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RESUMEN

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo gram negativo, aerdbico, de
distribucién mundial y de medioambiente. Por su naturaleza cuenta con
mecanismos de resistencia a antibidticos, y es resistente a multiples
antibidticos, con propagacion epidémica entre pacientes tanto en humanos
como animales. Tiene la habilidad de persistir en el ambiente por largos
periodos que lo hacen eficaz como patégeno endémico. Se considera, que
en Mexicali, BC, los aislados de Acinetobacter spp. de origen
animal/nosocomial obtenidos poseen resistencias a diferentes antibidticos y
cuentan con segmentos genéticos que les confiere ese fenotipo, ademas de
la misma ST de rpoB y MLST. En este trabajo se determinaron los perfiles de
resistencias a antibidticos y caracteristicas genotipica y genémica de cepas
de Acinetobacter spp. Aislados de origen animal y nosocomial en Baja
California. 19 aislados de Acinetobacter spp., de los cuales 3 asociados a
mastitis bovina y 16 a pacientes humanos fueron identificados, genotipados
por PCR y secuenciados en el gen rpoB. Se determind la resistencia
fenotipica se realiz6 con la técnica de difusion en agar a 9 familias de
antibioticos y la resistencia genotipica por PCR de tres genes de
carbapenemasas (Blaoxa23, Blaoxa-24 Blaoxa-ss). Por ultimo se determinaron
las caracteristica gendmicas de 6 aislados con la técnica de MLST con el
esquema de Instituto Pasteur (MLST-IP) y/o Universidad de Oxford (MLST-
UO). Todos los 19 aislados se confirmaron como A. baumannii por PCR de
rpoB. Todos los aislados de origen bovino fueron MDR con GT del rpoB
como G4 y los de origen nosocomial fueron XDR y con GT de rpoB aun no
reportado en la literatura. 12 de 19 aislados fueron positivos al gen BlaOXA-
23. Por MLST-IP se identificaréon 2 ST (156 y 239), con MLST-UO 3 ST
(1054, 205, 207) y una ST nueva. El genotipificado de rpoB y la tipificacion
por MLST demuestran ser herramientas utiles de epidemiologia molecular y
se podra utilizar en el programa de vigilancia de hospital junto con el analisis
fenotipico y genotipico de resistencia para monitorear A. baumannii MDR 'y

XDR altamente patogénico.
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ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a gram-negative, aerobic, global distribution and
environmental cocobacillus. By its nature it has mechanisms of resistance to
antibiotics, and is resistant to multiple antibiotics, with epidemic spread
between patients in both humans and animals. It has the ability to persist in
the environment for long periods that make it effective as an endemic
pathogen. It is considered that, in Mexicali, BC, Acinetobacter spp. isolates
obtained from animal / nosocomial origin have resistance to different
antibiotics and have genetic segments that confer this phenotype, in addition
to the same ST of rpoB and MLST. In this work, the profiles of antibiotic
resistance and genotypic and genomic characteristics of Acinetobacter spp.
strains isolated from animal and nosocomial origin were determined in Baja
California. 19 isolates of Acinetobacter spp., in which 3 associated with
bovine mastitis and 16 to human patients were identified, genotyped by PCR
and sequenced in the rpoB gene. We determined profiles of phenotypic
resistance to 9 families of antibiotics and profiles of genetic resistance by
PCR of three carbapenemase genes (BlaOXA-23, BlaOXA-24 BlaOXA-58).
Finally, the genomic characteristics of 6 isolates with the MLST technique
were determined with the scheme of Instituto Pasteur (MLST-IP) and / or
Oxford University (MLST-OU). All 19 isolates were confirmed as A. baumannii
by rpoB PCR. All isolates of bovine origin were MDR with genotype of rpoB
as G4 and those of nosocomial origin were XDR and with genotype of rpoB
not yet reported in the literature. 12 of 19 isolates were positive for the
BlaOXA-23 gene. By MLST-IP 2 STs (ST156 and ST239), with MLST-UO 3
STs (ST1054, ST205, ST207) and a new ST were identified. rpoB genotyping
and MLST genomic typing prove to be useful tools of molecular epidemiology
and can be used in the hospital surveillance program together with monitoring
analysis of phenotypic and genotype resistance of A. baumannii MDR and

highly pathogenic XDR.



INTRODUCCION

Acinetobacter spp. es un organismo de vida libre presente en el
ambiente como suelo, agua, comida y aguas residuales (Bergogne-Berezin
et al., 2008), han sido implicado como parte de la flora de piel humana y
animal (Peleg et al., 2008) mas de un 40% colonizan diferentes partes del
cuerpo (Berlau et al., 1999a;Seifert et al., 1997) y flora fecal (Dijkshoorn et
al., 2005).

Acinetobacter baumannii esta implicado en varios tipos de infecciones,
especialmente en individuos inmunocomprometidos y unidades de cuidados
intensivos (UCI) que con frecuencia son resistentes a multiples antibioticos,
con propagacion epidémica entre pacientes tanto en humanos como
animales (Boerlin et al., 2001). Tiene la habilidad de persistir en el ambiente
por periodos extendidos con un amplio rango de condiciones que lo hacen

particularmente eficaz como patégeno endémico (Ettinger y Feldman 2009).

En Guadalajara, Jalisco, México existen reportes del 2011 con una
prevalencia del 20.8% en UCI; A. baumannii es el segundo de 5 patogenos
bacterianos mas aislados en el 2007 después de E. coli considerandose
patégeno endémico nosocomial (Morfin-Otero et al., 2013). Existen 2 factores
que han contribuido a la importancia de la bacteria: incidencia actual y
resistencia a los multiples farmacos por su uso prologando y tratamientos
complejos, lo cual contribuye a la propagacion de bacterias multidrogo
resistentes (Bergogne-Berezin et al.,, 2008;Kwon et al., 2007;Poirel et al.,
2012). Considerandose que en Mexicali, BC los aislados de Acinetobacter
spp. de origen animal/nosocomial obtenidos poseen resistencias a diferentes
antibidticos y cuentan con segmentos genéticos que les confiere ese

fenotipo, ademas de la misma ST de rpoB y MLST.

Por lo que el objetivo del presente trabajo es determinar los perfiles de
resistencias a antibiodticos y genotipificacion de cepas multidroga resistentes

de Acinetobacter baumannii de Baja California.



REVISION DE LITERATURA

Caracteristicas de Acinetobacter spp.

El género Acinetobacter comparte muchas caracteristicas que permite
su identificacién presuntiva a este nivel. Son gram negativos, aerobios
estrictos, catalasa-positivos, oxidasa negativos, no motiles, cocobacilos no
fermentadores, su ADN gendmico muestra el contenido de G+C de 39% a
47%, conocidos como patogenos oportunistas (Bergogne-Berezin et al.,
2008). Las especies microbianas del genero han sido consideradas como un
grupo de alto grado de similitud en términos de sus propiedades fenotipicas.
Sin embargo, con la hibridacion de acidos nucleicos y secuenciacidon
proporcionan los mejores métodos disponibles para la designacion de las
especies y determinacion de las relaciones entre los diferentes organismos

(Bergogne-Bérézin y Towner 1996).

Varias cepas de Acinetobacter crecen entre 20° C y 37° C teniendo un
optimo de 33-35° C. Las especies de Acinetobacter de origen humano crecen
bien en medio solido como agar sangre de borrego y soya tripticasa a una
temperatura de incubacion de 37°C (Bergogne-Berezin et al., 2008). Estos
organismos forman colonias lisas, a veces mucoides blanco grisaceo;
colonias de A. calcoaceticus - A .baumannii se asemejan a los de
Enterobacteriaceae, con un diametro de la colonia de 1,5 a 3 mm después de
cultivo durante la noche, mientras la mayoria de las otras especies de
Acinetobacter producen colonias mas pequefo y translucida. A diferencia
de la Enterobacteriaceae, algunas especies de Acinetobacter fuera de A.
calcoaceticus -A . baumannii pueden no crecer en agar McConkey (Peleg et
al., 2008). Se pueden distinguir las especies nombras del genero
Acinetobacter (cuadro 1). El género incluye especies patégenas y no

patégenas (de Berardinis et al., 2009).



Cuadro 1.- Revision taxonédmica del género Acinetobacter.

Especie

Referencia

Acinetobacter apis

(Kim et al., 2014)

Acinetobacter baumannii

(Bouvet y Grimont 1986a)

Acinetobacter baylyi

(Carr et al., 2003)

Acinetobacter beijerinckii

(Nemec et al., 2009)

Acinetobacter bereziniae

(Nemec et al., 2010)

Acinetobacter bohemicus

(Krizova et al., 2014)

Acinetobacter boissieri

(Alvarez-Perez et al., 2013)

Acinetobacter bouvetii

(Carr et al., 2003)

Acinetobacter brisouii

(Anandham et al., 2010)

Acinetobacter calcoaceticus

(Baumann et al., 1968)

Acinetobacter gandensis

(Smet et al., 2014)

Acinetobacter gerneri

(Carr et al., 2003)

Acinetobacter grimontii

(Carr et al., 2003)

Acinetobacter guangdongensis

(Feng et al., 2014)

Acinetobacter guillouiae

(Nemec et al., 2010)

Acinetobacter gyllenbergii

(Nemec et al., 2009)

Acinetobacter haemolyticus

(Bouvet y Grimont 1986b)

Acinetobacter harbinensis

(Lietal., 2014a)

Acinetobacter indicus

(Malhotra et al., 2012)

Acinetobacter johnsonii

(Bouvet y Grimont 1986b)

Acinetobacter junii

(Bouvet y Grimont 1986b)

Acinetobacter kookii

(Choi et al., 2013)

Acinetobacter Iwoffii

(Bouvet y Grimont 1986b)

Acinetobacter nectaris

(Alvarez-Perez et al., 2013)

Acinetobacter nosocomialis

(Nemec et al., 2011)

Acinetobacter pakistanensis

(Saira et al., 2014)




Acinetobacter parvus

(Nemec et al., 2003)

Acinetobacter pittii

(Nemec et al., 2011)

Acinetobacter puyangensis

(Li etal., 2013)

Acinetobacter gingfengensis

(Li etal., 2014b)

Acinetobacter radioresistens

(Nishimura et al., 1988)

Acinetobacter rudis

(Vaz-Moreira et al., 2011)

Acinetobacter schindleri

(Nemec et al., 2001b)

Acinetobacter seifertii

(Nemec et al., 2015)

Acinetobacter soli

(Kim et al., 2008)

Acinetobacter tandoii (Carr et al., 2003)
(Carr et al., 2003)
(Carr et al., 2003)
(Nemec et al., 2001a)

(Vaneechoutte et al., 2009)

Acinetobacter tjernbergiae

Acinetobacter towneri

Acinetobacter ursingii

Acinetobacter venetianus

Distribucion

Acinetobacter spp. es ubicuo en la naturaleza y puede ser encontrada
en agua, comida, suelo, lodo, organismos vivos, vegetales asi como en
heces, orina y piel de humanos y animales (Bergogne-Berezin et al.,
2008;Gennari y Lombardi 1993;Kempf et al., 2012;Peleg et al., 2008;Turton
et al., 2010;Zordan et al., 2011). Acinetobacter spp. puede ser aislada de
piel en uno o0 mas sitios del cuerpo, y las frecuencias de la colonizacién
fueron los siguientes: antebrazo ( 51 %), frente ( 47 %) dedos del pie ( 34 %)
heces de animales, artropodos, vegetales (Berlau et al., 1999a;Dijkshoorn et
al., 2005;Seifert et al., 1997) con 44% en piel de voluntarios sanos, las
especies aisladas mas frecuentemente son A. Iwoffii (61%), especies
genomicas de Acinetobacter 15BJ (12%), A. radioresistens (8%) y especies

genomicas 3 Acinetobacter (5%). (Berlau et al., 1999a).



Los miembros de Acinetobacter, en particular A. baumannii son
comunmente encontradas en ambientes de hospital, como colonizadores de
la piel de pacientes y membranas mucosas, como agente etiolégico incluido
en el rango de infecciones nosocomiales y como contaminante del equipo
médico (Bergogne-Berezin et al., 2008). Se ha sugerido que la piel humana
podria ser la fuente de severas infecciones, como bacteremias(Berlau et al.,
1999a;Fournier y Richet 2006). Las infecciones nosocomiales pueden estar
derivadas de la flora enddégena de pacientes o de microorganismos exdégenos
adquiridos por pacientes durante su estancia en el hospital (Boerlin et al.,
2001). De acuerdo con Berlau et al. (1999b), la comida del hospital puede ser
una fuente potencial de adquisicién de A. baumanni, aunque existen estudios
que han demostrado que la colonizacion del tracto digestivo puede ser
comun en el ambiente hospitalario , con tasas de colonizacién de hasta el 41
% en los pacientes en la unidad de cuidados intensivos (Corbella et al.,
1996).

En la practica clinica, las infecciones con el genero Acinetobacter
estan asociadas a dispositivos artificiales como en los brotes en UCI por la
contaminacién en el equipo de ventilacion y neumonias con un 17% (Munoz-
Price y Weinstein 2008). En las UCI la presencia y duracién de los
procedimientos invasivos, asi como la exposicifion a antibioticos de amplio
espectro han sido identificados como factores de riesgo en muchos estudios
para la adquisicion de Acinetobacter spp. (Koeleman et al., 2001).
sobrecrecimiento bacteriano en el estbmago es otra via que puede estar
involucrado en el desarrollo de la neumonia nosocomial y bacteriemia . esto
puede ocurrir en condiciones de disminucion de la secrecion de acido a
menudo observado en pacientes de UCI (Bergogne-Berezin et al., 2008) asi
como la colonizacion del tracto gastrointestinal es considerado por algunos
autores como el reservorio principal de cepas resistentes (Corbella et al.,
1996).

A. baumannii ha sido reportado rara vez en animales ya que se ha

considerado mayormente como patogeno nosocomial humano y hasta ahora



no se ha realizado estudios de la flora normal de los animales para
determinar la presencia de Acinetobacter spp. sin embargo existen diferentes
estudios donde son aislados de animales de sacrificio para consumo humano
(16/1381) (Hamouda et al., 2011), en pequeinas especies se ha reportado
aislamiento a partir de aparato genitourinario, tracto respiratorio, heridas,
hemocultivos, con una tasa de mortalidad del 100% en pacientes
sistemicamente afectados (Francey et al., 2000), en casos de mastitis bovina
A. Iwofii/junii  con 6.0% (Nam et al.,, 2009) Acinetobacter Iwofii 3.1%
(Malinowski et al., 2006), de catéteres de yugular en caballos siendo este el
unico organismo responsable de la infeccion local y colonizacién (Endimiani
et al., 2011;Vaneechoutte et al., 2000),

Existen tres factores posibles que contribuyen a la persistencia de A.
baumannii en el ambiente de hospital; resistencia a antimicrobianos,
resistencia a la desecacion y resistencia a desinfectantes (Bergogne-Berezin
et al., 2008). Las cepas de A. baumannii sobreviven a la desecacion mucho
mejor que otras especies como A. johnsonnii, A. junii, A. Iwoffii (Jawad et al.,
1996), la mayoria de las cepas de A. baumannii sobreviven largo tiempo
considerablemente a comparacion de E. coli y otras Enterobacteriaceae,
estas observaciones sugieren la propagacion aérea de A. baumannii en salas
de hospital (Wisplinghoff et al., 2000) y explica la ocurrencia repetitiva de
brotes después de la desinfeccion incompleta de las superficies secas
contaminadas. Cuando los tiempo de supervivencia de cepas de A.
baumannii  esporadicos y epidémicos son comparados, no hubieron
diferencias; todas las cepas investigadas tuvieron la habilidad de sobrevivir
por tiempos largos en superficies secas y hubo un incremento potencial de la

propagacion epidémica (Bergogne-Berezin et al., 2008).

Reporte de Infeccion nosocomial en Latinoamerica .

Las infecciones con A. baumannii generalmente ocurren en pacientes

con infermedades severas en UCI, la tasa de mortalidad es alta entre el 26%


http://europepmc.org/abstract/med/17020014/?whatizit_url_Species=http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=469&lvl=0

al 68% (Sunenshine et al., 2007). En Latinoamerica, las bacterias patogenas
frecuentemente aisladas de infecciones nosocomiales de torrente sanguineo
incluyen a Enterococus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter
spp. (Sader et al., 2002); siendo agrupadas bajo el acronimo de ESKAPE por
la caracteristica de MDR (Multidrogo Resistente) y que actualmente se estan
realizando vigilancia global y regional para su control (Llaca-Diaz et al.,
2012).

Existen reportes que en el hospital de Guadalajara, Jalisco, México se
obtuvo de pacientes adultos de UCI. En 1999, se obtuvieron 18 aislados de
A. baumannii, después entre el 2000 y 2001, este numero incremento arriba
de 100 aislados. Para el 2010 se obtuvieron mas de 500 aislados. En el
2011, la prevalencia de A. baumannii fue de 20.8% para las UCI, 9.4% en el
area medica, 1.6% para el area de cirugia, 5.8% en area de neurocirugia y
1% en el area pediatrica (Morfin-Otero et al., 2013). En el 2012 en el hospital
humano de ensefianza en Monterrey, Nuevo Leon, México se identific6 como
A. baumannii 268 de 1692 aislados, esto correspondiendo al 15.8% (Llaca-
Diaz et al., 2012)

A. baumannii fue mas frecuentemente aislado durante los meses de
calor seco entre Abril y Junio y durante los meses de calor humedo entre
Julio y Septiembre (Morfin-Otero et al., 2013).

Resistencia a antibiéticos

La presion evolutiva es grande en la aparicion de resistencia a los
antibidticos, esto como resultado del uso prolongado de antibioticos en
medicina humana asi como en tratamientos en animales. La resistencia a
antibioticos es un fendmeno natural, la cual se define como la habilidad de

las especies bacterianas a resistir la accion de los antibidéticos como



resultado de su estructura inherente o caracteristicas funcionales (Blair et al.,
2015)

Una de las caracteristicas sorprendentes de las especies de
Acinetobacter es la extraordinaria habilidad para desarrollar multiples
mecanismos de resistencia contra las principales clases de antibidticos
disponibles en el mercado asi como la adquisicion de nuevos determinantes
de resistencia (Bergogne-Bérézin y Towner 1996;Medeiros y Lincopan 2013),
de hecho A. baumannii puede expresar facilmente resistencia a beta
lactamicos de amplio espectro (3era generacion de cefalosporinas,
carboxipenicilinas y carbapenems) y aminoglucosidos por la produccion de
enzimas hidroliticas, llamadas beta lactamasas y transferasas que inactivan a
los agentes antibacterianos; ademas muchas cepas pueden expresar altos
niveles de resistencia a fluoroquinolonas (Fournier y Richet 2006;Perez et al.,
2007).

Se puede asumir que la resistencia a microorganismos permite el
incremento de la morbilidad y mortalidad; existe un incremento del riesgo en
los pacientes que no reciben un apropiado tratamiento ya que pasan un largo

curso de enfermedad o tienen resultado fatal (Acar 1997)

Diversos autores han descrito los mecanismos responsables a la

resistencia a beta lactamicos y otras clases de antibi6ticos en A. baumannir.

1) Sintesis de carbapenamasas (enzimas) (Poirel y Nordmann 2006).

2) Disminucion de la permeabilidad de la membrana externa causada
por la pérdida o la expresion reducida de las porinas (Clark 1996).

3) Alteracion en las proteinas de unidén a penicilina (Fernandez-
Cuenca et al., 2003).

4) La actividad de las bombas de eflujo que disminuyen Ila
concentracion del antibiotico dentro de la célula bacteriana (Perez
et al., 2007).



Canales de porinas y las proteinas de membrana externa son
importantes para el transporte de agentes antimicrobianos a la celula, para
ganar acceso a las bacterias. La resistencia a carbapenem en especies de
Acinetobacter ha sido ligada a la perdida de proteinas que se creen que
pasan a través de los canales de porinas hacia la membrana externa
(Manchanda et al., 2010), Los plasmidos y transposones son también
importantes mecanismos para el establecimiento de cepas multiresistentes
(Towner et al., 1991).
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Figura 1.- Resumen de mecanismos de resistencia
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Se ha estado especulando que la resistencia a desinfectantes puede
contribuir a la epidemicidad del organismo en el entorno clinico;
recientemente se compararon in vitro las actividades de varios desinfectates,

como propanol.

Las especies de Acinetobacter tienen habilidad para desarrollar
multiples mecanismos de resistencia contra las principales clases de
antibidticos disponibles en el mercado asi como la adquisicion de nuevos
determinantes de resistencia (Bergogne-Bérézin y Towner 1996;Medeiros y
Lincopan 2013), esto debido a el uso prolongado de antibioticos durante la
terapeutica lo cual causa una presion selectiva a los antimicrobianos,
ademas poseen genes que codifican la inactiviacion de enzimas y bombas
de flujo especificas presentes en algunas cepas y estan asociados a
elementos geneticos moviles como transposones, integrones o plasmidos, lo
cual sugiere su adquisicion por transferencia horizontal (Dijkshoorn et al.,
2007)

Se ha observado que las tasas de resistencia en una epidemia de A.
baumannii son significativamente mas altas que las cepas esporadicas
(Dijkshoorn et al., 1996). Recientemente se ha incrementado la resistencia a
carbapenem en cepas de A. baumannii que son exclusivamente encontradas

con brotes en hospital (Manikal et al., 2000;Marais et al., 2004).

Multiresistencia

La definicion de multidroga resistente segun Falagas et al., (2006)
observaron que existen diferentes definiciones para la resistencia
antimicrobiana que ha sido usada en las publicaciones. En particular los
términos “multi-droga resistente” (MDR) y “pandroga resistente” (PDR) han
sido usadas para caracterizar aislados de A. baumannii o P. aeruginosa con

variedades en fenotipo y genotipo (Magiorakos et al., 2012). En los aislados
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de A. baumannii se tiene como MDR a la resistencia a antibidticos
representativos, al menos 3 clases de agentes antimicrobianos (Falagas et
al., 2006) siendo la definicibn mas comunmente usada en bacterias gram

positivos como gram negativos (Magiorakos et al., 2012).

Se destacan factores que pueden favorecer a la adquisicion de

multiresistencia:

1) La habilidad de sobrevivir en el ambiente y reservorios humanos

2) La adquisicion de elementos genéticos como plasmidos,
transposones e integrones

3) La resistencia intrinseca de los microorganismos, lo que puede ser
explicado por la baja permeabilidad de ciertos antibiéticos a través
de la membrana externa, la expresion constitutiva de algun flujo de

salida de las bombas o de la interaccién entre ambos procesos.

(Bergogne-Berezin et al., 2008)
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Clasificacion de genes de resistencia

La B-lactamasa AmpC codifica cefalosporinasas intrinsecas en todas
las A. baumannii. Usualmente muchas B-lactamasas tienen bajo nivel de
expresion que no causa una resistencia clinica apreciable, sin embargo con
la adicion de un promotor de secuencia de insercion, ISAba1, cerca del gen
ampC incrementa la produccion de B-lactamasa causando limitantes al
tratamiento con resistencia a cefalosporinas (Poirel y Nordmann 2006). La
sobreexpresion de bombas de eflujo bacterianos puede reducir Ia
concentracion de antibidticos B-lactamicos en el espacio periplasmico. Para
causar resistencia clinica, la bomba de flujo usualmente actua en asociacién
con la sobreexpresion de AmpC [(-lactamasa o carbapenemasa. Para
remover los antibidticos B-lactamicos, la bomba de eflujo puede expulsar
activamente quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, desinfectantes vy

tigeciclina (Peleg et al., 2007).

Se sugiere que Acinetobacter spp. ha sido reservorio de genes blanpw.
Se reconoce a A. baumannii como un aceptor final de genes y varios
determinantes de resistencia, luego transferirlos a Enterobacterias y

Pseudomonas spp.

A. baumannii puede ser resistente a quinolonas a través de
mutaciones en los genes gyrA y parC y puede ser resistente a
aminoglucosidos por la expresion de enzimas modificadas de

aminoglucosidos (Bonomo y Szabo 2006).

Existe la clasificacion de Beta lactamasas de acuerdo a su estructura
primaria en 4 clases moleculares (A, B, C, D) (Ambler 1980). Clase A son las
beta-lactamasas que poseen serina en su sitio activo y son inhibidos por ac.

clavulanico, clase B beta lactamasas dependientes de zinc nombradas
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metallo-beta-lactamasas (MBL) , clase C representado por AmpC, posee
serina en su sitio activo , grupo D serina-carbapenemasas, llamada OXA-tipo
carbapenemasas (Opazo C et al., 2009), las carbapenemasas son un grupo
diverso de enzimas que incluye a los de clase A, B y D que son activas
contra cefalosporinas y carbapenemicos (Jacoby y Munoz-Price 2005) este
ultimo grupo posee baja eficiencia catalitica para hidrolizar carbapenemicos
en comparacion con MBL pero con la presencia de secuencias de insercion

ISAba1 mejora su expresion (Segal et al., 2005;Turton et al., 2006a).

En los oxa-tipo carbapenemasas existen 4 grupos moleculares blaoxa-
23-like (23, 27, 49, 102, 103, 105, 133 y 134) blaoxa-24-like (25 26, 40 y 72)
blaoxa-51-like (51, 64 a 71, 75 a 80, 82 a 84, 86 a 95, 98 a 100, 104, 106 a
113, 115 a 117, 120 a 127) y blaoxa-ss-like (58, 96, 97) (Brown y Amyes
2006;Evans y Amyes 2014;Evans 2009). La propagacién en todo el mundo
del gen blaoxa-23 ha sido ligado con clones especificos, principalmente con el
complejo clonal CC92, que actualmente es el mayor complejo clonal descrita
por la Universidad de Oxford por el esquema de tipificacion de multilocus de
secuencias (MLST-UO). En colombia se reporto OXA 23 en A. baumannii en
el 2007 (Medeiros y Lincopan 2013), en Latinoamérica los perfiles alelicos de
MLST en la produccion de OXA en A. baumannii ha sido ligada a CC92,
(Stietz et al., 2013) aunque también existen cepas productoras de OXA-23
que pertenecen al CC113 de MLST-UO (Stietz et al., 2013), menos frecuente
en Brasil, donde las cepas positivas a OXA-23 pertenecen al complejo clonal
internacional CC109 (Martins et al., 2012). Brotes clonales de A. baumannii
productoras de OXA-23 también ha sido reportada en Korea(Jeon et al.,
2005), Francia(Naas et al., 2005) y China (Wang et al., 2007).

El gen blaoxa23 puede ser plasmidico o cromosomal y con frecuencia
son llevados por plasmidos (transferencia horizontal) (Evans y Amyes 2014).
Los elementos ISAba1 o ISAba4 que estan region reguladora del gen blaoxa-
23like Provee una secuencia promotora que mejora su expresion (Corvec et

al., 2007), se han encontrado en muchas especies de Acinetobacter asi
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como especies que pertenecen a las Enterobacteriacea (Evans y Amyes
2014;Wang et al., 2007), el reservorio principal del gen blaoxa-23 ha sido
identificado como Acinetobacter radioresistens (Poirel et al., 2008), esta
especie es raramente involucrada con las infecciones humanas pero esta
presente en el ambiente, en donde A. baumannii y A. radioresistens pueden
tener un intercambio genético entre especies que permita la adquisicion y
expresion del gen blaoxa-23 en A. baumannii (Girlich et al., 2010) y desde
1985 ha sido reportado brotes de Acinetobacter spp. productores de OXA-23
resistentes a imipenem en el mundo (Mugnier et al., 2010). Aunque su
actividad es menor comparada con los metalo B-lactamasas, OXA-23
pertenece al grupo de las oxacillinasas carbapenem — hidrdlisis, poseen la
habilidad de hidrolizar imipenem (no siempre meropenem (Poirel y Nordmann
2006) ademas confiere resistencia a aminopenicilinas, piperacilina vy

carbapenem (Chuang et al., 2014).

El segundo grupo reportado fue Blaoxa-24/40-like (Evans y Amyes 2014),
se ha reportado en Taiwan, Tailandia e Indonesia (Mendes et al., 2009),
Espafa (Bou et al., 2000) Asia (Wang et al., 2007), Belgica (Afzal-Shah et al.,
2001) Estados Unidos (Lolans et al., 2006). En Portugal en el periodo del
2001 al 2004 se describieron 222 aislados de A. baumannii de los cuales el
36.6 % que poseian el gen Blaoxa-24like y de los cuales la mayoria fue
asociado a ADN plasmidico. Hidroliza penicilinas y metilicilinas (Bou et al.,
2000;Evans y Amyes 2014) con debil actividad contra carbapenem vy
algunas cefalosporinas unido a la sobreexpresion de bombas de flujo y la
perdida de porinas de membrana contribuye a la expresién resistencia (Bou
et al., 2000;Evans 2009).

OXA-51-like se considera intrinseca en A. baumannii, cromosomal en
esta especie (Evans y Amyes 2014) y no transferible (Evans 2009). Existen
37 miembros del grupo de enzimas OXA-51-like, variando en su estructura
entre 1 a 16 aminoacidos (Evans et al., 2008). El gen blaoxas1-ike €sta

presente en aislados de A. baumannii puede ser usado como una forma
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sencilla |[de identificar A. baumannii (Turton et al., 2006b;Wang et al., 2007),
OXA-51-like hidroliza debilmente imipenem pero no meropenem. Con el
grupo de OXA-51-like existen subgrupos de enzimas (blaoxa-es-iike, blaoxa-69,
blaoxa-71) asociados con a lineas epidemiologicas denominadas clones
europeos |, Il, 1ll. (Evans et al., 2008). Blaoxasiike S€ ha sugerido como
ubicuo en A. baumannii y la secuencia de insercion de ISAba1 como
secuencia promotora mejora la expresion del gen, contribuyendo a
potencializar el incremento de los niveles de resistencia a carbapenems
(Turton et al., 2006a)

Oxa-58-like fue encontrado por primera vez en Francia en el 2003 y en
Turquia albergando plasmidos que se propagan entre multiples clones de
Acinetobacter spp. (Vahaboglu et al., 2006); asi también se ha reportado que
blaoxass esta extendido geograficamente sobre tres continentes en un
periodo de 10 afos (Coelho et al., 2006a), ademas el gen blaoxa-s8 también
pertenece a CC92-58 y fue encontrado en ltalia (Ansaldi et al., 2011); posee
habilidad para hidrolizar cefalotina, pero no ceftazidima, cefotaxima o
cefepima, no afecta a la mayoria de las cefalosporinas de espectro extendido
(Poirel et al., 2005). Los aislados con enzimas OXA-51 tipo mas OXA-58 son

frecuentemente asociados a pandroga resistente (Vahaboglu et al., 2006),.

Las cepas productoras de enzimas OXA estan asociadas a brotes de

infecciones nosocomiales (Dalla-Costa et al., 2003).

En la deteccion de genes carbapenemasas clase D blaoxa en Jalisco,
México se han descrito la deteccidn de blaoxas1 (Morfin-Otero et al., 2013), cd.
de México deteccion de blaoxa 51,58,230 (Tamayo-Legorreta et al., 2014) y en
Guadalajara, Jalisco se detecto blaoxa 72 que pertenece al grupo blaoxaz4-4oiike
(Alcantar-Curiel et al., 2014),
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Diagnéstico bacteriologico

Los esquemas tradicionales de identificacion fenotipica bacteriana se
basan en las caracteristicas observables de las bacterias, como su
morfologia, desarrollo y propiedades bioquimicas y metabdlicas. El cultivo,
sigue siendo el método de diagnostico de eleccidn; permite el aislamiento del
microorganismo implicado, su identificacion, el estudio de sensibilidad a los
antimicrobianos y facilita la aplicacion de marcadores epidemiolégicos (Bou
et al., 2011). En las caracteristicas macroscopicas se toma en cuenta la
morfologia y hemodlisis; en el cultivo se analizan los medios de cultivo y
requisitos de crecimiento en relacion a atmoésfera, temperatura y nutricion
(Bou et al., 2011). Dentro de las pruebas bioquimicas, se utilizan como
identificacion preliminar y con lectura inmediata 1) la catalasa y oxidasa; 2)
otras pruebas rapidas, con lectura en menos de 6 h como el indol, citrato,
ureasa; 3) pruebas lentas con lectura de 18 a 48 h a 37° C, la caracteristica
principal de crecimiento a 44°C es de Acinetobacter baumannii que incluirian
la 6xido.fermentacién, reduccion de nitratos, rojo de metilo, fermentacion de

azucares, hidrolisis de esculina, hidrolisis de gelatina (Bou et al., 2011).

Uno de los limitantes de las pruebas de identificacion fenotipica en el
genero Acinetobacter spp. es que no hay una unica prueba que permita la
identificacion a nivel del genero y especie, otro problema es que las especies
de Acinetobacter spp. se encuentran estrechamente relacionadas por lo que
se proponen metodos genotipicos confirmatorios (Bergogne-Berezin et al.,
2008).

Diagnéstico molecular

Diversas técnicas como ADN fingerprinting y el analisis de métodos

bioquimicos han sido utilizados para diferenciar cepas de Acinetobacter spp.
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porque las caracteristicas fenotipicas son similares entre cepas. Se ha
considerado el analisis filogenético basado en genes housekeeping como
16S ribosomal RNA (rRNA) (Jung y Park 2015).

La subunidad pequena del gen 16S ribosomal RNA es la mas usada
para la clasificacion de los microorganismos y constituye la base de la
clasificacion actual de las bacterias (Bergogne-Berezin et al.,, 2008). La
utilidad de la secuencia del gen 16S rRNA ha sido usada en la taxonomia de
Acinetobacter (Nemec et al., 2003;Vaneechoutte et al., 2006)

El gen 16S rRNA utilizado actualmente para secuenciacion ha fallado
para distinguir especies genomicas estrechamente relacionadas de
Acinetobacter debido a su naturaleza poliformica extremadamente baja
(Ibrahim et al., 1997). Comparado con el gen 16S rRNA, los genes de
housekeeping proveen un alto grado de resolucion (Yamamoto y Harayama
1998) y rpoB ha sido utilizado para la clasificacion de varias bacterias no
relacionadas a nivel intragenica (Khamis et al., 2004), ademas la secuencia

de rpoB es mas polimérfico que 16S rADN (Khamis et al., 2004)

En un estudio previo (La Scola et al., 2006) como alternativa disefio un
método de identificacidon molecular, secuenciacion de una regién completa
del gen rpoB, que codifica un gen RNA polimerasa subunidad-B, y lo
identifica como 4 zonas hipervariables (dos de esas zonas estan en el gen
rpoB, de 350 y 450 pb, las otras dos partes son espaciadores flanqueantes
ambas al final del gen rpoB, rplL-rpoB,301-310 bases y rpoB-rpoC, 86-117
bases) (La Scola et al., 2006). Uno de estos fragmentos, llamado zona 1 de
350 pb ha identificado mejor las especies de Acinetobacter (Gundi et al.,
2009).

La taxonomia del genero Acinetobacter es compleja. En el estudio de
La Scola et al., (2006) compararon 14 genoespecies de Acinetobacter
teniendo como resultado en los arboles filogenéticos en base al gen 16S

rRNA y rpoB que con el valor de bootstrap de >75% fue estadisticamente



21

significativo (P>0.05), porque en el arbol basado en rpoB puedo distinguir 11
de 12 secuencias y en 16S rRNA 4 de 12 secuencias, demostrando asi la

robustes del arbol filogenético basado en el gen rpoB.

Gundi et al., (2009), propuso la secuenciaciéon del gen parcial de rpoB
(zona 1) tomado del estudio de La Scola et al., (2006) como marcador de
filogenético para diferenciar a nivel de especie en los aislados de
Acinetobacter spp. teniendo como resultado de un 88.3-96.9% de rango de
similitud interespecies. Con esto, enfatiza el alto poder de discriminacion de
la secuencia de rpoB comparada con la secuencia del gen 16S rRNA,
ademas de ser una herramienta molecular simple para la identificacion de
Acinetobacter spp., ademas de la identificacién de relacién entre especies de
Acinetobacter emergentes clinicos, incluyendo cepas que pertenecen a las

especies del complejo A. baumannii-calcoaceticus (Gundi et al., 2009).

Variaciéon genémica

Existen varios métodos de tipificacion gendémica que son empleadas
en el estudio epidemiolégico molecular de A. baumannii, incluyendo
metodos basados en PCR como analisis polimorfismo amplificados al azar ,
PCR del gen integrasa, PCR del sitio de restriccion infrecuente, ribotipado,
analisis de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP),
electroforesis de campos pulsados (PFGE), tipificacion de multilocus de
secuencias (MLST) (Bartual et al., 2005)

La técnica mas comunmente usada es la electroforesis de campos
pulsados (PFGE) que tiene una alta discriminacion (Adams-Haduch et al.,
2011), es usada para tipificar los aislados de A. baumannii e identificar si
estan los clones dominantes en la region (Chuang et al., 2014), es altamente
discriminatorio y detectan pequefas variaciones que se acumulan
rapidamente en el genoma bacteriano a menudo los laboratorios no utilizan

los mismos metodos, y aun en el caso de que lo hagan los resultados son
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casi siempre dificiles de comparar. Lo metodos que hemos mencionado
estan basados en la generacion de patrones de bandas en geles de agarosa

y su comparacion en formato de imagen (Vazquez y Berron 2004).

Tipificacion de secuencias de multiples locus (MLST) es usado para
comparar las secuencias de nuclettidos de siete genes constitutivos
(housekeeping en ingles) en los aislados generando informacion objetiva y
portable (Adams-Haduch et al., 2011). Estos genes son escogidos para el
analisis por que el producto juegan una vital funcién, estan presentes en
todos los aislados de una especie (Bartual et al., 2005). Mide las varaciones
en los diferentes locus que se detectan de forma directa por secuenciacion
del ADN en fragmentos internos de genes seleccionados. Las combinaciones
alelicas encontradas definen lo que se conoce secuencia tipo (ST) (Vazquez
y Berron 2004;Wisplinghoff et al., 2008). MLST es un método costoso de
tipificacion debido a la necesidad de secuenciacién, el uso selectivo de esta
técnica puede mejorar sustancialmente el entendimiento de epidemiologia
molecular en diferentes hospitales y aéreas geograficas (Adams-Haduch et
al.,, 2011). Ademas, tiene la ventaja de definir las lineas clénales de los
aislados de grandes areas geograficas en el tiempo y monitoreo de su
difusion nacional e internacional (Peleg et al., 2008) y ofrece la posibilidad de
transferir informacién entre laboratorios o comparar resultados via internet

(http://mist.zoo.ox.ac.uk) (Bartual et al., 2005) (www.pubmist.org). Es

considerado como estandar de oro y aplicada intensivamente en la

caracterizacion de genotipos circulantes (Rafei et al., 2015)

MLST permite la identificacion de grupos de microorganismos con
idénticos (clones) o altamente relacionados (lineas clonales) genotipos
(Vazquez y Berron 2004). Mejorar la base de datos de MLST con genotipos
de A. baumannii mejorara el entendimiento de reservorios potenciales,
origen de infecciones humanas y adquisicion de mecanismos de resistencia
(Rafei et al., 2015).


http://mlst.zoo.ox.ac.uk/

MATERIALES Y METODOS

Lugar de estudio

Las muestras fueron procesadas y analizadas en el Laboratorio de
Biologia Molecular y en laboratorio de Brucelosis y Tuberculosis del Instituto
de Investigacion en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autonoma de

Baja California, situado en la ciudad de Mexicali, Baja California.

Aislamiento bacteriano

Los aislados bacterianos de origen animal fueron obtenidos de leche
de bovinos con mastitis del establo lechero del IICV-UABC en el periodo de
agosto 2014 - abril 2015; los aislados de origen nosocomial fueron
proporcionados directamente de un hospital (A) de pacientes de UCI (4
aislados de 4 pacientes) en el mes de Septiembre del 2015 y de un
laboratorio clinico (12 aislados de 12 pacientes) obtenidos de pacientes de

UCI de dos hospitales en el periodo de marzo — mayo 2016.

Los aislados fueron previamente identificados por técnicas

bioquimicas como Acinetobacter spp.

Las muestras de leche fueron previamente cultivadas en cajas de
agar sangre y Todd Hewitt (TH) y las de origen nosocomial fueron
proporcionadas en cajas de Agar Sangre y MacConkey a la temperatura de
35°-37°C. Todos los aislados fuerén mantenidos en cajas de Agar Sangre
(AS) a 4°C y en criopreservacion con caldo Infusion soya tripticasa (Falagas
et al., 2006) y glicerol a temperatura de -20°C vy -80°C; una porcion de

cultivo esta liofilizado y almacenado a 4°C.

23
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PCR del gen rpoB y 16S rRNA

El ADN genomico fue extraido de las aislados de Acinetobacter spp.
usando el kit de extracciéon Dnease blood & Tissue de la marca QIAGEN
segun las instrucciones del fabricante (anexo) y fue almacenado a -20°C
hasta la realizacion de PCR. Las muestras de origen animal ya habian sido
previamente identificadas como Acinetobacter baumannii por PCR con la
amplificacion del gen 16S rRNA (lbrahim et al., 1997;Nemec et al.,
2003;Vaneechoutte et al., 1995) y enviadas a secuenciar al laboratorio de
Quimera (Biolabs) en Ensenada, B.C., para confirmar la identificacién se
amplificaron con el gen rpoB (Bouvresse et al.,, 2011;Gundi et al.,
2009;Kumsa et al., 2012) .

Los aislados fueron sometidos a analisis el gen rpoB para confirmar la
identificacion como Acinetobacter spp. y a su vez la especie y genotipo
(Gundi et al., 2009;La Scola et al., 2006). Se realizé el PCR con los
oligonucleotidos especificos al gen rpoB (Ac696F, Ac1093R, cuadro 2), los
cuales son disefados para la region conservada en el genero Acinetobacter,
para amplificar una regién del rpoB altamente polimorfica entre las especies
de Acinetobacter. Todas las mezclas de PCR contenian 5 pl de taq buffer
10x, 3ul MgCl2 25Mm, 1 pl de cada cebador a una concentracién de
10pmol/uL, 4ul de dNTP a 2mM, 1 ul de Taq polimerasa (preparado en el
laboratorio de biologia molecular [ICV-UABC) 5ul de ADN y 30 pl de H20
esterilizada, con un volumen final de 50 pl; se utilizé el termociclador BioRad
iCycler, Thermal Cycler. La mezcla fue sujeta a 35 ciclos (94°C por 30 seg,
55°C por 30 seg, 72°C 1 min). Cada programa de amplificacion empez6 con

la desnaturalizacion a 95°C por 5 min y enlogacién final a 72°C por 7 min.

Los productos amplificados (391 pb) fueron analizados por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, se tifieron con bromuro de etidio, y
visualizaron con el transiluminador de la luz ultravioleta (UV) del sistema de

foto-documentacion de la marca BioDoc-It™ Imaging System. El gen rpoB es
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de 350 pb pero la visualizacion en el gel de agarosa amplifico a 391 pb, esto
es debido a que cuenta con los oligos. Se usé un marcador de peso
molecular de GeneRuler 1kb plus ADN Ladder, de la marca Thermo

SCIENTIFIC para verificar el tamafio de los productos.

Una vez verificado el tamafo esperado del fragmento amplificado, los
productos de PCR fueron purificados para eliminar el exceso de cebadores y
nucleotidos por didlisis con filtros de membrana de nitrocelulosa de la Marca
Milipore. EI ADN purificado se envi6 para secuenciacion mediante el método
de terminacion didesoxi, en Eurofins MWG Operon (Louisville, KY, E.U.A.).
Todas las secuencias obtenidas fueron ensambladas y editadas usando el
programa BioEdit 7.2. (BioEdit Sequence Alignment Editor Copyright 1997 -
2013 Tom Hall).

Analisis filogenético

Las secuencias del gen rpoB fueron sometidas a BLAST para analisis
y determinacion de las similitudes entre los disponibles en GenBank; se
construyé un arbol filogenético en base al gen rpoB (Gundi et al., 2009) con
las ST G1 - ST G51, usando el programa Mega 4 (Tamura et al., 2007)

(Molecular Evolution Genetic Analysis; The Biodesing Institute, Tempe, AZ).

Una vez obtenidas las secuencias se procedid a la alineacion multiple
de las secuencias para comparar las diferencias entre los aislados de origen

animal y nosocomial con el programa MEGA 4 (véase cuadro).



26

Cuadro 2.- Cebadores usados para la identificacion de Acinetobacter spp. y

genes de resistencia.

Nombre del

Gen blanco Secuencia 5’23’ Tamano
cebador
rpoB ! AcB696F 5-TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG-3 350 pb
(gen RNA
polimerasa Ac1093R 5-CMACACCYTTGTTMCCRTGA-3’ 350 pb
subnidad B)
8F 5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 527 pb
16S rADN 2
535R 5-GTATTACCGCGGCTGCTGG-3 527 pb
blaoxa-23F: 5 -GATCGGATTGGAGAACCAGA-3’
blaoxa.23° 501
blaoxa-23R: 5-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3
Blaoxa-24F: 5-GGTTAGTTG GCC CCC TTA AA-3
Blaoxa.24® 246
Blaoxa24R: | 5-AGT TGA GCG AAA AGG GGATT-3
Blaoxa-ssF: 5-AAGTATTGG GGCTTGTGC TG-3
Blaoxa-ss® 599
Blaoxa-ssR: 5'-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3

1.(La Scola et al., 2006); 2. (Negoro et al., 2013); 3. (Woodford et al., 2006)
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Antibiogramas

En el Cuadro 6 se representan los sensidiscos usados de la marca
BIORAD con la técnica de difusidon en agar en los aislados de origen animal y
humano siguiendo los estandares de CLSI los cuales fuerdn realizados en el
laboratorio de Biologia molecular del IICV-UABC y laboratorio “EL DORADO”;los
cuales usaron diferentes antibioticos para los aislados de origen animal y
humano, eso debido al criterio de los laboratorios y la observacion clinica del

paciente.

Para los 3 aislados de origen animal y dos aislados de origen nosocomial
(144a, 144b, 154b, 5596, 5605) se realizd la tecnica de difusién en agar. Los
aislados de origen nosocomial proporcionados por el hospital A (IM 1, 2, 3, 4) ya
contaban con el antibiograma por la técnica de MIC y los proporcionados por el
hospital B y C (5596, 5605,117, 5775, 5999, 5967, 6026, 6188, 6196, 6244,

6380, 6431) contaban con la tecnica de difusién en agar.

Se realizo la determinacion de la susceptibilidad a los antimicrobianos por
medio de la técnica de difusién en agar (Kirby-Bauer); para esta técnica se usé
el agar Mueller Hinton (MH) con sensidiscos de la marca BIORAD que contienen

una concentracidon conocida de diferentes antibidticos.

Para la preparacion del inoculo a partir de aislados previamente
confirmados por PCR como Acinetobacter spp., se cultivo un caldo previamente
de 18 a 24 horas, se comparo con la turbidez en la escala de 0.5 de Mc Farland
que corresponde aproximada de 1 a 2 x 108 UFC/ml, después se sembro sobre
las placas de M.H. con un hisopo estéril. Para ello se intrdujo el hisopo estéril en
la suspension bacteriana y se sembré en las placas de M.H. frotdndose en tres
direcciones para asegurar una completa distribucién. Luego inoculada la caja se
esperd 3 a 5 min para aplicar los sensidiscos de los antibidticos seleccionados
con pinza estéril aplicando ligera presion (CLSI 2012;Munoz y Duarte 2012),

segun las indicaciones del fabricante se incorporé los antibidticos que vienen
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unidos con una distancia mayor de 2.4 cm entre centros. Con esto se logro evitar
la interaccion entre antimicrobianos y obtener halos completos dentro de la placa
(Brizuela-Lab. 2005;CLSI 2012).

Se procedié a una incubacion de 35°C por 16 a 18 horas y
posterior a esto se examind cada placa, se midio con una regla calibrada el
diametro de las zonas de inhibicion y comparando con la tabla de interpretacion
proporcionada por el laboratorio se midio la obtenciéon de halos de inhibicion que
se correlaciénan con la concentracidn minima inhibitoria (C.M.l.) y se clasifico
segun el comportamiento clinico de los aislados bacterianos como:
“Susceptibles” y “No susceptibles”. (Brizuela-Lab. 2005;CLSI 2012;Magiorakos et
al., 2012) (ver Anexo 18)

Deteccidon molecular de genes codificantes de carbapenamasa.

Todos los ADN positivos a Acinetobacter spp. fueron analizados para
determinar la presencia de genes codificantes de carbapenamasas por PCR

usando cebadores especificos a genes blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-ss (cuadro 2).

Se preparard la mezcla de PCR con 5 yl de taq buffer 10x, 3ul MgCl>
25Mm, 1 pl de cada cebador a una concentracién de 10pmol/uL, 4ul de dNTP a
2mM, 1 pl de Taq polimerasa (preparado en el laboratorio de biologia molecular
[ICV-UABC) 5ul de ADN y 30 pl de H20 esterilizada, con un volumen final de 50
MIL; la mezcla fue sujeta a desnaturalizacion inicial de 94°C por 5 min., 30 ciclos
(94°C por 30seg, 52°C por 40 seg, 72°C por 50 seg), con un paso final de
extension a 72°C por 6 min (Woodford et al., 2006). Los productos de PCR
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, y se visualizarén
con tincién por bromuro de etidio utilizando el transiluminador de luz ultravioleta
(UV) del sistema de foto-documentacion de la marca BioDoc-It™ Imaging
System. Se us6 un marcador de peso molecular de (100kb HypperLadder,

Invitrogen, Inc.) para confirmar el tamafo de los productos amplificados.
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Analisis de tipificacion de secuencias de multiples locus (MLST).

Con el esquema del Instituto Pasteur (IP) se amplificaron 3 aislados
(144A, 144B, 154B) de origen animal y 3 de origen nosocomial (IM1, 2, 4) y con
el esquema de la Universidad de Oxford (UO) 1 aislado (144A) de origen animal
y 4 aislados (IM1, 2, 5605, 5999) de origen nosocomial para la identificacion del
perfil de MLST usando las mezclas, ciclos, genes, secuencias de segun cada
esquema, obteniendo la combinacion de los diferentes loci para comparar con la
base de datos de http.//pubmist.org/abaumannii/ los perfiles alélicos e identificar

las secuencias tipo (ST), ademas poder identificar posibles lineas clonales.

Para el esquema de Pasteur y Oxford se usé un volumen final de 50 pl: 5
pl de buffer 10x, 3 ul MgCloa 25mM, 4 ul dNTP’s 2mM, 1 yl de cada cebador de
10pmol/ ul, 1 yl de taq polimerasa (preparado en el laboratorio de biologia
molecular IICV-UABC), 5 ul de ADN y 30 ul de H20 esterilizada y se utilizé el

termociclador BioRad iCycler, Thermal Cycler.

Para el esquema de Pasteur se utilizaron 35 ciclos (94°C por 30 seg,
55°C por 1 min, 72°C por 1 min), cada ciclo empez6 con una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 95°C por 5 min y polimerizacion final de 72°C por 6

min (Diancourt et al., 2010) (cuadro 3)

Con el esquema de Oxford se usaron 30 ciclos (94°C por 1 min, 55°C 1
min, 72°C por 2 min) con excepcién de gyrB y gpi por la modificacién en la
temperatura de alineacién de 50°C. Cada ciclo tuvo una temperatura de
desnaturalizacion inicial de 94°C por 2 min y una elongacién final de 72°C por 2
min (Bartual et al., 2005;Runnegar et al., 2010) (cuadro 4)


http://pubmlst.org/abaumannii/
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Cuadro 3.Cebadores del esquema de MLST Pasteur

Locus Cebador Secuencias 523 Tamaio
cpn60 (60-KDa cpn60F ACTGTACTTGCTCAAGC 405 pb
chaperonina) CPnB6OR TTCAGCGATGATAAGAAGTGG
fusA (Factor de fusA7 ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT 633 pb
elongacion EF-G) ™,5a8 CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT
gltA (Citrato gItAF AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC 483 pb
sintasa) gltAR GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
pyrG (sintasa pyrG7 GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG 297 pb
CTP) pyrG8 ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA
recA (Factor RA1 CCTGAATCTTCYGGTAAAAC 372 pb
homologo de
recombinacion) RA2 GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC

pIB (Proteina pIB7 | GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC | 330 pb

ribosomal 50S L2)

rplB8 CACCACCACCRTGYGGGTGATC
rpoB (RNA Vicd GGCGAAATGGC(AGT)GA(AG)AACCA 456 pb
polimerasa
subunidad B) Vic6 GA(AG)TC(CT)TCGAAGTTGTAACC

(Diancourt et al., 2010).
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Cuadro 4. Cebadores del esquema MLST de Oxford

Locus Cebador Secuencias 523 Tamano
Citrato F1 AAT TTA CAG TGG CACATT AGG TCCC
gltA (Citrato 722 pb
sintasa)® Citrato R12 | GCA GAG ATA CCA GCA GAG ATA CAC G
gyB (ADN gyrB_F TGA AGG CGG CTT ATC TGA GT 594 b
gyrasa
subunidad B) ® gyrB_R GCT GGG TCTTTT TCC TGA CA
GDHB 1F GCTACT TTT ATG CAACAGAGCC
gdhB (glucosa GDH SEC F ACC ACATGCTTT GTT ATG
deshidrogenasa 774 pb
B ?) GDHB 775 R GTTGAG TTGGCG TATGTTGTG C
GDH SECR GTT GGC GTATGT TGT GC
recA (factor RA1 CCT GAATCT TCY GGT AAA AC
homologo de 425 pb
recombinacion) @ RA2 GTT TCT GGG CTG CCA AAC ATT AC
cpn60 (60-KDa cpn60F GGT GCTCAACTT GTT CGT GA 540 ob
chaperonina) @ con60R P
P CAC CGA AAC CAG GAG CTT TA
api (Isomerasa gpi_F? GAA ATT TCC GGA GCT CAC AA
de glucosa -6 — iR TCA GGA GCA ATA CCC CAC TC 496 0
fosfato) » 9pL_
rpoD (factor rpoD_F ACC CGT GAA GGT GAAATC AG
sigma 672 pb
pogmz;absa rpoD_R TTC AGC TGG AGC TTT AGC AAT

a. (Bartual et al., 2005); b. (Higgins et al., 2012)




RESULTADOS

En el cuadro 5 se resumen los 19 aislados de Acinetobacter spp.; 3
aislados de origen animal obtenido de muestras de leche de bovinos con
mastitis de establos lecheros del IICV-UABC y 16 aislados de origen
nosocomial de pacientes humanos, provenientes de 3 hospitales, A: 4

aislados; B: 2 aislados; C: 10 aislados.

Todos los aislados fueron identificados previamente como
Acinetobacter spp. mediante tecnicas bacteriologicas. Todos los 19 aislados
resultaron con la amplificacion especifica del gen rpoB con el tamafio del
producto de 391 pb, confirmandose a su identificacion Acinetobacter spp.. La
figura 4 demuestra el resultado representativo de la electroforesis del
producto de PCR.

Las secuencias de ADN de los productos de PCR fueron determinado
para la especie y el genotipo de rpoB. Comparando las secuencias parciales
obtenidas (350pb) que corresponde la regidn altamente polmorfica, todos los
aislados de presente estudio fueron confirmado a Acinetobacter baumannii
con el genotipo del rpoB como G4 para tres aislados de origen animal y el

genotipo nuevo para aislados de origen nosocomial. (Figura 5, 6).

Figura 6 demuestra la alineacion multiple de las secuencias utilizadas

en el analisis filogenético de la Figura 5.

Todas los aislados identificados como Acinetobacter spp. fueron
enviados a secuenciacién a Eurofins MWG Operon (Louisville, KY, E.U.A.).
Una vez obtenidas las secuencias, con el uso del software Seq Scanner 2 se
analizaron 'y copiaron a la base de datos de BLAST

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi teniendo que los 19 aislados fueron

Acinetobacter baumannii con similitudes del >98%.
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Con la amplificacién del gen parcial rpoB con 350 pb se logré ademas
de identificar el género y especie de los aislados, identificar su genotipo y
agrupacion con el dendrograma para la clasificacion y/o comparacion con las

secuencias tipo (ST) segun el criterio Gundi et al., (2009)

Debido a la calidad de la secuencia obtenida de los 19 aislados de A.
baumannii 2 aislados de origen nosocomial (117, 6188) fueron descartados
y se agruparon en el arbol filogenetico 17 aislados, con el programa MEGA 4
(Tamura et al., 2007) analizando la similitud de las secuencias con
BOOSTRAP-UPGM dando como resultado que las muestras de origen
nosocomial no se agruparon con ninguna ST considerando asi como ST
nueva, y las de origen animal se agruparon como ST G4 (Gundi et al., 2009).
Como se alcanza a ver todos fueron agrupados como A. baumannii (Figura
5).

Se realiz6 la alineacién multiple de los 17 aislados de A. baumannii
confirmando los aislados de origen animal similares a ST G4 y las de origen
humano presentan un cambio en el nucleotido 305 (A->G) que no
corresponde a ninguna ST reportada por Gundi et al., (2009) (Vease Figura
6).



Cuadro 5. Aislados de A. baumannii incluidos en el trabajo.
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#I1D Origen Lugar Tipo de muestra Fecha
144a animal IICV-UABC leche julio/14
144b animal IICV-UABC leche sept/14
154b  animal  IICV-UABC leche junio/14
IM-1 nosocomial A secrecién bronquial junio/15
IM-2  nosocomial A secrecién bronquial junio/15
IM-3  nosocomial A secrecién bronquial junio/15
IM-4  nosocomial A herida junio/15
117  nosocomial B catéter central marzo/16
6026 nosocomial B secrecion bronquial abril/16
5596 nosocomial C herida marzo/16
5605 nosocomial C secrecion bronquial marzo/16
5772 nosocomial C herida marzo/16
5999 nosocomial C secrecion bronquial abril/16
5967 nosocomial C secrecion bronquial abril/16
6188 nosocomial C secrecion de catéter mayo/2016
6196 nosocomial C liquido de abdomen mayo/2016
6244 nosocomial C secrecion bronquial mayo/2016
6380 nosocomial C secrecion bronquial mayo/2016
6431 nosocomial C secrecion de herida mayo/2016
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<€— 391 pb

Figura 4. Amplificacion de un fragmento del gen rpoB_ M. Marcador GeneRuler
1kb; 1 (Aislado 5596); 2 (Aislado 5605) ; 3 (Control Positivo-NCIMB 12457; N

(Control negativo-agua); gel de agarosa al 1.5%.
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62 G32 (A.pittii)
L G (A.pittii)
G22 (A.pittii)
G21 (A.pittii)
G24 (A.pittii)
63 G23 (A.pittii)
G25 (A.pittii)

| G39 (A. cinetobacter sp.)

100 G35 (A.calcoaceticus)
\_WE G33 (A.calcoaceticus)

99 G34 (A.calcoaceticus)

G47 (A.haemolyticus)
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50 G438 (A.schindleri)
100

G49 (A. schindleri)

Figura 5. Analisis filogenético de Acinetobater spp. segun la secuencia parcial

de rpoB_ La secuencia conservada en 3 aislados de origen animal de este estudio

esta representada 154, y la secuencia conservada en 16 aislados de origen humano

esta representa 5605. Los otros 51 genotipos fueron incluidos en el analisis

filogenético mediante el método NJ con la prueba de Bootstrap (x1000). Se

encuentran agrupados todos los aislados de este estudio en la misma agrupacion

con el genotipo G4.
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cebador AC696 —

30 40 50 60 70 80 90

rpoB (g4) :AATACAAGATCTTCGAAGAAGCGGCTCGTGAGCGTGTAATTCGTTTGCTTAAAGGCCAAGAGTCTAATGGCGGTGG H 90
154 : : 90
= 144-a 20
% = 144-b 90
M1 90
™2 90
™3 90
M4 90
117 84
5596 90
5605 90
4 s77s 90
35 5967 90
c 5999 90
6026 90
6188 90
6196 90
6244 90
6380 90
L 6431 90
100 110 120 130 140 150 160 170 180
rpoB(g4) : TTCAACTAAACGTGGTGATAAACTTTCTGAAGATTTATTATCTGGTTTAGAGCTTGTTGACTTACTTGAAATTCAACCAGCAGATGAAGC : 180
154 : : 180
144-a 180
144-b 180
™M1 180
M2 180
™3 180
M4 180
117 174
5596 180
5605 180
5775 180
5967 180
5999 180
6026 180
6188 180
6196 180
6244 180
6380 : 180
6431 : 180
190 200 210 220 230 240 250 260 270
rpoB(g4) : AATCGCTGAGCGTTTAACTCAAATTCAAGTGTTCTTGAAAGAGAAGAGCGCAGAAATCGATGAGAAATTCGCTGAGAAGAAACGTAAGCT : 270
154 : : 270
144-a 270
144-b 270
™M1 270
M2 270
™3 270
™4 270
117 264
5596 270
5605 270
5775 270
5967 270
5999 270
6026 270
6188 270
6196 270
6244 270
6380 270
6431 270
280 290 300 310 320 330 340 350
rpoB (g4) : TGCAACAGGTGATGAATTAACAACTGGTGTATTAAAAGTTGTTAAAGTTTACTTAGCTGTTAAACGTCGTATTCAGCCTG : 350
154 N S 116
144-a 350
144-b 350
™M1 350
M2 350
M3 350
™4 350
117 344
5596 350
5605 350
5775 350
5967 350
5999 350
6026 350
6188 350
6196 350
6244 350
6380 350
6431 350

Figura 6. Alineacion multiple de un fragmento del gen rpoB (region polimérfica).
Se compararon 19 aislados de este estudio con la secuencia del genotipo G4 (cita
articulo). Secuencias de los tres aislados de origen animal (154, 144-a, 144-b) fueron
idénticos al genotipo G4. Las secuencias de aislados de origen humano todos fueron
idénticas entre ellas y comparado con el genotipo G4se observo el cambio de un solo
nucledtido en la posicion de nucledtido 304 (A->G). Ambas secuencias de origen
animal y humano se agruparon en el mismo grupo del genotipo G4 segun el analisis
filogenético (Figura 5).
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Resistencia a antimicrobianos

Para las muestras de origen animal (cuadro 6) en los 3 aislados se
obtuvieron no susceptibilidades de 100% a 2 de 8 familias de antibibticos;
carbenicilina?, Cefotaxima3, ceftriaxona3, cefepima®, ceftazidima3, y se
observaron que los aislados se comportaron de forma variable a amikacina?,
gentamicina®, netilmicina® (susceptible y/o no susceptible); se observo una
susceptibilidad del 100% a piperacilina-tazobactam?, trimetropin-
sulfametoxazol®, Imipenem’, meropenem’, tigeciclina8, polimixina B®, no se

probo fluoroquinolonas porque no se obtuvo acceso a los sensidiscos.

De igual forma se resumen resultados de las cepas de origen
nosocomial/humano, con 100% (16/16) de no susceptibilidad a 6 de 8
familias de antibidticos, y los antibioticos que inhibieron el crecimiento de
todas las cepas fueron tigeciclina®, minociclina8, polimixina B?,
considerandolas como extremadamente drogorresistente (XDR), segun el
criterio de Manchanda et al., (2010).

Ademas de la determinacién de la resistencia fenotipica con la prueba
de difusién en agar, se amplificaron por PCR punto final los genes Blaoxa2s,
Blaoxa24, Blaoxass, que codifican resistencia a los B-lactamicos y tambien
algunas cefalosporinas de espectro extendido, resultando positivos los
aislados de origen animal y nosocomial 13/19 al gen Blaoxa23. Para los genes
Blaoxa24a ¥ Blaoxass resultaron negativos los aislados de origen animal vy

nosocomial (Cuadro 7; Figura 7).



Cuadro 6. Antibiograma de muestras de origen animal y nosocomial_ Se resumen los resultados del antibiograma de
cepas de origen animal y nosocomial/lhumano de A. baumannii de la ciudad de Méxicali B.C., determinado con la técnica de

difusion en agar con sensidiscos de la marca BB BDL ™. Familias de antibidticos: Carboxipenicilinas', Ureidopenicilinas?

Cefalosporinas®, Aminoglucosidos?, Fluoroquinolonas®, Inhibidores de folato/sulfonamidas-diaminopirimidinas 6,
Carbapenem’, Tetraciclina® , Polimixinas' S= Sensible; R=resistente o no susceptible; - = No determinado .
® | Lo | oo e < ® | - T2 selen| % | =

#o | 5§ B2|8885 £|B|E| g& EEiR ¢ Z
5| 2|25/ 5335 % |5 8| 3% s2Eff 28

1442 R S R S R|R| - - S|S|-|S8S|S
144b | R - S R S S|S| - - | S|S|-]S8S|S
154b | R - S R R [S|S]| - -|S|S|-]S8S|S
IM-1 R - R R R |[R|S]| - - R|R|-|S*|S
IM-2 | R - R R R |[R|R| - - R|R|-|S*|S
IM3 R - R R R [S|S]| - - R|R|-|S*|S
IM4 R - R R R [S|R]| - - R|R|-|S*|S
5596 | R R R R RIRIS|IR|R|R|IR|S|S|S
5605 | R R R R R -|SIR|IR|R|R|S|S]|S
117 - R R R R IR|-|]R|R|R|IR|S|S|S
5775 - R R R R IR|-|]R|R|R|IR|S]|S|S
5999 - R R R R -|-|R|IR|S|R|S|S]|S
5967 - R R R R R{-I]R|R|S|R|S|S|S
6026 - R R R R R{-I]R|R|R|R|S|S|S
6188 - R R R R -|-|R|IR|R|R|S|S]|S
6196 - R R R R -|-|R|IR|R|R|S|S]|S
6244 - R R R R -IR|R|R|R|S|S|S
6380 - R R R R -|-|R|R|R|R|S|S]|S
6431 | - | - | R R R|R|-|R|R|R|R|S|S|S
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Cuadro 7. Genes de resistencia Blaoxa amplificados_ se resume la

deteccion de los genes de resistencia blaoxa de todos los aislados obtenidos

Genes de resistencia

#1D Oxa-23 | Oxa-24 | Oxa-58
144a - - -
144b - - -
154b - - -
IM-1 - - -
IM-2 + - -
IM-3 - - -
IM-4 + - -
5596 + - -
5605 + - -
117 + - -
5775 + - -
5999 + - -
5967 + - -
6026 + - -
6188 + - -
6196 + - -
6244 + - -
6380 + - -
6431 - - -
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Oxa23 Oxa24 Oxa58 Oxa23

500 pb

400 pb
P 300 pb

200 pb
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Aislado

. Aislado
Aislado

Figura 7. Visualizacion de genes de resistencia oxa 23, oxa 24 y oxa
58_aislados de origen humano 117 y 5775, como control positivo aislado 5605, se

visualiza la amplificacion de gen oxa 23 a 501 pb, y los genes oxa 24 y 58 resultaron

negativos.
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Tipificacion de secuencias de multiples locus (MLST)

Se realiz6 el analisis de MLST para los aislados de origen animal y
humano y en la figura 8 se muestra el resultado representativo del PCR para
la amplificiacion de 7 genes constitutivos (housekeeping) de los esquemas
del Instituto Pasteur (Diancourt et al., 2010), Escuela de Oxford (Bartual et
al., 2005).

El esquema de Pasteur en los aislados de origen humano IM-1, 2 y 4,
se obtuvo la ST156 y en los aislados de origen animal 144A, 144B y 154B la
ST239 (Cuadro 8).

En los aislados de origen humano IM1 y IM2 se identific6 como
Secuencia Tipo (ST) 1054, el aislado 5605 con ST 205, el aislados 5999 no
se identificé el gen constitutivo recA pero se confirmd con la comparacion
exacta de 6 loci como ST207, siendo esta la unica opcién en la base datos.
El aislado de origen animal 144A no coincidié con ninguna ST registrada
(1133 perfiles) en el esquema de la Universidad de Oxford = UO, por lo cual

se identifico como ST nueva.

Los aislados de origen animal y humano no pertenecieron a ningun

complejo clonal (CC) existente.

Las ST obtenidas en el presente trabajo del esquema de la
Universidad de Oxford, fueron comparadas con otras ST (vease Cuadro 10 y
11). EI ST 207 no esta agrupado con ningun ST registrado por el analisis de
eBURST, mientras que los ST 205 y 1054 fueron agrupados en el mismo

grupo por compartir 6 alelos identicos (vease Cuadro 10y 11).



Cuadro 8. Perfiles de MLST esquema de Pasteur y Universidad de Oxford_se resume el perfil alelico de 6 aislados de origen

humano y animal usando el esquema del Instituto Pasteur= IP; 5 aislados de origen humano y animal con el esquema de Oxford.

Perfiles de MLST (Esquema IP) Perfiles de MLST (Esquema UQ)
4D | origen Secuencia Secuencia
g Tipo (ST) _ Tipo (ST)
cnp60fusA|glitA [pyrGjrecA|rpIB|rpoB #ID | Origen |cnp60|gltA|recA| gpi |rpoD|gyrB|gdhB
IM-1 261212229/ 4 )4 M1 28 | 1 |10 |259| 32|17 | 8 | ST1054
IM2 28 | 1 |10 [259]| 32 |17 | 8
IM-2{Humano| 26 | 2 [ 2 | 2 |29 | 4 | 4 ST156 5605 Humano 28 11110199 32 17 | 8 ST205
IM-4 26 1222|2944 5999 4 |10|ND|100| 5 | 53| 74| sT207
144A 1 4 |21 2|7 |1] 4 144A 4 1128 | 83|45 | 12 | 59 | NUEVO
Leche d
144g/-chedel 4l 4ol o | 7] 1] 4| sST230 eche ae
bovino bovino
154B 1 4 |21 2|7 |1] 4

chaperonina 60-KDa (cnp60) de 405pb; Factor de elogacion EF-G (fusA) de 633pb; Citrato sintasa (gItA) de 483pb; Sintasa CTP
(pyrG) de 297 pb; Factor de recombinacién homologo (recA) 372 pb; Proteina L2 ribosomal 50S (rpIB) de 330pb; RNA polimerasa
subunidad B (rpoB) de 456 pb; ADN girasa subunidad B (gyrB) de 594 pb, Glucosa deshidrogenasa B (gdhB) de 774pb, glucosa-6-

fosfato isomerasa (gpi) de 456 pb, RNA polimerasa factor sigma (rpoD) de 672 pb; *Se secuencio una cadena; ND: no determinado.
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RecA gdhB rpoD gpi

425 pb 774 pb
gltA 672 yrB
722 594 pb

marcador

456 pb  ¢cnp60
640 pb

Figura 8. Electroforesis de la amplificacion del esquema de Universidad de
Oxford_ Se muestra la amplificacion del aislado IM-2 con los 7 genes de MLST

esquema de UO, gel de agarosa al 1.5%.
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Cuadro 9. Comparacion de las secuencias tipo de MLST del esquema de
Universidad de Oxford

ST gltA | gyrB | gdhB | recA | cnp60 | gpi | rpoD Pais
México

813 1 15 2 28 1 158 32 (2014)
México
2014
México
2015
México
2015,
presente
estudio
EU 2012,
205 1 17 8 10 28 99 32 presente
estudio
EU 2012,
207 10 53 74 11 4 100 5 presente
estudio
Presente
estudio

814 1 15 8 1 1 106 5

1091 1 17 8 10 28 97 32

1054 1 17 8 10 28 259 | 32

Nuevo 1 12 59 28 4 83 45
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Cuadro 10. Analisis de agrupacion (eBURST) de MLST del esquema de

Universidad de Oxford en muestras de origen nosocomial

ST gltA | gyrB | gdhB | recA | cnp60 | gpi || rpoD Pais

México
1091 1 17 8 10 28 97 32 2015
México
2015,
presente
estudio
EU 2012,
205 1 17 8 10 28 99 32 presente
estudio

1054 1 17 8 10 28 259 | 32

Cuadro 11. Anadlisis de agrupacion (eBURST) de MLST del esquema de

Universidad de Oxford en muestras de origen animal_

ST gltA | gyrB | gdhB | recA | cnp60 | gpi | rpoD Pais
China
521 1 12 59 28 4 69 45 2013
Taiwan
867 1 12 59 28 4 172 | 45 2014
Nuevo| 1 | 12 | 59 | 28 | 4 | 83 | 45 | Presente
estudio




DISCUSION

El presente trabajo se realizd en la ciudad fronteriza de Mexicali, Baja
California, describiendo la identificacion molecular, resistencias a antibioticos
y genotipificacion de A. baumanniii de origen local. Se busco posible relacién
filogénetica entre cepas de aislados animales y nosocomial con la
genotipificacion de rpoB para determinar el genotipo teniendo que los
aislados de origen animal fueron identicos a ST G4 la cual pertenece a la
coleccién del Instituto Pasteur de muestras humanas (Gundi et al., 2009), y

los de origen nosocomial no fueron agrupados en ningun ST.

Se desconocen los motivos de ingreso al hospital de los 16 pacientes
con aislados de Acinetobacter baumannii pero existen posibles causas para
diseminacion pudiendo hipotetizar que los pacientes son admitidos en las
ICU para la estabilizacién después del procedimiento quirurgico los cuales
requieren ventilacion mecanica y adquieren A. baumannii, después son
transferidos a otras areas, facilitando la diseminacion de A. baumannii en los
hospitales. Una vez introducido al hospital es muy persistente y llega a ser
endémico (Morfin-Otero et al., 2013).

La identificacion de Acinetobacter baumannii se ha hecho usando el
gen intrinseco blaoxas1 (Turton et al., 2006b), secuenciacion del gen 16S rRNA
(Nemec et al.,, 2003), y gen recA (Nowak y Kur 1995) en la presente
investigacion se utilizé la amplificacion del gen rpoB (Gundi et al., 2009) para
la identificaciéon del genero y secuenciacion para identificar la especie y
genotipo. Rafei et al., (2015) reporta con la genotipificacion del gen parcial
rpoB de 30 aislados de Acinetobacter spp. obtenidos a partir de muestras de
suelo, carne y animales que no estan identificados dentro de las ST de rpoB
(Gundi et al.,, 2009), comprobando que pueden existir mas de las 31
genoespecies reportadas, por lo cual rpoB todavia es una técnica valida y

rapida para la identificacion de nuevas genoespecies.
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La importancia de la epidemiologia molecular con la técnica de MSLT
en A. baumannii es generar informacion para identificar rutinas de
transmision, situaciones de brote localizados, complejos clonales, el trazo
posible del agente infeccioso entre pacientes u hospitales , asi como la

resistencia los agentes antimicrobianos (Bergogne-Berezin et al., 2008).

En la tipificacién multilocus de secuencias (MLST) se obtuvieron con el
esquema de la Universidad de Oxford 3 ST que ya estan reportadas en la
base de datos PubMLST (http://pubmist.org), IM-1y IM-2 con ST 1054, el
aislado 5605 con ST 205, y aislado 5999 con ST 207 en los cuales se
observan diferencias fenotipicas y genotipicas de resistencia (vease cuadro
8) con lo cual se puede hipotetizar que el ST de MLST no esta relacionado

con el genotipo y fenotipo de resistencias de los aislados.

Por el esquema de Universidad de Oxford las ST 205 y 1054 en tres
aislados, fueron agrupados por compartir 6 alelos identicos con otro ST 1091
identificado en Mexico (vease cuadro 9), mientras que la ST 207 del aislado
5999 se agruparon con las ST reportadas en China 2013 y Taiwan 2014. En
ambos cuadros las ST varian segun el perfil alelico de gpi, lo cual se ha
demostrado en otros estudio, que el alelo gpi tiene mas variaciones con CC,
mientras que gltA, RecA, gdhB y rpoD son mas conservados (Adams-Haduch
et al., 2011;Runnegar et al., 2010) aun no se explica porque este alelo tiene

muchas variantes (Higgins et al., 2012).

En bovinos de leche es una practica comun proporcionar antiboticos
en para el tratamiento de enfermedades especificas y profilaxis contra
mastitis en el secado (Sabour et al., 2004), asi como en el ambiente de
hospital se usa por tiempos prologandos antibioticos durante la terapeutica
clinica, estas acciones pueden explicar la resistencia de los aislados de
origen animal y nosocomial debido al uso especifico de antimicrobianos que
actuan como agentes selectivos de resistencia sobre las cepas bacterianas
(Lee et al., 2004;Sabour et al., 2004) ademas de la resistencia adquirida por

transferencia horizontal por la presencia o/y adquisicion de genes que
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codifican la inactivacion de enzimas, bombas de flujo, elementos genéticos

moviles como transposones, integrones o plasmidos (Dijkshoorn et al., 2007).

Todos los aislados de origen animal fueron susceptibles a piperacilina-
tazobactam, meropemen, imipenem, tigeciclina y colistina, estos antibioticos
no estan a la venta en el medio veterinario lo cual limita su uso en la industria
lechera, ademas se observa diferencias en la familia de aminoglucosidos
(amikacina, gentamicina) como una respuesta variable
(susceptible/resistente) que podria deberse a que estos animales fueron
tratados anteriormente con kanamicina, neomicina y gentamicina para el
tratamiento de diferentes enfermedades, se ha observado que la actividad de
los aminoglucosidos depende de la concentracidon del antibiotico y su
incremento en las concentraciones (Aliakbarzade et al., 2014). EI mayor
mecanismo de resistencia a aminoglucosidos en aislados clinicos de
bacterias gram negativas es la modificacion enzimatica reduciendo o
suspendiendo la union de la molecula de aminoglucosido al ribosoma
(Aliakbarzade et al., 2014), enzimas modificadoras especificas como

acetyltransferasa, fosfotransferasa, adeniltransferasa (Seward et al., 1998).

En la deteccion de genes carbapenemasas clase D blaoxa en Jalisco,
México se han descrito la deteccion de blaoxas1 (Morfin-Otero et al., 2013), cd.
de México deteccion de blaoxa 51,58.230 (Tamayo-Legorreta et al., 2014) y en
Guadalajara, Jalisco se detecto blaoxa 72 que pertenece al grupo blaoxaz4-4oiike
(Alcantar-Curiel et al., 2014),

Se ha reportado que la presencia de OXA-23 con expresion de
resistencia a diferentes familias de antibiéticos (Wang et al., 2007) el gen
blaoxa-23-ike ha demostrado ser la carbapenemasa mas extendida y adquirida
en A. baumannii (Coelho et al., 2006b;Higgins et al., 2013), la cual puede
estar atribuida a la movilizacion horizontal de secuencias de insercidon
ISAba1 y/o transposones como Tn2006 (Mosqueda et al., 2013). En el
presente trabajo se identificd el gen blaoxa-23 en 13/16 aislados de origen

nosocomial, con la caracteristica fenotipica XDR, Eliolopus et al., (2008)
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menciona que altos niveles de resistencia a carbapenem conferido por OXA-
23 puede ser la clave para las cepas epidémicas donde se incrementa el
uso de carbapenem en combinacion de fluoroquinolonas y bajo la presion
selectiva forza la propagacion epidémica de los organismos que producen

beta lactamasas de espectro extendido.

En los aislados de origen animal y nosocomial que no se detecto la
presencia del gen OXA-23 y se observo la resistencia a beta lactamicos
(carboxipenicilinas, ureidopenicilinas, cefalosporinas, carbapenem) se
puede explicar con otros mecanismos de resistencia enzimaticos que no se
incluyeron el trabajo, como la hidrdlisis por beta lactamasas que confiere
resistencia a penicilinas, cefalosporinas y carbapenems (Eliopoulos et al.,
2008), como las carbapenemasas de clase A, B, C segun la clasificacion
Ambler (1980). La clasificacion A estan SME, NMC, IMI, KPC, GES,
clasificacion B VIM, SIM, IMP, GIM, SPM, NDM vy la clasificacion C AmpC
(Opazo et al., 2012).

Dentro de los mecanismos no enzimaticos que pueden conferir
resistencia Limansky et al., (2002) y Mussi et al., (2005) demostraron que la
perdida de la porina 29-kDa OMP en aislados clinicos de A. baumannii en los
que no hubo actividad de carbapenemasas puede conferir la resistencia a
imipenem. La modificacién de las proteinas de union de penicilinas como
fuente de resistencia a imipenem (Poirel y Nordmann 2006), por ultimo las
bombas de expulsién, AdeABC, puede expulsar B-lactamicos (incluyendo
carbapenemicos) aminoglicosidos, macrolidos cloranfenicol, tetraciclina,

fluoroquinolonas y trimetropim (Peleg et al., 2008).

En el presente trabajo no se contd con el control negativo, para
OXA-23, OXA 24, OXA-58 debido a esto consideramos la posibilidad de
tener falsos negativos, poco ADN molde, mutacion en el sitio de union del
primer siendo necesario determinar el limite de detecciéon del fragmento de

ADN blanco en el ensayo de PCR.



CONCLUSIONES

Los 19 aislados de origen animal/humano del presente estudio fueron
identificados como A. baumannii con técnicas microbiolégicas vy
moleculares.

Los 3 aislados de origen animal fueron considerados como multidrogo
resistente (MDR) mientras que todos los 16 aislados de origen humano como
extrema drogo resistencia (XDR).

Se identificaron diferentes genotipos de un fragmento del gen rpoB para
aislados de origen animal y humano, donde la secuencia tipo (ST) G4
correspondio a los aislados de origen animal y una ST nueva correspondi6 a
todos los aislados de origen humano de diferentes brotes de infeccion
nosocomial.

La técnica de MLST nos permitié detectar variaciones gendmicas
presentes entre aislados de origen animal y humano asi como variaciones
dentro de aislados de origen humano, ademas de poder comparar con
aislados reportados en una base de datos.

Se recomienda implementar un programa de vigilancia en hospitales
empleando herramientas de epidemiologia molecular para el monitoreo de A.
baumannii MDR y XDR altamente patogénico.
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ANEXO 15

Protocolo de lisis de ADN (Genomico vy plasmidico) (protocolo 3)

Procedimiento

1.

Agregar de un caldo previamente crecido de 8-18 hrs (toda la noche)
de 100-200 ul a un tubo eppendorff de 1.5 ml
Centrifugar 10,000 rpm durante 5 min.
Quitar el cultivo sobrenadante hasta obtener la pura pastilla.
i. El caldo o agar puede tener inhibidores de PCR.

. Resuspender* en agua esteril con el volumen original del cultivo (100-

200 ul).
Mezclar con vortex o con pipeta suavemente.
Calentar 100°C por 10 min. con termobloque sin agitacion
i. Tiene que estar previamente calentado (ya con la
temperatura tarda de 10 a 15 min. en alcanzarla)
Centrifugar 12,000 rpm a 4°C por 10 min.
i. Poner en fast cool para que se enfrie antes el rotor y
alcance los 4°C pronto.
Utilizar solo el sobrenadante de 2 a 5ul para PCR
Guardar en el congelador a -20, maximo durara 3-5 meses.

Notas:

*resuspender: se da por entendido que ya llevo proceso de centrifugar
y quitar sobrenadante y suspender en otra liquido.

Es importante tener preparadas las temperaturas en cada aparato
(termobloque y centrifuga) para que cuente los minutos que requiere
el proceso.

Al final queda una pequefia pastilla, se consideran los residuos
celulares.
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ANEXO 16

Protocolo: purificacion total de ADN de sangre animal o células. (spin column

protocol)

Este protocolo esta disefnado para la purificacion total ADN de sangre de
animales (eritrocitos nucleados y no nucleados) o de cultivo animal o células
humanas.

Procedimiento

Para la extraccion de células cultivadas: centrifugar el numero apropiado
de celular (maximum 5 x 10°) por 5 min a 300 x g. Resuspender el pellet en
200 ul de PBS. Agregar 20 ul proteinasa K. Continuar con el paso 2.

1.

Agregar 200 ul de AL (sin etanol). Mezclar por vortex, e incubar a 56°C
por 10 min.

Agregar 200 ul de etanol (96-100%) a la muestra, mezclar en el vortex.
Pipetear la mezcla del paso 3 a una columna DNeasy Mini spin (filtro)
colocada en un tubo colector de 2 ml (provisto). Centrifugar a 8000
rpm por 1 min. Desechar el flujo y el tubo colector

Colocar la columna DNeasy Mini spin en un tubo colector nuevo
(provisto), agregar 500 ul AW1, y centrifugar por 1 min. a 8000 rpm.
Desechar el flujo y el tubo colector.

Colocar la columna DNeasy Mini spin en un tubo colector nuevo de 2
ml (provisto) , agregar 500 ul de AW2, y centrifugar por 3 min. a
14,000 rpm hasta secar la membrana. Desechar el flujo y el tubo
colector.

Colocar la columna DNeasy Mini spin en un nuevo tubo de 1.5 a 2.0
(no provisto), y pipetear a 200 ul AE (o agua molecular) directo a la
membrana DNeasy. Incubar a temperatura ambiente 1 min, después
centrifugar por 1 min. a 8000 rpm para eluir.

La elucién con 100 ul (en lugar de 200 ul) incrementa la concentracion
final en la elucién, pero también decrese la la cosecha total.

. Recomendado: para maxima cosecha de ADN, repetir la elucion una

vez como se describe en el paso 7. Este paso permite el incremento
de la cosecha total del ADN.

NOTA: no diluir mas de 200 ul dentro de un tubo de 1.5 porque la
columna DNeasy Mini spin puede entrar en contacto con la elusion.



ANEXO 17

Concentraciones de antibioticos contenidos en los sensidiscos

El estuche de Multidiscos* Gram Negativos Il
~ CAT. 71080580 contiene 50 multidiscos con 12
" antimicrobianos y una bolsa con silica gel como
' desecante.
|
- Cada multidisco contiene aproximadamente:

§ Amikacina AK 30pg

- Ampicilina AM 10ug

- Levofloxacina LEV 5ug

. Cefalotina CF 30pg
Cefotaxima CTX 30pg
Ceftriaxona CRO 30pg
Cloranfenicol CL 30ug
Gentamicina GE 10ug
Netilmicina NET 30ug

- Nitrofurantoina NF 300ug
Cefepime FEP 30ug
Trimetoprim- SXT 25ug
Sulfametoxazol

*Marca registrada



ANEXO 18

Interpretacion de los halos de inhibicidn

Agente Contenido del Diametro de halo

Antimicrobiano  disco

Amikacina Enterobacteriaceae 30pg
10pg

Levofloxacina . Sug
Netilmicina . 30pg
Nitrofurantoina . 300ug
Pefloxacina 5ug
Penicilina 10U
Wﬁp
N. gonorrhoeae
Streptococcus spp

R
<14

<13
<28
<16

<19
<13
s14
<14
<14
<14
£13
£14
s12

<10
14

<13
12
13
<12
<14
£14

s28
<14

<26
s14
<10

de inhibicién en mm

| ]
15-16 217
217

229
- 217

14-16

. 224

20-22 223
14-16 217
1517 218
1517 218
15-22 223
1517 218
14-20 2 21
15-22 223
1317 218

1-12 213
1517 218

14-22 223
13-14 215
14-16 217
13-14 215

f

R Sl BT

15-16 217

1522 223

- 220
- 215
2746 =47
- 224

15-18 219
11-15 216

R = Resistente; | = Intermedio; S = Sensible.
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ANEXO 19

Protocolo de purificacion con membranas (dialisis)

Membranas de nitrocelulosa
Tipo de filtro 0.025 um VSWP
Contiene 100 filtros
Cat. No. VSWP02500
Marca MILLIPORE
Notas:

Usar cajas de petri (pueden ser usadas) enjuagadas con agua ultra pura o
destilada.

Cada caja de petri aprox. utiliza 20 ml de agua ultra pura.
El proceso se realiza en campa con blower y sin mechero.

La membrana entera puede tolerar hasta 80-100 ul, la mitad solo 25 ul.

Procedimiento:

1. Llenar las cajas de petri con agua ultra pura segun el numero de
muestras que se van a purificar

2. Colocar la membrana (una por muestra) en el agua, segun venga en el
empaque

3. Colocar la muestra despacio en el centro de la membrana (cuantificar
con la pipeta lo que se coloca)

4. Esperar 10 minutos para que se efectué la dialisis.

5. Tomar la muestra y colocarlo en un nuevo tubo marcado previamente
como purificado + ID muestra (cuantificar con la pipeta lo que se retira)

6. Guardar a -20°
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