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RESUMEN

Acinetobacter baumannies una bacteria de gran importancia clinica deladdas
infecciones nosocomiales a las que se asocia. Lenaaa que supone en el dmbito
hospitalario esta directamente relacionada conapaadad para sobrevivir a condiciones
hostiles tales como cambios de temperatura, dsimésico y sequedad. En este contexto,
se ha estudiado el efecto de la radiacion visibgespoblaciones d&. baumannil(ATCC
19606) mantenidas a temperatura ambiente en magliad (condiciones de ayuno) y
sobre soporte sélido (condiciones de ayuno y seqgl)ed

Para determinar la posible pérdida de cultivabilidala entrada en estado viable no
cultivable (VNC), las poblaciones de baumannise inocularon en solucion salina estéril o
se fijaron a filtros de acetato de celulosa est®i§l se incubaron a 20°C en condiciones de
oscuridad (control) o exposicion a luz visible. @ largo de la supervivencia, utilizando
microscopia de epifluerescencia, se cuantificaasnckElulas totales, viables y cultivables.
Ademas, se determino la capacidad de formar bisfdmestas poblaciones.

Bajo condiciones de oscuridad, tanto en soportedosécomo en medio liquido, no se
detecto pérdida de cultivabilidad, actividad o gnigad celular durante al menos 7 dias. Sin
embargo, la luz visible tuvo un efecto negativorsolas poblaciones d&. baumannii
expuestas tanto en medio liquido como sobre sopétigos. En medio liquido, si bien la
radiacion luminosa no afecté a la integridad cejudkfinalizar el periodo de exposicion (7
dias) el numero de células cultivables descendoldg y el 27% de la poblacion se
encontraba en estado VNC. En condiciones de seduédgérdida de cultivabilidad se
detectd ya desde el primer dia de exposicion, raitoge por debajo del limite de deteccion
tras 5 dias; la densidad de células viable tamtéigminuyd, de modo que tras 7 dias de
exposicion el 4% de la poblacién era VNC. Adendsapacidad de formar biofilms se vio
negativamente afectada a lo largo de la permaneacta en luz como en oscuridad. El
efecto negativo de la luz fue especialmente relevan poblaciones mantenidas en soportes
solidos.

Bajo condiciones de ayuné. baumanniies capaz de persistir durante periodos de tiempo
de al menos una semana incluso en ausencia de adnfeith embargo, la exposicion de
radiacion luminosa induce la entrada en estado ¥N@stas mismas condiciones, siendo

este efecto negativo mas acusado en condicionapute y sequedad.



ABSTRACT

Acinetobacter baumannis a bacterium with great clinical relevance du¢hie nosocomial
infections which is associated with. The threatchhis related to depends directly on its
ability to survive in hostile conditions such amferature variations, luminous stress and
desiccation. In this context, it has been studied éffect of visible radiation upon
populations ofA. baumannii (ATCC19606) maintained in liquid medium (starvatio
conditions) and over dry surfaces (starvation arebiatation conditions) at room
temperature.

To determinate the possible loss of culturabilityl ahe entry in Vible But Nonculturable
state (VNC), populations @&. baumanniwere inoculated in sterile saline solution or they
were fixed to cellulose acetate filters and theyenincubated at 20°C in darkness (control)
or under luminous conditions. Along de survival esence, the total, viable and culturable
cells were quantified.

The ability of those populations to form biofilmssvalso tested.

Under darkness conditions, in both liquid mediurd saolid surfaces, there was not detected
loss of culturability, activity or cellular intedyi during at least 7 days. However, the visible
light had a negative effect over the populationsAofbaumanniiexposed to both liquid
medium and solid surfaces. In the liquid mediungrey the luminous radiation did not
affect the cellular integrity, at the end of thepesition period (7 days) the number of
culturable cells fell 1.5 log and the 27% of theplation had been entered in the VNC
state. In the populations exposed to desiccatioditons, loss of culturavility was detected
since the first day of the experience, this redunctontinued until the fifth day when the
culturability was under the detection limit. Thend#y of viable cells also showed a
decreasein such a way that after 7 days of exposition, 4B& of the population was in
VNC state. Additionally, the ability to form biofils was negatively affected along the
permanence time in both darkness and luminous tondi The negative effect of light was
especially relevant in those populations which weentained over dry surfaces.

Under starvation conditiongy. baumanniis able to persist during almost a week even in
dry conditions. Nevertheless, the exposition toihous radiation induces the entry in VNC

state, being this negative effect stronger undewation and dry conditions.



INTRODUCCION

Caracteristicas generales décinetobacter baumannii

El nombre deéAcinetobacterfue acuiiado por Brisou and Prevot en 1954 y del@ariego
“Akinetos” que significa “sin movimiento” debidosa carencia de flagelo (Doughatial.,
2011). Sin embargo, especies de este género yanfudrservadas con anterioridad por
Beijerinck en 1911 (Townest al, 2009). Hoy en dia este género engloba 34 genciespe
descritas gracias a técnicas de hibridacion de OJRAcaet al, 2012).

Las bacterias del géneAxinetobacterse caracterizan por ser bacterias Gram negativas,
aerobias estrictas, inmoviles, catalasa positigasdasa negativas y no fermentativas.
(Bergnone-Bérézein & Towner, 1996; Doughetral, 2011). Respecto a su morfologia son
cocobacilos cortos y gruesos en su mayoria; pudiapdrecer también con forma alargada
durante la fase exponencial con tamafos de 1 aurf,5Debido a su hidrofobicidad es
comun que aparezcan formando agregados o dispusstparejas (Bergnone-Bérézein &
Towner, 1996; Doughast al.,2011).

Su temperatura 6ptima de crecimiento ronda los538 3/ es capaz de crecer y formar
colonias en medio estandar de laboratorio. El géAeinetobacteforma colonias suaves o
mucoides (dependiendo de si han generado capsad);2 mm de diametro y de color
amarillo palido o blanco-grisaceas (Bergnone-Béné&eTowner, 1996; Dougharét al.,
2011).

Importancia clinica

Las especies del géneAxinetobacterson ubicuas y se han aislado tanto en el medio
ambiente (suelo, agua dulce...) como en alimentosaas condiciones (leche, huevos...).
Ademas también forman parte de la microbiota nomeala piel apareciendo en mayores
densidades en ingles y axilas (Jawadl, 1997; Begget al, 2006; Towneet al, 2009).

Dentro del génerd\cinetobacterse pueden encontrar especies de gran interésrganit
debido a su capacidad para provocan infeccione®coosales. Dentro de estas,
A. baumanniies la que mayor atencion recibe, puesto que tieaeguan persistencia en
ambientes hospitalarios gracias a sus sencillagereagientos energéticos, su extraordinaria

tolerancia en forma de biofilms a la desecacionlgsadesinfectantes, y su facilidad para



adquirir resistencias a antibidticos. Debido a gs#m persistencidd. baumanniies capaz

de infectar a seres humanos desde reservorioesné&ébanas, catéteres, guantes...) o
animados (el propio personal sanitario que es @ortsin desarrollar la infeccion) (Weit

al., 1997; Espinaét al, 2012; Rocat al, 2012).

Supervivencia en ambientes hostiles

Son muchos los factores a los gAe baumanniidebe responder para asegurar su
supervivencia. Por un lado, pese a que su temyparaptima de crecimiento es entorno a
los 33-35°C, tiene que soportar temperaturas anmab@snque rondan los 20°C. Ademas
tiene que sobrevivir en superficies inertes exmuasausencia de nutrientes y desecacion.
Por dltimo, debe hacer frente a estrés luminicqugaes un factor al que estan expuestos de

forma continua.

Podemos dividir la luz en funcion de su longitdahda y de su efecto biologico en tres
bandas. Por una parte esta la luz infrarroja (>}, que no tiene efecto bioldgico. Por
otra parte esta la luz ultravioleta (UV) (<400 nymig luz visible (400-700 nm); ambas con
efectos deletéreos en los microorganismos. Estwdosf negativos causados por la luz se
deben a la fotooxidacidn. La radiaciones electramatigas que componen la luz pueden
actuar directamente sobre el DNA generando mutasi@omo dimeros de timina (efecto
fotobioldgico) o actuar sobre una molécula fotod®limadora que se excita y reacciona
con el oxigeno generando radicales libre de oxigefexto fotodindmico). Estos radicales
libres (radical superoxido €Q, peréxido de hidrégeno ¢8.), radical hidroxilo (OHN), y
oxigeno singlete 'Q,)) son los que causan dafios celulares al actuae sebDNA
generando mutaciones, provocando disfuncionessamdgnbranas bioldgicas o inactivando
enzimas. (Al-Nabusi & Gutiérrez, 1992; Sommaragal, 1997; Losi & Gartner, 2008).

El estado viable no cultivable (VNC) es un estathiolbgico en el que las células
mantienen actividad metabdlica detectable perconacapaces de multiplicarse y por tanto
pierden cultivabilidad.

Cada vez son mas los microorganismos para losejha descrito la entrada en este estado
(Barcina & Arana, 2009; Oliver, 2010). Dentro dea esxtensa lista podemos encontrar
especies del génemcinetobactercomo A. calcoaceticustipico de ambientes acuaticos
(Lemke & Leff, 2006).



La adquisicion de este estado fisiologico paredareaducido por diferentes estreses
ambientales como variaciones en temperatura, caméio la osmolaridad del medio,
exposicion a la luz visible, peroxido de hidrégedesecacion etc. (Mizunast al, 1999;
Barcina & Arana, 2009; Oliver, 2010; Vriezen, 2012)

El rol del estado VNC han sido arduamente disoutjgbr una parte podria ser una
estrategia de supervivencia que permitiria sobiewav las poblaciones expuestas a
condiciones desfavorables; en este caso, al IBgaticiones propicias para su crecimiento
las células serian capaces de revertir este egtaglouperar sus capacidades metabdlicas
iniciales (Oliver, 2004). Por otra parte, tambiém lsa observado que existen tipos
bacterianos que no son capaces de revertir esidoeste esta forma, la entrada en estado
VNC se convertiria en un paso intermedio de unartauatruista, como parte de una
estrategia de supervivencia (Barcina & Arana, 20080 obstante, el papel de la
adquisicion de este estado parecen depender fuerterdel tipo bacteriano que se estudie
y las condiciones a las que se le expongan (Ol&@t0). Siguiendo en esta linea, la
conservacion de virulencia en bacterias patogenasadoptan el estado VNC aun debe ser
demostrado (Pruzzet al, 2003). Sin embargo, si que se han observadoiosdibe
mantenimiento de la adhesion a superficies y adtieelulares, lo cual se define como el
primer paso para el proceso infeccioso (Bateal, 2000; Pruzzet al, 2003; Sun eal.,
2008; Huet al.,, 2012).

Esta entrada en estado VNC genera errores en ltsdose clasicos de deteccion de
microorganismos ya que se basan en métodos deoculpposterior analisis y son muchos
los autores que optan por una sustitucion o conmgitaion de estos métodos con técnicas
moleculares tales como PCR (Pruetal, 2003; Oliver, 2010).

Por otra parte la formacion de biofilms ha sidocdés como un factor de virulencia que
aporta gran capacidad de resistencia a diferersttesses (desecacion, desinfectantes...)
(Davey & O’Toole, 2000; Rocat al, 2012). Un biofilm es una poblacién microbiana,
encerrada en una matriz polisacaridica altamend@tada, en parte de produccion propia,
gue funciona como una comunidad integrada desdeunto de vista fisiolégico (Brock,
2012). En base a bibliografia revisada se puedmafigueA. baumanniicuenta con esta
capacidad de formacion de biofilms (Rataal, 2012).



Objetivos

Por todo lo mencionado previamente, la aparentsteesia deA. baumanniia los estreses
ambientales (temperatura, desecacion, luz, faltautiientes...) es uno de los aspectos mas
importantes que la convierten en una amenaza.riiamgo, las estrategias que permiten a

esta bacteria sobrevivir a estos estreses sonraesdas.

El objetivo del presente trabajo es determinarfette de la luz sobre poblaciones de
A. baumannii Para ello se llevaran a cabo experiencias colapiobes sometidas a estrés
luminico para estudiar la posible entrada en eddestVNC. Ademas, se determinara la
evolucion de la capacidad de formacion de biofiami® largo de la supervivencia. Todo

ello se realizara tanto en medio liquido como erdemones de sequedad.



MATERIALES Y METODOS

Acinetobacter baumannii y preparacion de inéculos

Los in6culos para la realizacion de las experienaa supervivencia se obtuvieron
creciendo la cepA. baumanniiATCC 19606 en medio Mueller-Hinton (MH) durante 24

a 37°C en agitacion. Las bacterias se separaromeldgib mediante centrifugacion (5.200
r.p.m. durante 20 minutos) y, posteriormente sézeran tres lavados en solucion salina
estéril (NaCl 0,9% (p/v)). Por ultimo, se calculd toncentracion final de bacterias

mediante microscopia de epifluorescencia.

Ensayos de supervivencia

Las condiciones de realizacion de los ensaydskmumannifueron ausencia de nutrientes,
20°C, agitacion (120 rpm) y luz fotosintéticameatéva (PAR), la cual se corresponde con
el espectro visible de la luz. La luz PAR se sinolediante 5 lamparas SYLVANIA
STANDARD F25W/307/133 Cool White. La intensidad dez que generaban estas
lamparas se midi6é con ayuda de un fotometro (Madel60 LIGHT EMTER de LI-COR)
(15,93 w/nf). Como controles negativos se realizaron ensagasigervivencia a los que se

tratd de manera idéntica pero bajo condicionessderaad.

Medio liquido
Los matraces en los que se llevaron a cabo lagierpms fueron previamente lavados con

H,SO, (97% (v/v)) y aclarados con agua desionizada. Axdefueron quemados a 250°C
durante 24 h para eliminar la materia organicagmtes Estos matraces se llenaron con 300
ml de solucién salina estéril (NaCl 0,9% (p/v))eyisocularon 18células/ml de células en

fase estacionaria.

Se tomaron muestras diarias para la estimaciorehlgas totales (TDC), células viables
(MEMB-+) y cultivables (UFC).

Soportes inertes

Los ensayos en soportes inertes se realizarontes fde acetato de celulosa de (2
(Whatman) esterilizados con UV-C. Sobre estosoSltise filtraron suspensiones de

A. baumannide modo que en cada filtro se fijaron 9k&6lulas/mrh



Para la toma diaria de muestra, los filtros sesmsodieron en 10 ml de solucion salina
estéril (NaCl 0,9% (p/v)) y se midieron célulasates (TDC), células viables (MEMB+) y
cultivables (UFC).

Enumeracién de microorganismos

Los recuentos de TDC se realizaron mediante miopa de epifluorescencia siguiendo el
protocolo descrito por Hobbiet al (1977). Para el recuento de MEMB+, es decir, leon
membrana intacta, se utilizo el Kit Life & Dead® dight™ (Invitrogen) siguiendo el
protocolo descrito por Jowt al. (1997). Por dltimo, los contajes de células caliies se
realizaron mediante siembra en microgota en AgaelMuHinton (MHA). Las placas de

dejaron incubar durante 24h a 37°C.

Céalculo de fracciones poblacionales de céluldsle® cultivables y VNC

Para el calculo de la fraccion poblacional que ewat viabilidad (%CV) se empleo la
siguiente férmula:

MEMB™*
%CV = W X 100

Para el calculo de la fraccion de la poblacion gaeservaba cultivabilidad (%CC) se

empleo la siguiente férmula:

%CC = UFC 100
T TDC

Para cuantificar la fraccion de la poblacion quguarda el estado fisiologico VNC (%VNC)

se empled la siguiente formula:

MEMB* — UFC
%VNC = TDC x 100




Capacidad de formacién de biofilms a lo largo deelgperiencias de supervivencia

A lo largo de las experiencias se evaluo la capacak formar biofilms dé&. baumannii.
Para ello se siguio el protocolo descrito por Oléeb al. (1999) con alguna modificacion.
Se afadieron alicuotas de 1 ml de las experiedeiagsipervivencia en placas de 24 pocillos
de poliestireno. Las placas se incubaron durantea&87°C sin agitacion. Después de lavar
tres veces con agua desionizada, el biofilm formedas paredes del pocillo se tifié con
200um de cristal violeta (0,5% (p/v)). Se volvié a lawas veces con agua desionizada y se
solubilizé con 50Qul de etanol al 95%. La cuantificacion de la forndacde biofilms se
realiz6 mediante la medicion de absorbancias anB®5Se empled solucion salina estéril

(NaCl 0,9% (p/v)) como control negativo.

Los resultados se clasificaron estableciendo iatesvde acuerdo a Steparowt al.
(2000). El cut-off de OD (ODc) se determiné medidatsiguiente formula:

ODc = %(3 x DS)
Siendo DS la desviacion estandar la media del control negativo.
A partir de ese cut-off se establecieron intervd®$a siguiente manera:
No-adherente: OX ODc

Ligeramente adherente: ODc < OD < 2xODc.
Moderadamente adherente: 2xODc < OD < 4% OD

10



RESULTADOS

Ensayos de supervivencia

En la Figura 1 se muestran los resultados obtenidos en las exp@s realizadas con
células mantenidas en solucion salina estéril (Ng€¥ (p/v)) a 20°C. Tanto en oscuridad

(control negativo) como bajo el efecto de la luz.
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Figura 1. Ensayos de supervivencia en solucién salina®@ 28) Control en oscuridad (B) Bajo
condiciones de iluminacién

=#=", NUmero de células totales (TDC/n== | NUmero dalaé viables (MEMB+/ml);
, NUmero de células cultivables (UFC/ml).
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En las experiencias control, no se observaron alifdas en las densidades de células

totales, viables y cultivables a lo largo del tiente exposicion (Figura 1A).

Sin embargo, la exposicion a estrés luminico turcefecto negativo en la densidad de
células cultivables a partir del cuarto dia. Estid@ comenzo6 siendo de un orden y continud
en el tiempo hasta alcanzar un valor d& UBC/ml al sexto dia. Este valor se conservo
hasta el final de las experiencias. De esta fotrag,7 dias de exposicidn, solo el 3% de la

poblacién era cultivable.

Por otra parte, la densidad de células viablesenuvis afectada por el efecto de la luz.
Debido a esta diferencia entre las densidades lkdéaséviables y cultivables se puede
afirmar que una fraccion de la poblacion entré gado VNC; concretamente el 27% de la

poblacién estudiada adquirié dicho estado fisiadgi

En laFigura 2 se muestran los resultados de las experienciasuplervivencia que se
realizaron con células incubadas sobre filtrosadgado de celulosa expuestos a 20°C. Tanto

en oscuridad (control negativo) como bajo condiegode iluminacion.

En las experiencias realizadas en oscuridad ndosenaron diferencias en la densidad de
células totales, viables y cultivables a lo largbttempo de exposicion. Sin embargo, bajo
condiciones de iluminacién se observé una dismémuen las densidades de células viables
y cultivables. La pérdida de cultivabilidad comererd las primeras 24 h de exposicion.
Esta disminucion en la densidad de células culldgmlprosiguié en funcion del tiempo
hasta que al quinto dia se encontraban por debajolidite de deteccién (< 0,18
UFC/mnf). Por otra parte, la pérdida de viabilidad se ameir hasta el tercer dia.
Transcurridos estos tres primeros dias el 37% g®ldacion conservaba viabilidad. Esta
caida continué de forma progresiva hasta que traa3 de exposicion el 4% de la

poblacién era viable.
Se observo que la disminucion de la densidad déasetultivables fue mayor que la de

viables. Por ende, una fraccion de la poblaciorpdel estado fisiologico VNC. Esta
fraccion se corresponde con el 4% de la poblacam dias.

12
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Figura 2: Ensayos de supervivencia de células sobre filtesacetato de celulosa a 20°C
(A) Control en oscuridad (B) Bajo condiciones deriinacion.

== NUmero de células totales (TDC/Mm=== Nimero de células viables (MEMB+/rim

, NUmero de células cultivables (UFC/ﬁ)rr(* ), Concentracion por debajo del limite de
deteccion (< 0,18 UFC/nfth

Formacion de biofilms
En laFigura 3 se muestra como varia la capacidad de formacidmodigns en funcion del

tiempo de exposicion en medio liquido y en sopos@glos, tanto oscuridad (control

negativo) como bajo condiciones de iluminacion.
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Figura 3. Variaciones en la capacidad de formacion de bigfilem funcién del tiempo de
permanencia a 202C. A) Control negativo en oscdriBaBajo iluminacion.

—+— Experiencias con células en solucién sali—a— elirpcias en células sobre filtros de
acetato de celulosa.

Intervalos de capacidad de formacién de biofilhisModeradamente formadoras de biofilrgs;
Ligeramente formadoras de biofilng;No formadoras de biofilms.

En el control en condiciones de oscuridad se ohsema disminucion en la capacidad de
formacion de biofilms. Esta reduccion se obsermdotan soportes liquidos como sélidos,
aunque el efecto es mayor en medio liquido.

14



En las experiencias realizadas bajo oscuridad mexdtio liquido, la poblacion pasé de ser
“Moderadamente formadora de biofilms” a ser “Ligaeate formadora de biofilms” tras
48 h de exposicion. Esta caida continu6 en losgigasentes, aunque se ralentizo. Al final

de los experimentales, se conservo la mitad déharancia inicial.

En las experiencias realizadas sobre soportesosOkth condiciones de oscuridad, la
disminucién en la capacidad de formacion de bidilime mucho mas suave respecto al
medio liquido. En las 48 primeras horas de exp@sjgiese a observarse una disminucion,
mantuvo una capacidad “moderada” de formacion délbs. La caida continué en el
tiempo, manteniendo a lo largo de toda la expeiaemea capacidad de adherencia superior
a los observados en las experiencias en mediadtiqiil final de las experiencias, la

poblacion mantuvo una “ligera” capacidad de formaae biofilms.

En las experiencias bajo el efecto de la luz, pbge no tuvo influencia en los resultados
observados puesto que se observaron resultaddarssnianto en perfil como en valores

absolutos.

En los estudios realizados en medio liquido, dilpdtenido fue similar respecto al control
en oscuridad, tanto en tendencia como en valossswdbs obtenidos. En las primeras 48 h
de exposicion, la poblacion pasé de ser “Moderadéentormadora de biofilms” a ser
“Ligeramente formadora de biofilms”. La caida cooth con el tiempo, pero se fue

ralentizando. Al final de las experiencias se corsta mitad de la capacidad inicial.

En condiciones de sequedad y bajo el efecto deidasé observaron diferencias muy
marcadas respecto al control negativo. Tras 48shdeaexposicion la poblacion mantuvo
una “ligera” capacidad de formacion de biofilms.n§ue en los siguientes dias, la pérdida
de adherencia continud, la poblacion mantuvo elsgerd” capacidad de formacion de
biofilms. De esta forma, tras 6 dias de exposicg@ngconservo la mitad de la capacidad

inicial.
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DISCUSION

Tal y como se observa en la Fig. 1A, la exposi@@n°C y la ausencia de nutrientes no
generan un efecto negativo en las poblacionesAddaumannii Sin embargo, otras
bacterias también mesdfilas cormascherichia coli bajo condiciones idénticas sufren una
disminucién de la cultivabilidad y se induce suradd en estado VNC (Aramd al., 2010).
Esta entrada en estado VNC ya habia sido descata ptros filotipos del género
Acinetobacter como A. calcoaceticusindicandose que solo el 0,29% de la poblacion

conservaba cultivabilidad en sistemas acuaticoskiea& Leff, 2006).

Si a las temperaturas suboptimas y la ausenciautiemtes se le afiaden condiciones de
desecacion, se observa que las poblaciones. d@aumanniiresponden de forma idéntica
(Fig. 2A); es decir, no se observan variacionefaecultivabilidad, actividad e integridad
celular. Esta caracteristica de soportar la ausetechumedad ha sido descrita como una de
las claves que conviertenfa baumanniien una amenaza en los ambientes hospitalarios
porque facilita su transmision y aumenta la prdidd de infeccion. (Wendit al., 1997;
Jawacdet al.,1998; Roceat al.,2012).

Por otra parte, el efecto de la luz visible si tumcefecto negativo sobre las poblaciones de
A. baumannii La dimensién de este efecto dependié fuertendgitsoporte en el que se
realizaron las experiencias. Tal y como se observéa Fig. 1B, en medio liquido la luz
visible provoca la pérdida de cultivabilidad y seluce la entrada en estado VNC; esta
misma tendencia se ha observado en experiencibzacss corE. coli (Canteraset al.,
1999; Muelaet al.,2000;Idil et al.,2010). En esta linea, se ha demostrado que@J, Hno

de los radicales libres de oxigeno que participaletaiio fotooxidativo, es responsable de
la pérdida de cultivabilidad eif. coli bajo estrés luminico (Araret al., 1992; Muelaet

al., 2002).

El efecto negativo de la luz visible se acentidasnexperiencias realizadas en soportes
sélidos (Fig. 2B), en ellas se indujo la entradastado VNC desde las primeras 24 horas.
Estas diferencias pueden ser debidas a la difeieotgencia de la luz en funcion del
soporte. En las experiencias realizas en sopodtaos, la incidencia de la luz es mucho
mas directa que en el medio liquido, asi se fadit la excitacion de los

fotosensibilizadores y se incrementaria el dafaael
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La entrada en estado VNC, incrementa la amenazaupeneA. baumanniipuesto que en

este estado podria burlar los métodos clasicogt@edon basados en siembra.

La formacion de biofilms, como ya se ha mencion&do,uno de los factores de virulencia
méas importantes dé. baumannii La capacidad de la poblacién para formar biofilms

muestra diferencias en funcion de las condiciorlas gue se exponga.

En condiciones de oscuridad, la disminucion emotan&cion de biofilms es mucho mas
marcada en las experiencias realizadas en mediadigLa formacion de biofilms se
realiza mediante la secrecion de una matriz de adisagaridos que recubre las células.
Esta matriz esta altamente hidratada y previena eflula de una desecacion que las
llevaria a la muerte (Espinalt al., 2012). Una posible interpretacion de los resukado
obtenidos podria ser que las células mantenidamedio liquido habrian perdido la
capacidad para excretar esos exopolisacaridos aitemhidratados. Los resultados
obtenidos por Wendtt al. (1997) apoyan esta idea puesto que se observasgwepas de
A. baumanniiextraidas de muestras de orina, y que no excreagpolisacaridos, tenian

menos capacidad de adherencia que aquellas resatgdztéteres.

No obstante, para todos los soportes y condiciesasdiadas se sigue conservando una
ligera capacidad de formacion de biofiims al fim#d los experimentales, incluso en
aquellos en los que la cultivabilidad se encontitzdja el limite de deteccion. Esto podria
indicar que las células VNC conservan la capacittafbrmar biofilms. La conservacién de
la adherencia de las célula en estado VNC ya laafidervada con anterioridad en otras
bacterias patdgenas coibrio cholerg Shygella dysenteriag Staphylococcus auereus
(Rahmaret al.,1996; Pruzzeet al, 2003; Zandret al.,2012). Si esto fuera asi, supondria
una gran amenaza en ambientes hospitalarios, pgastmo solo le permitiria burlar los
métodos de deteccion clasicos, sino que podriaenarge adherido a superficies hasta
llegar a un hospedador, en el que se reuniriacolagdiciones propicias para su crecimiento;

asi se generaria un broteAlebaumannii

De cara a investigaciones futuras, seria muy iséete comprobar la posible recuperacion
de la cultivabilidad de las poblaciones en estab€VDe esta forma se podria determinar
si es un paso intermedio de una muerte altruisizade de la poblacién (Barcina & Arana,

2009) o si es una estrategia de supervivencia euaife aA. baumanniisobrevivir a

condiciones ambientales nocivas como defiende OIl{2€04). Si se demostrara esta
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recuperacion de la cultivabilidad, las poblacioges adquirieran el estado VNC, serian
capaces de burlar los métodos clasicos de detegcg@amerar brotes infecciosos una vez

llegaran las condiciones propicias.

A modo de conclusion, indicar que:

v La temperaturas ambientales, ausencia de nutrigneassencia de humedad no
generan cambios en la cultivabilidad, actividad neegridad celular de las
poblaciones dé&. baumannitras 7 dias de exposicion.

v' La radiaciéon visible induce la entrada en estadoCVHNn poblaciones de
A. baumannii Siendo esta la primera referencia de adquisid®este estado para
A. baumannii

v El efecto de la luz afecta negativamente a la forémade biofilms en condiciones

de sequedad.
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