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Resumen

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) es un bacilo gramnegativo aerobico, pleomorfico y no movil,
tiene una alta incidencia entre los individuos inmunocomprometidos, particularmente aquellos que
han experimentado una estadia prolongada de hasta 90 dias en el hospital. Del género Acinetobacter
se han descrito 23 genoespecies y A. baumannii es la mas frecuentemente aislada y con mayor
importancia clinica. Se han descrito estudios en cepas de referencia que sugieren la capacidad de
adherirse a células hospederas, invasividad y diseminacion de la bacteria entre celulas epiteliales,
por lo que causa interés la investigacion en pacientes pediatricos para evaluar si este tipos de cepas
aisladas tienen la capacidad de adherencia y/o invasividad ya que son necesarios para el paso inicial
de la colonizacion y en el desarrollo de procesos infecciosos, ademas de su alta resistencia a

antibioticos.

Se evaluo la capacidad de adherencia, invasividad y resistencia a antibioticos de 26 cepas aisladas
de hemocultivos en pacientes pediatricos con sepsis del Instituto Nacional de Pediatria (INP) y se
demostro que las cepas no mostraron una multirresistencia esperada, ya que 1 de las 26 cepas
evaluadas es XDR y solo 2 fueron MDR, pero 15 presentan resistencia al menos a un antibiético en
pacientes desde RN hasta de 12 afios, 18 de las cepas estudiadas mostraron adherencia a células
HEp-2 pero sin algun patron de adherencia como la agregativa, localizada o difusa; mientras que la
invasividad que se encontré fue en cinco de las cepas, de las cuales, todas esas cepas muestran
también adherencia. Concluyendo asi que, a pesar de la disminuida multirresistencia que las cepas
de A. baumannii presentan en pacientes pediatricos, pueden expresar la capacidad tanto de

adherirse como invadir las células epiteliales, dando la pauta para continuar la investigacion de este
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tipos de cepas y estudiar el fendmeno que se encuentra en estos mecanismos de virulencia que

podrian dificultar el restablecimiento del paciente, y un tratamiento prolongado.
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Abstract

Acinetobacter baumannii (A. baumannii) is a non-mobile, pleomorphic, aerobic, gram-negative
bacillus that has a high incidence among immunocompromised individuals, particularly those who
have experienced a prolonged stay of up to 90 days in hospital. Of the genus Acinetobacter, 23
genospecies have been described and A. baumannii is the most frequently isolated and with the
greatest clinical importance. Studies have been described in reference strains that suggest the ability
to adhere to host cells, invasiveness and spread of the bacteria between epithelial cells, which is why
research in pediatric patients is interesting to assess whether these types of isolated strains have the
ability to adherence and / or invasiveness since they are necessary for the initial step of colonization

and in the development of infectious processes, in addition to its high resistance to antibiotics.

The adherence, invasiveness and resistance to antibiotics of 26 isolates of blood cultures were
evaluated in pediatric patients with sepsis of the Instituto Nacional de Pediatria (INP) and it was shown
that the strains not showed an expected multiresistance, since 1 of the 26 strains evaluated is XDR
and only 2 were MDR, but 15 show resistance to at least one antibiotic in patients from RN up to 12
years old, 18 of the studied strains showed adherence to HEp-2 cells but without any pattern of
adherence such as aggregative, localized or disseminated; while the invasiveness found was in five
of the strains, of which, all those strains also show adherence. Thus concluding that, despite the
decreased multidrug resistance that the A. baumannii strains present in pediatric patients, they can
express the ability to both adhere and invade epithelial cells, giving the guideline to continue the
investigation of these types of strains and study the phenomenon found in these virulence

mechanisms that could hinder patient recovery, and prolonged treatment.
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1 Introduccion

1.1 Acinetobacter baumannii

A. baumannii es un bacilo gramnegativo aerobico, pleomérfico y no movil. Tiene una alta incidencia
entre los individuos inmunocomprometidos, particularmente aquellos que han experimentado una
estancia prolongada de hasta 90 dias en el hospital, comunmente se encuentra en los ambientes
acuaticos, pero se ha demostrado que coloniza la piel y se aisla en grandes cantidades de las
secreciones respiratorias y de orofaringe de individuos infectados, por lo que, en los ultimos 10 afios
ha sido designado como un patégeno humano de "alerta roja", en gran medida por su amplio espectro
de resistencia a los antibidticos, dado que el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades
Infecciosas (NIAID) en 2008 ha identificado la resistencia a los antimicrobianos como uno de los tres
problemas mas importantes que enfrenta la salud humana, este fendmeno de patdégenos
multirresistente, se ha convertido cada vez mas en un motivo de gran preocupacion con respecto a
las infecciones nosocomiales y las adquiridas en la comunidad (Howard y cols., 2012; Peters y cols,

2008).

1.1.1 Taxonomia

Las especies ahora clasificadas como miembros del género Acinetobacter han sufrido una larga
historia de cambios taxonomicos, 1o cual ha impedido su estudio adecuado; actualmente, el género
Acinetobacter se ubica en la familia Moraxellaceae. Para la identificacion de Acinetobacter a nivel de
especie se han desarrollado metodos para un diagnostico molecular mas adecuado, estos incluyen:

e Anadlisis de restriccion del gen 16S rRNA amplificado (ARDRA)
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e Analisis de huellas digitales de alta resolucion por polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP)
e Ribotipado
e Huellas digitales de espaciadores de tRNA
e Analisis de restriccion de las secuencias espaciadoras intergénicas 16S — 23S rRNA
e Analisis de secuencia de la region espaciadora del gen 16S — 23S rRNA
e Secuenciacion del gen rpoB (subunidad B de la RNA polimerasa) y sus espaciadores
flanqueantes.
Se han descrito 23 genoespecies de A. baumannii, sin embargo, las especies de A. calcoaceticus,
A. baumannii, A. pittii (antes genoespecie 3) y A. nosocomialis (antes genoespecie 13 TU) estan muy
relacionadas y es dificil diferenciarlas por sus propiedades fenotipicas, por lo que se creo el llamado

“‘complejo A. calcoaceticus-A. baumannii” o “Acinetobacter complex” (Nemec y cols., 2011).

En la actualidad se considera importante realizar la diferenciacion dentro del complejo antes
mencionado debido a que A. baumannii y A. pittii producen infecciones graves; A. nosocomialis es
un habitante del medio hospitalario, pero de baja patogenicidad y A. calcoaceticus predomina en el
suelo patdgeno excepcionalmente (Nodarse y cols., 2015). Dentro de la especie A. baumannii se
han definido, a su vez, 19 biotipos, de los cuales 1, 2, 6 y 9 son los biotipos mas frecuentemente
aislados en las muestras clinicas como sangre, liquido cefalorraquideo, esputo, tracto respiratorio

alto, heridas y orina (Salazar de Vegasa y cols., 2005).
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Dentro de la practica hospitalaria habitual es necesario diferenciar de forma rapida las caracteristicas
que tiene Acinetobacter de las enterobacterias, para lo cual se cre6 un esquema de identificacion,
disenado por Gerner-Smidt y cols. en 1991, el cual fue modificado en 1992, basado en el uso de
diferentes temperaturas de incubacion y reacciones bioquimicas, este esquema tiene la ventaja de
poder aplicarse sin grandes recursos materiales; utilizando la terminologia “complejo A.
calcoaceticus- A. baumannii” o “Acinetobacter complex” que cumple las necesidades tanto de
medicos como de laboratoristas para establecer un diagnodstico, sin embargo, con fines
epidemiolodgicos se realizan estudios adicionales con pruebas que incluyen: la electroforesis en gel
de campo pulsado que ha permitido la identificacion de patrones monoclonales en brotes de
infecciones intrahospitalarias, los polimorfismos de longitud de fragmentos amplificados (AFLP), la
reaccion en cadena de polimerasa de DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD-PCR) y

ribotipado (Rada-Cuentas, 2016; Marcos, 2000; Garcia-Rada y cols., 2015; Peleg y cols., 2008).

1.1.2 Patogenia

A pesar de que Acinetobacter spp, es considerado como un agente de baja patogenicidad, ciertas
caracteristicas le permiten aumentar la virulencia de cepas involucradas en infecciones ya que la
patogenia de A. baumannii esta relacionada con:

e (Capacidad de adherencia a superficies abioticas por medio del pili Csu, mientras que la
adhesion a superficies bidticas como células bronquiales se ve iniciada por la expresion del
gen blaper, €l desarrollo de biopelicula (biofilm) tanto en superficies inertes y células epiteliales
se ve influenciada por la proteina de membrana externa A (OmpA), una porina trimérica que

actua como un poro de difusion y a su vez la secrecion de exopolisacaridos sirve para el
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fortalecimiento del biofilm, aunque estas se ven afectadas por la presencia de iones metalicos
como el cobre (Leey cols., 2006; Choiy Lee., 2008; Tomaras y cols., 2003; Pakharukova y
cols., 2018).

Cadenas de lipopolisacaridos compuesto de antigeno O, el nucleo de carbohidrato y lipido A
en la membrana celular externa, siendo este ultimo un agente quimiotactico que recluta
células inflamatorias y las obliga a liberar su material citotoxico, y actua en sinergia con
estructura capsular tipo K1 formado por L-ramnosa, D-glucosa, D-acido glucuronico y D-
manosa desempenfia un papel central en la proteccion de A. baumannii contra la fagocitosis
por parte del sistema inmune innato del hospedero ademas de bloquear el acceso del
complemento a la pared celular microbiana y prevenir la activacion de la via alternativa de
activacion del complemento (Polanco y cols., 2012; Asif y cols., 2018; Joly-Guillou, 2005).
Las bacterias en la naturaleza viven en estrecha asociacion con otras bacterias y huéspedes
eucariotas, por lo que necesitan constante comunicacion entre ellas. Los autoinductores, son
moléculas similares a las hormonas producidas por bacterias como sefales para detectar la
densidad celular y activar las adaptaciones, mediante un proceso denominado "quorum
sensing" (QS), este sistema en A. baumannii funciona mediante la interaccion de N-acil
homoserina como molécula inductora, junto con componentes celulares, facilitan la
adaptacion y sobrevivencia en condiciones ambientales inapropiadas tales como sequedad
extrema, bajas temperaturas y restriccion en elementos nutricionales necesarios para
su supervivencia (Bhargava y cols., 2010).

Produccion de enzimas como el butirato esterasa, caprilato esterasa, leucinaril-amidasa,

gelatinasa y lipasa que pueden dafar tejidos lipidicos; anudando a esto, la producciéon de
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ureasa permite colonizar el estbmago, aunque su actividad es variable entre especies. Por
otra parte, la secrecion de vesiculas de la membrana externa que contienen diferentes
proteinas relacionadas con la virulencia (proteasas, fosfolipasas, superoxido dismutasa y
catalasa) en el sitio de infeccion acelera la respuesta inmune innata local y, en Ultima instancia,
dana los tejidos (Rathinavelu y cols., 2005; Asif y cols., 2018; Rada-Cuentas, 2016).

e A pesar de la abundancia de hierro en los sistemas biolégicos, la disponibilidad de hierro
ferrico biolégicamente activo es relativamente baja debido a su solubilidad disminuida en un
entorno aerdbico y a la quelacion por otros compuestos como la hemoglobina y la proteina de
union férrica llamada transferrina, dado que A. baumannii no puede adquirir hierro de la
transferrina o la lactoferrina, posee sideréforos que tienen la capacidad de adquisicion de
hierro dedicada a la acumulacion de hierro del hemo, como lo es la acinetobactina y otras
proteinas de la membrana externa dependientes de hierro (Asif y cols., 2018; Penwell y cols.,
2012; Zimbler y cols., 2009).

e Produccion de bacteriocinas que incrementa su sobrevida inhibiendo el crecimiento de
bacterias similares o de cepas cercanas (Rada-Cuentas, 2016), ademas su exposicion a
etanol induce la expresion de genes involucrados en la respuesta al estrés y la patogénesis
(Camarena y cols., 2010).

e Potencial para adquirir material genético de su entorno para incrementar su sobrevivencia y
desarrollar un gran repertorio de mecanismos de resistencia antimicrobiana como se
menciona mas adelante (Venegas-Munfera y cols., 2014).

Los neutrdfilos reclutados juegan un papel preponderante en la respuesta inmune del hospedero

contra la infeccion por Acinetobacter, pues se sabe que la contribucion relativa de los macrofagos y
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neutroéfilos en la fase inicial del encuentro con las cepas de Acinetobacter, los neutréfilos pueden
aplanarse y convertirse en fagociticos, sin embargo, la transicion a la fagocitosis activa es repentina
con la extension del area de contacto célula-bacteria seguida de la aparicion de seudopodos para
formar un brazo fagocitico que progresa para completar la fagocitosis bacteriana y se ha demostrado
que, los neutroéfilos comienzan a perder sus I6bulos nucleares individuales dando como resultado
estructuras de forma globular o de herradura, durante la etapa final, pierden la integridad nuclear y
citoplasmatica, para finalmente redondearse nuevamente y liberar NETs (Neutrophil Extracellular
Traps). Muy ocasionalmente, las NETs forman agregados grandes de hasta 1 mm de longitud (Figura

1) (Lazaro-Diez y cols, 2017).

Por otra parte, A. baumannii evade la muerte mediada por la via alterna del complemento
neutralizando el factor H, un regulador clave de esta via, con la ayuda de OmpA, este fenomeno es
conocido como “resistencia sérica de A. baumannii”, en la cual OmpA induce la diferenciacion de
CD4 +, la activacion y la maduracion de las células dendriticas, y causa su apoptosis prematura (Asif

y cols., 2018; Barletta-Farias y cols. 2018).
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Figura 1: Captura de A. baumannii por neutrofilos
humanos. La microfotografia fue por SEM,
observandose grandes filopodios en cultivos
infectados con A. baumannii; algunos de estos
filopodios rodean por completo a dos bacterias
(asteriscos) mientras que los seuddpodos atrapan
bacterias unidas a la superficie inerte (flechas).
Obtenido de Lazaro-Diez y cols, 2017.

1.1.2.1 Factores de Adherencia e Invasividad
Se define como adherencia al proceso por el cual las bacterias se unen a las superficies de las células
hospederas, siendo el paso principal en la evolucion de la infeccion; por otro lado, invasividad o
invasion es definido como el proceso a través del cual las bacterias penetran en las células

hospederas y por consecuente se diseminan dentro del organismo (Brooks y cols. 2014)
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La adherencia bacteriana a una superficie esta determinada por la combinaciéon de interacciones
entre la superficie bacteriana, la superficie del sustrato y el medio ambiente que los rodea, para lo
cual, de manera genérica las estructuras bacterianas que median este proceso de adherencia
reciben el nombre de adhesinas, en las que puede haber dos tipos; adhesinas no fimbriales, y las
adhesinas fimbriales que son polimeros con estructura de apéndice anclado en la membrana externa
bacteriana cuyas subunidades proteicas son denominadas fimbrias o pilis. Normalmente, la proteina
localizada en el extremo de la fimbria es la adhesina propiamente dicha que se adhiere a un receptor
de la célula huesped constituido por regla general por residuos de hidratos de carbono de
glucoproteinas o glucolipidos. Ocasionalmente, la proteina mayoritaria de la fimbria actia como

adhesina (Figura 2) (Vila'y cols., 2008).

Figura 2: Aspecto morfologico de A. baumannii.
Obtenido de Lazaro-Diez, 2018. Fotografia de
microscopia electronica de transmision tomada a
x10000 aumentos de A. baumannii ATCC® 19606™,
mostrando una morfologia tipica de cocobacilo y la
presencia de fimbrias (Lazaro-Diez; 2018).
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Se han descrito dos paradigmas de entrada bacteriana a células no fagociticas. El primero que es el
paradigma de la “cremallera”, las bacterias expresan una proteina de superficie que se une con alta
afinidad a un receptor de superficie eucariota que tiene una funcién en la adherencia o motilidad
celular, como sucede con Yersinia pseudotuberculosis que se une a las integrinas B1, y Listeria
monocytogenes que se une a la E-cadherina. El segundo es el paradigma “desencadenante” donde
las bacterias al contactar con la superficie de la célula hospedera, secretan un conjunto de proteinas
(invasinas) que forman un complejo que interactua con la membrana eucariota, provocando sefales
que reorganizan masivamente el citoesqueleto celular induciendo polimerizacion de actina, por
consiguiente, la bacteria queda atrapada e internalizada, si el dafno es muy severo se puede

ocasionar el desprendimiento celular (Sansonetti y cols., 1998).

1.1.2.1.1  Pilitipol

Se sabe que la mayoria de las bacterias comensales y patdégenas que interactuan con los
hospedadores eucariotas expresan moléculas adhesivas en sus superficies que promueven la
interaccion con los receptores de las células hospederas o macromoléculas solubles (Tabla 1).
Aunque la union bacteriana a las células epiteliales puede ser beneficiosa para la colonizacion, la
adhesion puede tener consecuencias ya que la unién bacteriana puede estimular a la infiltracion
celular, activacion y fagocitosis de las células inmunes, lo que facilita la eliminacion bacteriana. Sin
embargo, muchas bacterias patoégenas han logrado evadir al sistema inmunologico produciendo una
capa superficial que impide el reconocimiento por parte de los leucocitos o evadiendo fagocitosis,

ademas, expresan sus adhesinas en estructuras poliméricas que se extienden desde la superficie
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celular, permitiendo interacciones iniciales con el hospedero a una distancia “segura” (Kline y cols.,

2009).

Tabla 1: Tipos de fimbrias y adhesinas involucradas en la formacién de biopelicula.

TIPO DE PILI PRINCIPALES PROTEINAS MENORES Y BACTERIA
PROTEINAS DEL PILI PROTEINAS DE ENSAMBLAJE
Chaperona EcpA MatA (ECP pili) EcpC, EcpD, EcpE E. col/
FimA (type ) FimC, E. coli,
FimD, K. pneumoniae,
FimF, X fastidiosa,
FimG, E. amylovora,
FimH S. marcescans
CsuA/B (type ) CsuC, CsuD, CsuE Acinetobacter
baummanii

Obtenido y modificado de (Berne y cols., 2015)

Debido a la carga negativa neta de las envolturas celulares, las bacterias estan sujetas a fuerzas
electrostaticas repulsivas cuando se acercan a las superficies, por lo que, para superar estas fuerzas
las bacterias recurren a la utilizacion de pilis. Los pilis son estructuras adhesivas similares a pelos
que sobresalen de la superficie de las bacterias, dado que los pilis pueden usarse como apéndices
para la transferencia de material genético durante la conjugacion bacteriana, el término “fimbria” se
usa mas comunmente para describir los pilis, cuya funcién se dedica a unir bacterias a una superficie.
Los pilis y fimbrias fueron identificadas inicialmente en microorganismo gramnegativos como
Escherichia coli, estas estructuras superficiales filamentosas comprenden una barra semejante a un
andamio anclada a la membrana externa bacteriana y un factor de adherencia bacteriano o adhesina
ubicada en el extremo del andamio que le confiere especificidad de unidn e involucracion en la

transicion entre la motilidad y el apego irreversible, como ocurre con la chaperona-usher pili (CUP).
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(Berne y cols., 2015; Pizarro-Cerda y cols., 2006). Muchas especies bacterianas tienen mas de un
tipo de pili, y estos se pueden dividir en cuatro subgrupos, generalmente definidos por sus procesos
de secrecion y ensamblaje: 1) CUP, 2) pili tipo IV, 3) pili de via alternativa acompanante (chaperone-
usher pathway) como el pili tipo I, pili P y adhesinas Afa/Dr, y 4) piliensamblado por la ruta extracelular

de nucleacioén-precipitacion también conocida como “curli” (Berne y cols., 2015).

El éxito de las infecciones de A. baumannii puede atribuirse a varios factores de virulencia, como son
su capacidad para formar biopeliculas; resistir la desecacion en superficies abidticas; capacidad de
adherirse, colonizar e invadir células epiteliales humanas (Frangay cols., 2018; Gaddy y cols., 2009).
En 2003, Tomaras y colaboradores realizaron la identificacion en A. baumannii de un gen que codifica
por una proteina muy similar a la codificada por el gen CsuE de Vibrio parahaemolitycus, como las
CsuA y CsuB de la subunidad del pili tipo 1, también similar al de E. coli. Los pili tipo | constan de
seis subunidades que se translocan y son una de las estructuras proteicas mas comunes presentes
en las superficies de los patégenos, desempefian un papel importante en la adherencia y/o la
formacion de biopeliculas de bacterias gramnegativas. El gen CsuE del operon CsuA /BABCDE, que
codifica para un sistema de ensamblaje usher-chaperona y media la produccion de pili es requerida
para los pasos iniciales de union bacteriana en superficies abibticas en A. baumannii ATCC 19606,
sin embargo, su truncamiento causa una disminucion en la formacion de biopeliculas, pero no afecta
la capacidad para adherirse a las células epiteliales (Berne y cols., 2015; Tomaras y cols., 2003;

Rumbo-Feal, 2018; Pizarro-Cerda y cols., 2006; Werneburg y cols., 2018).
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1.1.2.1.2  Proteina Bap

Las adhesinas no fimbriales son estructuras cortas monomeéricas o triméricas, se propagan
ampliamente entre las bacterias y estan involucradas en la union celular a superficies abidticas y/o
células hospederas. Las adhesinas no fimbriales se anclan directamente a la membrana externa a
traves de interacciones covalentes o no covalentes y, debido a su tamano relativamente corto,
generalmente estan involucrados en un contacto cercano entre célula bacteriana y el sustrato,
aungue también estan involucradas en interacciones y agregacion ceélula-célula; ademas, también
se ha demostrado que este tipo de adhesina interactua con varios componentes de la matriz
extracelular de la biopelicula uniendo a las bacterias con la matriz y manteniendo la arquitectura de
la biopelicula. Aunque son muy diversas en términos de estructura y/o propiedades adhesivas, las
adhesinas no fimbriales en bacterias gramnegativas generalmente se agrupan en dos categorias
principales: a) las secretadas a través de un sistema de secrecion tipo 1 (T1SS) y b) las secretadas

a través de uno de los sistemas de secrecion tipos 5 (T5SS) (Berne y cols., 2015).

Las primeras adhesinas no fimbriales descritas fueron las Baps (Proteina Asociada a Biopeliculas)
caracterizadas por primera vez en S. aureus y desde entonces se han identificado en otras bacterias
patdgenas tanto grampositivas como gramnegativas. Se definen por ser estructuras caracteristicas
y funcionales compartidas, que son esencialmente proteinas de superficie repetitivas de alto peso
molecular involucradas en la formacion de biopeliculas, asi como en la participacion de adhesion
(Loehfelm y cols., 2008). Loehfelm y cols. en 2008 identificaron una adhesina producida por A.
baumannii que satisface todos los criterios para su inclusion en la familia Bap (Tabla 2), ademas

demostraron que es un factor importante en la formacion de biopeliculas y para la adherencia en la
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union primaria entre la bacteria y el vidrio o poliestireno colonizado, posteriormente se mostro en un
estudio la inhibicion de la formaciéon de biopeliculas en superficies abidticas usando un anticuerpo
especifico de Bap, y también se han descrito como estructura de superficie involucrada en la
adherencia a las células epiteliales bronquiales humanas y queratinocitos neonatales (Rumbo-Feal,

2018).

Tabla 2: Tipos de adhesinas no fimbriales demostradas experimentalmente como
involucradas en la formacion de biopeliculas en el género Acinetobacter.

PROTEINA MICROORGANISMO
Biofilm associated proteins (Bap) — T1SS Acinetobacter baumannii
Bap
Trimeric autotransporter adhesins — T55S Acinetobacter sp. Tol 5
AtaA

Obtenido y modificado de Berne y cols., 2015.

1.1.2.1.3  Proteina OmpA

Las proteinas de membrana externa A (OmpA) son porinas genéticamente relacionadas,
modificables por calor y expuestas a la superficie, que se encuentran principalmente en bacterias
gramnegativas y son clave para la patogénesis ya que pueden intervenir tanto en la adherencia como

invasividad en el epitelio celular (Matinez-Miranda y cols., 2019; Choi, Hyun, y Lee, 2008).

La OmpA de A. baumannii (AbOmpA) es la proteina de superficie mas abundante y juega un papel
en la permeabilidad de los solutos pequenos. Las AbOmpA se unen a la superficie de células
hospederas y se localizan tanto en la mitocondria como en los nucleos, lo que induce la muerte de

las células huésped, basado en hallazgos previos en células HEp-2 que demuestran la adherencia e
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invasion de A. baumannii en las células epiteliales durante la colonizacion y la etapa temprana de

infeccion bacteriana (Choi, Hyun, y Lee, 2008; Choi y Lee, 2008).

1.1.2.1.4  TFEB (Factor de Transcripcién EB)

El sistema endosoma/lisosoma esta implicado en procesos fundamentales tales como la secrecion,
reparacion de la membrana plasmatica, senalizacion y en el metabolismo energético. El factor de
transcripcion EB (TFEB) forma parte de este sistema y podria estar implicado en la entrada y
persistencia de A. baumannii en el huésped mediante su activacion, un estudio en el 2015 por
Oliveros-Lopez y colaboradores determinaron el papel del TFEB en la entrada y la persistencia de A.
baumannii en el huésped mediante el silenciamiento del ARN del TFEB, en la que disminuye la
entrada bacteriana en las células epiteliales y su sobreexpresion in vitro, en la que hay una mayor

invasion bacteriana (Oliveros-Lopez y cols., 2015).

1.1.2.2 Mecanismos de accion de los antibioticos

Por el tipo de funcidn que interfieren en la célula bacteriana, los agentes antimicrobianos se clasifican
en seis grandes grupos: 1) los que inhiben la sintesis de la pared celular; 2) aquellos que alteran la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica; 3) los que inhiben la sintesis de los acidos nucleicos;
4) los que inhiben la funcion ribosomal y por tanto la sintesis proteica; 5) los que actuan por
competencia metabdlica (antimetabolitos) y 6) los que inactivan las betalactamasas (Tabla 3)

(Molina-Lépez y cols., 2019).
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Tabla 3: Clasificacion de los antibioticos segun su mecanismo de accion.

MECANISMO DE ACCION EJEMPLOS
Penicilinas, cefalosporinas, vancomicina, bacitracina,
oxacilina, nafcilina
Dafio a la membrana plasmatica Polimixina, nistatina, anfotericina B
Aminoglucosidos, cloranfenicol, eritromicina y
tetraciclina
Rifampicina, actinomicina D, acido nalidixico,
ciprofloxacina, norfloxacina
Estructura analoga Trimetoprim y sulfonamidas
Inhibidores de betalactamasas Sulbactam, clavulanato y tazobactam
Obtenido de Molina-Ldpez y cols., 2019.

Inhibicion de la sintesis de la pared bacteriana

Inhibicion de la sintesis de proteinas

Inhibiciéon de las sintesis de los acidos nucleicos

1.1.2.21 Mecanismos de resistencia

La resistencia bacteriana es un fenémeno creciente caracterizado por una refractariedad parcial o
total de los microorganismos al efecto del antibidtico, generado principalmente por el uso
indiscriminado e irracional de éstos y no solo por la presion evolutiva que se ejerce en el uso
terapéutico, por lo que es mas dificil tratar las infecciones bacterianas por la gran capacidad que han
desarrollado las bacterias de seleccionarse resistentes a mas de un agente microbiano (Bennett y

cols., 2015).

La variabilidad genética es esencial para la evolucion microbiana y los antibiéticos ejercen fuertes
presiones selectivas en las poblaciones bacterianas favoreciendo la sobrevida a los que son capaces
de resistirlos. Los tipos de resistencia bacteriana que pueden encontrarse son: a) natural o intrinseco
y b) adquirida (transferencia de informacioén). La resistencia natural es un caracter constante de
cepas de una misma especie bacteriana y es un mecanismo permanente, determinado

genéticamente y sin correlacion con la dosis de antibidtico, lo que implica que no todas las especies
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bacterianas son susceptibles naturalmente a los antimicrobianos; mientras que la resistencia
adquirida es dada cuando una especie inicialmente susceptible desarrolla resistencia, tal resistencia
adquirida puede ocurrir por mutacion o derivarse de otro organismo por adquisicidn de nuevos genes
al utilizar los mecanismos de intercambio genético (Figura 3). De los tres principales mecanismos de
intercambio genético entre las bacterias (transformacion, transduccion y conjugacion), la
conjugacion es uno de los mas importantes en un sentido clinico (Kenneth, 2017; Pérez-Cano y

Robles-Contreras, 2013).

La transformacion es el proceso mediante el cual las bacterias captan fragmentos de DNA desnudo
y los incorporan a sus genomas; en la conjugacion se produce una transferencia unidireccional de
DNA desde un célula donante (o macho) hasta una célula receptora (o hembra) a traves del llamado
pili sexual; finalmente, la transferencia genética por transduccion esta mediada por virus bacterianos
(bacteriéfagos) que captan fragmentos de DNA y los almacenan en el interior de particulas de
bacteridfago, donde el DNA suministrado a las células infectadas se incorpora luego al genoma

bacteriano (Murray y cols., 2014).
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Figura 3: Mecanismos de transferencia génica en bacterias. La resistencia adquirida
es una caracteristica propia de una especie bacteriana, naturalmente es sensible a un
antibidtico, pero ha sido modificada genéticamente por mutacion o por adquisicion de
genes de resistencia como los pldésmidos. Obtenido de Murray y cols., 2014.

Existen cinco mecanismos principales en la generacion de la resistencia bacteriana (intrinseca o

adquirida),

medicamento de la célula; 3) inactivacion o destruccion del agente antimicrobiano mediante

actividad enzimatica como betalactamasas y cefalosporinasas; 4) modificaciones del sitio diana y 5)

los cuales son: 1) disminucion de la captacion del antibidtico; 2) remocion del

modificacion de la via metabdlica (Molina-Lopez y cols., 2019).

La resistencia a betalactamicos, se puede producir por varios mecanismos, pero el mas importante

por su frecuencia y eficacia es la produccion de betalactamasas, para lo cual Ambler propuso una
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clasificacion de ellas en funcion de los mecanismos de interaccion enzima-sustrato y la secuencia de
aminoacidos de las betalactamasas en la que se distinguen cuatro clases de enzimas designados
como A, B, Cy D, mientras que Bush propuso una clasificacion basada en la actividad enzimatica o
afinidad de las enzimas por diferentes sustratos y su sensibilidad a la accion inhibidora por el acido
clavulanico, en colaboraciéon con Jacoby fue actualizada en 2010, y tanto la clasificacion de Bush y

Jacoby como la de Ambler estan correlacionadas (ver anexo) (Bush, y Jacoby; 2010).

La aparicion de resistencia a multiples agentes antimicrobianos en bacterias patogenas es una
amenaza importante para la salud publica, dada la disminucion de disponibilidad de los agentes
antimicrobianos efectivos para las infecciones causadas por estas bacterias, se requieren
definiciones acordadas con las cuales la descripcion y clasificacion de las bacterias resistentes a
multiples agentes antimicrobianos faciliten la vigilancia epidemiologica en todos los entornos de

atencion médica y paises (Tabla 4) (Magiorakos y cols., 2012).

Uno de los métodos utilizados por varios autores e instituciones para caracterizar microorganismos
como MDR (Multidrogorresistente) o Multirresistentes se basa en los resultados de las pruebas de
sensibilidad a los antimicrobianos in vitro, cuando prueban ser "resistentes a multiples agentes
antimicrobianos, clases o subclases de agentes antimicrobianos". La definicion mas utilizada de cepa
multidrogorresistente para las bacterias grampositivas y gramnegativas es cuando demuestran ser
"resistente a tres o mas clases de antimicrobianos" (Magiorakos y cols., 2012).

Las bacterias que se clasifican como XDR son epidemioldégicamente significativas debido su

probabilidad de ser resistentes a todos o casi todos los agentes antimicrobianos aprobados, pues en
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la literatura médica, XDR se ha utilizado como acrénimo de varios términos diferentes como "drogo-
resistencia extrema a los medicamentos”, "drogo-resistencia extensiva a los medicamentos ", y
"extremadamente drogo-resistente a los medicamentos ". Existen dos conjuntos de criterios utilizados
para caracterizar las bacterias como XDR; El primero se basa en el numero de antimicrobianos o
clases o subclases a las que una bacteria es resistente, y el segundo en si son "resistentes a uno o

mas agentes antimicrobianos clave" (Magiorakos y cols., 2012).

El prefijo griego "pan", que significa "todos" se utiliza para termino pandrogorresistente (PDR) significa
"resistente a todos los agentes antimicrobianos”. Las definiciones en la literatura para PDR varian a
pesar de que este término es etimologicamente exacto y significa que, para que una especie en
particular y un aislado bacteriano de esta especie se caracterice como PDR, debe probarse y ser
resistente a todos los antimicrobianos aprobados y utiles, ejemplos de definiciones actuales son:
'resistente a casi todos los antimicrobianos disponibles en el mercado', resistente a todos los
antimicrobianos probados rutinariamente' y 'resistente a todas las clases de antibidticos disponibles
para el tratamiento empirico’, Io que hace que la definicién de PDR esté sujeta a un uso inconsistente

y sea susceptible de potencial mala interpretacion de los datos (Magiorakos y cols., 2012).

Tabla 4: Clasificacion de la resistencia a antimicrobianos segiin Magiorakos y cols., 2012.

CATEGORIA CONSIDERACION
MDR: no susceptible a 21 antibiotico en 23 categorias antimicrobianas.
XDR: no susceptible a 21 antibiotico en todas menos <2 categorias.
PDR: no susceptible a todos los agentes antimicrobianos enumerados.
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1.1.2.2.2 Mecanismos de resistencia intrinseco

El grupo Amber 1 clase C de Bush y Jacoby se encuentras las -lactamasas no inducibles que son
codificadas cromosémicamente, como cefalosporinasas que hidrolizan a las penicilinas y
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, A. baumannii posee una cefalosporinasa
tipo AmpC no inducible denominada ADC (Acinetobacter-derived cephalosporinase), por lo que este
es el mecanismo de resistencia mas frecuente a los B-lactamicos, donde la sobreexpresion de ADC
esta mediada por la presencia de secuencias de insercion que contienen promotores que favorecen
la transcripcion del gen, como la ISAbal e ISAba125. ADC expresado en un nivel bajo confiere
resistencia a ampicilina, pero cuando es sobreexpresada produce una resistencia a cefalotina,
piperacilina, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam. Otro de los mecanismos de resistencia intrinseca
de Acinetobacter es la presencia de oxacilinasa OXA-51 del grupo Amber 2 clase D , cuya expresion
basal hidroliza débilmente penicilinas y carbapenémicos (Turton y cols., 2006; Venegas-Mufiera y

cols., 2014).

1.1.2.2.3  Mecanismos de resistencia adquirida

El empleo inapropiado de antibioticos desencadena una respuesta bacteriana defensiva y, en
consecuencia, la aparicion de patogenos resistentes. Por ello, frente a los mecanismos de accion de
los diferentes antibidticos, nos encontramos los mecanismos de resistencia que las bacterias
desarrollan para protegerse de los mismos. La resistencia adquirida, aparece por cambios puntuales
en el DNA (resistencia cromosémica) o por la adquisicion de éste (plasmidos, transposones,
integrones). De los antibidticos mas importantes, estan los B-lactamicos, y es frecuente encontrar

cepas de Acinetobacter sensibles a todos los miembros de dicha familia. Los mecanismos de
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resistencia a los antibiéticos B-lactamicos comprenden mecanismos enzimaticos y no enzimaticos

(Venegas-Munera y cols., 2014).

Mecanismos enzimaticos

Los mecanismos enzimaticos consisten en la degradacion del anillo B-lactamico mediada por
diferentes tipos de enzimas (-lactamasas, dentro de las cuales se encuentran las B-lactamasas de
clase A, B o D (clasificacion de Ambler). Muchas de estas -lactamasas pueden estar en elementos
genéticos moviles como plasmidos y transposones, por lo que el uso repetitivo de un antibidtico
puede llevar a la expresion de multiples mecanismos de resistencia que pueden faciimente
diseminarse hacia otras bacterias. Dentro de las B-lactamasas de clase A, se encuentran las de gran
espectro relacionadas con resistencia a penicilinas (TEM-1, TEM-2 y la carbenicilinasa CARB-5), las
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) como VEB-1, PER-1, TEM-92 y CTX-M-2 y las de tipo
KPC. Las 3 lactamasas de clase B o metalo-B-lactamasas comprenden un grupo de enzimas que no
son inhibidas por el acido clavulanico ni por el tazobactam; de los seis grupos descritos hasta la
fecha, cinco han sido identificados en A. baumannii incluyendo IMP, VIM, SIM, SPM y NDM,
encontradas en integrones con determinantes de resistencia a aminoglucosidos. Las p-lactamasas
de clase D u oxacilinasas son las que se describen con mayor frecuencia en cepas de A. baumannii,
principalmente OXA-24, OXA-23, OXA-51 y OXA-58, estas tres ultimas asociadas con el elemento
de insercion ISAba1l que aumenta su expresion. Estas enzimas pueden estar codificadas en
plasmidos, excepto OXA-51, codificada en el cromosoma bacteriano y con frecuencia usada como

marcador de especie (Venegas-Muneras y cols., 2014; Fournier y cols, 2006; Mesli y cols., 2013).
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Mecanismos no enzimaticos

Incluyen la alteracion de las proteinas de membrana externa denominadas OMPs (Outer Membrane
Proteins), que conducen a una disminucion de la permeabilidad de la membrana, bombas de flujo
que expulsan el antibiotico y alteracion de las proteinas de union a penicilina o PBPs (penicillin binding

protein), cuando estos son blanco del antibittico (Venegas-Munera y cols., 2014).

Con relacion a los cambios en las OMPs se han descrito alteraciones en proteinas como la CarO
asociada con resistencia a meropenem e imipenemy la OmpW, que disminuye la entrada de colistina
y de los B-lactamicos al interior de la bacteria. También se ha descrito una OMP perteneciente a la

familia de las OprD (OprD-like), relacionada con cierre de porinas (Pournaras y cols., 2014).

Dentro de las bombas de expulsion, la mas estudiada es el sistema AdeABC, que puede expulsar -
lactamicos (incluyendo carbapenémicos); aminoglicdsidos donde las enzimas modificantes son
acetiltransferasas (AAC), nucleotiltransferasas (ANT) y fosfotransferasas (APH) que producen
diferentes fenotipos de resistencia selectiva y en combinacion con bombas de expulsion como la
AdeABC pueden conferir resistencia a todos los grupo; macrolidos; tigeciclina y tetraciclinas por
medios de las bombas de expulsion que incluyen TetA y TetB, codificadas por los genes tet(A) y
tet(B); la primera confiere resistencia solo a tetraciclina, mientras que la segunda expulsa tetraciclina
y minociclina; por otro lado, fluoroquinolonas, cloranfenicol y trimetoprim, donde la resistencia a
sulfonamida esta mediada por el gen sul que se encuentran en la region 3°de un integron, el gen dhfr
confiere resistencia a trimetoprim, mientras que la bomba de expulsion CraA (del inglés:

chloramphenicol resistance Acinetobacter) confiere resistencia a cloranfenicol, y la bomba AdeABC
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también otorga resistencia a estos dos ultimos antibiéticos (Vila'y cols., 2007). Recientemente en el
ano 2008, se describid por primera vez una nueva bomba de expulsion perteneciente a la familia
RND, denominada AdelJK; mientras la bomba AdeABC se encuentra presente en cepas multi-
resistentes de A. baumannii, la bomba AdelJK se encuentra presente tanto en cepas susceptibles
como resistentes, por lo cual representa un aporte a la resistencia intrinseca frente a algunos
antimicrobianos. La bomba AdelJK contribuye a la resistencia a algunos antimicrobianos como los (-
lactamicos, cloranfenicol, tetraciclina y eritromicina y, en menor grado, a la resistencia a
fluoroquinolonas, pero no se encuentra relacionada con la resistencia a azitromicina, lincosamida o

rifampicina (Opazo y cols., 2009)

Finalmente, con relacion a las proteinas de unidon a penicilina, se ha descrito que la ausencia de la
PBP2a podria conferir resistencia a imipenem y meropenem. La carencia simultadnea de esta proteina
y de la PBP2b se asocia con niveles de resistencia mas elevada a estos antibiéticos. En un estudio
realizado por la Secretaria de Salud en el 2011 se encontrd una incidencia de infeccion nosocomial
por A. baumannii del 7%, mientras que en 2013 un estudio realizado por el IMSS encontraron una
incidencia de A. baumannii del 5.7% con el mayor reporte en UMAE (Unidades Médicas de Alta
Especialidad) de traumatologia y ortopedia del 9.3%, todos en adultos, ya que en estancias
pediatricas se han realizado muy pocas estadisticas (Hernandez-Torres y cols., 2010; Arias-Flores y

cols., 2016).
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1.1.3 Identificacion y Susceptibilidad

El género Acinetobacter tiene forma de bacilo durante la etapa de crecimiento rapido y de cocobacilo
en la fase estacionaria, por lo que la morfologia celular varia considerablemente, observandose
formas cocoides, cocobacilares, diplococcicas, bastoncillos, diplobacilos y algunas formas
filamentosas. Generalmente se presenta capsula, es aerobio, no esporulado, inmovil, no hidroliza la
gelatina, no fermentador, carente de lisina descarboxilasa, indol y oxidasa negativo, catalasa positivo

(Nodarse y cols., 2015; Martinez y cols., 2001).

En el aislamiento primario son muy similares a las enterobacterias en cuanto a su patron de
crecimiento y morfologia de las colonias, no pigmentadas, pero se caracterizan por ser abombadas
y mucoides con superficies que pueden ser lisas o tener depresiones. A. baumannii crece sin
dificultad en los medios de cultivo habituales como en agar sangre, algunas caracteristicas
fenotipicas que se utilizan para distinguir las cepas de Acinetobacter de las enterobacterias son
mediante la reaccion negativa a la oxidasa, incapacidad para reducir nitratos a nitritos y no fermentar
glucosa, no desarrollarse en un medio anaerobico, la hemalisis de los eritrocitos, la acidificacion de
la glucosa, el crecimiento a 44°C y la variabilidad en el uso de las fuentes de carbono. (Martinez-

Izquierdo y cols., 2001; Marcos, 2000).

Las muestras clinicas se pueden sembrar en cualquiera de los medios selectivos habituales para
bacterias gramnegativas, por ejemplo, agar sangre o agar MacConkey, inclusive en sospecha de
Acinetobacter multirresistente se puede emplear el medio LAM (Leeds Acinetobacter Medium), que

esta suplementado de vancomicina (10 mg/L), cefsulodina (15 mg/L) y cefradina (50 mg/L) para el
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aislamiento en muestras clinicas 0 ambientales. Como una gran mayoria de cepas son resistentes a
gentamicina, muchos protocolos aconsejan también el uso de agar MacConkey suplementado con

gentamicina a una concentracion de 8 mg/L (Cercenado y cols., 2007; Cano y cols., 2008).

La identificacion presuntiva de las colonias de A. baumannii se basa en la morfologia de las colonias,
que suelen ser brillantes, a veces de aspecto mucoso, y de color blanco amarillento, a veces
ligeramente pardo. En la identificacion bioquimica muchos laboratorios utilizan los tubos de TSI (Agar
Triple Azucar) para corroborar la no fermentacion y el MIO (Movilidad, Indol, Ornitina) ya que A.
baumannii es inmovil. Aunado a todo lo anterior también se puede emplear la identificacion de
especies de Acinetobacter (diferenciando entre Acinetobacter complex de las demas especies)
basandose en el desarrollo a las diferentes temperaturas de incubacion (37°, 41°y 44°), tomando en
cuenta que para la identificacion exacta se debe distinguir por técnicas moleculares (Fernandez y

cols., 2011).

La determinacion de sensibilidad antimicrobiana para Acinetobacter baumannii se realiza por los
métodos de: difusion en disco, microdilucion y E-test. El fenotipo de resistencia heterogénea a
carbapenems es relativamente frecuente, y sélo puede ponerse en manifiesto utilizando los métodos
mencionados, ya que este se determina por la visualizacion de las colonias que crecen en el interior
de los halos de inhibicion. Entre los afios 2000y el 2010 se ha observado un incremento en las tasas
de resistencia a ceftazidima, piperacilina y colistina. La multirresistencia a los antimicrobianos de A.
baumannii es un proceso multifactorial en el que estan implicados la hiperproduccion de (-

lactamasas cromosoémicas tipo AmpC, y en aislamientos estudiados se encuentra un gen ISAba7 de
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carbapenemasas tipo blaOXA-51; algunas cepas con blaOXA-23-like y/o blaOXA-58-like,
sobreexpresion de bombas de expulsion, pérdida de porinas y modificacion del blanco de accion de
los antibioticos (Venegas-Muriera y cols., 2014; Turton y cols., 2006; Farifas y Martinez-Martinez.,

2013).

1.1.4 Importancia clinica en México

Al igual que con la mayor parte de los microorganismos el aislamiento de Acinetobacter de material
clinico no define la infeccién, porque en casi el 100% de las muestras de suelo y agua se logra cultivar
Acinetobacter, también es aislado de muchas fuentes, como leche pasteurizada, alimentos
congelados, vegetales, carne de ave congelada y pescado. Aparece con frecuencia en desarrollo a
partir de numerosas fuentes humanas, incluida la piel, esputo, orina, heces y secreciones vaginales

(Martinez y cols., 2001).

Es el microorganismo gramnegativo que con mayor frecuencia porta en la piel de forma persistente
el personal hospitalario. Hasta el 25% de los adultos sanos en la comunidad presentan colonizacion
cutanea y el 7% de los adultos y lactantes presentan colonizacion faringea transitoria; asi mismo,
coloniza los tubos de traqueostomia de los pacientes internados. A menudo se encuentra durante
semanas 0 meses como contaminante de casi cualquier superficie himeda o seca, lo que incluye el
aire nosocomial, humidificadores, agua de grifo, bafos de dializado peritoneal, objetos que permiten
micciones en la cama (pato), toallas, almohadas, cortinas, piscinas de hidroterapia, catéteres de
angiografia, respiradores mecanicos, bombas de infusion, laringoscopios, duodenoscopios, equipos

con control digital, medicacion con multidosis, fraccionadores de proteinas plasmaticas vy
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dispensadores de jabon que se comportan como verdaderos reservorios del microorganismo

(Nodarse-Hernandez y cols., 2015).

Desde la década de 1970, Acinetobacter ha surgido como un importante patdégeno nosocomial que
puede dar lugar a diversas infecciones incluyendo bacteriemia, neumonia e infecciones de heridas,
con mayor frecuencia infecta el sistema respiratorio debido a la colonizacion faringea transitoria que
ocurre en personas sanas Yy la tasa elevada de colonizacion en los tubos de traqueostomia. La

incidencia de este microorganismo varia de un sitio a otro (Lee y cols., 20006).

La mayoria de las cepas patdgenas de A. baumannii son aislados de las vias respiratorias de
pacientes hospitalizados y es muy dificil diferenciar entre la colonizacion de las vias respiratorias
superiores y la neumonia verdadera. Siendo esta Ultima la infeccion mas comun que ocurre en
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) con una frecuencia del 3 al 5% y con tasas de mortalidad
del 30 al 75%, seguida de la infeccion de vias urinarias e infecciones de tejidos blandos. En nifios
sanos suele causar bronquiolitis y traqueobronquitis adquiridas en la comunidad. Se describe
Neumonia Adquirida en la Comunidad (NAC) severa por Acinetobacter que se presenta durante los
meses de calor y humedad en regiones tropicales. La NAC en adultos, se presenta en general, en
hospederos con defensas disminuidas (p.ej., alcohdlicos, fumadores, con diabetes mellitus,
insuficiencia renal o enfermedad pulmonar subyacente). Se asocia con una alta incidencia de
bacteriemia, sindrome de insuficiencia respiratoria, sepsis, choque y muerte de 2 50%. La mortalidad
de la NAC es mas elevada que la infeccion adquirida en el hospital, aunque se desconocen las

razones de esta presentacion fulminante. Rara vez, la NAC por especies de Acinetobacter se
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presenta con imagenes de consolidacion y abscesos pulmonares multiples. El mayor impacto que ha
producido Acinetobacter es haberse constituido como un agente causal importante de la neumonia
nosocomial, que se caracteriza por ser de inicio tardio en especial, en casos asociados a ventilacion
mecanica, provocando mayor mortalidad y una estancia hospitalaria prolongada. Las infecciones
respiratorias nosocomiales han sido rastreadas a equipo de inhaloterapia contaminado y bacteriemia

por catéteres intravenosos infectados (Almasaudi, 2018).

En México, Ramirez-Sandoval y colaboradores, describen un brote de infeccion nosocomial de vias
respiratorias bajas por A. baumannii en un servicio de Medicina Interna de un hospital general de la
Ciudad de México, en la cual el 53% de todos los casos fueron de pacientes mayores de 65 afos,
con alguna enfermedad pulmonar preexistente, enfermedades de base debilitantes y con tratamiento
antimicrobiano prolongado por mas de 10 dias, teniendo similitud con lo sucedido en otros paises
(Ramirez-Sandoval y cols., 2013). Por otro lado, Martinez-Herrera y cols., en 2008, realizacién un
estudio de frecuencia de aislamientos microbiol6gicos en hemocultivos de pacientes internados en
un hospital de segundo nivel de la ciudad de México, y la distribucion por edad fue de 72 (13.5%)
hemocultivos positivos en recién nacidos, 170 (31.9%) en nifios de 1 mes a 18 anos y 291 (54.6%)
en mayores de 18 anos, concluyendo que los mas afectados son los pacientes adultos (Martinez-
Herrera y cols., 2008).

La mayoria de los informes de bacteriemias nosocomiales por A. baumannii son de brotes en
unidades de cuidados intensivos de adultos produciendo un cuadro de sepsis ya que esta
complicacion tiene lugar cuando el organismo se ve comprometido debido a un agente casual

externo como las bacterias, produciendo una respuesta inmunitaria desregulada y anomala frente a
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la infeccion; 0 en su caso, si no hay una atencion adecuada o a tiempo, puede producirse un shock
séptico consecuente de una respuesta inflamatoria sistémica severa que lleva a un colapso

cardiovascular y/o microcirculatorio (Bruhn'y cols., 2011).

En un analisis de infecciones por Acinetobacter de 1977 a 2000, donde se incluyeron 51 aislados de
16 paises, 75 % se localizo en las unidades de cuidados intensivos de pacientes adultos (Huang y
cols., 2012). En Meéxico existe el Plan UCRA compuesto de 14 hospitales tanto de tercer como
segundo nivel, el cual emitic en el 2018 pero con la informacion consensada en 2016-2017 un
reporte, donde el 7.3% del total de hemocultivos es causado por A. baumannii, pero ningun hospital
infantil forma parte de ese porcentaje, sin embargo, muestra los mas altos niveles de resistencia

(PUCRA, 2018).

A. baumannii ha sido un importante patégeno nosocomial durante los ultimos 30 afos, y esta
frecuentemente implicado en la neumonia asociada al ventilador y el torrente sanguineo, el tracto
urinario y las infecciones de tejidos blandos. La propension a desarrollar resistencia a los antibioticos
hace que A. baumannii sea un patodgeno dificil de tratar (Pournaras y cols., 2014). Se han reportado
cepas resistentes a casi todos los antimicrobianos disponibles comercialmente, lo que limita el
tratamiento. Las cepas MDR son definidas como aquellas que son susceptibles unicamente a
meropenem, amikacina, sulbactam, minociclina; mientras que las cepas PDR son aquellas que
muestran resistencia a meropenem y poseen sensibilidad unica a polimixina (como colistina), sin
embargo, estos estudios no incluyen la capacidad de adherencia e invasividad en cepas aisladas de

pacientes pediatricos, ni el mecanismo de adherencia e invasividad involucrado en la infeccion por
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Acinetobacter, realizando unicamente la investigacion de las moléculas involucradas en dichos

procesos (Diaz-Jiménez, 2010).

Las medidas a tomar ante un agente como A. baumannii son: a) restringir el uso de antibioticos de
amplio espectro como cefalosporinas y carbapenemicos en unidades de alto riesgo como las salas
de urgencias y terapia intensiva; b) evaluar si la presencia de bacteria se trata de una verdadera
infeccion o de una colonizacion; ¢) aislar al paciente para evitar la diseminacion del microorganismo

(Diaz-Jiménez, 2010).

En la actualidad, los microorganismos aislados en las salas de internamiento de hospitales
representan un problema de salud importante, pues son la principal causa de morbilidad y mortalidad
en los mismos e implican disminucion en la calidad de vida, estancia hospitalaria prolongada y costos
de salud elevados. La tasa de infeccion depende de cada unidad, el tipo de pacientes que acoge,
los procedimientos, los antibioticos prescritos y la microbiota hospitalaria. EI hemocultivo aun es el
estudio de eleccion para confirmar una bacteriemia cuando se sospecha en pacientes con o sin foco
obvio de infeccién. La evolucion clinica de los pacientes con hemocultivos positivos depende de
diversos factores, como: edad, foco de infeccidon primaria, origen comunitario o nosocomial de la
infeccion, tipo de microorganismos, enfermedad subyacente, estado de inmunodepresion vy

tratamientos antibiéticos previos (Martinez y cols., 2008; Ramirez y cols., 2013).
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2 Antecedentes

A lo largo de los afios, estudios muestran como A. baumannii ha surgido e incrementando su
frecuencia como unos de los microorganismos aislados en pacientes pediatricos, y la importancia de

evaluar los factores de virulencia que puede presentar para llevar a cabo una infeccion exitosa:

En 2008 Martinez-Herrera y cols. realizaron un estudio en el cual revisan la frecuencia de
hemocultivos positivos y microorganismos aislados de pacientes pediatricos y adultos internados en
el Hospital General Dr. Manuel Gea Gonzalez de la ciudad del Meéxico. Analizaron resultados de
pacientes hospitalizados entre junio de 2005 y mayo de 2007; de 4 381 hemocultivos, de los cuales
533 (12.17%) dieron positivo a bacterias y hongos, la distribucion por edad fue de 72 (13.5%)
hemocultivos positivos en recién nacidos, 170 (31.9%) en nifos de 1 mes a 18 afios, y 291 (54.6%)
en mayores de 18 afnos, donde solo se reportan 17 casos de A. baumannii sin especificar la edad

(Martinez-Herrera y cols, 2008).

Ramirez-Sandoval y cols. en 2013 describieron la resistencia de A. baumannii a diferentes
antibiodticos en pacientes ingresados del 01 de enero del 2011 al 30 de mayo del 2012 en el Hospital
General de Zona No 32 “Mario Madrazo Navarro” en el Instituto Mexicano del Seguro social (HGZ32),
se portaron 50 cepas de A. baumannii, de las cuales 49 fueron de pacientes adultos y 1 de pediatria.
Las cepas mostraron una alta tasa de resistencia a antibioticos, por lo que sugirieron instaurar

estrategias fundamentales para evitar infecciones nosocomiales (Ramirez-Sandoval y cols., 2013).
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En 2014 Garcia y cols., en la UCIN del Hospital de Pediatria del Centro Médico Nacional Siglo XXI
del Instituto Mexicano del Seguro Social de la Ciudad de México un estudio para la identificacion de
los factores de riesgo asociados a IN en ese hospital, observaron que la sepsis fue mas frecuente y
se identificaron 140 microorganismos por medio de hemocultivos incluyendo A. baumannii (1 caso),
y concluyeron que aunado a factores de riesgo anteriormente reportados el numero de cirugias al
que se somete el neonato tambien puede influir en el desarrollo de una infeccion nosocomial (Garcia

y cols., 2015).

En Leon, Guanajuato, se realizo un estudio a pacientes de cardiocirugia pediatrica (<1 — 15 afos) en
el 2016, Duarte-Raya y Baeza-Zarco calcularon que de 67 pacientes el 40.7% (27 pacientes)
cursaron con sepsis después de la cirugia, donde al realizar el hemocultivo de seguimiento se
encontraron que el 25% (6 pacientes) correspondia a A. baumannii, concluyendo que la edad, la
desnutricion, el uso de sonda pleural, sonda nasogastrica y canula orotraqueal y la estancia

hospitalaria prolongada, son factores de riesgo para la infeccion (Duarte-Raya y Baeza-Zarco, 2016).

Alvarez-Fraga en 2018 realiz6 una tesis doctoral donde caracterizé dos nuevos genes que podrian
explicar parcialmente la capacidad que tiene A. baumannii para causar una infeccion, por una parte,
el gen LH92_11085 de A. baumannii MAROQO2, implicado en la formacién de un pilis tipo chaperona-
usher, se encontro sobreexpresado en células del biofilm con células plancténicas, por consecuente
la inactivacion de este gen resultd en una reduccion de la capacidad que la cepa posee para formar
biofilm y de adherirse a células epiteliales ademéas de un descenso en la virulencia. Por otro lado, el

gen A1S_0242 (feoA) de la cepa A. baumannii ATCC 17978, que esta implicado en la captacion de
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hierro, que encontro sobreexpresado durante un proceso de neumonia, este gen también juega un
papel en la adhesion, la formacion de biofilm, la resistencia al estrés oxidativo y en la virulencia in

Vivo.

En 2018 por parte de Ramalingam y Lee, utilizaron las matrices extracelulares (ECM: extracellular
matrix) y la técnica de cubreobjetos inclinado (SGC: slanted coverslip technique) como sustratos de
biopeliculas investigadas por microscopia electronica de barrido (SEM: scanning electron
microscopy), tincion confocal y cristal violeta. Donde A. baumannii mostro mayores capacidades de
formacion de biopeliculas con ECM. Concluyendo que, para el paso inicial de la formacion de
biopeliculas, la adherencia es un factor importante y, en consecuencia, las cepas con una capacidad
comparativamente alta para adherirse a matrices extracelulares y cubreobjetos de vidrio inclinado

proporcionan un nuevo método de crecimiento mejorado de biopeliculas para ensayos in vitro.
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3 Pregunta de Investigacion

¢Las cepas de A. baumannii aislados en pacientes pediatricos con sepsis tienen la capacidad de

adherencia, invasividad y multirresistencia®?
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4 Hipotesis

Todas las cepas de A. baumannii aisladas de hemocultivos en pacientes pediatricos tienen la

capacidad de adherirse, invadir y presentar multirresistencia a antimicrobianos.

47



5 Objetivos
5.1 General

Conocer si las cepas de A. baumannii aisladas de hemocultivo de pacientes pediatricos con sepsis
tienen la capacidad de adherencia, invasividad y multirresistencia a los antimicrobianos de uso

clinico.

5.2 Particulares

* Evaluar la capacidad de adherencia de las cepas aisladas de A. baumannii en linea celular HEp-2.
* Evaluar la capacidad de invasividad de las cepas aisladas de A. baumannii en la linea celular HEp-
2.

» Mostrar la susceptibilidad de las cepas las cepas aisladas de A. baumannii en estudio frente a 13

antibioticos de uso clinico.
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6 Justificacion

A. baumannii se ha presentado a lo largo de la historia como un agente nosocomial, en relacion con
infecciones y a neumonias adquiridas en la comunidad, provocando sepsis que se asocian a una
tasa de mortalidad significativa, y a choque séptico por ser de las principales manifestaciones, dado
que puede permanecer viable en ambientes secos por semanas 0 meses, multiples resistencias a
los antibidticos y otros factores de virulencia importantes. A. baumannii y sus genes 0 mecanismos
de virulencia han sido investigado, hasta ahora en cepas de referencia o en cepas aisladas en
pacientes adultos que en su mayoria son los afectados, no obstante no se descarta la infeccion en
pacientes pediatricos y es de gran interés investigar primeramente cuales son los factores de
virulencia que puede expresar A. baumannii en este tipo de pacientes, por lo que el propésito de este
trabajo es conocer la capacidad de adherencia e invasividad que esta bacteria puede expresar en
cepas aisladas de hemocultivos, y determinar cual es la resistencia a los antimicrobianos que

presenta.
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7 Materiales y Métodos

7.1 Diseno

Este estudio sigue un disefio observacional, transversal, retrospectivo, cualitativo.

Variables cualitativas
- Independientes: Adherencia y Resistencia

- Dependiente: Invasividad

7.2 Criterios

Inclusion
- Cepas aisladas de hemocultivos de pacientes pediatricos en un periodo de enero — diciembre
2018.

- Cepas previamente identificadas como A. baumannii

Exclusion

- Aislamientos repetidos del mismo paciente

Eliminacion
- Cepas no viables
- Cepas contaminadas
- Cepas mal identificadas

- Cepas sin identificacion previa
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7.3 Cepas de A. baumannii

Las cepas A. baumannii en estudio fueron donadas y previamente identificadas por el método
automatizado de BACTEC y Espectrometria de masas (MALDI-TOF) en el Instituto Nacional de
Pediatria, representan aislamientos obtenidos de hemocultivos en pacientes pediatricos de entre RN

y 12 afos durante el periodo enero — diciembre del 2018.

7.4 Cultivo celular

Se utilizaron células HEp-2 (Human Epidermoid carcinoma strain #2) cultivadas a 37°C con CO; al
5% en medio MEM (Medio Minimo Esencial) suplementado y con 10% de suero fetal bovino (SFB),
en frascos para cultivo celular de 5mLy 25 mL. En el 90% de confluencia (proliferacion de células),
se desprendi6é la monocapa del frasco con tripsina y se prepararon nuevos cultivos en MEM con

suplementos.

7.5 Metodologia general

El trabajo constd de tres etapas mostradas en el diagrama de flujo; en la primera se realizé la
recuperacion de cepas bacterianas que se encontraban en congelacion para valorar su estado de
viabilidad y pureza, en la segunda se realizé la sensibilidad antimicrobiana, empleando 13 antibidticos
segun las recomendaciones de la CLSI 2019, la tercera se investigo si las cepas aisladas tenian la

capacidad de adherirse e invadir in vitro un cultivo celular HEp-2.
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7.5.1 Diagrama de trabajo
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7.5.2 Etapa 1: Recuperacion de las cepas

Las cepas se habian mantenido conservadas con glicerol en el ultracongelador (REVCO) hasta su
utilizacion, por lo que se tuvieron que descongelar gradualmente, de -70°C a -20°C por 2 h, después
a 4°C por 2h, y finalmente a temperatura ambiente por 30 min.

Se tomd una asada e inoculd por estria cruzada en Agar Sangre (AS con 7% de sangre) para evaluar
la pureza, ya que puede crecer en medios convencionales para bacterias gramnegativas,
posteriormente se incub¢ a 37°C de 18-24 h, y los tubos de cada cepa se devolvieron a congelar de

manera paulatina en el orden inverso al que se descongelaron.

7.5.2.1 Viabilidad

Para determinar la viabilidad de las cepas, se tomaron 100uL de la cepa a partir de los viales
descongelados e inoculod en caldo triptona incubandose a 37°C de 18 a 24 h. Posterior al crecimiento
de la cepa se realizo la siembra por estria cruzada en placas con AS al 7 % en iguales condiciones
de incubacion. Transcurrida la incubacion se realizo la observacion a simple vista de las placas para

determinar la viabilidad a partir de la visualizacion del crecimiento de colonias en las estrias del medio.

7.5.2.2 Pureza
Se evaluo también el estado de pureza de cada cepa después de la incubacion (18-24 h en AS a
37°C) observando que no hubiera dos o mas morfologias diferentes de colonias en las placas. La

descripcion fenotipica caracteristica en medios de cultivos de las cepas de A. baumannii es que
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pueden ser brillantes o de aspecto mucoso, color blanco, amarillento o ligeramente pardo; a los que

se les realizo tincion de Gram para describir su morfologia por observacion microscopica.

7.5.3 Etapa 2: Determinacion de susceptibilidad

La metodologia utilizada fue basada en el trabajo de Kirby-Bauer y colaboradores, aprobada y
validada actualmente por el Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para la determinacion

de la susceptibilidad bacteriana a los antimicrobianos.

7.5.3.1 Difusion en disco

Consistio en sembrar por estria masiva en Agar Muller Hinton (MH) (Figura 4), la cepa de interés
ajustada a 0.5 McFarland (1.5x108 UFC/mL), y colocando en la superficie de la placa (100mm x 15
mm) hasta cuatro discos de papel secante impregnados con los diferentes antibioticos, en este caso
se utilizaron 13 antibicticos donde 12 fueron los recomendados por la CLSI para probar la
sensibilidad a antimicrobianos, y uno (Ampicilina) para evaluar la resistencia intrinseca (Tabla 5),
posteriormente se incub6 18 h a 37°C. Los antibidticos fueron evaluados previamente por personal

técnico del laboratorio
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AMP

Figura 4: Difusion en disco de la cepa 11. Se aprecia resistencia de la cepa
clasificada como multirresistencia por ser resistente a >1 de 3 diferentes categorias

de antibioticos.

Tabla 5: Antibioticos recomendados por la CLSI, y sus criterios de resistencia y
sensibilidad. RI: Resistencia Intrinseca dependiente del nivel de cefalosporinasa ADC.

DIAMETRO DEL HALO DE
CONCENTRACION INHIBICION EN mm
ABREVIATURA EN pg (S: SENSIBILIDAD /
R: RESISTENCIA)
PENICILINAS
Piperacilina”™ PRL 100 221 /<17
Ampicilina” AMP 10
BETALACTMICOS CON
INHIBIDOR
Piperacilina-Tazobactam T/P110 100/10 221 /<17
CEFALOSPORINAS
Cefepima FEP 30 218 /<14
Ceftazidima® CAZ 30 218 /<14
Ceftriaxona CRO 30 221 /<13
CARBAPENEMES
Meropenem MEM | 10 218 /<14
AMINOGLUCOSIDOS
Tobramicina TOB 10 215 /=12
Gentamicina CN 10 215 /<12
Amikacina AK 30 217 /<14
TETRACICLINAS
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Tetraciclina TE ‘ 30 215 /<11
FLUOROQUINOLONAS
Ciprofloxacino CIP ‘ 5 221 /<15
INHIBIDORES DE LA ViA DE
LOS FOLATOS
Trimetoprim/Sulfametoxazol SXT ‘ 1.25/23.75 216 /=10

7.5.4 Etapa 3: Caracterizacion de las cepas

Los ensayos de adherencia e invasividad se llevaron a cabo en tres fases, se utilizaron como control
positivo laminillas con los diferentes patrones de adherencia descritos para E. coli 49766, para los
ensayos de invasividad se usaron como control positivo laminillas con Shigella boydii, y para ambos
ensayos se tomo como control negativo laminillas con cepas de E. coli K-12, ademas se agregd un

control e células HEp-2 sin infectar (Gonzalez-Villalobos, 2019).

7.5.4.1 Ensayo de adherencia
Dia 1:
7.5.4.1.1 Preparacion de la placa
En una placa para cultivo celular de 24 pozos marca “Falcon”, se coloco un cubreobjetos circular en
cada pozo y a cada uno se le agregd 100 000 células HEp-2, con MEM de la marca “IVD”
suplementado con 10% de SFB de la marca Biowest, para favorecer el crecimiento de las células; y
una mezcla de penicilina-estreptomicina 10 0000 U/ug/mL para prevenir contaminacion. Después
las placas fueron incubadas a 37°C en atmésfera de CO, al 5% durante 24 h de acuerdo con los

ensayos de Gonzalez-Villalobos en 2019.
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7.5.4.1.2  Preparacion de in6culo

Se inocularon cada una de las cepas de interés a partir de las cepas aisladas de AS en caldo triptona
al 1% (para la aportacion de aminoacidos que estimulan el crecimiento del microorganismo) y se

incubaron a 37°C durante 24 h.

Dia 2:

7.5.4.1.3  Preparacion del inéculo
Transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugd a 3 500 rpm por 20 min y se desecho el
sobrenadante, el paquete celular fue resuspendido con PBS (phosphate buffered saline) estéril, pH
7.0, posteriormente se ajustd a 1x108 UFC/mL, se tomaron 100 ulL de esta suspension bacteriana y

anadié a 900 uL de medio MEM sin suero y sin antibiotico (Gonzalez-Villalobos, 2019).

7.5.4.1.4  Preparacion de la placa

Posterior a la incubacion se corrobord que la confluencia de la monocapa fuese por lo menos del
90% bajo la observacion de las placas en el Microscopio Invertido de Contraste de Fases modelo
NIB-10 de la marca “Numak”, y el exceso de células flotantes en el medio que no forman parte de la
monocapa fueron desechadas con tres lavados de PBS 1X estéril, una vez lavado se afadio a cada
pozo 1 mL del inodculo de la suspension bacteriana realizada en el punto 7.5.4.7.3 y se incubd 3 h a

37°C en atmésfera de CO- al 5% (Gonzélez-Villalobos, 2019).
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7.5.4.1.5 Montaje de la preparaciéon

Posterior a la incubacion, se realizaron tres lavados con PBS estéril para desechar el exceso de
células en medio MEM, luego se fij6 con metanol por 1 min, se tind con Giemsa por 20 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de tincion, se realizaron tres lavados con agua
desionizada para eliminar el exceso de colorante, y después se llevd a cabo la deshidratacion de las
lentejas, una por una en el tren de los siguientes solventes: acetona, acetona-xilol en una proporcion
1:1, y xilol. Finalmente se montaron los cubreobjetos en un portaobjetos con resina (para su
conservacion), se dejaron secar y se observaron a 100x en el Microscopio Optico modelo “Primo

Star” marca Carl Zeiss.

Criterios e Interpretacion

El criterio de positividad para la adherencia es que a través del analisis de la preparacion a 100x, se
puedan observar las bacterias adheridas en las células HEp-2, y por el contrario si no se observa

adherencia en las células HEp-2 se considera negativo como a continuacion se muestra:

ADHERENCIA NEGATIVA

ADHERENCIA POSITIV
.
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Para medir cualitativamente y con la Unica finalidad de evaluar la capacidad de adherencia de A.
baumannii se establecieron arbitrariamente las siguientes escalas segun nuestros criterios de

percepcion (Tabla 6).

Tabla 6: Escala para la medicion cualitativa en la adherencia de A. baumannii en células
HEp-2

ADHERENCIA ESCALA CUALITATIVA INTERPRETACION
Bacterias contables 5 — 15 + Escaso
Bacterias contables de 16 — 50 ++ Moderado
Bacterias incontables > 51 +++ Abundante

7.5.4.2 Ensayo de invasividad
Dia 1:
7.5.4.2.1  Preparacion de la placa
En una placa para cultivo celular de 24 pozos marca “Falcon”, se coloco un cubreobjetos circular en
cada pozo y a cada uno se le agregd 100 000 células HEp-2, con MEM de la marca “IVD”
suplementado con 10% de SFB de la marca Biowest, para favorecer el crecimiento de las células; y
una mezcla de penicilina-estreptomicina 10 0000 U/ug/mL para evitar contaminacion. Después las
placas fueron incubadas a 37°C en atmosfera de CO, al 5% durante 24 h de acuerdo con los ensayos

de Gonzalez-Villalobos en 2019.

7.5.4.2.2  Preparacion de in6culo

Se inocularon cada una de las cepas de interés a partir de las cepas aisladas de AS en caldo triptona
al 1% (para la aportacion de aminoacidos que estimulan el crecimiento del microorganismo) y se

incubaron a 37°C durante 24 h.
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Dia 2:

7.5.4.2.3  Preparacién del in6culo
Transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugdb a 3 500 rpm por 20 min y se desecho el
sobrenadante, el paquete celular fue resuspendido con PBS estéril, posteriormente se ajusté a 1x108
UFC/mL para lo cual, se tom¢ 100uL de esta suspension bacteriana y anadio a 900uL de medio MEM

sin suero y sin antibidtico (Gonzalez-Villalobos, 2019).

7.5.4.2.4  Preparacion de la placa

Posterior a la incubacion se corrobord que la confluencia de la monocapa fuese por lo menos del
90% bajo la observacion de las placas en el Microscopio Invertido de Contraste de Fases modelo
NIB-10 de la marca “Numak”, y el exceso de células flotantes en el medio que no forman parte de la
monocapa fueron desechadas con tres lavados de PBS 1X estéril, una vez lavado se afadio a cada
pozo 1 mL del inodculo de la suspension bacteriana realizada en el punto 7.5.4.7.3 y se incubd 3 h a

37°C en atmésfera de CO- al 5% (Gonzalez-Villalobos, 2019).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se procedio a lavar con PBS 1X estéril cada uno de los
pozos, posteriormente se anadid6 1 mL de MEM suplementado con lisozima (300ug/mL) vy
gentamicina (100pg/mL) para lisar a las bacterias adheridas y evitar su propagacion
respectivamente. Nuevamente se incubd por 3 h a 37°C en atmoésfera de CO2 al 5% (Gonzalez-

Villalobos, 2019).
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7.5.4.2.5 Montaje de la preparacion

Posterior a la incubacion, se realizaron tres lavados con PBS estéril para desechar el exceso de
células en medio MEM, luego se fij6 con metanol por 1 min, se tind con Giemsa por 20 min a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de tincidn, se realizaron tres lavados con agua
desionizada para eliminar el exceso de colorante, y después se llevd a cabo la deshidratacion de las
lentejas, una por una en el tren de los siguientes solventes: acetona, acetona-xilol en una proporcion
1:1, y xilol. Finalmente se montaron los cubreobjetos en un portaobjetos con resina (para su
conservacion), se dejaron secar y se observaron a 100x en el microscopio optico modelo “Primo

Star” marca Carl Zeiss.

Criterios e interpretacion

El criterio de positividad para la invasividad es que a través del analisis de la preparacion a 100X, se
puedan observar las bacterias en el mismo plano focal que el nucleo en las células HEp-2, y por el
contrario si no se observan en el mismo plano focal en las células HEp-2 se considera negativo como

a continuaciéon se muestra:

INVASIVIDAD NEGATIVA
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Para medir cualitativamente y con la unica finalidad de evaluar la capacidad de invasividad de A.
baumannii se establecieron arbitrariamente las siguientes escalas segun nuestros criterios de

percepcion (Tabla 7).

Tabla 7: Escala para la medicion cualitativa en la invasividad de A. baumannii en células
HEp-2

INVASIVIDAD ESCALA CUALITATIVA INTERPRETACION
Bacterias contables 5 — 15 + Escaso
Bacterias de 16 — 50 ++ Moderado
Bacterias incontables > 51 +++ Abundante

62



8 Resultados

En total se trabajaron 26 cepas previamente identificadas como A. baumannii, con la finalidad de
evaluar si estas cepas aisladas de pacientes pediatricos con sepsis del INP tienen la capacidad de

adherencia e invasividad; y demostrar su resistencia a los 13 antibidticos evaluados.

8.1 Etapa 1: Recuperacion de las cepas

El 100 % de las cepas y las réplicas estudiadas mostraron sus caracteristicas de crecimiento tipicas

en los medios solidos manifestando una viabilidad y pureza adecuada.

8.2 Etapa 2: Sensibilidad antimicrobiana

En la prueba se sensibilidad se valoraron las cepas con las familias de antibiéticos mostrados
anteriormente; ya que se ha demostrado que A. baumannii puede tener resistencia intrinseca a
Ampicilina se expuso a este antibidtico, donde casi el 50% de las cepas expresaba una resistencia
a Ampicilina (AMP) (Figura 5), una mayor resistencia se dirigié a Ceftriaxona (CRO), por su parte la
resistencia menor se observo con Piperacilina (PRL), Piperacilina-Tazobactam (TZP110), Cefepima
(FEP), Ceftazidima (CAZ), Meropenem (MEM), Amikacina (AK), Tobramicina (TOB), Ciprofloxacino
(CIP) y Trimetoprim con Sulfametoxazol (SXT), mientras que a Tetraciclina (TE) y Gentamicina (CN)
no se observo resistencia (Figura 6). También se clasificaron las resistencias segun los criterios de
Magiorakos y cols., 2012, con la modificacion de que las cepas con resistencia a uno o dos
antibidticos de una o dos diferentes categorias de antibioticos, se les denomind como NMDR (No

Multirresistente) (Figura 7).
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RESISTENCIA INTRINSECA

%R-AMP
46%

Susceptibles
54%

Figura 5: Susceptibilidad a Ampicilina. Del total de cepas, se muestran
cuantas de ellas presentan una resistencia y susceptibilidad a Ampicilina.
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Figura 6: Resultados de la susceptibilidad a antibioticos. En el grafico se muestran cual es el
porcentaje de cepas susceptible a cada antibiético evaluado.
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Figura 7: Gréafica representativa del tipo de resistencias identificadas.
Con respecto al total de 26 cepas, se muestran el numero de cepas de
acuerdo con el tipo de resistencia que presenta, o en su caso, al nimero de
cepas susceptibles clasificado segiin Magiorakos y cols., 2012

8.3 Etapa 3: Caracterizacion de las cepas

Del total de las 26 cepas evaluadas, en la tabla 8 se muestran las positivas y negativas tanto para el
ensayo de adherencia como de invasividad, mientras que en la tabla 9 se clasifican las cepas
adherentes e invasivas de acuerdo con la escala mencionada en la metodologia, ademas de que en
la figura 8 se grafica cuantas cepas con algun tipo de resistencia presenta adherencia y/o invasividad;
y en la figura 9 se relaciona por medio de un diagrama de Venn las capacidades de la cepas. Por
otro lado, también se muestran fotografias de laminillas en las que se observan la adherencia e

invasividad dadas por las cepas en las figuras 10, 11y 12.

Tabla 8: Conteo de cepas sometidas al ensayo de adherencia e invasividad. Del total de 26 cepas, se
realizé el recuento de cepas positivas 0 negativas al ensayo de adherencia e invasividad.

ADHERENCIA INVASIVIDAD
POSITIVO 15 5
NEGATIVO 11 21
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Tabla 9: Escala cualitativa de cepas positivas al ensayo de adherencia e invasividad. Se muestran el
namero de cepas de A. baumannii basados en nuestra escala cualitativa tomando en cuenta las bacterias
contables; escasa + (5 - 15), moderada ++ (16-50), abundante +++ (>51 — incontable).

ADHERENCIA INVASIVIDAD
+ 2 0
POSITIVO ++ 5 0
+++ 7 5
DC 1 0

DC: desprendimiento celular.

FACTORES DE VIRULENCIA

10 9
9
8
o 7
S 6
O s
wl 4 4
a 3 m ADHERENCIA
* o3
5 B INVASIVIDAD
1 1 1
1
1 2 15 8
XDR MDR NO MDR SUSCEPTIBLE
RESISTENCIA

Figura 8: Relacion entre cepas de A. baumannii de acuerdo con el mecanismo de virulencia evaluado.
Se muestra la capacidad de adherencia e invasividad que presentan las cepas de acuerdo con el tipo de
resistencia que tienen, en la que se observa claramente que las cepas no multirresistentes presentan una
mayor adherencia.
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Figura 9: Diagrama de Venn que muestra la relacion entre
mecanismos de virulencia. De acuerdo con los mecanismos de
virulencia evaluados, se asocian entre ellas para conocer cuantas de
cepas de A. baumannii pueden expresar dos o mas factores de
virulencia al mismo tiempo.
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Figura 10: Prueba negativa a la capacidad de adherencia en cepa en A. baumannii (A),
comparandolo con el control positivo (B) y negativo (C). Se usé como control positivo E. coli 47966
y como control negativo E. coli K-12.
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Figura 11: Ejemplos de cepas de A. baumannii con adherencia positiva a células HEp-2 de
acuerdo con la escala cualitativa. A) Escasa. B) Moderada, C) Abundante

Figura 12: Ejemplo de invasion a células HEp-2 de una cepa de A. baumannii. (A) La cepa
ejemplificada fue evaluada con invasividad abundante en la escala cualitativa, en (B) se observa
Shigella boydii ATCC 12030 como control positivo, y (C) E. coli K-12 como control negativo.
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9 Analisis de resultados

Con respecto a los resultados obtenidos podemos analizar que, no hubo ningun inconveniente con
la recuperacion y manipulacion de las cepas trabajadas, pues conservaron la morfolégicas coloniales

caracteristicas que A. baumannii presenta.

En tanto la susceptibilidad antimicrobiana, hubo variacion en comparacion con las bibliografias
reportadas para la resistencia intrinseca, ya que de las cepas aisladas de hemocultivo en pacientes
pediatricos la resistencia en Ampicilina fue del 46% (Figura 5), un 12% a Piperacilina, el 4% a
Ceftazidima (Figura 6) y el resto no presentd una resistencia intrinseca, no obstante, la resistencia a
ceftriaxona fue del 62% siendo notoriamente mayor comparado con los demas antibioticos, ademas
de no presentar resistencia a gentamicina ni tetraciclina (Figura 6), coincidiendo asi con lo reportado
en bibliografia. Por otro lado, del total de cepas de A. baumannii evaluadas solo tres fueron
categorizadas como multidrogorresistente y extensivamente drogorresistente, donde las cepas
consideradas como MDR llegaron a presentar resistencia a AMP, PRL, TZP110, CRO y MEM,
mientras que la cepa considerada como XDR tuvo resistencia a AMP, PRL, TZP110, FEP, CRO, CAZ,
MEM, AK, TOB, CIP y SXT; el resto de cepas que presentaron resistencia pero no MDR se
denominaron No Multidrogorresistentes (NMDR), debido a que solo fueron resistentes a uno o dos

antibidticos y por consiguiente no entraban en las categorias estimadas (Figura 7).

Por otro lado, como era de esperarse algunas cepas de A. baumannii mostraron la capacidad de
adherencia e invasividad (Figuras 12 y 13), por lo cual en los ensayos se establecieron criterios para

clasificar a las cepas de como positivas y su escalada cualitativa, o negativas (Tabla 9), asi mismo
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se realiz6 un conteo de las cepas positivas y negativas para ambos ensayos (Tabla 8), donde 15 de
las 26 cepas evaluadas presentaron adherencia a las células HEp-2 y cinco de las 21 fueron positivas

para el ensayo de invasividad.

Finalmente se relacionaron las capacidades de adherencia e invasividad, asi como la categoria de
resistencia que las cepas de A. baumannii presentaban, con la intencion de conocer cuantas cepas
podian expresarse al mismo tiempo los diferentes mecanismos de virulencia evaluados (Figuras 8 'y

9).
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10 Discusiones

Los patrones de sensibilidad a los antimicrobianos pueden variar en funcion de factores ambientales,
del tiempo de evolucion de la endemia o epidemia y de las distintas politicas de uso de
antimicrobianos en los hospitales. Actualmente, en lugares endémicos, la mayoria de las cepas de
A. baumannii son resistentes a los aminoglucosidos, ureidopenicilinas, cefalosporinas vy
fluoroquinolonas, y no tienen indicacion estos antimicrobianos en el tratamiento empirico de
infecciones en las que se sospeche la presencia de A. baumannii. El tratamiento empirico de las
infecciones por Acinetobacter spp reviste a veces un grave problema debido a la frecuente y
cambiante aparicion de resistencias, y ademas por la gravedad clinica y el bajo indice de sospecha

(Garnacho-Montero , 2004).

Las cepas aisladas de hemocultivo en pacientes pediatricos no mostraron una multirresistencia
esperada, ya que solo una de las 26 cepas evaluadas es XDR y dos fueron MDR, sin embargo 15
presentan resistencia al menos a un antibiotico en pacientes desde RN hasta de 12 afos, esto podria
deberse a que en este tipo de pacientes se mantienen mayor control en la administracion y la
constante la exposicion previa a antimicrobianos para prevenir la resistencia en los tratamientos,
aungue también debe considerarse que dependiendo del biotipo de A. baumannii puede variar la
expresion de genes y con ello la resistencia que manifieste a ciertos antibiéticos (Garnacho-Montero

, 2004; Rada-Cuentas; 2016).

La resistencia intrinseca a ceftazidima y a piperacilina que puede presentar A. baumannii esta dada

a la hiperproduccion de la enzima ADC, una cefalosporinasa tipo AmpC no inducible y si esta enzima
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se expresa en bajo nivel entonces sera resistente a ampicilina, y en este caso solo el 4% es resistente
a este ceftazidima, 12% a piperacilina, y el 42% fue resistente a ampicilina, dado que la
sobreexpresion o baja expresion de ADC esta mediada por la presencia de secuencias de insercion
que contienen promotores que favorecen la transcripcion del gen ISAbal e ISAba125, se puede
inferir que solo algunas cepas de A. baumannii contenian este gen mientras que el resto carecian de
gen 0 no estaban siendo expresados debido a los factores ambientales en las que se desarrollo la

infeccion (Venegas-Muriera y cols., 2014).

A pesar de que la adherencia es el proceso inicial para establecer una infeccion, existen pocos
estudios que aborden este fendmeno en pacientes pediatricos con un curso de sepsis, la mayoria de
estos se han centrado en la multirresistencia y la frecuencia de A. baumannii en aislamientos por
neumonia, y de adhesinas en cepas ATCC; el 54% de las cepas estudiadas mostraron adherencia a
células HEp-2 y aunque no se encontrd algun patron de adherencia como las estudiadas en
Escherichia coli o Klebsiella pneumoniae, esta capacidad refleja una estrategia importante para su
adaptacion en el epitelio para posterior infeccion; También se evalud la invasividad, en la cual se
encontro que solo el 19% de las cepas con adherencia tienen esta capacidad, y esto da cabida para
estudiar el mecanismo de adherencia e invasividad que estas cepas clinicas aisladas de hemocultivo
presentan, y compararlo con otros estudios en cepas ATCC  (Ramirez-Sandoval y cols., 2013;
Duarte-Escalante y cols. 2016; Martinez-Hernandez vy cols., 2016; Tomaras y cols., 2003; Tomaras

y cols., 2008; Martinez y cols., 2005; Riveros y cols., 2011).
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Un estudio ha demostrado que en A. baumannii hay una correlacion entre la resistencia a los
antibioticos y la capacidad de adherencia en superficies abioticas y bidticas, lo cual podria contribuir
a la sobrevivencia de este microorganismo y su diseminacion en el entorno hospitalario, dada esta
asociacion, se logro correlacionar que de las 14 cepas que presentan la capacidad de adherencia,
por un lado, 10 tienen un tipo de resistencia a antibioticos, y por el otro, cinco de ellas tienen la
capacidad de invadir células HEp-2, de estas ultimas, solo dos cepas presentan un tipo de resistencia
antimicrobiana, y finalmente del total de las 26 en estudio, Unicamente dos cepas manifestaron los
tres mecanismos de virulencia al mismo tiempo, lo que sugiere que hay una baja incidencia de cepas

con esta ultima particularidad (Tomaras y cols., 2003).
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11 Conclusiones

Se evaluo la capacidad de adherencia e invasividad de las cepas en estudio, demostrandose
que el 64% de ellas pueden presentar adherencia sin invasividad, y el 36% una adherencia

con invasividad causando una infeccion severa en pacientes pediatricos.

Se mostrd que A. baumannii tiene la capacidad de multidrogorresistencia a antibiéticos, no
obstante, en nuestras cepas no fue la esperada en comparacion con otros autores en las que
la multidrogorresistencia es alta, dejando asi en claro que factores ambientales, los criterios
de tratamiento y principalmente el biotipo y genes de patogenicidad son determinantes en la

susceptibilidad a los antibidticos.
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12 Perspectivas

Identificacion molecular de las cepas, para observar si hay alguna relacion entre el biotipo de
A. baumannii y sus mecanismos de virulencia.

Realizar prueba de susceptibilidad a antimicrobianos en cepas de infecciones recientes (del
2017 ala actualidad) con A. baumannii aisladas de hemocultivos en pacientes pediatricos del
INP para demostrar el crecimiento en la resistencia.

Conocer las moléculas involucradas y expresadas en los mecanismos de adherencia e

invasividad en las cepas de A. baumannii que fueron positivas para dichos ensayos.
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14 Glosario

GENOESPECIE: Especie considerada en funcion de criterios genéticos. La especie como conjunto
reproductor natural mantiene unas caracteristicas hereditarias comunes. En el intercambio de genes

se presentan normalmente diversos factores (geograficos, etolégicos, fisiologicos, etc.).

ADHERENCIA: Proceso por medio del cual las bacterias se unen a las superficies de las células

hospederas.

BACTERIOCINAS: Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana, segregadas por un
gran numero de bacterias para inhibir el crecimiento de otros microorganismos competidores.
Generalmente, estos péptidos actuan sobre la membrana celular. Existe una gran diversidad de
bacteriocinas reportadas en la mayoria de las especies bacterianas, e incluso dentro de una misma
especie podrian producirse distintos tipos de bacteriocinas. La acinetobactina es una bacteriocina

secretada por A. baumannii.

FILOPODIOS: Protuberancias finas, similares a espigas, que contienen filamentos de actina que
sirven para detectar el entorno local pero también para detectar y retener bacterias durante la

fagocitosis.

INVASIVIDAD/INVASION: Proceso a través del cual las bacterias penetran en las células hospederas

y por consecuente se diseminan dentro del organismo.

TRAQUEOSTOMIA: Procedimiento quirdrgico realizado con objeto de crear una abertura dentro de
la traquea, a través de una incision ejecutada en el cuello, y la insercion de un tubo o canula para

facilitar el paso del aire a los pulmones.
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