofilm: ensayo bioluminiscente, sensor
piezoeléctrico, examinacion fluorescente microscopica. Algunos estudios han reportado
una relacion entre la formacién de biofilm reportada por la prueba en placas de
microtitulacion o de 96 pozos y la realizada por microscopia epiflourescente, sugiriendo

que el primero puede ser usado como un meétodo simple en la evaluacion de formacion de

12



biofilm .

En un estudio realizado por Afreenish Hassan et al en Pakistan (48) donde se comparan
los diferentes métodos fenotipicos de medicion de biofilm en 110 aislamientos de S
epidermidis, E coli, K pneumoniae, S aureus, E faecalis y P aeruginosa. Se concluye que
el mejor método es el de 96 pozos, seguido por el método de tubo con una sensibilidad
del 73% vy especificidad del 92% ( VPP 94% VPN 66%) y por altimo el Método de Agar
Rojo Congo, con una sensibilidad de solo 11% especificidad del 92% ( VPP 73% VPN
37%)

Tratamiento

Las infecciones con biofilm no pueden ser tratadas de la misma manera que las
infecciones agudas. El tratamiento mas eficiente para este tipo de infecciones es remover

el area infectada o parte del cuerpo.

Las dos estrategias para prevenir o suprimir las infecciones bacterianas con biofilm son:
(A) tratamiento antibidtico agresivo temprano antes de que el biofilm se forme , (B)
tratamiento antibidtico supresivo crénico una vez que el biofilm esta establecido. Si no
puede ser removido fisicamente; la administracion de antibidticos para tratar los biofilms
demandan la combinacién de diferentes tipos de antibioticos ( diferentes mecanismos de
accion, subpoblaciones y penetracion) en altas dosis y por un periodo de tiempo
extendido ya que los mecanismos de resistencia convencionales contribuirdn a los

mecanismos de resistencia intrinsecos en el biofilm. (53)

Futuras direcciones en la investigacién de biofilm

Una de las grandes dificultadas en el tratamiento de infecciones que producen biofilm se
genera de la falta de entendimiento de las caracteristicas de crecimiento del biofilm.
Hasta ahora, no se han realizado investigaciones que examinen las caracteristicas
fenotipicas de todo el ciclo de crecimiento en patdgenos bacterianos formadores de
biofilm. Entender como y cuando tratar infecciones en biofilm requiere el conocimiento
de si la poblacion bacteriana es de un solo fenotipo o de varios. Si se demuestra que

existen fenotipos separados, el tratamiento antibidtico puede no ser efectivo contra la

13



infeccion entera, dejando atrds células que recolonizan y debilitan al huésped. La
presencia de estas subpoblaciones celulares ha sido descrita por Lewis y sus
colaboradores los cuales refieren a esta bacteria resistente como “ células persistentes”.
(54, 55) Se han sugerido un sin numero de explicaciones sobre la marcada resistencia en
estas células persistentes, incluyendo mutaciones o alteraciones en la maquinaria celular

responsable de la muerte celular programada o apoptosis. (56)

El futuro de estrategias en el tratamiento de infecciones en biofilm parece descansar
combatir puntos especificos Unicos en las caracteristicas del biofilm, ya sea en
combinacion con antibidticos convencionales o regimenes ajustados de tratamiento para

erradicar biofilm en infecciones cuando son mas susceptibles a antibioticos.
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JUSTIFICACION

« El A. baumannii es una bacteria que en los ultimos afios se ha reportado como una
de las méas importantes en el ambito intrahospitalario asociada a brotes, con una

tasa de resistencia elevada y con respuesta variable al tratamiento.

* En el hospital General Gea Gonzéalez existe una tasa elevada de infecciones

nosocomiales secundarias a A. baumannii.

» La produccion de biofilm por algunas bacterias se ha asociado con una respuesta

menor a tratamiento, con mayores tasas de recidiva y de morbi-mortalidad.
PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La cantidad de produccién de biofilm por A. baumannii MDR es un factor que puede
determinar la persistencia de dicho microorganismo en pacientes infectados y

desencadenar mayor mortalidad?
OBJETIVOS
Primario

Cuantificar la produccion de biofilm en cepas de A. baumannii Multidrogo-resistentes y

correlacionarla con la mortalidad

Secundario

Evaluar si la alta produccion de biofilm se asocia a persistencia en cultivo
HIPOTESIS

La produccion elevada de biofilm en cepas de A. baumannii MDR es un factor asociado a

mayor mortalidad y persistencia en cultivo.

15



MATERIAL Y METODOS
Estudio descriptivo, observacional, transversal, homodérmico, unicéntrico retrospectivo.

Se trata de un estudio retrospectivo realizado en el Hospital General Dr Manuel Gea
Gonzalez donde se analizaron todas las cepas de Acinetobacter baummannii multidrogo-
resistente; definido como resistencia a aminoglucosidos, cefalosporinas de tercera
generacion y carbapenémicos, en un periodo de enero del 2011 a septiembre del 2011. La
identificacion y susceptibilidad se realizd por medio del sistema automatizado MicroScan
Walkaway®.

Se evaluo la produccion de biofilm por medio de un ensayo en microplaca de 96 pozos el

cual se realiz6 de la siguiente manera:

Del cultivo inicial se realizdé una dilucion de 1:100 en el medio BHI_TT y se tomaron
100p, se transfirieron por triplicado a una microplaca de polivinil de 96 pozos de fondo
en “U”. Se incubaron a 37 ° durante 48 horas, una vez transcurrido este tiempo se
removieron las células planctdnicas mediante decantacion y se realizaron tres lavados
sumergiendo la microplaca en agua destilada estéril. Después se removié el excedente de
colorante mediante dos lavados. A la microplaca se le agregé 200ul de etanol al 95%
durante 15min a temperatura ambiente. Finalmente se transfirié 125ul de etanol y el
biofilm tefiido a otra microplaca estéril de fondo plano en donde se efectu6 la lectura en
espectrofotometro a una densidad Optica de 630nm de absorbancia, con la finalidad de
evidenciar la formacion de biofilm. Se incluyé como cepas control la E. coli DH5 alfa

como productor débil y la P. aeruginosa 27853 como productor fuerte.

Figura 2. Controles: positivo Pseudomonas aeruginosa 27853 ( izquierda); negativo
Escherichia coli DH5 alfa.
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De acuerdo a la cantidad de produccion de biofilm se clasifico como alta produccion de
biofilm niveles iguales o mayores al 60%, y baja produccion de biofilm niveles menores
al 60%.

Se obtuvieron datos demogréficos, clinicos y microbiol6gicos de los pacientes infectados

de forma retrospectiva por medio del expediente clinico.

Las variables analizadas fueron las siguientes: sexo, edad, peso, talla, indice de masa
corporal, insuficiencia hepética, enfermedad autoinmune, insuficiencia renal crdnica,
diabetes mellitus, inmunosupresion, ingreso hospitalario previo, fecha de ingreso y
egreso, dias de estancia intrahospitalaria, dias de estancia previo a infeccion por A.
baumannii, diagndstico de ingreso, admision a terapia intensiva, dias de estancia en
terapia intensiva, uso de aminas vasopresoras, dias de uso de aminas vasopresoras,
ventilacion mecénica invasiva, dias de ventilacion mecénica invasiva, traqueostomia,
intervencion quirargica, dialisis peritoneal o hemodialisis, signos vitales al ingreso y al
momento de la infeccion, laboratorios generales al ingreso y al momento de la infeccion,
presencia de falla organica multiple o insuficiencia renal aguda, fecha de cultivo, origen
de cultivo, otros aislamientos, nuevos cultivos positivos, uso de antibidticos previos,

tratamiento posterior a cultivos, muerte.

Se efectud un andlisis descriptivo y bivariado de la informacion. Se compardé a los
pacientes infectados de cepas con alta produccion de biofilm vs pacientes infectados con
cepas de baja produccion. Para variables cualitativas se utilizé Chi cuadrada o prueba
exacta de Fisher, segun fuera el caso. Para variables cuantitativas se utilizd T student o
Mann Whitney, de acuerdo a la distribucion de las variables. Se tomo como valor

estadisticamente significativo una p menor a 0.05 .
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RESULTADOS

Se analizaron 38 cepas de A. baumannii MDR de 26 pacientes hospitalizados; 26 de
cultivo inicial y 12 de cultivo subsecuente (tabla 2 y 3). Fueron analizadas por medio del
equipo automatizado MicosScan Walkaway®. Todas las cepas presentaron formacion de
biofilm, con una media de 0.167 OD (min 0.044 - max 0.459); se dividieron las cepas de
acuerdo a la capacidad de produccion comparada con el control positivo y negativo, se
definié como alta produccién de biofilm aquellas cepas con formacion de 60% o mas y
baja produccién aquellas con menos del 60% de formacion de biofilm; 7 cepas (18%)
fueron altos productores de biofilm in vitro. Los sitios de aislamiento fueron: secrecion
bronquial (25), hemocultivos (1), liquidos bioldgicos estériles (3); dos de ellos de
cavidad abdominal y uno de liquido sinovial, liquidos bioldgicos no estériles (9). (Figura
3). Dos pacientes presentaron diferentes sitios de aislamiento; uno de ellos de secrecién
bronquial y hemocultivo; el segundo de secrecion bronquial y liquido biolégico no

estéril.

Figura 3. Cepas analizadas y su distribucion en cuanto a sitio de aislamiento.

Se analizaron 38 cepas

de A. baumannii MDR de 26
pacientes

26 de cultivo inicial

12 de cultivo subsecuente

25 (65.7%) 9 (23%) 3(7.8%) 1(2.6%)
Secresion bronquial liq Biolégico no lig. Biolégioco Hemocultivo
esteril estéril

18




El 100% de las cepas aisladas con alta produccion de biofilm se obtuvieron de cultivo de
secrecion bronquial, presentado diferencias estadisticamente significativas, comparado
con un 42% aisladas del mismo sitio en pacientes infectados por cepas de baja

produccion.

Se obtuvieron datos epidemioldgicos, clinicos y microbioldgicos de forma retrospectiva
a través del expediente clinico, 1 de los pacientes no fue posible analizar el expediente; el
analisis univariado se muestra en la tabla 1. 50% de ellos eran hombres, con una edad
media de 45 afios, 1 con insuficiencia hepatica CHILD A, 4/25 (16%) con Diabetes
Mellitus tipo 2, 1 (4%) con inmunosupresion por VIH, 2 con cardiopatia (8%), 4 con
otros padecimientos cronicos. 5/25 pacientes (20%) tenian admision hospitalaria previa
en el ultimo afo.

La media de dias de estancia intrahospitalaria fue de 31.88; siendo mayor en pacientes
infectados por cepas de alta produccion de biofilm (p = 0.013), sin embargo al evaluar los
dias de estancia desde el inicio de la infeccion no se mostraron diferencias significativas (
20 vs 14 p=0.396).

Catorce pacientes (53%) estuvieron internados en algin momento en el servicio de
terapia intensiva, de los cuales 6 eran pacientes con infeccion por cepas de alta
produccion y 8 de cepas de baja produccion. 12 de ellos se infectaron durante su estancia
en terapia, los 2 que se infectaron fuera de la estancia eran pacientes con baja produccion
de biofilm. Los pacientes con infeccion por cepas de alta produccion de biofilm
presentaron mas dias en este servicio comparado con los pacientes con Acinetobacter de
baja produccidn de biofilm ( p = .001);

El 80% de los pacientes recibieron ventilacibn mecanica invasiva; de los cuales
7/7(100%) eran los infectados por cepas de alta produccion y 13/19(47%) eran pacientes
infectados por cepas de baja produccion, sin diferencias estadisticamente significativas;
sin embargo los pacientes con cepas de Acinetobacter con alta produccion estuvieron mas

dias bajo ventilacion mecanica invasiva (35 vs 9, p=0.011). A 10 pacientes se les realizo
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traqueostomia (40%); 4 pacientes con infeccion por cepas de alta produccion , sin

diferencias significativas.

Todos los pacientes con infeccidn por cepas altamente productoras de biofilm recibieron
aminas vasopresoras con diferencias estadisticamente significativa al compararlo con los

pacientes de baja produccion. (p= 0.01), con una media de 14 dias vs 3.7 dias (p= 0.008).

El 80% de los pacientes fueron intervenidos quirdrgicamente, sin presentar diferencias
comparando el grupo de pacientes infectados por alta vs baja produccion de biofilm.
24/25 pacientes (96%) recibieron 3 0 mas antibioticos previo al aislamiento de
Acinetobacter. Se observo de forma significativa que aquellos pacientes que recibieron
aminoglucoésidos tenian mas riesgo de presentar cepas con alta formacion de biofilm.
(p=0.028 OR 9.37 (1C95% 1.2-67.6).

Once pacientes (42.31%) recibieron tratamiento adecuado posterior a aislamiento, se
mostro una tendencia ( p=0.095) de que los pacientes con cepas de alta produccion de
biofilm recibieran mas frecuente un tratamiento adecuado comparado con aquellos

pacientes que presentaron cepas de baja formacién.

El tiempo medio de infeccidn por Acinetobacter desde la admision hospitalaria fue de 21
dias en los pacientes infectados por cepas de alta produccién vs 12 dias en pacientes

infectados por cepas de baja produccion ( p=0.02).

Diecisiete de los pacientes (25%) presentaron otros aislamientos microbioldgicos ademas
de Acinetobacter, sin embargo no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la
cantidad de produccion de biofilm en las cepas analizadas. Las bacterias aisladas mas
frecuentes fueron S. aureus ( dos de ellos oxacilina resistente) , E coli BLEE, S
epidermidis. Klebsiella pneomonie, Pseudomonas aeruginosa y Burkhordelia cepasea.

Diez de ellas aisladas en secrecion bronquial.
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Los pacientes con infeccion por cepas de alta produccion de biofilm presentaron en el
71% persistencia en cultivo comparado con el 15% de los pacientes infectados por cepas

de baja produccion de biofilm ( p=0.014)

42% de los pacientes fallecieron, todos excepto uno con diagnostico de neumonia
asociada a ventilacion. El 85% de los pacientes infectados por cepas de alta produccion
de biofilm comparado con el 26% de los pacientes infectados por cepas de baja
produccion ( p=0.021)
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Tabla 2. Caracteristicas de los pacientes con infeccién por cepas de Acinetobacter
baumannii alta y baja productoras de biofilm

Variable Total de Alta produccion Baja Valor de
pacientes de biofilm produccion de P
(n=26) (n=7) biofilm (n=19)
Sexo- n (%) 1.00
Hombre 13 (50%) 3(42%) 10(52%)
Mujer 13(50%) 4(57%) 9(47%)
Edad -media(ds) 45(20) 45(20) 45.7(23) 0.941
Comorbilidades-n(%) 0.656
Si 11/25(44%) 3(42%) 11(61%)
No 14/25(56%) 4(57%) 7(38%)
Ingreso previo-n(%) 5/25 (20%) 2 (28%) 3(16%) 0.597
Dias de estancia 31.88 (18.5) 41.85 (20.5) 28 (16.7) 0.013
intrahospitalaria-
media (ds)
Servicio terapia 14/25(53%) 6(85%) 8(42%) 0.081
intensiva-n(%)
Dias estancia terapia 23 (18.9) 36(20.7) 14(11.4) 0.001
intensiva. Media(ds)
Uso de aminas 15/25(60%) 7(100%) 8(44%) 0.04
vasopresoras-n(%)
Ventilacion mecanica  20/25(80%) 7(100%) 13 (72%) 0.274
invasiva-n(%)
Dias en VMI- 17(18.5) 35.7(23.1) 9.7(9.6) 0.011
media(ds)
Intervencion 20/25(80%) 5(71%) 15(83%) 0.597
quirurgica-n(%)
Antibidtico previo
Beta lactamico 23/25(92%) 6(85%) 17(94%) 0.490
Aminoglucésido 9(26%) 5(71%) 4(21%) 0.028
Quinolonas 5(19%) 2(28%) 3(15%) 0.588
Macrolidos 1(3%) 0(0%) 1(5%) 1.00
Otros antibidticos 19(73%) 6(85%) 13(68%) 0.629
Antibiético adecuado
post-cultivo n(%) 11(42%) 5(71%) 6(31%) 0.095
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Tabla 3. Desenlaces en pacientes infectados por cepas con alta y baja produccion de

biofilm.
Variable Total de Alta producciéon Baja Valor de
pacientes de biofilm produccion de P
(n=26) (n=7) biofilm (n=19)

Dias a cultivo 15.16(8.35) 21(10.31) 12(6.43) 0.02

positivo-media

(ds)

Biofilm OD- 0.167 (0.116) 0.326(0.83) 0.108(0.56) 0.0001

media(ds)

Origen cultivo

n(%)
Liq biolégico 12 (46 %) 1(14%) 11(57%) 0.081
Sec bronquial 15(57%) 7(100%) 8(42%) 0.010
Hemocultivos 1(3%) 0 (0%) 1(5%)

Otros

aislamientos 17(25%) 6(85%) 11(61%) 0.362
Stafilococo

aureus 5(19%) 1(14%) 4(21%)
Pseudomonas

aeruginosa 3(11%) 1(14%) 2(10%)

Persistencia de 8(30%) 5(71%) 3(15%) 0.014

cultivo

Mortalidad 11(42.31%) 6(85%) 5(26%) 0.021

Mortalidad 10(40%) 6(85%) 4(22%) 0.007

atribuible
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Figura 4. Mortalidad en pacientes infectados por A. baumannii de acuerdo a

cantidad de produccion de biofilm
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DISCUSION

En décadas recientes, se ha observado un incremento importante de infecciones por A.
baumannii a nivel hospitalario, con tasas de resistencia elevadas. (57) La formacién de
biofilm es una caracteristica importante que se ha considerado como una estrategia que
utiliza la bacteria para sobrevivir, con implicaciones en la patogenicidad, la cual de
acuerdo a la evidencia epidemioldgica, juega un papel importante en las enfermedades
infecciosas por Acienetobacter en pacientes con fibrosis quistica, periodontitis,
bacteremias e infecciones de vias urinarias, por su habilidad de permanecer en
dispositivos médicos. (4, 24, 58) De acuerdo a esto en este estudio se evalud la
produccion de biofilm por A. baumannii y su asociacién con mortalidad y persistencia en

cultivos.

De manera similar a reportes previos (59), todas las cepas de A. baumannii formaron
biofilm , sin embargo, la cantidad fue variable. Se observé mayor produccion en cepas
aisladas de secrecion bronquial, lo cual probablemente favorecido por la presencia de

tubo endotraqueal.

El aislamiento microbioldgico en los pacientes con cepas con alta formacion de biofilm
se realiz6 de forma mas tardia, lo cual podria estar favorecido por la presencia de un
biofilm maduro. Se han descrito diferentes etapas en la formacién de biofilm; en etapas
tempranas se genera un biofilm labil, mientras que a medida que se completa el proceso
se produce un biofilm maduro més dificil de erradicar. Wroblewska, et al. (60) sugieren
que la habilidad de la cepa de formar biofilm puede ser tiempo dependiente; presenta dos
casos de infeccion por Acinetobacter, donde se realiz6 cultivo seriado al mes y a los 5

dias, mostrando mayor produccion de biofilm en el segundo cultivo.

El uso previo de aminoglucésidos se relaciond con cepas de alta produccion de biofilm.
Rodriguez-Bafio et al. (61), en un estudio de 92 cepas de A. baumannii reporté el mismo
hallazgo, al parecer el uso de este tipo de antibidtico ejerce una presion de seleccion

diferente en la formacion de biofilm, independientemente de la susceptibilidad in vitro.
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Las especies de A. baumannii con alta produccion de biofilm se asociaron a persistencia
en el cultivo. Se ha reportado formacién de biofilm en microorganismos que causan
infecciones relacionadas a dispositivos y/o infecciones cronicas siendo extremadamente
dificiles de erradicar; Hall-Stoodley et al. (62) demostraron la presencia de biofilm en
muestras de superficie mucosa de nifios con otitis crénica supurativa, Bjarnsholt et al.
(63) evaluaron la orientacion y distribucién de Pseudomonas aeruginosa en zonas de
vias aéreas superiores e inferiores en pulmones de pacientes con fibrosis quistica con
infeccion cronica por este microorganismo, demostrando que todas las colonias
bacterianas estaban embebidas en un moco espeso en la zona de conduccion ( vias aéreas
superiores) explicindolo como un “reservorio” donde la bacteria se organiza en biofilm
mucoso, protegida contra defensas del huésped y agentes antimicrobianos.

Se ha atribuido al biofilm formado por S. aureus como uno de los factores mas
importantes en el desarrollo de formas cronicas de osteomielitis. (64)

Se han dado varias explicaciones por lo que las infecciones dificiles de erradicar se asocia
a biofilm; secundario a menor susceptibilidad a agentes antimicrobianos, por arquitectura
tridimensional del biofilm con varias capas, disminucién en la tasa de crecimiento
bacteriano y por capacidad de neutralizar a algunos agentes antimicrobianos. Stewart et
al. (65) demostraron la presencia de areas dentro del biofilm con bacterias en fase
estacionaria o inclusive “dormida”. Lo cual minimiza el efecto de la mayoria de los
antibidticos al actuar justo en las fases en crecimiento bacteriano. (28) Mulcahy et al
demostraron la propiedad de quelar del DNA extracelular en la matriz de cepas de
Pseudomonas aeruginosa Yy neutralizar la actividad de antimicrobianos como
tobramicina. Leid et al estudiaron in vitro la interaccion de leucocitos humanos en
biofilms de 2 dias ( tempranos) y de 7 dias ( maduros) de S. aureus en condiciones
dindmicas y estaticas, demostraron que los leucocitos son capaces de penetrar el biofilm
pero incapaces de fagocitar la bacteria presente en el biofilm, lo cual siguiere la presencia
de otro mecanismo que inhibe la funcion normal del leucocito. Alhede et al. (38)
demostraron que Pseudomonas aeruginosa utiliza un sistema de comunicacion quérum
sensum para causar una respuesta agresiva al producir factores de virulencia, como

ramnolipidos, los cuales se unen al biofilm formando un escudo mortal el cual mata a los
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polimorfonucleares al contacto. Kownatzki et al. (66) demostraron que el esputo de los
pacientes con fibrosis quistica infectados por Pseudomonas aeruginosa contenia

ramnolipidos y su alta concentracion correlacionaba con pobre estado clinico.

Los pacientes infectados con alto biofilm presentaron mayor mortalidad, secundario a
neumonia asociado a ventilador. En la literatura solo existe un estudio donde ser
correlaciono la presencia de biofilm en Acinetobacter con mortalidad; Rodriguez-Bafio et
al. (61) evaluaron 92 cepas de A. baumannii en una cohorte multicéntrica donde reportan
una tendencia no significativa de menor mortalidad en pacientes infectados por cepas de
alta produccion de biofilm. Sin embargo los reportes en Pseudomonas aeruginosa
sugieren que la produccion de biofilm es un factor de importante de patogenicidad, lo
cual permite a la bacteria por medio del sistema regulatorio quirum sensing aumentar
transcripcion de factores de virulencia, generando falta de erradicacion y mayor dafio

tisular. (67) Se requieren mas estudios para corroborar los hallazgos.

La ventilacion mecéanica invasiva continua siendo una de las causas principales de morbi
y mortalidad en pacientes en estado critica. Dado el papel que puede tener el tubo
endotraqueal en la introduccion de infeccion a los pulmonares, se han realizado varias
investigaciones con respecto al uso de tubos endotraqueales hechos con materiales que
resisten la formacion de biofilm microbiano. Olson et al. (68), demostraron que los tubos
endotraqueales cubiertos de plata reducen el riesgo de neumonia asociada a ventilacion
en modelos animales. Kollef et al. (69) demostraron que , en pacientes intubados por 24
horas 0 mas, los tubos endotraqueales cubiertos de plata, disminuyen significativamente
la tasa de neumonia asociada a ventilador confirmada microbiol6gicamente comparado
con pacientes entubados con tubos no cubiertos de plata. Sin embargo no se ha
estandarizado el uso de estos tubos endotraqueales ya que su costo es casi de 10 a 20
veces mas que el tubo no cubierto de plata. Recientemente se ha demostrado que tubos
endotraqueales cubiertos por combinacion de antisépticos llamada Gardina y Gendina
protegen contra colonizacion de bacterias formadoras de biofilm, siendo mas efectivos
que aquellos cubiertos por plata. (70) Sin embargo se requieren mas estudios para

corroborar dichos hallazgos.
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Las limitaciones del estudio es que es retrospectivo, por lo tanto no fue posible distinguir
claramente entre infeccion y colonizacién; la toma de cultivos subsecuentes, la eleccion
del tratamiento, dosis y tiempo no fue estandarizada sin a juicio del médico tratante; el

numero de pacientes estudiados fue limitado, lo cual no permitio realizar un analisis

multivariado
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CONCLUSIONES

Todas las cepas de A. baumannii fueron capaces de producir biofilm in vitro, sin embargo
la cantidad fue variable. Esto puede ser un mecanismo de patogénesis importante sobre

todo en pacientes con neumonia asociada a ventilador.

Las cepas con mayor produccion de biofilm se identificaron de forma mas tardia
comparado con las cepas de baja produccidn, lo cual podria estar relacionado a las etapas

en la formacion de biofilm.

El uso previo de aminoglucdsidos se asocio con cepas de alta produccion de biofilm. Lo
cual pareciera ser secundario a presion de seleccion, independientemente de la

susceptibilidad a dicho farmaco.

Las especies de A. baumannii con alta produccion de biofilm se asociaron a persistencia
en el cultivo y mayor mortalidad, particularmente en pacientes con neumonia asociada a

ventilador.

Se requieren mas estudios para definir el papel del biofilm en la patogenia de A.
baumannii, asi como definir el uso de tubos endotraqueales cubiertos de plata o
antisépticos como medida costo-beneficio en la disminucién de colonizacion e infeccion

por bacterias productoras de biofilm.
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