E Instituto Nacional de Salud Publica

Escuela de Salud Publica de México

Identificacion de carbapenemasas en aislamientos
clinicos multirresistentes de Acinetobacter

baumannii

Tesis para obtener el grado académico de:

Maestra en Ciencias de la Salud, con area de Concentracion en

Enfermedades Infecciosas

Presenta:
Q.F.B. Nadia Nayeli Rodriguez Medina

Comité de tesis:

Directora: Dra. Elsa Maria Tamayo Legorreta

Asesora: Dra. Celia M. Alpuche Aranda

Cuernavaca, Mor., 20 de Agosto 2014




2.1.

2.2.

2.2.1.

2.2.1.1.

2.3.

2.3.1.

2.4.

24.1

2.5.

2.5.1.

2.5.1.1.

2.5.1.2.

2.5.13

2.5.2.

2.5.2.1.

2.5.3.

CONTENIDO

Resumen

Introduccion

Marco Tedrico

Infecciones Nosocomiales. Definicidn y etiologia
Género Acinetobacter

Acinetobacter baumannii

Factores de virulencia

Antibidticos Carbapenémicos

Actividad antimicrobiana

Mecanismos de resistencia bacteriana

Mecanismos de resistencia antimicrobiana en
Acinetobacter baumannii

Base genética de la resistencia a los antibioticos
carbapenémicos

Carbapenemasas de la familia OXA
Epidemiologia
Secuencias de Insercién ISAba

XerC/XerD

Carbapenemasas de la familia Metalo-B-lactamasas

Integrones de clase 1
Carbapenemasas de la familia GES y KPC
Justificacién

Pregunta de investigacion

10

10

14

16

17

17

18

21

23

24

26

27



5.1.

6.1.

6.2.

6.3.

6.4.

6.5.

6.6.

6.7.

6.8.

6.9.

7.1

10.

11.

Objetivo General

Objetivos particulares

Materiales y métodos

Esquema general de trabajo

Tipo de investigacion

Obtencion de cepas

Identificacidon de género y especie

Deteccidn de cepas productoras de
carbapenemasa: CarbAcinteo NP

Susceptibilidad antimicrobiana

Caracterizacion clonal de los aislamientos clinicos
de A. baumannii

Extraccion de DNA total

Amplificacion por PCR de los genes que codifican a
carbapenemasa

Secuenciacion de amplicones
Consideraciones éticas y de bioseguridad
Resultados

Discusion de resultados

Conclusiones

Bibliografia

27

27

28

28

29

29

30

30

31

32

33

33

35

35

36

48

53

54



RESUMEN

Acinetobacter baumannii ha pasado en los Ultimos afios de ser considerado un
microorganismo de poca relevancia clinica a convertirse en la actualidad en un problema
epidemioldgico, debido fundamentalmente a la rdpida diseminacién de aislamientos
multirresistentes causantes de infecciones nosocomiales en todo el mundo afectando
principalmente unidad de cuidados intensivos (UCI) y unidad de quemados . El objetivo de
este estudio fue ldentificar los diferentes tipos de carbapenemasas en aislamientos
clinicos de Acinetobacter baumannii resistentes a imipenem. En este estudio se incluyeron
58 aislamientos clinicos de A. baumannii resistentes a carbapenémicos, provenientes de 4
hospitales de tercer nivel de atencidn en México colectados en el periodo de Diciembre
2009-2012. Mediante la prueba CarbAcineto NP se determind aquellas cepas productoras
de carbapenemasa. La identificaciéon de carbapenemasas de clase A (KPC y GES), clase B
(VIM, IMP, SIM y NDM-1) y clase D (OXA-51, OXA-23, OXA-24 y OXA-58) se realiz6 por
PCR con oligonucledtidos especificos para cada caso. Estos productos se obtuvieron en un
equipo ABIPRISMA vy las secuencias de nucleétidos se analizaron mediante programas
bioinformaticos. La genotipificacion molecular de todos los aislamientos se realizé
mediante electroforesis de campos pulsados (PFGE) y se analiz6 mediante el software
GelCompar Il. La CMI se determiné por el método de micro-dilucion en caldo siguiendo las
recomendaciones del CLSI 2012. De los 58 aislamientos de A. baumannii se identificé la
presencia de la carbapenemasa VIM-2 en un solo aislamiento (1.7%) de igual manera el
gen blaoxa-23.iike S€ €NCONtrd en un solo aislamiento. Se detectd el gen blagxa.24 en 43/58
(74.1%) el cual correspondid al alelo OXA-72, el gen blapxa-ssen 33/58 (56.8%). En ninguno
de los aislamientos estudiados se obtuvo amplicones para, blap, blas, blanom, blakecy
blages. El gen blay,,.> estd contenido en un integréon de clase 1 y corresponde al In559
reportado previamente en Pseudomonas aeruginosa en el 2013 por Moyo,S. et al. Estos
aislamientos fueron susceptibles a tigeciclina, solo el 60.4% de ellos mostrd
susceptibilidad a colistina; pero resistentes a imipenem, meropenem, ceftazidima,
ciprofloxacino y gentamicina. Este estudio muestra que las carbapenemasas de clase Ay B

no son el principal mecanismo de resistencia a carbapenémicos.



1. INTRODUCCION

Actualmente, Acinetobacter baumannii es un patégeno nosocomial emergente Gram-
negativo que afecta principalmente a la unidad de cuidados intensivos (UCI) y a la unidad
de quemados. Esta bacteria es resistente a la mayoria de los antibiéticos B-lactamicos, en
especial a las penicilinas, las cefalosporinas y los carbapenémicos. Los antibidticos
carbapenémicos, como el imipenem o el meropenem se utilizan para tratar infecciones
graves causadas por este patdégeno sin embargo, la eficacia terapéutica de estos
antibidticos hacia infecciones causadas por A. baumannii se ha visto comprometida

debido a que este patdgeno nosocomial es refractario a los efectos de estos antibiéticos.

El éxito que ha tenido A. baumannii como causante de infecciones nosocomiales y su
capacidad de mantenerse en brotes endémicos se debe en parte a la combinacién de los
mecanismos de resistencia que posee ya sea enzimaticos o no enzimaticos, como: i)
modificacion de la permeabilidad mediada por porinas, ii) incremento de bombas de
eflujo iii) hidrolsis enzimatica. Por otro lado, su éxito también reside en factores que no
dependen del patégeno y estan relacionados con el ambiente hospitalario como es el uso
inadecuado de antibidticos. Esto ha causado la seleccion de mecanismos enzimaticos en A.
baumannii y los mas representativos son las B-lactamasas con actividad carbapenemasa,
es decir con la capacidad de hidrolizar los antibidticos carnapénemicos. En este patégeno
se han descrito tres clases de carbapenemasas: clase D oxacilinasas (OXA), clase B metalo-
B-lactamasas (MBL) y clase A dependientes de serina. Las carbapenemasas de la familia
OXA (clase D) son enzimas que hidrolizan débilmente a los carbapenémicos a diferencia de

las MBL.2

Las carabapenemasas tipo OXA se encuentran agrupadas de acuerdo a la homologia en
sus secuencias de aminodcidos, de las cuales los genes blaoxa-23-iike, bI0oxa-24-ike, DIOOXA-51-like,
blaoxa-ss.ike Y blaoxa-143-ike S€ han descrito en A. baumannii y su distribucion geografica es
bastante heterogénea. A excepcion de blaoxa.za-ike, 10S grupos restantes se encuentran
asociados a secuencias de insercion como ISAbal, la cual participa en la sobreexpresién

de los genes de resistencia. La localizacidon de los genes que codifican a oxacilinasas en el



cromosoma versus plasmido en A. baumannii es variable. El gen blagya-si-ike S€ €ncuentra
en el cromosoma de A. baumannii mientras que el resto de los genes blaoxa pueden estar
codificadas en plasmidos (elementos genéticos moviles), los cuales sirven como vehiculos

para su diseminacion a otras bacterias y favoreciendo la resistencia bacteriana.>*

Este trabajo aborda un problema actual de resistencia a antibiéticos los cuales son
considerados de ultima elecciéon en el tratamiento de infecciones intrahospitalarias y
aportara conocimientos para comprender la transmisién y adquisicion de genes de
resistencia. También propone recomendaciones que permitan disminuir la transmisién de
bacterias resistentes y de esta forma la prevencion de la resistencia bacteriana y de las

pautas para promover el uso adecuado de los antibiéticos.



2. MARCO TEORICO

2.1-Infecciones nosocomiales. Definicion y etiologia

Las infecciones nosocomiales (IN) se definen como aquellas infecciones contraidas en el
hospital por un paciente internado por una razén distinta por la cual ingresd, en un
periodo de 48 a 72 horas. Sin embargo pueden existir IN adquiridas antes de las 48 horas
de ingreso y ser consideradas una infeccién nosocomial, este fendmeno depende del
tiempo de incubacién y la forma de adquisicion de la infeccidn. Este tipo de infecciones
pueden ser ocasionadas principalmente por bacterias tanto Gram-positivas como Gram-

negativas.5

Las IN representan un problema de gran importancia clinica y epidemioldgica debido a que
condicionan mayores tasas de morbilidad y mortalidad, con un incremento consecuente en el
costo social de afios de vida potencialmente perdidos, asi como de afios de vida saludables
perdidos por muerte prematura o vividos con discapacidades, lo cual se suma al incremento

en los dias de hospitalizacién y del gasto econdmico.®

En México se ha estimado que la frecuencia de infecciones en unidades hospitalarias varia
desde 2.1 hasta 15.8%. En las unidades de cuidados intensivos (UCI) la situacidon es mas
preocupante: un estudio realizado en 895 pacientes de 254 UCIl en México encontré que
23.2% de éstos tenia una infeccion nosocomial. La neumonia fue la infeccion mas comun
(39.7%), seguida de la infeccién urinaria (20.5%), la de herida quirudrgica (13.3%) y la del

torrente sanguineo (7.3%).”

Un aspecto esencial de la epidemiologia de las IN es conocer la etiologia de dichas
infecciones. La Secretaria de Salud en el 2011, a través de la Direccion General de
Evaluacion de Desempefio (DGED), encomendd al Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricion “Salvador Zubiran” realizar un estudio con el objeto de medir la prevalencia de
IN en distintos hospitales de la Republica Mexicana. El estudio consisitid en incluir 20
hospitales del IMSS, 14 hospitales del ISSSTE y 19 hospitales de la SSA. Se incluyeron todos
los pacientes hospitalizados que adquirireron una infeccién en al menos 48 horas de haber

sido internados al momento de la revisidn. Se incluyeron también pacientes que habian
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reingresado al hospital por una IN, independientemente del tiempo transcurrido desde su
reingreso.” La distribucion de patégenos nosocomiales en los hospitales generales de

Meéxico fue la siguiente (Figura 1):

M Enterobacter
B S. Aureus
M Pseudomonas
[ Otros
SCN
Acinetobacter
Enterococo

Candida

Figura 1. Microorganismos identificados en las Infecciones Nosocomiales en
los hospitales generales de México

La Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica (RHOVE) en su reporte sobre el panorama
de las infecciones intrahospitalarias en México no menciona a A. baumannii dentro de los
principales microorganismos causantes de algun tipo de IN, lo que sugiere que podria
encontrarse dentro del porcentaje que corresponde a la categoria de Otros (14%). Se
observa que en el estudio que realizé la Secretaria de Salud, el género Acinetobacter tuvo
un bajo porcentaje, sin embargo, aun asi a causado preocupacion como patégeno

emergente por lo rdpido en que se han diseminado las cepas multirresistentes.®

En Estados Unidos a travez del CDDEP (The Center for Disease Dynamics, Economics and
Policy) y la red de vigilancia de Estados Unidos (The Survilleance Network) revela que las
tendencias de aislamientos de A. baumannii multirresistente aumentaron de 32% a 51%

para el 2010 y de manera alarmante se reportd un incremento de aislamientos de A.



baumannii resistentes a carbapenémicos del 5% en 1999 a 41% para el 2010. Por otro
lado, el NNIS (The National Nosocomial Infections Surveillance) reporté que la proporcién
de A. baumannii resistente a imipenem en la Unidad de Cuidados Intensivos tuvo un

aumento de 1% en 1988 a 25% en el 2001.”'®
2.2.- Género Acinetobacter

El género Acinetobacter ha tenido varias modificaciones taxondmicas durante los ultimos
30 aios, inicialmente este género fue nombrado como Micrococcus calcoaceticus, pero en
el afio de 1954 Brisou y Prévot designaron el género como Acinetobacter spp,
denominacion que se utiliza en la actualidad. El género Acinetobacter comprende
cocobacilos Gram-negativos con 25 nombres validados de especies y 9 especies

gendémicas encontradas por hibridaciéon DNA-DNA.> **

Las especies pertenecientes a este género son de amplia distribucidn, su habitat natural es
el suelo, agua 6 como parte de la flora normal de piel, tracto gastrointestinal y

respiratorio. Tienen un amplio rango de crecimiento que varia de 37°C a 44°C.’

Existen cuatro especies de este género que poseen caracteristicas bioquimicas y
morfolégicas similares: A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii (genoespecie 3) y A.
nosocomialis (genoespecie 13 TU), por lo que se les ha agrupado en el complejo
denominado Acinetobacter baumannii-calcoaceticus (ABC). De las cuatro especies que
conforman el complejo, A. calcoaceticus no es una especie clinicamente importante
debido a que no se le ha asociado en brotes nosocomiales y que se le aisla con mayor

frecuencia de muestras ambientales'® !

2.2.1- Acinetobacter baumannii

A. baumannii es la especie con mayor relevancia clinica ya que es la que mas
frecuentemente se aisla de IN. A. baumanii es un cocobacilo Gram-negativo no mduvil,
catalasa positivo, oxidasa negativo, no fermentador, aerobio estricto y tiene la capacidad

de crecer a un amplio rango de temperatura de 32°C a a4°c’®



A. baumannii ha emergido como un patdgeno oportunista que puede ocasionar
bacteriemias, septicemias, neumonias, infecciones en tracto urinario, infecciones de
heridas y en menor proporcién meningitis. Ademads puede hallarse en multiples medios
animados e inanimados; en material hospitalario, como aparatos de ventilacion
mecanica, catéteres o liquido de didlisis peritoneal. Las unidades mas afectadas por este

patégeno son las unidades de cuidados intensivos y de quemados.12

Debido al impacto que ha tenido a nivel mundial este patégeno, la Organizacién Mundial
de la Salud incluyd a este patdgeno oportunista en la lista de los microorganismos para ser

objeto de vigilancia epidemioldgica a nivel hospitalario.*®

En México se ha estimado que las prevalencias de infeccion por este patégeno oscila del

8% al 10% en hospitales generales del IMSS, ISSSTE y SSA.”
2.2.1.1-Factores de virulencia

El éxito de la infeccién por A. baumannii se atribuye a que puede sobrevivir en el
ambiente hospitalario y adquirir resistencia a los antibiéticos, ademas de que posee

mecanismos que le permiten persistir y adaptarse a diferentes condiciones ambientales.

Se ha demostrado que el sistema de captacion de Fierro, el sistema para la formacion de
biopeliculas (biofilms) en superficies abidticas, la presencia de proteinas de membrana
externa (AbOmpA) vy el sistema de secrecidn tipo IV son los responsables directos de la

patogénesis y virulencia de A. baumannii.**

¢ Produccion de siderdoforos :

El Fierro es un factor importante para el crecimiento de la mayoria de las bacterias por lo
que su disponibilidad es fundamental en el éxito o fracaso de microorganismos patdégenos
0 simbidticos para invadir un organismo o para colonizar un ambiente determinado. El
mejor mecanismo por medio del cual las bacterias captan fierro son los siderdforos, los
cuales son compuestos quelantes de bajo peso molecular clasificados por su estructura
guimica como catecoles, carboxilatos e hidroximatos. El sistema de transporte de fierro

varia entre bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Los siderdforos son producidos por



la bacteria y excretados al medio en el cual se unen al fierro fomando un complejo. Las
bacterias Gram-negativas tienen receptores de membrana externa (TonB) que reconocen
el complejo sideroforo-Fe**. Una vez que el sideroforo se encuentra unido al receptor de
la membrana externa, el complejo cruza la membrana a través de un sistema dependiente
de ATP permitiéndole llegar al citoplasma. Algunas bacterias no solo producen sus propios
siderdforos sino también producen receptores capaces de unir sideréforos producidos por

otras bacterias.’

El sideroforo descrito en A. baumannii se denomina Acinetobactina el cual le proporciona
la habilidad para colonizar e invadir al hospedero humano obteniendo del medio

ambiente el fierro requerido por la bacteria.*®
e Formacion de biofilms:

Las infecciones ocasionadas por bacterias productoras de biofilm son dificiles de erradicar
debido a que su presencia se considera un mecanismo de resistencia mecanico que impide
la accion terapéutica de los antibidticos y actuen los mecanismos de defensa del huésped
contra la bacteria. Los factores mas comunes que pueden influir en la formacién de
biofilms son: la disponibilidad de nutrientes, la presencia de pili y flagelo, componentes de
la superficie bacteriana como proteinas de membrana externa o adhesinas, regulacién por
quérum (autoinduccién por produccién de acilhomoserina lactona) y la secrecién de
macromoléculas. La presencia de los pili es esencial para la formacién de biofilms, su
formacion esta regulada por el operdn csuA/BABCDE el cual juega un papel importante en
los pasos iniciales de la formacién de biofilm permitiendo a las bacterias adherirse a

.. e s 17
superficies abidticas.

La proteina Bap (biofilm-associated protein) se localizada en la superficie de la membrana
externa y que se piensa que esta involucrada tanto en las interacciones célula-célula como
en la maduracién del biofilm.*®

A. baumannii ademas de adherirse a superficies no abidticas también lo puede hacer en

superfices abidticas como las células epiteliales bronquiales o alveolares. Asi mismo la



habilidad de A. baumannii para adherirse y formar biofilms en objetos y superficies

inanimadas podria explicar su éxito en el ambiente hospitalario.z’ 14,18

* Pili:
La presencia de los pili como factor de patogenecidad y virulencia se ha relacionado con la
capacidad de la bacteria para adherirse a las superficies asegurando la formacién de

biopeliculas o biofilms en diversos tipos de instrumentos médicos asi como también la

adherencia a las células epiteliales.™

A pesar de que A. baumannii es considerada una bacteria no mdvil por la ausencia de

flagelo, puede llegar a tener movilidad mediante la extensidn y retraccion los pili tipo IV.

14,91

*  AbOmpA

La proteina de membrana externa de A. baumannii (AbOmpA) es la mds abundante en la
superficie celular, involucrada en la adherencia e invasion de células epiteliales, ademas
de inducir apoptosis en las fases tempranas de la infeccién por esta bacteria. Por otro

lado, también esta implicada en la formacién del biofilm.**

* Sistema de secrecion tipo IV

El sistema de secrecidn tipo IV es una maquinaria de secrecidn versatil que secreta tanto
acidos nucleicos como proteinas, ademas este sistema le proporciona la habilidad de
competir entre especies bacterianas a través de la secrecidon de proteinas efectoras que
pudieran tener efectos bacteriostaticos o bactericidas hacia otras bacterias que se

. . 1
encuentran en el mismo ambiente.*®
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PBP 6 proteinas fijadoras de penicilina. Los antibidticos B-lactamicos bloquean las PBP’s
porque el anillo B-lactdmico (Figura 2) tiene una estructura similar a la del residuo acil-D-
alanin-D-alanina de las cadenas del peptidoglicano, sustrato natural de las PBP. Esta
familia de antibidticos estan formados por las penicilinas, las cefalosporinas, los
monobactamicos y los carbapenémicos, estos ultimos son utilizados como el antibidtico

de eleccidn para el tratamiento de infecciones graves por A. baumanni.*®
2.3.1.- Actividad antimicrobiana

Los carbapenémicos presentan el espectro de actividad mds amplio dentro de la familia
de B-lactamicos y tienen actividad frente a numerosos patégenos Gram-positivos y Gram-
negativos por lo que son imprescindibles en el tratamiento de infecciones nosocomiales e
incluso debieran considerarse dentro del tratamiento empirico cuando se sospecha de

algiin patégeno multirresistente.”

Todos los carbapenémicos disponibles son similares en cuanto a espectro, aunque con
diferencias significativas en la actividad antimicrobiana. Los carbapenémicos mas
utilizados en la practica clinica son el imipenem y el meropenem, sin embargo existen
otros carbapenémicos utilizados como el biapenem, el ertapenem vy el doripenem, los
cuales son ligeramente mas efectivos contra bacterias Gram-negativas. Existen
consideraciones para cada carbapenémico, en el caso del ertapenem tiene un espectro
mas limitado debido a que no es tan activo como el imipenem o el meropenem contra de
P. aeruginosa. El meropenem no es tan potente como el imipenem o el doripenem contra
A. baumannii; el doripenem tiene concentraciones minimas inhibitorias mas bajas que
imipenem o meropenem contra P. aureginosa y A. baumannii. Por otro lado el
doripenem es el carbapenémico menos susceptible a la hidrolisis (de 2 a 150 veces mas

. .. . 21,22
bajo con respecto al imipenem) mediada por carbapenemasas.”™

En la actualidad, los carabapenémicos son considerados el tratamiento de eleccién contra
patdégenos multirresistentes debido a que estos antibiéticos no pueden ser hidrolizados
por la mayoria de las B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Adicionalmente su
pequefio tamafio molecular favorece su penetracién a través de la membrana externa.”
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2.4.- Mecanismos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana es una condicion que se caracteriza por una refractariedad de las
bacterias al efecto de los antibidticos. Esta resistencia puede ser natural o adquirida. La
primera consiste en mecanismos propios de una especie y la adquirirda puede ser a través
de la adquisicion de elementos genéticos modviles como plasmidos, transposones 6
integrones.23 Los mecanismos de resistencia en bacterias Gram-negativas se describen a

continuacion (Figura 3):

w w
() w o v e @ w
1 @
S /7 2
| X A [
NS

Pared celular

spacio periplasmico

Bl
PAVAVAYAVAVAYAY,

Citoplasma () ()

I\lje\{1brana interna

Figura 3. Mecanismos de resistencia en bacterias Gram-negativas. 1) Disminucion de la
entrada del antibidtico a través de la membrana externa, 2) Aumento de la expulsion
del antibidtico mediada por bombas de eflujo, 3) Modificacion del sitio blanco, 4)
Inactivacion del antibidtico por enzimas. Modificado de Schmieder y Edwards, 2012

e 1.- Disminucion de la entrada del antibidtico través de la membrana externa

Las porinas son canales proteicos localizados en la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas que participan en el transporte de moléculas desde el medio externo al
espacio periplasmico. Los genes que codifican las porinas pueden sufrir mutaciones y

producir proteinas alteradas no funcionales o pueden disminuir su expresion. Este tipo de

11



cambios pueden dar origen a bacterias mutantes deficientes en porinas, las cuales
presentan una baja permeabilidad al paso de moléculas hidrofilas como los antibidticos

carbapenémicos.” **

e 2.- Expulsion del antibiotico mediada por bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son estructuras proteicas que corresponden a una clase de
transportadores involucrados en la captacidén de nutrientes esenciales y iones, excrecion
de productos del metabolismo bacteriano y de sustancias téxicas desde el citoplasma o
periplasma hacia el exterior, ademas de participar en procesos de comunicacién entre
células y el medio ambiente. Se encuentran clasificadas en cincos grandes familias, ABC
(ATP-binding cassette), MFS (major facilitator superfamily), RND (resistance-nodulation-
cell division), MATE (multidrug and toxic compound extrusion) y SMR (small multidrug
resistance). La expresion de estas bombas puede ser permanente (expresién constitutiva)

o intermitente (expresién que puede inducirse).?
e 3.- Modificacion del sitio blanco

Las mutaciones en los genes que codifican al blanco de accién del antibidtico, como la
RNA polimerasa, el RNA ribosomal 16S, las PBP y la DNA girasa generan resistencia a ese
antibidtico. El sitio blanco de los carbapenémicos, y de todos los B-lactamicos, son las
proteinas unidoras de penicilinas (PBPs). Estas proteinas pueden sufrir modificaciones

moleculares que disminuyen su afinidad por los B—Iacté\micos.24
e 4.- Inactivacion del antibidtico por enzimas

La bacteria produce enzimas que inactivan el antibidtico; las mas caracteristicas son las B-
lactamasas y muchas bacterias son capaces de producirlas.24

La clasificacion de las B-lactamasas ha sufrido varios cambios a lo largo de los afos,
inicialmente la clasificacién se basé en el grado de homologia de sus secuencias de
aminodcidos. Esta clasificacién propuesta por Ambler en 1980 se le conoce como

clasificacién molecular y agrupa a las B-lactamasas en dos grandes grupos.26

12



1.- Serina B-lactamasas: enzimas que poseen un residuo de serina en su sitio activo (Clase
AvyD).
2.-Metalo-B-lactamasas (MBL): enzimas que en su sitio activo requieren de cationes

divalentes principalmente Zinc, como cofactor para su actividad enzimatica (Clase B).

Posteriormente Bush propuso una clasificacion funcional basada no solamente en la
actividad hidrolitica hacia diferentes clases de antibidticos B-lactamicos sino también
toma en cuenta las propiedades de inactivacion y sensibilidad a la accién inhibitoria por el

acido clavulanico o EDTA.?

B-Lactamasas

Sitio Activo Serina Metalo (Zn)

Clases Moleculares c A D B
Grupos funcionales 1 2 2d 3
Grandes grupos | | | I | I | | | | |
funcionales 1 e 2a 2b 2be 2br 2f 2de 2df 3a 3b
Sustratos Cf cf Pn Pn Pn,Cf Pn Pn,Cf, Pn,Esc, Pn,Cb Pn,Cf, Ch, Chb
conocidos Esc cf Esc, M Cb, Esc, M Esc
M
Inhibidor  CA - -t + -+ + +- - -
EDTA - - = - - - - - - + +
Enzimas AmpC  GC1 PC1 TEM-1 CTX-M IRT KPC OXA-11 OXA-23 IMP,VIM CphA
representativas o cmy SHV-1 ESBLs SHV-10 SME OXA-15 OXA-48 NDM
familia de enzimas (TEM,SHV)

Abreviaturas: Cb, carbapenémicos; Cf cefalosporinas; CA, 4cido clavulanico, EDTA, 4cido
etilendiaminotetraacético; Esc, cefalosporinas de expectro extendido; M, monobactams; Pn, penicilinas

Figura 4. Clasificacion de las B-lactamasas.

La clasificacion actual agrupa ambas clasificaciones (Figura 4), los subgrupos y las enzimas
mas prevalentes estan basados en estudios epidemioldgicos recientes. 27,28
Una bacteria puede combinar estos mecanismos de resistencia para hacer mas eficiente la

inactivacion del antibiético. El problema de la resistencia a los antibidticos es global y
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complejo, ya que incluye un gran numero de especies bacterianas patdgenas de
importancia médica. Por lo que la elecciéon de un tratamiento adecuado en la practica
diaria se ha convertido en un reto. Las infecciones causadas por bacterias

multirresistentes se asocian a una mayor morbi-mortalidad.

2.4.1 Mecanismos de resistencia antimicrobiana en Acinetobacter baumannii

La subita emergencia global de cepas de A. baumannii resistentes a todos los B-lactamicos
incluyendo los carbapenémicos ilustra el potencial de este microorganismo para
responder rapidamente a los cambios promovidos por la presién selectiva del ambiente.
En A. baumannii la resistencia hacia los antibidticos carbapenémicos se debe a la accién
combinada de mecanismos de resistencia mediados por enzimas y no enzimdticos sin
embargo, el mecanismo mads representativo en A. baumannii es caracterizado por la
presencia de B-lactamasas, que le brindan la capacidad de degradar una vasta variedad de

antibicticos entre ellos los carbapenémicos.>**

La expresidon disminuida de tres proteinas de membrana externa se han descrito en
aislamientos clinicos de A. baumannii resistentes a imipenem: i) una proteina con un peso
molecular 33-36 kDa, ii) proteina CarO vy iii) una proteina de 43 kDa que presenta
homologia con la OprD de P. aeruginosa (Tabla 1).” Se ha descrito que la ausencia de una
PBP de 73,2 kDa (PBP2a) podria relacionarse con resistencia al imipenem y/o al
meropenem de bajo nivel, mientras que la ausencia simultanea de PBPa y junto con

PBP2b se asocia con niveles de resistencia mas elevada frente a ambos compuestos.®

Se han identificado dos tipos de B-lactamasas intrinsecas en todos los aislamientos de A.
baumannii, la primera es una cefalosporinasa tipo AmpC, que si se expresa a un nivel
basal no reduce la eficacia de cefalosporinas de amplio espectro,®® sin embargo al
encontrarse sobreexpresada genera resistencia a ceftazidima, pero no a carbapenémicos
(Tabla 2).>*3 La segunda B-lactamasa la representan las variantes OXA-51/69 los genes
gue codifican para estas enzimas se localizan en el cromosoma de todos los aislamientos

de A. baumannii estudiados a la fecha.*
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Tabla 1. Mecanismos de resistencia no enzimaticos.

Mecanismo de resistencia

Proteina relacionada

Disminucién de la permeabilidad
mediada por porinas

Alteracion de PBP’s

Bombas de eflujo

Modificacién del sitio blanco (Quinolonas)

Car0” (29 kDa)

Expresion reducida de PBP-2

Complejo AdeABC formado por:

-AdeB: componente transmembranal
-AdeA: proteina de fusidn en membrana interna
-AdeC: OMP
Regulado por el complejo AdeSR:

AdeS: proteina-quinasa sensora’

AdeR: proteina reguladorab

GyrAy ParC

. , o . . . o 2
a. Alteraciones en la estructura y nimero de porinas que resulta en una disminucidén en la permeabilidad
b. Mutaciones puntuales en el sistema regulador ha sido asociado con sobre expresion de bomba de

Tabla 2. Mecanismos de resistencia enzimaticos.

Mecanismo de resistencia

Enzima

B-Lactamasas

TEM

SHV

IMP
CTX-M
OXA ‘¢

ADC (AmpC)

a.- Actividad carbapenemasa
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2.5. Base genética de la resistencia a antibioticos carbapenémicos

Las carbapenemasas representan una de las familias mas versatiles de B-lactamasas ya
gue se caracterizan por tener un amplio espectro, inigualable por otras enzimas
hidroliticas de B-lactdmicos.’ De acuerdo a la clasificacion propuesta por Ambler y Bush las

carbapenemasas pueden ser de:

Clase A: un grupo emergente de serina carbapenemasas que incluye principalmente BLEEs
sin embargo algunas de ellas poseen actividad carbapenemasa. En A. baumannii se han
identificados las familias KPC y GES, las cuales se encuentran localizadas en un integrones
clase 1.

Clase B: son carbapenemasas MBL que son capaces, ademas de hidrolizar carbapenémicos

también hidrolizan todos los antibidticos B-lactdmicos a excepcién de aztreonam.?’3*3*

Clase D: serina carbapenemasas caracterizado por la familia de las enzimas tipo OXA
(Oxacilinasas). En Acinetobacter baumanii se encuentran descritas: OXA-23-like, OXA-24-

like, OXA-51-like, OXA-58-like y OXA-143-like.?” ***

La Clase A y D representan el grupo mas grande de B-lactamasas ya que durante los
Ultimos 20 anos se han ido sumando nuevas variantes de estas enzimas,

aproximadamente existen 700 enzimas Unicas conformando ambas clases (Figura 5).>

750

—8— Group 1/class C cephalosporinases
600 - ~——@— Group 2/class A and class D B-lactamases
——8— Group 3/class B metallo-f-lactamases

450 —

300 —

Number of unique enzymes

150

) I
1970 1976 1989 1995 2000 2005 2007 2009

Figura 5. Incremento en el nimero de carbapenemasas de 1970 a 2009
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Un amplio numero de B-lactamasas adquiridas pertenecientes tanto a la clase D, clase B o

clase A se han identificado como fuente de resistencia a carbapenémicos en A. baumannii.

2.5.1. Carbapenemasas de la familia OXA

Las carbapenemasas de la familia OXA son B-
lactamasas que pertenecen a la clase
molecular D del grupo funcional 2df y fueron
entre las primeras B-lactamasas en ser

descritas. Estas enzimas tenian un perfil de

Figura 6. Estructura terciaria de la sustratos limitado a penicilinas sin embargo
carbapenemasa OXA-24 . . .
ahora son capaces de hidrolizar cefalosporinas

de primera generacién, combinaciones B-lactdmico/inhibidor de pB-lactamasa vy

carbapenémicos.®® %

Inicialmente el nombre OXA hacia referencia a la capacidad de esta enzima de hidrolizar
oxacilina y cloxacilina mds rapido que las penicilinas convencionales. En la actualidad esta
denominacién con respecto a su funcidn ya no es valida ya que estas enzimas tienen una

baja tasa hidrolitica frente a estos antibiéticos.”?

Las OXA- B-lactamasas tienen una gran diversidad entre si ya que engloban enzimas OXA-
B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) como OXA-1, OXA-10, OXA-15, OXA-18 y OXA-
45 asi como OXAs con actividad de carbapenemasa é CHDL (carbapenem-hydrolyzing class
D B-lacatamases por sus siglas en inglés). Representa una de las clases moleculares con
mayor numero de variantes ya que se han reportado 418 enzimas OXA-B-lactamasas hasta

la fecha.?® %’

2.5.1.1. Epidemiologia

La resistencia a los carbapenémicos ha incrementado globalmente en la dltima década y
esto en parte se debe a la diseminacion de OXA-B-lactamasas. Datos provenientes de

Estados Unidos muestran que el porcentaje de aislamientos de Acinetobacter baumannii
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resistente a imipenem ha aumentado en un promedio del 10% entre 1999 y 2005 a 48%
en el 2008 y la resistencia a imipenem ha aumentado de 19% a 57.4% en el mismo periodo

de tiempo.*®

En Acinetobacter baumannii la resistencia a los carbapenémicos se debe a la presencia de
CHDLs y constituyen la principal fuente de resistencia adquirida a estos antibiéticos. Se
encuentran agrupadas en 5 familias: OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-58-
like y OXA-143-like (Tabla 4).*” El grupo més grande de CHDLs es el de OXA-51-like, esta
enzima se identificd por primera vez en aislamientos de Acinetobacter baumannii
provenientes de Argentina aislados en 1996. Estas enzimas son intrinsecas de la especie y
se encuentran naturalmente en el cromosoma de la bacteria, lo cual ha llevado a la
identificacién de 95 variantes a la fecha.*® Poseen una actividad carbapenemasa débil y
comparte una débil identidad con las otras B-lactamasas de clase D conocidas. Por otro
lado, las CHDLs OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-58-like y OXA-143-like se han
identificado principalmente en estructuras genéticas moviles como plasmidos o
transposones que contribuyen a su diseminacion entre especies del género

Acinetobacter.*

Las carbapenemasas de la familia OXA confieren solo niveles moderados a
carbapenémicos, por lo que su accidon se complementa con otros mecanismos de
resistencia como la perdida o la modificacién de porinas y la sobreexpresion de bombas

de eﬂujo.40

2.5.1.2. Secuencias de insercion ISAba

Los elementos o secuencias de insercidn (IS) son segmentos de DNA que pueden moverse
de una posicion cromosémica a otra del mismo cromosoma. Las secuencias de insercion
(IS) juegan un papel importante en la movilizacién y expresion de las carbapenemas de la
familia OXA. Las IS tienen un gen codificante para una transposasa (TnpA) esencial para
llevar acabo la transposicion o movilizacion de los genes y estan flanqueadas por

secuencias repetidas invertidas (Figura 7).**
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Tabla 4. Familias de carbapenemasas tipo OXA descritas en A. baumannii

N° de
Familia Variantes enzimas Localizaciéon Especies
en el
grupo
A. baumannii, A. junii, A.
radioresistens,
OXA-23, OXA-27, OXA-49, A. pittii, Proteus mirabilis,
OXA-73, OXA-102, OXA-103, Acinetobacter phenon 5,
OXA-105, OXA-133, OXA-134, plasmido, Acinetobacter
OXA-23-like OXA-146,0XA-165-0XA-171, 19 cromosoma phenon 6/ct 13TU, A.
OXA-225, OXA-239 nosocomialis,
Acinetobacter genomic
species 10/11,
A. lwoffii, Klebsiella
pneumoniae, A.
baylyi
A. baumannii, A.
OXA-40, OXA-25, OXA-26, haemolyticus, A. pittii,
OXA-24/40-like OXA-72, OXA-139, OXA-160, 7 plasmido, A. baylyi, Pseudomonas
OXA-207 cromosoma aeruginosa,
A.calcoaceticus, K.
pneumoniae
OXA-51, OXA-64—-0XA-71,
OXA-75—-0XA-80, OXA-82—
OXA-84, OXA-86—0XA-95,
OXA-98-0XA-100, OXA-
104, OXA-106—0XA-113, A. baumannii, A.
OXA-115—-0XA-117, OXA- nosocomialis,
OXA-51-like 120—-0OXA-128, OXA-130- Enterobacter cloacae,
OXA-132, OXA-138, OXA- 95 plasmido, Escherichia coli,
144, OXA-148-0XA-150, cromosoma K. pneumoniae
OXA-172—-0XA-180, OXA-
194-0XA-197, OXA-200—
OXA-203, OXA-206, OXA-
208, OXA-216, OXA-217,
OXA-219, OXA-223, OXA-
241, OXA-242, OXA-248—
OXA-250, OXA-254
A. baumannii, A. pittii, A.
nosocomialis,
Acinetobacter phenon 6/ct
13Ty, A.
OXA-58-like OXA-58, OXA-96, OXA-97, plasmido, junii, Acinetobacter
OXA-164 4 cromosoma genomic species 9,
A. bereziniae, A.
calcoaceticus, A.
radioresistens, E. cloacae,
Comamonas
testosteroni, E. coli, K.
pneumoniae,
Delftia acidovorans
OXA-143-like OXA-143, OXA-182, OXA-231, 5 Plasmido A. baumannii, A. pittii

OXA-253, OXA-255
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La asosicion entre elementos moviles y genes blaoxa es particularmente evidente en las
especies de Acinetobacter, donde las secuencias de insercion se encuentran
frecuentemente en asociaciéon con algun gen blapxs. La mas prevalente de estas
secuencias de insercidn es ISAbal. El elemento IS esta localizado rio arriba de los genes
blaapc y se ha demostrado que en esta localizacion la IS conduce a la expresion del gen
blaspc, el cual confiere resistencia a cefalosporinas.42 ISAbal desde entonces se le ha
identificado en asociacidn con los genes como blaoxa 23-iike, bldoxa-s1-ike, Plaoxa-ss-iice. " *+*
Cuando ISAbal es localizada rio arriba de los genes blapxs tiende a aumentar su expresion
a un nivel que confiere resistencia a carbapenémicos. La localizacion de ISAbal 25 pb rio
arriba del gen blaoxa23.iike Proporciona un promotor que conduce a la transcripcion del

46, 47

gen De la misma manera cuando ISAbal se localiza 7 pb rio arriba del gen blaoya-s1-iike

provee el promotor que puede incrementar su expresion Figura 7.%% %

blaoxa-23-iike blaoxa-ss-iie

ISAbal  blaoya 2z ike ATPasa DEAD Metilasa ISAbal Sulf

o ><\|j':|—< =) &:l )

ISAba3-like 1 blaoxa-ss-iike ISAba3

I1S18

Tn2006
blao)(A 51-like blaOXA-40-|ike
Regulador 1S4 blaoxa.o-iike
ISAbal  blaoxa-si-iike sortasa transcripcional
~ / XerCD XerCD
~
Tn6080

Figura 7. Elementos genéticos moviles asociados a los genes blaoya

Este aumento en los niveles de expresidn conlleva a que las concentraciones minimas
inhibitorias (MIC por sus siglas en inglés) de los carbapenémicos se eleven. Los MICs de los
carbapenémicos para los aislamientos de A. baumannii en los que se sobreexpresa el gen
blaoxasiike gracias a la presencia de 1SAbal son los mismos a aquellas concentraciones
minimas inhibitorias de los aislamientos que expresan alguna CHDL adquirida, indicando
que todos los aislamientos de A. baumannii pudieran convertirse resistentes a

carbapenémicos a través de la insercién de elementos 1S.*° Ademas del papel en la
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expresion de los genes blaoxa, ISAbal también parece ser responsable de su movilizacion.
De hecho, se han identificado desde una hasta multiples copias de ISAbal en diferentes
transposones. Un ejemplo de estos transposones es el Tn2006 donde dos copias de
ISAbal flanquean el gen bIGQXA_23_|ike_50 Existen muchos otros elementos IS que se han
identificado con menos frecuencia, por ejemplo: la secuencia de insercién ISAbal25 se
encontrd asociada con el gen blaoxass.ike Y €S responsable de la duplicacion de este gen en

aislamientos de A. pittii >

La identificacion de ISAbal dentro de una gama de diferentes transposones que acarrean
genes blagxa junto con otros determinantes de resistencia asi como su amplia
diseminacion en la naturaleza en diversas especies de Acinetobacter, indican el
importante papel que estos elementos juegan en la plasticidad gendmica dentro de las

especies de Acinetobacter.®® *°

Figura 8. Estructura de una secuencia de insercion.
IR: secuencias repetidas invertidas
TnpA: transposasa

2.5.1.3. Xerc/XerD

El gen blaoxa-a0/24-ike de Acinetobacter se encuentra raramente en asociacién con
secuencias de insercidn, Unicamente existe un reporte de la asociacion de un elemento 1S4
rio arriba.>® A diferencia de las otras OXA carbapenemasas (OXA-23, OXA-51 y OXA-58) en
la mayoria de los casos, los genes que flanquean al gen blaoxasoiike SON recombinasas
XerCy XerD (Figura 7). Estas recombinasas estan involucradas en la conversién de dimeros
de cromosomas y plasmidos en mondmeros.”> Es probable que los genes blagxa-ao-iike, dado
gue se encuentran en plasmidos, se movilicen a través de un proceso de recombinacion

sitio especifico mediado por XerC y XerD. >**°
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2.5.2. Carbapenemasas de la familia Metalo-B-lactamasas

Las MBLs y las serina-B-lactamasas median la resistencia a 8-
lactdmicos rompiendo el enlace amida del anillo B-lactamico,
sin embargo la manera en como estos dos grupos de enzimas
logran realizar esta reaccién difiere considerablemente.”® A
diferencia de las serina B-lactamasas las MBLs poseen un

amplio espectro de actividad ya que reconocen la mayoria de

los sustratos B-lactamicos. Las enzimas que pertenecen a

Figura 8. Estructura terciaria de la
metalo-B-lactamasa VIM-4 esta clasificacidon requieren de cationes divalentes como

cofactores para una actividad enzimatica dptima y se inhiben
por la accién de quelantes como el EDTA. El principal metal que se requiere en el sitio
activo es el zinc, mientras que la mayoria de las MBLs alojan dos iones de zinc en su sitio
activo las enzimas que pertenecen a la clase 3b solo tienen un ion.”’ Las MpBLs poseen un
conjunto de diferentes aminodcidos que definen la arquitectura del sitio activo el cual
coordina los iones de zinc. Los iones de zinc usualmente coordinan dos moléculas de agua
necesarias para la reaccién de hidrolisis. El principal motivo de unién a zinc es histidina-X-
histidina-X-acido aspartico (HXHXD), el cual es comun en la mayoria de las MBLs excepto
de las enzimas que pertenecen a la clase 3b.”® Se considera que las MBL son enzimas mas
eficientes ya que tienen una mayor actividad hidrolitica frente a los carbapenémicos, a
diferencia de las carbapenemasas tipo OXA que hidrolizan débilmente a este tipo de

antibidticos.>*>°

Las MBLs se encuentran agrupadas en seis familias denominadas: VIM con 41 variantes
(IMP-1 a IMP-41), IMP con 48 variantes (VIM-1 a VIM-48), GIM, SPM, SIM vy la familia
recientemente descrita NDM con 12 variantes descritas a la fecha (NDM-1 a NDM-12). 37,
%0 La mayoria de los genes que codifican para las enzimas IMP y VIM asi como GIM-1 se
encuentran en genes casete de integrones de clase 1 y pueden estar asociados a
elementos genéticos mdviles como transposones o plasmidos responsables directos de la

61, 62, 63, 64, 65, 66

diseminacién de los genes de resistencia. La presencia de este tipo de
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estructuras genéticas se ha descrito en Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp y en

menor proporcidn en especies de enterobacterias.

Uno de los principales intereses en detectar cepas productoras de MpLs es la
contraindicacion del uso de carbapenémicos como opcion terapéutica. Aunque los
inhibidores de metalo enzimas pueden utilizarse in vitro no hay inhibidores disponibles
que puedan usarse como tratamiento en pacientes.®’ La Unica terapia alternativa pudiera
ser la administraciéon de polymixinas, la cual se ha reportado ser eficiente para tratar
infecciones causadas por bacterias multirresistentes ya sea Gram-negativas o Gram-
positivas. La ocurrencia de un aislamiento positivo para MBL en el ambiente hospitalario
posee no solo un problema terapéutico sino también una seria preocupacion para el
control y manejo de la infeccion ya que estan asociadas con altas tasas de mortalidad,

morbilidad y aumento en los costos hospitalarios.31’ 68

2.5.2.1. Integrones clase 1
Los integrones, principalmente los de clase 1 y los transposones son las principales
estructuras genéticas que acarrean genes adquiridos de resistencia a antibidticos,

incluyendo a las metalo-B-lactamasas, en este patégeno nosocomial

Los integrones son elementos genéticos que contribuyen a la transferencia horizontal de
genes en bacterias inter o intra especie. Son capaces de adquirir genes casete a través de
eventos de recombinacidn sitio especifico entre dos sitios, uno en el integrén y otro en el
gen casete. Constan de tres regiones: la region 5 conservada (5CS), la regidn variable y la
region 3’conservada (3CS). En la region 5'conservada se encuentra el gen de la integrasa
(intl), 1a cual es necesaria para la recombinacidn sitio especifica, el sitio adyacente de
recombinacion (attl) y un promotor (Pc) localizado rio arriba del sito de integracién
necesario para una transcripcién eficiente y expresion de los genes casetes presentes en
el integron (Figura 9). En la region 3’conservada con frecuencia se encuentra el gen
qacEA1 junto con el gen sul ambos confieren resistencia a antisépticos y a sulfonamidas
respectivamente. Mientras que los genes casete pueden moverse con libertad de un
integron a otro, por si mismos los integrones no pueden movilizarse de un organismo a
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otro por lo que requieren de otros elementos genéticos como plasmidos vy/o

transposones.>®

Los integrones clase 1 fueron los primeros integrones que se identificaron y acarrean
resistencia a diversas clases de antibidticos. Se encuentran con mayor prevalencia en
aislamientos clinicos y son uno de los mas grandes contribuidores a las Infecciones

Nosocomiales multidrogo resistentes.”

Pc

attl

\ ) \ J \ )

Y Y Y

Seamento 5'CS Segmento variable. Seamento 3'CS
Casete insertado

Figura 9. Estructura de un Integrén clase 1

2.5.3. Carbapenemasas de la familia GES y KPC

Aunque la resistencia a los carbapenémicos esta
relacionada principalmente con la produccién y la
adquisicion de CHDLs y metalo-B-lactamasas; la
adquisicion de B-lactamasas de espectro extendido,
principalmente del tipo GES, se ha asociado con la

resistencia a los carbapenémicos ya que algunas de

. .. 71
estas enzimas poseen actividad carbapenemasa.’” Las

Figura 8. Estructura terciaria de la
B-lactamasa GES-14 BLEEs del tipo GES se estan reportando en bacterias

Gram-negativas incluyendo Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae72 y recientemente en Acinetobacter baumannii.”>™* GES-11 y GES-14 se han
identificado en este microorganismo como las responsables de la resistencia no solo a
carbapenémicos si no también a cefamicinas ademas de hidrolizar monobactamicos como

aztreonam, dando lugar a una enzima que es activa contra todos los B-lactdmicos.”> GES-
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14 difiere de GES-1 por dos sustituciones, Gly170Ser y Gly243Ala, y GES-11 difiere de GES-

1 por una sola sustitucién Gly243Ala.

Figura 9. Estructura terciaria
de la B-lactamasa KPC-2

71,74

Por otro lado la familia KPC (“Klebsiella pneumoniae
carbapenemase” por sus siglas en inglés) son un
grupo potente de carbapenemasas ubicadas en la
clase molecular A identificadas inicialmente en un
aislamiento de Klebsiella pneumoniae proveniente
de Estados Unidos. Hay algunos otros reportes de
estas enzimas en Enterobacter spp, Salmonella spp y
Pseudomonas aeruginosa, sin embargo en A.
baumannii se han descrito muy raramente.

76,77, 78, 79,80, 81 | primer miembro de la familia KPC

fue KPC-1 seguido de KPC-2 variante que solo posee un cambio en su secuencia de

aminodacidos 8 8384

Las carbapenemasas KPC hidrolizan la mayoria de los antibidticos B-lactamicos, pero son

mas eficientes para la nitrocefina, la cefalotina, la cefaloridina, la benzilpenicilina, la

ampicilina y la piperacilina. También las carbapenemasas KPC hidrolizan el imipenem vy el

meropenem. La cefotaxima y el aztreonam son hidrolizados 10 veces menos eficiente que

las penicilinas. 76,81
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3. JUSTIFICACION

Acinetobacter baumannii se ha convertido en un patégeno nosocomial emergente muy
importante debido a las infecciones que produce y a su capacidad de presentar

multirresistencia o panresistencia.

En los ultimos afnos se ha observado un incremento en la resistencia a los antibidticos,
especialmente a los antibidticos carbapenémicos, estos son utilizados para tratar
infecciones causadas por diversos patégenos incluyendo A. baumannii, sin embargo su
eficacia estd comprometida debido a la presencia de carbapenemasas. La presencia y
caracteristicas de esta enzima juegan un papel relevante en la eleccion de un tratamiento

adecuado.

En México la vigilancia de los mecanismos de resistencia que presentan las cepas de A.
baumannii continla en aumento por lo que la identificacion de estos mecanismos
aportara informacién sobre la epidemiologia molecular de Acinetobacter baumannii
resistente a carbapenémicos. Esta informacion servira para apoyar en la vigilancia y
control de las infecciones intrahospitalarias causadas por esta bacteria asi como prevenir
la selecciéon de cepas multirresistentes y hacer un uso adecuado de los antibiéticos.
Ademas nuestra investigacion aportard informacién sobre la diseminacién y tipo de
carbapenemasas presentes en A. baumannii en diferentes hospitales mexicanos de tercer

nivel.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Qué tipo de carbapenemasas estan presentes en aislamientos clinicos multirresistentes
de Acinetobacter baumannii en hospitales mexicanos de tercer nivel?

5. OBJETIVO GENERAL

e Identificar los tipos de carbapenemasas presentes en aislamientos clinicos
multirresistentes de Acinetobacter baumannii aislados de hospitales de tercer nivel
de atencién en México

5.1. OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar la expresidon fenotipica de carbapenemasas en aislamientos clinicos
MDR de A. baumannii.

o Identificar los genes que codifican para las carbapenemasas en aislamientos
clinicos MDR de A. baumannii.

e Determinar el entorno genético de los genes de resistencia a carbapenémicos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Esquema general de trabajo

58 aislamientos no duplicados presuntivamente
A. baumannii

Confirmacion de género y

especie por la secuenciacion
de los genes 16Sy rpoB Pruebas genotipicas

Pruebas fenotipicas

Prueba CarbAcineto NP
Andlisis de la clonalidad de los
Susceptibilidad a antimicrobianos aislamientos por PFGE
por el método de micro dilucion Deteccidén por PCR y
en caldo secuenciacién de los genes para
carbapenemasas de clase A, B, y D

Determinacion del entorno
genético de los genes de
resistencia
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6.2.- Tipo de investigacion

La investigacion que se realizd consistid en un estudio de tipo descriptivo.
6.3. Obtencion de cepas:

Se analizaron 58 aislamientos multirresistentes de A. baumannii provenientes de 4
hospitales de tercer nivel de México: Hospital General “Manuel Gea Gonzalez”, DF;
Hospital Central “Ignacio Morones Prieto” San Luis Potosi Méx, Hospital General de
Acapulco, Acapulco Gro, y Hospital Infantil de Guadalajara CMN-IMSS de Occidente,
Guadalajara, Jal., Méx (Figura 10). La fuente de obtencién fue: secrecién bronquial,
hemocultivo, herida, punta de catéter, aspirado traqueal, orina, expectoracion y tejido.
Todas las cepas se aislaron de infecciones intrahospitalarias durante el periodo de

Diciembre 2009-2012 bajo los siguientes criterios de inclusidn:

e Provenientes de los servicios de medicina interna, cirugia y unidad de cuidados
intensivos

e Resistentes a carbapenémicos: imipenem

e Aislamientos no duplicados

2.- H. Central “Dr. Ignacio
Morones Prieto” (23)

.- H. General “Dr. Manuel
ea Gonzélez”(z)‘

§1
—_—

4.- CMN-IMSS de Occidente
Hospital de Pediatria (7)

3.- H. General de Acapulco

(6)

Figura 10. Hospitales incluidos en el estudio.
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6.4. Identificacion de género y especie

La identificacion inicial se realizd en cada uno de los hospitales participantes de forma
automatizada con el equipo Phoenix (Becton Dickinson Company, EUA). En el laboratorio
del Departamento de Diagndstico Epidemioldgico del CISEI/INSP se reidentificaron con el
sistema Api 20NE (bioMeriux®SA). Debido a las similitudes morfoldgicas y bioquimicas que
comparten las especies del complejo A. baumannii-calcoaceticus (ABC), la identificacién a
nivel de especie se realiz6 mediante la amplificacién por Reaccidn en Cadena de la
Polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) y el analisis de la secuencia de los genes 16S o
rpoB. Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacién del gen 16s fueron Ab16sF
(5"GAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) y Ab16sR (5’ACGGCTACCTTGTTACGACTT 3) y para el gen
rpoB se emplearon Ac696F (5 TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG 3°) y Acl093R
(5"CMACACCYTTGTTMCCRTGA 3’) respectivamente.

6.5. Deteccion de cepas productoras de carbapenemasa: CarbAcineto NP

La actividad carbapenemasa se midié con la prueba

a) Cc P CarbAcineto NP®* la cual se basa en la deteccién
bioquimica de bacterias productoras de carbapenemasas

w mediante la hidrolisis in vitro del anillo B-lactdmico del
imipenem. Para realizar esta prueba se crecieron las cepas

— ' - en placas con agar Mueller-Hinton utilizando el método de

b) r%’ p estria cruzada para obtener colonias aisladas y
3 posteriormente se incubaron a 37°C durante 24 horas.

* " Este ensayo se realizé en tubos eppendorf de 1.5ml donde

se resuspendio una asada en 100 pl de la solucidon de lisis

(NaCl 5M), adicionando 100 pl de rojo fenol pH 8.0 sin

Figura 11. Actividad o ; .,
carbapenemasa a) del control antibidtico para el control negativo y 100 pl de la solucién

NDM-1 b) del control OXA-48 . ..
rojo de fenol con imipenem para la muestra problema. La
preparacion del rojo de fenol con imipenem se realizé pesando 0.012 gr del antibidtico y

agregando 1 ml de rojo de fenol pH 8.0, la concentracidn final de trabajo es 3mg/ml.
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Los tubos se incubaron a una temperatura de 37°C y posteriormente se tomaron lecturas
a los 20 minutos, 1 hora y 2 horas. Los controles empleados fueron Klebsiella pneumonie
(NDM-1), E. coli (OXA-48), Klebsiella pneumonie (KPC) y A.baumannii (OXA-143) ademas
para validar el ensayo se utilizd un control para cada muestra problema (suspensién
bacteriana mas rojo de fenol). La actividad carbapenemasa se evidencid por el cambio de
color del indicador de pH, rojo de fenol de rojo a amarillo/naranja (Figura 11) debido a la

formacidn de acido carboxilico resultante de la hidrolisis de imipenem.
6.6. Susceptibilidad antimicrobiana:

La susceptibilidad a los antimicrobianos de los 58 aislamientos clinicos se realizé con el
equipo automatizado Phoenix (Becton Dickinson Company, EUA) y confirmado con el
equipo MicroScan (Siemens Healthcare, EUA) con combos 20 para bacilos gram-negativos
no fermentadores siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los antibidticos que se
ensayaron fueron: amikacina, ampicilina, sulbactam, cefepime, cefotaxima, ceftazidima,
ceftriaxona, ciprofloxacino, gentamicina, imipenem, meropenem, levofloxacino,
piperacilina, piperacilina-tazobactam, ticarcilina, ticarcilina-clavuldnico y trimetoprim-
sulfametoxazol. También se determind la concentracién minima inhibitoria (MIC por sus
siglas en inglés), usando la técnica de microdilucién en caldo, siguiendo los lineamientos
del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2012)%° para la cual se utilizaron los
antibidticos: Imipenem, meropenem, tigeciclina y colistina, utilizando las siguientes
concentraciones de trabajo: 0.5-128 pg/ml para Imipenem, 0.125-128 pg/ml para
Meropenem, 0.25-32 pg/ml para Colistina y Tigeciclina. Se utilizaron las cepas de
Escherichia coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 como controles. Para
la interpretaciéon de los resultados se utilizaron los puntos de corte de acuerdo a las

recomendaciones del CLSI 2012(Tabla 5).
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Tabla 5. Puntos de corte para los antibidticos utilizados en la determinacién de la
concentracidon minima inhibitoria de los aislamientos clinicos de A. baumannii

Categoria
Antibidtico Sensible ( pg/ml) Intermedio( ug/ml) | Resistente ( pg/ml)
Imipenem <4 8 >16
Meropenem <4 8 >16
Colistina <2 - >4
*Tigeciclina <2 - >2

*|los puntos de corte para Tigeciclina fueron tomados por la FDA (Food Drug Administration) para Enterobacterias.

6.7. Caracterizacion clonal de los aislamientos de Acinetobacter baumannii:

La relacion clonal de todas las cepas se realizd por la técnica de electroforesis en gel por
campos pulsados (PFGE por sus siglas en ingles).®” La purificacién del DNA de los
aislamientos clinicos se realizd a partir de un cultivo puro en caldo Luria Bertani (LB), se
cosecharon las células por centrifugacién a 13,000 rpm, por 5 min, a 4°C. Se realizd un
lavado con solucién salina-Tris (NaCl 1M, Tris 0.01M, pH 8.0), la pastilla se resuspendié en
440 pl de la misma solucion y después se mezclé con un volumen igual de agarosa Sea
Plague GTC con punto de fusidn de 65°C (Bioproducts Rockland, Maine USA) en 1.5% de
solucién salina-Tris. Con la mezcla que se obtuvo se fabricaron discos de 20 ul y se
mantuvieron en frio a 20°C por 5 minutos, posteriormente se trataron con solucién de lisis
EC ( Tris 6mM pH 8.0, NaCl 1, EDTA 0.1 M pH 8.0, desoxicolato de sodio 0.1%, sacarosyl
0.5% , 50 pg/ml de RNAsa A, 100 ug/ml de lisozima, 5ug/ml de lisosfatina) y se incubaron
a 37°C por tres horas, después se decanté y se adiciond la solucién ES ( EDTA 0.5 M pH 9,
sacarosyl 1%) adicionando 1.0 mg/ml de proteinasa K a una temperatura de 50°C durante

18 horas como minimo y como maximo 24 horas.

La solucién ES se decantd y se lavaron los discos con solucién amortiguadora TE 1X (Tris
1M, pH 7.5, EDTA 0.5 M pH 8.0), en agitacién suave durante 1 hora a temperatura
ambiente, por cuatro veces, después se realizd la digestién del DNA con 25 U de enzima

Apa | durante 17 horas. Después se separaron los fragmentos de DNA por electroforesis
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en gel por campos pulsados, en un sistema de electroforesis (Laboratorios BioRad CHEF-
DR Il) en geles de agarosa al 1.4% en amortiguador TBE 0.5X (Tris base 45mM, dacido
bérico 45mM, EDTA 1Mm pH 8.0) a un voltaje de 11 V/cm, con pulsos de linearidad de 1 a
100 segundos por 23 horas. El lambda (A) marker #340 (New England Biolabs, Ontario
Canadd) se usé como marcador estandar de peso molecular. Después se tiid el gel con
bromuro de etidio a una concentracion de 0.5 pg/ml y se observd con luz ultravioleta.
Para determinar los tipos clonales se analizaron los perfiles de restriccion visual, usando

los criterios de Tenover.®
6.8. Extraccion de DNA total:

Para identificar los genes que corresponden a las diversas carbapenemasas se procedio a
realizar la extraccion del DNA por el kit InstaGene Matrix (BioRad, México) para el cual se
extrajo DNA de cada aislamiento a partir de un cultivo fresco en placa siguiendo las

recomendaciones del fabricante.
6.9. Amplificacion de los genes para carbapenemasas por PCR:

Para realizar la identificacién genotipica de carbapenemasas se realizé la busqueda de los
genes blaoxa-siike, blaoxa-23-iike, bl0oxa-24-ike, Y blaoxassiike POr PCR y solo aquellas que
dieron una actividad carbapenemasa franca se procedié a hacer la busqueda de los genes
blayim, blawe, blasiv, blanom, blakec Y blaces Los oligonucleoétidos utilizados en el estudio se

encuentran en la Tabla 6 y las condiciones de amplificacion se describen en la Tabla 7.

Tabla 7. Condiciones de amplificacién de los genes para las diferentes carbapenemasas

Etapa Temperatura Ciclos
Desnaturalizacién inicial 94°C por 5 minutos 1
Desnaturalizaciéon 94°C por 45 segundos
Alineamiento X* por 45 segundos 30
Extension 72°C por 1 minuto
Extension final 72 °C por 5 minutos 1

X* verificar Tabla 6 para la temperatura de alineamiento de cada oligonucleétido 3



Los productos de PCR amplificados fueron analizados mediante electroforesis, utilizando

geles de agarosa al 1% en buffer TBE (Tris/Borato/EDTA) 0.5X y tefiidos con Bromuro de

etidio (EtBr), 01 pg/ml. Se empled el marcador de peso molecular ®X174/ Hae Il de

Invitrogen®.
Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados en el estudio
Gen Pb Secuencia Tm Referencia
blaOXA-Sl-Iike 825 5’-TGAACATTAAAICACTCTT- 3’ Pournaras S et al. J
Antimicrob
5’- CTATAAAATACCTAATTGTT- 3’ 59°C Chemother. 2006, 57:
557-561.
blaOXA-ZS-Iike 501 | 5'- GATCGGATTGGAGAACCAGA-3' Turton J et al. J Clin
Microbiol. 2006,
5'-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3' 53°C 44(8): 2974-2976.
blaOXA—24—Iike 825 5’ATGAAAAAATTTATACTTCC-3’ Turton J et al. J Clin
Microbiol. 2006,
5- TTAAATGATTCCAAGATTTTC-3’ 50°C 44(8): 2974-2976.
b/aOXA—SS—Iike 328 5’-CGATCAG AATGTTCAAGCGC-3’ Poirel L et al.
Antimicrob Agents
5’-ACGATTCTCCCCTCTGCGC-3’ 53 °C Chemother. 2005,
49(1): 202-208.
b/aVIM 361 5'-AGTGGTGAGTATCCGACAG-3' Ellington M et al. J
Antimicrob
5'-ATGAAAGTGCGTGGAGAC-3' 59°C Chemother. 2007, 59:
321-322.
blaIMP 587 | 5'- CTACCGCAGCAGAGTCTTTG- 3’ Ellington M et al. J
Antimicrob
5’- AACCAGTTTTGCCTTACCAT- 3’ 57°C Chemother. 2007, 59:
321-322.
b/aSIM 570 | 5-TACAAGGGATTCGGCATCG-3' Ellington M et al. J
Antimicrob
5'-TAATGGCCTGTTCCCATGTG-3’ 59°C Chemother. 2007, 59:
321-322.
b/aNDM 661 5'GGT GCA TGC CCG GTG AAATC3’ Ellington M et al. )
Antimicrob
5’ATG CTG GCC TTG GGG AAC G3’ 60°C Chemother. 2007, 59:

321-322.
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blagpc 770 | 5CTGTCT TGT CTCTCA TGG CC3'’ Ellington M et al. )
Antimicrob
5'CCT CGC TGT GCT TGT CAT CC3’ 63°C Chemother. 2007, 59:
321-322.
blages 827 | 5CTT CATTCA CGC ACT ATT AC 3’ Ellington M et al. )
Antimicrob
5 TAA CTT GAC CGA CAG AGG 3 55°C Chemother. 2007, 59:

321-322.

7. Secuenciacion de amplicones:

La secuenciacién por el método de Sanger89 permite determinar el contenido de bases de

los fragmentos amplificados por PCR o de genomas y plasmidos completos. Este método

se caracteriza por la utilizacién de dideoxinucledtidos marcados radiactivamente o con

cromoforos que definen la amplificacién de cada fragmento de acuerdo a la base

nucledtidica que se esté produciendo. Los diferentes genes amplificados se secuenciaron

en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM en un secuenciador automatizado (Applied

Biosystems, modelo 3130xl) y los datos obtenidos se analizaron con los algoritmos BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool) y CLUSTAL W disponibles en internet.

7.1 Consideraciones éticas y de bioseguridad

El presente trabajo no comprende la investigacion e intervencidn directa con el paciente,

los aislamientos con los que se trabajé fueron obtenidos de manera rutinaria por el

hospital.

No se trabajo con agentes

infecciosos modificados genéticamente.

tratamiento a los desechos generados se realizdé por medio de autoclave y cloracién.

El
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8. RESULTADOS

8.1. Caracteristicas de los aislamientos:

Un total de 58 aislamientos no duplicados de Acinetobacter baumannii se incluyeron en el
estudio. Las fuentes mas comunes de obtencion de los aislamientos clinicos fueron de
secrecién bronquial 22/58 (38%), de hemocultivo 9/58 (15%) y de aspirado traqueal 9/58
(15%) Grafica 1. Por otro lado, el servicio donde se obtuvieron con mas frecuencia los
aislamientos clinicos fue la unidad de cuidados intensivos (UCI) (48%), cirugia (33%) y

medicina interna (19%) Grafica 2.

B Secrecion bronquial
B Hemocultivo

B Aspirado tragueal

B Herida

B Secrecion

B Orina

B Expectoracion

B Punta de cateter

B Tejido

W Escaras

Grafica 1.- Distribucion de aislamientos de Acinetobacter baumannii por origen
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Grafica 2.- Distribucion de aislamientos de Acinetobacter baumannii por servicio

8.2. Identificacidon de género y especie

El analisis de las secuencias del gen rpoB identificd a todos los aislamientos clinicos como
Acinetobacter baumannii. En la Figura 12, se muestra el dendrograma filogenético donde
un aislamiento clinico de Acinetobacter sp se ubica en el clado correspondiente a la

especie baumannii.

8.3.- Deteccion de cepas productoras de carbapenemasa

Con la prueba CarbAcineto NP se midié la actividad de carbapenemasa. Teniendo como
resultado 42 aislamientos clinicos positivos a carbapenemasa y 16 aislamientos negativos

a la prueba. En la Figura 13, se muestran los resultados positivos de la prueba.

= By RN IS B
/

il b W »

10341 5845 5840 5871 OXA-143

Figura 13. Resultados positivos de la prueba CarbAcineto NP. Las muestras 10341 a 5871
son A. baumanniiy OXA-143 (control positivo). C: control negativo y P: muestra problema.
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Figura 12. Dendrograma filogenético del gen rpoB para la identificacidn de especie de
los aislamientos clinicos de Acinetobacter sp.

8.4.-Analisis por PFGE de los aislamientos clinicos El analisis de PFGE para determinar la
clonalidad de los aislamientos se muestra en la Figura 14. Los 58 aislamientos se
agruparon en 4 grupos clonales. La clona 1 con cuatro subtipos (A-A4), se aislé del Hospital
General “Dr. Manuel Gea Gonzalez”, DF México, la clona 2 con ocho subtipos (B-B8) del
Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”, San Luis Potosi, la clona 3 con tres subtipos
(C-C3) del Hospital General Acapulco, Acapulco Gro., y la clona 4 con un subtipo (D-D1) del
Hospital de Pedriatia, CMN-IMSS de Occidente, Guadalajara Jal.
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Figura 13. Dendrograma de aislamientos de A. baumannii.

8.5.- Perfiles de susceptibilidad de los aislamientos clinicos de Acinetobacter baumannii

Los aislamientos fueron resistentes a amikacina (AMK), cefepime (FEP), ceftazidima (CAZ),
gentamicina (GEN), levofloxacino (LEV) y ciprofloxacino (CIP). La susceptibilidad por el
MIC muestra que todos los aislamientos fueron resistentes a imipenem y meropenem,
siendo la MICsg y MICgg para imipenem de 64 pg/ml y 128 pg/ml respectivamente.
Mientras que para meropenem la MICsp y MICyo fue de 32 pg/ml. EI 100% de los

aislamientos fueron susceptibles a tigeciclina y el 60.3% a colistina (Tabla 7).
8.6.- Identificacion por PCR de B-lactamasas con actividad carbapenemasa

En la Tabla 8 se muestran el nimero de aislamientos a partir de los cuales se detectaron

por PCR los diferentes genes que codifican para carbapenemasas de clase A, By D.
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Tabla 7.- Perfiles de susceptibilidad por aislamiento clinico

MIC (pg/ml)
Aislamiento Hospital ° Clona MEM Ml CL TIG
6428 1 A3 32 64 4 0.25
6431 1 A3 32 64 4 0.25
6433 1 A3 32 64 4 0.25
6434 1 A3 32 64 4 0.5
6435 1 Ad 32 64 2 0.5
6438 1 A3 32 64 4 0.5
6440 1 A3 32 64 4 0.5
6441 1 A2 32 64 4 0.25
6448 1 A4 32 64 2 0.25
6449 1 A3 32 64 2 0.25

6451 1 A3 32 64 2 1
6454 1 Ad 32 64 4 0.5

6461 1 A2 32 64 4 1
6462 1 A2 32 64 2 0.25
6463 1 A 32 64 4 0.5
6468 1 Ad 32 64 4 0.25
6470 1 A 32 64 4 0.25
6471 1 A 32 64 4 0.25
6472 1 A 32 64 4 0.5
6473 1 Al 32 64 4 0.25
6474 1 A 32 64 4 0.25
6477 1 B8 32 64 4 0.25
5822 2 B8 32 >128 1 0.25
5827 2 B8 32 32 1 0.25
5828 2 B8 32 >128 1 0.25
5830 2 B8 32 64 1 0.25
5831 2 B8 32 32 1 0.25
5834 2 B5 32 64 1 0.25
5837 2 B5 32 >128 1 0.25
5838 2 B5 32 64 1 0.25
5839 2 B5 32 64 1 0.25
5840 2 B5 32 32 1 0.25
5842 2 B 32 >128 1 0.25
5844 2 B 32 64 1 0.25
5845 2 B7 32 32 1 0.25
5847 2 B 32 32 1 0.25
5851 2 B 32 32 1 0.25
5856 2 B2 32 >128 1 0.25
5859 2 B2 32 >128 1 0.25
5860 2 B3 32 32 1 0.25
5863 2 B4 32 >128 1 0.25
5866 2 B4 32 32 1 0.25
5871 2 B4 32 32 1 0.25
5872 2 B4 32 32 1 0.25
5873 2 B4 32 32 1 0.25
10320 3 Cc3 32 64 4 0.25
10321 3 C 32 64 8 0.5
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10322 3 C 32 64 4 0.25
10323 3 C2 32 64 8 0.25
10324 3 Cc3 32 64 4 0.25
10341 3 Cc2 128 >128 4 0.25
9501 4 D 32 64 2 0.25
9502 4 D 32 64 2 0.25
9503 4 D1 32 64 2 0.25
9505 4 D 128 64 2 0.25
9506 4 D 32 64 2 0.25
9507 4 D1 128 64 2 0.25

1.- Hospital General “ Dr Manuel Gea Gonzalez” DF México; 2.-Hospital Central “Ignacio Morones Prieto” S.L.P, México; 3.-Hospital
General Acapulco, Acapulo Gro; 4.- Hospital de Pediatria, CMN-IMSS, Guadalajara Jal.

En el 100% de los aislamientos resistentes a carbapenémicos se detectd el gen blaoxa si-ike;
en el 74.1% de los aislamientos se detecté el gen blaoxa-24-iike; €N €l 56.8% el gen blaoxass-
ike Y solo un aislamiento (1.7%) el gen blaoxa.»3-ike- La presencia de metalo-betalactamasas
se detectd en un aislamiento (1.7%) y correspondié al gen blay. No se obtuvieron
amplicones para las carbapenemasas de clase A. La frecuencia y distribucidon de estas

carbapenemasas por hospital se muestra en la Grafica 3.

Tabla 8. Productos de amplificacion por PCR de los genes que codifican para
carbapenemasas de clase A, By D en aislamientos clinicos de A. baumannii

Genes blaoxa-23-iike blaoxa-24-ike blaoxa-si-iike blaoxa-ss-iike blayim
Tamafiode 501 825 825 328 361
amplicén
esperado
Nimerode 1 43 58 33 1
aislamientos
positivos
Porcentaje 1.7% 74.1% 100% 56.8% 1.7%
Hospital* 3 1-2 1-4 1-2 3

*1.- Hospital M. Gea Gonzélez, 2.-Hospital Ignacio Morones Prieto S.L.P, 3.-Hospital General Acapulco,
4.- Hospital General Juarez
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Grafica 3. Distribucidn de carbapenemasas tipo OXA por hospital en aislamientos
clinicos de A. baumannii

8.7. Anadlisis de la secuencia nucleotidica del gen blaoxa-24-iike

Se secuencié los amplicones para blaoxa24.iike @l Instituto de Biotecnologia/UNAM. El
analisis de la secuencia nucleotidica a través de los algoritmos BLAST y CLUSTALW nos
indicd que el gen blaoxa2aiike Presenta una mutacion: G224D que corresponde al alelo
OXA-72. El contexto genético de este gen se realizd por PCR con los oligonucleétidos XerC
y OXA-24, mostrandonos que el gen blaoxa7; estd flanqueado por las secuencias

XerC/XerD Figural4. La secuencia del gen blaoxa »3.ike NO Se determind.

Similar to A. baumannii plasmid pAB120 (pABVAO1 and pMMCU3)

Putative TonB-
dependent receptor

Figura 14. Estructura genética del gen blagya.7,
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8.7. Analisis de la secuencia nucleotidica del gen blayu

1353 pb
603 pb

310 pb

Figura 15. Amplificacion del gen blavI

M.

1.- Marcador de peso molecular ®X174/Hae Ill
2.- Control positivo VIM

3.- Asilamiento clinico 10341

4.- Control negativo s/DNA

En la Figura 15 se muestra el amplicon de 361 pb aproximadamente que se obtuvo de un
aislamiento clinico 10341 de A. baumannii que correspondié al gen blaym. El analisis de la
secuencia por los algoritmos BLAST y CLUSTALW de este amplicon nos indicé que

correspondio al alelo blayy.; (Figura 16).

8.8 Amplificacion de las diferentes regiones genéticas del integron que contiene el gen

blayiw-2:

Dado que las metalo-B-lactamasas se encuentran formando parte de integrones de clase
1, se procedid a realizar la amplificacidn del integrén completo donde la enzima VIM-2
estaba contenida. Inicialmente se realizaron combinaciones de oligonucleétidos para la
amplificacién de las regiones 5°CS y 3°CS del integrén de clase 1 como se muestra en la
Tabla 9. En la Figura 16 se muestra las amplificaciones exitosas que resultaron de la
combinacion de los oligonucleétidos: 5CS/VIMR para la cual se obtuvo un amplicén de
1300 pb; y TniC/VIMF se obtuvo un amplicon de aproximadamente 1600 pb. Dado que se
encuentra reportado que existen integrones de clase 1 que carecen de la region 3CSy en

su lugar poseen el gen tniCR,% se procedid a realizar la amplificacion del gen tniC junto
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con la region del gen VIM-2. De esta manera se pudo amplificar el integron completo que

contenia el gen blay,.> para su posterior secuenciacion.

No se obtuvieron amplicones para la regiéon conservada 3CS ni para gen sull ubicado en el

extremo 3’conservado.

2000 pb
1650 pb
1000 pb

Figura 16. Amplificacién de la region 5CS vy del gen Tnic del
aislamiento clinico positivo para blayy., 1.- Marcador de peso
molecular 1Kb plus, 2.- Control positivo 6102 (5CS/VIMR), 3.-control
negativo, 4.- Aislamiento clinico 10341, 5.-Control positivo
6102(TnicF/VIMF), 6.- Control negativo, 7.- Aislamiento clinico 10341

8.8.- Estructura del integron que contiene el gen blayu.-2.

Se secuencid el integron completo empleando las combinaciones de oligonucleétidos 5CS/

VIMR y VIMF/TnicF; La secuencia tiene un 100% de identidad con un integrén reportado

en el 2013 por Moyo,S. et al., denominado como In559.

91,92

Dicho integron se identifico

inicialmente en Pseudomonas aeruginosa otra bacteria Gram-negativa de importancia

clinica. El In559 carece del extremo 3 conservado caracteristico de los integrones de clase

1, ademas posee un arreglo en tandem de cuatro genes cassette aaA7, blayy.,, dfrB5,

aacC5b  (Figura 17) que confieren resistencia a aminoglucésidos, B-lactamicos y

trimetropim respectivamente (Tabla 9).
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Tabla 9. Oligonucledtidos para la amplificacién de las regiones del integrén de clase 1

Combinacién Region amplificada Resultado
1.-
5CS/VIMR de 1300 pb
2.
3.-
4.-
VIMF/TnicF Amplicon obtenido
de 1600pb

- No se obtuvo amplicones para esta combinacidn de oligonucleétidos

Tabla 10. Productos y fenotipos de los genes casete presentes en el integron de clase 1

Gen Producto Fenotipo
Intl1 Integrasa de clase 1 -
"aacA7" Aminoglucésido acetil confiere resistencia a
transferasa aminoglucdsidos
"blaVIM-2" Metalo B-lactamasa VIM-2 confiere resistencia a p-

lactamicos

"dfrB5“ Dehidrofolato reductasa confiere resistencia a

trimetroprim
"aacC5b” Aminoglucésido 3-N- confiere resistencia a

“tniR” o “tniC”

acetiltransferasa

Resolvasa

aminoglucdsidos
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-

Figura 17. Estructura del integrén de clase 1 del aislamiento positivo
para el gen blay.,

Intl1

ttgttatgac tgtttttttg tacagtctat gcctcgggceca
121 tccaagcagc aagcgcgtta cgccgtgggt cgatgtttga tgttatggag cagcaacgat
181 gttacgcagc agggcagtcg ccctaaaaca aagttaggca ccaa N

aacA7

ggggcgcce gcgttggtge ctaacaattc gttcaagccg
721 aacttgcttc gttacaccaa agccatggca gaatgagctt gccatggctt tggctccact
781 acgcaagtcg gcttaactca ggcgttatgc cgcactcacc cccatggagt tttga

blaym.2

agatgcggca taacatgaag ttgcagccga ccatcactcc
1681 gctgcgctcc gttctggecgg ctgaacttcg gecgttgggcecg tgacgattgc agcgtgttgt
1741 cgggctacgc agcaacccta gaaattcaaa agaagggtca taaa

dfrB5

ttcgttagge atcaggagca gacgagtgtc agtcgaaatc
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2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761

2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181

atccatctca
gcattcaacg
ctgcttagca
gctatcgccg
gatctcgctg
ctcaaggcta
gtagaagacc
catttcgaca
ggctttgcct
tttcccaaaa
gaacagcgcc

tacgcecgtct
aatcccgagt
cgccaggcgt
gcgcgcecgag
cagcgcggca
accgtgaccg
gatcaggtgg

ctggaaacga
accaagatag
cttctagttt
cgtatgagtt
tagcggcaac
taggcgcagc
aaccagccat
ttgcggttga
tcgctgeget
gctctacggc
ccgttccagg

ggccgcagtt
tcttcgcaga
agcttggcgg
ataagtccag
aaaataccga
gtcaggacct
cgcagatcac

tgttgcgttg
ttatgcccgce
tattgcgttg
gcaaaaattc
ccgccgcaga
gcgtggagct
agagctctat
gcagagtaaa
acggcaaatc
tgctctgggt
tcgccectceccecat

2791
cgcccttggg
gatcgcccac
cggtcatctt
cgactgttcg
acacaagctt
tcaggcccac

ggccaag

ttgcagtcaa
aacaagccgc
gctgcggttg
gagcagcaaa
gaaggcatag
tatgtgattt
aaaaaactag
aatcatgcct
cgcggctgag
cgacaccggt

ttatgcggct
cgacacgtgc
cttggtttcc
gaaggggcgce
ctcggaaatc
gccggcggcea
gctacgcgca

taaatgccat
catcaagcta
acgagcaaaa
gaagcgagat
ctacagctct
acgtccaagc
gaaccatcga
aacaaggcac
tttgggcgtt
aatcggatcg

gaaccgaggg
cggtagagcg
ggttgcccca
cccecectttece
aactcacgct
gtcgtcgtgt
gttaggtcgt

gttcggcgag
tcttcaaaaa
agtcattggc
ttatatctac
aattaaaaaa
tgataaaggc
agacgtattt
tccagccgac
gaacgacagc
ttgccgcact

agagcagctt
tctgcecgggt
tgctggccat
tgccgcgage
cgaactcggc
cgaccgccgce

gcacggtgtt )

Figura 16.- Secuencia de nucledtidos del integrén de clase 1 portador del gen blayy,.,

tniC

47




9. DISCUSION DE RESULTADOS

El incremento en la resistencia a carbapenémicos en especies del género Acinetobacter
principalmente A. baumannii ha generado una especial preocupacion durante la ultima
década, debido a que la resistencia estd asociada mayoritariamente con la produccién de
carbapenemasas principalmente de clase B metalo- B-lactamasas o clase D oxacilinasas.”
En el estudio, se analizaron 58 aislamientos clinicos provenientes de cuatro hospitales
mexicanos de tercer nivel de atenciéon para la busqueda de diferentes clases de
carbapenemasas. A pesar de que las caracteristicas clinicas de dichos aislamientos mostré
que la fuente mds comun de obtencién fue de secrecién bronquial no podemos asumir
que el tipo de infeccidn ocasionada por este patdgeno se traté de neumonia nosocomial
ya que A. baumannii pudo recuperarse como colonizante con el método de aspiracion
para la obtencién de la muestra. El servicio en el que se aisl6 predominantemente A.
baumannii fue en UCI. Los pacientes que usualmente ingresan a UCI tienen mas
procedimientos invasivos, reciben terapias antimicrobianas prolongadas y estan en
estrecho contacto con otros pacientes por lo que son mas susceptibles de ser infectados

. . .. 94
por bacterias Gram-negativas como A. baumannii.’

La distincién de las especies incluidas en el género Acinetobacter es complicada vy, a
menudo, se identifican como complejo A. baumannii-calcoaceticus en muchos
laboratorios de microbiologia clinica de los hospitales, sin prestar especial atencién a la
especie concreta. Este hecho se debe fundamentalmente a que los sistemas de
identificacion comerciales de los que disponen la mayoria de los laboratorios (API, VITEK,
PHOENIX) no son capaces de distinguir unas especies de otras y, con frecuencia ofrecen

tan sélo informacién del género.”

Para conseguir una identificacion molecular exacta son necesarias pruebas moleculares
mas complejas. En particular, las tecnicas moleculares basadas en la secuenciacion del gen
16S ribosomico no permiten distinguir las especies mds proximas, debido a una falta de
polimorfismo de este gen en el género Acinetobacter por lo que es necesario

complementar la identificacion y filogenia con el estudio de otros genes como el rpoB ya
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gue presenta mayor poder discriminatorio entre las especies identificando
adecuadamente hasta en un 98.2% los aislamientos de A. baumannii a diferencia del gen
165 RNA.”® El uso de la secuencia del gen rpoB nos permitié identificar con seguridad a

nivel de especies los aislamientos de Acinetobacter spp con resultados concordantes.

Los patrones de PFGE mostraron 4 clonas mayoritarias que se correlacionaron con los

perfiles de susceptibilidad distribuidas por hospital.

Por medio de la prueba CarbAcineto NP se procedié a detectar fenotipicamente cepas
productoras de carbapenemasas. Los resultados observados muestran que aquellos
aislamientos positivos a la prueba portaban alguna carbapenemasa ya sea de clase D o
clase B, sin embargo aquellas cepas en las que solo se detecto el gen blagyasiike 1a prueba
fenotipica fue negativa, esto se debe a que este ensayo no es capaz de detectar actividad
de carbapenemasa entre cepas que sean resistentes a carbapenémicos debido a la

sobreexpresion de la enzima cromosomal OXA-51.%

Por otro lado, se pudo observar que la degradacién del antibidtico varia segun el tipo de
carbapenemasa presente en cada aislamiento. Asi la hidrélisis del imipenem tras dos
horas de incubacion es mayor en los aislamientos portadores de una MBL que en los que
presentan una CHDL.

La presencia de carabapenemasas adquiridas tipo OXA-24-like u OXA-23-like podria
explicar los altos niveles de resistencia a carbapenémicos. La OXA-24-like se encontrd con
mas prevalencia de todas la carbapenemasas estudiadas ya que estuvo presente en un
74.1% de los aislamientos clinicos de A. baumannii. Esta enzima y sus variantes (OXA-40,
OXA-25, OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA-160, OXA-207) se encuentran ampliamente
distribuidas. Un reporte reciente con respecto a la evolucién de la resistencia
antimicrobiana entre bacilos Gram-negativos en Latino América, documentd la
prevalencia de Acinetobacter spp productoras de oxacilinasas en Argentina (OXA-23 y
OXA-24), Brasil (OXA-23), Chile (OXA-58) y México (OXA-24).” La secuenciacién del gen
blaoxa24.ike reveld que la variante encontrada en nuestros aislamientos correspondio a

OXA-72. Aungue algunos grupos han reportado OXA-24-like en cepas portadoras del gen
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blaoxa-s1-ike Precedido de ISAba, ninguno de nuestros aislamientos presenté esta secuencia
de insercidon delante del gen bIGOXA_Sl_“ke_gg Otros autores han descrito este hecho
argumentando que diferentes mecanismos, tanto de transferencia horizontal como de
diseminacion clonal, deben desempeiiar un papel en la propagacion del gen blaoxa-24-1ike €N
el ambiente hospitalario. Por tanto, de acuerdo a los resultados obtenidos y al origen de la
muestra el mecanismo de dispersién clonal parece ser el de mayor relevancia en los
hospitales.

Todos los aislamientos en los que se detectd el gen blaoxa 72, se encontrd flanqueado por
recombinasas XerC. La presencia de las secuencias tipo XerC/XerD flanqueando el gen
blaoxa.72 podria explicar en gran medida la alta diseminacion de este gen. Este tipo de
proteinas podrian estar involucradas en un sistema de recombinacién sitio especifico
responsable de la movilizacion de los genes que pertenecen a la familia b/aoxa-24;40-
like €ntre especies de Acinetobacter,9%100 debido a que estas secuencias comparten una
gran identidad con los dominios de unién tipo dif. Estos actian como dianas para la
recombinacidn especifica de sitio mediada por las recombinasas XerC y XerD. 0% 12

Otras de las carbapenemasas de clase D adquiridas diseminada mundialmente es la OXA-
23. Esta enzima se encuentra ampliamente distribuida en Reino Unido y el sudeste
asiatico siendo responsable de brotes de A. baumannii resistente a los carbapenémicos en
ambos pal'ses.103 A pesar de que el gen blaoxaasike S€ encuentra distribuido
mundialmente, >* en México no hay informacién sobre brotes asociados con la presencia
de OXA-23. En este estudio un aislamiento mostré un amplicdn 501 pb para el gen blaoxa-
23.like CUYA Secuencia y entorno genético serd parte de otro trabajo.

La familia OXA-58-like se encuentra distribuida entre los aislados de Acinetobacter no
sensibles a carbapenémicos en el sur de Europa causando brotes en Francia, Grecia,
Bélgica, Italiay Turqul'a.104 En nuestro estudio fue la segunda familia mds prevalente en
las cepas analizadas presentandose en dos hospitales (Hospital General “Dr. Manuel Gea
Gonzalez” y Hospital Central “Dr. Ignacio Morones Prieto”). La mayor parte de las cepas en
las que se detectd el gen blaoxass.ike también presentaron el gen blaoxa72, por lo que

podemos asociar la resistencia hacia los antibidticos carbapenémicos a ambas enzimas.
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Por otro lado la presencia de OXA-51-like en los hospitales CMN-IMSS de Occidente y
Hospital General Acapulco como Unica fuente de carbapenemasas, la resistencia podria
atribuirsele a la acciéon de mecanismos no enzimaticos como: perdida o modificacion de

porina o sobreexpresiéon de bombas de eflujo principalmente.

Otra de las carbapenemasas responsables de la resistencia a la mayoria de los
betalactdmicos son las metalo-B-lactamasas. Estas son las carbapenemasas de mayor
importancia clinica ya que se encuentran asociadas con altas tasas de mortalidad,
morbilidad y aumento en los costos hospitalarios, en Acinetobacter baumannii se han
reportado Unicamente las familias IMP (“activa frente al imipenem”) VIM ((Verona
integron-encoded metallo-beta-lactamase), SIM (Seoul imipenemase) y NDM-1 (New
Delhi metalobetalactamase), las cuales se encuentran distribuidas mundialmente.”” Los
genes blawp y blayw se transfieren de manera horizontal en plasmidos conjugativos

105, 106

propiciando la diseminacidn de la resistencia a carbapenémicos. Las enzimas de tipo

VIM se han reportado esporadicamente en A. baumannii, sin embargo las que se han
identificado son representadas por las variantes VIM-1, VIM-2 y VIM-4 en México.”**%’ En
nuestro estudio sdlo el 1.7% de los aislamientos analizados se determind la presencia de
metalo-B-lactamasas, el cual consistié en un aislamiento clinico proveniente del Hospital
General Acapulco Guerrero. Después del analisis de la secuencia se identificd la variante
alelica VIM-2.

La prevalencia de las distintas MBLs en México es escasa, lo que puede explicar el

porcentaje bajo de aislamientos portadores de estas carbapenemasas.

El gen blay., se encontré como un gen casete contenido en un integrén de clase 1, el
cual ademas de poseer un gen de resistencia para B-lactdmicos incluidos los
carbapenémicos poseia otros determinantes que le confieren resistencia a
aminoglucédsidos y a trimetropim. Toleman et al., identificaron integrones en la India que
portaban el gen blay.» en los que el extremo 3” conservado estaba ausente y en su lugar
poseian el gen tnic. Este tipo de integrones provenian de un progenitor comun el
transposon Tn5090 o Th402 que por medio de eventos de integraciéon y delecién did
origen a la estructura comun del integrén de clase 1. Los integrones de clase 1 son una de
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las estructuras mdas exitosas en la adquisicion, abundancia y diseminacion de genes de
resistencia entre bacterias Gram-negativas aisladas de muestras clinicas. 108, 109, 110

De los aislamientos analizados no se identificaron genes para blaywp, blaky., blaces, blanom,
y blas)y. El analisis de los determinantes genéticos muestra que las MBL o carbapenemasas
de clase B no son el principal mecanismo de resistencia a carbapenémicos en los
hospitales estudiados ya que predominan mayoritariamente las carbapenemasas de la
familia OXA. Esto se debe a que las carbapenemasas clase D son los determinantes de
resistencia a carbapenémicos que comunmente se presentan en especies del género

Acinetobacter particularmente en Acinetobacter baumannii, ademas de que comprenden

la segunda familia mas grande de B-lactamasas encontrandose distribuidas globalmente.

31, 111
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10. CONCLUSIONES

Las galerias de pruebas bioquimicas tradicionales resultan insuficientes para la
correcta identificacion de los aislamientos clinicos de Acinetobacter spp., a nivel de
especie y, por tanto, hacen necesario el uso de pruebas moleculares como la

secuenciacion del gen rpoB que nos permitid la correcta identificacién de especie.

El analisis de los determinantes genéticos muestra que las MBL no son el principal
mecanismo de resistencia a carbapenémicos predominando mayoritariamente las

carbapenemasas de la familia OXA.

La resistencia a carbapenémicos en los aislamientos clinicos estudiados puede
atribuirse principalmente a la presencia de carbapenemasas de la familia OXA-24-
like y OXA-58-like. Aquellos aislamientos en los que Unicamente presentaron el
gen blapxss; la resistencia puede ser asociada a la presencia de mecanismo no
enzimaticos como presencia de bombas de eflujo sobreexpresadas o disminucion

de porinas.

La carbapenemasa VIM-2 se encontré en un aislamiento, la resistencia se le

atribuye a la presencia de esta MPL.

La implementacion de vigilancia epidemioldgica continda tras el conocimiento de
cepas portadoras de carbapenemasa en el ambiente hospitalario es de suma
importancia para la implementacion de medidas y estrategias que reduzcan la
presencia de clonas de Acinetobacter baumannii multirresistente que tengan un

impacto negativo no solo al hospital si no al paciente.
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