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RESUMEN

Deteccidén de carbapenemasas tipo OXA por reaccion en cadena de la
polimerasa en Acinetobacter sp. de hemocultivos de pacientes del hospital

de especialidades Dr. Antonio Fraga Mouret (2013-2016)

Procopio-Veladzquez J, Urdez-Hernandez E, Pérez-Larios D, Melchor-Diaz MC, Sanchez-Tejeda

SL, Silvia-Escamilla MC, Flores-Fernandez JM.

Introduccién: El uso de a ntibidticos h e permitido r educir | a mortalidad e

incrementar la sobrevida en las enfermedades infecciosas; sin embargo, el uso
indiscriminado de antimicrobianos ha seleccionado microorganismos resistentes
av arios antimicrobianos, principalmente en el ambiente intrahospitalario.
Acinetobacter baumannii es un microorganismo oportunista nosocomial que ha
desarrollado resistencia a diferentes antimicrobianos, entre los que se incluyen
los carbapenémicos. Los carbapenémicos representan el ultimo recurso para el
manejo dei nfecciones g raves;| ar esistencias eg enerac uandoe |
microorganismo produce enzimas hi droliticas, llamadas ¢ arbapenemasas.
Acinetobacter sp. pr oduce 3t ipos de c arbapenemasas: A,B yen mayor
abundancial aD ,t ambiénc onocidac omo ox acilinasa( OXA). Las
carbapenemasas A y B se pueden identificar por métodos fenotipicos; las tipo D
requieren métodos moleculares. El conocer la frecuencia y tipo de OXA en la
poblacién de Acinetobacter sp causante de infeccion en nuestro medio facilitaria
un mejor abordaje terapéutico.

Objetivo General. Detectar la presencia de carbapenemasas tipo OXA (OXA-
23, OXA-40, OXA-51 y O XA-58) mediante la técnica de reaccion en cadena de
la pol imerasa ( PCR) en ai slados de Acinetobacter sp. de he mocultivos de

pacientes del hospital de especialidades Dr. Antonio Fraga Mouret



Material y Métodos. Se realizd un estudio clinico, ambispectivo, transversal,
descriptivo, que comprendié de N oviembre de 2013 hasta Julio de 2016 en
aislados de Acinetobacter sp provenientes de he mocultivos. Se efectué PCR
punto final para la determinacién de carbapenemasas tipo OXA (OXA-23, OXA-
40, OX A-51y O XA-58). Se aplicd estadistica des criptiva c on medidas d e
tendencia central y dispersion segun correspondio, expresado en frecuencia y
porcentaje

Factibilidad y aspectos éticos: El estudio no se contrapuso a disposiciones de
ley general de salud, ni al tratado de Helsinki. Los recursos institucionales fueron
optimos para el cumplimiento.

Palabras clave. Acinetobacter sp, carbapenemasas, OXA, PCR



1. Antecedentes

El us o de a ntibidticos ha p ermitido r educir | a m ortalidad e incrementar| a
expectativa de vida en las enfermedades infecciosas. Sin embargo, el empleo
indiscriminado de los antimicrobianos ha seleccionado microorganismos con un
espectro de r esistencia t an a mplio q ue | as i nfecciones i ntratables son una
realidad (1)

La r esistencia a ntimicrobiana es ta i ntegrada c omo uno del os 28 r iesgos
mundiales por el Foro Econdmico mundial, dentro de |a categoria social (2).
Cuando el m icroorganismo es m ultidrogo-resistente ( MDR), | as opc iones
terapéuticas son minimas o nulas con gran mortalidad. En Europa se estima que
los m icroorganismos multidrogo-resistentes, c omo Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii, producen 25,000 muertes
por afio, con un costo econdmico aproximado de 28.7 billones de pesos anuales
(3). En México se desconocen datos al respecto.

Las bacterias presentan resistencia antimicrobiana de dos tipos: intrinseca, es
decir, inherente a sus caracteristicas funcionales/estructurales, y adquirida, a
través de m utaciones cromosdémicas ot ransferencia de genes. Entrel os
mecanismos de resistencia bacteriana se mencionan, la producciéon de bombas
de expulsion, pérdida de porinas, modificacion de diana terapéutica, asi como la
produccion de enzimas que hidrolizan antibiéticos, de las cuales destacan las f3-
lactamasas pors u capacidad de producirr esistenciaa | af amilia de
antimicrobianos mas utilizada, los B-lactamicos (1). La variedad de enzimas -
lactamasas es muy am plia; asi, existen B-lactamasas conla c apacidad d e
hidrolizar s 6lo penicilinas; otras con efecto sobre cefalosporinas, y otras que

afectan carbapenémicos, conocidas como carbapenemasas.



Las carbapenemasas, de acuerdo a la clasificacion de Ambler son de tres tipos:
A,B yD . Las de tipo A son inhibidas por clavulanato; usualmente hidrolizan
penicilinas y cefalosporinas de manera mas eficiente que los carbapenémicos, y
son inhibidas por acido borénico. Las de tipo B o metalo-B-lactamasas (MBLSs)
tipicamente hidrolizan carbapenémicos de manera eficiente, no asi aztreonam,;
son r esistentes a i nhibidores d e betalactamasas e inhibidas por ag entes
quelantes como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). La mayoria de | as
enzimasd e Clase D wuox acilinasas ( OXA) hidrolizan déb ilmente los
carbapenémicos y no tienen inhibidor especifico (4) (5). Acinetobacter baumannii
se enc uentra en tre | os m icroorganismo ¢ on m ayor ¢ apacidad p ara generar
multidrogo-resistencia incluyendo produccion d e ¢ arbapenemasas (6). Dicho
microorganismo, ha emergido como un patégeno oportunista nosocomial de gran
importancia, por su capacidad para sobrevivir por tiempos prolongados en el
ambiente h ospitalario, | 0 q ue promueve sudi seminacién (7). Elg énero
Acinetobacter comprende b acterias Gram neg ativas, aer obias e strictas, no
fermentadoras, no fastidiosas, no méviles, catalasa positiva, oxidasa negativa.
Son identificadas como bacilos muy cortos y anchos dificiles de destefir, por lo
que pueden identificarse errbneamente cocos Gram positivos. Se desarrollan en
medios sdélidos, como el agar sangre de carnero y soya tripticasa, a 37°C; forma
colonias | isas, m ucoides y grisaceas con undi ametrode1. 5 a3 mm.
Acinetobacter sp. es considerado un m icroorganismo ubi cuo. Puede ser
encontrado en individuos sanos como bioma normal de piel en el 44% de los
casos, y en heces fecales en el 25%. En contraste, A. baumannii, la especie mas
importante del género Acinetobacter en el ambiente nosocomial, solo representa

el 0.5% como bioma de piel y 0.8% en heces fecales, entre personal de la salud
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(7). El principal mecanismo d e p atogenicidad de Acinetobacter sp ess u
capacidad p ara des arrollar m ecanismos de resistencia a | os a ntimicrobianos,
entro | os c uales des taca la resistencia a ¢ arbapenémicos. E sto dificulta el
tratamiento, aumenta la estancia hospitalaria, la mortalidad y el costo, ya que los
carbapenémicos son los antibiéticos mas potentes con que se cuenta y la ultima
opcion terapéutica de la familia de los B-lactamicos para microorganismos MDR
(7). De acuerdo a la resistencia, podemos reconocer tres tipos de Acinetobacter:
multidrogo-resistentes, ex tremadamente-resistentes ( XDR) y pandr ogo-
resistentes (PDR). Los MDR son los microorganismos con resistencia al menos
a un antimicrobiano de tres familias diferentes; los XDR, son resistentes casi a
todos los antimicrobianos excepto 2 antibidticos de dos diferentes familias, en
donde | a c aracteristica es s u resistencia a ¢ arbapenémicos per o c onservan
sensibilidad a colistinay tigeciclina; los PDR sonr esistentes at odos | os
antimicrobianos (8).

Desde el puntod e vista epidemiolégico | a frecuencia d e r esistencia en A.
baumannii debe tomarse con reserva ya que no ha sido obligatorio reportarla en
la mayoria de los paises. De acuerdo al programa de vigilancia antimicrobiana
SENTRY entre 2001 — 2004, la resistencia de A. baumanni a los carbapenémicos
fue la siguiente: a nivel mundial, 19.25% y 22.25% para imipenem y meropenem,
respectivamente; e n Latino A méricade 14% parai mipenemy 1 6% para
meropenem (9); en M éxico, de ac uerdo al MYSTIC ( Meropenem Y early
Susceptibility Test Information Collection) en 2004 la resistencia oscilé de 10 —
15%.

La tendencia general evidencia que A. baumannii ha disminuido su sensibilidad

a carbapenémicos, ya que en 199 8 sdélo un 5.9% fue resistente, mientras que
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para el 2004 la tasa aument6 a 28.6%. De acuerdo al estudio de vigilancia de
resistencia a antimicrobianos de | a Organizacion P anamericana de | a S alud
(OPS), durante el 2010, en Latinoamérica las tasas de resistencia registradas
fueron muy variables con maxima de 90% (10) (11).

En E uropa de ac uerdo al p royectod ev igilancias obre en terobacterias
productoras d e c arbapenemasas ( EuUSCAPE P roject), s6lo 21 de 38 paises
participantes cuentan con laboratorio de referencia nacional con capacidad de
reportar aislados de Acinetobacter resistentes a c arbapenémicos (ARC); sin
embargo, solo 10 los reportan obligatoriamente. EI hecho de que el reporte y
vigilancia de aislados de Acinetobacter no sea realizada de manera rutinaria,
hace que la epidemiologia permanezca incierta; sin embargo, se estima que ARC
esta diseminado en Europa (12). Durante los afios 2012 - 2013 las tasas de
resistencia r eportadas t ambién s on di versas y per miten obs ervar c omo e n
algunas areas se han mantenido sin fenotipo de resistencia a carbapenémicos
(Noruega), mientras en otras porcentajest an al tos c omo 90 % ha n s ido
constantes (Grecia) (13).

En Asia utilizando aislados de la Red de Vigilancia de Patdégenos Resistentes
(Asian N etwork for Surveillance of R esistant P athogens “ANSORP”), durante
2011 la resistencia a carbapenémicos fue del 82.5% (14) (15). En China dicha
tasa aumento del 14.8% durante el 2008 a 90.8% en el 2011. (16). En Corea del
Sur, Turquiay T aiwan las prevalencias s uperaronal50% (17) (18). Enlos
Estados Unidos de Ameérica la resistencia oscilo del 70 al 97% (19) (20) yen
México fue del 8% durante el 1999 y del 88% en el 2011, para meropenem (21).
El fenotipo de resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter sp. se asocia a la

produccion de enzimas, clase D, tipo OXA u oxacilinasas (22). De estas existen
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mas de 350 subtipos, clasificadas de manera general como enzimas de espectro
reducido y de amplio espectro. Los subgrupos de mayor importancia clinica por
su ampliad iseminacidon son OXA-23, O XA-40, OXA-51, O XA-58, todos
reportados en el género Acinetobacter. A excepcion de OXA-51 que es intrinseca
de A. baumannii, el resto son adquiridas (23) (24) (25). Las ca racteristicas
generales d e | as carbapenemasas t ipo O XA son | as si guientes: hidrolizan
penicilinas ( benzilpenicilina, am picilina, piperacilina y ticarcilina) asi como las
cefalosporinas de espectro reducido (cefalotina); no hidrolizan los p-lactamicos
de a mplio es pectro ( ceftazidima, c efotaxima) ni az treonam; tienen actividad
hidrolitica baja para carbapenémicos; con mayor afinidad para imipenem, razén
por la que se ve afectado en mayor medida en comparacién al meropenem. (26)
A diferencia de |as carbapenemasas de clase Ay B, las cuales pueden ser
determinadas por m étodos fenotipicos, | as ¢ arbapenemasas d et ipo O XA
requieren de métodos m oleculares para s u c orrecta i dentificacion siendo | a
sensibilidad y especificidad de estas técnicas del 100%. (5) (27). Entre estas
técnicas se cuenta conlareaccion e n cadena de |l a polimerasa (PCR) que
permite | a i dentificacion c ompleta del g en, ¢ onsiderada ac tualmente c omo
método de eleccidn (27). Los resultados se obtienen en 4 — 6 horas y pueden ser
seguidas de secuenciacion, en caso requerido. Las principales desventajas son
el costo alto, el requerimiento de un alto grado de experiencia y la incapacidad
para detectar genes nuevos no identificados (28) (29).

Desde la perspectiva epidemioldgica, las oxacilinasas en Acinetobacter sp. han
sido d escritas al rededor del m undo como r eportes ai slados, in cluyendo
Latinoamérica. En V enezuela r ecientemente se reportd que el 96.6% de 60

aislados produjo oxacilinasas: OXA-23, 93.4%, y OXA-58, 6.6% (30). En México
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solo ex iste unr eporte de un c entro hospitalaria, enel que 148 de 30 3
Acinetobacter baumannii (49%) codificaron para OXA-72 (enzima miembro del
subgrupo OXA-40) (31).

Por lo tanto, la informacion sobre prevalencia de oxacilinasas en Acinetobacter
Sp en nuestro pais es pobre. El conocimiento sobre este rubro ayudaria al actuar
clinico, ya que, al conocer el tipo de r esistencia y mecanismo e specifico se
podria instaurar de forma temprana el manejo de las infecciones relacionadas a
dicho microorganismo con | a consecuente reduccion del tiempo de estancia,

mortalidad y costo inherentes.
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2. Planteamiento del problema

Acinetobacter sp. esunp atdgeno o portunista nosocomial causante de

infecciones en p acientes criticamente enfermos, que conlleva una prolongada
estancia hospitalaria, alta mortalidad y elevado costo. Esto como consecuencia
del| ac apacidadd el m icroorganismo par ag enerarr esistenciaal os
antimicrobianos, caracteristica que se ha i ncrementado a par tir del 2010, con
tasas de resistencia hasta del 90% en algunas comunidades. Hasta hace poco
los ¢ arbapenémicos fueron el t ratamiento de el eccién. Sin e mbargo, el

microorganismo ha generado oxacilinasas que hidrolizan el farmaco, las cuales
se ha n reportado mundialmente, son diversas y |a m ayoria transferidas p or
plasmidos. Para la deteccion de estas oxacilinasas los p erfiles de resistencia
fenotipicos no son utiles, y por lo tanto para su deteccidén 6ptima se requiere del
el uso d e herramientas moleculares (PCR), para d eterminar|a presenciade
genes de resistencia, c uyo c osto h a | imitado el c onocer s u frecuencia. La
mayoria de | os estudios que reportan la presencia de oxacilinasas carecen de
informacion acerca del tipo de muestra clinica del cual se realizé la identificacion,
y en ot ros casos los aislados provinieron predominantemente de muestras de
secreciones donde la probabilidad de colonizaciéon es muy alta, pocos estudios
toman en c¢ uenta aislados invasivos, es decir,d e muestras c linicas q ue
representan v erdaderos pa tdgenos ( como he mocultivos), ademas!| a
metodologia q ue u tilizan en | a m ayoria de | os estudios no i dentifica |l as
oxacilinasas de mayor importancia clinica (OXA-23, OXA-40, OXA-51 y OXA-58)
ol o h acen par cialmente. Porl ot anto, | ai nformacién obtenida dur ante | a
realizacion de este proyecto, permitiria conocer con certeza la proporcion de las
carbapenemasas tipo O XA de mayor i mportancia c linica ( OXA-23, OX A-40,

OXA-51 y OXA-58) en aislados invasivos, es decir, verdaderos patdogenos y no
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colonizantes de Acinetobacter sp, utilizando | at écnica de el eccion parasu
identificacion (PCR) y no solo inferencia por métodos fenotipicos, esto hasta el
momento no ha sido documentado de manera clara y en México la informacién
escasa, r eportandose s olo 1 es tudio,c onel m ismos esgo de s eleccion

previamente mencionado

Pregunta de investigacion

¢, Cuales seran las carbapenemasas de tipo OXA (OXA-23, OXA-40, OXA-51y
OXA 58) detectadas por PCR en aislados de Acinetobacter sp de hemocultivos
de p acientes del Hospital d e E specialidades Dr. Antonio F raga Mouret en el

periodo de 2013 a 20167
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3. Justificacion

Los datos obtenidos durante la realizacién del presente proyecto serian de gran

utilidad en nuestra unidad por los siguientes motivos:

1)

Aumentaria |l a es casai nformacion existente s obrel as O XAs de
importancia clinica mas prevalentes en nuestro medio (OXA-23, OXA-40,
OXA-51 y OXA-58)

Los datos serian muy confiables ya que procederian de microorganismos
invasivos (hemocultivos) y no de colonizantes

Clinicamente el ¢ onocimiento delt ipo de r esistenciay m ecanismo
especifico ayudaria al médico para instaurar de forma temprana el manejo
adecuado del asi nfeccionesr elacionadas a es te microorganismo,
dandole la pauta p ara el egir, incluso de forma empirica el tratamiento
apropiado, conllevandoa una opt imizacion de antimicrobianos y
reduccion del tiempo de estancia hospitalaria, mortalidad y costos.
Reforzaria al ¢ omité de i nfecciones n osocomiales p ara i mplementar
medidas d e v igilanciay ¢ ontrol, ev itando as il a di seminacion del

microorganismo y de genes de resistencia de manera horizontal.
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4. Objetivos
4.1 Objetivo Principal

Detectar la presencia de carbapenemasas tipo OXA (OXA-23, OXA-40, OXA-51
y O XA-58) mediante la técnica de PCR en aislados de Acinetobacter sp. de

hemocultivos de pacientes del h ospital d e es pecialidades D r. A ntonio F raga

Mouret
4.2 Objetivos secundarios

e Determinar la principal c arbapenamasat ipo O XA e ncontrada e n | os

aislados de Acinetobacter
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5. Hipotesis

De ac uerdo ala v ariabilidad r eportada es peramos detectar |a presenciade
carbapenemasas tipo OXA (OXA-23, OXA-40, OXA-51y O XA-58) en mas del

50% de los aislados.

6. Material y Métodos
6.1 Criterios de seleccion de muestras

6.1.1 Criterios de inclusién:
Bacterias ai sladas de al m enos un hemocultivo per iférico de p acientes

consecutivos y que fueron identificadas por el sistema automatizado Vitek 2®

como Acinetobacter sp.

6.1.2 Criterios de exclusion:

Ninguno

6.1.3 Criterios de eliminacion:

Pérdida de la viabilidad bacteriana durante su conservacion

Pérdida de la informacion en relacion al aislamiento microbiolégico

6.2 Poblacion de estudio
Aislados de Acinetobacter sp. provenientes de hemocultivos, obtenidos durante

la vigilancia epidemioldgica establecida a partir de Noviembre de 2013 y hasta la

autorizacion del protocolo de investigacidon por el comité.

6.3 Disefo

6.3.1 Tipo de Investigacion: Clinica, ambispectiva, transversal, descriptiva

6.3.3 Periodo de estudio: Noviembre 2015 a Julio 2016
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6.4 Lugar de estudio

El estudio se realizé en el hospital de especialidades Dr. Antonio Fraga Mouret

del centro médico nacional la raza

6.4.1 Area de estudio: Laboratoriode r eumatologia y| aboratoriod e
bacteriologia del hospital de especialidades Dr. Antonio Fraga Mouret.

Tamafio de muestra:

Utilizamos la féormula para calculo de tamano d e muestra p ara estimar una

proporcion de una variable cualitativa en una poblacién finita:

N Z2 pq
d? (N-1) + 22 pq

Donde:
n= tamano de la muestra
N= tamano de la poblacion
Z= nivel de confianza: 1,96 para el 95% de confianza, 2,56 para el 99%

proporcion aproximada del fendomeno en estudio en | a poblacién de

©
1

referencia
g= proporcion de la poblacion de referencia que no presenta el fendmeno
de estudio (1-p)

d= nivel de precisiéon absoluta

Sustituimos valores, tomando 95% de confianza, una frecuencia de 50% y u n

error admitido del 5%.
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N Z2 pq
d? (N-1) +Z2 pq

(38) (1.96)2 (0.50)(0.50)

" (0.05)2 (38-1) + (1.96)2 (0.50) (0.50)
n (38) (3.8416) (0.25)
(0.0025) (37) + (3.8416) (0.25)
_ 36.4952
1.0529
n= 34

Tipo de muestreo:

No probabilistico por conveniencia

Definicion operacional de las variables

Variables universales:

Debidoa q uel a poblacidn d e nuestro estudio fueron cepast omadas de
hemocultivosy q ue el o bjetivo fue identificarg enesd er esistencia a
antimicrobianos, no se requirieron de variables universales, ademas en vista de

que el tipo de estudio fue retrospectivo no se requirié de dicha informacion.

Variable Independiente:

Acinetobacter
e Definicion ¢ onceptual: G énerobac terianod elor denl as

Gammaproteobacterias g ue ¢ omprende bacilos G ram n egativos, no
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fermentadores, no mdovil, aerobios estrictos con un componente de 39 —
47% de G/C en DNA. Se integra por una gran variedad de especies.
¢ Definicion o peracional: C olonias | isas, mucoides y grisaceas de 1.5 —
3mm, que desarrollan en aerobiosis estricta en medios sdlidos. Al tedir
con Gram son bacilos cortos gramnegativos, catalasa positivo, oxidasa
negativo, identificados a través de Vitek 2® como Acinetobacter sp
Tipo de Variable: Categdérica Nominal

Indicador: Sio No

Variable Dependiente:

Carbapenemasa clase D (tipo OXA)
¢ Definicidon conceptual: betalactamasa transferible, capaz de hidrolizar la
oxacilina, | a c loxacilinay | os ¢ arbapenémicos. Tiene u n s itio a ctivo
constituido por serina pobremente inhibido por EDTA y acido clavulanico.
¢ Definicion oper acional: Amplificacion de | 0s g enes blaoxa-23, blaoxa-4o,
blaoxa-s1 y blaoxa-ss por reaccion en cadena de la polimerasa.
Tipo de Variable: Categoérica Nominal, para cada una

Indicador: Si o No, para cada una

7. Descripcion del estudio

Previa aut orizacion delc omité | ocald ei nvestigacion del hospital de

especialidades “Antonio Fraga Mouret” del centro médico nacional la raza, se
investigaron los aislados clinicos de Acinetobacter sp obtenidos de hemocultivos
e identificados por el sistema Vitek 2®. Se realiz6 amplificacion de genes por

Reaccién e nc adenade| ap olimerasa. La m etodologia de aislamiento,
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identificacion, conservacion y reactivacion de cepas asi como el procedimiento

de PCR se detallan a continuacion:

Flujograma de trabajo

I. Aislamiento e identificacion y susceptibilidad de Acinetobacter sp

por el sistema automatizado Vitek2

e A partir del hemocultivo se sembro caldo Brain Heart Infusion (BHI)

e De medio BHIturbiose sembrdé en placas de g elosa sangrey ag ar
cromogénico CPS por estria cruzada, y se incub6 24 h de 35 a 37°C.

e Se reviso la pureza de la cepa

e Se realizé tincion Gram y prueba de oxidasa, el género Acinetobacter es
un bacilo corto Gram negativo y oxidasa negativo

e A partir de c ultivos puros de 2 4h de cepas identificadas como bacilos
Gram negativos ox idasa n egativos se realiz6 una s uspension al 0. 5
McFarland en solucion salina estéril al 0.45% para realizar pruebas de
identificacion y de s usceptibilidad ¢ on eq uipo V itek 2 ® B iomerieux
utilizando tarjetas de identificacion GN y de sensibilidad AST-GN286.

e Los aislados identificadas como Acinetobacter sp. se conservaron

. Meétodo de conservacién de cepas
Conservacion a -20°C

e A partir de cultivos puros de 24h de Acinetobacter sp. se tomé con una
asa una carga de microorganismos para inocular en tubos Eppendorf con
caldo soya tripticaseina mas glicerol al 5% y con caldo BHI con glicerol al
5%. La conservacion fue a — 20°.

Conservacion de 4 a 8°C

23



e A partir de cultivos puros de 24h de Acinetobacter sp. se resembro en dos
tubos con agar soya tripticaseina para conservacion en refrigeracién de
4a8°C

lll.  Activacidon de cepas

e Apartirde cepas congeladas a -20°C se tomd con hi sopo estéril y
resembro en caldo BHI de 24 a 48 h, incubando de 35 a 37°C.

e Se Observo turbidez y resembrd en gelosa sangre y agar cromogénico
CPS incubando de 24 a 48hrs a 35 - 37°C

IV. Purificaciéon de cepas

e En caso de contaminarse la cepa durante el proceso de conservacion,
una vez activada la cepa, se escogieron colonias puras de Acinetobacter
y resembrd en gelosa sangre y agar cromogénico CPS. Se incubd 24h a
35-37°C

V. Deteccion de carbapenemasas tipo OXA por PCR

a. ldentificacién molecular bla-oxa51 like

Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realiz6 mediante la técnica de tiocianato de guanidina
(TG)
a) Se cosechd una placa de A. baumannii y se re-suspendid en solucion de
lisis.
b) Se adicion6 500 pL de GE (Guanidina 5 My EDTA 0.1 M). Se homogenizo
y adicionarion 25 yL de sarcosinato al 10 %, después se mezclo por
inversion, 5 min a temperatura ambiente y se colocé en hielo 5 min.
c) Se adicionaron 250 pL de acetato de amonio 7.5 M. Se mezclé por

inversion y se volvio a colocar en hielo durante 5 min.
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d) Para la separacion de las fases se colocaron 500 pL decloroformo:alcohol
isoamilico (24:1); se volvié a mezclar por inversion 5 min y después se
centrifugé por 10 min a 11000 rpm.

e) Se recupero la fase acuosa y se repitieron los pasos d y e.

f) Al a fasea cuosas el e a diciond isopropanol frio, mezclav/vy s e
homogenizo6 por inversion suavemente hasta observar como se precipitd
el DNA; después se coloco en hielo 5 min y se centrifugé a 11000 rpm.

g) Después de centrifugar el sobrenadante se desech¢ y la pastilla se lavo
con 200 yL etanol al 70%, 2 veces, centrifugando a 11000 rpm/ 10 min; la
pastilla formada se dejo secar al aire

h) Finalmente, la pastilla se disolvié con 100 pL de agua y se midié a 260 nm
para determinar la concentracion de DNA y se guardé a -20°C.

a. Amplificaciéon de bla-oxa51 like

La deteccion del gen bla-oxa51 se llevo acabo usando la técnica de PCR con los
iniciadores F : 5’ —ATGACCATTMAARCRCTCTTACTTA-3Y R :5 -
CTATAAAATACCTAATTMTTCTAA-3'. La amplificacion se realizdé en volumen
final de 25 pL;la mezcla de reaccién contuvo 1 pM de cada uno de los iniciadores
a una concentracion de 80 a 100 pm.

El programa de amplificacidén que se utilizé fue: desnaturalizacion inicial a 94 °C
durante 5 min; posteriormente 35 ciclos de des naturalizacion a 94 °C, 1 min;
alineamiento, a 50 °C, 1 min y por ultimo la extension a 72°C, 1 min, con una
extension final de 72 °C por 7 min.

Los productos a mplificados fueron resueltos por el ectroforesis en gel, auna
concentracion de agarosa del 1.6%, a 100 V y posterior revelacion con bromuro
de etidio al 1 %, en agua durante 10 min. El tamario del amplificado fue de 825

pb.
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a. Deteccion de genes blaoxazsLike, blaoxasoLike, blaoxassLike, blave, blavim,
blasim, blasmp asociados a carbapenemes.

La deteccién de g enes as ociados a ¢ arbapenemes blaoxa2sLike, blaoxa4oLikg,

blaoxassLikg, blavp, blavim,blasim, blasve se realizé por PCR utilizando iniciadores

previamente reportados (Tabla A).

b. ldentificacion de los productos amplificados por PCR
La integridad del DNA se observé con la preparacion de un gel de agarosa al
1%; secoloco 100 m | de T BE (Tris-Boratos-EDTA) 0 .5X en un m atraz
Erlenmeyer de 250 ml; se adicion6é 1g de agarosa, se mezcld y calenté en el
horno de m icroondas a temperatura alta, evitando el sobrecalentamiento y la

formacion de burbujas, hasta que se obtuvo la completa disolucion de la agarosa.

Se lavo cuidadosamente la camara de electroforesis utilizando detergente liquido
para eliminar la grasa y se enjuagé con abundante agua corriente. Se seco con
un trapo suave y se colocd en una superficie nivelada. Se vacio lentamente el
volumen necesario, dependiendo del tamaro del receptaculo para el gel, en el
deposito de la camara de electroforesis, evitando la formacion de burbujas. Se
coloco el peine aproximadamente a 3 cm de uno de los extremos y se esperd
por 20 minutos, para que se formara el gel; después se quitd el peine con

cuidado para evitar la fractura o dafno del gel.

La deteccion de los amplicones se r ealizard por el ectroforesis h orizontal en
geles de agarosa al 1.5 % utilizando como regulador TAE 1X ( Tris-Acetato-

EDTA) a85 Vdurante 2 h 10min. Los marcadores de &lla molecular empleados
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fueron de 1 kb, 100 pby 130 pb (Invitrogen®). Se revel6 en una solucidon de
bromuro de etidio durante 10 min. Se observé en un t ransiluminador de | uz
ultravioleta, se fotografio y se edit6 empleando el programa Adobe photoshop

tCS®.

8. Analisis estadistico

Se realizé un analisis estadistico con el paquete SPSS version 20 en espaniol
para Windows, donde se aplico estadistica descriptiva con medidas de tendencia

central y dispersion segun correspondio, expresado en frecuencia y porcentaje

9. Aspectos éticos

El presente estudio no se contrapuso a las disposiciones de la ley general de
salud de nuestro pais, ni alas recomendaciones del tratado de Helsinki. Con
respecto al grado de riesgo para los participantes, debido a q ue se utilizaron
muestras clinicas previamente tomadas se consideré un riesgo nulo. También se
cumple con las normas, reglas e instructivos del Instituto Mexicano del Seguro
Social en materia de investigacion de salud. La aprobacion del presente estudio
compitio al comité local de investigacion médica y al comité de ética del hospital
de especialidades Dr. Antonio F raga M ouret del Centro Médico Nacional La
Raza. D ebidoa q ues et rabajé ¢ on muestras c linicas nos er equirid

consentimiento informado.

10. Recursos humanos.

Dr. J orge P rocopio Velazquez as esor pr incipal, r ealizé lal ogisticade | a

metodologia de investigacion y coordinacién del proyecto.
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Dra. Elena Urdez Hernandez co-asesor, realizaro revision y apoyo metodologico

del proyecto de investigacion

Dr. Daniel Pérez Larios asesor metodoldgico, realizé el analisis estadistico de

los resultados.

QFB. Maria del Carmen Melchor Diaz y QBP. Sandra Leticia Sanchez Tejeda
realizaron | a i dentificacion por s istema V itek2 asi c omo | a c onservacion y

reactivacion de las cepas

Dra. Rosa Gonzalez Vazquez llevé a cabo la deteccion de los genes blaoxa-23

blaoxa-40, blaoxa-s1 y blaoxa-ss por PCR (Biologia molecular).

Dr. Joao Mario Flores Fernandez llevo a cabo la recopilacion de la informacion
obtenida asi como c olaboré en | a genotipificacion d e | os ai slados c linicos

obtenidos

11. Recursos Financieros

El eq uipo necesario paralar eacciéon en cadenad el a polimerasa es taba
disponible en el Laboratorio de Reumatologia (termociclador)

Los insumos para la reaccion en cadena de la polimerasa fueron proporcionados
por los investigadores participantes y colaboradores

El resto de | os recursos necesarios fueron de uso comun en el laboratorio de

bacteriologia.
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12. Cronograma de actividades

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

RECOPILACION
BIBLIOGRAFICA

ELABORACION DE
PROTOCOLO

AUTORIZACION
POR COMITE

REACTIVACION DE
AISLADOS

REACCION EN
CADENA DE
POLIMERASA

RECOPILACION DE
DATOS
CIENTIFICOS

ANALISIS DE
RESULTADOS

DISCUSION DE
RESULTADOS

ELABORACION DE
TESIS

PUBLICACION DE
TESIS
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13. Resultados

Se obtuvieron 34 ai slados de he mocultivos per iféricos, | os ¢ uales fueron
identificados p or el s istema Vitek2 c omo g enero Acinetobacter, so lo se

identificaron dos t ipos de es pecie s iendo es tas el c omplejo Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii (ACB) y haemolyticus. 4 de| os ai slados fueron
eliminados por pérdida de viabilidad durante la conservacion, otros 4 ai slados
fueron eliminados debido a que correspondian a duplicacién del mismo paciente.
Ser ealizé det erminacibn d e g enes de resistencia para pr oducciéon de
carbapenemasas de tipo D en 26 aislados, de los cuales 23 es decir el 88%
fueron pertenecientes al complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii y 3
(12%) a la especie haemolyticus. En el grafico 1, ubicado en el Anexo 2 podemos

observar la distribucion de las 2 especies de Acinetobacter mencionadas.

En cuanto a la frecuencia de deteccion de carbapenemasas, 21 aislados (80.7%)
presentaron deteccion para cualquier tipo de oxacilinasa, en 5 aislados (19.3%)
no se logrd detectar la presencia de oxacilinasas. De los 21 aislados que fueron
positivos a la deteccion de carbapenemasas de clase D, 18 (85.7%) pertenecian
al complejo ACB y 3 (14.3%) a la especie haemolyticus. De estos 21 aislados, 8
(38.1%) fueron positivos para deteccion de OXA-51, 11 (52.4%) para deteccién
de OXA-23y 16 (76%) para O XA-40, no se realizé deteccion para O XA-58
debido a inconvenientes t écnicos. En el grafico 2, ubicado en el Anexo 2

podemos observar el porcentaje de deteccidn de oxacilinasas en los aislados.

Tomando e nc uental os 18 ai slados positivos par al a deteccion de

carbapenemasas c lase D y q ue per tenecieron al c omplejo ACB, 1 aislado
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presento | as 3 ox acilinasas en estudio, 10 pr esentaron 2 oxacilinasasy 7
presentaron 1 oxacilinasa. De estos mismos 18 aislados, 7 presentaron OXA-51.
Tomando en cuenta los aislados de A. haemolyticus, todas presentaron solo una

oxacilinasa, y 1 de ellas era tipo OXA-51.
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14. Discusioén

De | os r esultados obtenidos enc ontramos que | a es pecie d e Acinetobacter
aislada con mayor frecuencia pertenece al grupo de ACB (88.5%)y solo el 11.5%
pertenecen a un a es pecie diferente, la cual en el 100% de los casos fue A.
haemolyticus. De todos los aislados se encontr6 una frecuencia de deteccion de
carbapenemasa clase D de 80.7% y solo una quinta parte de los mismos (19.3%)
no tuvieron d eteccién de oxacilinasas. La oxacilinasa enc ontrada con mayor
frecuencia fue OXA-40 (76%), seguida por OXA-23. De los aislados del complejo
ACB solo el 38.8% presentaron O XA-51, asi mismo un ai slado de es pecie
haemolyticus fue positivo también para OXA-51. Al analizar estos resultados y
compararlos con lo reportados en la literatura internacional podemos encontrar
discordancia, esto debido a que en reportes previos se ha encontrado a OXA-23
como la enzima de clase D mas frecuente en aislados de Acinetobacter, mientras
que nosotros encontramos mayor frecuencia de deteccion de OXA-40. Por otro
lado la mayoria de los reportes refieren una prevalencia importante de OXA-51,
casia | apar d e OXA-23,d emostrando con estoq uel am ayoriade s u
aislamientos corresponden a una especie especifica del complejo ACB, es decir,
Acinetobacter baumannii (ya que O XA-51 es intrinseca de esta e specie), sin
embargo en nu estros resultados menos d e la mitad de los aislados f ueron
positivos par a esta OXA, | o ant erior i ndicaria q ue s olo 38 .8% de n uestros
aislamientos identificados por el sistema Vitek2 como complejo ACB son especie
baumannii. Llama también la atencién que uno de bbs aislados identificados como
A. haemolyticus fue positivo par a O XA-51,1 o c ual i ndicaria un errord e

identificacion del sistema Vitek2, siendo en realidad especie baumannii.
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Al c omparar nuestro es tudio c on el unicor eporte r ealizado en M éxico
encontramos concordancia con los resultados. En este estudio llevado a cabo
por Alcantar-Curiel et al (31) se reporta que 49.6% de los aislados estudiados
portan | a ox acilinasa O XA-72 ( la c ual esuns ubtipo del g rupo O XA-40),
demostrando asi que el principal tipo de OXA corresponde al grupo OXA-40, lo
cual coincide con nuestros resultados aunque en u na proporcion menor, esto
ultimo podria estar condicionado por el periodo en el cual se realiz6 el estudio,
siendo que con el paso del tiempo aumentd | a proporcion de O XA-40, esto
debido a que el estudio mencionado se llevo a cabo de los afios 2004 a 2011,

mientras que el nuestro se realizé de 2013 a 2016.

Entre | as | imitaciones del pr esente es tudio s e e ncuentral a p érdida del a
viabilidad y la repeticion de algunos aislados, asi como la falta de realizacién de
deteccion de OXA-58. Consideramos que el numero de aislados es significativo
debido a que el tiempo de vigilancia es suficiente para determinar con certeza la
frecuencia de oxacilinasas en nues tro hos pital, ademas de que las muestras
clinicas de donde se obtuvieron los aislados son representativas de verdadera

infeccion, descartando asi la posibilidad de colonizacién.
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15. Conclusién

En c onclusién, n uestro es tudio a diferencia de | o reportado en | a literatura
internacional, muestra que en aislamientos invasivos del género Acinetobacter,
la oxacilinasa mas prevalente es OXA-40, asi mismo se demuestra que solo el
38% p or c iento de los ai slamientos del c omplejo A CB c orresponden a

Acinetobacter baumannii,c onl oq ue elr esto puede c orrespondera | a
genoespecie 3 o 13TU. E stos resultados podrian verse m odificados con el
aumento de la poblacion, o cual requeriria un m ayor tiempo de vigilancia. E|
conocimiento del fenotipo de r esistencia a a ntimicrobianos as i ¢ omo del
mecanismo especifico de resistencia es necesaria en la practica clinica y tiene
gran i mportancia e n las i nfecciones ¢ ausados Acinetobacter en pac ientes
criticamente enfermos. Recomendamos medidas de aislamiento de contacto en
todo paciente con infeccion por este microorganismo para evitar su diseminacion
y la pos ibilidad de un brote epidémico. Es necesario conjugar es fuerzos con
unidades d e i nvestigacion par a pod erd eterminar | a pr evalenciade |l os
mecanismos d e r esistencia bacterianay poder r ealizar un 6 ptimo abordaje
terapéutico y uso adecuado de antimicrobianos, limitando asi tiempo de estancia
intrahospitalario, mortalidad, costos y transmision de g enes de r esistencia de
manera horizontal. Se requieren mas estudios realizados en nuestro pais para
poder t ener u na m ayor pr ecision de | a prevalencias de | os m ecanismos de

resistencia.
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17. Anexos

Anexo 1

Tabla A. Iniciadores utilizados paralaamplificacién de los genes asociados

a resistencia a carbapenemes

Gen

Secuencia 5---3°

blaoxa23Like F
blaoxa23Like R
blaoxasoLike F
blaoxasoLike R
blaoxassLike F
blaoxassLike R
blayme F
blave R
blavim F
blavim R
blasim F
blasm R
blaswp F

blasmp R

GATCGGATTGGAGAACCAGA
ATTTCTGACCGCATTTCCAT
GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA
AGT TGA GCG AAAAGG GGATT
AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
CCCCTCTGCGCTCTACATAC
CTACCGCAGCAGAGTCTTTG
AACCAGTTTTGCCTTACCAT
AGT GGT GAG TAT CCG ACA G
ATG AAA GTG CGT GGA GAC
TAC CAG GGATTC GGC ATC G
TAATGG CCT GTT CCC ATG TG
CCT ACAATC TAACGG CGACC

TCG CCG TGT CCA GGT ATAAC

Tabla B. Condiciones de amplificacion de genes asociados a resistencia a

carbapenemes
Reactivo Volumen
Regulador 25uL
MgCl2 2.5 uL
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dNTP’S 20pL
Iniciador R 1.0 uL
Iniciador F 1.0 uL
DNA 20pL
Taq Polimerasa 0.2 uL
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Anexo 2.

Grafico 1. Especie de Acinetobacter
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m Complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
u Acinetobacter haemolyticus

Grafico 2. Porcentaje de deteccion de oxacilinasas
en los aislados
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Anexo 3.

‘ INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL
HOSPITAL DE ESPECIALIDADES
DR. ANTONIO FRAGA MOURET

CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA
IM$ HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Numero de
aislamiento

Fecha de aislamiento Oxa - 51 Oxa - 58 Oxa - 40 Oxa - 23
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