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RESUMEN.,

Objetivo. Identificar y caraclerizar  molecularmente  genes  que codifican  pura
carbapenemasas  clase D en  aislamientos clinicos de  Acinetobacter  baumannit,
Materiales y métodos. La identificacion bacteriana y la susceptibilidad antimicrobiana
se realizaron con ¢l equipo Phoenix (Becton Dickinson Company). Ll andlisis
filogenético de lus cepas bacterianas se realizé por Electroforesis en gel de campos
pulsados v la identificacion de los genes que codilican para carbapenemasas por la
téenica de PCR con oligonucledtidos especificos pura cada familia (OXA23, OXA24,
OXAS1 y OXASR) v posleriormente una sccuenciicion automatizada, La loculizacion
pendmica se realizo mediante hibridacion tipo southern previa extraceion de plismidos
por kit comercial. Resultados Todos los aislamicntos fueron multiresstentes,
pertenecian a un solo grupo clonal (A) con dos subtipos (A1/A2) y amplificaron para ¢l
pen blapya.z, micimbro de la familia de hlaoxaas Y que difieren en la proteina que
codifican en la sustitucion de un solo aminodcido. Los aislamientos contienen un
plismido de aproximadamente 12 Kb y los resultados de la hibridacion tipo southern
indican que el gen blagxa 7 se localiza en ¢l Dentro del contexto penético se encontro
las sccuencias XerC/XerD (lanqueando o blapxas: que sepan la literatura estin
involucrados en la movilizacion de secucncins cortas de ADN.  Adicionalmenie sc
amplificd la secuencia ISAbal que no esti asocinda a blaoxa.s) (cromosomica).
Conelusion La produccion de carbapenemasas de clase D fue ¢l principal mecamsmo
de resistencia a carbapenémicos por Acinetobacter bavwmannii, siendo este el primer
reporte cn Amdérica del Norte de Acinetobacter bawmannii multiresistente poriador de
blaaxa.gz plasmidica. Palabras clave: Acinetobacter, carbupenemasas
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INTRODUCCION

Las infecciones nosocomiales representan hoy en dia un problema mundial de cnorme
importancia clinica y epidemiologica al ser una de las principales causas del aumento de
la morbi-mortalidad en pacientes hospitalizados, Acinetobacter baumannii ha emergido
en los tltimos afios como un importante patogeno nosocomial por su marcada habilidad
de adquirir determinantes de resistencia motivo por el cual la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) lo incluyd en la lista de los microorganismos objeto de vigilancia

epidemioldgica a nivel hospitalario.

El pénero Acinetobacter incluye varias especies con morfologia cocobacilar, Gram
negativas, acrobias estrictas, no fermentadoras, oxidasa negativas ¢ inmoviles y de
amplia distribucion en ¢l ambiente, de los cuales A baumannii ¢s la espeeie mas
representativa, Denteo de los antimicrobianos mias utilizados en la contencion de A,
bhaumannii se encuentran los carbapenémicos sin embargo, su cficacia se ha visto
comprometida por la produccion de carbapenemasas clase D también Hamadas -
lactamasas tipo OXA, Existen nueve subgrupos de OXAs de los cuales cuatro se
encuentran presentes en Acinetobacter baumeannii: OXA-23, OXA-24, OXA-51 y
OXA-58.

Estas enzimas poscen un silio activo de serinay actian  hidrolizando  los
carbapenémicos. El mecanisimo catalitico de Lus [-lactamasas l.ipn OXA c¢s a través de la
formacion de un intermediario acil en la serina catalitica que posteriormente ¢s
desacilado para producir la inactivacion del antibiotico mediante la hidrolisis del enlace
C-N del anillo B-lactamico. Dentro del contexto genético de los genes que codifican
para cstus enzimas, se sabe que existen clementos genélicos moviles como  las
secuencias de insercion (1S) encontradas rio arriba o rio abajo de estos penes y cuya
importancia radica en poscer regiones que sobre-expresan los genes de resistencia. Las
IS se han usociado a blaoxaan, blaowa ss Y blaoxas (esta dltima corresponde a una

carbapenemasa intrinscea del género Acinetobacter).
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De los mecanismos de resistencia en A. baumannii es ¢l enzimatico el de mas facil
diseminacion en el medio hospitalario, porque la mayoria de los genes que codifican
para cstas enzimas s¢ encuentran en plismidos y con eslo pucde ocurrir una
wransferencia horizontal de resistencia. LEn los altimos afios, este mecanismo  ha
despertado un cnorme interés a nivel mundial por su importancia en transmision de
resistencia entre bacterias, estableciendo cepas de patdgenos mutirresistentes que

pueden complicar de forma importante ¢l desenlace clinico del paciente infectado.

La Organizacion Mundial de la salud ha pucsto de manifiesto que si no se no se hace
frente al fenomeno de la resistencia bacteriana s¢ corre el riesgo de no alcanzar en 2015
los objetivos de desarrollo del milenio en materia de salud. La rapida comprension de
los mecanismos moleculares que generan esli resistencia es de sumit importancia,

ademis en México la informacion disponible al respecto es muy limitada.

OBJETIVO
Identificar y caracterizar molecularmente genes que codifican para carbapenemasus

clase D en aislamicntos clinicos de Acinetobacter baumannii,

MATERIALES Y METODOS

Lstudio.

Se realizd un andlisis cuantitativo, descriptivo y observi wional con un periodo de
recoleceion de muestras clinicas de diciembre de 2009 a marzo 2010. Se incluyeron en
el estudio aquellos aislamicntos de A baumannii resistentes a carbapenémicos Las
caracteristicus clinicas de los aislamientos como tipo de muestra, servicio hospitalario
de procedencia y  diagnostico de los pacientes s¢ obtuvieron a partir de los informes

clinicos,

Identilicacion y susceptibilidad,
La identificacion bacteriana y la susceptibilidad a los antimicrobianos se realizo con cl
equipo automatizado Phoenix (Beeton Dickinson Company, EUA) y confirmados con el
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equipo MicroScan (Siemens [Tealthcare, EUA) siguiendo las recomendaciones del

fabricante.

Genotipificacion de Acinetobacier baumannii.

L] andlisis filogenético de las cepas bucterianas se realizo por electroforesis en gel de
campos pulsados (PFGE por sus siplas en ingles). EI ADN fuc oblenido segin ¢l
método deserito por Kaufmann y digerido con 25 1U de Apal a 37°C durante toda la
noche v los fragmentos de restriceion se separaron con ¢l sistema CHEF-DRII (Bio-
Rad. Hereules, California, EUA), en geles de agarosaal 1 % y visualizadas con bromuro
de ctidio, el andlisis de [ragmentos de restriceion se realizo de acuerdo con los criterios

de Tenover ef al y ¢l software GelCompar 1.

Actividad de carbapenemasa.

Se realizo una extraceion de proteinas totales mediante sonicacion. La cuantificacion de
proteinas totales en el sobrenadante sc determiné empleando un NanoDrop (Thermo
Scientific NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer, EUA). La medicion de la hidrolisis de
Imipenem (150 mM) se realizo a una A= 299 nm en espectrofotometro (Perkin FElmer

Lambda EUA).

Identificacion de genes: blaoxazsike blagxa-24 tikes !Jh.'n_m\-ﬂg-ukc y blagya-si

Los penes hlaoxa-2itikes DIaoxa4 tikes blagxa-sstike Y Plaoxa-si s¢ identificaron por PCR
con oligonueleatidos especificos pura cada familia de carbapenemasas segiin lo deserito
por Carlone ef al., 1986. Los productos de amplificacion fueron separados en geles de
agarosa al 1% en TAE 1X y visualizados con bromuro de ctidio, posteriormente fueron
secuenciados de manera automatizada en la Unidad de sintesis y secuenciacion de DNA
del Tnstituto de Biotecnologia de la UNAM. La conversion de la secuencia de
nucledtidos  a  aminodcidos  se  realizd  con el programa  Translate ool
(http://web.expasy org/translate/). Los alincamientos miltiples de los nucleondos y
aminodcidos se cfectuaron en ¢l programa Clustal W del paguete GCG - (Geneties
Computer Group) usando como secuencias de relerencias los numeros de aceeso para
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expasy C7FB0O2, Q91.4P2, QZTRS58 y Q5QT35 para blagxa.2a, blagya.as, blagxass y

blagxa.s) respectivamente,

Identificacion de: 1S4hal Y SU ASOCIACION CON blaoxa. 51
La identificacion de [SAbal se realizd por PCR con los oligonucledtidos: sentido 5°-

ATG-ACA-CAT-CTC-AAT-GAG-TTA-T-3" y anti-sentido 5"-AAT-GAT-TGG-TGA-

CAA-TGA-AG-3". La asociacion de 1SAbal con blaoxas; se determind con el

oligonucleotido sentido de 1SA4bal y ¢l oligonucledtido antisentido de hlaya.s;

Perfil de plasmidos: localizacion genomica de carbapenemusas: Se realizo la extraccion
de plasmidos de acuerdo al procedimiento recomendado en el kit de extraceion de
miniprep (Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification Systems - Promega A1330).
Posteriormente se realizo una hibridacion tipo southern utilizando el sistema Amersham

ECL Direct Nucleic Acid Labelling And Detection.

RESULTADOS Y DISCUSION,

Caracteristicas clinicas de los aislamientos.

Iin este estudio A baumannii origind un brote nosocomial bacteriano en el lHospital
Central *Dr. Tgnacio Morones Prieto” de lu ciudad de San Luis Potosi, Se incluyeron 45
aislamientos de A baumannii, ¢l §2% correspondicron a muestras de pacientes v 18% u
aislados del personal de salud y valvalas de  suministro de oxigeno medicinal. Los
aspirados traqueales tuvieron la mayor prevalencia de A. baumannii (36%) dentro de lus
muestras biologicas analizadas, A, baumannii (ue aislado de diversas unidades de
servicios médicos claro indicio de diseminacion en todo el centro hospitalario. Los
resultados muestran que las manos del personal uvieron un importante papel en la
diseminacion del brote, dutos que concuerdan con lo reportado por Dijkshoorn y cols,
quienes identificaron que el principal veetor para la diseminacion de A, bawmannii en un
hospital, es un paciente colonizado y que lu diseminacion ocurre por diversas maneras,

la mis comin es a través de lus manos del personal de salud.
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Susceptibilidad antimicrobiana,

En la susceptibilidad antimicrobiana de A, baumannii  se ensayaron diferentes
antimicrobianos y se observd que todos los aislamientos de A, baumannii resultaron
resistentes a todos los antibidticos ensayados como lo son  amikacina, gentamicina,
ceftazidime, celtrinxone, celepime, piperacillina-tazobactam, imipenem, meropenem,

gentamicina, cirpofloxacino, levofloxacino y trimethoprim-sul famethoxazol

Genotipificacion de A, bawmannii

Ll andlisis de la genotipificacion demostrd que los aislamientos de A, baumannii
estuban genéticamente relacionados y que pertenecian a un grupo clonal predominante
(A) con dos subtipos (A1/A2) Indicando una diseminacion clonal en los pacientes del

hospital.

ldentificacion de: blagya.s) B 1SAbal

La caracterizacion molecular del género Acinetobacter se determind con la presencia
del gen blagys.s). Los resultados indican que todos los aislamientos amplificaron para
este gen. Adicionalmente, se determind el elemento genético 1SAbal y su posible
asociacion con blagyy s La secuencia [ISAbal estuvo presente  en todos los aislados
pero sin asociacion a blapys.s;, Lo que indica que la resistencia a carbapenémicos cs

debida a otra familia diferente a la sobreproduccion de OXA-51 (cromosomica).

Identificacion de carbapenenmasas de clase D,

De los antimicrobianos mis utilizados en ¢l tratamicnto de infecciones por A
baumannii son los carbapenémicos los que presentan el mayor espectro antimicrobiano,
Los resultados de los ensayos de [enotipificacion ¢ hidrolisis de imipenem nos
sugiricron la posible presencia de carbapenemasas como mecanismo enzimatico de
resistencia, Con el objeto de identificar ¢l tipo de carbapenemasa presente en estos
aislamicntos y que explicaran los resultados de hidrolisis de imipenem se realizaron los
ensayos de PCR para los genes que codifican para lus familias de f-lactamasas de tipo
OXA descritas en A. baumanit: blaoyasyime Dlaoysziime ¥ blaoxs 2eme 108 resultados
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mostraron Unicamente la amplilicacion de blaoyiasme con un producto de PCR de 828

pb.

El andlisis de la sccuencia del producto amplificado indicd que correspondia a la
carbapenemasa de clase D, OXA-72, miembro de la familia de OXA-24 y que difiere de
la misma en ¢l cambio de un solo aminodcido (glicina por dcido aspartico en la posicion
namero 299). La primer enzima OXA-72 identilicada en A. haumannii fue en Tuilundia
en 2004 (GenBank AY739646) y posteriormente  en China, Corea, Taiwdn, Francia,
Ttalia, Brasil y Espafia. Hasta ¢l momento no ha sido reportada en america del Norte,
De acuerdo a Po-Liang Lu y cols los aislamientos productores de OXA-72 son mas
resistentes o carbapenémicos que aquellos aislumientos con [SAbal rio arriba de OXA-
510 Aln, cuando en esta clona identificamos clementos del tipoe 1SAbal nucstros
resultados demostraron que estas sccuencias no se asociaban a OXA-51 u OXA-72
indicando que la expresion de blagxag: v blagxasi no s impulsada por ¢l promotor
presente en esta secuencia de insercion lo que concuerda con el reporte de Mugnier DP

y cols.

Perfil de plismidos: localizacion gendmica de carbapenemasas.

S¢ identifico un plasmido de aproximadamente 12 Kb y los resultados de la hibridacion
tipo southern indican que el pen blaoya. se localiza en ¢l [)'cntm del contexto gendtico
se encontrd las secuencias XerC/XerD) flanqueando o blaoya.g2 que sepan la literatura
estian involucrados en la movilizacion de secuencias cortas de ADN. Ln cste punto, los
reportes en la literatura muestran este mecanismo  como la via principal en la
transmision horizontal de 1 resistencia o antimicrobianos entre las bacterias en ¢l

ambicnte hospitalario.

Dentro de nuestros objetivos a corto plazo se encuentra realizar la caracterizicion
molecular de meeanismos de resistencia alternos ya que nuestros aislamientos tambicn
mostraron elevada resistencia o otros antimicrobianos que no son hidrolizados por
OXA-72, La resistencia bacteriana ¢s un problemua o nivel mundial con gran
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importancia en América latina, que  presenta valores de resistencia mayores a los
reportados en América del norte, Luropa y Asia Pacifico. Lsto, hace evidente la
importancia de nuestro estudio como una estrategia en la deteceion, reporte y vigilancia

de mecanismos de resistencia a los antimicrobianos por patogenos multiresisientes.

CONCLUSION.

La produccion de carbapenemasas de clase D fue ¢l principal mecanismo de resistencia
a carbapenémicos por Acinetobacter baumannii, siendo este el primer reporte en
América del Norte de Acinetobacter bawmannii multiresistente portador de blaOXA-72

plasmidica,
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