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OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar genotipicamente aislados clinicos de Acinetobacter baumanii

causantes de infeccion en la UMAE No.2 de Ciudad Obregon, Sonora.

Objetivos Especificos

Establecer una relacion clonal y el nimero de cepas diferentes entre los aislados

de A. baumannii utilizando ERIC-PCR.

Analizar el perfil de sensibilidad a los antibidticos de los aislamientos de

Acinetobacter baumannii obtenidos entre los meses de enero a junio de 2018.
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RESUMEN

Acinetobacter baumannii es un patégeno oportunista que se caracteriza por
causar infecciones graves en pacientes hospitalizados y por ser multirresistente
a los antibioticos. Las infecciones por Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenémicos se caracterizan por presentar alta mortalidad y es el segundo
patdgeno mas comun en la UMAE No. 2 del IMSS de Ciudad Obregén Sonora.
Se han descrito en la literatura diversas herramientas para vigilar el
comportamiento de bacterias con multiples resistencias a los antibiéticos. La
Organizacion mundial de la Salud ha declarado a esta bacteria como su prioridad
namero 1 cuando presenta esta variante de resistencia. En el entorno hospitalario
se estima que las infecciones son la complicacion prevenible mas comun,
conocer la microbiologia de los hospitales se convierte en una meta de seguridad
y permite tomar mejores decisiones cuando el paciente ha contraido una
infeccibn nosocomial. Objetivo. Conocer si Acinetobacter baumanii es un
problema clonal en el UMAE No. 2, o si se trata de multiples clonas. Ademas se
analizard la prevalencia de sensibilidad a los diferentes antibiéticos. Metodologia.
Se conservaron los aislamientos de A. baumannii obtenidos en el laboratorio
clinico del UMAE No. 2 de Ciudad Obregdn Sonora, en el periodo de enero a
junio del 2019. Se utilizé la técnica de ERIC-PCR para tipificar los aislamientos
clinicos y determinar la posible relacion clonal entre cada uno de ellos. Se
analizaron los informes de laboratorio para conocer la prevalencia de sensibilidad
a los antibidticos de los distintos aislamientos obtenidos en areas criticas y no
criticas de la institucion. Resultados. Se detectaron por lo menos 8 grupos
clonales de Acinetobacter baumannii en el hospital de los cuales hay por lo
menos 5 aislamientos esporadicos de Acinetobacter baumanni, en cuanto a la
sensibilidad, ningun antibiético puede ser recomendado como terapia empirica y

todos los aislamientos muestran gran resistencia a los farmacos.



INTRODUCCION

Existe una gran preocupacion en los servicios de la salud por las infecciones
bacterianas en el ambito hospitalario. Una serie de agentes bacterianos con
resistencia multiple a los antibiéticos han emergido en los hospitales, y ha hecho
que la nueva categoria TOTEM de super bacterias resistentes entre los que
destaca Acinetobacter baumannii sea motivo de revision y preocupacion debido
a su alto perfil de resistencia a los antibiéticos (Rello y cols., 2018) y se han

propuesto una serie de nuevas metodologias para su estudio y caracterizacion.

Las interrogantes dentro de la microbiologia no han cesado desde que inicié
la carrera con antimicrobianos puesto que se observé que existian bacterias que
se inhibian con agentes quimicos y otras que no (Davies y Davies, 2010).
Dilucidar qué las hace resistentes o sensibles a los agentes ha sido motivo de
innumerables trabajos de investigacion; el advenimiento de técnicas que
permiten identificar genes y caracterizar mejor a las bacterias son herramientas
gue permiten dar visos a los pacientes a través de los médicos sobre cuéles
intervenciones quimioterapicas son mejores para combatir las infecciones que los

aguejan (Messacar y cols, 2017).

La resistencia bacteriana a los antibiéticos es un fenémeno biolégico que es
versatil y cada institucién deberia de conocer sus patrones. No hacerlo supone
dificultades a la hora de abordar problemas derivados de las bacterias y puede
llevar a decisiones quimioterapéuticas equivocadas, ello se torna limite porque
los antimicrobianos disponibles para el tratamiento de las infecciones bacterianas
son escasos comparados con el tamafio de problema que representan. Las
intervenciones que se realizan en el area de microbiologia comprenden aquellas
destinadas a tratar las infecciones una vez establecidas; si bien, seria mejor
comprender qué facilita que una bacteria genere infeccion y tratar de corregir ese
factor de riesgo, a manera de corolario, siempre serd preferible prevenir una

infeccion que tratarla.



En el caso de Acinetobacter baumannii existe un reporte en Brasil sobre su
endemicidad en instalaciones hospitalarias, donde la resistencia a
carbapenémicos esta reportada por diferentes tipos de mecanismos que
involucran B lactamasas tipo D, lo que llevé a caracterizar molecularmente las
cepas como Complejo Clonal Internacional 1, 2 y 3. A pesar de que las cepas
compartian los genes para las 3 lactamasas, se reportaron incrementos en las
resistencias que no pueden ser explicados Unicamente por estos genes,
sugiriendo nuevos eventos genéticos quiza mediados por la presion ejercida por
el uso de antimicrobianos (Tavares y cols., 2018). La investigacion antes referida
brinda luces sobre el rapido avance de las cepas de Acinetobacter baumannii y

se puede ver repetida en otros continentes con patrones similares

Este trabajo busca establecer tres puntos que son determinantes para
generar estrategias en nuestro hospital para este problema. El primer punto sera
cuantificar el problema (prevalencia de una bacteria en especifico), el segundo
es establecer qué comportamiento tienen esas bacterias frente a los diferentes
antibidticos con que se cuentan para tratarlas y por ultimo establecer con
exactitud si se trata de un problema epidemiolégico causado por una sola clona

de Acinetobacter baumannii o bien si se tratan de varias clonas.

Fendmenos similares han ocurrido en el &mbito de unidades de cuidados
intensivos con aislamientos de Acinetobacter baumannii que muestran
resistencia a carbapenémicos pero se logran identificar cepas diferentes (Wendel
y cols., 2018), haciendo dificil de distinguir una bacteria que de manera
sistematica se clasifica como asociada a infecciones nosocomiales de la
portacibn de la bacteria por los pacientes que son ingresados a un area
hospitalaria; en ese mismo estudio no se puede establecer una fuente primaria
de la bacteria, encontrandose en varios lugares, desde lavamanos hasta circuitos

de ventilacién, mostrando multiples locaciones; es decir, es ubicua.



ANTECEDENTES

Generalidades

La medicina moderna esta influenciada de manera importante por otras ramas de
la biologia, una de ellas en particular, la microbiologia, es una de sus partes mas
influyentes y se encuentra sélidamente establecida dentro de la practica médica.
De las intervenciones que se tienen en el ambito médico, el combate a las
infecciones representa un éxito sin paragon en la historia, no obstante, las
infecciones y sus complicaciones pudieron explicar directamente en 2002, cerca
del 30 % de toda la mortalidad mundial y se espera que su porcentaje al 2030
decaiga hasta un 14 % (Mathers y Loncar, 2006).

Las infecciones siguen siendo un apartado importante en la practica médica
y aunque se espera que la tasa de mortalidad disminuya, practicamente todos los
seres humanos tendran mdltiples infecciones bacterianas dentro de su vida. Las
intervenciones que se generan en el &mbito de la medicina con respecto a las
infecciones bacterianas pueden ser de tipo preventivo, como la potabilizacion del
agua, coccién de los alimentos, limpieza y desinfeccion de heridas y la

vacunacion (DeAntonio y cols, 2018).

Los agentes antimicrobianos son una de las intervenciones mas exitosas
dentro de la medicina moderna, sin embargo, su éxito fue visto con precaucion
por el mismo descubridor de la penicilina, Alexander Fleming quien durante su
discurso al recibir el premio Nobel indicé: “Se ha de llegar el tiempo en que la
penicilina pueda ser comprada por cualquiera en tiendas. Existe el riesgo de que
el hombre ignorante facilmente pueda suministrarse dosis bajas exponiendo a los
microbios a dosis no letales de la droga, haciéndolas resistentes”. Asi marcaba
el destino para la terapia con agentes quimicos encaminados al control de las

bacterias (antibidticos), donde la popularizacidén del farmaco, la aplicacion masiva



y la manera como se aplica el compuesto quimico condiciona el comportamiento

bacteriano frente al farmaco (Austin y cols, 1999).

En la resistencia a los antibiéticos participan también nuevas técnicas en el
campo médico como el uso de dispositivos médicos invasivos que han
modificado nuestra relacibn con las bacterias (Nutman y cols., 2014). La
resistencia bacteriana se puede entender como un fenédmeno evolutivo, donde a
mejores antimicrobianos, se presentan mecanismos mas complejos de
resistencia. Algunas publicaciones clasicas del tema sugieren que han existido
periodos en la carrera antimicrobiana, ubicando el presente, en escenarios donde
surgen bacterias como Acinetobacter con resistencia multiple (Davies y Davies,
2010).

Existen nuevas estrategias para el control de la resistencia bacteriana, desde
el uso racional de antibiéticos en animales para consumo humano, que pueden
generar presiones ambientales por generar cepas bacterianas resistentes
(Landers y cols., 2012), hasta el desarrollo de mejores estrategias para el control
de las mismas que han incluido uso de catelicidinas humanas y derivadas de

marsupiales (Howard y cols., 2012; Spencer y cols., 2018).

El estudio de las bacterias y sus perfiles de resistencia utiliza técnicas
moleculares para el diagnostico de éste fenomeno (Ventola, 2015). Existen
plataformas robustas como el PLEX-ID (una forma de espectrometria de masas
que acorta el “time of flight”, desarrollado por el Departamento de Defensa de
Estados Unidos) que tiene un rango de deteccion de cinco mil cuatrocientos tipos
diferentes de gérmenes en cuestion de horas, la tendencia en algunos afios
pasara por la identificacion molecular con tiempos de espera acortados y donde

el paciente puede recibir tratamiento de manera oportuna (Ecker y cols, 2006).

Se han adoptado multiples formas de control de la resistencia bacteriana por
parte de los hospitales como parte de la iniciativa “AlID Stewardship” (Integrated

Stewardship Model Comprising Antimicrobial, Infection Prevention and
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Diagnostic Stewardship) que contempla el programa de vigilancia del uso y
resistencia en antimicrobianos, el programa de prevencion de infeccion y el
programa de diagndstico de infecciones (Dik y cols., 2017). Los sistemas
integrados de diagndstico molecular y de vigilancia a antimicrobianos se mezclan
en modelos integrados que usan algoritmos y los designados “CPOE” que en la
traduccion se designa como “entradas computarizadas” donde se emite una
decision de soporte para el clinico que ha de recibir el reporte (Okamura y cols,
2016).

Acinetobacter

Caracterizacion Microbiolégica

El género Acinetobacter fue establecido en 1954, como un grupo de
microorganismos no moviles, Gram negativos, aerobios estrictos, no
fermentadores, no fastidiosos, inmdviles y catalasa positivos (Henriksen, 1973).
Antes de su desginacion como Acinetobacter se le denominé Herellea vaginicola,
cepa “B5W”, Bacterium anitratum y Achromobacter anitratus, éste Gltimo nombre
debido al hecho de no presentar color en las tinciones. En algin tiempo se le
confundié con bacterias del género Moraxella con quien estd emparentado pues
pertenece a la familia Moraxellaceae, sélo que éstas Ultimas se distinguen de los

Acinetobacter en que son oxidasa positiva (Riley, 2015).

Los miembros del género Acinetobacter se identifican actualmente dentro de
dos grupos de especies, las sacaroliticas y las asacaroliticas. Las especies
sacaroliticas son Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter baumannii,
Acinetobacter haemolyticus. Las asacaroliticas corresponden a Acinetobacter
johonsonii, Acinetobacter Iwoffi, Acintetobacter radioresistens. Clasicamente, son
bacilos cortos no moviles, fermentadoras, pero no degradan la lactosa (lactosa
negativos), no reducen los nitratos, la actividad de ureasa es variable pudiendo
ser negativa o positiva, son DNAsa negativas y fermentan la glucosa (Peleg y
cols., 2008).



Se entiende que los miembros del género Acinetobacter que son aislados a
partir de especimenes clinicos se agrupan en el complejo Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii puesto que su diferenciacion es problematica. Este
complejo comprende por lo menos tres especies: Acinetobacter baumannii
gen.sp. 3, Acinetobacter baumannii gen.sp 13 TU y Acinetobacter calcoaceticus,
este Ultimo, de origen ambiental. A los dos primeros también se han denominado
Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis, respectivamente. Se tienen
evidencias de las variantes de Acinetobacter baumannii gen.sp 3 y gen.sp 13
presentes en carne, vegetales y en el suelo, también en granjas de peces y de
camarones en el sureste asiatico. Sin embargo, se desconoce el papel de ellos

como organismos infecciosos (Dijkshoorm cols., 2007).

Se ha identificado a Acinetobacter como bacteria putativa de la transferencia
de genes de manera horizontal mediante pladsmidos con bajo contenido de
Guanina y Citosina (G+C) en los suelos, siendo muy caracteristico de esta
bacteria esa combinacién de nucleétidos, en ellos esta inscrito el gen tet(X) que
le confiere resistencia a las glicilciclinas y se ha establecido que la resistencia a

los antibidticos puede tener un origen ambiental (Aminov, 2011).

Patogenicidad

El lipooligosacarido es el componente mas importante en la membrana externa
de Acinetobacter, se compone de lipido endotéxico. Sus glicoproteinas tipo O-
oligosacariltransferasas (O-OTasas) son similares a las de Neisseria
meningitidis, su capsula extracelular le provee un método de escape al sistema
del complemento (Webbery cols., 2016). En ratones, se ha visto que la expresiéon
genética de un locus llamado K que genera expresion de un polisacarido es un
factor decisivo para su supervivencia en el suero y se tienen reportes de que
puede aumentar su sintesis en presencia de con concentraciones subletales de

algunos antibiéticos (Geisinger e Isberg, 2015). Presenta una fimbria tipo IV que
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le confiere cierta movilidad y también transferencia horizontal de genes y
produccion de peliculas bioldgicas; también un sistema de secrecion tipo V que
tiene funciones importantes en la adherencia y virulencia de las cepas estudiadas
y se tiene evidencia de que pudiera utilizar un sistema de excrecion tipo VI,
conocido por estar involucrado en la invasion celular y competencia contra otras

bacterias (Eijkelkamp y cols., 2014).

Infecciones Causadas por Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii ha sido sefialado como el quinto patégeno mas
frecuente en las unidades de terapia intensiva de Latinoamérica donde la
prevalencia es de 13.8% contra 3.7% de América del Norte, ademas de que se
le ha vinculado junto con otros patdégenos que tienen actividad de resistencia con
mayor numero de dias/terapia, asi como con el incremento de la mortalidad
(Vincent y cols., 2009. A. baumannii es considerado un patégeno nosocomial
emergente, pertenece al grupo de las 12 bacterias que la OMS sefialé
recientemente como prioridad para el desarrollo de farmacos y esta catalogado
como el microorganismo mas critico de la lista cuando tiene resistencia a

carbapenémicos (Willyard, 2017).

Hay evidencia de que la mortalidad se incrementa de manera independiente
cuando se presenta una infeccion por variantes resistentes a carbapenémicos, el
mal uso de antibiéticos puede ser el factor que desencadene una infeccion por
estas variantes. Las co-morbilidades también pueden determinar la
susceptibilidad a este tipo de infecciones (Lemos y cols., 2014).

Acinetobacter baumannii como Patégeno Nosocomial

Llamada la “bacteria Iraki” Acinetobacter baumannii pasé de ser una bacteria

asociada a heridas de guerra de zonas muy definidas; Irak y Afganistan, a ser



una bacteria con cerca del 20% de las infecciones de las terapias intensivas en
el mundo entero. La frecuencia de infecciones por ella en portadores de la

comunidad se ha incrementado gradualmente (Lee y cols., 2017).

En un estudio de unidades de terapia intensiva a nivel mundial, se encontré
como el quinto patégeno mas comun con una gran variabilidad de la prevalencia
por regiones, en América del Norte va del 3.4% mientras que en Asia puede ser
hasta un 19.2% de los aislamientos de la terapia intensiva (Vincent y cols, 2009).
Esta descrito también como el quinto agente mas comun en las neumonias de
pacientes hospitalizados, sobre todo en unidades de cuidados intensivos. Puede
generar cuadros que van desde infecciones de vias urinarias hasta bacteremias,
de las cuales llega a ser, para algunas series el infectante mas comun con un

34% de las mismas (Roca y cols., 2012).

Entre los linajes mas conocidos de la bacteria se encuentran las clonas
Europeas |, 1l y Ill. De ellas se han identificado con diseminacion mundial las
clonas tipo Il con un perfil de multidrogo-resistencia (MDR), afectando lugares de
Europa, América del Norte y Sur asi como de Asia; en la mayoria de los casos
una o dos cepas se detectaba en un mismo hospital. Habia brotes epidémicos no
relacionados a los tres complejos clonales antes descritos en varios casos y se
pudo demostrar que la transmision de la resistencia fue a través de pacientes
colonizados en casos que surgieron en Grecia y fueron llevadas a Australia y de

Irak a Estados Unidos. (Durante-Mangoni y Zarrilli, 2011).

Mecanismos de Resistencia en Acinetobacter baumannii

La resistencia a antibioticos en A. baumannii se ha reportado como de alto nivel
por resistencias intrinsecas que estan codificadas a nivel cromosomico, entre las
qgue destacan las B-lactamasas, las enzimas modificadoras de aminoglucdsidos,
las bombas de eflujo y las modificaciones a la permeabilidad de la membrana

(Freitas y cols., 2019). La resistencia cromos6mica ha generado que instituciones
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como el CLSI (Clinical Laboratory Standarization Institute) y el EUCAST
(European Comittee on Antimicrobial Susceptibility Testing) no emitan puntos de
corte para ciertos antibiéticos puesto que ya se sabe que tienen resistencias

intrinsecas como es el caso de Cefotaxima y Ertapenem (Leclercq y cols., 2013).

Otro mecanismo de resistencia se tiene mediante la transmision horizontal
de genes, y es, dentro del ambiente hospitalario una de las grandes
preocupaciones a la hora de generar estrategias que intentan contrarrestar el
fendbmeno de resistencias bacterianas dentro de los servicios de salud (Aminov,
2011). Tales genes se pueden transmitir como plasmidos o como secuencias de
insercion, de hecho las secuencias de insercion tipicas recibieron de A.
baumannii su designacion que a la fecha las distingue ISAbal. Los plasmidos
descritos para A. baumannii estdn menos estudiados que aquellos de
enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa y muchos de los genes se
encuentran en islas de patogenicidad, dentro de éstas se ha sugerido que pueden

existir 18 secuencias de plasmidos que parecen no estar asociados.

Mediante estudios de transferencia se ha determinado que pudieran
clasificarse hasta en 4 grupos relacionados con los genes de carbapenemasas

blaoxa que experimentalmente no son transferibles (Partridge, 2018).

Acinetobacter baumannii en México

En nuestro pais se ha reportado a A. baumanni como el principal agente
infeccioso en pacientes internos en terapia intensiva (15.8%), donde las muestras
fueron mayoritariamente especimenes de secreciones bronquiales (18.8%) y
presentd un 72% de resistencia global a los antibiéticos probados. La muestra
fue particularmente grande, 1692 aislamientos de los cuales 268 correspondieron
a Acinetobacter baumannii (Llaca-Diaz y cols., 2012). Estudios en nuestro pais
muestran un 75.3% de los aislamientos de Acinetobacter baumannii resistentes

a meropenem, mientras que un 23.2% presenta resistencia cefepime lo que hace

9



critico el estudio de posibles mecanismos de resistencia a carbapenémicos
donde las cefalosporinas de cuarta generacion como el cefepime sean
respetadas pero los carbapenémicos no; otros trabajos han ubicado la resistencia
a carbapenémicos en un 60% (Gales y cols., 2012) y un reporte mas mostro que,
en un plazo de 13 afios, la resistencia a meropenem se modificé de un 8.3%
hasta un 88.2% en el Occidente del pais (Morfin-Otero y cols., 2013). Otra serie
ubica un 89.2% de resistencia a meropenem en un hospital de tercer nivel del

centro del pais (Rosales-Reyes y cols., 2017).

La dinamica de A. baumannii que se ha estudiado en nuestro pais trasciende
a la familia de los carbapenémicos y se extiende hasta las glicilciclinas, puesto
gue se ha visto un incremento en las concentraciones minimas inhibitorias a la
tigeciclina que parece seguir un comportamiento clonal, similar a lo observado en
otros estudios de Latinoamérica (Costello y cols., 2016). Estudios gendmicos
completos de aislamientos clinicos de esta bacteria se han llevado a cabo en
México, para pacientes con entidades debilitantes como leucemia en nifios
(Mancilla-Rojano y cols., 2019) donde se pudo demostrar que diferentes

aislamientos clinicos tenian origenes genéticos distintos.

Se ha descrito la ocurrencia de cepas endémicas y epidémicas complicando
casos en areas relacionadas dentro de hospitales (Villalon y cols., 2015), es decir,
aunque se observan perfiles de resistencia a los antimicrobianos idénticos,
mediante el estudio de elementos genéticos se demuestra la heterogeneidad de
los aislamientos. Se han descrito una serie de carbapenemasas en A. baumannii,
en nuestro pais que contemplan a las variedades IMP-1, OXA-23, OXA-40, OXA-
235, VIM-1 y VIM-4 (Escanddén-Vargas y cols., 2016), aunque debido a la
plasticidad genética de la bacteria no se descartan posibles transferencias
incluso con géneros bacterianos no relacionados. Existe un reporte sobre la
presencia de una variante genética muy difundida en la zona del occidente de
México que tiene el rasgo blaoxa-72, que confiere resistencia a beta-lactamicos y

es parte del complejo OXA-24/72 que ha sido reportada en Tailandia, sudeste
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asiético, Europa, El sur y norte del continente Americano (Alcantar-Curiel y cols.,
2014).

Tipificaciéon de Microorganismos

En microbiologia se utilizan herramientas que permiten establecer si un grupo de
aislamientos corresponden a una expansion clonal. A estos procedimientos se
les engloba en lo que se conoce como tipificacion de microorganismos. De
manera similar en el estudio de los seres humanos se desarrollaron técnicas de
identificacion de individuos tales como las huellas dactilares o los SNP’s (del
inglés “single nucleotide polymorphisms”) para las pruebas de paternidad (Kirov
y cols., 2006); dentro de la bacteriologia encontramos diversas técnicas para
establecer si una bacteria tiene rasgos compartidos con otra y si tienen relacion
genética entre ellas. Las técnicas convencionales de aislamiento y rutas
metabdlicas (las llamadas pruebas bioquimicas) permiten identificar rasgos que
son comunes a todas las bacterias de ese mismo género y especie, sin embargo
no permite identificar si se trata de bacterias relacionadas genéticamente (es

decir, tienen un ancestro comun) o si son clones entre si (Wilson y Sharp, 2006).

Dentro de una cepa con género y especie podemos encontrar similitudes
entre bacterias a la hora de medir su comportamiento ante sustratos (pruebas
bioquimicas) y frente a farmacos (antibiogramas). Multiples aislamientos pueden
dar resultados parecidos y dar la impresion de que se trata de una cepa Unica,
aunque por sus genes se evidencie que son diferentes. Las técnicas mas
avaladas para tipificar aislamientos bacterianos son la PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis), considerada el estdndar de oro para identificacion
epidemioldgica de patégenos (Tenover y cols., 1995), sin embargo, es una
técnica que suele no estar disponible en entornos clinicos, se considera costosa
y dificil de realizar e interpretar. Otras técnicas mas novedosas son el analisis

con MALDI TOF (Matrix-Assited Laser Desorption/lonization) con reciente
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aprobacion (2015) por la FDA (Food and Drug Administration; Administracion de
Alimentos y Drogas, Estados Unidos) para su uso en bacterias Gram negativas

desde muestras humanas (Cheng y cols., 2016).

Se registro desde 1998 que los comportamientos de Acinetobacter baumannii
podian ser de tipo endémico o esporadico de acuerdo a su genotipificacion, y en
esa serie se estableci6 que ambas formas de presentacién podian coexistir,
donde alteraciones en el medio, tales como el uso de quinolonas fluoradas y una
nueva sala de operaciones, aparecian como los factores de riesgo en ambos

casos (Villers y cols, 1998).

Una alternativa a estos abordajes que requieren grandes plataformas
instaladas y altos costos es el uso de secuencias ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) que se han usado desde la década de los 90’s
para identificar Enterobacterias (Reboli y cols, 1994). Estas secuencias ERIC son
elementos repetitivos de ADN cuya distribucion en el cromosoma bacteriano es
variable y por consiguiente la amplificacibn mediante PCR de las regiones inter-
ERIC permiten la diferenciacion entre cepas relacionada (Aljindan, 2018). La
técnica de ERIC PCR permite establecer si las bacterias son diferentes entre si,
sin embargo, para poder asegurar que dos o mas aislamientos bacterianos

corresponden a la misma clona se debe realizar PFGE.

Acinetobacter baumannii es un patégeno nosocomial que afecta pacientes
inmunocomprometidos en las unidades de cuidados intensivos, genera retrasos
por complicaciones en pacientes por infeccion asociada a la atencion médica y
su presencia significa una amenaza a la seguridad de los pacientes. En los
altimos afos se ha observado un incremento en la tasa de resistencia a los
antibioticos incluyendo los carbapenémicos y también como causante de brotes
de infeccion nosocomial (Lemos y cols, 2014). Por lo anterior, es importante que
cada institucion al cuidado de la salud investigue su problematica y las clonas

existentes con el fin de establecer politicas para prevenir la diseminacién del
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microorganismo y controlar la resistencia los antibidticos. Las diferentes
resistencias pueden ser producto de modificaciones del medio sobre las
bacterias, pero también puede darse el supuesto que las bacterias sean
intrinsecamente diferentes (mas de una clona). Por lo que se propone un estudio
que contemple una caracterizacion genética de las bacterias para establecer

similitudes o diferencias a nivel genético.
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MATERIALES Y METODOS

Metodologia

Tipo de Estudio

Se llevo a cabo un estudio trasversal, prospectivo, observacional, no
probabilistico de casos consecutivos sobre prevalencia de primo-aislamientos de
Acinetobacter baumannii a partir de muestras clinicas de pacientes

hospitalizados en un hospital de 3er Nivel del IMSS.

Primoaislamiento

Se consider6 un primoaislamiento todo aquel desarrollo bacteriano que se
identific6 como Acinetobacter baumannii por el servicio de microbiologia del
Laboratorio Clinico de la UMAE No. 2 “Luis Donaldo Colosio” desde una muestra
clinica de un paciente al que con anterioridad en esa estancia hospitalaria no se
le habia aislado antes otra bacteria. Los aislamientos se identificaron y evaluaron
para la resistencia a los antibiéticos con un equipo VITEK 2 (bioMérieux, France).
Posteriormente, todos los aislamientos se criopreservaron en BHI con glicedrol a

-20°C, para su posterior analisis genético por ERIC-PCR.

Reqgistro de Datos

Se revisaron todas las solicitudes que ingresaron al laboratorio clinico de manera
prospectiva de enero del 2018 a junio del mismo afio. De ellas se realizé un
registro de la fecha en que las muestras clinicas se han solicitado, el nombre, el
namero de seguridad social, la cama, el servicio y el tipo de cultivo que se solicito.
Las muestras se procesaron del modo habitual en el servicio de microbiologia del
laboratorio clinico del hospital. Aquellos cultivos negativos a desarrollo bacteriano

después de 24 horas de incubacién, se descartaron como negativas salvo en el

14



caso de los hemocultivos donde se incubd por 7 dias antes de considerarlos
negativos. Se consideraron &reas criticas a las Unidades de Cuidados Intensivos
Metabolicos (UCIM), Coronarios (UCIC) y de Quemados (UCIQ). Se considero

como area no critica el resto de las areas del hospital.

Identificacion del Microorganismo y Susceptibilidad a los Antibidticos

Las muestras de diferentes fuentes clinicas eran inoculadas en Agar Sangre,
MacConkey, Sal y Manitol y agar Chocolate con excepcion de los hemocultivos
gue se inoculaban en la botella Versatrek™. Una vez identificado crecimiento
bacteriano se realizaba un Gram, y una vez identificado como Gram negativo se
hacia una dilucion al 0.5 de McFarland para inocularse en la tarjeta de
identificacion para Gram negativos con una tarjeta de susceptibilidad en el
equipo Vitek 2 compact. Se analizaron los informes de laboratorio para establecer
las tasas de susceptibilidad a los antibiéticos. Se prepararon dos informes para
dar a conocer la susceptibilidad a antibiéticos entre aquellas areas consideradas
de cuidados criticos y el resto de los hospitalizados (no criticos) de acuerdo a lo
gue se sugiere en el manual del CLSI M-39 (CLSI, 2009). Los puntos de corte
para considerar sensibilidad al farmaco fueron los propuestos en el manual M100
también del CLSI Los antibidticos ensayados fueron: ampicilina,
ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam, cefazolina, ceftriaxona, cefepima,
aztreonam, meropenem, amikacina, gentamicina, tobramicina, ciprofloxacino,

tigeciclina, nitrofurantoina y trimeptoprima/sulfametoxazol (CLSI, 2018).

Criterios de Seleccioén

Se incluyeron todos los aislamientos de A. baumannii de pacientes hospitalizados
dentro del periodo antes descrito y de quienes se hubo tomado al menos un

cultivo por presentar sospecha de infeccion en un 6rgano o sitio anatomico. Las
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muestras clinicas se clasificaron en hemocultivo, muestra respiratoria,
genitourinaria, de tejidos blandos, de catéter y diversos para las muestras clinicas
gue no agruparon en las categorias previas. Se consideraron todos aquellos
cultivos clinicos excluyéndose aquellos que se realizaron como parte de medidas

epidemioldgicas o controles ambientales.

Institucion Participante

La Unidad Médica de Alta Especialidad (UMAE) No. 2 es un hospital multi-
tematico de tercer nivel del Instituto Mexicano del Seguro Social. Esta ubicado en
Ciudad Obreg6n, Sonora y es el referente para todas las unidades del sistema
IMSS del Noroeste del pais. Su zona de influencia es el norte de Nayarit, Sinaloa,
Sonora, Baja California, Baja California Sur y parte Occidental de Chihuahua. Es
el servicio de referencia para una zona de cerca de 5 millones de
derechohabientes. Como hospital cuenta con 3 terapias intensivas, 188 camas
censables, servicio de didlisis y una unidad de hemodialisis. Atiende a poblacion
adulta, aunque algunos servicios como oftalmologia y otorrinolaringologia
también otorgan servicios ambulatorios a pacientes pediatricos. La Unidad
Médica cuenta con los servicios de ortopedia, cirugia general, cirugia
reconstructiva, transplantes, neurocirugia, cirugia de térax, cirugia vascular,
oftalmologia, otorrinolaringologia, urologia, proctologia, cirugia de minima
invasién, medicina nuclear, medicina fisica y de rehabilitacién, radiologia
intervencionista, medicina interna, geriatria, neumologia, gastroenterologia,
nefrologia, neurologia, cardiologia, intervencionismo cardiaco, electrofisiologia,
unidad de terapia intensiva, unidad de cuidados coronarios, terapia intermedia y

unidad de quemados, banco de sangre y laboratorio clinico.

Criterios de Inclusion

Se incluyeron todos aquellos primoaislamientos de A. baumannii de muestras
clinicas de pacientes hospitalizados en la UMAE No.2 “Luis Donaldo Colosio
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Murrieta” en un periodo de 6 meses; de enero a junio del 2018. El protocolo de
investigacion fue revisado y aprobado por el Comité Local de Investigacion en

Salud con registro ante la Secretaria de Salud numero 2602.

Criterios de Exclusion

Se excluyeron aquellos aislamientos que durante el proceso de identificacién
obtuvieron bajos niveles de discriminacion, es decir todos aquellos cuya

identificacion no registré un minimo de 95% de confiabilidad en la identificacion.

Criterios de Eliminacién

Para efectos del informe de susceptibilidad antimicrobiana se excluyeron todos
aguellos que presentaron la leyenda TRM, indicador de que el crecimiento en uno

o varios pocillos de la prueba fue inadecuado.

Caracterizacion Genotipica por ERIC-PCR

Para la caracterizacion genotipica de los aislamientos clinicos, se utilizé una
mezcla de reaccion con dNTP’s (200 uM de cada uno), iniciadores ERIC-1 (0.4
pM) y ERIC-2 (0.4 uM), MgCl2 (2 mM), regulador 5X y 1 U de Taq ADN-
polimerasa (Promega, U.S.A.)). La amplificacion se llevd a cabo en un
termociclador C1000 (Biorad) por 5 minutos: 40 ciclos a 95°C por 60 segundos,
50°C por 60 segundos, 72°C por 8 minutos y finalmente 1 periodo a 72°C por 16
minutos (modificado de Cabral, y cols., 2012; Durmaz y cols., 2015). Los
productos de PCR se analizaron en geles de agarosa al 1.5% con GelStar (Lonza,
U.S.A.). Se utilizaron dos marcadores de peso molecular: 100bp DNA Ladder y
fago A, digerido con Hindlll. Los perfiles de bandas fueron capturados en un

fotodocumentador (WiseDoc, Korea) y posteriormente el tamafio de las bandas
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se determind mediante el programa TotalLab TL100 (Nonlinear Dynamics, Ltd.,
United Kingdom). Los dendrogramas para establecer patrones de similitud se
generaron por el método de apareamiento por media aritmética sin ponderacion
(UPGMA, por sus siglas en inglés de unweighted pair group method using
arithmetic averages) y el algoritmo Dice (Durmaz y cols., 2015) en el programa
Bionumerics version 6.5 (Applied Maths, Belgium).

Anélisis Estadistico

Se realiz6 estadistica descriptiva con andlisis de medias para aquellos datos
continuos con sus respectivos intervalos de confianza al 95%; para las
proporciones se expresaron en porcentaje. La normalidad de los datos se valoro
mediante la prueba de Kolgomorov-Smirnov o0 su variante para muestras
pequefias (Ghasemi y Zahediasl, 2012). Para el analisis de la susceptibilidad a
antimicrobianos, se informaron a manera de porcentaje y se analizaron utilizando
¥x? 0 prueba exacta de Fisher. A fin de verificar si los comportamientos de las
areas criticas y no criticas se comportaron de igual modo se realizé una prueba
de Wilcoxon para los diferentes antibiéticos y sus porcentajes encontrados. Se

tomaron como valores significativos todos aquellos con valor de p<0.05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se analizaron 36 primo aislamientos de Acinetobacter baumannii, entre los
meses de enero a junio del 2018. La edad promedio de los pacientes fue de 52.4
afos (IC 95%: 46.5-58.3). Dieciséis aislamientos se obtuvieron de pacientes del
sexo femenino (44.4%) y 20 provinieron de pacientes masculinos (55.5%). Un
resumen por mes de incidencia para los primos aislamientos se describe en la
tabla I. EI mes con menos aislamientos fue mayo con dos, el que mayor niumero
de aislamientos tuvo fue junio con 10, se tuvo un promedio de 6 aislamientos por
mes. La prueba de Kolgomorov-Smirnov con correccién para el tamafio de
Lilliefor tuvo un valor de p >.10, por lo que podemos asumir que los datos tienen

una distribucién normal.

Origen Hospitalario de los Aislamientos

Los servicios que solicitaron un cultivo por sospecha de infeccion en algun
paciente fueron los siguientes: Medicina Interna fue el servicio con mas
aislamientos con desarrollo positivo de A. baumannii, siendo en total 15 que
representa el 41.6% de la muestra. El segundo con mas aislamientos fue la
unidad de Cuidados Metabdlicos (UCIM) con 9 aislamientos (25%). La Tabla Il
muestra el total de aislamientos considerando los servicios que los solicitaron. Si
son tomados en cuenta todos los aislamientos de las terapias de pacientes
criticos tenemos que son 15 aislamientos, que representaria el 41.6% de la
muestra. Medicina Interna constituye el servicio mas numeroso del Hospital, de
manera histérica, es el servicio con mas numero de solicitudes para cultivo y

mayor nimero de cultivos con crecimiento de microorganismos positivo.

Muchos pacientes antes de ser derivados a sus respectivas sub
especialidades pasan por el filtro de Medicina Interna que re direcciona a los
pacientes al servicio que mejor puede intervenir en el paciente. No obstante, se

tiene informacién sobre brotes epidémicos de Acinetobacter baumannii en
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Tabla I. Incidencia por mes en los primo aislamientos de Acinetobacter

baumannii.

Mes NUmero de aislamientos Porcentaje de aislamientos (%)
Enero 8 22.2

Febrero 7 19.4

Marzo 5 13.8

Abril 4 11.1

Mayo 2 55

Junio 10 27.7

TOTAL 36 100.0

Tabla Il. Servicios hospitalarios de los cuales se recuperaron primo aislamientos

de Acinetobacter baumannii.

Servicio hospitalario NuUmero de aislamientos %

Medicina Interna 15 41.6
UCIM 8 22.2
UCIC 2 5.5
Unidad de Quemados 4 11.1
Trauma y Ortopedia 2 5.5
Nefrologia 2 5.5
Neurocirugia 1 2.7
Neurologia 1 2.7
Urologia 1 2.7
Total 36 99.7

UCIM: Unidad de Cuidados Intensivos Metabodlicos UCIC: Unidad de Cuidados

Intensivos Coronarios; % Porcentaje de los aislamientos.
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servicios de Medicina Interna por cepas con portacion de genes blaoxas1 y blaoxaza
(Tenay cols, 2013).

Es importante delimitar si el problema de Acinetobacter tiene un caracter
particular en el area de Medicina Interna; el grupo Clonal mas grande se ubico
en Medicina Interna y en la Unidad de Cuidados Intensivos Metabdlicos, estos
datos obtenidos pueden servir como referente para justificar trabajos enfocados
anicamente en este servicio. El ingreso a las terapias Intensivas del Hospital por
lo general no contempla un paso obligado por Medicina Interna, lo que explica
gue en conjunto sean el segundo tipo de origen para las primo infecciones por
Acinetobacter baumannii. El resto de las areas: Traumatologia y Ortopedia,
Nefrologia, Neurocirugia, Neurologia y Urologia también son servicios de gran
demanda dentro del hospital. Llama la atencion que aunque la distribucion fue
normal, es decir al azar, el segundo servicio mas importante del hospital en
namero de pacientes; cardiologia, s6lo presenté dos aislamientos, en la Unidad
de Cuidados Coronarios; Nefrologia que es el tercer servicio mas importante por
namero de pacientes presentd Unicamente dos casos. Nefrologia es el servicio
dentro del hospital que tiene pacientes con mayor tiempo de estancia en hospital,
multiples ingresos y reingresos y presenté un porcentaje bajo de aislamientos

(5.5%), igual que los aislamientos en la Terapia Coronaria (5.5%).

De acuerdo a la literatura, en épocas recientes, un repunte por infecciones
del &rea de hemodialisis intramuros por Gram negativos ha tenido lugar;
Acinetobacter aunque apenas figura es estos reportes (Murray y cols, 2015),
deberia de mostrar una prevalencia mas alta en el supuesto que el hospital fuera
un lugar con gran numero de contaminaciones por Acinetobacter baumannii

puesto que el renal ofrece, por la situacion de los catéteres el medio ideal.

Los pacientes de la Unidad de Quemados fueron notorios en este estudio,
puesto que aunqgue tienen pocas camas (4) y controles estrictos en el manejo de

antimicrobianos, debido a que debridan las heridas y aquellas que responden a
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esa medida no son expuestas a antibidtico tuvieron mas aislamientos que la
Unidad Coronaria, que tiene 12 camas. El paciente quemados es prototipo de las
infecciones nosocomiales y aunque en el hospital se siguen las recomendaciones
guiadas por la literatura (Tekin y cols, 2014), por el nimero de infecciones que
presento el servicio y su tamafio con respecto a otros servicios la teoria de la

autoinfeccion también es posible (Barret, 2003).

Los servicios de Neurologia y Neurocirugia, servicios de gran demanda y que
tienen pacientes con procedimientos con gran nivel de complejidad, tuvieron en
conjunto 2 aislamientos. Existen pacientes con derivaciones ventriculares
susceptibles de colonizarse e infectarse, muchos pacientes son de la tercera
edad o con problemas debiltantes como tumores y accidentes
cerebrovasculares, no se caracteriza por ser un servicio de corta estancia y aun
asi tuvieron una tasa baja en conjunto (5.5%), para un hospital como el del
estudio una prioridad habra de ser el paciente post quirargico de neurologia
puesto que tiene todos los factores de riesgo para infectarse o colonizarse de
Acinetobacter baumannii y las guias antimicrobianas no aplican para el liquido
cefalorraquideo; aunque discutido en su uso se prefieren los abordajes
intratecales o via intraventriculares para tratarlas, por la mala difusion de los

antibioticos al sistema nervioso central (Kim y cols, 2009).

El servicio de Urologia es de los servicios con mas ingresos y procedimientos
quirargicos en el Hospital y atiende todos los dias problemas oncolégicos
prostaticos, tuvo una prevalencia muy baja de infecciones por A. baumannii
(2.7%).

Aislamientos por Muestra Clinica

Los tipos de muestras clinicas de las que se obtuvieron los aislamientos de A.
baumannii se muestran en la tabla Ill. La mayor parte de la muestra se obtuvo de
muestras respiratorias: 14 secreciones bronquiales y una expectoracion, (41%
del total).
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Tabla lll. Muestras clinicas, de las cuales se recuperaron primo aislamientos de

Acinetobacter baumannii.

Muestra clinica Numero de aislamientos %
Muestras respiratorias 15 41.6
Hemocultivos 11 30.5
Tejidos blandos 4 11.1
Genitourinarios 4 11.1
Liquido cefalorraquideo 2 5.5
TOTAL 26 100
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Las secreciones bronquiales se obtuvieron de pacientes intubados a través
del tubo endotraqueal. La expectoracién se obtuvo de un paciente no intubado
pero en quien se tenia la sospecha de una neumonia adquirida en el hospital. En
el hospital se encuentran proscritos los estudios de microbiologia de control, es
decir sélo estan autorizados ante la sospecha clinica de una entidad y es politica
del mismo no cultivar a los pacientes asintométicos. El comportamiento de las
muestras es similar en esta investigacion a otras que han sido referente en el
tema por décadas. En 1994, Go y cols. publicaron la primera serie al respecto,
en dicha serie las muestras de procedencia respiratoria fueron del 54%. El resto
de las muestras se distribuyé en muestras como hemocultivos, infecciones de
tejidos blandos, muestras intra-operatorias, drenajes biliares, liquidos
peritoneales, pleurales y urinarios. En nuestro estudio algo similar se repite donde

la via respiratoria es la principal fuente.

Los hemocultivos fueron el segundo tipo de muestra clinica, son un 30% de
la muestras y traducen en que los pacientes presentan exposicion de un sitio
estéril, como lo es la sangre a un agente infeccioso. Las bacteremias deben de
tener un foco infeccioso de manera necesaria, ello puede ser neumonia,
pielonefritis, tejidos blandos infectados, translocacion bacteriana del intestino o
lineas vasculares. Los hemocultivos en el hospital son tomados cuando el
paciente tiene fiebre y no es posible ubicar un foco infeccioso (Ibero Esparza,
2010), se considera que las muestras con desarrollo de Gram negativos son

siempre significativos por no existir colonizacion normal de la piel por ellos.

Cuando se trata de hemocultivos con infeccion por Acinetobacter baumannii
se aprecia que ellos suelen presentar un patrén denominado CASR, derivado de
las palabras en inglés de “Carbapenem-Ampicillin-Sulbactam-Resistant”. Es
decir, soOlo por presentarse en un hemocultivo, aquellos aislamientos de
Acinetobacter ya suelen presentar este patron de resistencia en comparacion con
aislamientos en otros sitios con patrones de resistencia menos importantes
(Chopra y cols 2013)
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Las infecciones de tejidos blandos y las muestras genitourinarias tuvieron
11% de los aislamientos cada uno. La muestra clinica mas comun en el hospital
es por mucho el cultivo de orina, y sin embargo el crecimiento de A. baumannii
es poco frecuente; soélo tres aislamientos fueron recuperados de orina y uno de
exudado vaginal y aunque no se excluye que sea una contaminacion fecal no es
frecuente encontrarlos en tal tipo de espécimen. Las colonizaciones son
frecuentes en esta bacteria, sin embargo no fue el caso para las muestras de
orina y es parecido a otros reportes (Go y cols, 1994). Dentro de los tejidos
blandos se encontraron pocas muestras con aislamientos, un 11% que al igual
que los aislamientos urinarios fueron bajos para especimenes que son

susceptibles de ser colonizados o contaminados.

Tanto orina como piel y tejidos blandos tienen caracteristicas que deberian
de reflejar mayor presencia en las muestras clinicas, en los resultados no fue el
caso. Los aislamientos en la Unidad de Quemados fueron sobre todo en vias

respiratorias, que es contrario a lo esperado en ese tipo de pacientes.

Las muestras obtenidas en las terapias intensivas corresponden en su
mayoria a muestras respiratorias, que da cuenta del peso que tiene A. baumannii
en un area donde el uso de ventiladores mecanicos es la norma. El hecho de que
se tenga una muestra con crecimiento recuperado de una muestra de orina y otra

mas en un exudado vaginal muestra lo ubicua que es la bacteria.

Las Unicas dos muestras con crecimiento en la Unidad Coronaria fueron a
partir de una muestra de secrecion bronquial, es de llamar la atencién puesto que
la Unidad Coronaria recibe pacientes con las caracteristicas ideales para la
infeccion por A. baumannii, puesto que suelen ser personas con enfermedad
cronica debilitante, sometidos a procedimientos cruentos con recuperacion lenta,
intubacion en la gran mayoria de los casos; la intubacion es el factor mas
importante en algunos reportes (Ellis, y cols, 2015) para presentar infeccion por

Acinetobacter baumanni y esta terapia se caracteriza por que sus pacientes
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suelen estar intubados, no obstante fue baja la presencia de la bacteria. La
presencia de aislamientos desde muestras bronquiales puede explicarse por el
continuo uso de ventilador en pacientes que son hospitalizados en la Unidad
Coronaria. Sin embargo para el volumen de pacientes que ahi se manejan es una

prevalencia baja (5.5%).

En cuatro pacientes se aislo A baumannii, de mas de un sitio anatémico: un
paciente de dos lechos de herida quirargica diferentes, a diferente tiempo de
procesamiento. Otro paciente tuvo crecimiento en una herida quirdrgica y en un
hemocultivo, debido a la poca correspondencia también en el tiempo de
aislamiento se penso que podian ser distintos. Finalmente, dos pacientes méas
tuvieron aislamientos en hemocultivos tomados de diferentes sitios, es decir
tuvieron dos hemocultivos positivos para A. baumannii tomados el mismo dia.
Estos aislamientos tuvieron un nivel de coincidencia genética del 100% al ser
analizados por ERIC PCR, en un caso y del 50% en otro caso, resultando
pobremente emparentadas por los métodos estadisticos destinados para ERIC-
PCR, situacion que puede explicarse como mas de una clona en un solo paciente,
situacién que se ha visto en otro tipo de pacientes en una bacteria que comparte
rasgos con Acinetobacter que es el caso de Pseudomonas aeruginosa en el

paciente con fibrosis quistica (Robinson y cols, 2003).

Resistencia a los Antibidticos

Como objetivo secundario a la investigacion se buscé evaluar la resistencia a los
antibioticos mediante una prueba de sensibilidad automatizada, el informe se ha
dividido como lo marcan los lineamientos del CLSI en Areas No Criticas y Areas
Criticas en el hospital. Nuestros hallazgos se describen en la Tabla IV y Tabla V,
respectivamente. Se realizd una prueba de Chi?, donde se han podido corroborar
diferencias en el porcentaje global de susceptibilidad entre los resultados

obtenidos entre las areas criticas y las areas no criticas (p = 0.001; Tabla VI).
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Tabla IV. Porcentaje de susceptibilidad a los antibioticos de primo aislamientos
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Tabla V. Porcentaje de susceptibilidad a los antibiéticos de primo aislamientos
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Tabla VI. Comparacion entre los primo aislamientos de Acinetobacter baumannii

recuperados en areas criticas y no criticas.

Pruebas de chi-cuadrada
Valor gl Sig. asintética (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 66.2672 35 .001
Asociacion lineal por lineal 8.317 1 .004
N de casos validos 14

a. 48 casillas (100.0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La

frecuencia minima esperada es .07.
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Existe un patron entre todos los aislamientos donde el grupo de farmacos con
mayor resistencia es claramente la familia de los B lactamicos en ambos casos,
incluso para aquellos farmacos que contienen un inhibidor de B lactamasas, el
caso especifico de ampicilina con sulbactam. Ampicilina con sulbactam se ha
identificado como un farmaco bactericida para A. baumannii sin embargo en
nuestro medio no se recomienda su uso por la alta tasa de resistencia. Otra
combinacion que ha fracasado por las altas resistencias que presento fue el caso
de piperacilina con tazobactam; farmaco de referencia para otro Gram negativo
no fermentador que pertenece al grupo ESKAPE y TOTEM que es Pseudomonas

aeurigonosa (Lodose y cols, 2007).

Las ureidopenicilinas, grupo al que pertenece la piperacilina, fueron creadas
en la década de los 70°s y desde entonces se mostraron como una opcion para
la Pseudomonas aeruginosa puesto que inhibia al 95% de ellas e inhibia a un
50% de los organismo catalogados entonces como Acinetobacter, (Fu y cols,
1978) sin embargo, en nuestro estudio se muestra la alta resistencia que tiene A.
baumannii a la combinacién de piperacilina con tazobactam, alcanzando mas de

90% de resistencia en criticos y no criticos.

Cefepime ha sido retomado por el CLSI como un farmaco de frontera para la
situaciéon de control de resistencias bacterianas en Enterobacteriaceae y
Pseudomonas aeruginosa creando la categoria “dosis dependiente” (Hamada y
cols, 2015). Al tener caracter zwiteriénico y estabilidad frente a 3 lactamasas se
le ha relanzado como farmaco ideal para infecciones por bacterias con multiples
resistencias, sobre todo a B lactamicos, sin embargo en nuestro estudio tiene un

pobre perfil de susceptibilidad.

La dltima barrera en cuanto a B lactdmicos lo constituye otra familia de
zwiteriones, los carbapenémicos; que han marcado una nueva clasificacion
dentro de A. baumannii. Aquellos considerados resistentes a carbapenémicos se

consideran como A. baumannii XDR de las siglas del inglés “extreme drug
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resistant” y tienen la caracteristica de ser sensibles s6lo a Colistina y Tigeciclina
(Manchanda y cols, 2010). En nuestro estudio se encontrd que tal situacion es
cierta para el 86.4% de no criticas y 85.7% entre los aislamientos del area de

criticos.

De acuerdo con Spelberg y Bonomo (2015), es poco prudente administrar
tigeciclina a pacientes cuyas Concentraciones Minimas Inhibitorias (CMI) sean
superiores a 2 pg/ml. En el presente estudio se encontré que el 13.6% de los
aislamientos en areas criticas serian susceptibles al tratameinto con tigeciclina y
21.4% para areas no criticas. Nitrofurantoina, trimetoprim con sulfametoxazol y
ciprofloxacino se encontraron con porcentajes de susceptibilidad que los

desaconseja para el manejo terapéutico.

En el caso de los aminoglucésidos en este estudio se encontr6 como mejor
forma terapéutica entre los antibidticos investigados, sin embargo, ninguno
alcanza niveles éptimos para recomendarse como tratamiento empirico. Se tiene
registrado que es poco habitual el genotipo donde hay hasta 3 complejos
enzimaticos para inactivar aminoglucésidos, siendo un 21.7% entre cepas
estudiadas en un hospital de Iran (Moniri y cols, 2010). En tal estudio las
resistencias son cercanas al 60% de las cepas estudiadas, siendo muy parecido
a lo descrito en esta investigacion; puede ser que también en el hospital la
presencia de tales enzimas sea alta. El mejor dato se obtuvo para tobramicina,
que en areas criticas presenté un 42.9% y un 18.2% en areas no criticas de
sensibilidad respectivamente. La diferencia es de més del doble para el primer
caso; el segundo mejor farmaco fue gentamicina con un 35.7% en areas criticas,

sin embargo el mismo farmaco en areas no criticas apenas alcanzé un 13.6%.

Amikacina a pesar de ser el aminoglucésido con mejor CMI fue el antibiotico
de ese grupo con tasas mas bajas de sensibilidad, ello con un registro de 28.6%
en areas criticas y un 22.7% en areas no criticas. Entre los aislamientos de las

terapias intensivas los farmacos con sensibilidad mas alta fueron tobramicina con
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un 42.9% de sensibilidad, seguido de gentamicina (35.7%), amikacina (28.6%).
La sensibilidad para los aislados de &reas no criticas fue amicacina (22.7%),
tobramicina (18.7%) y al final gentamicina con un 13.6%. Otros farmacos que
registraron el mismo porcentaje (13.6%) que la amikacina entre aislamientos de

areas no criticas fueron tigeciclina y meropenem.

Tipificacion por ERIC-PCR de los Aislamientos de A. baumannii

De acuerdo con los perfiles de bandas obtenidos mediante ERIC-PCR y al utilizar
el método de apareamiento por media aritmética sin ponderacion (UPGMA) y el
algoritmo Dice se obtuvieron varias formas de agrupar a los aislamientos. En la
figura 1 se utilizd6 el método de apareamiento por media aritmética sin
ponderacion y el coeficiente de Pearson para el andlisis de perfiles de
susceptibilidad a los antibiéticos mostrando 21 aislamientos parecidos; entre ellos
hubo 17 con el mismo perfil que de acuerdo a lo descrito por Manchanda y cols

(2010), deberian de considerarse Acinetobacter baumannii XDR.

De acuerdo al algoritmo de DICE y a la ponderacion de UPGMA se realizé
otro dendograma para ejemplificar los farmacos y cémo se distribuye su
resistencia entre los aislamientos del hospital. Ello se puede ver en la figura 2,
donde los agrupamientos por resistencia a farmacos no se correspondieron a los

grupos obtenidos por ERIC-PCR.
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De acuerdo con el analisis de bandas, se tom6 un punto de corte de 80% de
correspondencia entre las bandas, ello genero 8 grupos de aislamientos, que han
sido nombrados con las letras A la H, de manera grafica se ha representado en
la Figura 3, donde se han intercalado colores para hacer notar los diferentes
grupos encontrados, el mas importante de ellos designado como A muestra 100%
de similitud en las bandas y se puede asegurar que son clones en 8 aislamientos.
El resto de los grupos tienen por lo menos el 80% de parecido en los genes
estudiados pero no se deberian de designar como clones puesto que tienen
diferencias genéticas. Se encontraron cinco aislamientos mostrados en la Tabla
VII designados con las letras I, J, K, L, y M que no mostraron similitud en sus
perfiles con algun otro aislamiento, ello representdé un 13.8% y se catalogaron
como eventos aislados. Los primeros grupos (A, B y C) fueron las que mas

aislamientos tuvieron como se puede ver en la figura 3 y en Tabla VII.

El grupo A present6 nueve aislamientos (25 %), de ellos ocho compartieron
el 100% de las bandas detectadas; como se muestra en la Tabla VII, ese grupo
clonal se distribuyé a lo largo de 3 servicios: Medicina Interna, Unidad de
Cuidados Intensivos Metabdlicos y Unidad de Quemados; las muestras de ese
grupo clonal se mobtuvieron de muestras respiratorias y hemocultivos y tuvieron
una distribucién temporal en enero, abril, mayo y junio. Al respecto podemos decir
gue no se traté de un brote epidémico puesto que contempla mdultiples servicios
y estéd distribuido en un periodo largo de tiempo. El grupo B incluye seis
aislamientos (16 %), sus origenes por servicios fueron ain mas diversos que el
grupo A puesto que incluyeron seis servicios y origenes de los aislamientos
también mas variados; respecto a la temporalidad se limitaron a los meses de

enero y febrero.
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Tabla VII. Distribucion clonal de primo aislamientos de Acinetobacter baumannii.

No.identificador | Grupo | Num. Servicio Tipo muestra Mes
Clonal | Prog.

180115/0287 A Al UCIM Respiratoria Enero
180611/0163 A A2 Ml Respiratoria Junio
180609/0077 A A3 Ml Hemocultivo Junio
180609/0078 A A4 MI Hemocultivo Junio
180416/0277 A A5 UClQ Respiratoria Abril
180411/0252 A A6 UCIM Hemocultivo Abril
180529/0226 A A7 Ml Hemocultivo Mayo
180504/0211 A A8 UCIQ Respiratoria Mayo
180404/0117 A A9 Ml Respiratoria Abril
180125/0171 B Bl Nefrologia | Genitourinaria Enero
180222/0242 B B2 UCIM Respiratoria Febrero
180129/0293 B B3 TYO Tejidos blandos | Enero
180215/0222 B B4 UCIQ Hemocultivo Febrero
180121/0047 B B5 UCIC Respiratoria Enero
180129/0043 B B6 M Respiratoria Enero
180219/0264 C Cl Ml Respiratoria Febrero
180129/0292 C Cc2 TYO Tejidos blandos | Enero
180209/0141 C C3 Urologia Respiratoria Febrero
180125/0205 C C4 Ml Respiratoria Enero
180116/0163 C C5 Neurologia | Diversa (LCR) Enero
180308/0240 D D1 Neurocirugia | Diversa (LCR) Marzo
180615/0169 D D2 UCIM Genitourinaria Junio
180605/0223 D D3 Nefrologia | Respiratoria Junio
180622/0209 E E1l Ml Hemocultivo Junio
180620/0280 E E2 MI Hemocultivo Junio
180622/0162 F F1 UCIC Respiratoria Junio
180305/0260 F F2 MI Respiratoria Marzo
180221/0226 G G1 UCIM Hemocultivo Febrero
180214/0204 G G2 UCIM Hemocultivo Febrero
180417/0194 H H1 UCIM Tejidos blandos | Abril
180322/0197 H H2 UCIM Genitourinaria Marzo
180620/0279 I 11 Ml Hemocultivo Junio
180307/0003 J J1 Ml Hemocultivo Marzo
180215/0225 K K1 UCIQ Tejidos blandos | Febrero
180619/0233 L L1 MI Respiratoria Junio
180327/0134 M M1 Ml Genitourinaria Marzo

36




El grupo C conto con cinco aislamientos (13.8 %) para los cuales se observa
una distribucién en cuatro servicios, los tipos de muestras fueron respiratorias y
de tejidos blandos, su temporalidad también fue en enero y febrero, al igual que
para el grupo B. El aislamiento denominado C5, que se muestra en la Tabla VII,
se recuperd en el servicio de neurologia y el tipo de muestra fue liquido
cefalorraquideo, llama la atencién porque en el hospital, las menores tasas de
resistencia son hacia los aminoglucdésidos que requieren un abordaje diferente al
resto de las infecciones y su preparacion supone consideraciones especiales
(Khany cols., 2017).

El grupo clonal D incluyé tres aislamientos, que se distribuyeron en u igual
namero de servicios clinicos distintos, uno de ellos fue neurocirugia donde el
aislamiento identificado en la Tabla VIl como D1 guarda los mismos supuestos
que el aislamiento C5 comentado con anterioridad. Los grupos que corresponden
a las letras E, F, G y H presentaron todos dos aislamientos cada uno (5.5%),

respectivamente.

Una imagen con una miniatura de las bandas se muestra en la Figura 4. Los
cinco aislamientos solitarios identificados como 11, J1, K1, L1 y M1 se
distribuyeron en el servicio de Medicina Interna y de la Unidad de Cuidados
Intensivos Metabdlicos en los meses de febrero, marzo y junio, recuperados de
muestras de hemocultivos, genitourinarias, tejidos blandos y respiratorias. Es
importante destacar que dos aislamientos fueron de hemocultivos, es decir, pese
a que se pueden considerar aislamientos eventuales en el hospital, es decir no
endémicos, ellos se comportaron como generadores de bacteremias, es decir,
sin importar su endemicidad se comportaron igual de infectantes que las cepas

con mas prevalencia dentro del hospital.

Nuestro objetivo de establecer si existe una o varias cepas de A. baumannii
en la UMAE se ha cumplido. Hemos descrito un grupo de por lo menos ocho

grupos diferentes. El grupo mayor incluye nueve aislamientos de los cuales ocho
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compartieron el 100% de las bandas identificadas. Hasta donde la técnica de
ERIC PCR puede distinguir, parecen ser clones de una misma cepa.

Dato interesante es que no tienen un origen comun, fueron aislados de
diversas areas: Medicina Interna, UCIM y UCIQ. No hubo temporalidad asociada,
puesto que se aislaron en los meses de enero, abril, mayo y junio; es decir, todo
indica que no formaban parte de un brote nosocomial y el espécimen tampoco es
comun entre los aislamientos, la endemicidad del grupo A se debe de investigar

con herramientas mas exactas como los campos pulsados.

Los demés grupos no compartieron el 100% de genes. Sus similitudes en las
bandas eran superiores a 80% pero no compartian todas las bandas. Ello lleva a
suponer que, aunque no se pueden considerar clones, deben de tener un
antecedente genético relacionado (ancestro). No obstante, los multiples patrones
de bandas, la mayor parte de las cepas estudiadas se comportaron como
resistentes a carbapenémicos y tuvieron en general porcentajes muy altos de
resistencia a los diferentes farmacos estudiados, un fenomeno visto en otras
regiones del mundo y que se mencionan como una misma clona (un ejemplo
clasico es la clona ST15) puede tener variacion en su comportamiento por los
elementos moviles (Diancourt y cols, 2010).

Ello puede suponer que las resistencias a los farmacos se puedan deber a
factores genéticos que no necesariamente estan en el cromosoma bacteriano si
no en pladsmidos que son elementos genéticos moviles, a estos elementos que
pueden ser transposones, islas de resistencia y secuencias de insercién (Pagano
y cols, 2016). A pesar de una gran variacion por los genes estudiados, el
comportamiento in vitro a los diferentes farmacos es muy parecido, lo que puede
explicarse por patrones de presion generados por el uso intensivo de los

diferentes farmacos en el hospital.
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Los aislamientos utilizados fueron primo aislamientos, es decir la primera
bacteria que a un paciente se le identifico en el hospital. En teoria los primeros
aislamientos bacterianos de pacientes no tienen tanta presion como aquellas
infecciones que han sido producidas luego de tratamientos intensivos o
esquemas prolongados de antibidticos; sin embargo en nuestro estudio se
demuestra que se cuentan con escasas opciones terapéuticas para primo
aislamientos de A. baumannii. Tipicamente, las bacterias Gram negativas no
fermentadoras se consideran patégenos oportunistas, es decir, suelen causar
complicaciones en pacientes con largas estancias hospitalarias, sin embargo en
este estudio se pone de manifiesto el riesgo de infectarse con una bacteria muy

resistente desde el inicio de la estancia hospitalaria (Garcia-Garmendia, 2001).

Respecto al cuestionamiento inicial, al utilizar una herramienta que permite
verificar similitudes en elementos repetitivos de ADN, el presente estudio ha
demostrado que existen diferentes cepas de A. baumannii en la institucion. El
grupo A incluyé la mayor cantidad de aislamientos (9, es decir 25% de la muestra)
y constituyé el grupo mas homogéneo en patrones de bandas. Es necesario
indicar que pese a que los aislamientos de este grupo compartieron el 100% de
los perfiles analizados tales aislamientos tuvieron comportamientos distintos a la

resistencia de farmacos antimicrobianos.

En el andlisis de similitudes, utilizando UPGMA, se encontr0 escasa
congruencia respecto al andlisis de bandas obtenidas por ERIC-PCR. Las
diferencias radican sobre todo en el comportamiento frente a aminoglucésidos y
en menor medida a glicilciclina, por lo que sugerimos que las diferencias en las
sensibilidades de farmacos pueden obedecer a otras variables no cromosémicas,
incluso se cuenta con evidencia de que los sistemas automatizados presentan
problematicas al momento de identificar la sensibilidad a ese grupo de farmacos

(Sunkyung y cols., 2010).
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A diferencia de lo reportad en Estados Unidos de Norte América (Karlowsky
y cols, 2003) en el presente trabajo se detectdé un mejor patron de susceptibilidad
antimicrobiana para las areas criticas que para las areas no criticas siendo
nuevamente los aminoglucésidos los farmacos con mejor susceptibilidad. Pese a
que en las terapias intensivas se tienen pacientes con mas comorbilidades y se
suele ser mas invasivo, se observo, en general, mayor niumero (el doble de
aislamientos) para un area con respecto de la otra, con un claro predominio de

patrones de susceptibilidad menos satisfactorios en las areas no criticas.

Una taxonomia polifasica (figura 5), permiti6 observar que el total de
aislamientos componen seis grupos, sin embargo no existe una variable como
mes de aislamiento, servicio clinico, tipo de muestra o resistencia que

corresponda completamente con perfiles de bandas generados por ERIC-PCR.

Ello sugiere que no se trata de una fuente Unica como reservorio de la
bacteria y se abona a la idea de que existen mdltiples fuentes, desde
contaminaciones cruzadas entre diferentes servicios y a través del tiempo para
diferentes sitios 0 bien existen otros mecanismos como podria ser la
autocolonizacion de los pacientes a través del empleo y sobre uso de los
antibiéticos como ha sucedido con otros pacientes como el paciente con
guemaduras (Barret, 2003).

La falta de asociacidon estadistica (figura 6) sobre posibles diferencias entre
los pacientes de areas criticas y las no criticas es contrario a la légica de que
pacientes mas complicados, en este caso, las terapias; desarrollaran infecciones
MAas agresivas por su patron de resistencia a los antibiéticos (Xie y cols, 2014).
La clona mas comun (grupo A, Figura 3) puede deberse a que existe un patron
endémico de esa cepa, que se manifiesta y persiste por meses. Se ha reportado
gue en tales situaciones la portacion fecal en el hospital puede ser hasta en el 40
% de los pacientes (Gobernado, 2012). La portacion ha sido descrita en humanos

e incluso en animales de granja donde incluso la carbapenemasa OXA-23, que
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Pareamientos por sensibilidad
No Criticas vs Areas Criticas

no aislamienos

No Crll'ticos Crl’tilcos
p=0.40

Figura 6. Comparacion en los perfiles de susceptibilidad a los antibigticos de

primo aislamientos de Acinetobacter baumannii recuperados de areas criticas y

no criticas.
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también ha sido descrita en nuestro pais se identific en el ganado bovino de
Bélgica y Francia (Webb y cols., 2016), por lo que la bacteria puede persistir en

sitios inaccesibles para la desinfeccion.

En algunos hospitales estadounidenses, britanicos y espafoles, se ha
propuesto realizar hisopado rectal de pacientes para el aislamiento e
identificacion de bacterias productoras de carbapenemasas o realizar la
deteccidén genética con sondas, como una medida de contencion; esta medida
puede ser de utilidad en la prevencion de infecciones y de gran apoyo por parte

del laboratorio de microbiologia (Tato y cols., 2016).
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CONCLUSIONES

Acinetobacter baumannii en el Hospital de Especialidades No.2 UMAE “Luis
Donaldo Colosio Murrieta” puede ser considerado un problema policlonal, ya que
en el presente estudio se identificaron por lo menos 13 cepas con caracteristicas
genéticas diferentes mediante ERIC-PCR. De esas 13 cepas las clonas A, By C
concentran la mayor parte de los aislamientos (55%) sin que se tenga una
distribucién por servicios, muestras o temporalidad asociada. Asi, el presente
trabajo permite establecer la multiplicidad de cepas de A. baumannii y verifica
que el hospital cuenta con mas del 80% de los aislamientos resistentes a
carbapenémicos, lo que los podria catalogar como Acinetobacter baumannii
XDR. Un numero importante de cepas provino de sitios anatémicos que por
definicién deben de ser estériles como la sangre y el liquido cefalorraquideo, lo
gue constituye una amenaza a la seguridad de los pacientes. Se demuestra que
existe una distribucion de las clonas por multiples servicios en todo el hospital;
sin distingo del tipo clonal en su mayoria existe un fenotipo de resistencia a las
opciones terapéuticas recomendadas, como es el caso de los carbapenémicos.
Los aislamientos no tuvieron una distribuciéon temporal especial, su distribucion
estadistica no permite concluir que se trate de un brote epidémico. Ningun
farmaco de los estudiados se deberia de usar como tratamiento empirico, al
tratarse de una version XDR la recomendacion podria ser el uso de tigeciclina o
colistina, sin embargo, para el primero se observo una sensibilidad de apenas
21.4 % en areas criticas y 13.6 % en no criticas. El alto porcentaje de muestras
de origen respiratorio podria significar colonizacién, sin embargo la segunda
muestra mas comun fueron hemocultivos donde esta opcion no es posible por no
existir colonizacion del torrente sanguineo. Los hemocultivos con aislamientos de
A. baumannii denotan que la bacteria muestra sus propiedades patogénicas en
los pacientes y deberia de ser un problema prioritario para la institucion

participante. Una posible direccion hacia la contencion del problema sera el
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escrutinio de los pacientes a su llegada al hospital, aunque esta investigacion
permite establecer la gran diversidad genética de un mismo patégeno, no puede
establecer el origen de tales microorganismos. Para el grupo clonal A se puede
asumir que es poco probable que 8 pacientes compartan el 100% de las bandas
analizadas y hayan coincidido en el hospital; una explicacion mas sencilla es que
los pacientes la adquirieron en el hospital, sin embargo, para el resto de los
aislamientos donde no hay concordancia al 100% de las bandas y se demuestran
12 tipos distintos de secuencias genéticas es logico suponer que ellos pueden
ser colonizantes del hospital, de los usuarios o del personal o bien que los
pacientes ya portaban la bacteria y se fueron seleccionando mediante el uso de
antimicrobianos o disrupcion de las barreras como catéteres, sondas,

ventiladores y procesos invasivos como sucede en el paciente quemado.
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