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RESUMEN

OBJETIVOS: Determinar la frecuencia de Acinetobacter spp productor de carbapenemasas

en aislamientos clinicos de un hospital de Lima 2016.

METODO: Se realiz6 una iinvestigacion de tipo cuantitativa, descriptiva, observacional y de
corte transversal en la cual se tomaron 60 aislamientos clinicos de coco bacilos gram
negativos no fermentadores identificados como Acinetobacter spp procedentes de diferentes
servicios de atencion de un hospital de Lima de octubre a diciembre del 2016 , el estudio tuvo
como finalidad describir la frecuencia de aislamientos con actividad carbapenemasa mediante
dos métodos fenotipicos modificados con un detergente tensioactivo no i6nico denominado
“Triton X-100”, los métodos empleados fueron : Test de Hodge modificado —Triton (THT) y

Método de la inactivacion de la carbapenemasa — Triton (t CIM).

RESULTADOS: Se encontrd que el 58% (35/60) de aislamientos manifestaron actividad
carbapenemasa. Los mayores porcentajes de resistencia lo manifestaron Ciprofloxacino (81%)
, Ceftazidima (73%) , Ceftriaxone(73%), Cefepime (71%) , Cefotaxima (72%). La mayor
cantidad de aislamientos provinieron de muestras bioldgicas obtenidas de vias respiratorias

bajas.

CONCLUSION: La frecuencia de actividad carbapenemasa evaluada de 60 aislamientos
clinicos de Acinetobacter spp. obtenidos de Octubre a Diciembre del 2016 en un hospital de

Lima fue de un 58% (35/60).

PALABRAS CLAVES: Acinetobacer spp , Test de Hodge modificado — Triton , Método de

la inactivacion de la carbapenemasa — Triton , Triton X-100 , carbapenemasa.



ABSTRACT

OBJECTIVES: To determine the frequency of Acinetobacter spp. producing carbapenemase in

clinical isolates from a hospital in Lima 2016.

METHOD: A quantitative, descriptive, observational and cross-sectional investigation was
carried out in which 60 clinical isolates of coconut gram-negative non-fermenting bacilli
identified as Acinetobacter spp were taken from different hospital care services in Lima from
October to December 2016, the study aimed to describe the frequency of isolates with
carbapenemase activity by two phenotypic methods modified with a detergent nonionic
surfactant called "Triton X-100", the methods used were: Modified Hodge Test -Triton (THT)

and Method of the inactivation of carbapenemase - Triton (t CIM).

RESULTS: It was found that 58% (35/60) of isolates showed carbapenemase activity. The
highest percentages of resistance were expressed by Ciprofloxacin (81%), Ceftazidime (73%),
Ceftriaxone (73%), Cefepime (71%), Cefotaxime (72%). The largest number of isolates came

from biological samples obtained from lower respiratory tract.

CONCLUSION: The frequency of carbapenemase activity evaluated from 60 clinical isolates
of Acinetobacter spp. obtained from October to December 2016 in a hospital in Lima was

58% (35/60).

KEY WORDS: Acinetobacer spp, Modified Hodge Test - Triton, Carbapenemase inactivation

method - Triton, Triton X-100, carbapenemase.



INTRODUCCION

En las Ultimas décadas el control de propagacion de genes de resistencia dentro del
ambiente hospitalario se ha vuelto un reto a nivel mundial. Brotes ocasionados por agentes
patdgenos, caracterizados por ser multirresistentes a la terapia antibitica, se ha visto

incrementado afio tras afio en diversos paises del mundo (Buenahora R. et al., 2016).

Dentro del conjunto que comprenden paises en vias de desarrollo, las infecciones
intrahospitalarias indican una de las mayores causas de mortalidad producto de la falta de

programas de acreditacion y control de infecciones hospitalarias (Chincha O. et al, 2014).

En la actualidad , microorganismos como Stenotrophomonas maltophilia , Acinetobacter
baumanii y Pseudomonas aeruginosa , caracteristicos por no fermentar glucosa, son los
principales responsables de infecciones en el medio intrahospitalario, pues a menudo son
causa de severas complicaciones como neumonia asociada a ventiladores mecanicos y
bacteriemias , esto dado por la particularidad de presentar caracteristicas de

multidrogoresistencia (Coaguila L. et al, 2015 ; Maguifia C. , 2016).

En Pert, en el afio 2000 se revelaron cifras de prevalencia de 5.8% en infecciones
intrahospitalarias asociadas a neumonia y 9.4% asociadas a infecciones del torrente sanguineo
en areas de cuidados intensivos de 10 hospitales evaluados , en lo que respecta solo al género

Acinetobacter como agente patdgeno (Yagui M. ,2000).

Ante la problematica global, al iniciar el afio 2017, La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) manifestd su preocupacion por el aumento en la resistencia a casi todos los farmacos
gue comprenden las familias de antibidticos clasificadas. Esta organizacion elaboro una lista
en la que sefiala a 12 familias de bacterias como prioritarias a vigilar; entre estas, destaca a
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bacterias gramnegativas multirresistentes a antibidticos, ya que poseen una capacidad innata
de adaptarse ante condiciones adversas y desarrollar nuevas formas de resistencia, asi como
de transferir genes que llevan consigo estas caracteristicas a otras especies. Como respuesta,
esta entidad viene promoviendo la investigacion y desarrollo de nuevos farmacos que puedan

atender a esta urgencia en la salud publica (OMS, 2017).

Es sabido también que se establecié una clasificacion en cuanto a prioridades para la
investigacion y desarrollo de nuevos farmacos, encontrandose en el grupo de “Prioridad 1” o
también denominado “critico” al Acinetobacter baumanii pues esta especie desarrolla la

mayor capacidad de ser resistente a los carbapenemicos (OMS, 2017).

Parte de la solucion ante la problematica que atraviesa la salud publica es que el personal
asistencial advierta de manera oportuna sobre el creciente problema a las autoridades
correspondientes en sus respectivos paises, para que de este modo se puedan reducir las cifras

actuales (OMS , 2017).

El restarle importancia al problema de la resistencia antibidtica no solo conllevara a
obtener resultados de mal pronéstico en la atencién en salud; sino también a la pérdida de
capacidades econdémicas como consecuencia de aumentos en los costos de atencion, perdidas
de horas laborables y productividad de pacientes enfermos. El planificar efectivamente las
vias para solucionar este problema serd un paso determinante para contener esta amenaza

mundial hoy y prevenir en el futuro (Rocha C. et al., 2015).
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA.

Las infecciones ocasionadas por el género Acinetobacter se ha convertido en un
problema importante intrahospitalario, pues a menudo, son causa de brotes en ambientes
de unidades de cuidados intensivos (UCI) (Turton et al., 2006). Su facil adaptabilidad al
medio ambiente y su capacidad para contrarrestar los efectos antimicrobianos, lo han
convertido en un microorganismo dificil de tratar y controlar. Tanto es asi que se
evidencia en el aumento de tasas de mortalidad puesto que limita las opciones en la

terapia antibiotica (Hinrichsen et al, 2014).

Dentro de los afios que comprenden a la década de 1970 casi todos los aislamientos de
Acinetobacter spp fueron susceptibles a los grupos de antibidticos disponibles, o al menos

a la mayoria, incluida la familia de los betalactdmicos (Gonzales-Rocha et al. 2012).

En la actualidad en el tratamiento contra infecciones que evidencian multirresistencia
por parte del microorganismo Acinetobacter baumanii , se hace uso de antibioticos que
forman parte de la familia de los carbapenems. Imipenem y Meropenem, son usados con
mayor frecuencia debido a caracteristicas antimicrobianas similares (Karbasizade et al.,

2015).

11



La resistencia a compuestos carbapenemicos no se debe exclusivamente a un solo
mecanismo, sino la interaccion de distintos mecanismos entre enzimaticos y no enzimaticos,

los cuales seran tratados en el siguiente capitulo.

Es importante sefialar que el mecanismo de mayor consideracion frente a esta familia de
antibioticos es enzimético hidrolitico, llevado a cabo por enzimas denominadas

carbapenemasas (Gonzalez-Rocha et al., 2012).

En la mayoria de brotes intrahospitalarios producidos por Acinetobacter spp
multirresistente se ha localizado al microorganismo, por sobre todo, en equipamiento médico,
asi como también en diversas superficies inanimadas. La tipificacion molecular de cepas
acompariado de otros métodos fenotipicos, pueden ser utilizados para conocer y monitorizar la
transmision de Acinetobacter spp. multirresistente. Destaca un alarmante problema en la salud
publica la aparicion de estas cepas con la particularidad de hidrolizar carbapenemicos, ya que
el uso de estos es considerado en la terapia antibiotica, como el mas eficaz y de costo
moderado ante este tipo de patdgenos. Reconocer la presencia de esta bacteria, y su
caracteristica de multirresistencia, es el primer objetivo para el control de la infeccion,
previniendo que se establezca como cepa endémica aunque su transmision sea favorecida

por un inadecuado uso de antimicrobianos de amplio espectro (Catalan & Aguado, 2010).

Los genes que codifican diferentes carbapenemasas son detectados por técnicas
moleculares ya que son consideradas métodos de referencia, aunque no suelen estar
disponibles en la practica habitual en laboratorios de andlisis clinicos de hospitales. Por este
motivo es que se proponen ensayos fenotipicos para investigar a cerca de la presencia de
actividad carbapenemasa en aislamientos clinicos. Métodos como el test de Hodge
modificado - Triton o mCIM - triton, son los mas utilizados desde su aparicion (Nicola e. al.,

2012).
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1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

No es habitual en los laboratorios de microbiologia de nuestro pais que se utilicen pruebas
para la deteccion fenotipica de actividad carbapenemasa, complementarias a los
antibiogramas; aun no siendo consideradas como “pruebas de oro” pueden ser de gran aporte

si no se dispone de metodos moleculares en el establecimiento de salud.

Por lo expuesto el presente proyecto plantea:

1.2.1. PREGUNTA GENERAL

e Cual es la frecuencia de carbapenemasas de Acinetobacter spp de aislamientos

clinicos de un hospital en lima metropolitana de Octubre a Diciembre 20167

1.2.2. PREGUNTAS ESPECIFICAS

e Cudl es el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de

Acinetobacter spp?

e /Mediante qué métodos se puede realizar la deteccion fenotipica de

carbapenemasas en Acinetobacter spp?

e ;Cual es la procedencia de los aislamientos clinicos?

1.3. OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

e Determinar la frecuencia de Acinetobacter spp productor de carbapenemasas en

aislamientos clinicos de un hospital de Lima 2016.
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1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Describir el perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de

Acinetobacter spp. de un hospital de Lima entre octubre y diciembre del 2016.

e Determinar la produccion de carbapenemasas en Acinetobacter spp por el método de

Hodge modificado tritony CIM - triton.

e Describir los aislamientos segin procedencia clinica.

1.4. JUSTIFICACION

Acinetobacter spp. , evidencia actualmente maltiples opciones de resistencia a todas las
clases de antibioticos existentes, asi como una gran capacidad para adquirir nuevas
alternativas que faciliten esta condicion que ya se ha vuelto caracteristica. Se han descrito
genes de resistencia que son transferidos horizontalmente por plasmidos en varias cepas de A.
baumannii. Es suficiente conocer la presencia de resistencia a carbapenemes para sefialar a

un aislamiento de A. baumannii como altamente resistente (Zarrilli et al., 2009).

Uno de los factores de riesgo méas destacados para el desarrollo de una infeccion por
Acinetobacter spp. es la presencia de dispositivos medicos invasivos utilizados en el paciente
tales como catéteres o tubos endotraqueales. El uso de estos le da una ventaja significativa al
microorganismos ya que se adhieren a dichos dispositivos para posteriormente invadir al

huésped vy desarrollar el proceso infeccioso (Lemos E. et al., 2011).
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A pesar de que los mecanismos para la diseminacion de genes de resistencia entre especies
efectuados por el Acinetobacter spp. no han sido investigados en su totalidad, un estudio
llevado a cabo en el 2011 ,in vitro , demostré que un aislado clinico de Acinetobacter spp
puede generar y liberar vesiculas de membrana externa para hacer entrega a otras especies
similares que lo rodeen, genes de resistencia a carbapenemes . Esta caracteristica se explica

como un mecanismo de transferencia horizontal de genes (Rumbo C. et al., 2011).

Otros mecanismos de resistencia como perdida de porinas o bombas de eflujo aumentada
pueden ser causa también de la inefectividad de un carbapenem ante una infeccidn
ocasionada por Acinetobacter spp. A partir de esa informacion es que no necesariamente se
puede asegurar que las concentraciones minimas inhibitorias bajas o altas (MIC) reflejaran
produccion de carbapenemasas. El distinguir si la resistencia a carbapenemes es llevada a
cabo por carbapenemasas u ocasionada por otros mecanismos es de suma importancia para el
control de la infecciéon ya que los genes que codifican carbapenemasas se encuentran con
mayor frecuencia en plasmidos que permiten la propagacion entre especies (Zwaluw et al.,

2015 ; Potron et al. , 2015).

Analizando lo anteriormente mencionado, y la poca informacion sobre la situacion de
prevalencia de Acinetobacter spp. resistente con capacidad de hidrolizar carbapenems en
nuestro pais y sobre todo en poblaciones vulnerables como son los pacientes internados en
unidades de cuidados intensivos (UCI) de cada hospital, se considera de vital importancia la
deteccidn fenotipica de carbapenemasas en cepas de Acinetobacter spp, para asi manejar la
propagacion de este patdgeno adecuadamente y evitar brotes intrahospitalarios. Debido a que
no todos los establecimientos de salud cuentan con la capacidad de detectar carbapenemasas
por métodos moleculares es que se sugiere el uso de dos métodos fenotipicos para este fin
Test de Hodge modificado triton (THT) y CIM —triton (t CIM) debido su efectividad y bajo

costo para su implementacion.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Maraki S. et al. (2016), en Grecia, realizaron un estudio llevado a cabo en un hospital de
nivel Il en Grecia debido a que en las ultimas 2 décadas el Acinetobacter baumanii ha
manifestado una alta tasa de resistencia a multiples farmacos, este estudio permitio evaluar
tasas de resistencia a antibioticos y los cambios que fueron adquiriendo frente a estos ultimos
entre los afios 2010 y 2014 .De un total de 914 aislamientos clinicos de Acinetobacter spp, la
mayoria provenientes de UCI, se determind que el 92.89% de ellos fueron multiresistentes ,
en otras palabras resistentes a mas de tres familias de antibioticos. Las pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana frente a 18 antibioticos comprendidos entre monobactamicos
,betalactamicos ,cefalosporinas de tercera y cuarta generacion , carbapenemes y colistin se

llevaron a cabo mediante el sistema automatizado Vitek 2.

Ghasemian R. et al. (2016), en Iran, entre los afios 2013 y 2014 , hicieron un estudio con
el objetivo de determinar la tasa de resistencia a antimicrobianos en aislamientos de
Acinetobacter baumanii provenientes de pacientes en unidades de cuidados intensivos (UCI)
de hospitales de ensefianza afiliados a la Universidad de Ciencias Médicas de Mazandaran(
Iran). Se analizaron un total de 50 aislamientos , confirmada la especie , se llevo a cabo el
estudio de susceptibiliddad antimicrobiana por el método de discodifusion en agar, asi como
tambien la concentracion minima inhibitoria (MIC) evaludada por E-Test. Se destaca entre los
resultados que por el método de discodifusion el 16% fueron resistentes a colistina , mientras
que por E-test se obtuvo un 8% resistente a colistina, asi como tambien mas del 96% de los

aislamientos presentaron resistencia a antibioticos utilizados con mayor frecuencia en UCI.
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Anwar M. et al. (2016), en Pakistan, desde julio a diciembre del 2014 se llevo a cabo un
estudio descriptivo de corte transversal en un Instituto de Salud Infantil de Lahore (Pakistan),
el eje de estudio fue entorno a la identificacion de cepas resistentes a carbapenemes y su
aumento debido a la produccion de metalobetalactamasas, enzimas que le otorgan esta
caracteristica de resistencia. La investigacion muestra un total de 112 aislamientos de
Acinetobacter baumanii ,de diversos especimenes clinicos, identificados por el sistema API
20E. Las pruebas de suseptibilidad dieron como resultado 66 aislamientos resistentes a
carbapenemes, de las cuales se identifico a 55 como productoras de carbapenemasas por el
“método de Hodge modificado”. De la cepas resistentes a carbapenemes se encontré que 63
de estas dieron resultado positivo a produccion de metalobetalactamasas , se identificaron por

el método de test de disco combinado.

Lei G. et al. (2014), en China, realizaron un estudio denominado “Tendencias en la
resistencia a los medicamentos de Acinetobacter baumannii durante un periodo de 10 afios:
Datos a nivel nacional del Programa de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana de
China.” , el cual tuvo como objetivo demostrar el aumento de la prevalencia de Acinetobacter
baumanii multiresistente ,en 2917 aislamientos, entre los afios 2004 — 2014. Estudio de corte
longitudinal, prospectivo, observacional y descriptivo. Los resultados del presente estudio
mostraron que la prevalencia de A.baumanii resistente a carbapenemes (imipenem) aumento
de 13.3% en 2004 a 70,5% en 2014 y de A. baumannii extensivamente resistente a los
farmacos aumento6 de 11,1% en 2004 a 60,4% en 2014. Para las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana se utilizo el método CIM (concentracion minima inhibitoria) bajo los

estandares del manual M-100 del CLSI.

17



Dahdouh E. et al. (2016), en Libano, demostraron en la investigacion titulada “Aislamiento
de Acinetobacter baumannii en pacientes libaneses: Fenotipos y genotipos de resistencia,
clonalidad y determinantes de patogenicidad”, que 81 aislamientos de Acinetobacter
baumannii, de un total de 95 eran resistentes a los carbapenems (meropenem e imipenem).
Las cepas se identificaron utilizando tiras de 20NE- API. Para determinar los perfiles de
Susceptibilidad a Antibidticos se uso el método de difusion de disco de Kirby Bauer de
acuerdo con las directrices del CLSI (2014). Los resultados se interpretaron de acuerdo con
los valores de corte del documento CLSI M100-S24. El periodo de investigacion se llevo a
cabo desde junio del 2013 hasta agosto del 2014, los aislamientos se obtuvieron de un centro

meédico de atencion terciaria de la Universidad San Jorge en Beirut, Libano.

Tuan N. et al. (2017), en Vietnam, mediante este estudio tuvieron como objetivo
determinar la prevalencia de Acinetobacter baumannii resistente a antimicrobianos en tres
hospitales localizados al sur de Vietnam entre los afios 2012 al 2014. De un total de 160
aislamientos se encontrd que 119, es decir el 74%, fueron tanto multidrogoresistentes (MDR)
como extensamente resistentes (XDR). Se encontr6é también que 117 de los 119 aislamientos
MDR fueron ademas resistentes a imipenem y los dos imipenem sensibles altamente
resistentes a meropenem. Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se realizaron

mediante método disco difusion y fue interpretado segun las directrices de la CLSI.

Pasteran F. et al. (2016), en Argentina. Se sabe que la prueba de Hodge es un ensayo que
implica inactivacion de un carbapenem, sin embargo estudios recientes demostraron poca
sensibilidad ante aislados con presencia de metalobetalactamasas nueva Delhi (NDM). Ya que
esta lipoproteina (NDM) esta anclada a la membrana externa de bacterias gram negativas e

impide la deteccion de actividad carbapenemasa por el test de Hodge modificado. Fue asi que
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este estudio concluy6 en que la adicion de “Triton X-100, un tensioactivo no idnico, antes
del protocolo habitual la prueba, permite superar la limitacion que otorgaba la lipoproteina

NDM. Denominando a esta modificacion “Test Triton Hodge”.

Sun K. et al. (2017), en China, propusieron evaluar el rendimiento de 6 métodos distintos
para detectar, con rapidez y precision, actividad carbapenemasa en cepas gram negativas tanto
fermentadoras como las que no. Entre estos métodos se describen a la prueba de Hodge
modificada (MHT), prueba de Triton Hodge (THT), prueba Carba NP (CNPt), prueba
simplificada de Carba NP (CNPt-direct), prueba de azul de Carba NP (BCT) y el método de
inactivacion de carbapenem modificado (mCIM). Las conclusiones de este estudio dieron
como resultado que el mejor rendimiento para la deteccion de carbapenemasas fue dado por
los métodos CNPt- direct y CIM modificado; destacando este ultimo por sus valores en

sensibilidad 93.5% y 100% de especificidad.

Liu M. et al. (2018), en China, se estudiaron 152 aislamientos de un hospital al sur de
China, de los cuales 83 expresaron genes que codificaban resistencia a carbapenemicos tras
ser analizados por PCR. A pesar de que en el 2017 CLSI recomend6 no utilizar el método
CIM modificado para la deteccion de carbapenemasas para el complejo Acinetobacter
baumanii , Liu M. et al. desarrollaron un nuevo protocolo anadiendo “Triton X-100” al CIM
modificado para de esta manera permeabilizar la membrana de la bacteria y exponer a las
enzimas carbapenemasas para la realizacion del método, ademas de incrementar la carga de
cepa en estudio. Demostrando asi que la sustancia tensioactiva Triton X-100 mejord los
indices de sensibilidad y especificidad luego de comparar resultados con otra evaluacion en la

que no se utilizo este detergente.

19



2.2 BASES TEORICAS

2.2.1. BIOLOGIA

El género Acinetobacter consta de un grupo de cocobacilos gram negativos en fase
estacionaria o también con forma de bacilo en el estadio de crecimiento répido, aerobios
estrictos, poseen reaccion negativa a la oxidasa, son no fermentadores de glucosa, catalasa
positiva e indol negativo. En el crecimiento en agar se observan colonias de 1 a 2 mm, no
poseen algin pigmento, son de aspecto mucoide y de superficies lisas. Otras caracteristicas
fenotipicas se pueden manifestar si crecen a 44°C, se conoce que también lisan eritrocitos

(Mandell, 2012).

La denominacion “Acinetobacter” tuvo como origen la palabra griega “akinetos” lo cual
traducido al castellano significa “sin movimiento” , son consideradas no moéviles , aunque se
ha observado movimiento espasmodico en medios semisolidos. En 1911 el microbidlogo
holandés Beijerinck aislé por primera vez una cepa de Acinetobacter spp. del suelo pero la
identificO como Micrococcus colcaceticus , durante muchos afios fue clasificado de manera
confusa en diversos géneros . No fue hasta que en 1954 Brisou y Prevot crearon al género
Acinetobacter dicho propiamente, como es conocido hasta la actualidad (Doughari H. et al. ,

2011).

La fiabilidad de pruebas fenotipicas para identificar especies de Acinetobacter fue
estudiada por Gerner en 1991, tomando el esquema de identificacion propuesto por Bouvet y
Grimont en 1986, que constaba de 28 pruebas bioquimicas , tras utilizarlo llegd a la
conclusion de errores en la separacion de especies y en algunos casos no se llegaron a

identificar (Gerner P. et al , 1991).
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Fenotipicamente las especies de Acinetobacter spp. no son distinguibles si se realizan
ensayos con recursos de un laboratorio de microbiologia de rutina , es necesario para este fin
la realizacion de estudios moleculares especificos. Actualmente se aceptan 33 genoespecies
definidas por la técnica de hibridacion ADN — ADN como prueba estandar para la
identificacion de especies. Dentro de las que pueden generar enfermedades al ser humano se
mencionan a Acinetobacter colcoaceticus ( genoespecie 1) , Acinetobacter baumannii
(genoespecie 2) , Acinetobacter pitti (genoespecie 3) , Acinetobacter nosocomialis
(genoespecie 13) , A. hameolyticus (genoespecie 4 ) , A. jejuni (genoespecie 5 ), Acinetobacter
Iwoffii (genoespecie 8), Acinetobacter johnsonii y Acinetobacter ursingii (genoespecie 6y 7,

respectivamente) (Vanegas J. et al. , 2014 ; Zhang H. et al. 2013).

La mayoria de especies del genero Acinetobacter en mencion son encontradas en la
naturaleza o incluso en la microbiota natural de la piel humana. Destaca Acinetobacter
baumanii como una de las especies mas importantes de este género pues es quien ha
ocasionado més problemas en instituciones de atencion en salud a causa de su habilidad para
adaptarse a ambientes secos por periodos largos y la gran capacidad que posee para
desarrollar resistencia a diferentes familias de antibioticos por caracteristicas propias de su

genoma (Vanegas J.et al., 2014, Kishii K. et al., 2014).

2.2.2. EPIDEMIOLOGIA

Dentro de los diversos factores de riesgo que predisponen una infeccion o colonizacion
por una especie de Acinetobacter, la estancia prolongada de internamiento del paciente en
areas criticas como la unidad de cuidados intensivos (UCI) es el factor a destacar. Se ha
sefialado a agentes mecanicos artificiales como generadores de brotes de infeccidn, ejemplo

de ello los equipos de cuidado respiratorio ,asi como también humidificadores ,
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laringoscopios , articulos de atencion al paciente , lavaderos , manijas , cortinas Yy todo

material contenido en el ambiente de UCI (Maragakis T., 2008).

La exposicion a antibidticos de amplio espectro asi como la duracién de procedimientos
invasivos, han sido notificadas también como factores de riesgo para la adquisicion de este

patogeno (Joly-Guillou, 2005).

Acinetobacter spp. puede permanecer en el cuerpo sin generar enfermedad ya que es
considerado un patogeno de bajo grado sin embargo cuando las infecciones en el ambiente
hospitalario se hacen evidentes , probablemente el nimero de pacientes colonizados ya sea
alto, una vez establecido el brote cualquier superficie inanimada del ambiente
intrahospitalario puede ser un reservorio. Estos microorganismos sobrevivientes pueden
permanecer semanas, especialmente en la UCI incluso en condiciones desfavorables para

otros géneros bacterianos (Joly-Guillou, 2005).

Acinetobacter es el microorganismo gram negativo mas frecuente que el personal de salud
Ileva consigo, llegando incluso a ser resistente a bactericidas como la clorhexidina (12%). A
diferencia de otros miembros de la familia Neisseriae los requisitos de crecimiento de

Acinetobacter spp. son muy simples (Mandell , 2012).

Expande su hébitat utilizando la variedad de fuentes de carbono con la que se encuentre a
través de vias metabdlicas, pude hallarse en objetos inanimados . Cabe mencionar que entre
los factores de riesgo comunitarios asociados a infeccion por Acinetobacter se incluyen al

tabagquismo, alcoholismo , enfermedad pulmonar crénica y diabetes (Mandell , 2012).

La mayor cifra de casos de “neumonia adquirida en la comunidad” se ha reportado de en
paises pertenecientes a regiones tropicales del planeta en especial en temporadas himedas

(Almasaudi S., 2016).
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Ameérica latina demuestra poseer tasas mas altas de resistencia a carbapenemes en
comparacion a otros continentes. Si bien América central presenta cifras bajas , reportes de
estudios hechos en Brasil y argentina describen valores altos de resistencia. La red
latinoamericana de vigilancia de resistencia a antimicrobianos (ReLAVRA) informo
aumentos progresivos en tasas de resistencia desde el afio 2000 hasta el 2013, aunque sin

especificar las especies de Acinetobacter en estudio (Rodriguez C. et al., 2017).

Es sabido que el género Acinetobacter esta constituido por 33 genoespecies, sin embargo
son sumamente dificiles de distinguir por pruebas bioquimicas, lo que se dificulta el estudio
epidemioldgico de especies. Dadas estas circunstancias se sugiere estudios moleculares

(Rodriguez et al., 2014).

2.2.3. FACTORES DE VIRULENCIA

o Porinas

Las bacterias gram negativas poseen una membrana externa compuesta primordialmente
por lipopolisacéridos, fosfolipidos y proteinas de membrana (Omps) . Dentro del grupo de
proteinas de membrana externa asociadas a permeabilidad celular, encontramos a las porinas.
(Lee C. et al , 2017). Si bien la citotoxicidad de ejercida por Acinetobacter baumanii es a
causa de diferentes proteinas, cabe resaltar dos en particular, la proteina OmpA vy la proteina

Omp 33-36 (Rumbo C. et al , 2014).

Estudios previos realizados en E. coli demuestran que la proteina OmpA facilita la
resistencia frente a proteinas séricas del huésped, adherencia a células epiteliales y prolifera
en células sanguineas para poder mantener elevados niveles de bacteriemia. Por otro lado

estudios en K. pneumoniae indican que OmpA disminuye la produccion de citoquinas en
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células epiteliales del tracto respiratorio y por ende aumento en la carga bacteriana , esto fue
demostrado en ratones. Los antecedentes expuestos sugieren que la OmpA de Acinetobacter
spp . facilitan la formacion de biofilms asi como adherencia a células epiteliales del pulmon.
En cuanto a la proteina Omp33-36 , esta se asocia a resistencia frente a carbapenems , ademas

de inducir a apoptosis y controlar la autofagia de células epiteliales (Sato Y. et al, 2017).

o Polisacéaridos y lipopolisacéridos capsulares

Al margen de las proteinas de membrana como la OmpA parte del Acinetobacter spp., se
sabe que también cuenta con exopolisacaridos Yy lipopolisacaridos que la otorgan
caracteristicas de patogenicidad. Los polisacaridos capsulares son producidos por genes
alojados en el locus K. Algunas cepas mutantes con deficiencia en la formacion de
polisacaridos capsulares han demostrado menor resistencia intrinseca a antibioticos. La
expresion genética del locus K posee un sistema de regulacion denominado bfmRS. Uno de
sus componentes, el gen bfmR promueve la adherencia del patdgeno al epitelio pulmonar,
resistencia al complemento y resistencia a antimicrobianos como Colistin y meropenem. Por
otro lado el componente bfmS estd asociado con la resistencia ante el suero humano,

formacion de biofilms, adherencia a células (Lee C. et al , 2017).

En el caso de los lipopolisacaridos, estos se caracterizan por encontrarse en la membrana
externa de muchas bacterias gram negativas, poseen caracteristica inmunorreactiva debido a
gue inducen la produccion de proteinas de fase aguda como interleucina 8 y factor de
necrosis tumoral. Las mutaciones en esta molécula le otorgan la capacidad de hacer frente al
suero humano como también generar resistencia a antibidticos importantes, entre ellos el

Colistin (Lee C. et al, 2017).
24



o Fosfolipasas

Se denominan asi a enzimas de carécter lipolitico capaces de hidrolizar enlaces ester de
fosfolipidos. Son encontradas habitualmente en bacterias como Pseudomona aeruginosa,
Clostridium Perfringens , Legionella monocytogenes y Ainetobacter baumanii. Estas enzimas
favorecen la ruptura de fosfolipidos que conforman la membrana celular asi como también
poseen la caracteristica de degradar fosfolipidos presentes en mucosas que conforman la
barrera primaria de inmunidad innata, dadas estas condiciones es muy facil para el

microorganismo ingresar a la célula huésped (Lee C. et al., 2017; Barletta R. et al. ,2018).

o Vesiculas de membrana externa bacteriana

Vesiculas de forma esférica constituidas por lipopolisacaridos, pues pertenecieron en algin
momento a la membrana externa bacteriana, poseen un tamafio que puede comprender desde
20 hasta 200 nm. Ellis y Kuehn en el 2010 describieron que tienen la funcion de movilizar
diferentes factores de virulencia e interactuar con otros microorganismos sin la necesidad de
un contacto cercano entre los mismos o con células del huésped. Estas vesiculas estan
asociadas con la transmision de genes carbapenemasa mediante transferencia horizontal

Ilevada a cabo por A. baumani. (Lee C. et al., 2017; Rumbo et al. 2011).

o Sistema de adquisicion de metal

Si bien el hierro es un elemento abundante en el medio ambiente, el hierro en estado
férrico es limitado para el uso de las bacterias en condicion aerdbica , es por este motivo que
los patdgenos tienen como factor de virulencia el producir quelantes de hierro de alta afinidad.
Acinetobacter baumanii desarrolla su propio sideréforo denominado “acinetobactina”,
mediante el gen entA , como factor de virulencia critico, el cual le otorga la capacidad de
permanecer en el alveolo pulmonar humano. Se ha registrado que la mayor produccion de este

sider6foro ha sido hallada en cepas multidrogoresistentes. Asi como con el hierro,
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Acinetobacter baumanii también adquiere zinc de las células del anfitrion mediante un
sistema promovido por el gen ZnuB . por Gltimo mediante el gen MumC este patdgeno puede
evadir la accion de “calprotectin” , enzima encargada de inducir manganeso (Mn) para la

inhibicion en la transcripcion de A.baumanii ( Lee C. et al., 2017).

o Biofilms

Comprenden una estructura tridimensional multicelular que se conforma en condiciones
adversas, pueden establecerse en células del huésped y en superficies inanimadas como
instrumentos de intervencién médica o en diversos ambientes. El accionar de este importante
factor de virulencia reduce el ingreso de antibidticos, por consiguiente el desarrollo de
resistencia. Utiliza un sistema se ensamblaje organizador denominado CsuA / BABCDE
regulado por enzimas BfmS / BfmR. La proteina Bap promueve la adhesion entre
microorganismos, asi promueve el desarrollo del biofilm y la evolucion ante diferentes

sustratos. (Nowak P. et al., 2016).

2.2.4. PATOGENICIDAD

Antiguamente se consideraba al Acinetobacter como un organismo de baja virulencia , hoy
se sabe que estos microorganismo pueden ser de alta patogenicidad en pacientes criticamente
enfermos , a pesar de ello el estudio de los factores de virulencia de este organismo aun esta
en una etapa elemental. De manera general se conoce que cuenta con fimbrias, lo que le
permite la adherencia a cualquier superficie. El polisacarido producido por Acinetobacter en
sinergia con el exopolisacarido capsular le otorga resistencia al sistema del complemento.
Son viables también en condiciones secas (Joly-Guillou, 2005). Poseen la capacidad de
desarrollarse a bajas temperaturas y pH acido, es asi como invade tejidos desvitalizados.

Pueden desarrollar biofilm en tejidos humanos o superficies inanimadas (Rada, 2016). La
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membrana externa de A. baumannii es menos permeable a los antimicrobianos que la

membrana externa de E. coli segun Vila (2002).

2.2.5. IMPORTANCIA CLINICA

Acinetobacter spp como microorganismo generador de infecciones oportunistas ha sido
aislado de diversos especimenes clinicos provenientes de casi todos los sistemas que
conforman el organismo de un ser humano. Septicemia , neumonia , endocarditis , meningitis
, infeccion de heridas , infeccion en piel y ojos , infeccidn del tracto urinario , meningitis y ,
sobre todo , infeccion a los largo del tracto respiratorio ; son ejemplo de la patogenicidad que

puede llegar a generar esta bacteria (Joly-Guillou, 2005).

o VIAS RESPIRATORIAS

Acinetobacter spp ha generado un gran impacto como agente causal de neumonia
intrahospitalaria, procedimientos como Intubacion endotraqueal , traqueotomia , estancia
prolongada en la unidad de cuidados intensivos (UCI) , cirugia reciente ; son factores
predisponentes para su desarrollo.(Rada, 2016) Su propagacién en UCI se da a través de los
equipos de ventilacion mecanica a pesar de existir mejoras en el manejo de pacientes y en

procedimientos para la desinfeccion de equipos respiratorios (Bergogne &Towner, 1996).

o BACTEREMIA

Procedimientos invasivos y uso de antimicrobianos de amplio espectro estan asociados
como factores de riesgo para la bacteriemia por Acinetobacter baumannii. No hay
manifestacion clinica especifica de bacteriemia por Acinetobacter, las fuentes mas comunes
para este cuadro son los catéteres intravasculares e infecciones de la cavidad respiratoria. Es
importante antes de iniciar el tratamiento de una bacteriemia por Acinetobacter baumannii la
evaluacion clinica del paciente para asi descartar la posibilidad de una pseudobacteremia y

poder evitar algin tratamiento innecesario. (Cisneros & Rodriguez, 2002).
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o MENINGITIS

La meningitis bacteriana por Acinetobacter se da tipicamente en pacientes intervenidos en
una neurocirugia, los pacientes con riesgo de contraer esta infecciobn presentan fuga
cerebroespinal, infeccion con incision, cirugia con duraciéon prolongada, drenaje ventricular
externo prolongado, asi como el uso previo de cefalosporinas de amplio espectro. Se indica
que luego de un procedimiento neuroquirurgico son 12 dias en promedio en los que se puede

desarrollar meningitis (Kim et al., 2009).

o INFECCION DEL TRACTO URINARIO

Este tipo de infeccion causado por Acinetobacter spp posee una frecuencia bastante baja.
El uso de catéteres urinarios permanentes predispone a una infeccion en pacientes internados
en UCI y comUnmente en pacientes ancianos debilitados. Se resalta el hecho de que no todos
los aislamiento de Acinetobacter spp. en pacientes con uso de catéter uretral se correlaciona

con la infeccidn real (Bergogne &Towner, 1996).

2.2.6. RESISTENCIA BACTERIANA

La resistencia bacteriana es una condicion utilizada por algunos microorganismos como
mecanismo de defensa para soportar los efectos de antibi6ticos. Se sabe existia desde antes
gue los antibidticos fueran descubiertos, y que se ha intensificado debido a un fenémeno
llamado “presion selectiva” contra las bacterias, generado por el mal uso de agentes
antimicrobianos, este es considerado un factor importante en la aparicion y propagacién de la

resistencia a los antibioticos (Rodriguez, 2014).

Las bacterias pueden adquirir resistencia por traspaso de genes de otros organismos,
mutaciones de novo o0 adaptaciones metabodlicas a farmacos, asi como también pueden ser

resistentes de forma intrinseca a uno o a varios agentes antimicrobianos (Becerra, 2009).
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e RESISTENCIA NATURAL

Dentro de las betalactamasas de origen natural , Acinetobacter baumanii expresa una
cefalosporinasa tipo AmpC no inducible o denominada también intrinseca , que en bajos
niveles otorga resistencia a Ampicilina, sin embargo al generarse una sobreexpresion da lugar
a resistencia frente cefalosporinas de tercera generacion y monobactamicos , pero no ante
Cefepime o carbapenemicos. También se han investigado enzimas denominadas como AmpC
de espectro extendido, las cuales si pueden generar resistencia a cefalosporinas de cuarta

generacion como Cefepime (Vanegas J., 2014 ).

Otra betalactamasa codificada cromosomicamente son las denominada “oxacilinasa” OXA
— 51, se han descrito mutaciones en esta enzima, y aungue en estado normal la actividad
carbapenemasa es baja , al sobre expresarse pueden otorgar la capacidad de hidrolizar

carbapenemicos (Vanegas J., 2014; Poirel L., 2011).

e RESITENCIA ADQUIRIDA

Los mecanismos de resistencia al grupo de antibidticos betalactamicos que pueden adquirir

se dividen en enzimaticos y no enzimaticos.

o MECANISMOS NO ENZIMATICOS

En cuanto a mecanismos no enzimaticos mas frecuentes que confieren resistencia a
betalactamicos se encuentran los de alteracion de las proteinas de membrana externa (OMPs) ,
bombas de E-flujo , modificacion de porinas , alteracion de PBPs (proteinas de union a
penicilina), entre otros. Estos mecanismos pueden dar lugar a patrones de resistencia ante

antibioticos de familias diferentes a betalactdmicos (Vanegas J. et al., 2014).
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BOMBAS DE EFLUJO

Modo de operar usado por bacterias gram negativas, el mecanismo de accién es
expulsar, de forma inespecifica, los productos quimicos potencialmente dafiinos para
la pared, hacia el exterior y evitar que llegue a su sitio de accién. Poseen la capacidad
de expulsar quinolonas, aminoglucocidos, tetraciclinas, cloranfenicol e incluso
betalactdmicos como imipenem. Estan compuestas por proteinas de membrana interna,
externa (porinas) y una lipoproteina que enlaza a ambas para su conformacién. Entre
las principales bombas con las que cuenta Acinetobacter baumanii podemos
mencionar a AdeABC perteneciente a la familia de bombas tipo RND (Bonomo R.,

2006 ; Peleg et al., 2008 ).

CAMBIOS EN LA PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA BACTERIANA
Los cambios en la conformacion de las porinas producen alteracion en la
membrana externa para evitar el paso de antibidticos al espacio periplasmico a través
de las porinas y evitar la llegada de antibioticos a las proteinas ligadoras de penicilina.
Se ha demostrado que en A. baumanii los cambios en la conformacién de porinas
como Omp 33-36, Omp 22-33 y CarO estan asociadas a resistencia frente a
carbapenems. Asi como OmpA vinculado a otorgar resistencia a cloranfenicol,

aztreonam y acido nalidixico (Tafur et al., 2008; Lee C. et al.,2017).

ALTERACIONES DEL SITIO DE ACCION
La alteracion es de caracter fisico — quimico ,se disminuye la afinidad del

antibidtico por el sitio de accion , ante la no manifestacion de otros mecanismos, para
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disminuir la actividad antimicrobiana. Este mecanismo es mas comun en bacterias

gram positivas (Rossi & Andreazzi, 2006).

Alteracion de PBPs (“Penicilin-binding proteins™): la resistencia a carbapenems en
Acinetobacter baumanii es relacionada con la disminucion en la expresion de PBP2
trayendo consigo una menor afinidad entre esta proteina y el medicamento (Lee et
al.,2017).

Metilacion de 16S rRNA: Este mecanismo es responsable de la resistencia a
aminoglucocidos.

Proteccion ribosomal: las RPP o proteinas de proteccion ribosémica , generan
resistencia a tetraciclina tras unirse al ribosoma para de este modo capturar al
antibidtico antes de llegar a su sitio de accion. A.baumanii presenta una RPP tipo
TetM (Martinez A.,2017).

DNA girasa: los genes gyrA y parC median la resistencia a quinolonas modificando la
estructura de moléculas como ADN girasa y topoisomerasa IV (Martinez A., 2017).
Dihidrofolato reductasa : el causante de la resistencia a trimetoprim esta codificado
por el gen dhfr , transportado por ADN plasmidico.

Lipopolisacarido (LPS): la perdida de esta molécula y su modificacion se da debido a
mutaciones o perdida de sintesis de lipido A , generan una disminucion en la
susceptibilidad ante polimixinas como es el caso del Colistin. Las alteraciones tienen

como promotor al sistema PmrA/PmrB ( Olaitan A. et al, 2014).
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< MECANISMOS DE RESISTENCIA FRENTE A ANTIBIOTICOS NO

BETALACTAMICOS.

Los mecanismos de resistencia antes descritos son utilizados para contrarrestar

efectos de otras familias de antimicrobianos distintos a los conformados por

betalactdmicos, tal como se expresa en la Tabla N°1.

Tabla N°1 Mecanismos de resistencia a antibiéticos no betalactamicos.

Grupo de antibidticos

Mecanismo de
resistencia

Variantes

Perfil de resistencia

Enzimas modificadoras AAC  ANT, APH

de aminoglicosidos

variable

Aminoglicosidos Metilacion de 16SRNA amma Todos los aminoglicésidos
Bombas de expulsion ~ AdeABC Todos los aminoglicésidos
AdeM gentamicina , kanamicina
Mutacion genética gvtA | parC vanable
Quinofonas Bombas de expulsién AdeABC Todas las quinolonas
AdeM variable
tetraciclina perono
Tetraciclinas Bombas de expulsién %: E§§ ?;gl;?;illl;i minocidina
AdeABC tetraciclina , glicilciclina
Proteccion ribosomal ~ Tet (M) tetraciclinas
Polimixinas modificaciénlipido A  pmrA, pmrB Colistin
modificacion porinas OmpW celestina
Trimetoprim | alteracion del blanco sul sulfonamidas
sulfonamidas, cloranfenicol dnfr trimetoprm
bombas de expulsion Crad cloranfenicol
AdeABC trimetoprim, cloranfenicol

Fuente: Tomado de Vanegas I. ar al, 2014

o MECANISMOS ENZIMATICOS:

Estos pueden diseminarse mediante plasmidos , integrones y transposones, su accionar

consiste en degradar al antibiotico betalactamico haciendo uso de enzimas betalactamasas

tales como betalactamasas de clase A, B o D, segun la clasificacion hecha por Ambler

(Vanegas J.et al.,2014).
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2.2.7. MECANISMOS DE RESISTENCIA ABETALACTACMICOS
2.2.7.1 . BETALACTAMASAS

Es considerado el mecanismo mas prevalente en Acinetobacter spp. Son denominadas
betalactamasas las enzimas con a capacidad de hidrolizar el anillo betalactamico, debido a
esto inactivan al antibidtico antes de conformar una union a las PBPs. De acuerdo con la
naturaleza del patdgeno Acinetobacter spp. otros mecanismos pueden expresarse al mismo
tiempo para evadir el efecto del antibi6tico betalactdmico. Su produccién puede codificarse de
forma cromosomica o0 mediada por plasmidos.
Los microorganismos con betalactamasas de caracter cromosomico generalmente son
inducibles y no son reconocidos como sustrato de inhibidores. Mientras que las
betalactamasas mediadas por plasmidos pueden ser transferibles e inactivados por inhibidores.
Se han agrupado en cuatro clases moleculares : A , B ,C ,D (Bush K. & Jacoby J.,2010 ; Lee

C.etal., 2017 ; Peleg A. et al., 2008).

2.2.7.2. BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO

Un grupo importante dentro de las betalactamasas son las betalactamasas de espectro
extendido (BLEE), con la caracteristica de hidrolizar y generar resistencia a amino y carboxi
penicilinas, cefalosporinas de primera ,segunda y tercera generacion , asi como a aztreonam
pero no a carbapenemicos ni cefamicinas (Garcia et al. ,2014).

Actualmente se clasifican en base a los sustratos que las enzimas pueden hidrolizar y en la
inhibicion dada por el acido clavulanico, EDTA , aztreonam u oxacilina, esta clasificacion fue
dada por Bush, Medeiros y Jacoby . Las proteinas descritas actualmente para estas
betalactamasas son: TEM-1 ,TEM-92, GES-1 , GES-5 , GES-11 GES-12 ,GES-14 , PER-1,
PER-2 , PER-7 , CTX-M-2 , CTX-M-15 ,SCO-1 \VEB-1 , KPC-2 , KPC-10 , CARB-4 R

,CARB-10 (Morejon , 2013 ; Lee A. et al, 2017).
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2.2.7.3. CEFALOSPORINASAS TIPO AmpC

Las betalactamasas de tipo ampC generan resistencia a cefalosporinas descritas como de
tercera generacion, aztreonam, cefamicinas , acido clavulanico , pero no a cefalosporinas de
cuarta generacién ni carbapenemes. Si bien presentan baja afinidad por los carbapenems,
cuando esta enzima se produce en exceso, y ocurre el cierre de porinas , el antibiético en
baja cantidad presente en el espacio periplasmico permite que la enzima sea capaz de
hidrolizarlo y asi quede registrada la resistencia en este.(Suarez et. Al, 2006). Se clasifican en
AmpC cromosOmicas inducibles y constitutivas, segun la localizacion y expresion del gen
AmpC; asi como también AmpC plasmidicos inducibles y AmpC plasmidicas constitutivas.
Forman parte del Acinetobacter spp. otorgandole caracteristica de resistencia natural, el gen
AmpC es transcrito por una secuencia de insercion denominada ISAbal , todo esto mediado

por la expresion aumentada del gen blaamec (Martinez , 2009).

2.2.7.4. BETALACTAMASAS TIPO CARBAPENEMASAS

Se puede definir a las carbapenemasas como betalactamasas con capacidad de hidrolizar
carbapenemicos, penicilinas y cefalosporinas. Segun la clasificacion de Ambler se puede
distinguir en clases : A ,B Y D. Las de clase A y D son serino enzimas ya que el sitio activo
posee residuos de serina y las de clase B denominadas metaloenzimas, ya que necesitan de
cationes divalentes como cofactor para efectuar su actividad enzimatica. Las carbapenemasas
mas difundidas en A. Baumannii son las de clase D segun clasificacion hecha por Ambler,
principalmente las tipo OXA-23 han sido sefialadas como responsables de efectuar hidrolisis
de los carbapenemes en cepas endémicas. (Rodriguez et al. ,2014). La resistencia a
carbapenems en A. baumannii puede ser puede ser también producto de las modificaciones de

la proteina de union a porinas o penicilina. (Suarez et. al., 2006)
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2.2.8. CLASIFICACION DE LAS CARBAPENEMASAS SEGUN AMBLER Y

BUSH

2.2.8.1. Clase molecular D — grupo funcional 2df : Oxacilinasa.

Las carbapenemasas de la clase D pertenecen al grupo 2df de Bush-Jacoby. Estos se
subdividen en grupos OXA-23 , OXA-24 , OXA-48 , OXA-58, OXA-72 y OXA-143. Casi
todas las OXA tienen actividad carbapenemasa y se encuentran en especies de Acinetobacter
spp. el nivel hidrolitico de las carbapenemasas OXA es bastante débil comparado con MBL,
pueden ser susceptibles a cefalosporinas de espectro extendido y a monobactamicos .

Usualmente requieren de mecanismo adicionales de resistencia (Pefia, 2016).

2.2.8.2. Clase molecular A — grupo funcional 2f : Serincarbapenemasa.

Las enzimas hidroliticas de carbapenems de la clase A pertenecen al grupo 2f de Bush-
Jacoby, se pueden dividir en 5 grupos en base a su filogenética: GES, KPC, SME, IMI y
NMC-A 27,33 ,34. Las enzimas SME, NMC e IMI estdn codificadas en cromosomas,
mientras que las enzimas GES y KPC lo estan en plasmidos. Tienen la capacidad de hidrolizar
betalactamicos y son inhibidas por acido clavulanico y tazobactam. Requiere una serina en su

sitio activo para que el mecanismo hidrolitico pueda actuar (Pefia, 2016).

2.2.8.3. Clase molecular B — grupo funcional 3 : Metalobetalactamasa.

Enzimas pertenecientes al Grupo 3 segun clasificacion funcional de Bush , Jacoby y
Medeiros . y a la Clase Molecular B segin Ambler. Su sitio activo contienen un ién de Zinc
en lugar de Serina, como los de la clase A y D. También denominadas metalobetalactamasas
(MBL),son sensibles a aztreonam e inhibidos por agentes quelantes de zinc ; es decir , EDTA

y SMA (mercapto acetato de sodio). Poseen dos familias enzimaticas importantes la IMP y
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VIM , estos le otorgan resistencia a todos los betalactdmicos , se incluye aqui carbapenems,

menos a aztreonam (Diaz, 2008).

Las enzimas denominadas carbapenemasas han sido agrupadas, en la actualidad, bajo el

esquema propuesto por Ambler, el cual es utilizado para la clasificacion de estas basado en las

distintas clases moleculares descritas (Calvo J., 2011).La Tabla N°2 sefiala a las enzimas mas

relevantes y el perfil de resistencia que otorgan fenotipicamente.

Tabla N°2. Clasificacidn de las carbapenemasas segun Ambler.

Betalactamasa Variantes Perfil de resistencia
Betalactamasas de amplio gspectro Penicilinas
Clase A TEM-1, TEM-2
CARB-5, VEB-1, PER-1,PER-2, TEM- Cefalosporinas de espectro
52, extendido,
TEM-116. 5HV-5,5HV-12, CTX-M-2, arfreonam
CTX-M-43
Carbapenemasas KPC Carbapenémicos, penicilinas, cefalos
porinas
y aztreonam
Clase B Carbapenemasas IMP, VIM, SPM, Carbapenémicos, penicilinas,
SIMy NDM cefalosporinas, no hidrolizan el
aztreonam
Carbapenémicos, penicilinas,
cefalosporinas
Carbapenemasas: OXA-23, 0XA-24, (débilmente cefalosporinas de
Clase D OXA-538, OXA-51

tercera y cuarta generacion)

Fuente: Tomado de Vanegas J. et al.,2014.
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2.2.9. DETECCION FENOTIPICA DE CARBAPENEMASAS

Antes de ejecutar alguna prueba fenotipica para identificar actividad carbapenemasa es
importante tener en cuenta otros mecanismos de resistencia que puedan “enmascarar” la
expresion in vitro que otorgan las carbapenemasas , tales como bombas de eflujo , alteracion
en la permeabilidad , cambios en las PBPs (Calvo et al., 2011).

El estdndar de oro para la deteccion de genes productores de carbapenemasas es llevado a
cabo por métodos moleculares, sin embargo pocos laboratorios cuentan con estas

herramientas ( Birgy et al., 2012).

o Test de Hodge modificado

La prueba de Hodge consiguié establecer un método simple para la deteccién de
penicilinasas producida por Neisseria gonorrhoeae ( Hodge et al., 1977) utilizando
como cepa indicadora al Staphylococcus aureus ATCC 25923. No fue hasta el afio
2000 en el que Lee y colaboradores realizaron modificaciones en dicha prueba,
reemplazando la cepa indicadora de Staphylococcus aureus por la de Escherichia coli
ATCC 25922 y colocando el disco de imipenem 10ug. , en lugar del disco de
penicilina 10U utilizado por Wavell Hodge en su estudio (Lee et al. , 2001).
El test de Hodge consiste en diseminar una suspension de E. coli ATCC 25922 en una
placa de Mueller Hinton, siguiendo los lineamientos del método estandarizado para
realizar un antibiograma por disco difusion; realizado esto se procede a colocar en el
centro de la placa un disco con un carbapenemico (imipenem , meropenem O
ertapenem) , y por ultimo , se realiza una estria radial desde el disco hasta la periferie
de la placa , de la cepa a evaluar en el estudio. Se considera positivo el test cuando se
observa una zona de inhibicion alterada en ambos lados de la estria como efecto del

desarrollo de la cepa indicadora (CLSI M-100, 2016).
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o Test de Hodge modificado Triton

Propuesto en el 2015 por Pasteran et al. teniendo como antecedentes la utilizacion
de “Triton X-100” para solubilizar la membrana citoplasmatica de Escherichia coli.
Pues era necesario obtener informacion de proteinas de membrana aisladas
(Schnaitman , 1971. ; Jones, 1999). Este método mejora la sensibilidad del test de
Hodge modificado en la deteccion de cepas portadoras de  Nueva Delhi
metalobetalactamasas (NDM) vy otras carbapenemasas ; ya que tiene la capacidad de
solubilizar lipoproteinas adheridas a la membrada externa de la bacteria en estudio.
Por tal motivo y para este fin se propuso la utilizacion de un tensioactivo no iénico
denominado “Triton X-1007, el cual debia ser afiadido y estriado de inmediato en toda
la placa de Mueller Hinton antes de continuar con el método ya estandarizado de un

test de Hodge modificado convencional (Pasteran et al., 2016).

o  Método de inactivacion del carbapenem (mCIM)

En el 2015 Zwaluw et al. desarrollaron un ensayo fenotipico alternativo
denominado método de inactivacion del carbapenem o también llamado CIM.
El método consiste en sumergir un disco de meropenem (10 ug) en una suspension
de 400ul de agua destilada con la cepa en estudio. Luego de ser incubado durante 2
horas a 35°C, el disco es retirado y colocado en una placa de Mueller Hinton
estriada previamente, con una cepa indicadora susceptible a carbapenems, de E.
Coli ATCC 29522. Si se observaba crecimiento de la cepa indicadora alrededor del
disco, era suficiente evidencia de que la cepa en estudio era portadora de enzimas
hidroliticas que por consiguiente demostraban actividad carbapenemasa positiva

(Zwaluw et al.,2015 ; CSLI M-100, 2016 ).
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Metodo de inactivacion del carbapenem — triton (t CIM)

A mediados del 2017 , Liu M. et al. Propuso agregar “Triton X-100" al método
CIM modificado ,para de esta forma impermeabilizar la membrana celular de las
bacterias en estudio y asi exponer las enzimas carbapenemasas para una mejor
deteccion mediante el método ya establecido por la CLSI, este método se
fundamenta en el estudio que realizo Liu M. y que demostré mejoras en la
sensibilidad y especificidad otorgados por el CIM modificado convencional.( Liu M.

et al, 2017).

2.2.10 HIPOTESIS

Este estudio no plantea una hipdtesis.

2.2.11 DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

o

Bacteria multirresistente: Las bacterias multirresistentes son aquellas que son capaces
de sobrevivir ante la presencia de més de tres familias distintas de antibidticos..
Bacteria pan resistente : organismos con la capacidad de ser resistentes a todas las
familias de antibidticos.

Test de Hodge : método fenotipico utilizado para la deteccion de actividad hidrolitica
ante un antibiotico por parte de una enzima.

Método de inactivacion del carbapenem : metodo fenotipico que consiste en la
reduccion en el halo de inhibicion de un disco de algun carbapenem previamente
expuesto a una suspension de la cepa portadora del enzima.

UCI : unidad de cuidados intensivos

OMS: Organizacion mundial de la salud.

TRITON: Detergente tensioactivo no ionico.

39



CAPITULO 11l

METODO

3.1. TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

Investigacion de tipo cuantitativa, descriptiva, observacional de corte transversal.

3.2. POBLACION Y MUESTRA

3.2.1. POBLACION

Aislamientos clinicos de Acinetobacter spp de un hospital de Lima 2016.

3.2.2. MUESTRA

Aislamientos de Acinetobacter spp que se recolectaran en el laboratorio de microbiologia

de octubre 2016 - diciembre 2016 de un hospital de Lima.

3.2.2.1. TIPO DE MUESTREO

No probabilistico por conveniencia

3.2.2.2 UNIDAD DE ANALISIS

Un asilamiento de de Acinetobacter spp.
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3.2.3 CRITERIO DE SELECCION

3.2.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION

Cepas de coco bacilos gram negativos no fermentadores identificados como Acinetobacter

Spp.

3.2.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

Cepas que no puedan ser recuperadas de la preservacion en crioviales.
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3.3. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES Y MATRIZ DE CONSISTENCIA

3.3.1. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

NATURALEZA
VAFIABLE DIMENSION INDICADOFR. Y ESCALA VALOERES MEDICION INSTEUMMENTO
SENSIBLE
EESISTENCIA A
PERFIL DE CUALITATIVO DIAMETERED
MAS DE DOS INTEEMEDIO
SUSCEFTIEILIDAD MNOMINAL DEL HALO
TIPOS
EESISTENTE
ANTIBIOTICOS
Acinstobacter spp ANTIBIOGEANA
FROCEDENCIA CUALITATIVO LO QUE INDICA LA BASE DE
ESPECIALIDAD
CLINICA NOMINAL BASE DE DATOS DATOS
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VARIABLES NATURALEZA INDICADOR VALORES INSTRUMENTO DE RECOLECCION
POSITIVO
CUALITATIVO DEFORMACION DEL
NEGATIVO | TEST DE HODGE - Triton
NOMINAL HALO
DETECCION FENOTIPICA DE
CARBAPENEMASAS
POSITIVO
CUALITATIVO CRECIMIENTO DE NEGATIVO
CIM- TRITON
NOMINAL HALO
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3.3.2. MATRIZ DE CONSISTENCIA

carbapanemasas en Acinstobactsr
spp por 2l método de Hodgs
modificado v CIN — triton.

- Dazeribir  los aislamisntos

segin procedencia clinica

TITULO PROBLEMA OBIETIVOS VARIABLES TIPO DE ESTUDIO
OBIETIVO GEMERAL
Determinar la frecuencia ds
Acinstobacter spp productor ds
carbapenemaszas  en aizlamisntos
clinicos deun hospital delima 2016,
VAFTARIE PETNCIPAL
DETECCION FENOTIPICA DE Cual 2= la f=cuancia da Distaccicn fanotipica da
CAFPEAPENENASAS EN Acinstobactsr productor da OBJETIVOS ESPECIFICOS CEfDEpEmeanaE,
ACINETOBACTER SPP DE UN carbapenemarsr om sislemisntos clinicos Describir el perfil de
HOSPITAL DE LIMA 2016 da un bospital en lima matropolitana? | suscaptibilidad antimicrobisna da los Cuantitative
agislamisntos de Acinstobacter spp. VAFRIABLE SECURDARTA Dezcriptive
- Deaterminar la produccion da Oibzervacional
Arinstobactar spp tranzvarzsl
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3.4 RECOLECCION DE DATOS E INSTRUMENTO

3.4.1 METODO

Los métodos a utilizar seran la observacion y documentacién de la base datos de
antibiogramas realizados en el laboratorio de microbiologia, asi como también datos que se

generen mediante la aplicacion de los ensayos fenotipicos.

3.4.2 INSTRUMENTO

La recoleccion de datos sera a través del antibiograma.

3.4.3. RECOLECCION DE DATOS

- Base de datos de los reportes del servicio de microbiologia.

- Ficha que indica actividad de carbapenemasas. (Ficha de recoleccion de datos 1)

(Ver anexol).

- Ficha que indica patrén de susceptibilidad antimicrobiana.

(Ficha de recoleccion de datos 2) (Ver anexo 2).
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3.5 PROCEDIMIENTOS, MATERIALES Y EQUIPOS

3.5.1. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

o Se obtuvieron 60 aislamientos clinicos de Acinetobacter spp. recolectados del
laboratorio de microbiologia, de octubre a diciembre del 2016, de un hospital de

Lima con su respectiva base de datos.

o Las cepas fueron almacenadas en crioviales con agua destilada y a temperatura
ambiente hasta completar el tiempo de recoleccion, para el posterior ensayo

fenotipico de estas.

o Las cepas luego de ser reactivadas en agar Mueller Hinton incubadas a 35°c por 18

horas, se pudieron recuperar contando asi con 60 cepas.

o De las cepas resistentes a Meropenem, 35 cepas fueron evaluadas mediante
antibiogramas por disco difusion segun el protocolo estandarizado que indica la
CLSI en su manual M-100 2106, incluyendo el disco de Imipenem para confirmar
la resistencia a carbapenemicos y el patron de susceptibilidad antimicrobiana.(

anexol).

o Las cepas que presentaron un patron de resistencia a carbapenems ( imipenem y
meropenem) fueron evaluadas mediante dos ensayos fenotipicos : Test de Hodge -
Triton y Método de inactivacion de la carbapenemasa — Triton (CIM - Triton) para

de este modo evidenciar actividad carbapenemasa.(Anexo 2 )
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o La deteccidn fenotipica de carbapenemasas fue llevada a cabo en el Laboratorio
Central de la facultad de Tecnologia Médica de la Universidad Nacional Federico

Villarreal.

3.5.2. METODOS DE DETECCION

A) Criterios

En la realizacién de los antibiogramas, por disco difusién, de Acinetobacter spp. se

utilizaron los siguientes discos :

Discos para susceptibilidad antimicrobiana: Ceftazidima, Cefepime, Amikacina,
Genamicina, Ciprofloxacino, Trimethoprim/Sulfamethoxazole, Piperacilina /Tazobactam,
Aztreonam , Ceftriaxone , Cefotaxima , Ampicilina/ Sulbactam , Amoxicilina / Ac.

Clavulanico, Imipenem, Meropenem.

Antes de ser sometidos a las pruebas fenotipicas para la deteccion de actividad
carbapenemasa, primero se observo, en el antibiograma, los halos de inhibicion de los
antibioticos imipenem y meropenem, considerando sospechosos los que expresaban medidas

de <18 y <14 mm respectivamente.

B) Métodos de deteccion

o TEST DE HODGE TRITON.

a) Procedimiento:

Se agregd 50 microlitros de “TritonX-100” en la superficie de la placa de Agar Mueller

Hinton. Rapidamente se distribuyé mediante un hisopo, el TritonX-100 sobre toda la
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superficie de la placa hasta su absorcion completa (generalmente requiere entre 4 -6

hisopados en todas las direcciones).

Previamente se realizd una suspension de turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la

cepa indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922)

Mediante un hisopo se extendié el inoculo de la cepa indicadora sobre la superficie de la

placa, siguiendo los lineamientos del CLSI para la realizacion de un antibiograma.

Se coloco en el medio de la placa un disco de Meropenem. El carbapenem indicado

varia segun la especie bacteriana de la cepa no conocida :

* Bacilo gram negativo no fermentador: podra utilizarse indistintamente imipenem o

meropenem.

Con un ansa estéril se tomo de 3 a 5 colonias de un cultivo fresco de la muestra objeto
de estudio y realizo una estria desde el borde del disco hacia la periferia de la placa (la
longitud permitida puede abarcar de 20-25mm. ). Es posible ensayar hasta 4 cepas
incdgnitas en la misma placa. Por Gltimo, incubar la placa en aerobiosis a 35°C durante 16-

18 horas.

b) Interpretacion:

* Test de Hodge Triton positivo: se observara un sobre crecimiento de la cepa que se
utilizé como indicadora hacia el disco de carbapenem en la interseccion que conforma la

estria con la zona de inhibicion.
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* Test de Hodge negativo: se observara la zona de inhibicion sin alteracion alguna en su

interseccion con la estria hecha con la cepa incdgnita.

* Test de Hodge indeterminado: se observara una zona clara a lo largo de la estria de la
cepa incognita. Esto se debe a que algunas cepas pueden producir sustancias que inhiben el

crecimiento de E. coli ATCC® 25922. (Pasteran et. al., 2016)

o METODO DE INACTIVACION DEL CARBAPENEM ( CIM- TRITON)

En base a la bibliografia encontrada de los estudios realizados por Liu M. et al. en el 2017

se realizo una modificacion agregando Triton X- 100 a la suspension de la cepa en estudio .
a) Procedimiento:

Se agreg6 200 micro litros de Triton X- 100 junto con 200 micro litros de agua destilada

en crio viales.

Previamente se resuspendio una cantidad abundante de cepa en estudio, en los crio

viales con Triton X-100.

Se sumergid en la suspension un disco de meropenem (10ug) e incubar los crioviales a

35°C por 2 horas.
Luego de la incubacion se retird el disco de meropenem.

Se realiz6 una suspension de turbidez equivalente al 0.5 Mac Farland de la cepa

indicadora (Escherichia coli ATCC® 25922)
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Mediante un hisopo se extendid el indculo de la cepa indicadora sobre la extension de la

placa, siguiendo los lineamientos de la CLSI para el método Kirby Bauer del antibiograma.

Se colocaron discos de Meropenem, habiendo retirado previamente el exceso de

suspension.

Se incub6 la placa en aerobiosis a 35°C durante 16-18 horas.

b) Interpretacion:

- Actividad de carbapenemasa positiva : en caso se observe crecimiento alrededor del

disco de Meropenem

- Actividad de carbapenemasa negativa : en caso se evidencie formacion de un halo

alrededor del disco de Meropenem

(Zwaluw, 2015; Liu M. et al., 2017).

3.5.3. MATERIALES Y EQUIPOS

o Material biol6gico

- Cepa control: Escherichia coli ATCC® 25922.

- aislamientos de Acinetobacter spp.

o Materiales de laboratorio y equipos
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- Crioviales

- Placas Petri

- agar Mueller Hinton

- Triton x-100

- hisopos

- Incubadora (37 °C)

- agua destilada (1000 mL)

- Discos para susceptibilidad antimicrobiana ( BD) : Ceftazidima, Cefepime,
Amikacina, Genamicina, Ciprofloxacino, Trimethoprim/Sulfamethoxazole, Piperacilina
/Tazobactam, Aztreonam , Ceftriaxone , Cefotaxima , Ampicilina/ Sulbactam

Amoxicilina / Ac. Clavulanico, Imipenem, Meropenem.

3.6 Analisis de datos

La informacion obtenida de las fichas de recoleccion de datos de los aislamientos de
Acinetobacter spp que cumplian con los criterios de inclusion planteados, pertenecientes al
periodo de octubre a diciembre 2016 de un hospital de Lima, fueron ingresados a una base
de datos utilizando como programa para este fin el Microsoft Excel 2010 para facilitar la

obtencion de porcentajes y la obtencion de tablas y graficos para una mejor interpretacion.
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CAPITULO IV
RESULTADOS
4.1. Frecuencia de Acinetobacter spp. productor de carbapenemasas

De un total de 60 aislamientos clinicos de Acinetobacter spp. obtenidos de Octubre a
Diciembre del 2016 en un hospital de Lima. Se determiné en base a la susceptibilidad
disminuida a carbapenemes (imipenem & meropenem), expresado en el antibiograma por
disco difusion, vy el posterior estudio por métodos fenotipicos; que en un 58% (35/60) de

aislamientos se detecto actividad carbapenemasa tal como lo expresa el Grafico N°1.

B CARBAPENEMASA
B NO CARBAPENEMASA

Grafico N°1. Frecuencia de Acinetobacter spp. productor de carbapenemasas en

aislamientos clinicos de un hospital de Lima, Octubre — Diciembre 2016

Fuente: Datos obtenidos de la investigacion.
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4.2. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana.

ANTIBIOTICOS %SENSIBLE %INTERMEDIO %RESISTENTE
MEROPENEM 42 0 58
TRIMETHOPRIM /SULFAMETHOXAZOLE 50 0 50
CEFEPIME 27 2 71
GENTAMICINA 42 12 46
CEFTAZIDIMA 17 10 73
AMIKACINA 43 10 47
AMOXICILINA /AC. CLAVULANICO (*) 0 0 100
AZTREONAM (%) 0 100
CIPROFLOXACINO 17 2 81
CEFTRIAXONE 22 5 73
AMPICILINA /SULBACTAM 48 25 27
CEFOTAXIMA 15 13 72
CEFOXITIN (*) 0 0 100

Tabla N° 3. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de Acinetobacter

spp. de un hospital de Lima , Octubre - Diciembre 2016.

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion del antibiograma por disco difusion.

(*) Antibidticos que corroboran resistencia natural.
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En lo que respecta al perfil de susceptibilidad antimicrobiana, se logra apreciar que de los
60 aislamientos de Acinetobacter spp. , los antibidticos que describieron mayor resistencia,
aparte de los carbapenemes ( imipenem & meropenem) fueron : Ciprofloxacino (81%) ,

Ceftazidima (73%) , Ceftriaxone(73%), Cefepime (71%) , Cefotaxima (72%)

Ademés de estos también se describe los porcentajes de resistencia de  los
antimicrobianos Trimethoprim/Sulfamethoxazole (50%), Gentamicina (46%), Amikacina

(47%) , Ampicilina/Sulbactam (27%) tal como lo describe el Grafico N°2.

Asi como también Amoxicilina / Ac. clavulanico , Aztreonam, y Cefoxitin , corroborando de

este modo la resistencia natural intrinseca que posee el Acinetobacter spp.
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Grafico N° 2. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de

Acinetobacter spp. de un hospital de Lima, Octubre - Diciembre 2016.

54



Ya que la base de datos no presento resultados de ensayos con Imipenem y Piperacilina /
tazobactam , en el antibiograma por disco difusion ; se vio por conveniente realizar dicho
ensayo a los 35 aislamientos sospechosos de actividad carbapenemasa. Obteniendo asi un
100% de resistencia a Imipenem (35/35) y un 74% de resistencia en lo que concierne a

Piperacilina / Tazobactam (26/35) indicado en la Tabla N°4.

ANTIBIOTICOS %SENSIBLE %INTERMEDIO %RESISTENTE
TPZ 20 6 74
IMI 0 0 100

Tabla N° 4. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos de Acinetobacter spp.

realizados a los aislamientos sospechosos de actividad carbapenemasa.

Fuente: Datos obtenidos de la realizacién del antibiograma por disco difusion.
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4.3. Determinacion de produccion de carbapenemasas en Acinetobacter spp por el

método de Hodge modificado y CIM — triton.

Se observo la actividad carbapenemasa en 35 (58%) aislamientos clinicos de un total de 60
(35/60), mediante los métodos CIM-Triton y Hodge Modificado triton. Por otro lado también

se determind que 25 (42%) aislamientos no presentaron actividad carbapenemasa (25/60) ,

todo esto es descrito en la Tabla N°5.

Carbapenemasas en Acinetobacter spp.

METODO POSITIVO  NEGATIVO TOTAL

n % n % n %
HODGE MODIFICADO TRITON 33 58% 25 42% 60 100%
CIM - TRITON 33 58% 25 42% 60 100%

Tabla N°5. Produccion de carbapenemasas en Acinetobacter spp por el método de Hodge

modificado y CIM — triton.

Fuente: Datos obtenidos de la realizacion del test de Hodge modificado triton y CIM-triton
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4.4. Aislamientos segun procedencia clinica para este estudio.

AISLAMIENTOS CLINICOS SEGUN PROCEDENCIA

CULT. La.  CUL

5.BRO URO A5.BRO HEM AS.END DIV E5P  PER. HER TOTAL

n % n % n % n % n % n % n % on % n % n

16 26 11 18 7 12 10 1¥ 8 10 1 2 3 5 3 5 3 5 60 100

Tabla N°6. Frecuencia de aislamientos segun procedencia clinica.

Fuente: Datos de la investigacion.

S.BRO: Cultivo de secrecion bronquial, URO: urocultivos, AS. BRO: cultivo de aspirado

bronquial, AS. END: cultivo de aspirado endotraqueal, CULT. DIV: cultivos diversos, ESP:

Cultivo de esputo, LIQ. PER: Cultivo de liquido peritoneal, CUL. HER: cultivo de herida.
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La mayoria de aislamientos fueron obtenidos de muestras biol6gicas correspondientes a vias

respiratorias bajas (58%) tales como son : secrecion bronquial (26%) , aspirado bronquial

(12%) vy aspirado endotraqueal ( 10%). Destacan también en un porcentaje relativamente alto

muestras para urocultivos (18%) y hemocultivos (17%).
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Grafico N°3. Distribucion de aislamientos segun procedencia clinica.

Fuente: datos de la investigacion.
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4.5. Actividad carbapenemasa segun aislamientos clinicos.

Al analizar 60 (100%) aislamientos clinicos se pudo observar que los que manifestaron
actividad carbapenemasa fueron, 11 (18%) secrecion bronquial, 5(8%) aspirado bronquial, 8
(13%) urocultivos, 3 (5%) hemocultivos, 2 (3%) aspirado endotraqueal, 1 (2%) cultivos
diversos, 2 (3%) cultivos de esputo, 1(2%) cultivo de liquido peritoneal y cultivo de herida 2

(3%) respecto del total. Datos indicados en la Tabla N°7.

ACTIVIDAD CARBAPENEMASA SEGUN AISLAMIENTOS CLINICOS

A5, CULT. La. CuL
URO AS.BRO HEM END DIV ESP PER. HER TOTAL

5.BRO

n % n % n % n % on% 0 % %% o0 % on %

CARBAPENEMASA 11 18 8 13 5 & 3 5 2 3 1 2 231 2 2 3 35 58
NO CARBAPENEMASA 5 8 3 52 3 7 1247 0 0122312 25 42
TOTAL 16 26 11 18 7 12 10 17 6 10 1 2 3 5 3 5 3 5 60 100

Tabla N°7. Actividad carbapenemasa segun aislamientos clinicos

Fuente: Datos de la investigacion.
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Las muestras biologicas destinadas a cultivos de secrecion bronquial y urocultivos

manifestaron mayor actividad carbapenemasa en los ensayos fenotipicos, siendo la frecuencia

de 18% y 13% respectivamente. Porcentajes expresados en el Gréafico N°4.
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S.BRO URO AS.BRO HEM AS.ENDCULT. DIV ESP LIQ. PERIL. HER

Grafico N°4. Actividad carbapenemasa segun aislamientos clinicos.

Fuente: datos de la investigacion.
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CAPITULO V
DISCUSION, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 DISCUSION

Actualmente las especies de Acinetobacter, primordialmente Acinetobacter baumanii, es
uno de los patdgenos méas complicados frente a la terapia antibidtica. La importancia de
conocer sobre este microorganismo se ha incrementado debido a su capacidad de generar
infecciones en pacientes hospitalizados inmunocomprometidos y de ser multirresistentes. ES
sabido que predomina en establecimientos de salud por su capacidad de adquirir genes de
resistencia a casi todos los antibioticos capaces de hacerles frente ademas de caracteristicas
propias de adaptabilidad. Ultimamente se viene utilizando al Colistin como farmaco capaz de
tratar infecciones originadas por el complejo Acinetobacter resistente a carbapenems; no

obstante se han reportado ya cepas resistentes a este antibidtico (Evans et al. , 2013).

El presente estudio de carécter descriptivo, hizo uso de dos métodos fenotipicos (Test de
Hodge Triton y CIM- Triton) , de este modo se detecté la frecuencia de Acinetobacter spp.
productor de carbapenemasas en un hospital de Lima en el periodo de Octubre a Diciembre
del afio 2016. Es asi como se observo que de los 60 aislamientos clinicos obtenidos, 35 fueron
resistentes a carbapenems ( Imipenem & Meropenem) al ser analizadas por el método de

disco difusién , tal cantidad represento un 58% (35/60) del total de aislamientos.

En base a lo obtenido se puede comparar con los datos descritos en el estudio de Mohanty
et al., en el afio 2013 ,en Nueva Delhi, India. Que de un total de 145 aislamientos entre
Pseudomona aeruginosa (95) y Acinetobacter spp. (50), la frecuencia de resistencia a

carbapenemes (IPM & MEM) descrita por el Acinetobacter spp fue de un 66%, esta cifra es
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superior a la encontrada en nuestro estudio probablemente es a causa del nUmero mayor de
aislamientos provenientes de UCI (50.5%) mientras que para el presente estudio solo el 43%
(26/60) de aislamientos provenientes de UCI. Por otro lado en el 2014 en Buenos Aires,
Argentina. Rodriguez et al. Tras un andlisis de 200 cepas de Acinetobacter spp. , concluyo
que un 73% presento resistencia a carbapenems ( IPM & MEM) la elevada tasa descrita en
sus resultados puede estar asociada a que 66 (33%) de los aislamientos provinieron de
pacientes con tratamiento previo con carbapenems. Asi como también en el 2014 Lemos et
al. Tras evaluar cultivos positivos de 137 muestras aisladas para Acinetobacter spp. de dos
hospitales privados al noreste de Brasil , determind los porcentajes de resistencia a
carbapenémicos para ambos establecimientos , fue de un 87% y 59% respectivamente. Este
incremento en la tasa de resistencia tiene como observacion la mayor cantidad de muestras
biolégicas que provenian de vias respiratorias bajas (51.9%) mientras que nuestro estudio

tiene como cifra un 48% de especimenes provenientes del mismo lugar.

Moosavian et al. (2016),identificaron 100 aislamientos de Acinetobacter baumanii
mostrando una tasa de resistencia a meropenem (96%) e imipenem ( 95%) . La totalidad de
asilamientos fueron evaluados mediante el Test de Hodge modificado (MTH) y se obtuvo
como positivos para produccion de carbapenemasas un 53%. Esta cifra en contraste con la
presentada por este estudio que detecto un 100% de actividad carbapenemasa dentro de las
cepas resistentes a carbapenemes (35/60), se estima difiere por el uso de “Triton X-100”
modificando asi el test de Hodge convencional por el test de Hodge — triton (THT). Ademas
presentd mayor resistencia a ciprofloxacina (98%) cifra similar a la obtenida en nuestro

estudio (81%) del mismo antibidtico ensayado.
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Los resultados obtenidos por Sun K. et al. (2017), tras analizar 51 cepas de Acinetobacter
baumanii con susceptibilidades reducidas a carbapenems, describieron la produccion de
actividad carbapenemasa por el método de CIM en un 82.3% (42/51) , al mismo tiempo el
test de Hodge Triton demostré un 66.7% ( 34/51) . En comparacion con nuestro estudio el
cual analiza a 35 cepas sospechosas de carbapenemasas (35/60 ), por la susceptibilidad
disminuida a carbapenems demostrada en el antibiograma por disco difusion . Tanto el test de
Hodge Triton como el método de CIM detectaron actividad carbapenemasa en un 100%
(35/35), cabe indicar que la investigacion de Sun K. et al. (2017), sefiala que las cepas en
estudio eran poseedoras de genes de resistencia como son OXA -23 y OXA-51.
Probablemente estas diferencias en la deteccion se deban a los subtipos y actividades propias
de estas enzimas tipo OXA. Es también comparable con otro estudio realizado por McMullen
et al. (2017) quien en un marco de 189 bacilos gram negativos resistentes a carbapenems, en
donde 11 de estos eran Acinetobacter baumanii , la prueba de CIM sefialo que el total de
cepas de Acinetobacter baumanii (11/11) poseia actividad carbapenemasa sefialando de esta
manera un 100%. El reporte indicd que 4 de estas cepas poseian el gen carbapenemasa bla-

NDM vy 7 no fueron determinadas molecularmente.

En el 2016 , Ciello G. & Araujo M. , determinaron que de 694 cultivos positivos para
Acinetobacter baumanii el 60.5% es decir 420 aislamientos clinicos obtenidos de un hospital
en Minas Gerais —Brasil, eran resistentes a carbapenémicos, cifra que se acerca a nuestro
estudio el cual presento un 58% en el tiempo descrito. Este estudio indica también los
porcentajes de Acinetobacter baumanii resistente a carbapenemes encontrados segun
especimen clinico, describiendo un mayor porcentaje en secreciones de herida (25%),

seguidas por muestras del tracto respiratorio inferior (21,4%), hemocultivos (16,8%), orina
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(15,6%), secrecion de herida(12,7%), liquido (0,7%) y otros (0,4%). En comparacion con
nuestro estudio en el cual se obtuvo un 21% de aislamientos resistentes a carbapenemes que
pertenecian al tracto respiratorio inferior, coincidiendo esta cifra con la investigacion en
mencion; y con diferencias significativas con los demas especimenes clinicos : hemocultivos
(5%), urocultivos (13%), cultivos diversos (2%), cultivos de esputo (3%) , cultivo de liquido

peritoneal (2%) y cultivo de herida (3%) respecto del total.

En nuestro pais es escaso el reporte de aislamientos de Acinetobacter spp productores de
carbapenemasas, sin embargo en un estudio realizado al norte del Pert, Gastelo R. et al.
(2015),sefiala que de 21 aislamientos de Acinetobacter baumanii sospechosos por la
susceptibilidad disminuida a carbapenems observada por el método Kirby Bauer , el 100%
fueron positivos a actividad carbapenemasa , ya que se aplicaron tres métodos para su
identificacion : aproximacion de de discos, Test de Hodge modificado y Blue Carba.
Comparando este resultado con nuestro estudio se puede establecer una semejanza ya que de
igual manera la totalidad de aislamientos sospechosos (35/35) por la resistencia a
carbapenems descrita nos indico actividad carbapenemasa en un 100% mediante los métodos

Test de Hodge —Triton y CIM- Triton.

En lo que respecta a la resistencia a otras familias de antimicrobianos por parte de
Acinetobacter baumanii , otro estudio realizado también al norte del Per por Aguilar F. et al.
, en el afio 2016. Indica que los aislamientos del complejo Acinetobacter spp. casi en su
totalidad presentaron niveles elevado de resistencia a quinolonas, aminoglucédsidos,
meropenem , sulfametoxazol/trimetoprim vy tetraciclina. Indicando especialmente un 81.8%
de resistencia para Piperacilina / tazobactam , mientras que en nuestro estudio , la misma

combinacion de antibioticos ( Piperacilina /tazobactam) presenté un 74% de resistencia.
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Un estudio elaborado por Chavez M. et al. (2015), en Colombia , sefialan que tras analizar
54 cepas de Acinetobacter baumanii el 100% presentd resistencia a amikacina, gentamicina ,
trimetoprim / sulfametoxazol , cefepima , ceftazidima , e imipenem. Asi como también
ciprofloxacino(98%) , ampicilina/ sulbactam (94%) , y a meropenem (96%). Tomando el
criterio de resistencia simultanea a imipenem o meropenem, amikacina , y cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion , fueron considerados multirresistentes a farmacos un 50% |,
mientras que el 19% fue considerado pan - resistente debido a la resistencia simultanea a
todos los antibidticos empleados. Comparando con los datos que obtuvimos en nuestro
estudio tenemos porcentajes de resistencia de amikacina (47%), gentamicina (46%)
trimetoprim / sulfametoxazol (50%) , cefepime (71%), ceftazidima (73%) . No coincidiendo
con el estudio realizado por Chavez M. (2015) , debido probablemente a que el total de
aislamientos obtenidos por la investigadora en el hospital colombiano provenian de la unidad

de cuidados intensivos (UCI).

La resistencia a ciprofloxacino representd un 81% , ampicilina/ sulbactam (27% ) y
meropenem (58%) . La multirresistencia se manifest en un 53% coincidiendo con los datos
de la investigadora colombiana y solo un 5% fue panresistente , cifra que dista del 19%

descrito por la investigadora en la comparativa de cifras.

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), en su informe anual de la red de
monitoreo / vigilancia de la resistencia a antibidticos reportada en el 2014 , indico sobre el
porcentaje de resistencia antimicrobiana de Acinetobacter baumanii en el Perl , sefialando
tasas de resistencia de meropenem (84%), imipenem (78%) , gentamicina (62%) |,
ciprofloxacino (87%) , trimetoprim/sulfametoxazol (89%) , amikacina (57%) , Cefepima

(78%) , ceftazidima (88%) , ampicilina/sulbactam (42%). En base a estos datos cabe resaltar
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la cercania de resultado en cuanto a tasas de resistencia referentes a ciprofloxacino (81%) y
Cefepime (71%) con nuestro estudio. Teniendo en cuenta esta informacion podemos afiadir
también que Xie et al. (2018), coincide con los datos otorgados por la OPS y advierte en base
a estudio de 11 afios (2006 — 2017) realizado, el porcentaje de resistencia a imipenem

aumentd de 23% a 74% a nivel mundial.

Dentro de lo que concierne a aislamientos segun procedencia clinica, el estudio de Prado A.
et al. (2014), realizado en un hospital en Colombia, inform6 28 aislamientos positivos de
Acinetobacter baumanii , en el cual menciona que el tipo de aislamiento mas frecuente fue de
secreciones (53 %) , hemocultivo (17 %) , orina (14%) , heridas (3%), liquido peritoneal (3%) y
otros (3%) . Al comparar los resultados , encontramos coincidencias significativas en
aislamientos provenientes de secreciones (53%) , hemocultivos (17%) , orina (18%) , herida

(5%) , liquido peritoneal (5%) y otros cultivos variados (2%).

En el 2015, Pasteran et al., propusieron una mejora al test de Hodge modificado con la
adicion de “Triton X-100 a la placa de agar Mueller Hinton como paso previo a la realizacion de
un test de Hodge modificado (MTH) convencional, con esto demostro actividad carbapenemasa
en el 100% de aislamientos de Acinetobacter spp, caracterizados previamente por técnicas
moleculares como portadores de genes carbapenemasas; aun cuando el MTH generd resultados
falsos negativos. Nuestro estudio coincidié usando el novedoso método en mencién en un 100%
para la deteccion fenotipica de carbapenemasas en aislamientos de Acinetobacter spp con

susceptibilidad disminuida a carbapenémicos.
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5.2 CONCLUSIONES

1. La frecuencia de actividad carbapenemasa evaluada de 60 aislamientos clinicos de
Acinetobacter spp. obtenidos de Octubre a Diciembre del 2016 en un hospital de Lima

fue de un 58% (35/60).

2. El perfil de susceptibilidad antimicrobiana de los 60 aislamientos clinicos en estudio,
describié un mayor porcentaje de resistencia ante ciprofloxacino (81%), asi como
también en antimicrobianos pertenecientes a la familia de las cefalosporinas como
ceftazidima (73%), ceftriaxone (73%), cefepime (71%) , cefotaxima (72%). En el caso
de los aminoglucosidos , amikacina manifestd un 47% de resistencia mientras que
gentamicina un 46%. Ampicilina/sulbactam fue el dnico en presentar un mayor

porcentaje de sensibilidad (48%).

3. Los métodos fenotipicos utilizados: Test de Hodge modificado triton (THT) y método
de inactivacion de la carbapenemasa — triton (tCIM) , demostraron, en su totalidad

35/35 (100%) actividad de enzimas carbapenemasas.

4. Los aislamientos que provinieron de muestras bioldgicas de vias respiratorias bajas
representaron un 58% , que fueron la mayoria , seguido de urocultivos (18%) |,

hemocultivos (17%) , liquido peritoneal (5%), cultivo de heridas (5%).
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5.3 RECOMENDACIONES

1. La susceptibilidad antimicrobiana frente a Acinetobacter baumanii y la deteccion
eficaz de actividad carbapenemasa, urge de un manejo y vigilancia a nivel mundial
debido a la capacidad de los genes de resistencia en diseminarse facilmente entre el
ambiente hospitalario, esta labor debe estar consignada como primordial en cada

establecimiento de salud.

2. Si bien el estdndar para la deteccién de enzimas carbapenemasas es mediante
métodos moleculares, los métodos fenotipicos descritos en esta investigacion han
demostrado efectividad para este fin, por lo cual es necesaria su implementacion en
los controles epidemiologicos de cada nosocomio. Asi como a adquisicion de “Triton

X-100” para el uso rutinario en la deteccion de actividad carbapenemasa.

3. Capacitar al personal hospitalario con instruccién en el control de infecciones tales
como una adecuada limpieza del ambiente, correcta esterilizacion de equipos que se
pueden reutilizar y promoviendo el lavado de manos cada vez que se culmina la
labor asistencial en un paciente para empezar con otro. De igual manera capacitar al
personal de laboratorio en el uso de pruebas accesibles para la determinacion de

mecanismos de resistencia.
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4. La implementacion de protocolos para el control de infecciones y manejo de
infecciones debe ser dirigido especialmente a pacientes que son provistos de
ventilacion mecénica, pacientes sometidos a algun procedimiento invasivo y a

quienes tengan una estancia larga en servicios de cuidados intensivos.

5. Se sugiere realizar estudios moleculares para la identificacion exacta de especies de
Acinetobacter, de igual manera realizar estudios epidemioldgicos de genes que

otorgan resistencia a carbapenems diseminados entre cepas de Acinetobacter spp.
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ANEXOS

ANEXO 1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS 1

DATOS GENERALES:
CODIGO DE AISLAMIENTO:
CODIGO ASIGNADO:
PROCEDENCIA DE LA MUESTRA:

NEGATIVO POSITIVO

O J

TEST DE HODGE MODIFICADO TRITON:

METODO DE mCIM TRITON: )
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ANEXO 2

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS 2

DATOS GENERALES:

e CODIGO DE AISLAMIENTO:

e CODIGO ASIGNADO:

e PROCEDENCIA DE LA MUESTRA :

e SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBINA DE LAS CEPA EN ESTUDIO:

ANTIBIOTICOS DIAMETRO DEL HALO (mm)

IMIPENEM IPM
MEROPENEM MEM
TRIMETHOPRIM /SULFAMETHOXAZOLE | SXT
CEFEPIME FEP
GENTAMICINA CN
CEFTAZIDIMA CAZ
AMIEACINA AK
AMOXICILINA /AC. CLAVULANICO * AMC
AZTREONAM* ATM
PIPERACILINA + TAZOBACTAM PTZ
CIPROFLOXACINO CIP
CEFTRIAXONE CRO
AMPICILINA / SULBACTAM SAM
CEFOTAXIMA CTX
CEFOXITIN * FOX




ANEXO 3

ENSAYOS FENOTIPICOS

TEST mCIM -TRITON

CIM Positivo

028D

\ 4

G405

Control negativo

So%)

TEST Hodge modificado - TRITON

Test de Hodge triton positivo

(285 \
!
’ M09
so8\

Control negativo
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