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CAPITULO |

RESUMEN

Objetivo: Determinar el cambio microbiolégico luego de la adicion de
azitromicina al esquema de colistina y meropenem en pacientes con neumonia

asociada a ventilacion mecanica invasiva por A. baumannii DTR.

Periodo de estudio: se llevo a cabo desde el 01 de febrero de 2024 al 30 de

septiembre de 2024.

Lugar y sujetos de estudio: pacientes con neumonia asociada a ventilacion

mecanica por A. baumannii DTR, en el servicio de terapia intensiva del Hospital

Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”

Material y métodos: en el presente estudio se estimé incluir 4 pacientes por
grupo de estudio; la administracion de colistina + meropenem fue por 7 dias,
mientras que la azitromicina solo se administré por 5 dias. Durante los 10 dias
en los que estaban incluidos en el estudio se les realizé 7 aspirados traqueales
de los que se realiz6 cultivo de bacterias aerobias y posteriormente se evaluo su

produccion de biopelicula a cada aislamiento.

Resultados: se aleatorizaron 6 pacientes, 3 al grupo control (colistina +
meropenem) y 3 al grupo de intervencion (colistina + meropenem + azitromicina.
Se recolectaron un total de 40 aspirados traqueales, en 27 hubo desarrollo de A.

baumannii DTR. De estos 27 aislamientos a las bacterias se les realizé un analisis



de la produccion de biopelicula mediante una combinacién de condiciones que
incluyé agitacion y glucosa para favorecer la produccion, y se observo que la
agitacion sin glucosa fue el ensayo que favorecié en mayor medida la produccion
de biopelicula. Posteriormente, se seleccionaron 22 aislamientos de A.
baumannii que fueron productores fuertes de biopelicula, y se determinaron los
componentes de la biopelicula (ADN, proteinas y carbohidratos), los cuales
fueron producidos de forma heterogénea, tanto en el grupo control, como en el
grupo intervencion. Se les realizé comparacion de varianzas a estos datos y se
establecio que no habia diferencia estadisticamente significativa en ambos
grupos de estudio. Por ultimo, se le realiz6 pruebas de susceptibilidad a todas las
bacterias de A. baumannii contra azitromicina y tanto las bacterias no productoras
de biopelicula como las productoras presentaron valores altos de resistencia a

este antibidtico.

En lo que se refiere a datos clinicos y de laboratorio, se observo una disminucion
de globulos blancos y de los parametros ventilatorios, predominante en el grupo
de intervencion. Se dio seguimiento a los efectos adversos cardiacos
(prolongacion del intervalo QT), lesion renal (disminucion de la tasa de filtrado
glomerular), dafio hepatico (elevacion de pruebas hepaticas en sangre) y no se

observo ningun efecto adverso ni mortalidad atribuible al uso de azitromicina.

Conclusiones: La produccién y composicion de biopelicula fue analizada en 27
aislamientos que se obtuvieron y no hubo una diferencia estadisticamente
significativa en la reduccion de produccién de biopelicula y tampoco en los

componentes de esta, luego de la adicion de azitromicina.



CAPITULO I

INTRODUCCION

Desde el 2011 la Organizacién Mundial de la salud (OMS) ha reconocido
que las Infecciones Asociadas a la Atencién de la Salud (IAAS) son un problema
que ha ido en aumento y las define como “una infeccion que ocurre en un
paciente durante el proceso de atencion en un hospital u otro centro de atencién
meédica y que no estaba presente o en incubacion en el momento del ingreso;
incluye infecciones adquiridas en el hospital, pero que aparecen después del alta,
y también infecciones ocupacionales entre el personal de la instalacion”. Dentro
de estas infecciones las tres mas prevalentes en orden de frecuencia son: la
neumonia asociada a ventilacion mecanica (NAV), la infeccién asociada a catéter
urinario y la infeccion asociada a catéter venoso central. Desde el momento que
un paciente ingresa a un centro de atencion médica se reporta que tiene una

probabilidad del 3 al 12% de padecer cualquiera de estas tres IAAS(1).

Derivado de lo anterior la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2015
reafirmd su postura de que la resistencia antimicrobiana es uno de los problemas
mas importantes, especialmente en Enterococcus faecium resistente a
vancomicina, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Klebsiella
pneumoniae productor de betalactamasas de espectro extendido y/o
carbapenemasas, Acinetobacter baumannii Multidrogo-resistente (MDR),
Pseudomonas aeruginosa MDR, y Enterobacter spp. productor de
betalactamasas de espectro extendido y/o carbapenemasas. Estas bacterias en

conjunto se les denomina con el acronimo ESKAPE (2,3).



La neumonia asociada a ventilacion mecanica se define como una
infeccion aguda del parénquima pulmonar, que sucede posterior a las 48 horas
de intubacién orotraqueal (4). A nivel mundial se estima que la incidencia de
neumonia asociada a ventilacibn mecanica es de 15.6% en las unidades de
cuidado intensivo y se estima que para América Latina es del 13.8%(5); esto
representa un aumento en hasta de 10 dias en la estancia hospitalaria(5), un
aumento en la mortalidad del 13%(6) y un aumento en los costos de por lo menos
el 50%(7). En México en el 2023 la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica
(RHOVE) reporté que la neumonia asociada a ventilacion mecanica invasiva
represento la IAAS mas prevalente a nivel nacional. En lo que respecta a los
microrganismos que se pueden aislar segun el reporte de la RHOVE en 2023 los
microorganismos mas frecuentemente aislados en |IAAS son: Escherichia coli,

Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter baumannii (8).

A. baumannii es un cocobacilo Gram negativo, catalasa positiva, oxidasa
negativo, no movil y no fermentador de glucosa (9). El complejo Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobacter baumannii originalmente estaba conformado por
cuatro especies: A. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter pitti y
Acinetobacter nosocomialis, que estan estrechamente relacionadas y son
dificiles de distinguir por sus propiedades fenotipicas. Recientemente, también
se incluyeron dentro del complejo dos nuevas especies, Acinetobacter seifertii y
Acinetobacter dijkshoorniae. Por lo tanto, el complejo incluye colectivamente

cinco especies de Acinetobacter asociadas con enfermedades humanas (A.



baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seiferttiy A. dijkshoorniae) y una especie
ambiental (A. calcoaceticus)(10). A. baumannii era considerado como patdégeno
oportunista; sin embargo, en las ultimas décadas ha aumentado la incidencia de
infecciones causadas por este microorganismo, lo que en la unidad de terapia
intensiva se ha asociado a un aumento en la morbilidad que puede ascender
hasta 30% (11). Esto se debe a que la neumonia asociada a ventilacion por A.
baumannii aumenta el riesgo de padecer complicaciones en hasta dos veces; asi
mismo los dias de estancia hospitalaria y dias de uso de ventilacion mecanica se
prologan hasta ocho dias mas en comparacion a los pacientes que tienen
neumonia asociada a ventilacion mecanica provocada por otros patdgenos

(9,11).

Dentro de las razones por las cuales A. baumannii tiene gran relevancia

clinica se puede destacar sus factores de virulencia:

» Porinas: también denominadas proteinas de membrana externa A, son
proteinas que como su nombre lo indica se encuentran en la membrana
externa de la bacteria. Al inicio de la infeccidn promueve la adhesién
de la bacteria hacia la superficie luminal de las células epiteliales por
medio de la fibronectina y luego promueve su internalizacion; ya en el
citosol de la célula hospedera esta proteina libre se puede dirigir hacia
la mitocondria en donde media la liberacion de factores que al final
inducen la apoptosis de la célula hospedera (12).

» Produccion de fosfolipasas: de las clases C y D las cuales tienen una

alta afinidad por la fosfatidilcolina de células eucarioticas, que en el ser



humano tienen un papel fundamental ya que tiene propiedades liticas
especialmente en los eritrocitos, lo que proporciona hierro para el
metabolismo de la bacteria (13).

Produccion de biopelicula: es un factor de virulencia muy importante en
esta bacteria ya que le permite vivir tanto en superficies inertes como
en tejidos vivos, en los cuales es de mucha importancia ya que no
permite la difusion de los antibidticos al sitio de accion aumentado asi
la resistencia a estos, ademas, favorece su persistencia en ambientes

adversos (11).

La biopelicula es un acumulo de bacterias existentes en una matriz

extracelular compuesta de proteinas, polisacaridos, lipidos y acidos nucleicos. El

desarrollo de biopelicula implica cambios fisiologicos en las células pasando de

un estado planctonico a sésil, para lo que se necesitan de ciertas condicionantes

que favorezca su produccion, siendo éstos:

» Adhesion a la superficie, la cual esta mediada por pilis o porinas, las

cuales tienen un papel fundamental para la fijacidon a superficies
inertes, ya que zonas hidrofobas de las pilinas se adhieren a zonas
hidrofébicas de dichas superficies lo que implica una unién irreversible
(12). También estos pili pueden estar involucrados en la adhesion de
las superficies de los tejidos, como el epitelio bronquial (13). Se ha

demostrado que en las superficies de los epitelios, especialmente el



bronquial, la union a las células estda mediada por las proteinas de
membrana externa A (12).

» El quérum sensing (creo que esto va en cursivas, ya lo movi pero
revisalo) es la propiedad de las células bacterianas que facilita la
comunicacion dentro de su microambiente, implica la sintesis de
moléculas de sefalizacibn denominadas autoinductores, que
interactuan con los receptores de las bacterias vecinas e inducen la
expresion de genes especificos para responder a un estimulo de forma
coordinada (14).

» Secrecion de sustancias poliméricas para la maduracion vy
mantenimiento de la biopelicula. El principal componente de la matriz
es el poli-N-acetil glucosamina y se ha demostrado que tiene afinidad
de union a lectinas lo que facilita su fijacion y permanencia en
superficies celulares (18). Las proteinas asociadas a biopelicula son
proteinas de superficie celular hidréfobas muy importantes en la
formacion de biopelicula en las células humanas y en sustancias como
poliestireno, polipropileno y titanio. La estructura cuaternaria de éstas,
forma canales de agua dentro de ellas lo que mantiene una cantidad

de solutos esenciales para el mantenimiento de las bacterias (19).

En las ultimas décadas A. baumannii ha tomado gran importancia por su
creciente resistencia a antibidticos, la cual se debe a distintos mecanismos de

farmacorresistencia. De esos mecanismos la produccidn de carbapenemasas,



especialmente las de clase B y las de clase D, son los de mayor importancia. La
clase D son oxacilinasas con actividad de carbapenemasa y son la clase de
enzimas encontradas mas habitualmente en este género. Corresponden a OXA-
23 like, OXA-24/40 like y OXA-58 like que se encuentran codificadas en
plasmidos o integradas al cromosoma y también, el grupo de OXA-51-like la cual
esta codificada cromosomicamente y es intrinseca en este microorganismo.
Ademas, A. baumannii puede presentar sobreexpresion de bombas de expulsion
activa siendo de las mas predominantes AdeABC, dando también resistencia a
otros grupos de antibioticos como tetraciclinas, aminoglucésidos, quinolonas y
macrélidos. Ademas, pueden estar presentes mutaciones en el sitio diana como
en los genes gyrA 'y gyrC, que se traduce en farmacorresistencia hacia la familia
de las fluroquinolonas, o disminucion de la de la permeabilidad del antibi6tico
hacia el sitio diana por delecion de en el gen de la porina OmpA, afectando

predominantemente a las tetraciclinas y carbapenémicos (12,20).

En cuanto a la clasificacion de esta farmacorresistencia, anteriormente se
han utilizado las definiciones propuestas por Magiorakos et al., con base a la
resistencia de categorias de antibioticos: multidrogo-resistente (no susceptible a
mas de un agente en mas de tres categorias antimicrobianas),
extensodrogo-resistente (no susceptible al menos a un agente en todas las
categorias antimicrobianas, excepto en dos) y pandrogo-resistente (no
susceptible a todos los agentes antimicrobianos) (21). Sin embargo, para poder
utilizar esta clasificacion se deben utilizar una amplia gama de antibidticos, por lo

que en fechas recientes The Infectious Diseases Society of America (IDSA) ha



sugerido el término de Resistencia Dificil-de-Tratar (DTR, por sus siglas en
inglés) que es de gran utilidad para la clasificacion de cepas de A. baumannii
(22). Los aislamientos de A. baumannii DTR son aquellos microorganismos que
tienen susceptibilidad intermedia o resistente a todos los antibidticos incluidos en
la categoria de p-lactamicos, carbapenémicos y fluoroquinolonas, y se incluye la
piperacilina-tazobactam y ampicilina-sulbactam en el caso de A. baumannii,
haciendo éste un término clinico de mayor utilidad debido a que indica resistencia
a todos los agentes de primera linea, en lugar de a todos los agentes
antimicrobianos disponibles, como se propone en la definicibn de Magiorakos et

al., (21).

El tratamiento de eleccién de A. baumannii DTR, de acuerdo con lo
sefalado por la IDSA, se puede considerar varias opciones terapéuticas como lo
son altas dosis de ampicilina/sulbactam asociado a otro farmaco efectivo contra
A. baumannii. Esto se fundamenta en el concepto de la saturacion de las
proteinas de union a la penicilina (PBP) y que esto favoreceria la difusion de otros
antibidticos a su sitio de accion siendo estos las polimixinas, tetraciclina y
cefiderocol. Otras de las opciones terapéuticas recomendadas son el uso de
polimixinas asociada a otro agente como los carbapenémicos (23), considerando
que las polimixinas aumentaran la permeabilidad de la membrana y asi permitiran
una mejor difusion del carbapenémico provocando un efecto sinérgico entre
ambos grupos de antibidticos (24). Sin embargo, en los en los ocho estudios en
los que se basa la IDSA para esta recomendacién no han demostrado una

diferencia estadisticamente significativa en lo que se refiere a mortalidad y dias



de estancia hospitalaria(23). Como otras opciones se ha descrito el uso de dosis
altas de tigeciclina, pero su uso se ha asociado a aumento en la mortalidad en
hasta un 15% (25); también en la guia de la IDSA se ha recomendado el uso de
cefiderocol, que en un estudio observacional de uso de cefiderocol comparado
con otras terapias basadas en polimixinas se observo que redujo la mortalidad
en hasta 20% (26); sin embargo, hacer las pruebas de susceptibilidad a este
antimicrobiano es un reto debido a las concentraciones de hierro que se deben
de utilizar en el medio de cultivo(25). Lo anterior, sumado a que es una
antimicrobiano que no esta ampliamente disponible, hace que las opciones

terapéuticas se vean reducidas.

Estudios de investigacion previos han demostrado que cepas de A.
baumannii farmacorresistentes tienen la capacidad de producir biopelicula, lo
cual puede complicar la respuesta al tratamiento antimicrobiano y por ende la
resolucidn de la infeccion. En aislamientos de A. baumannii obtenidos en el
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” del 2007 al 2012 se describid
que el 88.2% de los aislamientos fueron MDR y tenian la capacidad de producir
biopelicula, ademas, se detectd una asociacién entre la produccion de biopelicula
y la elevada resistencia a imipenem. Sin embargo, en este estudio no se hicieron
analisis acerca de la composicion de la biopelicula o el efecto de los

antimicrobianos sobre esta (27).

En los ultimos afios se han dirigido diferentes lineas de investigacion
enfocadas al estudio de la produccion y composicién de biopelicula, ademas del

efecto de distintos antimicrobianos y otros compuestos quimicos en su

10



eliminacion o erradicacion. En superficies abidticas se ha estudiado del uso de
péptidos o lipidos antimicrobianos, amonio cuaternario y cisplatino unido a éxido
nitrico para aumentar su liberacion en la biopelicula (9,17,28). En superficies
bidticas se ha evaluado el uso de medicamentos ya conocidos como
fluoroquinolonas, aminoglucésidos, lincosamidas y macrdélidos. En un estudio
previo luego de la exposicion de los microorganismos a combinaciones de
fluoroquinolonas y aminoglucésidos con agentes anti-biopelicula (inhibidores de
quorum sensing, derivados de oxido nitroso y péptidos antimicrobianos) hubo una
reduccion en hasta al menos 50% de la viabilidad bacteriana en otros géneros de
bacterias y esto se fundamenta en el hecho que hubo reduccién en la produccién
de proteinas y la transcripcién de material genético; sin embargo, estos estudios
se han realizado in vitro y las moléculas anti-biopelicula aun estan en desarrollo
y no se han probado en modelos animales por lo que aun no se sabe si in vivo

podrian demostrar eficacia y seguridad (28).

Un estudio previo realizado en el Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzalez” tuvo como objetivo evaluar el efecto de la azitromicina en
concentraciones subinhibitorias en la formacion y composicion de biopelicula en
cepas de A. baumannii. La concentracion subinhibitoria o sub-MIC es una
concentracion baja de un agente antimicrobiano que no provocara la muerte o
inhibicion del microorganismo, pero si afectara en procesos fisioldgicos, pudiendo
reducir la virulencia bacteriana. En este estudio se analizaron 149 aislamientos
de A. baumannii MDR, obtenidos de pacientes internados en la unidad de

cuidados intensivos y mas del 80% fueron muestras respiratorias. En estos

11



aislamientos se realizé analisis de produccidn semicuantitativa de biopelicula
mediante el método de tincion con cristal violeta, posteriormente se seleccionaron
96 aislamientos para analisis de composicién de biopelicula. Se observd que
luego de la exposicidén de estas cepas productoras de biopelicula, a una sub-MIC

de 0.125ug/mL, hubo una reduccion de proteinas y el ADN en la biopelicula (29).

Los macrdlidos son un grupo de antibiéticos cuyo mecanismo de accion
es la inhibicion de la sintesis de proteinas al unirse a la subunidad 50S del
ribosoma, especificamente entre el sitio Ay el P, lo que se traduce en que no se
pueden sintetizar nuevas proteinas por la incapacidad de continuar con la
elongacion de la cadena de péptidos (30). Se ha demostrado que los macrdlidos
afectan la sintesis de proteinas provocando por lo tanto la disminucién de este
componente de la produccién de biopelicula, esto se ve especialmente al utilizar
azitromicina en comparacion con claritromicina y eritromicina (31,32). Ademas de
esta diferencia existen otras entre los macrdlidos (eritromicina), cetdlidos
(claritromicina) y los azalidos (azitromicina), siendo este ultimo la adicion de un
atomo de nitrégeno en sustitucion a un atomo de carbono en la posicion nueve
como se puede observar en la figura 1. Esta modificacién permite una serie de
cambios quimicos que hace que la azitromicina amplie su espectro de accion
(teniendo dos sitios de union ribosomal), mejore su biodisponibilidad, aumente su
distribucion tisular y tenga menos efectos adversos gastricos(33). Especialmente
este cambio hace que aumente su lipofilicidad, segun lo descrito por Kobuchi et
al., provocando que se concentre muy bien en tejidos y no en sangre(34,35) como

lo podemos ver esquematicamente en la figura 2.
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Figura 1. Estructura quimica de los macrolidos.
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Figura 2. Distribucion en tejidos de los macrolidos.
Considerando lo anteriormente descrito se pueden evidenciar los
beneficios de la azitromicina, como es una distribucién alta en pulmones y que

Su espectro de accion incluye también a bacterias Gram negativas.

Es importante destacar que la neumonia asociada a ventilacion mecanica
por A. baumannii DTR, es una causa de morbimortalidad importante en las
unidades de terapia intensiva, siendo este microorganismo uno de los agentes

patdogenos mas prevalentes; en concordancia con lo descrito por la IDSA, del uso

13



de combinaciones de antimicrobianos para combatir esta bacteria debido a que
existen pocas combinaciones de antimicrobianos descritas que sean eficaces y
tomando como antecedente directo el estudio realizado por Camacho-Ortiz et al.,
consideramos que la combinacion de tratamiento de colistina de colistina,
meropenem asociada a azitromicina podria ser una opcién terapéutica ante esta

bacteria.
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CAPITULO Il

HIPOTESIS

Hipétesis alternativa

La adicion de azitromicina al esquema de tratamiento de colistina y
meropenem para neumonia asociada a ventilacion mecanica invasiva, reducira
la produccion y modificara la composicion de la biopelicula formada por A.

baumannii DTR.

Hipétesis nula

La adicion de azitromicina al esquema de tratamiento de colistina y
meropenem para neumonia asociada a ventilacion mecanica invasiva, no
reducira la produccién ni modificara la composicion de la biopelicula formada por

A. baumannii DTR.
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CAPITULO IV

OBJETIVOS

Objetivo principal

» Determinar el cambio microbiologico luego de la adicion de azitromicina al
esquema de colistina asociada a meropenem en paciente con neumonia

asociada a ventilacion mecanica invasiva por A. baumannii DTR.

Objetivos secundarios

> Determinar la condicion éptima para favorecer la produccion de

biopelicula por A. baumannii.

> Comparar el cambio en la produccion y composicion de biopelicula

producida por A. baumannii.

> Estimar la reduccion en la viabilidad celular tras la exposicion a

azitromicina.

> Describir el efecto post-antibiético de la azitromicina en la

produccion de biopelicula.

> Determinar el perfil de seguridad para la utilizacion de azitromicina.
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CAPITULO V

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio

Analitico, experimental, prospectivo.

Lugar de estudio

Terapia intensiva del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” de la

Universidad Autbnoma de Nuevo Leodn.

Poblacion de estudio

Pacientes con neumonia asociada a ventilacidn mecanica invasiva con
aislamiento de A. baumannii DTR, que se encontraban en la unidad de terapia

intensiva del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”.

Tamano de la muestra

Se incluyeron a todos los pacientes que presentaron neumonia asociada
a ventilador y cuyo diagnostico microbiologico confirmd la presencia de

A. baumannii durante febrero a septiembre de 2024.

17



Criterios de inclusion

» Pacientes con neumonia asociada a ventilacion mecanica invasiva que se

encontraban en la unidad de terapia intensiva.

» Por lo menos 48 horas del requerimiento de intubacion orotraqueal.

» Con aislamiento en aspirado traqueal de A. baumannii DTR.

» Que haya sido la primera neumonia asociada a ventilacion mecanica por

A. baumannii DTR.

» Pueden haber tenido aislamiento de otras bacterias Gram negativas en el
aspirado traqueal, siempre y cuando estén comprendidas en el espectro

antibidtico de colistina asociada a meropenem.

» Edad =218 anos.

» Que familiares hayan otorgado su consentimiento informado, en caso de
que el paciente haya sido extubado y recobrara sus funciones neuronales

superiores también se solicitd su consentimiento informado.

Criterios de exclusion

» Aislamiento de A. baumannii que no cumplié el criterio de DTR.

» Neumonia asociada a ventilacion mecanica invasiva producida por

bacterias Gram positivas.
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» Mas de tres bacterias Gram negativas en el aislamiento del aspirado

traqueal.

» Aislamiento de bacterias Gram negativas que no fueran susceptibles al

esquema de meropenem o colistina.

» Alergia a alguno de los tres antibidticos.

» Pacientes con enfermedad renal crénica.

» Antecedente de epilepsia.

» Antecedente demostrado de prolongacién del intervalo QT.

Criterios de eliminacion

» Paciente que fallezca durante el curso del tratamiento antimicrobiano.

» Paciente que sea trasladado a otro hospital o extubado.

» Paciente en el que se hayan recuperado menos de < 4 muestras posterior

al inicio del tratamiento.

» Paciente que requiera terapia de reemplazo renal.

» Paciente que presente diarrea por Clostridioides difficile.

» Paciente que presente prolongacion de QT y que a consideracion del

meédico tratante la azitromicina deba ser suspendida.
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Metodologia

Se identificaron a los pacientes que cumplieron los criterios de neumonia

asociada a ventilaciéon mecanica invasiva.

» Identificacion de aislamientos

A partir de aislamientos respiratorios como aspirado traqueal, se realizaron
cultivos bacteriologicos aerobios cuantitativos en medios de cultivo nutritivos,
selectivos y diferenciales: agar sangre, agar chocolate, agar azida de sodio y agar
MacConkey. Para la identificacion de los microorganismos que presentaron
crecimiento se empled espectrometria de masas desorcidn/ionizacion laser
asistida por matriz acoplada a tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS) de (Microflex LT
system, Bruker Daltonics, Alemania). En el caso de Acinetobacter |la identificacion
fue hasta nivel de complejo Acinetobacter calcoaceticus-A. baumannii y se

confirmo a nivel especie mediante PCR (27).

» Perfil de susceptibilidad

Se llevaron a cabo pruebas fenotipicas de susceptibilidad mediante el sistema
automatizado Vitek 2 C (Biomérieux, Marcy I' Etoile, Francia) y se utilizaron los
puntos de corte establecidos en el M100 del CLSI del afo en curso.
Posteriormente, las cepas se clasificaron como DTR siguiendo lo descrito por

IDSA (22).
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» Tratamiento antibidtico

Al confirmar que la cepa de A. baumannii fuera DTR, se procedi6 a aleatorizar

a los pacientes al grupo de tratamiento:

» Colistina 300 mg dosis inicial y luego 150 mg IV cada 12 horas asociada

a meropenem 2 g IV en infusion de 1 hora, ambos por 7 dias.

» Colistina 300 mg dosis inicial y luego 150 mg IV cada 12 horas asociada
a meropenem 2 g IV en infusion de 1 hora ambos por 7 dias y

azitromicina 500 mg cada 24 horas por 5 dias.

Posterior al inicio del tratamiento se obtuvieron muestras de aspirado traqueal a
las Oh, 24h, 48h, 72h, y dias 5, 7 y 10 para cultivo microbiologico para deteccidn
de A. baumannii. En las muestras en las que se identificd este microorganismo
se procedio a verificar la produccion y composicion de biopelicula. Ademas, en la
primera muestra en la que se identificé A. baumannii previo al ajuste de terapia
se estudié la produccion y composicion de biopelicula y se compard con las

muestras tomadas en tiempos posteriores.

» Produccion y composiciéon de biopelicula

Para determinar la condicion Optima para favorecer la produccién de
biopelicula se analizaron dos variables: movimiento y adicion de glucosa. Por lo
que se realizaron ensayos con agitacion y glucosa, de esta forma se analizaron
cuatro grupos. La produccion de biopelicula se determind de forma

semicuantitativa mediante la tincion con cristal violeta como lo descrito por
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Mendoza-Olazaran y col. en 2014 (36). Para la clasificacion de los
microorganismos en productores o no productores de biopelicula se empleo el
indice de biopelicula, que correspondi6é a la relacion de la absorbancia de la
biopelicula y de las células plancténicas utilizando los criterios previamente
descritos por Bocanegra-lbarias y col. en 2017 (37). Posteriormente, se
determind la composicion de biopelicula mediante ensayos de desprendimiento,
se empleé meta peryodato de sodio para degradar polisacaridos; proteinasa K
para proteinas y DNAsas para ADN siguiendo la metodologia previamente
descrita por Mendoza-Olazaran y col. en 2015 (38). Para los ensayos se utilizo
como controles S. aureus ATCC 29213 (productor fuerte) y E. coli ATCC 25922

(no productor).

Analisis estadistico

Analisis de estadistica descriptiva para las variables demograficas se

utilizé frecuencias, porcentajes, media y desviacion estandar.

Chi? para la comparacién de variables categoricas, t de student y ANOVA
para variables cuantitativas. El valor de p <0.05 se considerd estadisticamente

significativo.

Se utilizaron los programas: IBM Corp. Released 2015. IBM SPSS
Statistics for Macintosh, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp. Y GraphPad Prism

version 10.0.0 for MAC, GraphPad Software, Boston, Massachusetts USA.
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Consideraciones éticas

El protocolo de investigacion fue sometido al Comité de Etica en
Investigacion y Comité de Investigacion del Hospital Universitario “Dr. José
Eleuterio Gonzalez” para su correspondiente autorizacién y aprobacion. Clave de

registro: IF24-00001.
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CAPITULO VI

RESULTADOS

» Seleccion de participantes

de NAV

52 participantes fueron evaluados por sospecha

Tamizaje
8 no presentaron NAV.

23 por presentar NAV por otras bacterias

Gram negativas.
5 no tuvieron patron de DTR

16 participantes

Excluidos

4 crecié Staphylococcus aureus.
3 tuvieron >3 bacterias aisladas.

9 participantes

6 participantes

Eliminados

1 en tratamiento para Gram positivo
por meningitis postquirurgica.

1 en tratamiento para Gram positivo
por pie diabético.

1 paciente se recuperé menos de 4
muestras.

{

3 participantes
(CL+MEM+AZM)
Grupo intervencion

!

Figura 3. Seleccion de participantes.

En este estudio se evaluaron 52 pacientes que tuvieron sospecha de NAYV,
que segun los criterios de inclusién, exclusion y eliminacion se seleccionaron tres
pacientes para cada grupo de estudio como se puede observar en la Figura 3; de

los cuales se obtuvieron un total de 40 aspirados traqueales y en 27 de ellos hubo

3 participantes

(CL+MEM)

Grupo Control

crecimiento de A. baumannii.
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» Parametros clinicos y paraclinicos

Variables

X (DE)

X (DE)

» Tabla 1. Variables clinicas y paraclinicas de los pacientes.
Grupo Intervenciéon Grupo Control

Total
X (DE)

Edad en aios 42 (£24) 46 (£16) 43 (£22.85)
Sexo Masculino / total (%) 7 (1) 5(1) 6 (1)
Tiempo de desarrollo de
NAV (dias) (60) 2 (40) 5(100)
PaO2/FiO2 (mmHg)
Dia 0 113 (94) 182 (46) 112 (37)
Dia 5 216 (107) 138 (13) 170 (85)
Dia 10 291 (13) 81 (39) 186 (117)
Leucocitos (*103cel/uL)
Dia 0 19 (10) 9.4 (7) 14 (9)
Dia 5 17 (13) 29 (21) 23 (17)
Dia 10 10 (4) 14 (6) 12 (6)
QT (mseg)
Dia 0 400 (34) 400 (23) 386 (30)
Dia 5 387 (23) 360 (0) 373 (21)
Dia 10 387 (23) 373 (23) 380 (22)
TFG (mL/min/1.73m?)
Dia 0 92 (43) 62 (36) 77 (39)
Dia 5 117 (4) 45 (4) 81 (40)
Dia 10 109 (18) 72 (19) 90 (26)
ALT (mg/dL)
Dia 0 153 (226) 23 (8) 89 (159)
Dia 5 142 (149) 48 (34) 95 (109)
Dia 10 105 (80) 22 (11) 64 (69)
BT (mg/dL)
Dia 0 1.4.(1) 0.5(0.2) 1.0 (0.8)
Dia 5 1.7 (2.0) 0.4 (0.1) 1.0 (1.5)
Dia 10 1.0 (0.4) 0.4 (0.1) 0.7 (0.4)

X: Media, DE: Desviacion Estandar, NAV: neumonia asociada a ventilacion PaO2/FiO2: presion
parcia de oxigeno/fraccion inspirada de oxigeno, QT: intervalo QT, TFG: tasa de filtrado
glomerular, ALT: alano aminotransferasa, BT: bilirrubina total.
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Las variables clinicas y paraclinicas en diferentes momentos del estudio
se describen en la Tabla 1. De los seis pacientes aleatorizados la media de edad
fue de 43 anos, cinco fueron hombres y el tiempo en desarrollar NAV fue de seis
dias; como variable de funcion pulmonar la PaO2/FiO2 al inicio del estudio en
ambos grupos tuvo valores menores a 200mmHg, pero al final del estudio en el
grupo intervencion fue mayor a 200mmHg, mientras que en el grupo control fue
menor a 100mmHg. Como variable de perfil de seguridad se utilizé la medicién
del intervalo QT y se observo que en los dos grupos de estudio no hubo una
variacion significativa (X +17mseg, en el grupo intervencion). En lo que se refiere
a efectos adversos hepaticos y renales no hubo una alteracion significativa en los

parametros paraclinicos que se utilizaron como referencia.

» Viabilidad de los aislamientos

En el presente estudio se observo que, al finalizar los 10 dias de seguimiento,
comparando los grupos de estudio hubo un descenso mayor en el recuento de
A. baumannii al finalizar el seguimiento en el grupo de intervencion comparado

con el grupo control.
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» Perfil de no susceptibilidad de los aislamientos
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Figura 4. Perfil de no susceptibilidad de A. baumannii.

Cumpliendo con la definicién de DTR se observé que el 100% de los aislamientos
fueron no susceptibles a las familias de betalactamicos y fluoroquinolonas;
mientras que, para la familia de inhibidores de la sintesis de folatos, tetraciclinas
y aminoglucésidos, la no susceptibilidad fue variable, pero supero el 50% en los

dos grupos de comparacion (figura 4).
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» Producciéon y composicion de biopelicula

» Panel A Panel B

Panel C Panel D

Figura 5. Produccion cualitativa de biopelicula de A. baumannii. Panel A: agitacién
con glucosa, Panel B: agitacion sin glucosa, Panel C: sin agitacion con glucosa, Panel D: sin
agitacion sin glucosa.
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Figura 6. Produccion cuantitativa de biopelicula de A. baumannii.

Tabla 2. Clasificacién de produccion de biopelicula.

No productor Productor débil Productor fuerte Total
Sin agitacion, sin glucosa 17 1 9 27
Sin agitacion, con glucosa 16 4 7 27
Con agitacion, sin glucosa 7 2 18 27
Con agitacién, con glucosa 27 0 0 27
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Para determinar la condicién Optima para favorecer la produccion de
biopelicula se analizaron dos variables: movimiento y adicion de glucosa. Por lo
que se realizaron ensayos con agitacion y glucosa, de esta forma se analizaron
cuatro grupos. Al final se detectd que la agitacion sin adicion de glucosa fue la
condicion optima para la produccion de biopelicula, como se puede observar
cualitativamente en la Figura 5 Panel B y cuantitativamente. Ademas, los
aislamientos fueron clasificados considerando un indice menor a 0.8 como no
productores, mayor a 0.8 como productor débil y mayor a 1.2 como productor
fuerte de biopelicula (Figura 6); considerando esto se realizé una clasificacion

tomando en cuenta estas condiciones (Tabla 2).
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Figura 7. Produccion de biopelicula, “condicion de agitacion sin glucosa” por
grupo de estudio.

32



Panel A

100
° i .
5 m
:E 80 i
5
5 60 _ - -
2 .
3
S 40+
5
8 20+
(=]
o * * * * *
0 1 1 1 1 1 1
EAN N S A QR I N AR A AN
& 0\0 9\0 9\6 9\'b o'\" @ o\‘b 9\0 Q\'b‘ 9\9 9\') @
FLAER LN LA LB LA "o R R P T S AR LA
Aislamientos de pacientes
Il Carbohidratos [ ADN [ Proteinas
Panel B
100
Q
£ 80
T
[
£ 60
7]
3
3 40
§
8 20
& *
0 - - - - s
N S ) RO N Q) N> N QN o S\ 3 QN
s RS A % PR A o S o"’k 6\")\ \QQ \@,5
P S AC A ARG S e L Pe LS S < S S RS S S
IR M A MR M AR LA LA LA AR SRR SRR SRR SRS
Aislamientos de pacientes
I Carbohidratos & ADN [ Protelnas
Figura 8. Composicion de biopelicula por grupo de estudio. * Aislamientos a los que
no se les realizé composicion de biopelicula. Panel A: grupo control, Panel B: grupo
Intervencion.

33



p = 0.8248 p=0.9139 p = 0.9075

100 | Q. | |

ot _og 00%% % o
o
2 ® 0p ® o N o ©®
o o O Q
.g 75_ ................................................................... :.... ....................... . .................... . ..... . ............
2 ° o o ° ® o
o O @] o o0
3 o
T B0 e s
3 ® Y
o ¢ o 0 4
g o ° O ®
) 25_ ............................................................................................. . ....................................................................
o
o
o
0 T T T T T T
[¢] N [¢] N [¢) N
& o7 Q N o &
O ~ Q oD RN,
.b‘é’ '\b‘0 v v G\Q O\'e\
S & © <t
o & Q
N ?
< o
® Control ® Intervencion

Figura 9. Comparacion (ANOVA) de componentes de la biopelicula por grupo
de estudio.

De los aislamientos clasificados como productores de biopelicula de
acuerdo con el ensayo de agitacion sin glucosa, se seleccionaron ocho del grupo
control y 14 del grupo de intervencion (Figura 8) para el subsecuente analisis de
la composicion de biopelicula. El resto de los aislamientos no se incluyeron

debido a que no produjeron biopelicula.

En el analisis de composicién de la biopelicula en ambos grupos de estudio
se detectd que la biopelicula estaba conformada predominantemente de
carbohidratos seguida de ADN y proteinas (Figura 9). Sin embargo, el cambio en
dicha composicion en los diferentes aislamientos obtenidos en tiempos distintos

fue heterogénea tanto en el grupo control como intervencion.
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De los 22 aislamientos a los cuales se les analiz6 la composicion de
biopelicula, se estatifico por tipo de componente (carbohidratos, proteinas y ADN)
a los valores numéricos de estos componentes se les aplicd la prueba de
normalidad con el estadistico de prueba Shapiro-Wilk, con lo cual se estableci6
que tenian una distribucion normal por lo que se procedié a realizar un analisis
de varianza (ANOVA) de un factor. Mediante este analisis se determin6 que la
composicion de carbohidratos entre el grupo control y el grupo intervencion no
fue estadisticamente significativa (p=0.82), tampoco lo fue la composicion de
ADN ni proteinas con una p=0.91 y p=0.91, respectivamente, como se muestra

en la Figura 10.
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» Concentracion minima inhibitoria y concentracién de erradicacién

de biopelicula
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Figura 10. Frecuencia de aislamientos dependiendo de la CMI. CMI: concentracién
minima inhibitoria. Panel A: CMI de A. baumannii, CMI de E. coli.

En todas las cepas obtenidas se realizaron ensayos para determinar la
concentracion minima inhibitoria (CMI) a azitromicina. En ambos grupos de
estudio se demostré que la CMI fue 16 mg/L o mayor, encontrandose que la
mayoria de los aislamientos tuvieron una CMI de 32 mg/L (Panel A, Figura 11).
Actualmente EUCAST no tiene establecidos puntos de corte de azitromicina para
A. baumannii, pero tiene reportada la susceptibilidad de azitromicina en E. coli,

debido a que es un bacilo Gram negativo, en el presente estudio lo utilizamos

36



como referencia para la comparacion de nuestras cepas. Este comité ha
reportado que la mayoria de los aislamientos analizados de E. coli tenian una
CMI de 2 a 8 mg/L la distribucion se observa en el Panel B, Figura 11; en cambio

en el panel A se observa la distribucion de CMI de los aislamientos de A.

baumannii).
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Figura 11. CMIl y MBEC de A. baumannii por grupo de estudio. CMI: concentracion
minima inhibitoria. MBEC: concentracion minima de erradicacion de biopelicula. Panel A:
grupo contol, Panel B: grupo intervencion.
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También se analizé la concentracidn necesaria de azitromicina para erradicar la
biopelicula y se encontr6 que en ambos grupos la mayoria de los aislamientos
presentaron una concentracion de 256 mg/L o mayor (Figura 12). Observamos
que los aislamientos productores de biopelicula requieren una concentracion

mayor de azitromicina para poder erradicar la biopelicula.
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CAPITULO VII

DISCUSION

En este estudio, las cepas analizadas de A. baumannii fueron en su
mayoria productoras fuertes de biopelicula, esto fue similar a lo reportado
previamente en este hospital (29) y probablemente se ha mantenido la clonalidad

de las cepas, a través del tiempo segun lo anteriormente reportado (27)

En el antecedente directo de este estudio se observé como la exposicion
de los aislamientos de A. baumannii a una concentracion subinhibitoria de
azitromicina (0.125 pg/mL) condicion6 a una modificacion tanto en la produccion
como en la composicion de la biopelicula y se observo una disminucién en la
produccion de proteinas(28), esto considerando el mecanismo de accion de la
azitromicina al inhibir los ribosomas bacterianos. Segun lo reportado en la
literatura se puede obtener un beneficio sinérgico de la combinacion de
azitromicina junto con colistina, ya que esta ultima por su mecanismo de accién
abriria poros en la membrana bacteriana facilitando asi la difusiéon de la
azitromicina al interior de la célula bacteriana y de esta manera facilitando su
llegada al sitio de accion. Lin et al., describio este efecto luego de exponer in vitro
cepas de A. baumannii a colistina y azitromicina y medir la permeabilidad de la
membrana celular y demostré cuantitativamente que hubo un aumento de la
permeabilidad en las cepas expuestas a antimicrobianos. Ademas, demostré que
estos cambios se podian apreciar de forma representativa con fotografias de
microscopia electronica en donde se observo alteracion de la continuidad de la

membrana externa de las bacterias (35).
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En estudios realizados de muestras clinicas, un estudio realizado en 2009 en
donde se obtuvieron 159 aislamientos de Enterobacterales de muestras clinicas
a quienes se les comparo la susceptibilidad por diferentes métodos (dilucion en
agar, E-test y difusién en disco) a azitromicina se reportdé que mas del 80% fue
resistente a dicho antimicrobiano (39). Y en un estudio realizado in vivo, en donde
se obtuvieron 77 muestras clinicas de A. baumannii resistente a carbapenémicos
se demostré que todas las muestras fueron resistentes a azitromicina al hacer
pruebas de susceptibilidad en medio de cultivo Mueller-Hinton sin embargo, si se
hacian pruebas de susceptibilidad en un medio de cultivo RPMI, la susceptibilidad

era variable(40).

En el presente estudio se pretendidé analizar esta actividad sinérgica
in vivo, considerando variables farmacodinamicas y farmacocinéticas (41,42) de
la azitromicina ya que en teoria una dosis estandar de 500mg IV cada 24 horas
podria alcanzar las concentraciones por arriba de la sub-MIC por lo que se
considera que estas concentraciones podrian llegar al sitio blanco de accién y asi
inhibir la produccion de proteinas y por ende la produccién de biopelicula y el

crecimiento bacteriano.

Diversos autores han descrito el efecto inmunomodulador de los
macrolidos, esto derivado de su efecto en la regulacién en la produccién de IL-
10 (43), se ha establecido que dicho efecto inmunomodulador se puede presentar

luego de siete dias de uso en enfermedades cronicas de las vias respiratorias
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como enfisema pulmonar y bronquitis cronica (44,45). Ademas, se ha descrito
efectos sobre la produccion de mucina en el epitelio respiratorio derivados del
uso de macrolidos que podrian favorecer el aclaramiento de las vias respiratorias
como de las bacterias que pueden estar colonizando (46). En este estudio en lo
que respecta a variables paraclinicas como PaO2/FiO2 hubo una tendencia a
encontrar valores mas altos en el grupo intervencion, y en lo que respecta a
recuento total de leucocitos hubo una mayor disminucion en los mismos en el
grupo intervencion, se puede considerar que esto fue debido al uso de

azitromicina.

En los resultados obtenidos luego de la recuperaciéon de las cepas de A.
baumannii y determinando que la condicion 6ptima para favorecer la produccién
de biopelicula fue con agitacion y sin adicion de glucosa, encontramos que luego
de la exposicion a azitromicina en el grupo intervencidn no hubo una diferencia
en la produccién de biopelicula y que la composicion de esta fue heterogénea en
los dos grupos comparados, como en los diferentes dias en los que se tomaron
dichos cultivos. Considerando que las dosis a las que se administré azitromicina
permitirian que en el tejido pulmonar se alcanzaran concentraciones mayores a
la sub-MIC de 0.125 pg/mL (29). En la comparacion de varianzas respecto a la
composicién de biopelicula se determind que también los resultados fueron

heterogéneos en ambos grupos, (p= >0.05).

En las cepas obtenidas, se observaron CMI mayores de 32 ug/mL, y
MBEC mayores a 256 pg/mL, contrastando lo presentado en el antecedente

directo (29).
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En lo que respecta a efectos adversos no se encontré un efecto adverso
grave que condicionara la descontinuacién de la azitromicina en el grupo de
intervencion. El efecto adverso mas comun asociado al uso de macrolidos
corresponde a la prolongacion del intervalo QT, efecto que es producido por un
aumento en la corriente tardia de sodio (47) y que se ha reportado en personas
mayores de 60 afios (48). En este estudio no se evidencié prolongacion del
intervalo QT luego de cinco dias de administracion de azitromicina. Tampoco

hubo alteracion significativa de la funcion renal ni de la funcidén hepatica.

Como limitaciones de este estudio encontramos que durante el ano 2024
hubo una disminucidon en la incidencia de neumonia asociada a ventilacion
mecanica en este hospital, ya que en el 2023 se reportd una tasa de 19/1,000
dias ventilador y durante el periodo de reclutamiento disminuy6 a 14/1,000 dias
ventilador lo que disminuy¢ significativamente nuestra capacidad para reclutar
pacientes. Al ser una prueba de concepto, en este estudio tuvimos una muestra
pequefia de pacientes que cumplieron la totalidad de los criterios de inclusion por
lo que no se puede hacer inferencias con esta muestra acerca de morbilidad y
mortalidad. Sin embargo, se recupero una cantidad significativa de aislamientos,
con lo que se pudo comparar la produccion de biopelicula tras la exposicién a

azitromicina.
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES
La produccion y composicion de biopelicula fue analizada en 27
aislamientos y no hubo una diferencia estadisticamente significativa en la
reduccion del indice de biopelicula y tampoco en los componentes de esta,

luego de la intervencion.
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