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RESUMEN

La resistencia bacteriana se ha incrementado con el paso del tiempo debido al
uso indiscriminado de antibiéticos, o que ha ocasionado que las infecciones
causadas por bacterias resistentes sean asociadas con una elevada
mortalidad. Acinetobacter baumannii es considerado un patégeno critico segun
la Organizacion Mundial de la Salud, debido a su multidrogo resistencia y a su

frecuente asociacién con infecciones nosocomiales.

El presente estudio tuvo como objetivo aislar y caracterizar bacteriéfagos
obtenidos de aguas residuales de un Hospital Materno Infantii de Lima
Metropolitana, asi como evaluar su actividad frente al biofilm de A. baumannii
multidrogo-resistente. A partir de las muestras recolectadas se aislé un
bacteriéfago denominado vB_Aba, evidenciando la viabilidad de esta matriz. El
fago mostré actividad litica frente a cepas de A. baumannii

multidrogo-resistente, y fue cuantificado por el método de doble capa.

En los ensayos de estabilidad fisicoquimica, el bacteri6fago mostré estabilidad
térmica a 50 °C, mientras que a 60 °C y 70 °C se observé una disminucion
marcada de su viabilidad. Asimismo, presentd6 mayor estabilidad a pH neutro,
conservando también su estabilidad en condiciones ligeramente acidas y
alcalinas. La exposicion a radiacion ultravioleta evidencié una relacién inversa
entre el tiempo de exposicion y viabilidad del bacteri6fago, alcanzando su

inactivacién completa tras pocos minutos.

Finalmente, el bacteriéfago vB_Aba demostré una marcada actividad disruptiva
frente al biofilm maduro de A. baumannii multidrogo-resistente, alcanzando

porcentajes de reduccién cercanos al 99 % en comparacion con el control.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, bacteriéfago, biofilm, multidrogo

resistencia, aguas residuales.



ABSTRACT

Bacterial resistance has increased over time due to the indiscriminate use of
antibiotics, resulting in infections caused by resistant bacteria being associated
with high mortality rates. Acinetobacter baumannii is considered a critical
pathogen by the World Health Organization (WHQO) because of its multidrug

resistance and frequent association with healthcare-associated infections.

This study aimed to isolate and characterize bacteriophages obtained from
wastewater from a maternal and child hospital in Metropolitan Lima, Peru, and
to evaluate their activity against multidrug-resistant A. baumannii biofiims. A
bacteriophage designated vB_Aba was isolated from the collected samples,
demonstrating the suitability of this wastewater matrix as a source of
bacteriophages. The phage exhibited lytic activity against multidrug-resistant A.
baumannii strains, and its titer was determined using the double-layer agar

method.

In physicochemical stability assays, the bacteriophage remained stable at 50
°C, whereas a marked decrease in viability was observed at 60 °C and 70 °C. It
also exhibited greater stability at neutral pH while maintaining stability under
slightly acidic and alkaline conditions. Exposure to ultraviolet (UV) radiation
revealed an inverse relationship between exposure time and bacteriophage

viability, with complete inactivation occurring after only a few minutes.

Finally, bacteriophage vB_Aba exhibited marked disruptive activity against
mature multidrug-resistant A. baumannii biofilms, achieving biofilm reduction

rates close to 99% compared with the control.

Keywords: Acinetobacter baumannii, bacteriophage, biofilm, multi-drug

resistance, wastewater



INTRODUCCION

I.1. Planteamiento del problema

La resistencia bacteriana representa un importante problema de salud
publica a nivel global pues las enfermedades infecciosas comunes
dejan de responder ante los antibidticos convencionales (1), generando
un incremento de la estancia hospitalaria del paciente, la adquisicion de
antibiéticos mas costosos y una elevada mortalidad de los pacientes
principalmente hospitalizados (2). Esta se presenta a menudo en las
Infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS), generando
neumonias adquiridas en el hospital, infecciones del tracto urinario y
bacteriemia (3), afectando principalmente a pacientes
inmunocomprometidos y hospitalizados (4). En los hospitales, estos
patdbgenos estan expuestos a agentes estresantes que les permiten
generar mecanismos para subsistir, donde pueden adquirir multiple
resistencia a antibioticos (5,6). Por otro lado, la resistencia bacteriana
puede estar determinada por factores socioeconémicos como la
frecuencia, tipo y uso indiscriminado de antibioticos, asi como su
aplicacion en la industria alimentaria y vegetal y su presencia ambiental
(1,7).

Debido a esta problematica, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) clasifico las bacterias de mayor amenaza a la salud humana en
tres categorias, basandose en la urgencia de desarrollar nuevos
antibidticos para enfrentarlas (7,8). Acinetobacter baumannii pertenece
a la categoria de prioridad critica debido a que presenta cepas
multidrogo-resistentes (MDR), resistentes a los carbapenémicos, que
causan enfermedades infecciosas complicadas (1,9). Las infecciones
generadas por esta bacteria solian ser tratadas con antibiéticos como
ampicilina, gentamicina, carbenicilina o acido nalidixico; pero debido a
su pérdida de eficacia, actualmente se opta por administrar
carbapenémicos, aminoglucosidos, cefalosporinas de amplio espectro
o0 combinaciones de inhibidores de la betalactamasa con un antibiético
(10).
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Los mecanismos de resistencia que desarrolla A. baumannii incluyen la
modificacion de la diana terapéutica, presencia de bombas de eflujo
multiples, degradacién enzimatica de farmacos, etc. (11). Sin embargo,
el desarrollo de biofilms le proporciona cien veces mas resistencia a los
antibidticos en comparacion con las bacterias planctonicas (12) por lo
que la infeccién por bacterias formadoras de biofilm puede mantenerse
posterior al uso de antibidticos (13). Ademas, A. baumannii puede
formar biofilms en superficies bidticas y abioticas, por ejemplo, en
dispositivos médicos como los respiradores artificiales que pueden

infectar al paciente mediante su uso continuo (11,12).

Es por ello que las aguas residuales hospitalarias se vuelven de gran
interés en esta investigacion, pues constituyen un gran reservorio de
microorganismos donde se hallan bacterias patdgenas resistentes y
ocurre una transmision horizontal de genes de resistencia (14), ademas
de haberse encontrado agentes biolégicos que sirvan de alternativa

terapéutica como bacteriéfagos (15).

Por lo desarrollado anteriormente, se plantea la siguiente pregunta de
investigacion: ¢los bacteriofagos aislados a partir de aguas residuales
de un Hospital Materno Infantil de Lima Metropolitana presentaran

actividad disruptiva frente al biofilm de A. baumannii MDR?
1.2. Objetivos
.2.1. Objetivo general

Evaluar la actividad disruptiva de bacteriéfagos obtenidos de
aguas residuales de un Hospital Materno Infantili de Lima

Metropolitana frente al biofilm de cepas de A. baumannii MDR.
.2.2. Objetivos especificos

1. Aislar bacteriéfagos a partir de aguas residuales hospitalarias,

con actividad litica frente a cepas de A. baumannii MDR.
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2. Caracterizar los bacteriofagos aislados mediante la evaluacion
de su estabilidad térmica, tolerancia a variaciones de pH vy

exposicion a la luz ultravioleta (UV).

3. Determinar la actividad disruptiva de los bacteriéfagos
aislados, a diferentes concentraciones, sobre el biofilm

maduro de A. baumannii MDR.
1.3. Importancia y alcance de la investigacion (justificacion)

Segun la OMS, la resistencia a los antimicrobianos se ha convertido en
una de las principales amenazas globales para la salud. Las bacterias
resistentes muestran una alta incidencia de infecciones en el tracto
urinario, en la sangre y a nivel gastrointestinal (16). El Instituto Nacional
de Salud sefiala que la resistencia a los antimicrobianos ocurre de
manera natural, pero viene siendo acelerada por la automedicacion
causada por una falta de conciencia en la poblacion sobre la
resistencia bacteriana (17). Uno de los responsables es A. baumannii,
ya que la resistencia global a antibiéticos como los carbapenems
alcanzo el 54,3 % (1). En Peru, esta bacteria presenta una alta tasa de
infecciones, siendo asi que para el afo 2019, el porcentaje de A.
baumannii resistente a carbapenem en el Peru se hallé entre 50 y 60 %
(7,18).

A. baumannii MDR muestra gran relevancia clinica, pues a pesar de
que Pseudomonas aeruginosa también es una bacteria patégena
critica determinada por la OMS (1), la cantidad de infecciones por A.
baumannii MDR es muy superior a esta (10). Por otro lado, esta
problematica demostr6 gran relevancia durante la pandemia de
COVID-19, periodo en el cual se registraron brotes de infecciones
respiratorias secundarias asociadas al virus SARS-CoV-2, en los que
A. baumannii MDR se identific6 como un agente patégeno implicado
(19).

Frente a la gran problematica que representa A. baumannii MDR,

resurge la necesidad de utilizar a los bacteriéfagos (o fagos) como
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agentes terapéuticos (20). Los fagos tienen la capacidad de infectar a
bacterias especificas, donde pueden proliferar y generar lisis celular
(13). Algunos presentan baja especificidad (rango de hospedero mas
amplio) (21), y otros alta especificidad, los cuales tienen gran utilidad
terapéutica ya que infectan solo bacterias especificas que pueden estar
causando una infeccion, sin dafar otras células del paciente, por tanto,

no presentando efectos adversos (22).

Los fagos son virus ubicuos que se encuentran en donde haya
presencia de bacterias que le sirven de hospederas (22). Las aguas
residuales, como resultado de la actividad rutinaria en los mismos,
contienen restos organicos (como antibiéticos) e inorganicos, que las
vuelve el medio propicio para el desarrollo de bacterias MDR y fagos
(23).

Frente a lo expuesto, la resistencia de A. baumannii a los antibiéticos y
su capacidad para formar biofilm requiere vias alternativas para su
erradicacion. En este contexto, las aguas residuales hospitalarias
constituyen una matriz de interés para la busqueda y aislamiento de
bacteriéfagos con potencial actividad frente a A. baumannii MDR. El
estudio de estos bacteriéfagos permite explorar el potencial de esta
matriz como fuente de agentes con actividad antibiofilm, asi como
realizar estudios posteriores de secuenciacién genomica de los fagos
para evaluar su potencial terapéutico, permitiendo optimizar el
desarrollo de estrategias para el control y erradicacion del biofilm de A.

baumannii MDR.
I.4. Limitaciones de la investigacion

La presente investigacion encuentra limitaciones en la falta de acceso a
recursos como la microscopia electronica de transmisiéon, la cual
permitiria realizar una identificacion taxondmica del bacteriéfago
aislado, asi como visualizar la estructura del biofilm posterior a la accion

del bacteriéfago.

13



REVISION DE LA LITERATURA

I1.1. Marco teédrico

11.1.1. Acinetobacter baumannii

.1.1.1.

.1.1.2.

Generalidades

Esta bacteria taxonémicamente pertenece a la familia
Moraxellaceae y al género Acinetobacter. Es una
bacteria Gram-negativa, presenta morfologia de
cocobacilo, y sus colonias son de apariencia mucoide y
grisacea (2). No forma esporas, no tiene movilidad, es
catalasa positiva, oxidasa negativa, no fermentativa y

presenta metabolismo aerobio estricto (2, 24).

Es parte del grupo “ESKAPE”, donde estan incluidas
seis bacterias patdégenas con gran relevancia clinica por
la alta prevalencia de infecciones antibidtico-resistentes
(9,25).

Importancia clinica

La adquisicion de una infeccién por microorganismos
MDR como A. baumannii puede darse por el uso
reciente de antimicrobianos de amplio espectro, por la
reciente hospitalizacion mayor a 5 dias (26), uso de
catéteres o cirugia reciente. Se conoce su flujo en los
hospitales, sin embargo, hay informacion escasa de su

circulacion externa a estos (25).

Esta bacteria puede estar presente como parte del
complejo Acinetobacter calcoaceticus | Acinetobacter
baumannii (ACB), el cual es clinicamente relevante pues
afecta a pacientes en estado critco o a
inmunocomprometidos (25). Tiene la capacidad de
adherirse a superficies del ambiente hospitalario

(dispositivos médicos, almohadas, colchones, sabanas)
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11.1.1.3.

y sobrevivir a pesar de las condiciones adversas (2, 25).
Su ratio de mortalidad alcanza el 60 % en poblacion
vulnerable, donde se puede presentar neumonia y
bacteriemia (25), asi como meningitis, endocarditis, e

infecciones del tracto urinario (ITUs) (11,19).

Puede encontrarse y aislarse en el tracto respiratorio,
sangre, piel y heridas. Ademas, puede generarse una
infeccion secundaria con A. baumannii MDR en
pacientes infectados por SARS-COV-2, situacién
observada durante la pandemia de COVID-19 (19).

Mecanismos de resistencia antimicrobiana

e Inactivacion enzimatica de antibiéticos: Las
enzimas hidroliticas betalactamasas son la principal
defensa de A. baumannii contra los antibidticos
betalactamicos (24). Los genes AmpC B-lactamasa
y OXA-51 ofrecen actividad intrinseca pero limitada
contra estos antibidticos (2). Sin embargo, pueden
adquirir otros genes en sus plasmidos como los de
las betalactamasas clase D que codifican enzimas
contra los carbapenémicos (25). Por otro lado, se
presenta resistencia a los aminoglucosidos
mediante la produccion de enzimas modificadoras
de aminoglucésidos (AMEs), alterando un grupo
funcional y disminuyendo su afinidad por los
ribosomas (24).

e Bombas de eflujo: la sobreexpresion de bombas de
eflujo esta relacionada con la resistencia a multiples
antibiéticos; por ejemplo, AdeABC se relaciona con
los carbapenémicos, fluoroquinolonas y
aminoglucosidos. AbeS le confiere resistencia a

algunos macrdlidos (24).
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e Reduccion de la permeabilidad de la membrana
externa: El ingreso de los aminoglucésidos se ve
limitado por la pérdida de la permeabilidad de la
membrana (27).

e Modificacion del sitio diana: Se presenta debido a
mutaciones en las enzimas objetivas de estos
farmacos como las fluoroquinolonas, perdiéndose
afinidad por la ADN girasa y ADN topoisomerasa IV
(24). En el caso de los aminoglucdsidos, la
produccion de la enzima 16S ARNr metilasa alteran
el sitio de uniéon del aminoglucdsido a la subunidad
ribosomal (24). Las polimixinas pierden eficacia
cuando la bacteria genera fosfoetanolamina (PetN),
que se une al lipido A de la membrana externa y
altera su estructura (24).

e Transferencia horizontal de genes: se encontraron
genes de enzimas como las AMEs dentro de los
integrones de A. baumannii (24).

e Tolerancia asociada al biofilm: La resistencia a los
antimicrobianos es mil veces superior en los biofilms

que en bacterias planctonicas (19).

La resistencia a antibidticos puede presentarse de
forma natural o adquirida; la ultima puede ocurrir
mediante dos procesos: mutaciones en el ADN de la
bacteria durante la replicacion celular o mediante la
transferencia horizontal de genes, que incluye:
transformacién  (captura de ADN extracelular),
transduccion (inyeccion de ADN almacenado en un
fago) o conjugacion (transferencia del ADN a través de

poros en las bacterias) (8).
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11.1.1.4.

Factores de virulencia

e Produccién de biofilm y quorum sensing. El
biofilm es el principal factor de virulencia de A.
baumannii, pues le confiere resistencia a la
desecacion, a la respuesta inmune y a los
antibidticos (2,9). Las proteinas BapAb y el
exopolisacarido poli-B-1,6-N-acetilglucosamina
(PNAG) participan en la formacion de la matriz en
respuesta a las condiciones adversas (2). Su
formacion se ve regulada por el Quorum sensing
(que ocurre gracias a la transferencia horizontal de
genes), donde se encuentran involucradas las acil

homoserina lactonas (AHLs) (2,20).

e Capsula: esta compuesta por unidades compactas de

azucar que genera una barrera contra condiciones
adversas como sequedad, antimicrobianos 'y
respuestas inmunes como la fagocitosis; lo cual le
permite mayor persistencia e infecciones mas graves
(24,28).

Lipopolisacarido: Es el principal componente de la
membrana externa, y su antigeno O-polisacarido
puede promover la adherencia a las células
hospederas (24,28).

Porinas: La principal porina de membrana externa,
OmpA, esta involucrada en la invasién celular y
apoptosis, ya que se une a la superficie de la célula

hospedera e induce su muerte celular (24).

Motilidad: A. baumannii realiza una motilidad
espasmodica, que consiste en movimientos de
extensiéon y retraccién por medio de sus pili tipo IV

(12,19). Ademas, algunas cepas pueden desplazarse
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mediante una motilidad asociada a la superficie,
donde participan los pili tipo IV, el quorum sensing,

entre otros (24).

e Sistemas de adquisicion de hierro: Puede utilizar

sideroforos para el transporte de hierro (11) y posee
proteinas para la captura directa de hierro como FecA
y Fecl. Esta bacteria evade la calprotectina, una
proteina del sistema inmune que compleja metales
divalentes (24,29). Se ha demostrado que la
concentracion de hierro influye en la formacion de

biofilm y la resistencia a los antibiéticos (28).

11.1.2. Biofilms bacterianos

11.1.2.1.

11.1.2.2.

Caracteristicas y composicion del biofilm

Un biofilm bacteriano esta compuesto principalmente de
agua (hasta 97 %) (30) y de microorganismos que
producen una matriz de sustancia polimérica extracelular
(SPE): polisacaridos, lipidos, proteinas y acidos
nucleicos (19,30). La matriz de SPE permite la adhesion
entre células y a la superficie, la cual se modifica segun
las necesidades de la bacteria; ademas brinda
proteccion contra los agentes antimicrobianos,
desecacion, radiacion UV, alta presion y alta salinidad
(30,31).

Etapas del desarrollo del biofilm

Ocurre un contacto inicial reversible de las bacterias
planctonicas a la superficie bidtica o abidtica (ocurre una
adhesion mas rapida a superficies hidrofébicas como
plastico, que hidrofilica como acero inoxidable). Luego la
matriz de SPE fija la adhesion inicial, dando lugar a la

formacién de microcolonias.
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11.1.2.3.

11.11.2.4.

La maduracion del biofilm ocurre cuando se genera una
mejor estructura y se forma dependiente de la fuente de
nutrientes, donde ocurre la comunicacion entre bacterias
(19). También se generan espacios intersticiales que
funcionan como un sistema de transporte de agua y
nutrientes (19,31).

Las bacterias sésiles vuelven a entrar en modo movil
(proceso de dispersidon) debido a la escasez de
nutrientes, de oxigenacion, acumulacion de toxinas vy la
disolucion de su matriz debido a enzimas sacaroliticas
(12,19).

Factores que influyen en la formacion del biofilm

Las cepas clinicas de A. baumannii forman biofilms mas
fuertes que las cepas ambientales. El desarrollo de este
en una superficie abidtica favorece la resistencia
antibidtica y la expresion de factores de virulencia como
OmpA, pili tipo |, Bap, Omp CaO, entre otros (19). Por
otro lado, en una superficie bidtica requiere de pili

mediado por chaperona-acomodador (19,25).

La alta concentracion de nutrientes puede impedir la
formacion de biofilm, pues no favorece la competitividad

entre bacterias, necesaria para su agregacion (28).

Otros factores que intervienen son la temperatura,
osmolaridad, concentracion de hierro, luz, glucosa

(12,19), porosidad de la superficie (28), entre otros.
Relevancia clinica del biofilm de A. baumannii

El biofiim de esta bacteria se encuentra asociada con
infecciones relacionadas a los dispositivos médicos como
catéteres urinarios, catéteres venosos centrales y tubos

endotraqueales (32), asi como a condiciones
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inflamatorias crénicas como la prostatitis, cistitis, fibrosis
quistica, enfermedad pulmonar obstructiva y también
infecciones en la piel (33). La formacion de biofilm de
cepas clinicas es superior a la de las cepas ambientales
(28).

1.1.3. Bacteriéfagos

11.1.3.1.

11.1.3.2.

Generalidades

Los bacteriofagos (o fagos) fueron descubiertos por
Twort y d'Herelle en 1919, donde fueron brevemente
utilizados y desplazados por los antibidticos después de
1940 (34,35). Son los microorganismos que mas
predominan en el ecosistema, presentan una alta
especificidad a su hospedero, por lo cual no afecta a la
flora comensal (36), sin embargo, debido a que actuan
sobre receptores especificos, pueden verse limitados a
actuar sobre distintas cepas patdégenas (10). Suelen
medir 20-200 nm y presentan una capside que contiene

el genoma de ADN o ARN de una cadena o doble (37).
Mecanismos de infeccién

Los fagos principalmente presentan un ciclo de infeccidn
litica, que empieza con este adhiriéndose a la pared
celular y luego insertando su genoma, esta accidn
conduce a la sintesis de nuevos viriones que se
terminan liberando con la lisis de la bacteria (37). Por
otro lado, el ciclo lisogénico consiste en la incorporacién
del genoma del fago en el genoma bacteriano o en
plasmidos (38), denominandose profrago, sin generar
que la bacteria sea lisada y replicandose en sincronia
con el genoma Dbacteriano hasta que sea

desencadenado por estrés externo (37,39). Es posible
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11.1.3.3.

11.1.3.4.

convertir este ciclo lisogénico en litico removiendo los

genes involucrados en la lisogenia (38).
Factores que afectan a los bacteriéfagos

Los fagos pueden verse alterados por la luz ultravioleta,
pues inactiva particulas de los fagos, induce la fase
lisogénica, ralentiza el crecimiento de los fagos
sobrevivientes, estimula la recombinacion genética (40)
y presenta accion mutagénica (cambios en el ADN)
rompiendo bases de timina (41); algunos efectos son
reversibles (40). Los virus con un genoma mas grande y
de cadena doble son mas susceptibles a sufrir mayor

dafo por la mayor cantidad de bases objetivas (42).

La temperatura es un factor critico, pues mientras se
observard menor concentracion de fagos a altas
temperaturas por la modificacién de las proteinas del
fago (43); por otro lado, la estructura cristalina del hielo

destruye a los fagos a una temperatura bajo 0 °C (41).

Ademas, los fagos pueden verse afectados por el pH,
pues puede existir una disociacion de la capside por un

exceso de iones (41).

Por otro lado, la concentracién de iones como los de
calcio puede ser necesaria para la inyeccion del acido

nucleico en el huésped bacteriano (41).
Resistencia bacteriana a los fagos

La resistencia que se presenta a los bacteriéfagos es
menor que a los antibidticos (28). Entre los mecanismos
que los fagos presentan para generar resistencia se
encuentran las vesiculas de la membrana externa (VME)
actuan como la principal linea de defensa contra los

fagos, pues estos pueden inyectar su material genético
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en las vesiculas, impidiendo que ingrese al citoplasma y
se multiplique. También puede ocurrir la ruptura del
material inyectado o que la bacteria bloquee el receptor
por la sobreproduccion de exopolisacaridos o proteinas
de union (20,38).

I.1.4. Aguas residuales como reservorio de bacteriéfagos

Las aguas residuales presentan especial interés para la obtencién
de bacteridfagos, ya que reciben efluentes de distinta procedencia,
los cuales pueden contener una alta carga de diversos
microorganismos (37), asi como también sustancias organicas e
inorganicas propicias para la proliferacion de estos (23). Se
considera que las aguas residuales son uno de los principales
puntos de recepcidn y posesion de genes de resistencia antibiotica
debido a que contienen grandes cantidades de bacterias
resistentes que realizan una transferencia horizontal mediante la

conjugacion (2,21,37).

En un contexto hospitalario se evidencia gran presencia de
antibidticos, contribuyendo a que las bacterias adaptativas
desarrollen resistencia al verse expuestas a estos agentes (14).
Dado que la viabilidad de los bacteriéfagos depende estrictamente
de la presencia de su hospedero especifico, las aguas residuales
hospitalarias constituyen una matriz con una alta probabilidad de
aislamiento de fagos con actividad litica frente a A. baumannii
MDR (9,21,44).

I1.2. Antecedentes del estudio

Las enfermedades infecciosas son causadas por microorganismos con
la capacidad de infectar a un huésped y proliferar dentro del mismo,
afectando su estado de salud (45). Cuando la exposicion al
microorganismo genera una infeccion dentro de los centros de salud,
se les denomina nosocomiales (46), las cuales afectan principalmente

a pacientes inmunodeprimidos (4). La administracién de antibidticos de
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forma indiscriminada generd el desarrollo de cepas resistentes (26),
que podria traducirse en un mayor desarrollo de biofim como
mecanismo de supervivencia ante factores de estrés (35). Entre las
bacterias oportunistas productoras de biofim mas relevantes se

encuentran P. aeruginosa 'y A. baumanii (13).

Acinetobacter baumannii es una bacteria oportunista asociada a
infecciones nosocomiales debido al uso de dispositivos médicos,
siendo mas frecuente en pacientes hospitalizados que dependen de un
ventilador mecanico (46), por lo que durante mucho tiempo los
carbapenems fueron la terapia de primera linea para su tratamiento,
hasta que se observo el desarrollo de cepas resistentes (47). En Peru,
segun lo reportado por la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS) en el ano 2010, la resistencia que A. baumannii presentd a
meropenem fue de 51 %. Esta resistencia se encuentra asociada a
cepas MDR (47,48), lo cual se demostréo al realizar pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana frente a antibiéticos administrados en
hospitales, observandose resistencia a ciprofloxacino, cefepime,
amikacina (18,48), ceftriaxona, gentamicina, piperacilina- tazobactam,

imipenem, meropenem (48), ceftazidima y rifampicina (18).

Quispe et al. (45) evaluaron la prevalencia de A. baumannii MDR en el
Hospital Nacional Ramiro Priale Priale, Huancayo, durante el periodo
2012 a 2019. Evidenciaron una prevalencia de A. baumannii MDR de
mas del 90 % durante los ultimos tres afios abordados en el estudio;
hallando una prevalencia de 0,5 % de cepas extensamente resistentes
(XDR), dentro de las cuales principalmente se trataba de A. baumannii.
Asi mismo, el 65,9 % de cepas de A. baumannii presentd resistencia a

los carbapenems.

Levy-Blitchtein et al. (49) evaluaron la presencia de cepas de A.
baumannii en hospitales de Lima durante el periodo 2014-2016. Las
muestras biologicas utilizadas fueron aspirado bronquial, sangre, orina,
liguido cefalorraquideo. Mediante pruebas de susceptibilidad

antibacteriana, evidenciaron alta resistencia frente a antibiéticos como
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ceftazidima, levofloxacino, piperacilina/tazobactam (98,8 %), cefepima
(97,5 %), tetraciclina (80 %), gentamicina (63,8 %), entre otros;
clasificandolas como MDR, ademas de una cepa pandrogo-resistente
(PDR).

Castillo et al. (18) determinaron bacteriemia por A. baumannii productor
de oxacilinasa en hospitales de Lima mediante el aislamiento de
Acinetobacter spp., a partir de cinco hospitales de Lima, contando con
un total de 112 muestras para aislamiento, de los cuales 79 muestras
(70,5 %) fueron identificadas como A. baumannii, las cuales fueron
sometidas a pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por medio de la
concentracion minima inhibitoria (CMI), resultando que mas del 50 %
de los aislamientos de A. baumannii fueron resistentes a ceftriaxona,

ciprofloxacino, amikacina, gentamicina, meropenem e imipenem.

Sisakthpour et al. (48) demostraron el potencial terapéutico de los
bacteriéfagos contra las infecciones por A. baumannii MDR en la
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) de hospitales universitarios
médicos de Isfahan, a los cuales se les realizé el antibiograma para
conocer la resistencia a los antibidticos a amikacina, cefepime,
ceftazidima, ciprofloxacino y rifampicina. Los fagos fueron aislados a
partir de aguas residuales del Hospital General Alzahra y el aislamiento
y purificacién se realizd mediante el método de doble capa. La
caracterizacion de los fagos incluy6 su estabilidad al pH, la temperatura
y el cloroformo; ademas se evaludé su rango de hospedero. Se
determiné que la concentracion de fagos fue eficaz de forma similar

para los valores de multiplicidad de infeccién (MOI) 1; 0,1y 0,01.

Ndiaye et al. (22) evaluaron la actividad antibiofilm de fagos aislados a
partir de aguas residuales ambientales en Dakar, Senegal, contra A.
baumannii XDR clinicos. Se obtuvieron fagos a una concentracion de
10'° UFP/mL, uno de los fagos presenté halo y el otro no. Se evalué su
estabilidad a la temperatura y pH, perdiendo viabilidad en pH 3y 12,y
a temperaturas mayores a 55 °C. Se utilizé6 el método de tincion con

cristal violeta en microplaca, donde se indujo la formacién de biofilm
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por 24 h, y posteriormente se incubd con fagos a MOI 1 y 10 durante
24 h. Se concluye que ambos MOI lograron disminuir significativamente

el biofilm, aunque hubo mas eficacia con MOI 1.

Baginska et al. (50) evaluaron la actividad litica de fagos aislados de
distintas fuentes hidricas en Polonia sobre A. baumannii MDR clinicas.
Se obtuvieron 18 fagos inicialmente, sin embargo, el analisis genético
identific6 que se trataba de 12 fagos individuales, de los cuales 11
fueron temperados y solo 1 litico. El unico fago litico presenta zonas de
lisis grandes y halos bien marcados, ademas de una morfologia muy
distinta a los demas. El MOI 6ptimo vario entre las distintas cepas de
fagos desde 0,001 hasta 10, logrando obtener concentraciones de
desde 10° UFP/mL hasta 108 UFP/mL.

Vukotic et al. (9) evaluaron el tratamiento con dos fagos activos contra
las cepas de A. baumannii resistentes a carbapenems; los fagos fueron
obtenidos de aguas residuales de la ciudad de Belgrado. Mediante el
spot test se evaluo la dinamica de los halos formados con el paso del
tiempo para determinar la presencia de fagos o en su defecto,
despolimerasas. Para evaluar la actividad antibiofilm de los fagos, se
indujo la formacién de biofilm en microplacas, que luego fueron tenidos
con cristal violeta para cuantificarlo mediante su absorbancia; posterior
al tratamiento con fagos a MOI 0,1 y 100 durante seis horas, se
evidencié gran disminucion en el recuento de células viables

concluyendo que ambos fagos lograron lisar el biofilm de A. baumannii.

Erol et al. (51) evaluaron el efecto de los fagos de forma individual y en
combinacién con colistina sobre el biofilm maduro de A. baumannii. Los
fagos fueron aislados de fuentes hidricas ambientales de Ankara,
Turquia. Se indujo la formacién de biofilms en microplacas para luego
llevarse a un enfrentamiento con la combinacion de fagos y el céctel de
fagos con antibidticos, cada uno fue distribuido en alicuotas de 200 uL
en cada pocillo de la microplaca, posteriormente fueron evaluados en

distintos periodos de incubacion (6, 24 y 48 horas). Se concluye que la
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sinergia entre fagos y antibidticos presenta una inhibicion superior del

biofilm en comparacion al uso individual de antibioticos.

Grygorcewicz et al. (10) evaluaron la actividad antibiofilm de la terapia
combinada de antibiéticos con un céctel de bacteri6fagos en A.
baumannii MDR. Las cepas fueron aisladas de ITUs en la Universidad
Médica Pomerania de Polonia, y los fagos a partir de distintas muestras
ambientales. La evaluacion de la CMI y la prueba de susceptibilidad a
antibidticos fue basada en el CLSI, donde se noté que el 40 % de las
cepas fue resistente a meropenem. Se determindé la actividad
antibiofilm mediante el ensayo de cristal violeta en microplaca,
incubando la cepa por 24 horas para inducir la formacion de biofilm, y
luego el tratamiento con fagos individuales y en coctel durante 6 horas.
Se demostré6 que el 60 % de cepas fueron fuertes productoras de
biofilm. El coctel de cinco fagos combinado con sulfametoxazol

demostrd la mayor reduccién del biofilm.
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11.3. Glosario de términos

e Actividad disruptiva del bacteriéfago: Capacidad del bacteridfago
para penetrar, desestructurar y romper la matriz de polisacaridos del
biofilm, logrando asi la lisis de las células bacterianas sésiles (28).

e Bacteria oportunista: Es aquella bacteria que aprovecha e infecta
un organismo con el sistema inmune debilitado (52).

e Bacteria plancténica: Es aquella bacteria que vive flotando
libremente en medios acuosos (53).

e Bacteriéfago: Son particulas virales infecciosas que pueden invadir
y matar una bacteria especifica a través del ciclo litico (38).

e Biofilm (biopelicula): Es una comunidad de microorganismos
adherida a una superficie bidtica o abidtica que se encuentra
rodeada de una matriz de SPE, ademas son fisiolégicamente
distintas de las células plancténicas (11).

e CMI: Es la concentracion mas baja de antibiotico que puede inhibir la
bacteria después de incubarla (54).

e Densidad optica: Es el logaritmo negativo de la transmitancia, que
es la fraccion de la luz detectada al atravesar una cubeta que
contiene una muestra (55).

e Factor de virulencia: Permite que la bacteria pueda generar
infecciones y sobreviva bajo condiciones ambientales estresantes
(24).

e Fase exponencial: Etapa del crecimiento microbiano donde las
células se dividen a velocidad constante y maxima. Se presenta una
alta uniformidad fisiolégica, y su tasa de crecimiento se estabiliza.
(53)

e Halo: Manifestacion macroscépica de la actividad despolimerizante
de los bacteriofagos (9).

e Infeccion nosocomial: Es aquella infeccidn adquirida dentro de un
hospital u otro establecimiento clinico (53).

e Lipopolisacarido: El lipopolisacarido es un componente de la pared
celular involucrado en la permanencia en el suero humano, ademas

de provocar una respuesta proinflamatoria (24).
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MOI: La multiplicidad de infeccion es la proporcion de particulas de
fagos respecto a células bacterianas en un volumen dado (21).

MDR: Es la resistencia a 3 o0 mas clases de antimicrobianos (49).
PDR: Es la resistencia a toda clase de antimicrobiano (49).

Placa de lisis: Placa transparente y visible a los ojos generada por
la infeccidn litica del fago en la bacteria (37).

Prevalencia: Cantidad de veces que se encuentra determinada
condicion en una poblacion en un momento determinado (56).
Quorum sensing: Es un tipo de comunicacion entre bacterias para
mantener la densidad poblacional (2,19).

Rango de hospedero: Habilidad de un bacteriéfago de infectar
distintas bacterias o cepas (38).

Sideréforos: Cinco grupos de moléculas quelantes de hierro de alta
afinidad (24).

UFP: Es una particula de fago infecciosa, que se presenta visible
como una placa de lisis en un cultivo bacteriano en medio sdlido
(57).

Viabilidad de bacteriéfagos: Capacidad de las particulas fagicas
para conservar su infectividad y producir placas de lisis (57,58).
XDR: Es la resistencia a todas las clases de antimicrobianos,

excepto a dos o menos (25,49).
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ll. HIPOTESIS Y VARIABLES
lll.1. Hipétesis

e H,: Los bacteriéfagos obtenidos a partir de aguas residuales de
un Hospital Materno Infantil de Lima Metropolitana presentan
actividad disruptiva sobre el biofilm de A. baumannii MDR.

e H,: Los bacteri6fagos obtenidos a partir de aguas residuales de
un Hospital Materno Infantil de Lima Metropolitana no presentan

actividad disruptiva sobre el biofilm de A. baumannii MDR.

lI.2. Variables

e Variable independiente: Concentracién de bacteri6fagos de
Acinetobacter baumannii MDR
e Variable dependiente: Densidad del biofilm de Acinetobacter

baumannii MDR
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lll.3. Operacionalizacién de variables

- - TECNICA  UNIDAD
VARIABLEs ~ DCFINICION D NCIOAL DIMENSION INDICADOR  DE DE
ANALISIS MEDIDA
. . Presencia/
Aislamiento . .
Presencia de ausencia de
de . Spot test
- bacteriéfagos placa de
bacteriofagos lisis
Cantidad de Purificaciéon y | Cantidad de
. bacteriéfagos | cuantificacion Unidades Método de .
Vl’r'.US aislados a partir de Formadoras de| doble capa UFP/mL(")
especificos de -
.. de las aguas bacteriéfagos | Placas (UFP)
A. baumannii . —
MDR que se residuales de un Viabilidad de
Concentracion de e Iic?an o Hospital Materno | Estabilidad a | bacteriéfagos . UFP/mL
i . P Infantil de Lima la variacion frente ala Método de | (expresado
bacteriéfagos de | infectan a esta Metropolitana de oH variacion de doble capa | como % de
A. baumannii | cepa bacteriana. U6 se ‘r)e Iican’e P 4 viabilidad)
MDR Actuan solo .q P - p
o infectan en cepas Viabilidad de
(VI: variable sobre este . o UFP/mL
: ) - de A. baumannii . bacteriéfagos m
independiente) objetivo y no MDR Estabilidad Método de | (expresado
~ , ¥ que . frente ala
dafian la ‘ . térmica L, doble capa | como % de
. ueron purificados, variacion de e
microflora " viabilidad)
cuantificados y temperatura
normal del evaluados en su iabili
huésped (59). S Vlabl|l.d’ad de
estabilidad bacteriéfagos
fisicoquimica. - frente a la ] UFP/mL
Estabilidad a variacig Método de | (expresado
ariacién del
la luz UV i d doble capa | como % de
lempo de viabilidad)
exposicion a
la luz UV
Cantidad de
Cantidad de biofilm de A.
comunidad baumannii MDR
microbiana generado en Unidades
Densidad del | cubierta por una | micropocillos, que Densidad de DO
biofilm de A. matriz de seran expuestos a| .. o optica (DO) | Espectrofot
.. : s - Disrupcion del . (expresado
baumannii MDR | exopolisacaridos distintas . (A=570 nm) del| ometria
. o . biofilm . . . como % de
(VD: variable autosintetizada | concentraciones cristal violeta UV-vis reduccién
dependiente) y generada de bacteriofagos extraido del biofilm)
sobre una para evaluar su

superficie biotica
o abidtica (11).

actividad
disruptiva sobre el
biofilm.

(*) La concentracién de bacteri6fagos adicionalmente se ajusté a 3 distintas

multiplicidades de infeccion (MOI): 0,1; 0,01 y 0,001 para evidenciar la

proporcion bacteridfagos:bacterias en los micropocillos durante la exposicion

sobre el biofilm.
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IV.

MATERIALES Y METODOS

IV.1.

IV.2.

IV.3.

Area de estudio

Las muestras de aguas residuales fueron recolectadas del Hospital
Nacional Docente Madre-Nifo “San Bartolomé”; Avenida Alfonso
Ugarte N°825, Lima, Peru, coordenadas 12°2'69.28" S, 77°2'31.19.

Por otro lado, la fase experimental se realiz6 en el Instituto de
Quimica Bioldgica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio
Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la

Universidad Nacional Mayor de San Marcos.
Disefo de investigaciéon

e Basico: busca enriquecer el conocimiento.
e Cuantitativo: los resultados son de caracter numérico.

e Experimental: se manipula el efecto de una VI sobre la VD.
Poblacion y muestra

e Fase I: Aislamiento y caracterizacién del bacteri6éfago:
- Poblacioén: Aguas residuales de un Hospital Materno Infantil.
- Muestra: 2 frascos de 500 mL.

- Unidad de estudio: Bacteridfagos aislados.

e Fase Il. Determinacion de la actividad disruptiva de los fagos
sobre el biofilm:

- Poblacién: Cepas de A. baumannii del cepario del Instituto de
Quimica Biologica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco
Antonio Garrido Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

- Muestra: Cepas escogidas de A. baumannii con perfil de
multidrogo-resistencia.

- Unidad de estudio: Biofilm maduro de A. baumannii MDR.
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IV.4. Procedimientos, técnicas e instrumentos de recoleccion de

informacion

IV.4.1.

IV.4.2.

IV.4.3.

Obtencién de la cepa de A. baumannii MDR

Las cepas fueron obtenidas del cepario del Instituto de Quimica
Biolégica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio Garrido
Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, las cuales fueron aisladas a partir
de muestras de pacientes de un hospital de Lima Metropolitana.
Las cepas se mantuvieron refrigeradas en caldo TSB (Merck®) y

glicerol a una temperatura de 4 °C bajo condiciones adecuadas.
Perfil de resistencia de las cepas

Se accedi6 a los datos del perfil de resistencia antimicrobiana y se
comprobé el caracter multidrogorresistente (MDR) de A.
baumannii MDR, los cuales fueron obtenidos mediante el test de
susceptibilidad antimicrobiana de acuerdo al CLSI M100, 35° ed
(60). Este procedimiento consistioé en utilizar un hisopo para tomar
un in6culo a partir de TSB con cepa en fase exponencial, que
luego se sembré en TSA, y se extendid en toda la superficie del
agar Mueller-Hinton. Luego se expuso la cepa a discos con

antibidticos para evaluar el halo de inhibicién (60).
Recoleccion de muestra de aguas residuales

La muestra de aguas residuales fue obtenida a partir de un
Hospital Materno Infantil de Lima Metropolitana, con autorizacién
institucional mediante el Oficio N°0447-OADI-2026/
CIEI-CI-HONADOMANI-SB. La recoleccion de la muestra se
realizé en frascos de vidrio estériles con capacidad de 500 mL.
Posteriormente a la recoleccion, una porcion de la muestra fue
empleada para determinar el rango de pH mediante tiras de papel
indicador. Seguidamente la muestra fue transportada al

laboratorio en condiciones de refrigeracion evitando la exposicidon
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a la luz y manteniendo la cadena de frio con geles de refrigeracion

para su posterior procesamiento (61).
IV.4.4. Aislamiento y deteccién de los bacteriéfagos

Se centrifugd 50 mL de la muestra de aguas residuales a 4500
rom por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, el
sobrenadante se filtr6 a través de papel filtro 0,45 pm
(Whatman®). Para el enriquecimiento de los bacteriéfagos, se
mezclé 50 mL del filtrado con CDC en una proporcion 1:1 y se
afadid una colonia de A. baumannii MDR. La mezcla fue
incubada a 37 °C durante 24 h. Pasado el tiempo de incubacion,
se centrifugd y se filtrd en viales estériles a través de una jeringa
estéril con filtro bacteriolégico de 0,22 ym (MS®) para remover

completamente las bacterias (9,54).

Para la deteccion de los bacteriéfagos se empled la técnica del
Spot test, basada en Kropinski et al. (57), en una placa de agar
nutritivo solidificado (1,5 %), mediante el remojo de un hisopo
estéril, se agreg6 una suspension de A. baumannii MDR en fase
exponencial con un equivalente al estandar 0,5 de McFarland
(preparada en un Densitdmetro Biosan® DEN 1B), la cual fue
distribuida en toda la superficie del agar. Luego se dejo secar por
10 minutos para llevarlo a incubacién a 37 °C por 6 horas. Pasado
el tiempo de incubacion se colocé 5 L del filtrado obtenido del
aislamiento en tres puntos equidistantes, dejandolos reposar por
20 minutos antes de llevar a incubar a 37 °C por 18 horas (62,
57).

IV.4.5. Purificacién y cuantificacion de bacteriéfagos

Se utilizé el método de doble capa, el cual consisti6 en colocar
sobre una placa Petri el underlay (capa inferior) compuesto por
agar nutritivo solidificado (1,5 %), al cual se le agregé el overlay
(capa superior) (Figura 1). Esta ultima capa estuvo compuesta de

agar nutritivo (0,5 %), 100 pL del filtrado de fagos en distintas
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diluciones en suero fisioldgico (desde 10* hasta 10®) y 100 uL de
la suspension de A. baumannii MDR en fase exponencial con un
equivalente al estandar 0,5 de McFarland. Una vez vertido, se dejo
en reposo secando durante 20 minutos y luego se llevo a incubar a
37°C por 18 horas (48,54).

[ METODO DE DOBLE CAPA (Double-Layer Agar Assay) ]

o Preparacién del UNDERLAY o Preparacién del OVERLAY o Formaci6n de la doble capa
1

15 mL de Agar nutritivo 15 % i
y dejar solidificar I
/190“'-\[/1% /\
-

[ ]
— — E> &
; ) | - Reposar por 20 minutos
- 2
aproximadamente
A, baumannii 4 mL de agar Dilucién de Mezelar por 30
MDR nutritive 0,5 % bacterisfagos, segundos sin generar
burbujas
Overlay:
Agar nutritivo 0,5 %
Resultado Incubar a 37°C x 18 h + A, baumannii MOR
+ bacteriéfagos
/ \ Underlay: —l
! ) Agar nutritive 15 % i Ol =
Observacién de placas { { e B
de lisis 4 ——
= = = — —

Figura 1. Diagrama del método de doble capa (Referencia

propia).

La purificacidon fue realizada en la dilucion que permitié observar
de forma aislada distintas formas y tamafios de placas de lisis
obtenidas en el primer doble capa realizado, donde se tomo la
placa de lisis que presentd un halo mas grande y traslucido, y se
inoculé en 5 mL de TSB (que contenia la cepa en suspension), la
cual fue incubada a 37 °C por 18 h. Se centrifugd y luego se filtré
a través de una membrana de 0,22 ym para nuevamente realizar
el método de doble capa, lo cual se repitio hasta la observacion

de una misma morfologia de las placas de lisis (37,48).

Para la cuantificacion, se realizé nuevamente la técnica de doble
capa utilizando el fago purificado en una dilucion que permita
tener un rango contable de placas de lisis, abarcando desde
dilucion 10* hasta 107. Los resultados se expresaron como

unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL) (40,48).
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IV.4.6. Estabilidad fisicoquimica del bacteriéfago
IV.4.6.1. Estabilidad térmica

El tratamiento térmico fue realizado por bafo maria utilizando
tubos TSB que contenian una dilucidon conocida del bacteriéfago,
los cuales fueron incubados a diferentes temperaturas (50 °C, 60
°C y 70 °C) a diferentes intervalos de tiempo (30 y 60 minutos).
Pasado el tiempo de tratamiento, se retiraron y se llevaron a un
bafio de agua fria (4 °C), posteriormente se realizo la titulacion de
bacteriéfagos mediante el método de doble capa utilizado en la
cuantificacion, en donde se empleé 100 pL de la dilucién
conocida de los bacteri6fagos expuestos y 100 pL de la
suspension de A. baumannii MDR en fase exponencial sin
exposicidn, asi mismo, se utilizé como control positivo la dilucion
conocida de fagos que permiti6 tener un rango contable de

placas de lisis (63).
IV.4.6.2. Estabilidad a la variacion de pH

Se preparo diluciones conocidas de bacteriéfagos en tubos con
suero fisiolégico, posteriormente fueron llevados a distintos pH (3,
6, 7 y 9), siendo ajustados con hidréxido de sodio 0,1 N o acido
clorhidrico 0,1 N segun lo requerido. Se realiz6 el seguimiento de
los valores utilizando un medidor multiparametro de pH calibrado
y verificado (63). Las diluciones preparadas y ajustadas fueron
incubadas a 37 °C por 60 minutos. Se realizo la titulacion de
bacteriéfagos mediante el método de doble capa descrito en la
cuantificacion, tomandose 100 uL de los tubos post-exposicion a
la temperatura y 100 yL de la suspension de A. baumannii MDR

en fase exponencial (41,63).
1V.4.6.3. Estabilidad a la luz UV

Se prepar6é una dilucion de bacteriéfagos conocida en suero
fisiologico y se vertio 2,5 mL en placas Petri de vidrio. Estas

fueron colocadas dentro de una cabina con lampara de luz UV
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(290 nm) a 30 cm de distancia de la lampara durante 30, 60, 90 y
120 segundos (64). Posteriormente, se realizé el método de doble
capa descrito en la cuantificacion, tomando 100 pL de la diluciéon
de fagos expuesta y 100 uL de una suspension de A. baumannii

MDR en fase exponencial (41,44).

Todos los resultados de estabilidad se expresaron como
porcentaje (%) de viabilidad de los fagos después de la
exposicién a las distintas temperaturas, pH y tiempo bajo la luz

UV; considerando la siguiente férmula:

., UFP
Concentracionde fagos (W)post-exposicién

Viabilidad(%) = x 100

Concentracion de fagos (%) inicial

IV.4.7. Determinacion de la actividad antibiofiim de los

bacteriéfagos

Con el objetivo de determinar la capacidad disruptiva del
bacteriéfago frente al biofilm maduro de A. baumannii MDR se
utilizé el método de microtitulacion de biofilm con cristal violeta
basado en el método de Stepanovic et al. (65) con ligeras
modificaciones (33,66,67).

Evaluacion de la capacidad de formacion de biofilm: Se
determind la capacidad de formacion de biofiim de las cepas
clinicas susceptibles al fago aislado, donde posteriormente solo
se realizdb el ensayo con las cepas que presentaron una
capacidad de formacién de biofilm de clasificacion débil a fuerte,
pero no aquellas no formadoras de biofiim. El criterio de
clasificacion estd descrito en la Tabla 1, donde DOc es la
densidad optica de corte, definida como tres veces la desviacion
estandar por encima del promedio de la densidad optica del
control negativo; y DODb es el promedio de la densidad éptica del
biofilm formado (65).
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Tabla 1. Criterio de clasificacion para la capacidad de formacion
de biofilm (65).

CAPACIDAD DE FORMACION DE BIOFILM
Fuerte 4 DOc < DOb
Moderado 2 DOc <DOb =4 DOc
Débil DOc <DOb =2 DOc
No formador DOb < DOc

DOc: Densidad optica de corte (control negativo). DOb: Densidad

optica del biofilm formado.

Preparacion del inéculo bacteriano: Se llevé cada cepa de A.
baumannii MDR en fase exponencial a un equivalente al estandar
0,5 de McFarland en TSB. Posteriormente, se dispensaron
alicuotas de 150 pL de cada suspension en microplacas estériles

con base plana de 96 pocillos.

Formacién del biofilm: Se emplearon dos microplacas estériles,
una exclusivamente para la formacion de biofilm y otra para
evaluar la accidén de los bacteriofagos en el biofilm ya formado.
Como control negativo se emplearon 150 yL de TSB, con la
finalidad de verificar la esterilidad durante todo el procedimiento.
Por otro lado, como control positivo de referencia se empled la
cepa A. baumannii ATCC 19606 ajustada a la misma escala
McFarland en TSB. Se indujo la formacion de biofilm incubando

las microplacas a 37 °C por 24 horas (66,67).

Cuantificacion del biofilm: Para cuantificar el biofilm, se utiliz6 el
método de tincion con cristal violeta (65). Una vez formado el
biofilm, las microplacas se lavaron por triplicado con buffer fosfato
salino (pH 7,4) para eliminar las células planctdénicas no
adheridas, luego se dejo secar por 30 minutos. Se realizd la
fijacion del biofilm con 200 pL de metanol durante 15 minutos, que
posteriormente fue drenado, se dejo secar por 30 minutos. Se

afiadieron 250 pL de cristal violeta 0,1 % a los micropocillos con el
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biofilm ya formado, dejando reposar durante 15 minutos, luego
fueron lavados por triplicado con buffer fosfato salino y se dejé
secar por 30 minutos. Se retird el cristal violeta adherido al biofilm
utilizando 250 pL de etanol 96° por pocillo, luego se agitd
ligeramente para asegurar una extraccion uniforme (66) y se
realizé la lectura a 570 nm utilizando un lector de microplacas
ELISA (Biobase-EL10A®) (54).

Tratamiento del biofilm: Se realizé el tratamiento del biofilm con
distintas multiplicidades de infeccién de los bacteriéfagos: MOI 0,1
equivalente a 1,8 x 10" UFP/mL; MOI 0,01 equivalente a 1,8 x 10°
UFP/mL y MOI 0,001 equivalente a 1,8 x 10° UFP/mL. Se
afiadieron 150 yL de cada dilucion sobre los pocillos con biofilm
maduro y se dejaron incubando a 37 °C por 18 h. Transcurrido el
tiempo de la accién bacteriolitica, el biofilm residual fue tefiido con
cristal violeta y posteriormente solubilizado para la determinacion
de la densidad o6ptica a 570 nm (22). Todos los ensayos se

realizaron por quintuplicado.

La actividad de los bacteriofagos sobre el biofilm maduro se
determind en base a las lecturas de la densidad oOptica del biofilm
(CB) (formado en los micropocillos de la microplaca control), del
control negativo (CN) y del grupo experimental tratado con fagos

(GE), utilizando la siguiente ecuacion (59):

(DO¢g — DO¢N) — (DOgg — DOcy) y

100
(DO¢g — DOcn)

Disrupcioén del biofilm (%) =

Por lo tanto, la disrupcion del biofilm evalua la diferencia entre la
densidad del biofilm formado y la densidad del biofilm residual

posterior a la exposicion a los fagos.
IV.5. Analisis estadistico

Los datos de la densidad éptica del biofilm maduro de A. baumannii
MDR expresados en respuesta a las distintas concentraciones de

bacteriéfagos (expresados como MOI 0,001; 0,01 y 0,1) y al grupo
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control sin tratamiento fueron procesados en el software IBM SPSS

Statistics v. 26. Se calcularon las medias y desviaciones estandar

para cada condicion experimental.

Los supuestos estadisticos se verificaron mediante la prueba de

Shapiro-Wilk para la normalidad y el test de Levene para la

homogeneidad de varianzas. Para comparar la reduccién de la

densidad optica respecto al control y entre los diferentes MOI, se

aplicé un analisis de varianza de una via ANOVA, seguido de la

prueba de comparaciones multiples de Tukey. Todos los analisis

consideraron un nivel de significancia de a = 0,05.

V. RESULTADOS

V.1.Presentacioén y analisis de los resultados

V.1.1.

V1.2

Perfil de resistencia de las cepas

Las cepas de A. baumannii obtenidas del cepario del Instituto de
Quimica Bioldgica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco Antonio
Garrido Malo” son cepas clinicas que presentan resistencia a los
carbapenems (imipenem, meropenem),  fluoroquinolonas
(levofloxacino, ciprofloxacino), aminoglucésidos (tobramicina,
amikacina) y betalactamicos con inhibidores de betalactamasa
(piperacilina-tazobactam, ampicilina-sulbactam). Estos perfiles
encajan dentro de la categoria de multidrogo-resistencia segun
Magiorakos et al. (68).

Aislamiento y deteccion de los bacteriofagos

Las aguas residuales obtenidas del Hospital Materno Infantil
fueron enfrentadas a 10 cepas clinicas de A. baumannii MDR,
donde se logro aislar un unico bacteriéfago, al que se le denomind
vB_Aba, correspondiente a la cepa bacteriana “C19”. Mediante el
meétodo de Spot test, el fago aislado fue enfrentado a las demas
cepas para ampliar el numero de hospederos en el presente
estudio, donde se observaron placas de lisis que demostraron

actividad de vB_Aba sobre la cepa bacteriana “C12”; ademas se
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V.1.3.

utilizé la cepa A. baumannii ATCC 19606 y se verifico la
capacidad litica del fago sobre esta. En las tres cepas se observo
la presencia de un halo alrededor de las placas de lisis (Figura 2).
El almacenamiento de fagos se realiz6 en crioviales con glicerol al
15 % a una temperatura de -20 °C, manteniéndose protegidos de

la luz.

Figura 2. Spot test positivo de vB_Aba con presencia de halos en

cepas de A. baumannii.
Cuantificacion de los bacteriéfagos

Se determind la concentracion de bacteriéfagos aislados mediante
la técnica de doble capa, donde el numero de placas de lisis fue
inversamente proporcional a la dilucion de fagos inoculados. La
dilucién de fagos 10 permitié hacer el recuento de placas de lisis
en el rango de 30 a 300 UFP (57), obteniéndose una
concentracion aproximada de 6x10® UFP/mL tanto en C12 como
en C19 (Figura 3).
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Figura 3. Placas de lisis observadas en la cuantificacion de los

bacteriéfagos por el método de doble capa. a) C12 b) C19.

El tamafo de las placas de lisis observado a las 18 horas de
incubacion fue de 1-4 mm de diametro, con una mediana de 3
mm. Por otro lado, las zonas de aclaramiento (halos) presentan
didmetros de 5-11 mm, con una mediana de 7 mm. Ademas, se
observo la expansién progresiva de estos halos con el transcurso

del tiempo.
V.1.4. Estabilidad fisicoquimica del bacteriéfago
V1.4.1. Estabilidad térmica

La dilucion preparada de los bacteriéfagos C12 y C19
fue expuesta a variaciones en la temperatura, donde no
se evidenciaron cambios notables entre los dos tiempos
de exposicion (30 y 60 minutos) a cada temperatura. A
los 50 °C los fagos se mantuvieron muy estables en
ambos tiempos, reduciendo su concentracion entre
15-20 %; a los 60 °C disminuy6 hasta casi un 80 %, y a
los 70 °C se redujo hasta un 100 % (Figura 4 y 5).
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Figura 4. Estabilidad de vB_Aba en C12 a diferentes
temperaturas (50, 60, 70 °C) en distintos tiempos (30, 60

minutos).
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Figura 5. Estabilidad de vB_Aba en C19 a diferentes
temperaturas (50, 60, 70 °C) en distintos tiempos (30, 60

minutos).
V.1.4.2. Estabilidad a la variaciéon de pH

Al evaluar el bacteriéfago vB_Aba a diferentes pH (3, 6,
7, 9) se observé que en A. baumannii MDR C12 mostro
mayor estabilidad al pH que en la cepa C19, pues en los
pH evaluados se mantuvo con mayor porcentaje de
viabilidad. Se observé que en C12 como en C19 el

mayor porcentaje de fagos se encontr6 en pH 7
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(considerandose como 100 %), posteriormente se
evidencié una ligera disminucion en pH 6 y 9, vy
presentaron los valores mas bajos en pH 3

(aproximadamente 60 % de viabilidad) (Figura 6).
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Figura 6. Estabilidad de vB_Aba en C12y C19 a
diferentes rangos de pH (3, 6, 7, 9).

Por otro lado, a los 5 dias posteriores a la refrigeracion
de las placas evaluadas, se observo crecimiento de
colonias sobre las placas de lisis en todos los pH
evaluados de la cepa C12; sin embargo, estas no se

observaron en la cepa C19 (Figura 7).

Figura 7. Apariencia de placas de lisis en placas

refrigeradas del ensayo de estabilidad al pH.
a) C12 b) C19.
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V.1.4.3. Estabilidad a la luz UV

Del mismo modo, se evalud la estabilidad de vB_Aba
frente a la exposicion a luz ultravioleta, evidenciando una
correlacién inversa entre el tiempo de exposicién a la luz
UV y el numero de placas de lisis observadas, siendo asi
que a los 30 segundos de exposicidn se observo una
reduccion de aproximadamente 85 % de fagos, luego a
los 60 segundos permanecio solo 1 % de fagos (Figura

8), y posterior a ello su inactivacién total (Figura 9).

Figura 8. Estabilidad de C19 a la luz UV. a) Sin

exposicion b) Con 60 segundos de exposicion.
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Figura 9. Estabilidad de vB_Aba en C12 y C19 frente a

la exposicién a la luz UV en distintos tiempos.
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V.1.5. Determinacion de Ila actividad antibiofiim de los

bacteriéfagos

La evaluacion de la capacidad formadora de biofilm de las cepas
en evaluaciéon mostrdé que A. baumannii MDR C12 es una cepa no
formadora de biofilm, por lo cual no continué siendo utilizada en
este ensayo; por otro lado, la cepa C19 mostré ser una fuerte
formadora de biofilm, mostrando grandes halos adheridos a la
pared de los pocillos (Figura 10). Ademas, se comprobé la robustez
del método al observarse que A. baumannii ATCC 19606 es una
fuerte formadora de biofilm, por encima de la capacidad de la cepa
C19.

2 : m
L \_,/
L]
Biofilm
/ tefiido

S

Figura 10. Formacién de biofilm de C19 en microplaca luego de ser

tefiidos con CV 0,1 % y representacion grafica.

Al evaluar la actividad disruptiva del bacteriéfago vB_Aba frente al
biofim maduro de A. baumannii MDR C19, utilizando los
preparados con MOI: 0,001 (DO 0,072+0,007); 0,01 (DO
0,126+0,021) y 0,1 (DO 0,180+0,030), se observdé que el
tratamiento con MOI 0,001 mostré el mayor porcentaje de actividad
disruptiva, reduciendo el 99,6 % del biofilm bacteriano. Se mantuvo
un grupo control (sin tratamiento) para determinar la concentracion
inicial del biofilm maduro y evaluar las diferencias en la densidad
optica post-tratamiento, observandose una DO significativamente

mayor a los pocillos tratados (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de disrupcién de biofilm de A. baumannii
MDR C19 por vB_Aba.

El analisis de varianzas (ANOVA) demostré que la exposicion a las
distintas concentraciones del bacteri6fago reduce de manera
significativa la densidad 6ptica del biofilm maduro de A. baumannii
MDR (F(2,12) = 31,15; p < 0,001). Posteriormente, la prueba
post-hoc de Tukey confirmé diferencias estadisticas significativas al
comparar todas las multiplicidades de infeccion (MOI) entre si. Al
evaluar los tratamientos, el MOI 0,001 (DO: 0,072+0,007) exhibio la
mayor capacidad de disrupcion sobre el biofilm, superando al MOI
0,01 (p = 0,005) y al MOI 0,1 (p < 0,001) (ver Anexo 8). Este
hallazgo demuestra que la menor dosis evaluada optimiza la
cinética de lisis y la difusion del fago en la matriz de

exopolisacaridos.
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VI.

DISCUSION

Acinetobacter baumannii MDR es un patdgeno oportunista asociado a
infecciones nosocomiales, entre ellas la neumonia asociada a ventilacidon
mecanica, con capacidad de colonizacién e invasion celular, favoreciendo
su diseminacién hacia diversos tejidos (69). A causa de estas
caracteristicas y a su perfil de multirresistencia, a lo largo del tiempo se han
investigado métodos que ataquen especificamente a la cepa que no
resulten perjudiciales con las células del huésped. Bajo este contexto, la
terapia con bacteriéfagos ha resaltado como una alternativa prometedora,
ya que no se ha evidenciado citotoxicidad (70), lo que justifica la necesidad

de evaluacion e investigacion.

La formacion de placas de lisis observada en el spot test y ensayo de doble
capa (Figura 2 y 3) evidencié la actividad litica del bacteriéfago aislado de
aguas residuales hospitalarias, frente a cepas de A. baumannii MDR. Esta
formacion indica una interaccion entre el bacteriéfago y la cepa hospedera,
lo cual es respaldado con lo presentado por Wintachai et al. (71). Se evalud
la actividad litica del bacteriéfago frente a 10 cepas clinicas de A. baumannii
MDR, observandose que el bacteriéfago vB_Aba pudo lisar unicamente a
dos cepas de A. baumannii MDR C12 y C19, la cuales mostraron placas de
lisis uniformes, de mayor tamafo y bien definidas. Caso contrario, las 8
cepas restantes no presentaron alteraciones en su crecimiento, lo cual
evidencia la alta especificidad de los fagos, incluso dentro de la misma
especie bacteriana. Esta especificidad guarda estrecha relacion con las
caracteristicas de la pared celular bacteriana, que incluso puede ser
modificada como mecanismo de defensa (72). El perfil de resistencia de las
cepas C12 y C19 presenta bastante similitud, lo cual podria explicar el
porqué ambas fueron susceptibles al mismo fago. Diversos estudios
encontraron una asociacion entre la resistencia bacteriana a ciertos

antibidticos con la susceptibilidad a los fagos (73).

Segun lo descrito en el presente estudio, las zonas de lisis se encontraron
rodeadas por halos que crecieron de forma progresiva con el transcurrir del

tiempo. Vukotic et al. (9) confirman este comportamiento en fagos aislados y
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enfrentados contra A. baumannii en la expansion de halos de forma
progresiva de 2 o 3 mm por dia; la velocidad de esta expansién puede estar
asociada a caracteristicas particulares del bacteriéfago, asi como a la
variabilidad genética de la cepa enfrentada. Ademas, demostraron que los
halos mas proximos a las zonas de lisis presentaron altas concentraciones
de fagos, sin embargo, las zonas mas distantes no presentaron ningun fago,
gquedando demostrado que los halos se expanden por la difusion pasiva de

las enzimas (9).

Del mismo modo, Blasco et al. (33) describieron zonas de aclaramiento
atribuidas a la actividad de enzimas como la despolimerasa en
bacteriéfagos contra A. baumannii. Esta propiedad enzimatica permite
degradar polisacaridos capsulares y la matriz extracelular (9), lo que
potencia su eficacia frente a comunidades bacterianas organizadas en
biofilm, al facilitar la interaccion con los receptores especificos de la

superficie bacteriana (28,71).

A pesar de que en el presente estudio no se realizé un analisis gendémico,
las caracteristicas observas en las placas de lisis translucidas sugieren que
vB_Aba podria corresponder a un bacteri6fago con ciclo litico. Esta
inferencia es consistente con lo reportado en estudios previos, como el
realizado por Baginska et al., donde el unico fago litico aislado no presento
proteinas integrasas ni proteinas represoras Cl, a diferencia de los demas

fagos lisogénicos (50).

Diversas investigaciones han demostrado que los bacteriéfagos pueden
inactivarse o ver afectada su viabilidad por multiples factores como la
temperatura, pH y luz UV, las cuales fueron estudiadas en el presente
trabajo durante periodos de tiempo progresivos. Se evidencié que vB_Aba
se mantiene relativamente estable a una temperatura de 50 °C y 60 °C pero
queda inactivado al 100 % cuando es expuesto por 1 h a 70 °C. Se ha
demostrado que la exposicion a altas temperaturas como 65 °C conlleva al
desprendimiento del complejo de la cola del fago, ocasionando la eyeccién
del material genético; ademas la exposicidon a temperaturas mayores como

80 °C puede conllevar a la desnaturalizacién de la capside (74). Por lo
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tanto, los resultados obtenidos son congruentes con la literatura, resaltando

la importancia de evitar la exposicion a altas temperaturas.

El pH es capaz de afectar la capside de los bacteriéfagos debido a su
composicion proteica, ya que se desnaturalizan a valores extremos de pH 'y
el genoma queda expuesto a ser hidrolizado (75,76). La estabilidad al pH
demostré que vB_Aba se encuentra relativamente estable en el rango de
pH 6 a 9, pero menor viabilidad a pH 3 (acido). Estas caracteristicas de
estabilidad le otorgan cierta viabilidad para ser utilizada como terapia fagica
y ser administrada por via oral pues no se vera muy comprometida por los

distintos pH y temperaturas del tracto digestivo (22).

Baginska et al. (50) mencionan ademas que los bacteri6fagos pueden ser
afectados por desinfectantes, iones metalicos y la exposicion a la luz UV. En
el presente estudio se evidencid que la exposicion del lisado de
bacteriofago (10* UFP/mL) a la luz UV bajo las condiciones del ensayo,
durante un tiempo superior a 1 minuto, tuvo como consecuencia la
inactivacion total del bacteriofago. Del mismo modo, Nayagam hallé una
inactivacién total pasado el minuto de exposicion a la luz UV (77). La luz
ultravioleta tipo C (254 nm) tiene una potente actividad virucida debido a
reacciones fotoquimicas en la capside (por la densidad de aminoacidos
aromaticos), envoltura y/o acidos nucleicos de los virus (64,78). También se
presenta distinta susceptibilidad a la luz UV debido a la estructura y longitud
del genoma, donde se sabe que los acidos nucleicos monocatenarios y de
mayor longitud son mas susceptibles que los bicatenarios y de menor
longitud (64). Es por ello que deben mantenerse cubiertos de la luz para

evitar su degradacion.

En relacion con los resultados obtenidos, se observd una diferencia
marcada en la capacidad de formacion biofilm entre las dos cepas de A.
baumannii MDR analizadas, a pesar de pertenecer a la misma especie,
presentar perfiles de resistencia similares y una respuesta comparable ante
el bacteriofago vB_Aba. Estas diferencias pueden estar asociadas al origen
clinico de los aislamientos. En este sentido la cepa C19, obtenida de

secrecion bronquial, mostré una alta capacidad de formacion de biofilm,
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mientras que la C12, aislada de sangre, presentd una capacidad

significativamente menor.

Este resultado coincide con lo reportado por estudios previos, como el
descrito por Ahmad | et al. (79), quienes sefalan que la variabilidad en la
capacidad de formaciéon de biofilm entre cepas clinicas de A. baumannii
puede atribuirse a diferencias genéticas que regulan la expresion de
factores asociados a la adhesién y produccion de matriz extracelular. Entre
estos factores destaca pili Csu, el cual ha sido descrito como un
determinante importante en la adhesidn a células epiteliales y en las etapas

iniciales de formacioén de biofilm.

La formacion de biofilm representa un factor de gran relevancia clinica, ya
que dificulta la erradicacién bacteriana al limitar la penetracion de
antibidticos y la accién del sistema inmunolégico del huésped. Como se
describid previamente, la observacién de halos en placa confirma la
actividad despolimerasa de los bacteriofagos aislados. Estos resultados, en
conjunto con los obtenidos en la evaluacidén de densidad oOptica en el
ensayo de micropocillos, evidenciaron la actividad del bacteriéfago frente a
biofilms de A. baumannii MDR. Este efecto podria atribuirse a la capacidad
del bacteriéfago para penetrar y desestructurar un biofilm previamente
formado, asi como la inhibicidn del crecimiento bacteriano, lo que impediria
la formacion de la biopelicula (32). Ambos mecanismos resultan ser de
suma relevancia desde el punto de vista terapéutico, teniendo en
consideracion que el biofilm constituye un factor de virulencia de suma

importancia, debido a su asociacion a complicaciones clinicas mayores.

Se debe de tener en consideracion la pérdida de susceptibilidad bacteriana
al bacteriofago con el paso del tiempo (Figura 7), fenbmeno que puede
explicarse por la adquisicion de resistencia mediada por modificaciones en
los receptores bacterianos involucrados en la infeccion fagica (38). Bajo
este contexto, diversos estudios sugieren el uso de bacteriofago como
agentes sensibilizadores de antibiéticos o como agentes moduladores de
virulencia, mas que como agentes bactericidas (51). La sinergia de

bacteriéfagos y antibidticos ha demostrado un efecto beneficioso en la
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VILI.

eliminacién del biofilm de Acinetobacter baumannii, segun lo reportado por
Grygorcewicz et al. (10). No obstante, los autores sefalan que
concentraciones elevadas de antibidticos podrian destruir las bacterias
localizadas en la superficie del biofilm, lo que potencialmente limitaria la
penetracion y propagacion del bacteriéfagos hacia las capas mas profundas
del biofilm.

Es importante resaltar que, aunque las cepas C12 y C19 se comporten de
forma similar con relacién al fago vB_Aba y presenten un muy parecido
perfil de resistencia bacteriana, la C12 result6é ser no formadora de biofiim y
la C19 una fuerte formadora de biofilm. Esta capacidad puede ser explicada

por el origen de la muestra clinica y caracteristicas genéticas propias.

Ademas, el MOI con mayor actividad disruptiva frente al biofilm maduro de
A. baumannii fue el MOI 0,001. Segun lo realizado por Orozco et al., no
hallaron diferencias significativas en la disrupcién del biofilm utilizando
distintos MOI (3) para un mismo bacteriéfago aislado; no obstante, segun lo
hallado por Baginska et al., el MOI 6ptimo fue muy distinto utilizando
distintos bacteriéfagos contra la misma cepa (50). Este hallazgo sugiere que
el MOI 6ptimo puede variar considerablemente incluso entre bacteriéfagos
que infectan al mismo hospedero (28), lo que resalta la importancia de la

determinacién experimental de este parametro.
CONCLUSIONES

e Se aislé un bacteriéfago que fue denominado vB_Aba, a partir de la
muestra de aguas residuales de un hospital Materno Infantil de Lima
Metropolitana, el cual presenté actividad litica sobre las cepas C12 y
C19 de A. baumannii MDR.

e Los fagos demostraron ser estables a la exposicion a 50 °C pero
inestables en 60 y 70 °C; asi mismo demostraron tener mayor
estabilidad a pH 7, pero la menor estabilidad a pH 3 (acido); en cuanto a
la exposicidon UV se demostré una correlacién inversa, donde a mayor
tiempo de exposicion se presentd un menor recuento de placas de lisis,

alcanzando la completa eliminacion a los 2 minutos.
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e Se confirmo la actividad disruptiva de los bacteriofagos frente al biofilm
de A. baumannii MDR, donde todos los MOI evaluados (0,1; 0,01 y
0,001) redujeron el biofilm maduro. Sin embargo, la menor concentracién
de fagos evaluada (MOI 0,001) redujo el biofilm en mayor porcentaje (99
%) en comparacion al control negativo. Se demuestra que los fagos
aislados a partir de aguas residuales representan una alternativa

potencial para el control y erradicacién de A. baumannii MDR.
VII. RECOMENDACIONES

e Se recomienda someter el lisado de fagos a estudios de microscopia
electronica de transmisién, para poder observar la morfologia y tamafio
de los bacteriéfagos, ademas realizar su secuenciacién genémica, para
confirmar su tipo de ciclo e identificar los genes involucrados en la
actividad litica y posteriormente clasificarlos segun el Comité

Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV).

e Para utilizar los bacteriéfagos aislados con fines terapéuticos, se debe
realizar su estabilidad para almacenamiento a largo plazo, conocer su
rango de hospedero frente a mas cepas de A. baumannii y otras
especies bacterianas, asi como estudios clinicos para determinar su

seguridad en los pacientes.

e En cuanto al biofilm bacteriano, es importante discriminar la totalidad de
la actividad de los fagos sobre este mediante estudios de metabolismo
bacteriano, recuento de células viables post-tratamiento y observacion al

microscopio electronico de transmision.
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X.

ANEXOS

ANEXO 1: Muestreo de aguas residuales

c. Aguas residuales muestreadas.
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ANEXO 2: Aguas residuales hospitalarias recién muestreadas.

ANEXO 3: Activacion de las cepas de A. baumannii MDR.

ANEXO 4: Incubacién en caldo doble concentrado.
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ANEXO 5: Centrifugacion de las muestras, posterior a la incubacion en caldo
doble concentrado.

ANEXO 7: Observacion de las placas de lisis en la cepa de A. baumnnii MDR
mediante el método de doble capa.

R
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ANEXO 8: Reportes del analisis estadistico

Estadisticas descriptivas para la densidad del biofilm de A. baumannii MDR
segun el MOI de fagos expuesto.

Descriptivos
Densidad del biofilm

95% de intervalo de confianza
parala media

Desviacidn Error Limnite
M Media estandar estandar Lirite inferiar superior Minirmao Maximo
0o ] 072400 0073348 0032802 0632493 081507 L0660 0850
010 5 125800 0209452 0093670 ,0997493 151807 ,1080 1610
100 5 80000 0300250 0134276 142718 217281 460 2250
Total 15 26087 0496566 0128213 098568 153566 L0660 2250

Prueba de normalidad de Shapiro-Wilk.

Pruebas de normalidad
Multiplicidad de infeccion Shapiro-iilk
de fagos
Densidad del biofilm 001 a8 i 07g
010 831 4] 41
100 966 5 B850
Prueba de homogeneidad de varianzas de Levene.
Pruebas de homogeneidad de varianzas
Estadistico
de Levens ol gl2 Sig.
Densidad del hiofilm  Se basa en la media 1,761 2 12 209
Se basa en la mediana 1,792 2 12 208
Se basaenla medianay 1,792 2 8,620 223
con gl ajustado
Se basa en la media 1,844 2 12 200
recortada
Prueba de igualdad de medias de ANOVA.
ANOVA
Densidad del biofilm
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Entre grupos 029 2 014 31146 <.001
Dentro de grupos 006 12 onn
Total 035 14
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Prueba de comparaciones multiples (post-hoc) de Tukey.

Comparaciones multiples
Wariahle dependiente; Densidad del biofilm
HSD Tukey
Intervalo de confianza al 95%

(I Multiplicidad de (J) Multiplicidad de Diferencia de Error o Ll'mit-_a
infeccidn de fagos infeccién de fagos medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
001 010 -,0534000" 0136333 005 089772 -017028

100 -1076000° 0136333 =.001 -,143972 -,071228
010 001 ,0534000" 0136333 005 017028 089772

100 -.0542000 0136333 005 -,000572 -,017828
100 001 1076000" 0136333 =001 071228 143972

010 0542000 0136333 005 017828 090572

* La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
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