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I. Resumen

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) es un microorganismo involucrado en brotes
nosocomiales, capaz de crecer sobre casi cualquier superficie y ser resistente a condiciones
adversas, lo que hace posible que desarrolle diversos mecanismos de resistencia
antimicrobiana, lo cual facilita su diseminacion y dificulta el tratamiento del paciente. Es
de vital importancia conocer el comportamiento de este microorganismo para intervenir

adecuadamente en la terapéutica del paciente infectado.

La emergencia y diseminacion de la resistencia antimicrobiana es considerada actualmente
un fendmeno complejo y creciente alrededor del mundo. Su importancia es tal que en 1998
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) la declar6 un problema de salud publica

(World Health Organization, 1999).

El objetivo del estudio fué la determinacion del mecanismo de resistencia a
carbapenemasas tipo metalo-beta-lactamasas (MBL) a partir de cepas de A. baumannii con
resistencia antibidtica a carbapenémicos (imipenem/meropenem) aisladas en las unidades
de cuidado intensivo (UCI) provenientes de diversos tipos de muestras durante el periodo

de enero a junio del 2,010.

La metodologia del estudio incluyd 140 cepas a las cuales se le realiz6 la deteccion
fenotipica de las carbapenemasas tipo MBL por medio del Test de Hodge Yy test de Hodge
+ ZnSO, ambos por difusién en disco y Etest MBL® por CIM (Concentracién Minima
Inhibitoria), aplicando las normas de la CLSI (Committee of Laborarotory Standanrs
Institute). Los datos obtenidos se analizaron utilizando el programa estadistico WHONET

version 5.0.



Los resultados obtenidos fueron: 136 aislamientos (97,1%) resistentes a imipenem y 137
aislamientos (97,9%) resistentes a meropenem, 139 aislamientos (99,3%) confirmaron la
presencia de la enzima carbapenemasa y 127 aislamientos (91,4%) confirmaron la
presencia del mecanismo de resistencia MBL. La muestra con mayor cantidad de
aislamientos en este estudio fue el aspirado traqueal con 50 aislamientos (39,4%) v el area

de cuidados criticos mas afectada fue pediatria con 92 aislamientos (72,4%).

Los datos observados en el estudio proveen informacion para la implementacion de
medidas de correccion y prevencion en la diseminacion de este microorganismo, por
ejemplo reforzando el lavado de manos, y restringiendo el uso de antibidticos que pueda

inducir la resistencia a carbapenemes.

Se debe continuar con el andlisis de estas cepas por métodos moleculares para poder

identificar las clonas circulantes tanto intrahospitalarias como en la comunidad.



I1. Introduccién

El género Acinetobacter incluye varias especies de morfologia cocobacilar Gram negativo,
Cuya especie representativa es Acinetobacter baumannii (A. baumannii) (Maragakis &

Perl, 2008).

Las infecciones causadas por A. baumannii estdn asociadas principalmente a pacientes
hospitalizados en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) representando una de las
principales causas de infecciones nosocomiales (Allen & Hartman, 2005; Manuel & cols.,

2008; Marcos, 2000).

Acinetobacter es uno de los géneros nosocomiales con un patrén de resistencia extenso,
aunque los carbapenemes, siguen siendo agentes confiables, la aparicién de brotes
resistentes ha constituido una preocupacién importante en los hospitales, creando la
necesidad de vigilar la aparicion de cepas con multirresistencia. Los hospitales nacionales,
Hospital General San Juan de Dios y Hospital Roosevelt, son de referencia en el pais
cuando se trata de pacientes con infecciones severas que buscan una alternativa
terapéutica, pero en la mayoria de ocasiones, estos hospitales carecen de espacio fisico
para aislar a pacientes infectados por microorganismo resistentes, hacinandoseles en las
UCI y en las salas de emergencia, induciendo la transferencia genética entre
microorganismos dando como resultado cepas resistentes que se han diseminado entre los
pacientes, limitdndose asi las alternativas terapéuticas disponibles. Se ha considerado la
resistencia a carbapenemes, por si misma, suficiente para definir un aislamiento de A.
baumannii como altamente resistente (Kluytmans-Vandenbergh, Kluytmans, & Voss,
2005; Manuel & cols., 2008; Poirel, & Nordmann, 2006 & Richet, Mohammed, McDonald

& Jarvis, 2001).



En Guatemala no existen registros epidemiologicos que indiquen especificamente el
fenotipo de resistencia de A. baumannii aislado de pacientes en UCI, esto ha obligado a
consultar datos extranjeros pudiendo incurrir en incongruencias en el protocolo terapéutico
para toda la poblacion guatemalteca. Considerando la problematica que causa la infeccion
por A. baumannii en pacientes hospitalizados en UCI y la poca informacidn en cuanto a los
fenotipos de resistencia a carbapenémicos que la hacen poco tratable. En este estudio se
pretendio evaluar las UCI del HR ya que ha sido de este hospital de donde se han obtenido
publicaciones de la problemaética emergente, ademas que han sido documentados brotes en

areas criticas tanto en adultos como pediatria (Mejia et al., 2008).

En este estudio se evaluaron algunos métodos que permiten conocer tanto el mecanismo de
resistencia a los carbapenémicos como la identificacion fenotipica de carbapenemasas tipo
metalo-beta-lactamasas utilizando para ello los test de Hodge, Hodge + ZnSO, vy el Etest
MBL® (Lee, Chong, Shin, & et al. 2001; Yong, Lee, Yum, Shin, Rossolini & Chong,

2002).



I1l. Antecedentes

Conocido en 1911 como Micrococcus calco-aceticus, desde entonces ha tenido diversos

nombres, conociéndose como Acinetobacter desde los afios 50 (Manuel & cols, 2008).

Las infecciones causadas por este género, han sido clinicamente predominantes en paises
tropicales, siendo asi un problema recurrente durante guerras y desastres naturales,
causando recientemente epidemias hospitalarias en climas templados en varios hospitales
de la region tropical. Lo més alarmante es la habilidad del microorganismo para transferir
informacion genética adquiriendo asi nuevos mecanismos de resistencia (Manuel & cols,

2008)

En Guatemala dentro del ambiente hospitalario y principalmente en las UCI, A. baumannii
ha sido aislado en aparatos de ventilacion mecénica, catéteres, liquido de dialisis peritoneal
y una amplia variedad de instrumentos, constituyendo éstos reservorios epidemiol6gicos

importantes en infecciones nosocomiales (Marcos, 2000).

Es considerado un microorganismo nosocomial con un perfil de multirresistencia extenso
que incluye antibidticos clasicos como las carboxi y ureidopenicilinas, aminoglucésidos,
tetraciclinas, cloranfenicol, y otros mas novedosos como las cefalosporinas de 3% y 42
generacion y fluoroquinolonas. A pesar de que los carbapenemes, imipenem y meropenem,
siguen siendo agentes de eleccion en la terapéutica hospitalaria en hospitales de referencia,
la aparicion de bacterias resistentes al imipenen en el HR constituye una preocupacion

importante que obstaculiza el manejo terapéutico adecuado (Alvarez & cols, 2005).



A. Definicion

El género Acinetobacter incluye varias especies de bacterias de morfologia cocobacilar,
Gram negativo, son aerobios estrictos, no fermentadores, catalasa positivo, oxidasa
negativo e inmaviles, de amplia distribucion en el ambiente y que se aislan normalmente
de forma ubicua en la naturaleza, en la tierra, aguas residuales y alimentos. Crecen bien en
todos los medios de cultivo de rutina y su temperatura éptima de crecimiento es de 33 a

35°C (Maragakis, & Perl, 2008 & Marcos, 2000).

El género Acinetobacter ha sufrido un aumento en el nimero de cambios taxonémicos a lo
largo de la historia, lo cual ha limitado su estudio de una forma adecuada. La dltima
definicién taxondmica de Acinetobacter incluye 17 genoespecies, donde A. baumannii es
la mas frecuentemente aislada y con mayor importancia clinica ya que los brotes de
infecciones nosocomiales documentados han sido cominmente asociados con A.

baumannii (Marcos, 2000).

En los seres humanos puede colonizar la piel, heridas, tracto respiratorio y tracto
gastrointestinal. Algunas cepas pueden sobrevivir a la desecacion durante semanas, lo que
promueve la transmision por fomites en hospitales asi como la contaminacion cruzada

entre el personal de salud y los pacientes colonizados e infectados. (Manuel & cols, 2008)

B. Historia

La historia del género Acinetobacter data del siglo XX, en 1911, cuando Beijerinck,
microbidlogo danés, describié un microorganismo al que Ilamé Micrococcus calco-

aceticus que fue aislado del suelo tras enriquecerlo con un medio que contenia calcio-



acetato. En las siguientes décadas se describieron microorganismos similares, que se
asignaron al menos 15 géneros y especies diferentes, incluyendo Diplococcus mucosus,
Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella
iwoffi, Herellea vaginicola, Bacterium anitratum, Moraxella iwoffi var. Glucidolytica,
Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus y Achromobacter mucosus. La
designacion actual del género, Acinetobacter (del griego exwveros [akinetos], inmovil) fue
inicialmente propuesta por Brisou y Prévot en 1954 para diferenciar los microorganismos
moviles de los inmdviles dentro del género Achromobacter, aunque no fue hasta 1968 que
Bouvet y Grimont designaron al género como Acinetobacter que fue mas ampliamente
aceptado. Baumann et. al., publicaron un estudio en el que concluian que las diferentes
especies mencionadas anteriormente pertenecian a un mismo género Ilamado

Acinetobacter (Peleg, Seifert & Paterson, 2008).

C. Epidemiologia

A.baumannii puede ser hallado en multiples medios animados e inanimados, debido a la
simplicidad en sus requerimientos de crecimiento y a la capacidad para usar una gran
variedad de fuentes de carbono, a través de diversas vias metabdlicas. Se le ha aislado en
equipo hospitalario, como aparatos de ventilacion mecénica, catéteres, liquido de dilisis
peritoneal y una amplia variedad de instrumentos. Ademas A. baumannii puede formar
parte de la microbiota de la piel de los adultos sanos (especialmente las manos) y puede
colonizar la cavidad oral, faringe e intestino, constituyendo éstos un reservorio

epidemiolégico muy importante en infecciones nosocomiales (Marcos, 2000).



En los ultimos afios se han incrementado las infecciones nosocomiales por A. baumannii,
algunas de estas graves como sepsis, neumonia y meningitis. No es infrecuente que
algunas de estas infecciones nosocomiales aparezcan en forma de brotes. Las unidades mas
afectadas son las UCI y las unidades de quemados, donde el uso masivo de antibioticos

puede seleccionar la aparicion de cepas multirresistentes. (Marcos, 2000).

D. Factores de riesgo

Las especies de Acinetobacter se consideran generalmente microorganismos de baja
virulencia, salvo en pacientes criticamente enfermos o inmunocomprometidos (Garcia-
Garmendia et al., 2001).

Estos microorganismos se asocian mas a menudo con infecciones nosocomiales que
comunitarias. En regiones tropicales se han reportado, con alguna frecuencia, neumonias
adquiridas en la comunidad, que cominmente se presentan en meses himedos y calidos
(Allen, Chen, MZ; Hsueh, PR; Lee, LN; Yu, CJ; Yang, PC y Luh, KT. (2001)& Hartman,
2005; Chen, Hsueh, Lee, Yu, Yang & Luh, 2001).

La identificacién de factores de riesgo es importante para el desarrollo de medidas de
prevencion de colonizacion e infeccion. Los multiples factores identificados para la
adquisicion de infecciones por Acinetobacter incluyen enfermedad grave, infeccion o
sepsis previa, ventilacién mecanica prolongada, antibioterapia previa, colonizacién previa
por Acinetobacter y estadia prolongada en UCI. Asi mismo se ha asociado el uso previo
de antimicrobianos con la colonizacion e infeccién por Acinetobacter, situacion que
refuerza la necesidad de un uso prudente de los antimicrobianos (Allen & Hartman, 2005;

Fagon, Chastre, Domart, Trouillet, Pierre & Darne, 1989; Garcia-Garmendia, et al., 2001,



Husni, et al., 1999; Lortholary, et al., 1995; Mahgoub, Ahmed & Glatt, 2002; Mulin, et al.,
1995).

Otros factores de riesgo, como la ventilacion prolongada y la estadia en UCI, no serian
especificos para Acinetobacter, sino que mas bien estarian relacionados a la enfermedad
subyacente del paciente. Por ejemplo, diversos factores de riesgo para infecciones del
torrente sanguineo por Acinetobacter son indistintos de los asociados con bacteriemias
debidas a otros bacilos gram negativo. Cuando se comparan otros factores de riesgo para
bacteriemias ocasionadas por bacilos gram negativo y Acinetobacter, tales como presencia
de dispositivos intravasculares, nutricion parenteral o neutropenia, no se encuentran

diferencias significativas. (Wisplinghof, 200)

E. Brotes nosocomiales

A. baumannii se ha convertido en las ultimas dos décadas en uno de los patdgenos
nosocomiales mas relevantes, y es la causa de numerosas epidemias en hospitales de todo
el mundo, afectando especialmente a pacientes criticos ingresados en la UCI. (Bergogne,

2001)

El control de estas epidemias resulta extremadamente dificil debido a la elevada capacidad
de A. baumannii para persistir en el ambiente hospitalario y por su frecuente
multirresistencia a los antibi6ticos. Es por tanto habitual que los brotes epidémicos deriven
hacia situaciones endémicas si no se toman las medidas de control adecuadas rapidamente.
Estos brotes obedecen a la contaminacion de los equipos de ventilacion, humidificadores,
colchones y la utilizacion de agentes antimicrobianos especificos (Bergogne-Berezin &

Towner, 1996; Cefai, Richards, Gould & McPeake, 1990; Gervich & Grout, 1985;



Landman, et al., 2002; Sherertz & Sullivan, 1985; Weernink, Severin, Tjernberg, &

Dijkshoorn, 1995).

Aunque los patrones de resistencia varian de una regién a otra, en los ultimos afios, la
frecuencia de aislamientos positivos para A. baumannii resistente a los carbapenemes ha
ido en aumento (Afzal-Shah & Livermore, 1998; Gales, Jones, Forward, Linares, Sader &
Verhoef, 2001; Hsueh, et al., 2002; Mahgoub, Ahmed & Glatt, 2002; Smolyakov, et al.,

2003).

En el Hospital Roosevelt, se puede citar como referencia el aumento progresivo de la
resistencia dado que, para 1995 la resistencia de este A. baumannii para los carbapenemes
(imipenem y meropenem) era del 9%, para el 2001 del 37%, para el 2004 del 40% y para el

periodo del 2008-2009 se observa el incremento hasta un 87%. (Gordillo, 2010).

F. Mecanismos de resistencia

La resistencia a antimicrobianos entre las distintas especies de Acinetobacter se ha
incrementado de manera sustancial en la Gltima década. Su capacidad para adquirir
resistencia a multiples antimicrobianos puede deberse a la relativa impermeabilidad de su
membrana externa y a la exposicion ambiental a un gran reservorio de genes de resistencia.
La resistencia a los carbapenemes ocurre por la combinacion de dos 0 mas mecanismos de
resistencia y rara vez por la accion de un mecanismo unico. (Lockhart, 2007).

Los principales mecanismos de resistencia que afectan a la especie Acinetobacter son: 1)
modificacion y desactivacion del antibiético por hidrolisis mediada por enzimas, 2)

disminucion de la permeabilidad del antibiotico a través de la membrana externa debido a



la disminucion en la expresion de porinas, 3) aumento de la expulsion del antibiotico
mediada por la activacion de las bombas de eflujo y 4) modificacion o mutacion del sitio

blanco del antibiotico.

1. Modificacion y desactivacion del antibiotico por hidrolisis mediada por
enzimas
Las dos beta-lactamasas que con mayor frecuencia pueden llevar a resistencia a los

carbapenemes son las del grupo AmpC y las carbapenemasas.

a. Beta-lactamasas tipo AmpC

También llamadas cefalosporinasas, median la resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacion, aztreonam, cefemicinas (cefoxotin y cefotetdn) e inhibidores de beta-
lactamasas. Algunas bacterias Gram negativo, como E. cloacae, Citrobacter freundii,
Serratia marcescens, P. aeruginosa y A. baumannii, poseen el gen ampC en los
cromosomas, mientras otras bacterias, como K. pneumoniae y Salmonella spp., han
adquirido el gen a través de plasmidos (Helfand, & Bonomo, 2003; Jacoby & Munoz-
Price, 2005 & Philippon, Arlet & Jacoby, 2002).

Las beta-lactamasas tipo AmpC presentan baja afinidad a los carbapenemes; sin embargo,
cuando la enzima se produce en exceso y la bacteria cierra porinas, la baja cantidad del
antibidtico presente en el espacio periplasmatico permite que la enzima hidrolice al
antibidtico y se registre resistencia a los carbapenemes (Bradford, Urban, Mariano, Projan,
Rahal, & Bush, 1997; Lee, Nicolas, Kitzis, Pialoux, Collatz, & Gutmann, 1991 &

Livermore, 2002).



b. Beta-lactamasas tipo Carbapenemasas

Se han descrito dos tipos de carbapenemasas con base en estudios moleculares. EI primer
grupo son enzimas que poseen un residuo de serina en su sitio activo, razén por la cual se
han denominado carbapenemasas tipo serina. EI segundo grupo son enzimas que en su sitio
activo requieren de cationes divalentes, usualmente zinc, como cofactor para su actividad
enzimatica siendo denominadas metalo-beta-lactamasas, en la Figura 1 se observa la
clasificacion de las carbapenemasas segin Ambler. (Walsh, Toleman, Poirel & Nordmann,

2005).

Figura l: Clasificacion basada en la propuesta de Ambler

I Carbapenemasas —

. . Metalo-B-lactamasas
Tipo serina

Cationes divalentes, tipo

Residuos de serina .
zinc, como cofactor.

en el sitio activo.

l \

Clase A Clase D Clase B

NMC A KPC1-3 GES 2 ) Tipo IMP

SME 1-3 Tipo OXA Tipo VIM
IMI-1 K. pneumoniae P. aeruginosa A. baumannii SPM 1
GIM-1

E. cloacae
S. marcescens

Disponible en: www.docstoc.com/docs/3269096

Las serin-carbapenemasas clase A del tipo Sme, IMI-1 y NMC-A comparten algunas
caracteristicas tales como: 1) Poseen una mayor capacidad hidrolitica contra imipenem que
meropenem; 2) a diferencia de las metalo-beta-lactamasas, confieren resistencia a

aztreonam, pero no a las cefalosporinas de 32 generacion; 3) son inhibidas por el acido



http://www.docstoc.com/docs/3269096

clavulanico, y 4) se encuentran en los cromosomas, se pueden inducir y sélo han

encontrado en unas pocas cepas de Enterobacteriaceae. (Livermore, 1995).

Las serin-carbapenemasas del tipo KPC fueron descritas muy recientemente donde, hasta
el momento, todos sus genes codificadores se han encontrado en plasmidos. Todas las KPC
presentan gran actividad hidrolitica contra aminopenicilinas, ureidopenicilinas, aztreonam
y los carbapenemes, y baja actividad hidrolitica contra las cefalosporinas de tercera

generacion (Nordmann & Poirel, 2002).

La serin-carbapenemasa del tipo GES-2 aparece por una sustitucion sencilla de
aminoacidos de la GES-1 que pertenece al grupo de betalactamasas de espectro extendido

no derivadas de TEM o SHV (Jones, 2001).

Las carbapenemasas tipo serina de la clase D (oxacilinasas) se han caracterizado
principalmente en A. baumannii. El espectro de actividad entre todas las oxacilinasas es
bastante similar, puesto que hidrolizan débilmente imipenem y meropenem, no hidrolizan
ni cefalosporinas de espectro extendido ni aztreonam, a excepcion de OXA 27, y todas son
predominantemente penicilinasas con gran poder hidrolitico frente a oxacilina. Son
inhibidas por el &cido clavulanico, a excepcion de OXA 23 que es resistente. A pesar de
que hasta la fecha las oxacilinasas no han recibido tanta atencién como las metalo-beta-
lactamasas, es importante considerarlas como potencialmente peligrosas, pues aunque su
actividad carbapenemasa es pobre, se incrementa si otros mecanismos de resistencia estan
presentes; como bombas de eflujo o disminucién en la permeabilidad ocasionada por
cambios en las porinas o por modificaciones en las proteinas de union a las penicilinas
(Helfand & Bonomo, 2003; Heritier, Poirel, Lambert & Nordmann, 2005; Livermore,

2002 & Nordmann & Poirel, 2002).



Por otro lado, las metalo-beta-lactamasas incluidas en la clase B tienen dos familias
importantes, la VIM y la IMP, y aunque poseen baja homologia en su secuencia de
aminoacidos (aproximadamente 30%), tienen propiedades similares. Estas metalo-beta-
lactamasas son transferibles puesto que su gran mayoria se encuentran en genes casetes
localizados principalmente en integrones tipo 1 y, en algunas ocasiones, se encuentran en
plasmidos o transposones. Habitualmente, estas enzimas estan asociadas con otros genes
de resistencia ubicados en los mismos genes casetes, lo cual les permite ser resistentes a
maultiples antibidticos. Las metalo-beta-lactamasas se caracterizan por generar resistencia
a los beta-lactamicos (oxiimino cefalosporinas, cefamicinas, carbapenem),
aminoglucoésidos y quinolonas, y presentan sensibilidad variable al aztreonam. Aunque el
grado de resistencia a imipenem varia, CIM entre 4 mg/dl y 128 mg/dl, la resistencia a
ceftazidima es de alto grado, con CIM > 64 mg/dl (Bradford, et al., 1997; Senda, et. al.,

1996 & Takahashi, et. al., 2000).

Actualmente, ambas familias de metalo-beta-lactamasas estan ampliamente diseminadas en
cuanto a variedad de especies, aunque se hallan mas comunmente en P. aeruginosa y A.
baumannii. También se encuentran ampliamente distribuidas a nivel mundial y han sido
detectadas en cerca de 28 paises y 5 continentes. (Crespo, et. al., 2004 & Villegas, M;

Lolans, K; Olivera, et al., 2006).

Por lo anterior, las metalo-beta-lactamasas median un mayor grado de resistencia
comparadas con las serin-carbapenemasas y son objeto de una intensa busqueda en el
presente. Las metalo-beta-lactamasas pueden inhibirse experimentalmente con quelantes
de metal como EDTA y los compuestos basados en tiol. El uso de betalactamicos como

ceftazidime e imipenem en combinacion con EDTA o &cido 2-mercaptopropionico (MPA)



con técnicas proximales de difusién en disco se ha descrito para el descubrimiento de

metalo-beta-lactamasas (Livermore & Woodford, 2000).

2. Disminucién de la permeabilidad del antibidtico a través de la membrana
externa

Las porinas son canales proteicos de la membrana externa de las bacterias Gram negativo
que participan en el transporte de moléculas hidrofilicas desde el medio externo al espacio
periplasmatico. Los carbapenemes llegan al espacio periplasmatico pasando a través de
porinas. Los genes que codifican las porinas pueden sufrir mutaciones y producir proteinas
alteradas no funcionales o pueden disminuir su expresion. Ambos procesos dan origen a
bacterias mutantes deficientes en porinas, las cuales presentan una baja permeabilidad al
paso de moléculas hidrofilicas como los carbapenemes. De esta manera, la velocidad de
acumulacién de los carbapenemes en el espacio periplasmatico disminuye notablemente.
Normalmente, la pérdida de porinas no confiere una resistencia franca y sélo eleva los
valores de la CIM para carbapenemes sin superar los puntos de corte que determinan

resistencia. (Nordmanm, 1998).

En las especies de Enterobacteriaceae, son varias las porinas que participan en el
transporte de carbapenemes; aparentemente, las porinas de gran tamafio son las mas
importantes en este proceso y son, entonces, las que deben perderse para disminuir
significativamente la permeabilidad de la membrana externa a los carbapenemes.
(Bradford, el. al., 1997; Lincopan, Mcculloch, Reinert, Cassettari, Gales & Mamizuka,

2005 & Yamaguchi, Nukuga & Sawai, 1994).



De igual forma sucede en A. baumannii, en el cual varias porinas han sido asociadas al
transporte de B-lactamicos incluyendo los carbapenemes. Aunque la pérdida de estas
porinas ayuda al surgimiento de resistencia, en esta bacteria no es el mecanismo mas
importante. Por otro lado, en P. aeruginosa, una porina especifica de sustrato, llamada
OprD, es la encargada de transportar los carbapenemes a través de la membrana externa.
Su pérdida eleva considerablemente la CIM de imipenem y, en menor grado, la de

meropenem (Hancock, 1997 & Woodford, et. al., (2004).

3. Aumento de la expulsién del antibiotico mediada por la activacion de bombas
de eflujo

Las bombas de eflujo son estructuras proteicas capaces de expulsar del citoplasma y del
periplasma bacteriano compuestos toxicos para la bacteria, como los antibiéticos. La
expresion de estas bombas puede ser permanente (expresion constitutiva) o intermitente
(expresion que puede inducirse). Hasta el momento no se ha encontrado ninguna bomba
de eflujo capaz de expulsar al imipenem. En P. aeruginosa, el sistema de eflujo Mex AB
OprM es capaz de transportar meropenem y su expresion exagerada conduce a la elevacion
de la CIM del antibidtico. En A. baumannii los sistemas de eflujo se han descrito mediando
resistencia a las quinolonas pero, hasta el momento, no se han asociado con resistencia a

los carbapenemes. (Livermore, 2002; Sato & Nakae, 1991 & Woodford, et. al., 2004).

4. Modificacion del sitio blanco

El sitio blanco de los carbapenemes, y de todos los betalactamicos, son las proteinas

unidoras de penicilinas (PUP), macromoléculas que hacen parte de la membrana



citoplasmatica y participan en la sintesis de la pared bacteriana. Estas proteinas pueden
sufrir modificaciones moleculares que disminuyen su afinidad por los betalactamicos, pero
que no afectan su actividad funcional. Aunque la produccion de proteinas unidoras de
penicilinas con baja afinidad por los betalactamicos no es un mecanismo de resistencia
comun entre los Gram negativo, el nimero de reportes se ha incrementado en los Gltimos

afios (Grkovic, Brown & Skurray, 2002).

Recientemente, en A. baumannii se describié que la ausencia de dos proteinas unidoras de
penicilinas, una de 73,2 kd (PUP2a) y otra de 70,1 kd (PUP2b), se relaciona con resistencia

de bajo grado a imipenem, meropenem o ambos (Poole, 2004).

G. Estudios relacionados

En Londres, Livermore, D en 1995, estudio las B-lactamasas de Pseudomonas sp. y
Acinetobacter sp. descubriendo que, durante un tratamiento antipseudomonal con
antibiodticos labiles poco inductores, se puede dar seleccién parcial o total en mutantes
derreprimidos. Otros mecanismos de resistencia son, impermeabilidad, eflujo, alteracion

del blanco de DNA girasa, hiperproduccion de cefalosporinasas y modificacién de PBP.

En Guatemala, Herndndez, C en 2002, realiz6 un estudio de resistencia en
microorganismos nosocomiales en las unidades de intensivo pediatrico en el Hospital
General San Juan de Dios, encontrando A. baumanii con una resistencia del 3.6 % con

resistencia a aminoglucdésidos y 10% a cefalosporinas (no fue probado imipenem).



En Guatemala Cuellar, M., en 2003, realiz6 un estudio de la susceptibilidad de los
microorganismos no fermentadores en el Hospital Regional de Occidente “San Juan de
Dios”. Determind que la mayor cantidad de aislamientos pertenecian a las UCI siendo los
dos microorganismos con mayor frecuencia aislados P. aeruginosa y A. baumannii, para
los mismos fue probado imipenem obteniendo una susceptibilidad del 94% para P.

aeruginosa y del 98% para A. baumannii.

En Guatemala, Rosales, M., en 2004, realiz6 un estudio de determinacion de
susceptibilidad en P. aeruginosa y A. baumannii con 638 aislamientos de muestras
obtenidas de pacientes hospitalizados en el Hospital General San Juan de Dios, donde la
mayor cantidad de aislamientos fueron obtenidos de las UCI y se determiné la resistencia a

carbapenemes con un 25%.



IV. Justificacion

A. baumannii ha sido considerado patdgeno responsable de infecciones nosocomiales
graves en UCI y debido a su compleja resistencia, limitan de manera significativa el
tratamiento. Aunque los carbapenemes siguen siendo el tratamiento més eficaz frente a
estas infecciones, la descripcion de cepas multirresistentes ha sido mas frecuente y agudiza

el problema en infecciones que involucran a mas de un microorganismo.

Este aumento en la resistencia radica en los maltiples brotes nosocomiales, el hacinamiento
de pacientes infectados, la falta de lavado de manos, la préctica inadecuada en el uso de
antimicrobianos, la falta de conocimiento de los mecanismos de resistencia que este género
posee, entre otros. Lo anterior remarca la importancia de realizar informes periodicos que
provean los perfiles de resistencia que orienten al médico al momento de la eleccion del
medicamento mas adecuado. (Kluytmans-Vandenbergh, Kluytmans, & Voss, 2005;
Manuel & cols., 2008; Poirel, & Nordmann, 2006 & Richet, Mohammed, McDonald &

Jarvis, 2001).

Es importante la determinacion del fenotipo de A. baumannii con respecto a la presencia de
carbapenemasas tipo metalobetalactamasas para proveer informacién de la cepas que
muestran mayor resistencia a carbapenemes de acuerdo al tipo de muestra y su variacion en

pacientes adultos y pediéatricos.

De tal manera que este estudio tuvo por objeto el determinar la presencia de
carbapenemasas tipo MBL en cepas de A. baumannii aisladas en las UCI del HR
resistentes a imipenem/meropenem para establecer medidas de contencion de brotes

causados por este microorganismo.



V. Objetivos

A. General

Determinar la presencia de carbapenemasas tipo metalobetalactamasas en cepas de A.
baumannii resistente a imipenem y/o meropenem aisladas en unidades de cuidado

intensivo del Hospital Roosevelt.

B. Especificos

1. Determinar la frecuencia de cepas de A. baumannii resistentes a

imipenem/meropenem, positivos a carbapenemasas.

2. Determinar la frecuencia de cepas de A. baumannii con mecanismo de resistencia

del grupo B de Amber a través de la tipificacion fenotipica de las metalo-beta-lactamasas.

3. Determinar la frecuencia de A. baumannii positivos a carbapenemasas tipo metalo-

beta-lactamasas por tipo de muestra.

4. Determinar la variacion en la resistencia de A. baumannii en pacientes adultos y

pediatricos.



VI. Materiales y Métodos

A. Universo

Todas las cepas de A. baumannii resistentes a imipenem, aislados en el Hospital Roosevelt

de enero a junio de 2010
B. Muestra

Aislamientos de A. baumannii resistentes a imipenem/meropenem, provenientes de las

UCI.
C. Recursos
1. Recurso Humano
a. Investigadora: Rosa Lidia Cortés Méndez
b. Asesora: Licda. Irma Judrez Mencos
c. CoAsesora: Licda. Maria Remei Gordillo
2. Recursos Institucionales

Seccion de Microbiologia, Departamento de Laboratorios Clinicos, Hospital

Roosevelt Guatemala.

D. Materiales
1. Equipo

a. Refrigerador
b. Congelador

c. Incubadora



d. Densitometro

e. Incinerador o Mechero

f. Pipetas volumétricas

g. Caliper (medidor de halos)

h. Pinzas

. Reactivos

a. Placas con Agar Sangre

b. Placas con Agar MacConkey

c. Placas con Agar Mueller Hinton
d. Tubos con Caldo Mueller Hinton
e. Discos de imipenem 10 pg

f. Discos de meropenem 10 pg

g. Agua molecular

h. ZnSO, en polvo

i. Tiras de Etest MBL

J. Cepa ATCC E. coli 25922

. Otros

a. Asas descartables
b. Hisopos de dacrén
c. Tips estériles

d. Guantes descartables
e. Bata

f. Papel mayordomo

g. Toallas desinfectantes.



E. Procedimiento

1. Obtencion de cepas

Aislamientos resistentes a imipenem/meropenem provenientes de diversas muestras
clinicas, que incluyé muestras de heridas (purulentas), orina, sangre, muestras de tracto
respiratorio, diversos liquidos corporales y secreciones varias recolectadas de los pacientes
hospitalizados en las unidades de cuidado intensivo. Los servicios a incluirse fueron las
unidades de cuidado intensivo de neonatos (alto riesgo (AR) y minimo riesgo (MR)),
pediatria (unidad de cuidados intensivos (UCIP) e intermedios UCIM)) y adultos (unidad

de cuidado intensivo (UTIA) y observacion) del HR durante enero a junio de 2010.
2. Preparacion del inoculo

Antes de cualquier prueba, las cepas fueron reanimadas por medio de subcultivos en agar
sangre (dos pases) y luego fueron purificadas en agar MacConkey en incubacion a 36°C

por 24 hrs.
3. Metodologia a seguir e interpretacion de resultados

a. Determinacion de la susceptibilidad antibiética
Se utiliz6 la informacion obtenida por el antibiograma del equipo semi-aumomatizado
Vitek 1, marca Biomerieux®, tomando en cuenta los aislamientos que tuvieron un resultado

de imipenem/meropenem > 16 mg/dl.

b. Deteccion fenotipica de carbapenemasas tipo metalo-beta-lactamasas
Todos los aislamientos se analizaron mediante los test fenotipicos de Hodge, Hodge +

ZnSO04 y Etest MBL (Lee, et al., 2001 & Lee, Lim, Yong, Yum & Chong, 2003).



i. Para evaluar la produccién de carbapenemasas se utilizo la técnica
de Hodge.

Este ensayo se baso en la técnica de difusion en disco, realizando una solucion al
0.5 McFarland de la cepa E. coli ATCC 25922, esta solucion es aplicada a una
placa con agar Mueller-Hinton con un hisopo de dacron en tres direcciones
opuestas, formando un tapete, cubriendo toda la superficie del agar, al centro se
colocd un disco de sensibilidad de imipenem de 10 pg, por ultimo se realiz6 una
estria con la cepa en estudio de A. baumannii, partiendo de la orilla del disco hacia
afuera (Anexo 1). EI resultado positivo de la prueba fue un halo de inhibicion
alrededor del disco donde se vio disminuido en presencia de una estria de
Acinetobacter productor de carbapenemasa. Transcurrido el tiempo de incubacién
(18 a 24 hrs) a 35°C, la carbapenemasa se produjo y fue secretada al medio
extracelular, permitiendo el crecimiento en las proximidades de la estria de la cepa

sensible de E. coli, lo que dio lugar a la deformacion del halo.

ii. Para evaluar la produccion de metalo-beta-lactamasas se utilizé la
técnica de Hodge + ZnSO, y Etest MBL.

La técnica de Hodge + ZnSO,4: Esta técnica a diferencia de la anterior utilizo

ademas del disco de imipenem de 10 pg, 140 pl solucion preparada de ZnSQO4 (0,4

gr ZnSO4 en 1 ml de agua molecular) que se colocd directamente al disco de

imipenem, esto con la finalidad de evidenciar las carbapenemasas por quelantes de

cationes divalentes (MBL), el resto de la técnica fue igual que la descrita

anteriormente.



El método del Etest MBL.: consistio en la utilizacion de unas tiras comercializadas
que por un extremo estdn impregnadas con imipenem (IP) a diferentes
concentraciones y por el otro con imipenem + EDTA (IPI). Se interpretd una
prueba MBL positiva cuando se observo una disminucion de >3 log en la CMI del
imipenem en presencia del EDTA en relacion con la CMI de imipenem sin el

inhibidor (Anexos 2 y 3).

Para confirmar la presencia de carbapenemasas tipo MBL, fue necesario obtener el
resultado positivo en ambos test, tanto en el test de Hodge + ZnSO,4 como en el
Etest MBL, si el primero daba positivo y el segundo negativo, se consideraba

negativa la presencia de MBL y viceversa.

F. Disefio de la Investigacion

Estudio retrospectivo, con un muestreo por conveniencia, que se trabajo con 140
aislamientos de A. baumannii resistentes a imipenem/meropenem, obtenidos de distintos
tipos de muestras que fueron remitidos al laboratorio de microbiologia por las UCI del HR

en el periodo de enero a junio de 2,010.

Este estudio evalud la presencia del mecanismo de resistencia carbapenemasa tipo MBL
circulante en UCI. Para el andlisis de los datos se utilizé el método estadistico descriptivo
para determinar las frecuencias de presencia y ausencia de carbapenemasas. Ademas se
efectué un andlisis descriptivo y comparativo de la frecuencia de la presencia de
carbapenemasas segun tipo de muestra y servicio (tipo de intensivo) con la ayuda del

programa estadistico WHONET® versién 5.0.



VIl. Resultados

Se analizé un total de 140 cepas de A. baumannii aisladas de distintos tipos de muestras de
pacientes en UCI durante el periodo enero - junio de 2,010. De estas, se observo el perfil
de resistencia inicial de la siguiente manera: 3 aislamientos (2,1%) resistentes para

imipenem, 4 aislamientos (2,9%) resistentes para meropenem y 133 aislamientos (95%)

resistentes a ambos. (Ver tabla 1)

Tabla 1: Perfil de resistencia inicial para imipenem/meropenem en 140 aislamientos

de A. baumannii obtenidos de pacientes en UCI/HR.

Imipenem/

Imipenem Meropenem Meropenem
m (%) @ (%) @ (%)
Resistente 138 (97.1) 137 @7.m 133 @30
Intermedio 3 (2.1} 1 (0.7} AT NAT
Sensible 1 0.7} 2 1.4) NA® NA®

*WA: No Aplica

Fuente: Datos proporcionados por equipo semiautomatizado Vitek 1, Microbiologia/Hospital Roosevelt.

En el segundo anélisis se observo, presencia de la enzima carbapenemasa en 139

aislamientos (99,3%) y en 1 aislamiento (0,7%) ausencia de la misma (Ver tabla 2).

Tabla 2: Deteccion fenotipica de carbapenemasas en aislamientos de A. baumannii

resistente a imipenem/meropenem obtenidos de pacientes en UCI/HR (n = 140).

Test de Hodge

(n) (%)
Positivo 139 (99,3)
Negativo 1 0,7)

Fuente: Datos experimentales, metodologia por difusion en agar.



Al realizar la deteccion fenotipica del mecanismo de resistencia tipo MBL en 139 cepas
positvas para la enzima carbapenemasa, se detectd la presencia del mecanismo MBL en

127 cepas (91.4%) por ambos métodos evaluados. (Ver tabla 3)

Tabla 3: Deteccion fenotipica del mecanismo de resistencia tipo MBL en aislamientos
de A. baumannii positivos a la enzima carbapenemasa obtenidos de pacientes en
UCI/HR (n = 139).

Positivo Negativo Intermedio
m @ O @) 0 (%)

Hodge + ZnSO, 131 (94,2) 8 5,7 0 0
Etest MBL 127 (91,4) 2 (19 10 (7,2)
Conclusion 127 (91,4) 12 (8,6)

Fuente: Datos experimentales, metodologia por difusion en agar.

Al analizar las 127 cepas MBL+ por tipo de muestra, se observd que los tipos mas
frecuentes fueron, 50 (39,4%) de aspirado traqueal, 34 (26,8%) de catéter y 22 (17,3%) de
sangre. (Ver Grafico 1).

Grafico 1: Aislamientos MBL+ por tipo de muestra obtenida de pacientes en
UCI/HR (n = 127)

Aislamientos relevantes por tipo de muestra
para este estudio

60

40

) . -
0

Aspirado traqueal Cateter Sangre

Fuente: Datos experimentales



En el andlisis de los 127 aislamientos de A. baumannnii MBL+ por servicio se observo a
UCI de pediatria con 92 aislamientos (72,5%) y a UCI de adultos con 35 aislamientos
(27,5%). En UCI de pediatria la mayor cantidad de aislamientos se obtuvieron de UCIM y

UCIP con 20.5% y 33.1% respectivamente. (Ver tabla 4).

Tabla 4: Frecuencia de aislamientos de A. baumannii carbapenemasa tipo MBL + en UCI por
servicio. (n=127)

SERVICIO (n) (%)
Adultos 35 27.5
UTIA 22 17,3
Obs. Ad. 13 10,2
Pediatria 92 72,5
AR 14 11,0
MR 10 7,9
UCIM 26 20,5
UCIP 42 33,1
Total 127 100

Fuente: Datos experimentales



VIIl. Discusion de Resultados

Las infecciones por A. baumannii multirresistente presentan gran preocupacion a nivel
mundial ya que este bacilo ha emergido como patdgeno importante en pacientes
hospitalizados en Unidades de Cuidado Intensivo (UCI) por presentar diferentes
mecanismos de resistencia que dificultan su tratamiento, alargan la estancia hospitalaria y
aumenta la mortalidad. Hasta ahora en Guatemala no se cuenta con estudios que
especifiquen los mecanismos de resistencia para este patdgeno, por tal razon se considera
importante motivo de estudio el determinar la presencia de carbapenemasa tipo
metalobetalactamasa (MBL) en pacientes de UCI especificamente para Hospital Roosevelt
ya que en dicho nosocomio se han reportado brotes importantes por este patdgeno (Mejia

et al., 2008).

En el estudio de UCI del Hospital Roosevelt se evaluaron 140 cepas puras de A. baumannii
provenientes de aislamientos clinicos diversos, siendo los principales y de mayor
relevancia en este estudio, el aspirado traqueal (39,4%), catéter (26,8%) y sangre (17,3%).
La UCI Pediatrica se determin6 como la unidad generadora de mayor cantidad de
aislamientos positivos 92 (72,5%), esto coincide con lo que se reporta en otros estudios
donde se mencionan las condiciones criticas de este tipo de paciente lo que los hace méas
vulnerables a contraer infecciones por este patdgeno multirresistente. (Pedroza, Cuotto,

Veldzquez, Torres & Rodriguez Lemoine, 2002).

El aislamiento de cepas A. baumannii resistentes a carbapenemes es cada vez mas
frecuente, sobre todo en el Sur de Europa, asi también en América Latina como en Brasil y
Colombia. EI porcentaje global de susceptibilidad encontrado en este estudio determind

que 97% de las cepas evaluadas presentaron resistencia a carbapenemes una resistencia



alarmante para nuestro pais ya que para otros paises latinoamericanos como por ejemplo

Bolivia su resistencia no supera el 40% (Fernandez E. et al, 2009)

Las carbapenemasas son enzimas consideradas responsables del aumento de la resistencia
no solo a imipenem sino también a meropenem (Nordman P & Piorel L., 2002). En este
estudio se demostré como la presencia de la enzima carbapenemasa en A. baumannii no
solo se manifiesta cuando existe una resistencia en ambos carbapenemicos,
imipenem/meropenem, 95.0% (n=133), sino también puede presentarse en
monorresistencia a uno solo de los mismos, imipenem 2.14% (n=3), o meropenem 2.86%

(n=4).

Los test fenotipicos que permiten determinar la presencia de carbapenemasas del tipo MBL
son faciles de realizar. Los test de Hodge, Hodge+ZnSO, y tiras de Etest MBL® ofrecieron
resultados claros y facilmente interpretables. Los test fenotipicos descritos son utilizados
como técnicas rapidas de laboratorio para la deteccién de carbapenemasas y esto lo
encontramos en varios trabajos publicados (Gallego L. et al, 2004; Orquidea-Pinzon J. et
al, 2006). A pesar de la utilidad de los test fenotipicos los resultados obtenidos en este
estudio indican y apoyan la sugerencia de otros autores con respecto a la necesidad de
realizar también test de identificacion genética para la caracterizacion especifica de nuevas
carbapenemasas de tipo OXA, datos que serian de utilidad en nuestro pais ya que aun no se

cuenta con estudios de este tipo y podrian mejorar las alternativas terapéuticas.



IX. Conclusiones

La existencia de carbapenemasas tipo MBL+ en A. baumannii en cepas aisladas en las
areas de cuidado intensivo del Hospital Roosevelt, presenté mayor resistencia de ambos
carbapenémicos (imipenem/meropenem) y no a uno solo de éstos (imipenem o

meropenem) en los aislamientos estudiados.

Este estudio confirma que el 99% de las cepas evaluadas, poseen la enzima

carbapenemasa quien le confiere multirresistencia.

El mecanismo de resistencia tipo MBL se obtuvo por arriba del 90% en los aislamientos

evaluados en este estudio.

Las cepas de A. baumannii que presentan carbapenemasas tipo MBL+ fueron mas

frecuentes en muestras que provenian de aspirado traqueal.

A. baumannii carbapenemasas tipo MBL+ se aisl6 con mayor frecuencia en UCI de

Pediatria que en UCI de Adultos, esto por la vulnerabilidad de los pacientes pediatricos.



X. Recomendaciones

1. Implementar métodos sencillos de deteccion para carbapenemasas tipo MBL como
mecanismo de resistencia en A. buamannii en todos los laboratorios hospitalarios del pais
y/o de referencia, que provean una mayor informacion para un tratamiento terapéutico

adecuado.

2. Se recomienda que todas las cepas no susceptibles o resistentes a Imipenem o
Meropenem sean evaluadas en forma rutinaria para determinar la presencia de
carbapenemasa y la posible produccion de MBLs mediante el sistema de rastreo con tiras

de Etest MBL®.

3. Realizar estudios posteriores que se enfoquen en genotipificacién de cepas de A.
baumannii para evaluar por métodos moleculares las clonas circulantes en las UCI del

hospital Roosevelt y ampliarlo a todo el pais.

4. Implementar nuevos planes estratégicos de educacion continua para el personal
médico (estudiantes y profesionales), paramédico (enfermedia y auxiliares de hospital) y
de laboratorio (técnicos y profesionales), acerca de las medidas de bioseguridad, lavado de
manos y actualizacion de nuevos mecanismos de resistencia con el fin de contener la

diseminacion de estas infecciones multirresistentes.
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XIl. Anexos

Anexo 1: Esquemas de metodologias a utilizar para deteccion fenotipica de

carbapenemasas en el estudio.

Test de Hodge

Interpretacion: 1y 2 resultado positivos, 3 resultado negativo.

Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute. Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility
Testing. 19th Informational Supplement. CLSI document M100-S19. Wayne, PA: Clinical and Laboratory
Standards Institute; 2009.



Anexo 2: Método fenotipico en la deteccion de carbapenemasas tipo metalo-beta-
lactamasas (MBL+) utilizando Etest.

Inhibicién de la metalo-beta-lactamasa con EDTA y aumento del halo de inhibicién en presencia del
inhibidor; (IP: imipenem; IPIl: imipenem + EDTA).

Fuente: C. Juan Nicolau et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28(Supl 1):19-28



Anexo 3: Imagenes de los analisis realizados.

Evaluacion de carbapenemasas por el método de Hodge.

POSITIVO

Fuente: Datos experimentales

Evaluacion de metalo-beta-lactamasas por el método del Etest MBL

Positivo por
seleccidn de
cepas

Fuente. Datos experimentales
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