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Resumen

Las infecciones asociadas a la atencién sanitaria causadas por el complejo
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB) se han convertido en un
problema emergente de salud publica mundial, debido a los altos niveles de
resistencia a multiples farmacos, que dejan pocas opciones de tratamiento
disponibles; ademas, su capacidad de permanencia dentro de las
instalaciones hospitalarias. Asi, el complejo ACB se ha convertido en un
importante desafio terapéutico, y se ha posicionado como una de las mayores
amenazas tanto a nivel global como local. El objetivo de este trabajo fue la
caracterizacion fenotipica y molecular de aislamientos clinicos del complejo
ACB de origen hospitalario. Los aislamientos se obtuvieron de hospitales
estatales durante el periodo de noviembre de 2018 a diciembre de 2019, se
realiz6 perfil de resistencia a antimicrobianos y categorizacién
multirresistencia; Se identificaron genes productores de carbapenemasas y
se realizaron pruebas fenotipicas para determinar la presencia de algunos
factores de virulencia: biopelicula, motilidad y resistencia al suero; Por ultimo,
se diferencié a Acinetobacter baumannii del complejo ACB. Se caracterizaron
54 aislamientos; la mayoria de las cepas se recuperaron de pacientes en la
unidad de cuidados intensivos (39%) y medicina interna (19%). y de
secreciones bronquiales (54%) y hemocultivos (30%). Ademas, el 9% eran
multirresistentes 'y el 83% presentaron resistencia extrema a los
medicamentos (XDR). Entre los resultados mas destacados, identificamos un
aislado pandrogo-resistente; 5 cepas XDR que expresaron 4 factores de
virulencia de UCI (66%) y secreciones bronquiales (100%); y 6 aislados XDR
con 3 factores de virulencia procedentes de UCI (66%) recuperados de
secreciones bronquiales (50%) y hemocultivos (33%). Ademas, identificamos
la presencia de genes productores de carbapenemasas tipo blaoxa-24-ike
(46%), blatem (4%) y diferenciamos a Acinetobacter baumannii del complejo
ACB mediante la identificacion de genes tipo blaoxa-si-ike Y rpoB en todos los
aislamientos. Estos resultados sugieren que la presencia de cepas con
resistencia extrema, que presentan genes de resistencia y diversos factores
de virulencia, representa un grave problema de salud en el estado, el cual
debe contar con una mejor vigilancia epidemiolégica para establecer medidas
preventivas y de control en beneficio de la salud publica local.

Palabras clave: Acinetobacter, multirresistencia, virulencia.
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Abstract

Healthcare Associated Infections caused by the Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii (ACB) complex have become an emerging global public health
problem, due to the high levels of multidrug resistance, that leave few
treatment options available; and furthermore, their ability to persist within
hospital facilities. Thus, the ACB complex has become an important
therapeutic challenge, and it has positioned itself as one of the greatest threats
both globally and locally. The aim of this study was to characterize clinical
ACB complex isolates at the phenotypic and molecular level. Isolates were
obtained from state hospitals during the period from November 2018 to
December 2019, antimicrobial resistance profile and multiresistance
categorization was performed; carbapenemase-producing genes were
identified, and phenotypic tests were performed for determining the presence
of some virulence factors: biofilm, motility, and serum resistance. Fifty-four
isolates of the ACB complex were characterized; most strains were recovered
from patients in the intensive care unit (39%) and internal medicine (19%). and
from Bronchial secretions (54%) and blood cultures (30%). In addition, 9%
were multidrug-resistant and 83% were extensively drug-resistant isolates
(XDR). Among the most outstanding results, we identified a pandrug-resistant
isolate; 5 XDR strains that expressed 4 virulence factors from the ICU (66%)
and bronchial secretions (100%); and 6 XDR isolates with 3 virulence factors
from the ICU (66%) recovered from bronchial secretions (50%) and blood
cultures (33%). Furthermore, we identified the presence of carbapenemase-
producing genes Dblaoxa-2sike (46%), blatem (4%), and differentiated
Acinetobacter baumannii from the ACB complex by identifying blaoxa-24-ike and
rpoB genes in all isolates. These results suggest that the presence of strains
with extreme resistance, which present multiple resistance genes and the
expression of various virulence factors represents a serious health problem in
the state, which must have better epidemiological surveillance to establish
preventive and control measures for the benefit of our local public health.

Keywords: Acinetobacter, multiresistance, virulence.



1 Introduccion

Las infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) son aquellas que
se contraen en los establecimientos de salud, incluidos hospitales u otro
centro sanitario y se presentan posterior a las 48 horas de admision. Este tipo
de infecciones son el evento adverso mas frecuente durante la prestacion de
atencion sanitaria y se han convertido en un problema de salud publica
mundial. El creciente nuimero de patdgenos resistentes a multiples
antimicrobianos, atribuible de manera importante a este tipo de infecciones,
representan un gran desafio para los centros de atencion de la salud,
causando un incremento en la aparicion de brotes dificiles de controlar, asi
como en las tasas de morbimortalidad y elevando los costos de la atencion
(Santajit & Indrawattana, 2016).

De estos patégenos emergentes, Acinetobacter se ha convertido en un
problema emergente de salud publica mundial, esto aunado a la resistencia
intrinseca que presentan a multiples antimicrobianos y la habilidad de adquirir
y diseminar genes de resistencia, que los ha convertido en un importante
desafio terapéutico, afectando principalmente a aquellos pacientes
inmunocomprometidos o con largas estancias dentro de las instalaciones

hospitalarias (Wong et al., 2017).

Asimismo, estos microorganismos poseen mecanismos de patogenicidad
especificos, incluyendo determinantes de virulencia, que les permiten superar
las defensas de un hospedero ademas de caracteristicas que les otorgan
capacidad de poder sobrevivir en el medio ambiente, lo que ha contribuido a
su transmision y persistencia dentro de los centros de atencion médica a nivel
mundial (O’'Donnell et al., 2021).

Dentro de las infecciones causadas por el género Acinetobacter, existe un
grupo de 6 especies que ha sido denominado como complejo Acinetobacter

calcoaceticus-baumannii (ACB), dentro del cual Acinetobacter baumannii es



considerado el de mayor relevancia clinica esto debido a que es el agente
causal de la mayoria de las IAAS en pacientes con enfermedades criticas o
gue se encuentran inmunocomprometidos a nivel mundial (Mancilla-Rojano
et al., 2020).

El manejo de las infecciones provocadas por Acinetobacter baumannii es muy
complicado debido a las pocas o nulas opciones de tratamiento disponible por
la gran cantidad de mecanismos de resistencia que puede presentar. Uno de
estos mecanismos de mayor preocupacion es la resistencia a
carbapenémicos, que lo ha posicionado como una de las mayores amenazas
dentro de la lista de patdgenos resistentes definida por la Organizacion
Mundial de la Salud y Los Centros de Control y Prevencién de Enfermedades,
al ser este grupo de antimicrobianos considerado como ultima opcion de

tratamiento para este tipo de infecciones (Baginska et al., 2021).

Al mismo tiempo, estos microorganismos pueden producir factores de
virulencia especificos que les otorgaran las caracteristicas necesarias para
poder invadir el ambiente del hospedero, desde su adhesién y colonizacion,
hasta la evasién de la respuesta inmune y dafio tisular, dificultando las
estrategias a seguir para su control y prevencién dentro de los ambientes

hospitalarios (Harding et al., 2018).

En la Ciudad de Querétaro a pesar de su importancia como patégenos
emergentes, las caracteristicas tanto fenotipicas como moleculares de
resistencia a antimicrobianos y presencia de factores de virulencia en el
proceso de la enfermedad aln son pobremente estudiadas, por lo que es de
interés conocer el rol patogénico de los mismos, pues estos factores pueden
aumentar la transmision y persistencia de este tipo de infecciones de dificil
manejo. En el presente trabajo se realizard la caracterizacion fenotipica y
molecular de aislamientos clinicos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-

baumannii de origen hospitalario.



2 Antecedentes

2.1 Caracteristicas generales

Las bacterias de género Acinetobacter son bacterias Gram negativas oportunistas
que generalmente habitan en el suelo y las superficies presentes en ambientes
hamedos, pero la adaptabilidad que presentan les ha permitido sobrevivir en una
gran variedad de superficies bidticas y abiéticas, tales como aquellas presentes en

las instalaciones médicas (Wong et al., 2017).

Acinetobacter es un cocobacilo estrictamente aerobio, catalasa positivo, indol
negativo, oxidasa negativo y citrato positivo, que presenta una temperatura éptima
de crecimiento entre 33 - 40°C. Sus colonias presentan un color cremoso, de textura

suave o0 mucoide cuando se encuentra la presencia de capsula (Almasaudi, 2018).

2.2 Complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii

Dentro del género Acinetobacter, existe un grupo de 6 especies formado por A.
calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. seifertii y A. dijkshoorniae,
que ha sido denominado como complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
(ACB), esto debido a que estas 6 especies no se pueden distinguir a través de
meétodos bioquimicos por lo que es necesario el uso de métodos moleculares para

su diferenciacion (Mancilla-Rojano et al., 2020).

Dentro de este complejo, A. baumannii es causante de la mayoria de las IAAS en
pacientes con enfermedades criticas 0 que se encuentran inmunocomprometidos,
ademas de encontrarse también dentro de los ambientes hospitalarios, sobre todo
dentro de las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), en donde son
frecuentemente aislados de equipo meédico reutilizable como ventiladores,
humidificadores, lavabos y orinales (Antunes et al., 2014) y de superficies abibticas
como camas, cortinas, paredes y pertenencias del personal de salud, debido a la

capacidad que tienen para sobrevivir en condiciones no optimas (Asif et al., 2018).

Estas caracteristicas observadas en esta especie en especial, han llevado al

desarrollo de diversos métodos moleculares para la diferenciacion de estas



especies, tales como la identificacion de la secuencia especifica del gen blaoxa-si-
ike, |0S genes gyrB y rpoB, la secuenciacion del gen 16S rRNA y del espaciador
transcrito interno de la region 16S-23S del ARN ribosomal, siendo esta técnica una

de las mejores como método de identificacion (Mancilla-Rojano et al., 2020).

Asimismo, la identificacion de los perfiles proteicos caracteristicos de cada cepa
por medio del sistema de espectrometria de masas y desorcion/ionizacion laser
asistida por matriz (MALDI TOF-MS) han surgido como una herramienta para la
diferenciacion a nivel de especies, pero este es un método costoso (Abhari et al.,
2021).

Varios estudios han demostrado la utilidad que presenta la secuenciacion del gen
gue codifica la subunidad beta de la RNA polimerasa (rpoB) para la identificacion y
la clasificacién taxondmica de varias especies bacterianas (La Scola et al., 2006).
Como resultado, un estudio reciente describi6 la diferenciacion de A. baumannii del
complejo Acb por medio de una prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) a partir de una region especifica altamente conservada del gen rpoB en

varias cepas de A. baumannii (Abhari et al., 2021).
2.3 Patogénesis

A. baumannii es conocido por causar una gran variedad de infecciones
nosocomiales, tales como infecciones en el tracto urinario, en heridas, en piel y
tejidos blandos, bacteremias y neumonias asociadas a ventiladores, siendo estas
dos udltimas las de mayor impacto debido a la alta mortalidad que conllevan (Wong
et al., 2017).

A. baumannii presenta la habilidad de sobrevivir en superficies donde la falta de
nutrientes les facilita su persistencia y transmision en el ambiente hospitalario,
sirviendo como reservorios para brotes de larga duracion. Algunas pueden
permanecer viables hasta 4 meses en este tipo de ambientes, siendo comunmente
encontrados en superficies abidticas y en las manos del personal de la atencién a
la salud en mayor cantidad conforme a otras especies, como Staphylococcus

aureus o Pseudomonas aeruginosa (Almasaudi, 2018).



2.4 Resistencia a antimicrobianos

A. baumannii presenta un alto nivel de resistencia hacia la mayoria de
antimicrobianos disponibles, esto debido a la presencia de un gran numero de
mecanismos de resistencia, tales como la presencia de -lactamasas,
carbapenemasas, enzimas modificadoras de aminoglucoésidos, bombas de eflujo,
defectos en la permeabilidad de su membrana debido a una disminucion en las

porinas y modificaciones de los sitios de accion (C.-R. Lee et al., 2017).

Asimismo, se ha logrado identificar que la presencia de genes de resistencia en A.
baumannii puede darse de forma constitutiva o de forma adquirida a través de
integrones, transposones y plasmidos (Vazquez-Lépez et al., 2020).

2.4.1. Resistencia a aminoglucosidos

Las enzimas modificadoras de aminoglucésidos son la principal forma de
resistencia hacia este tipo de antimicrobianos. Este tipo de resistencia se encuentra
mediada principalmente por tres clases de enzimas, en las cuales encontramos a
las acetiltransferasas, las nucleotidiltransferasas y las fosfotransferasas; estas

enzimas modifican la estructura de los aminoglucésidos (M.-F. Lin & Lan, 2014).

En A. baumannii se ha reportado la presencia de otro mecanismo de resistencia a
este tipo de antimicrobianos, mediado por una metiltransferasa del RNA 16S
ribosomal, la cual produce la metilacién del sitio de unidon del aminoglucésido a la
subunidad 16S del RNA ribosomal, llevando a una alta resistencia hacia

gentamicina, tobramicina y amikacina (Doi et al., 2015).

2.4.2. Resistencia a beta-lactamicos

La resistencia a este tipo de antimicrobianos esta mediada en gran parte a la
produccion de B-lactamasas, que son una familia de enzimas que hidrolizan los
anillos B-lactamicos, que son estructuras presentes en mdultiples antimicrobianos
tales como penicilinas, cefalosporinas y el aztreonam (Potron et al., 2015); algunas
de estas enzimas son consideradas como B-lactamasas de espectro extendido

(BLEE), esto debido a la capacidad que presentan de hidrolizar una gran variedad



de antimicrobianos B-lactamicos. Por otra parte, las carbapenemasas representan
otro miembro de la familia de las B-lactamasas con una gran versatilidad, esto
debido a la capacidad que presentan de hidrolizar tanto los antimicrobianos

carbapenémicos como los B-lactdmicos (Marston et al., 2016).

Las B-lactamasas han sido clasificadas por Ambler en base a su estructura
molecular y funcional en cuatro clases (A, B, Cy D), dependiendo de las
secuencias de aminoéacidos. Para las clases A, C y D, el sitio activo de la enzima
contiene serina y la clase B incluye las metalo- 3-lactamasas, las cuales dependen
de la union de un metal en su sitio catalitico para su actividad (Vrancianu et al.,
2020).

Como primer grupo, las p-lactamasas de clase A son la causa mas frecuente de
resistencia a los B-lactamicos. Estas enzimas son inhibidas por el clavulanato y
pueden hidrolizar penicilinas y cefalosporinas (Kurihara et al., 2020). Las familias
de B-lactamasas de clase A tienen diferentes variantes moleculares con capacidad
para hidrolizar cefalosporinas y carbapenémicos. En A. baumannii, se ha
encontrado la presencia de las familias TEM, GES, CTX-M, SHV, SCO, PER,
CARB, VEB y KPC. De estas, la mayoria son B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) (Vrancianu et al., 2020).

En el segundo grupo, encontramos a las B-lactamasas de clase B o metalo-3-
lactamasas (MBL), las cuales presentan zinc u otro metal pesado en el sitio
catalitico y tienen la capacidad de hidrolizar casi todos los antibiéticos B-lactamicos,
excepto los monobactamicos (Vrancianu et al., 2020). La actividad enzimatica de
estos tipos de B-lactamasas puede inhibirse mediante agentes quelantes como el
acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Se ha identificado una amplia gama de
familias de MBL en A. baumannii, tales como imipenemasas (IMP), VIM, SPM, GIM,
NDM, SIM, AIM y FIM (Ayoub Moubareck & Hammoudi Halat, 2020).

En la tercera agrupacion se encuentran las B-lactamasas de clase C, las cuales

estan codificadas por el gen ampC y funcionalmente son cefalosporinasas. Estas



B-lactamasas pueden conferir resistencia a las cefamicinas, penicilinas o

cefalosporinas (Doi et al., 2015).

En el cuarto grupo se encuentran las B-lactamasas de clase D también llamadas
oxacilinasas (OXA), debido a su capacidad para hidrolizar la oxacilina. Se han
caracterizado méas de 400 enzimas OXA, la mayoria con la capacidad de hidrolizar
también carbapenémicos. En A. baumannii se ha encontrado la presencia las
enzimas OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143 y OXA-235, identificadas

principalmente con un origen cromosomal o en plasmidos (Nguyen & Joshi, 2021).

2.4.3. Resistencia a cefalosporinas

Existen multiples factores que pueden intervenir en la resistencia a este tipo de
antimicrobianos, tales como una permeabilidad disminuida de la membrana, la
produccion de bombas de eflujo y la producciéon de enzimas inactivadoras de

antibioticos, tales como las B-lactamasas (Marston et al., 2016).

La mayoria de los aislamientos de A. baumannii que se encuentran en los centros
de atencién a la salud presentan resistencia a cefalosporinas, incluyendo las de
tercera (ceftazidima) y cuarta generacion (cefepima), ademas de que A. baumannii
produce una B-lactamasa inherente denominada AmpC y también puede producir
BLEE, lo cual la lleva a un nivel de resistencia a cefalosporinas clinicamente
relevante (Doi et al., 2015).

2.4.4. Resistencia a polimixinas

La resistencia a polimixinas en A. baumannii ha sido descrita principalmente por
dos mecanismos, siendo el primero la modificacién del LPS con la adicién de un
grupo cationico como la fosfoetanolamina en el lipido A, esto debido a la activacion
del sistema de dos componentes PmrA/PmrB, lo que lleva a un aumento de la
expresion de pmrC, gen cromosomal el cual produce la transferasa que adiciona la

fosfoetanolamina en el lipido A (Dortet et al., 2018).
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El segundo mecanismo consiste en una inactivacion de los tres primeros genes
involucrados en la biosintesis del lipido A, resultando en una pérdida completa del
LPS en la bacteria (Moffatt et al., 2010).

2.4.5. Resistencia a carbapenémicos

La resistencia a carbapenémicos producida por A. baumannii se ha atribuido
principalmente a la produccion de carbapenemasas, la cual puede ser de manera
intrinseca o adquirida. A. baumannii produce una carbapenemasa de tipo OXA-51
de manera inherente, en un bajo nivel, pero transposiciones en las secuencias de
insercién pueden producir un fuerte promotor que aumente su produccion y por
consiguiente un aumento en la concentracion minima inhibitoria (CIM) de los

carbapenémicos.

También se han descrito cinco grupos de carbapenemasas del tipo oxacilinasa
(OXA) adquiridas por parte de A. baumannii, los cuales incluyen las
carbapenemasas de los grupos OXA-23, OXA-40, OXA-58, OXA-143 y OXA-235,
siendo el primer grupo el méas prevalente producido a nivel mundial (Doi et al.,
2015).

Otros estudios han descrito la presencia a nivel hospitalario de cepas de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos que presentaron la presencia de genes
de la familia blaOXA, ademas de haber identificado en diversos aislamientos la
presencia de uno hasta cuatro genes asociados con la produccion de resistencia

carbapenémicos (Moghadasi et al., 2018).

Otros mecanismos han sido identificados que forman parte de los mecanismos de
resistencia hacia carbapenémicos, tales como la produccion de bombas de eflujo,
cambios en las porinas presentes en la membrana y mutaciones en los sitios de

accion del antimicrobiano (O’Donnell, et al. 2021).
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25 Clasificacién de la multirresistencia a antimicrobianos

Con el surgimiento y aparicién de la resistencia antimicrobiana, fue necesaria la
aplicacion de definiciones que permitieran describir y clasificar bacterias que son
resistentes a multiples agentes antimicrobianos, para poder tener informacion de la
vigilancia epidemiolégica que pueda ser confiable y comparada en los diferentes
paises y entornos de salud. ElI problema del aumento en la resistencia
antimicrobiana es aun mas amenazante cuando se considera el limitado numero de

nuevos agentes antimicrobianos en desarrollo (Santajit & Indrawattana, 2016).

En una iniciativa conjunta realizada por el Centro Europeo de Prevencién y Control
de Enfermedades (ECDC, por sus siglas en inglés) y los Centros de Control y
Prevencion de Enfermedades (CDC, por sus siglas en inglés), se aplicaron las
definiciones para S. aureus, Enterococcus spp., Enterobacteriaceae, P. aeruginosa
y Acinetobacter spp., debido a su importancia epidemioldgica, la resistencia
antimicrobiana emergente y la importancia de estas bacterias en los sistemas de
salud (Magiorakos et al., 2012).

Las bacterias definidas como multidrogo-resistentes (MDR), son aquellas que son
resistentes a tres 0 mas clases de antimicrobianos basado en los resultados de las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana realizadas in vitro. Las bacterias que son
clasificadas con resistencia extrema (XDR) tienen una importancia epidemiolégica,
no solo por su resistencia a multiples agentes antimicrobianos, sino también por su
potencial a ser resistentes a todo o la mayoria de los agentes antimicrobianos
probados. Las bacterias pandrogo-resistentes (PDR) son aquellas que son

resistentes a todos los agentes antimicrobianos probados (Magiorakos et al., 2012).

La Tabla 1 muestra los agentes antimicrobianos que han sido establecidos en el
género Acinetobacter para la definicion de su multirresistencia y la Tabla 2 muestra

los criterios a seguir para definir su multirresistencia.
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Tabla 1. Categorias de antimicrobianos y agentes antimicrobianos usados para
definir MDR, XDR y PDR en Acinetobacter spp (Magiorakos et al., 2012).

Categoria de antimicrobianos Agente antimicrobiano

Gentamicina

Tobramicina
Amikacina
Netilmicina

Aminoglucésidos

Imipenem
Carbapenémicos Meropenem
Doripenem
Ciprofloxacino
Levofloxacino
Ticarcilina-acido clavulanico
Piperacilina-tazobactam

Fluoroquinolonas

Penicilinas + inhibidores de B-

lactamasas Ampicilina-sulbactam

Cefotaxima

. . Ceftriaxona

Cefalosporinas de espectro extendido Ceftazidima
Cefepima

Inhibidores de la ruta del folato Trimetoprim-sulfametoxazol

Polimixinas Colistina

Polimixina B

Tetraciclina

Tetraciclinas Doxiciclina

Minociclina

Tabla 2. Criterios para la definicion de la multirresistencia en Acinetobacter spp

(Magiorakos et al., 2012).

MDR: No susceptibles a uno o mas agentes en tres o mas categorias de
antimicrobianos.

XDR: No susceptibles a uno 0 mas agentes en todas las categorias, excepto
dos 0 menos categorias de antimicrobianos.

PDR: No susceptibles a todos los agentes antimicrobianos en la lista.
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2.6 Factores de virulencia

La biopelicula, la cual se define como una comunidad microbiana compuesta de
bacterias unidas irreversiblemente a una superficie, capaces de producir una matriz
polimérica extracelular que los mantiene unidos a la superficie. Las biopeliculas
presentan un rol importante en la progresion de una gran variedad de
enfermedades como las infecciones de tracto urinario y respiratorio, queratitis
bacteriana, entre otras, presentando mecanismos de persistencia y resistencia que
contribuyen a estadios cronicos de las infecciones y como una importante estrategia
de supervivencia en el ambiente hospitalario (Melton & Anderson, 2019).

La mayoria de las cepas de A. baumannii producen un tipo de pili denominado Csu,
crucial en la formacion de las biopeliculas y el mantenimiento en las superficies
abidticas, ademas de la produccion de proteinas asociadas a biopeliculas, que

influyen en la maduracion y formacion del mismo (Harding et al., 2018).

Asimismo, las proteinas de membrana pertenecientes a la familia OmpA presentes
en A. baumannii desarrollan una gran variedad de funciones, tales como la
adhesion a las células del hospedero, produccion de biopeliculas y en la resistencia

a antimicrobianos (Almasaudi, 2018).

La relacién entre el desarrollo de biopeliculas y la resistencia antimicrobiana ha sido
analizada en diversos estudios. En un estudio realizado en aislamientos de A.
baumannii recolectadas de infecciones nosocomiales, se observo que el 73.72%
fueron identificadas fenotipicamente como productoras de biopeliculas por medio
del ensayo en microplaca, ademas de que el al menos el 92% de estos aislamientos

eran multidrogorresistentes (Babapour et al., 2016).

Otro estudio realizado en aislamientos de A. baumannii provenientes de infecciones
en pacientes que se encontraban en unidades de cuidados intensivos, mostro que
el 91% eran extremo drogo-resistentes. Aunado a esto, todos los aislamientos
fueron capaces de producir biopeliculas, ademas de ser identificado al menos un
gen relacionado con la produccion de biopeliculas en todos los aislamientos y el

98% contenia mas de 4 genes simultaneamente (Zeighami et al., 2019).
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La motilidad es la capacidad que presenta un organismo para moverse,
dependiendo de la disponibilidad de nutrientes y las condiciones de la superficie,
las bacterias pueden permanecer localizadas, desplazarse para colonizar areas

mas grandes o invadir el tejido del huésped (Harshey, 2003).

La motilidad de tipo twitching o de arrastre en A. baumannii consiste en la capacidad
gue presenta la bacteria para moverse en superficie semisoélidas por medio del uso
de pilis (Ayoub Moubareck & Hammoudi Halat, 2020).

El pili de tipo IV consiste generalmente en filamentos delgados de 1 a 4 ym de largo
compuestos por subunidades de pilina, el cual se extiende y se adhiere a la
superficie para después producir la retraccion del mismo, llevando la bacteria hacia

adelante (Clemmer et al., 2011).

Por otra parte, A. baumannii también es capaz de presentar un tipo de motilidad
asociada a la superficie, la cual es parecida y también denominada de tipo
“swarming”, a pesar de que este desplazamiento es dependiente de la presencia

de flagelos y A. baumannii no los presenta (Harding et al., 2018).

Un estudio realizado en aislamientos clinicos de A. baumannii obtenidos de
pacientes hospitalizados, se observé que el 35% de los aislamientos presentaron
motilidad ademéas de que el 79% fueron positivos a produccion de biopeliculas

(Aliramezani, et al., 2019).

Ademas de estos factores, se ha sugerido que algunas cepas de A. baumannii
pueden causar bacteremias con una alta tasa de mortalidad debido a la capacidad
gue presentan de resistir la accion del complemento en el suero humano (Magda
et al., 2022). Esto se puede deber a la presencia del lipopolisacéarido, ademas que
la produccion de biopeliculas en cepas de A. baumannii puede ser un mecanismo
por el cual se inhibe la via del complemento evadiendo la fijacion de la proteina C3
del complemento o inhibiendo la convertasa responsable del anclaje de C3y de la

activacion de la via por la unién de C3b (King et al., 2009).
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Otros factores de virulencia producidos por A. baumannii, tales como CipA, una
proteina exterior de membrana y la proteasa PKF, presentan un rol en la
degradacion de las proteinas del complemento (Magda etal.,, 2022). Estos
mecanismos estan centrados en evitar la adherencia de C3b en la superficie
bacteriana, lo que disminuye la opsonizacion de la bacteria e impide la formacion
del complejo de ataque a membrana, lo cual permite la supervivencia de las mismas
(Garcia-Patifio et al., 2017).

En un estudio realizado durante un periodo de 6 afios en infecciones causadas por
A. baumannii, se identifico la presencia de altos niveles de resistencia a la respuesta
inmunitaria producida por el suero humano y aunado a esto, la mayoria de los

aislamientos presento la capacidad de produccién de biopelicula (Yu, et al., 2021).

2.7 Panorama mundial

Diversos estudios han sido llevados a cabo para la vigilancia epidemioldgica y
andlisis de la propagacion de Acinetobacter a nivel mundial.

El programa de vigilancia epidemiolégica SENTRY, que fue disefiado para dar
seguimiento a las tendencias en la resistencia antimicrobiana para los
microorganismos de mayor importancia clinica en Norteamérica, Europa, Asia-
Pacifico y Latinoamérica, durante el periodo de 1997 a 2016, se observé una
disminucion en la susceptibilidad a una gran variedad de antimicrobianos en todas
las regiones, ademas de una prevalencia mayor al 55% de cepas XDR en Europa,
Latinoamérica y la region Asia-Pacifico (Gales et al., 2019).

En contraste, de acuerdo al reporte realizado por la red europea de vigilancia a la
resistencia antimicrobiana durante el periodo de 2013 a 2017, existi6 una
predominancia mayor al 50% en infecciones invasivas provocadas por
Acinetobacter resistente a carbapenémicos en los paises de Europa del este y del
sur (Ayobami et al., 2020).

Asimismo, Acinetobacter resistente a carbapenémicos forma parte de los 18
microorganismos incluidos en el ultimo reporte nacional realizado por los CDC en

Estados Unidos, dentro del cual ha sido clasificado con un nivel de amenaza
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urgente, esto debido a las pocas opciones de tratamiento con las que se cuenta y
su capacidad de sobrevivir un largo tiempo en las superficies, reportandose 8500
casos de infecciones hospitalarias en 2017, asi como 700 muertes estimadas y un
costo de atencion médica de 281 millones de délares en el mismo afio (Centers for
Disease Control and Prevention (U.S.), 2019).

2.8 Panorama en México

Se han realizado diversos estudios en cuanto a la multirresistencia presentada por
A. baumannii en los ultimos afios. En estudio realizado en un hospital de tercer nivel
de Monterrey se describi6 la presencia del 74% de aislamientos de A. baumannii
MDR en un periodo de tres afios, ademas de un aumento en la prevalencia de

aislamientos resistentes a meropenem (57% a 63%) (Garza-Gonzélez et al., 2010).

Otro estudio realizado en un Hospital de Guadalajara durante 13 afios observé
disminucién de la sensibilidad a meropenem del 92% al 12%, ademas de que
diferentes  aislamientos  producian  diferentes tipos de BLEE vy
metalobetalactamasas tales como VIM-4, IMP-1 y OXA-24 (Morfin-Otero et al.,
2013a).

En el informe anual del 2015 de la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica
de la Secretaria de Salud, el cual recolecta informacion de una gran cantidad de
hospitales de diferentes instituciones en todo el pais, reporta a A. baumannii como
el quinto agente etiolégico de IAAS y como el principal microorganismo aislado en
los brotes hospitalarios presentados en las IAAS, demostrando esto la gran

importancia que se debe de tener en cuanto al control de estas infecciones.

En el Informe publicado en 2020 de la Red Temaética de Investigacion y Vigilancia
de la Farmacorresistencia (INVIFAR) sobre la evolucion de la resistencia que han
presentado multiples microorganismos causantes de IAAS, se identificaron altos
niveles de resistencia a la mayoria de antimicrobianos por parte del complejo
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii, manteniéndose estos niveles durante el
periodo de 10 afos que se realizo la investigacion en multiples hospitales del pais
(Garza-Gonzélez et al., 2020).
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Este mismo grupo de estudio, logro identificar la presencia de una gran variedad de
genes de resistencia contra carbapenemasas en cepas de A. baumannii obtenidas
de diferentes hospitales de México, en los cuales los mas frecuentes fueron el gen
blaoxa-24 Y blaoxa-23, ademas de otros genes tales como blaviv y blanom (Garza-
Gonzélez et al., 2021).
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3 Objetivos
3.1 General

Realizar la caracterizacion fenotipica y molecular de aislamientos del

complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii de origen hospitalario.
3.2 Especificos

e Efectuar la caracterizacion fenotipica de la resistencia antimicrobiana
presente en aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-

baumannii.

¢ Identificar la prevalencia de genes de resistencia a carbapenémicos en

aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii.

e Caracterizar los fenotipos de virulencia de formacion de biopelicula,
tipo de motilidad y resistencia al efecto bactericida del suero humano

en aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii.

e Diferenciar por métodos moleculares a nivel de especie los
aislamientos de Acinetobacter baumannii del complejo Acinetobacter

calcoaceticus-baumannii.
3.3 Profesionalizantes

e Desarrollar conocimientos y capacidades en técnicas microbiologicas y
de deteccion molecular.

e Adquirir habilidades de comunicacion oral y escrita para la difusion de
conocimientos sobre el area de la salud.

e Profundizar en la importancia del profesional de la salud para la

investigacion de las enfermedades infecciosas.
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4 Metodologia

4.1. Disefio experimental

El disefio de este proyecto de investigacion es de tipo transversal descriptivo.
4.1.1. Definicién del Universo

Aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii obtenidos
en varios hospitales del estado de Querétaro en el periodo de noviembre 2018
- diciembre 2019, incluyendo el 100% de las muestras sin importar el servicio
médico del que provengan.

4.1.2. Tamano de muestra

Todos los aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
identificados en el laboratorio de andlisis clinicos de los hospitales
participantes durante el periodo de estudio.

4.1.3. Criterios de inclusion

Todos los aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
obtenidos en los diferentes servicios e identificados por el propio laboratorio
de andlisis clinicos de los hospitales participantes.

4.1.4. Criterios de exclusion

Todos los aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii

gue hayan sido aislados en conjunto con otro microorganismo.
4.1.5. Criterios de eliminacion

Todos aquellos aislamientos los cuales no sean recuperables o que se
encuentren contaminados al momento de su resiembra del medio de

conservacion.
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4.1.6. Definicion de las variables y unidades de medida

De acuerdo con la tabla 3, se mencionan tanto la definicion, las unidades de

medida y el tipo de variable utilizadas para este estudio.

Tabla 3. Definicién de las variables y unidades de medida

Variable

Definicion

Unidad de medida

Tipo de
variable

Resistencia Capacidad de un Diametro del halo de Cualitativa
antimicrobiana microorganismo de la zona de inhibicién Nominal
impedir que un (mm).
antimicrobiano actle
en contra de él.
Clasificacién de la | Categorizacién de un MDR, XDR y PDR. Cualitativa
multirresistencia microorganismo de Nominal
antimicrobiana acuerdo al nimero de
categorias de
antimicrobianos a los
gue es resistente.
Identificacion de Amplificacion de Presencia del gen Cualitativa
genes de diversos genes Ausencia del gen Dicotomica
resistencia a asociados a
carbapenémicos carbapenemasas
Fenotipo de Estructura bacteriana No formador Débil Cualitativa
virulencia de altamente organizada | formador Moderado Nominal
formacion de cubierta por una formador Fuerte
biopelicula matriz exopolimérica formador
adherida a una
superficie solida.
Fenotipo de Habilidad que Motilidad tipo Cualitativa
virulencia de tipo de presentan las “Swarming” Motilidad Nominal
motilidad bacterias para tipo “Twitching”
moverse espontanea
e
independientemente.
Fenotipo de Habilidad que Resistente Sensible Cualitativa
virulencia de presentan las Dicotémica
resistencia al efecto | bacterias a resistir el
bactericida del efecto que presenta el
suero humano Complemento sobre
ellas.
Diferenciacion Amplificacion de Acinetobacter Cualitativa
molecular de A. region parcial del gen baumannii Dicotémica
baumannii rpoB presente solo en No Acinetobacter
A. baumannii baumannii
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4.2. Procedimientos
4.2.1. Conservacion y resiembra de los aislamientos clinicos

Se cont6 con 73 aislamientos clinicos identificados como complejo Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii  pertenecientes al cepario del Laboratorio de
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica de la Facultad de Medicina en la
Universidad Autonoma de Querétaro, obtenidos a través del proyecto con nimero
de registro FME-2018-09.

Después de aplicar los criterios de inclusion, exclusion y eliminacion, se trabajé con
54 de los 73 aislamientos pertenecientes al cepario. Los aislamientos se
encontraban conservados en criotubos con caldo BHI adicionado con 15% de
glicerol y almacenados a -35° C, a partir de los cuales se realiz6 una resiembra en
tubos con caldo BHI por 24 horas a 37°C y después se resembraron los
aislamientos en placas de agar Luria-Bertani (LB) por 24 horas a 37 °C para su
Optimo crecimiento, tomando el indculo con un asa de platino y llevando a cabo una

siembra por agotamiento de estria en la placa.
4.2.2. Identificacion del perfil ampliado de resistencia

Se realizaron las pruebas de susceptibilidad segun las definiciones de MDR con
fines epidemioldgicos sugeridas por CDC y ECDC para Acinetobacter spp.
(Magiorakos et al., 2012), mediante las técnicas de Kirby-Bauer y de microdilucion
(Hudzicki, 2009; Wiegand et al., 2008). Se evaluaron solo aquellos antimicrobianos
qgue no fueron analizados por el laboratorio del Hospital General de San Juan del

Rio y del Hospital de Especialidades del Nifio y la Mujer (Tabla 4; pagina 27).
4.2.3. Clasificacion del grado de multirresistencia

En base a los resultados obtenidos en las pruebas de susceptibilidad realizadas
previamente y la complementacion de los datos obtenidos de las pruebas de
susceptibilidad realizadas por el hospital para cada aislamiento, se categorizé a

cada aislamiento como multidrogo-resistente (MDR), de resistencia extrema (XDR)
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0 pandrogo-resistente (PDR), de acuerdo con los lineamientos establecidos por el

ECDCy los CDC.

Tabla 4. Categorias de antimicrobianos evaluadas para Acinetobacter sp.

Aminoglucoésidos (AG)

Gentamicina (GTM)

Tobramicina (TOB)

Amikacina (AMK)

Netilmicina (NET)

Carbapenémicos (CP)

Imipenem (IMP)

Meropenem (MRP)

Doripenem (DOR)

Cefalosporinas de espectro
extendido (CSEE)

Cefotaxima (CTX)

Ceftriaxona (CFX)

Ceftazidima (CFZ)

Cefepima (CFP)

Fluoroquinolonas (FQ)

Ciprofloxacino (CFL)

Levofloxacino (LFL)

Penicilinas + inhibidores de B-
lactamasas (P + IBL)

Ticarcilina-acido clavulanico (T-A)

Piperacilina-tazobactam (P-T)

Inhibidores de la ruta del folato
(IRF)

Trimetoprim-sulfametoxazol (T-S)

Penicilinas + inhibidores de B-
lactamasas (P + IBL2)

Ampicilina-sulbactam (A-S)

Polimixinas (PM)

Colistina (COL)

Polimixina B (PXB)

Tetraciclinas (TC)

Tetraciclina (TET)

Doxiciclina (DOX)

Minociclina (MIN)

Antimicrobianos evaluados por los hospitales

Antimicrobianos a evaluar
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Se identific6 como MDR a aquellos aislamientos que no fueron susceptibles a uno
0 Mas agentes en tres 0 mas categorias de antimicrobianos, como XDR aquellos
gue no fueron susceptibles a uno o0 mas agentes en todas, excepto dos 0 menos
categorias de antimicrobianos y como PDR a aquellos que no fueron susceptibles
a todos los agentes antimicrobianos en la lista.

424, Extraccion de ADN

Se realizo la extraccion de ADN a partir de las resiembras de los aislamientos en
agar BHI usando un kit de extraccion de la marca Invitrogen® el cual utiliza un
método selectivo de separacion por medio de una matriz sélida embebida dentro
de una columna, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante para la extraccion
de ADN en bacterias Gram negativas, el cual se encuentra descrito en el Anexo
9.1. Una vez obtenidos los templados de ADN de cada uno de los aislamientos, se

mantuvieron a -20 °C para su posterior analisis.

4.2.5. Identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos

Se identificé la presencia de genes productores de carbapenemasas por medio de
PCR (Ellington etal., 2007). Se trabaj6 con el templado de ADN obtenido
previamente para la identificacibn molecular. El ensayo de PCR para la
amplificacion de los oligonucledtidos descritos en la Tabla 5 consistié en una fase
inicial de desnaturalizacion a 94 °C por dos minutos, seguido de 35 ciclos de
temperatura constados por 94 °C por un minuto, “X” °C por 30 segundos (donde “X”
corresponde a cada una de las Tm para cada gen descritas en la Tabla 5) y 72 °C
por 30 segundos, y una fase de elongacion final a 72 °C por un minuto. En la Figura
1 se muestra una representacion grafica del programa de amplificaciéon utilizado

para la identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos.

Los productos de PCR amplificados fueron analizados mediante electroforesis en
gel de agarosa. Se utilizé un gel con una concentracion al 1.0% en buffer TAE
(Tris/Acetato/EDTA) 1X, al cual se le afiadié 2 pL de buffer de carga y 5 yL del

producto de amplificacion en cada pocillo, se colocé en la cAmara y programd la

24



electroforesis a 80 volts por 45 minutos. Una vez transcurrido el tiempo, se observo

el gel en un transiluminador de UV.

94.0°Cl194.0°C

|
|
|
:
2 min : 1 min 72.0°CI72.0°C
I "X" G 305 1 1min
I 30 s I
| |
| |
| ! 40°C
L | =
35 ciclos

Figura 1. Descripcion grafica del programa de amplificacion a seguir para la

identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos.

Tabla 5. Oligonucledtidos por utilizar en este estudio.

Tamafio del
Secuencia (5’ - 3’) fragmento (pares Referencia
de bases)
blaoxa- | F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 ob 53 °C (Turton, Ward, et al.,
ssike | R:ATTTCTGACCGCATTTCCAT P 2006)
blaoxa | F: ATGAAAAAATTTATACTTCC 525 o co-c | (Turton, Ward, etal,
seike | R: TTAAATGATTCCAAGATTTTC P 2006)
blaoxa- | F: CGATCAGAATGTTCAAGCGC 328 bb 53 °C (Pournaras et al.,
ssike | R: ACGATTCTCCCCTCTGCGC P 2006)
F: AGTGGTGAGTATCCGACAG R (Ellington et al.,
blavin | . ATGAAAGTGCGTGGAGAC 361 pb 59°C 2007)
F: CTACCGCAGCAGAGTCTTTG R (Ellington et al.,
blawe | o AACCAGTTTTGCCTTACCAT 587 pb S7°C 2007)
F: TACAAGGGATTCGGCATCG ) (Ellington et al.,
blasm | o TAATGGCCTGTTCCCATGTG 570 pb 59°C 2007)
F: GGTGCATGCCCGGTGAAAT ) (Ellington et al.,
blawow | o ATGCTGGCCTTGGGGAAC 661 pb 60°c 2007)
F: CTGTCTTGTCTCTCATGGCC R (Ellington et al.,
blakee | . cTcGCTGTGCTTGTCATCC 770 pb 63°C 2007)
F: CTTCATTCACGCACTATTAC R (Ellington et al.,
blaces | o T AACTTGACCGACAGAGG 827 pb °5°C 2007)
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4.2.6. Determinacion de la capacidad de formacion de biopelicula

Se analiz6 la capacidad de los aislados para formar biopelicula in vitro utilizando
una modificacién de la metodologia descrita por varios autores (Babapour et al.,
2016; O’'Toole, 2011; Shukla & Rao, 2017; Vijayakumar et al., 2019).

Se resembraron los aislamientos en medio LB durante 24 h a 37°C en un ambiente
aerdbico. A continuacion, se prepararon suspensiones bacterianas en caldo LB
hasta una densidad 6ptica del 0.5 en la escala de McFarland, se dispensaron
alicuotas de 50 L en tres pocillos adyacentes sobre una placa de microtitulacion
(siembra por triplicado) y se agregaron 150 uL de caldo MH a cada uno de ellos.
Como control negativo se afiadieron 200 pL de caldo MH estéril en cada pocillo
adyacente del lado derecho de la siembra por triplicado para cada prueba. Se
incubo la microplaca cerrada durante 24 horas a 37°C. Tras la incubacion el
contenido de cada microplaca se removio por inversion, realizando ademas tres
lavados consecutivos con 250 uL de buffer de fosfatos y se colocaron invertidas a
secar en la estufa por 30 minutos. Se adicionara a cada pocillo 200 yL de una
solucién de cristal violeta al 0.1% dejando actuar durante 10 minutos a temperatura
ambiente, se desechd el exceso de colorante por inversion, se realizaron
nuevamente los tres lavados con 250 uL de buffer de fosfatos y se secé la placa en
la estufa durante 30 minutos. El colorante unido a la biopelicula de los pocillos se
resolubilizé con 200 pyL de una solucion de etanol-acetona (80:20 v/v). Por ultimo,

se leyo la densidad 6ptica (DO) a 580 nm usando un lector de ELISA.

El promedio de las tres lecturas de la DO registrada se tomd como referencia para
clasificar los aislamientos como no formador de biopelicula y formador de
biopelicula (débil, moderado o fuerte). Para esto, se definio el limite de la DO (DOL),
el cual se establecié como tres veces el valor de la desviacidén estandar por encima
de la media del control negativo. De esta manera, las cepas se clasificaron como

se indica en el Tabla 6.
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Tabla 6. Clasificacion segun la formacién de biopelicula.

Valor de DO Clasificacion
DO = DOL No formador de biopelicula
DOL < DO =2DOL Formador débil de biopelicula
2DOL < DO = 4DOL Formador moderado de biopelicula
4DOL < DO Formador fuerte de biopelicula
4.2.7. Determinacion del tipo de motilidad

Para la determinacion del tipo de motilidad que presentan los diferentes
aislamientos in vitro se realizé una modificacion de la metodologia descrita por
varios autores (Clemmer etal.,, 2011b; Eijkelkamp etal.,, 2011; Turnbull &
Whitchurch, 2014).

Para la motilidad del tipo “Swarming”, se resembraron los aislamientos en medio
LB durante 16 a 20 h a 37°C en un ambiente aerdbico. Después del periodo de
incubacion se prepard una suspension bacteriana a una densidad Optica de 0.5 en
la escala de MacFarland con solucion salina estéril. Se tomaron 2 pL de la
suspension bacteriana y se colocaron de forma perpendicular en el centro de la
superficie de una placa LB Swarming (Anexo 9.2), evitando que la muestra se
mueva de la posicion colocada. Se dejo secar el inéculo colocado durante 15
minutos dentro de una campana de flujo. Una vez transcurrido el tiempo, se taparon
las placas y se colocaron de manera invertida, apiladas en una cantidad no mayor
a 3 placas a 37 °C por 48 h. 27

Los aislamientos swarming positivos fueron definidos como aquellos aislamientos
gque muestren una zona de crecimiento mayor a 10 mm alrededor del sitio de

inoculacion.

Para la determinacion de la motilidad del tipo “Twitching” se resembraron los
aislamientos en medio LB durante 16 a 20 h a 37°C en un ambiente aerobico.
Después del periodo de incubacion, se homogeneizé el borde exterior del

aislamiento resembrado en una zona de la placa sin sembrar y se tom6 con un
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aplicador de madera una cantidad del inoculo suficiente para cubrir la punta del

palillo, cuidando tomar la misma cantidad de in6culo para cada aislamiento.

Se realiz6 una puncién perpendicular en el centro de una placa LB Twitching (Anexo
9.3), penetrando hasta la interfase entre el agar y en el fondo de la placa, moviendo
el palillo hacia arriba y hacia abajo varias veces para asegurar que el in6culo ha
llegado al fondo de la placa y cuidando no mover el palillo hacia los lados. Se
colocaron las placas invertidas y apiladas en una cantidad no mayor a 3 placas a
37 °C por 48 h. Por ultimo, se removio el agar cada placa y se agrego a cada caja
de poliestireno una cantidad suficiente de solucion TM (Anexo 9.4) dejandose

actuar durante 15 minutos.

Se clasificaron como “twitching positivos” aquellos aislamientos que presenten un

halo mayor a 5 mm en la interfase entre el agar y el fondo de la placa.
4.2.8. Determinacién de la actividad bactericida del suero

Para determinar la actividad bactericida del suero, se realizar4 la metodologia
descrita previamente por varios autores (Kim etal., 2009; King et al., 2009;
Wiegand et al., 2008).

Se trabajoé con una microplaca de 96 pocillos en la cual se colocaran 100 uL de
caldo MH, desde el pocillo 1 hasta el pozo 12. Después, se colocaron 100 uL de un
pool de suero humano (PSH) en el pocillo 1 mezclando varias veces, se transfirieron
100 uL del pocillo 1 hacia el pocillo 2 y asi sucesivamente hasta el pocillo 10, en
donde los ultimos 100 uL se desechan, esto nos permitié6 obtener diluciones
seriadas del suero humano desde 1/1 hasta 1/512. En el pocillo 11 se agregaron
100 pL de un pool de suero humano inactivado por calor (PSH-IC, 56°C por 1h para
la inactivacion del complemento) como control positivo de crecimiento y el pocillo
12 solamente contendra 100 yL de caldo MH. Se agregaron 50 pL del in6culo final
del pocillo 1 al 11 por medio de una pipeta automatica; el pocillo 12 al no tener
in6culo, se tomara como control negativo. En la Figura 2, se indica de forma grafica

la preparacion de cada serie de pocillos para esta prueba.
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Figura 2. Preparacion de la microplaca para la prueba del efecto bactericida del

suero para cada aislamiento.

Seguido de la dispensacién del indculo en los pocillos, se colocé la cubierta de la
microplaca y se incubaron apiladas en grupos no superiores a 4 microplacas, a 35

+ 2 °C en atmésfera aerdbica. Las microplacas se incubaron de 20-24 horas.

Una vez transcurrido el tiempo, se realiz6 la lectura de las microplacas en un lector
de ELISA a 600 nm para identificar la diferencia de absorbancia contra el promedio
de las lecturas del control negativo + 2 desviaciones estandar, siendo aquellos
pocillos que presentaron valores de absorbancia mayores, negativos para la
inhibicion por parte del PSH.

4.2.9. Diferenciacién molecular de A. baumannii por PCR de los genes
blaoxa-s1-ike Yy rpoB.

Para diferenciar a nivel molecular los aislamientos de A. baumannii dentro del

complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii, se utiliz6 una modificacion de

una metodologia descrita previamente (Abhari et al., 2021).

Se trabajo con los templados de ADN obtenidos previamente de la extraccion para
las pruebas de identificacién de genes de resistencia a carbapenémicos. El ensayo
de PCR para la amplificacion de la secuencia especifica de los genes blaoxa-51-iike ¥

rpoB descritos en la Tabla 7 consistié en una fase inicial de desnaturalizacion a 94
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°C por dos minutos, seguido de 35 ciclos de temperatura constados por 94 °C por

un minuto, 55 °C por un minuto, 72 °C por 30 segundos, y una fase de elongacion

final a 72 °C por un minuto. En la Figura 3 se muestra una representacion grafica

del programa de amplificacion utilizado para la diferenciacion molecular de A.

baumannii del resto del complejo ACB. Los productos de PCR amplificados fueron

analizados mediante electroforesis en gel de agarosa. Se utilizé un gel con una

concentracion al 1.0% en buffer TAE (TrisAcetato/EDTA) 1X, al cual se le afiadieron

2 uL de buffer de carga y 5 pL del producto de amplificacion en cada pocillo, se

coloco en la camara y programo la electroforesis a 80 volts por 45 minutos. Una vez

transcurrido el tiempo, se observoé el gel en un transiluminador de UV.

940°Cl940°C

2min 1 1 min

1 min

35 ciclos

72.0°C
25.0 °C 30 s

72.0°C

1 min

40°C

Figura 3. Descripcion grafica del programa de amplificacién utilizado para la

diferenciacion molecular de A. baumannii del resto del complejo ACB.

Tabla 7. Oligonucleétidos especificos usados para la identificacion de los genes

blaoxa-51-ike Y rpOB.

Tamafio del fragmento

51-like

R: CTATAAAATACCTAATTGTT

Secuencia (5’ - 3’) Referencia
(pares de bases)
F: CTGACTTGACGCGTGA (Abhari et al.,
rpoB 1024 pb
R: TGTTTGAACCCATGAGC 2021)
blaoxa- | F: TGAACATTAAAGCACTCTT
825 pb (Pournaras et al.,

2006)
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4.3. Procesamiento de datos y andlisis estadistico

Se trabaj6 con estadistica descriptiva y analisis de la prevalencia presente para los
niveles de resistencia a los diferentes antimicrobianos, los diferentes factores de
virulencia probados y los genes de resistencia a carbapenémicos probados en este

estudio por medio de la siguiente formula:

Npresente

Prevalencia = x100

total

Donde:
N presente: NUmero de casos presentes

N tota; NUmero total de casos
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5 Resultados

Se trabaj6 con 54 aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii de origen hospitalario. En la Figura 4 se muestra la distribucion

presentada en cada hospital participante.
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Hospitales de procedencia

Figura 4. Distribucion de los aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-

baumannii en los hospitales participantes.

Los aislamientos fueron obtenidos de diferentes servicios hospitalarios, siendo los
mas frecuentes para del complejo ACB, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI),
medicina interna (MI) y cirugia. En la Tabla 8 se muestra la cantidad de aislamientos

provenientes de cada servicio.

Tabla 8. Distribucién de aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-

baumannii obtenidos en los servicios hospitalarios.

UCI 21 38.9
MI 10 18.5
Cirugia 7 13.0
Pediatria 1 1.9
Otros 12 22.2
GyoO 1 1.9
IAAS 1 1.9
CPE 1 1.9
Total 54 100
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Abreviaturas: UCI: Unidad de cuidados intensivos, Ml: Medicina Interna, G y O:
Ginecologia y obstetricia, IAAS: Infecciones asociadas a la atencion de la Salud,
CPE: Cunero Patologico Externo. La categoria Otros, engloba a los aislamientos
para los cuales no se contaba con informacion clara del servicio de procedencia,

pero por su importancia clinica, fueron incluidos en el andlisis.

La distribucion de los aislamientos segun el tipo de muestra del cual se obtuvieron
se observa en la Tabla 9, siendo para el complejo ACB el méas frecuente la
secrecion bronquial con un 53.7% (n=29), seguido de sangre con un 25.9% (n=14).
Los demas aislamientos fueron obtenidos de tipos de muestras menos frecuentes,
como puntas de catéter, orina, entre otros. Para los aislamientos indicados como
provenientes de secreciones, no fue especificado el tipo de secrecién al que

correspondian.

Tabla 9. Distribucion de aislamientos del complejo ACB segun el tipo de muestra
biolégica del cual fue obtenido.

Secrecion bronquial 29 53.7
Sangre 16 29.6
Punta de catéter 4 7.4
Secrecién 3 5.6
Orina 1 1.9

Otros 1 1.9

Total 54 100

5.1. Identificacion del perfil ampliado de susceptibilidad

Se evalu6 la susceptibilidad de los 54 aislamientos del complejo ACB a 10
antimicrobianos del perfil ampliado de resistencia propuesto por los CDC,
determinado a través de las pruebas realizadas por el método de Kirby-Bauer para
netilmicina (NET), tobramicina (TOB), ticarcilina-acido clavulanico (TIM),
cefotaxima (CTX), tetraciclina (TET), doxiciclina (DOX) y minociclina (MIN), por el
meétodo semicuantitativo de Epsilon-test para doripenem (DOR) y por el método de

microdilucién para colistina (COL).
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Para polimixina B (PXB?*), los valores obtenidos sobre la susceptibilidad a COL para
cada aislamiento de ambos microorganismos predicen los valores de
susceptibilidad para este antimicrobiano, segun lo indicado por el CLSI en el
documento M100 ed. 32. (CLSI, 2022). En la Tabla 10 se muestran la frecuencia
de los aislamientos susceptibles, intermedios y resistentes a cada antimicrobiano

analizado.

Tabla 10. Frecuencia de aislamientos del complejo ACB susceptibles, intermedios

y resistentes a los antimicrobianos analizados.

NET 6 111 12 22.2 36 66.7
TOB 4 7.4 0 0.0 50 92.6
TIM 3 5.6 1 1.9 50 92.6
DOR 6 111 4 7.4 44 81.5
CTX 0 0.0 4 7.4 50 92.6
TET 26 48.1 5 9.3 23 42.6
DOX 39 72.2 1 1.9 14 25.9
MIN 38 70.4 5 9.3 11 20.4
COL 27 50.0 0 0.0 27 50.0
PXB* 27 50.0 0 0.0 27 50.0

Los resultados del perfil ampliado de susceptibilidad, en conjunto con los resultados
de susceptibilidad proporcionados por los laboratorios clinicos de los hospitales
participantes se analizaron en conjunto, para determinar la susceptibilidad a las 9
categorias de antimicrobianos propuestos por los CDC (Magiorakos et al., 2012)
(cita). Como ya se mencion6 en la metodologia y segun lo indicado por estos
autores, para este analisis se consideran no susceptibles tanto los aislamientos
resistentes como los que entran en la categoria de resistencia intermedia. En la
Figura 5 se muestra el porcentaje aislamientos no susceptibles a uno o mas
agentes antimicrobianos, dentro de cada categoria antimicrobiana analizada. En el
Anexo 9.5 se muestra la Figura 13 que desglosa la no susceptibilidad a cada uno

de los 22 antimicrobianos considerados para este analisis.
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% de aislamientos del complejo ACB no susceptibles

Figura 5. Porcentaje de aislamientos del complejo ACB no susceptibles a las
diferentes categorias de antimicrobianos probadas. Nota: Ver abreviaturas en la
Tabla 4.

5.2. Clasificacion del grado de multirresistencia

Se realiz6 la clasificacion de la multirresistencia de los 54 aislamientos del complejo
ACB, de acuerdo con las definiciones establecidas por el ECDC y los CDC. Se
clasificaron como no multidrogo-resistentes (NO MDR) al 5.6% (3/54), el 9.3%
(5/35) fueron multidrogo-resistentes (MDR), el 83.3% (45/54) se clasificaron con
resistencia extrema (XDR) y el 1.9% (1/54) como pandrogo-resistentes, como se
puede observar en la Figura 6. Los aislamientos MDR mostraron variacién en
cuanto al numero de categorias a las que no fueron susceptibles, las cuales fueron
desde 3 hasta 6 categorias. Los aislamientos XDR fueron no susceptibles a uno o
mas antimicrobianos dentro de 7 hasta todas las categorias de antimicrobianos. El
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anico aislamiento PDR no fue susceptible a los 22 antimicrobianos listados dentro

de las definiciones.

B PDR. 1 2% B NO MDR, 3, 6%
0 MDR, 5, 9%
B XDR, 45,
83% (n=54)

Figura 6. Clasificacion de la multirresistencia de aislamientos del complejo ACB.

En cuanto a la distribucion de la multirresistencia de los aislamientos del complejo
ACB dentro de los servicios de procedencia, caber resaltar que la UCI fue el servicio
que presento 4 de los 5 aislamientos clasificados como MDR y el aislamiento PDR.
Por otra parte, 3 de los 5 aislamientos MDR fueron aislados a partir de sangre,
siendo los otros 2 aislamientos y el aislamiento PDR obtenidos de secrecion

bronquial.

Con base en las categorias de antimicrobianos especificos a los que los
aislamientos fueron no susceptibles, estos fueron categorizados en los patrones
que se muestran en la tabla 11. Se presentaron 3 patrones de resistencia
dominantes en el 66.6% (34/54) de los aislamientos del complejo ACB; en primer
lugar, el patrén identificado como “G1” con un 25.9% (14/54), en segundo lugar, el
patron “H” con un 22.2% (12/54) y por ultimo el patrén “E1” con un 18.5% (10/54).
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Tabla 11. Patrones de resistencia observados en los aislamientos del complejo
ACB.

No.d No.d
0.de c 0. de

Patron AG

categorias aislamientos

5.3. Identificacién de genes de resistencia a carbapenémicos

Se realiz6 la busqueda de los 9 genes de resistencia a carbapenémicos descritos
en la metodologia. Sin embargo, no se tuvo éxito alguno para la amplificacién con
los cebadores disefiados para bacterias Gram negativa en general, por lo que se
optd por otro plan basado en la informacion limitada en Meéxico sobre la

identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter (Castillo
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Bejarano et al., 2023; Garza-Gonzalez et al., 2021; Mancilla-Rojano et al., 2020),
se procedi6 a realizar la identificacion de genes productores de betalactamasas en

3 aislamientos que fueron secuenciados dentro del laboratorio.

En los resultados obtenidos de la secuenciacion se logré identificar la presencia de
genes productores de betalactamasas de las clases A, C y D, los cuales se

muestran en la tabla 12:

Tabla 12. Genes productores de betalactamasas identificados.

Gen Clase Tamarnio (pb)
blaTtem A 861
blaapc-2s C 1152
blaoxa-s1-like D 825
blaoxa-24-ike D 828

A partir de la informacion obtenida sobre los genes identificados a nivel local por
secuenciacion, se procedio al disefio de cebadores especificos para los genes
productores de carbapenemasas (TEM, OXA-51-like, OXA-24-like). En la tabla 13
se muestra la secuencia y tamafo de cada cebador disefiado para cada uno de los
genes de interés. En el anexo 9.6 se puede observar la secuencia completa de cada
gen, asi como la ubicacién de los cebadores y del amplicén dentro del mismo. En
la Figura 7 se muestran imagenes representativas de las pruebas moleculares

realizadas para la identificacion de los genes mencionados anteriormente.

Tabla 13. Disefio de cebadores para la amplificacién de genes productores de

carbapenemasas.
Secuencia (5’ - 3’) Tamaro (pb)

blatem F: CGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGC 392

R: TTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGC
blaoxa-s1-like F: CGCTATTTTTATTTCAGCCTGC 538

R: TCTATGAATAGCATGGATTGC

blaoxa-24-like F: CTATTCTAGTTTCTCTCAGTGC 720

R: TTTCTAAGTTGAGCGAAAAGGGG

38



B) blaoxa.24se

AB5 AB11 AB24 AB45 AB60

C) blaoxast.e

3000 = =
2000 » =
1500 —

1000 * *
700 ERE T

O »»
AB5 AB11 AB24 AB45 ABG0

Figura 7. A) Identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos en aislamiento
de referencia. B y C) Identificacion de los genes OXA-24-like y OXA-51-like en
muestras representativas. Se puede observar la presencia de OXA-24-like en 1 de
los 5 aislamientos (B) y de OXA-51-like en todos los aislamientos (C).

A continuacién, se identifico la prevalencia de los genes de resistencia a
carbapenémicos por medio de PCR de punto final, obteniéndose que el 100% de
los aislamientos presento el gen blaoxa-si-ike, €l 46.3% para el gen blaoxa-za-ike (25
de 54 aislamientos) y el 3.7% para el gen blarem (2 de 54 aislamientos), tal como

se muestran en la Tabla 14.
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Tabla 14. Prevalencia de genes productores de carbapenemasas en aislamientos

del complejo ACB.

blaoxa-s1-like 100% (54/54)
blaoxa-24-iike 46.3% (25/54)
blarem 3.7% (2/54)

5.4. Determinacion de la capacidad de formacion de biopelicula

A los 54 aislamientos del complejo ACB se les determiné la capacidad de formacién
de biopelicula en base a una modificacion de Vijayakumar et al., 2019, determinado
por densidad Optica. En la Tabla 12 se muestran los resultados obtenidos,
encontrandose que predominaron los aislamientos clasificados como moderado y

fuerte formador de biopelicula.

Tabla 15. Distribucién de la formacion de biopelicula en aislamientos del complejo
ACB.

Formaciéon de

No. de aislamientos

biopelicula
No formador 6 111
Débil formador 13 24.1
Moderado formador 18 33.3
Fuerte Formador 17 315
Total 54 100

5.5. Determinacion del tipo de motilidad.

A los 54 aislamientos del complejo ACB, se les determino la presencia de motilidad
tipo swarming y twitching en base a las metodologias descritas previamente. En la

Figura 7, se muestran imagenes representativas de la determinaciéon del tipo de
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motilidad por algunos de los aislamientos del complejo ACB y en la Tabla 13 se

muestran los resultados obtenidos para cada tipo de motilidad.

Figura 8. Prueba de motilidad presente en los aislamientos del complejo ACB. Se
pueden observar resultados representativos de la motilidad tipo swarming en los
recuadros superiores (A: Positivo, C: Negativo, E: Control), y de la motilidad tipo
twitching en los inferiores (B: Positivo, D: Negativo, F: Control). El control de

motilidad fue realizado con un aislamiento de Pseudomonas aeruginosa.

En los cuadros E (control) y A (muestra positiva), se puede observar el desarrollo
de la colonia sobre la superficie del medio con un tamafio mayor a 10 milimetros.
En el cuadro C (muestra negativa), se observa desarrollo sin superar el tamafio
considerado. En los cuadros F (control) y B (muestra positiva), se logra observar el
halo de crecimiento en la interfase después de haber sido retirado el medio de la
placa y tratados durante 10 minutos con la solucién MT. En el cuadro E (muestra

negativa), no se observa el halo de crecimiento en la interfase.
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Tabla 16. Frecuencia de tipos de motilidad presentada por los aislamientos del

complejo ACB.
Tipo de Swarming Twitching
motilidad No. de % No. de
aislamientos aislamientos
Positivo 13 24.1 12 22.2
Negativo 41 75.9 42 77.8
Total 54 100 54 100

5.6. Determinacion de la actividad bactericida del suero

Se realizé la prueba de la actividad bactericida del suero para observar la accion
del complemento en los aislamientos analizados. Todos los aislamientos del
complejo ACB fueron considerados resistentes a la accion bactericida del suero, al
realizarse la lectura de la densidad oOptica a 600 nm después de 24 horas de
incubacion y obteniendo valores de absorbancia correspondientes al desarrollo del

control positivo de crecimiento.

5.7. Anélisis de los Factores de Virulencia

En la Figura 9, se observa la distribucion de los aislamientos de acuerdo con el
namero de factores de virulencia (F.V.) que presentan, siendo los aislamientos con
presencia de 2 factores de virulencia los de mayor predominacion (36 aislamientos,
67%) seguido de 3 factores (8 aislamientos, 15%), 4 factores (7 aislamientos, 13%)

y un factor solamente (3 aislamientos, 5%).
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Figura 9. Distribucién de los factores de virulencia dentro de los aislamientos del

complejo ACB.

En cuanto a la distribucion de los factores de virulencia dentro de los servicios de
procedencia, se puede observar que la mayoria de los aislamientos con 3y 4
factores de virulencia se encontraron dentro de las UCI, siendo 11 de los 15
aislamientos con estas caracteristicas. Por otra parte, 14 de los 15 aislamientos con

3y 4 factores de virulencia fueron obtenidos de sangre y de secrecién bronquial.

A continuacién, en la Figura 10 se muestra la distribucion observada del nimero de
factores de virulencia (FV) presentes contra el grado de multirresistencia en los
aislamientos del complejo ACB, en donde se resaltan los aislamientos XDR con la
presencia de 2, 3 y 4 factores de virulencia y la presencia de los 4 factores en el

aislamiento clasificado como PDR.
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Figura 10. Distribucion del nidmero de factores de virulencia presentes en los

aislamientos del complejo ACB de acuerdo con su multirresistencia.

5.8. Diferenciacién molecular de A. baumannii por PCR de los genes blaoxa-

51-like Y rpoB

Para la diferenciacién a nivel molecular de Acinetobacter baumannii del complejo
ACB se trabaj6 con la técnica descrita por Abhari y colaboradores para la
amplificacion de una regién del gen rpoB con cebadores especificos para A.
baumannii. Asimismo, se realizé la identificacién en conjunto por medio de PCR
punto final del gen OXA-51-like con cebadores especificos disefiados en este

trabajo (ver anexo 9.6).

Como control positivo de amplificacion se trabajé con ADN de 3 aislamientos
secuenciados anteriormente, en los cuales se identificaron los 7 genes de
mantenimiento correspondientes al esquema Pasteur de la tipificacion multi locus
de secuencias (MLST), obteniéndose los resultados mostrados en la tabla 17 e

identificAndose todas las secuencias como Acinetobacter baumannii:
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Tabla 17. Resultados de la identificacién por MLST.

Locus Alelo
Pascpn60 2 26 26
PasfusA 2 2 2
Pasgy|tA 2 2 2
PaspyrG 2 2 2
Pasrac A 2 29 29
Pasrp|B 2 4 4
PasrpoB 2 4 4
ST: 2 156 156

De los 54 aislamientos se amplificd el gen rpoB y el gen blaoxa-s1-ike €n €l 100% de
los aislamientos mediante la prueba de PCR punto final, como se muestra en la

Figura 11.
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Figura 11. imagenes representativas de la identificacion de los genes rpoB (A) y
blaoxa-s1ike (B) en muestras representativas. Se puede observar las bandas
representativas a los amplicones obtenidos de 1024 pb y 588 pb, respectivamente.
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6 Discusion

En las ultimas décadas, el aumento de la resistencia hacia los antimicrobianos se
ha convertido en un problema serio de salud publica con la aparicion de infecciones
causadas por bacterias MDR, dejando pocas o nulas opciones terapéuticas para su
tratamiento. Con la informacién clinica proporcionada por los hospitales se observé
gue los servicios de hospitalizacidon mas frecuentes con pacientes infectados por el
complejo ACB fueron las unidades de cuidados intensivos, medicina interna y
cirugia, con un 70.4% en conjunto (38) del total de los aislamientos y las areas de
pediatria, cunero patolégico externo, ginecologia y obstetricia con un 5.7% (3). En
otros servicios (22.2%), se clasifico para aquellos aislamientos en los que no se
contd con la informacion del servicio de procedencia proporcionado por el hospital,
pero por su relevancia clinica, se decidio incluirlos en el estudio. Se observé que
los sitios de infeccibn mas comunes de los que se obtuvieron los aislamientos
fueron secrecion bronquial, con un 53.7% de los aislamientos y sangre con un
25.9%. Al comparar nuestros resultados con los presentados en el boletin
epidemioldgico presentado por la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemioldgica
(RHOVE) en todo México en el afio 2022, podemos observar una concordancia con
la predominancia de este tipo de infecciones en las areas del hospital donde se
observa la mayor frecuencia, al haberse reportado a nivel nacional una prevalencia
del 69% de infecciones asociadas a la atencion de la salud dentro de servicios de
medicina interna, cirugia y unidades de cuidados intensivos, ademas de reportar a
Acinetobacter baumannii como el cuarto agente causal de IAAS en el pais con
3,109 identificaciones (Secretaria de Salud, 2023).

Por otra parte, Morfin-Otero y colaboradores, en 2013 en un andlisis sobre las
infecciones de A. baumannii en un hospital de tercer nivel en Guadalajara durante
13 afos, observaron una frecuencia mayor de los aislamientos de A. baumannii
provenientes de medicina interna (23.7%; 18.5% en nuestro estudio), en unidad de
cuidados intensivos de adultos (27.1%; 22.2% en nuestro estudio) y en cirugia
(18.3%; 13.0% en nuestro estudio). En cuanto al sitio de infeccion, se observo una
distribucion menor proveniente de secreciones (48%; 53.7%) y de sangre (19.0%;

29.6%). Esta disminucién puede deberse a la diferencia que hay entre el tamafio
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de muestra y el tiempo que duro el estudio, el cual fue de mayor tamafio al nuestro,
ademas del haber sido realizado dentro de un hospital de tercer nivel, ya que los
hospitales participantes en este estudio son de segundo nivel. No obstante, a pesar
de la diferencia que se observa, cabe resaltar que tanto en el estudio realizado por
Morfin-Otero y colaboradores, como en el nuestro, estos servicios de procedencia
y los sitios de infeccion fueron los mas predominantes, mostrando asi las partes
criticas en las que se debe de tener un mayor cuidado y precaucion dentro de los

hospitales.

En los resultados sobre el perfil ampliado de resistencia, se pudo observar en los
aislamientos del complejo ACB la presencia de niveles altos de resistencia (>80%
de resistencia) hacia TOB, T-A, DOR y CTX, de niveles medios (>50%) de
resistencia a NET y COL, y niveles menores al 45% de resistencia a TET, DOX y
MIN. Estos datos son equiparables con los reportados en el informe anual RHOVE
del 2015 (Secretaria de Salud, 2016), ultimo archivo disponible de acceso publico
con la informacion epidemiologica sobre la resistencia a antimicrobianos en una
gran cantidad de hospitales del pais, que ademas engloba a 3 de los 4 hospitales
de los cuales se obtuvieron las muestras, en donde se ve un aumento de 2 a 10
veces el porcentaje de aislamientos resistentes a varios antimicrobianos por parte
de A. baumannii siendo para AMK 24.2%, P-T 4.9%, CFP 30.8% CFZ 13.9%, CTX
8.9%, IMP 8.4%, MRP 8.9%, CFL 35.8%, y A-S 9.9%.

En cuanto a la clasificacion de la multirresistencia del complejo ACB, se observa
que los aislamientos XDR son los predominantes (83.3%) seguidos de los
aislamientos MDR (9.3%) y NO MDR (5.6%). Cabe resaltar que se identificd un
aislamiento el cudl presenté la expresion fenotipica de resistencia a los 20
antimicrobianos listados para esta clasificacion, por lo cual se le defini6 como
pandrogo-resistente (PDR). Estos resultados coinciden con los resultados
publicados por Moreno-Manjon y colaboradores en 2023, los cuales realizaron un
analisis fenotipico y genotipico de la multirresistencia utilizando la misma
clasificacién propuesta por Magiorakos y colaboradores, en donde se observa una

predominancia de los aislamientos clasificados como XDR (56.6%) y PDR (43.4%).
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Asi mismo, cabe resaltar que es la primera vez que se realiza la identificacion de
un aislamiento PDR en el estado de acuerdo con esta clasificacion. Estos
resultados demuestran la presencia de aislamientos con resistencia extrema, lo
cual nos deja con pocas o nulas opciones terapéuticas para su control y tratamiento.
Gales y colaboradores en 2019 mencionan la minociclina como el segundo mejor
agente antimicrobiano en contra de A. baumannii, incluyendo aislamientos XDR y
PDR. Con base en la baja resistencia a este antimicrobiano presentada por parte
de los aislamientos analizados en este trabajo (20.4%), se podria considerar a la
minociclina como una opcion terapéutica para el tratamiento de infecciones por

Acinetobacter XDR en el estado.

En la figura 12 en el panel A se muestra la distribucion de los asilamientos con
respecto al gardo de multiresistencia en los distintos servicios y en el panel B, esto
mismo, pero con respecto al tipo de muestra de origen; como podemos observar,
predominan los aislamientos XDR y PDR tanto dentro de las unidades de cuidados
intensivos, asi como al ser aislados de secreciones bronquiales. Esto corresponde
con los datos de otras regiones como Europa, Asia y América (Ayobami et al., 2020;
Gales et al., 2019). Esta mayor recurrencia ha sido atribuida principalmente a una
serie de factores de riesgo para el desarrollo de infecciones, lo cual incluye a los
procedimientos invasivos que se le puedan practicar al paciente, tales como el uso
de catéteres e intubacion endotraqueal (Mancilla-Rojano et al., 2020); todos ellos
considerados procedimientos habituales en la unidades de cuidados intensivos. Por
otra parte, las infecciones causadas por A. baumannii han sido relacionadas
directamente con el estado inmunolégico que pueda presentar el paciente, al
observarse un mayor riesgo en aquellos individuos con enfermedades cronicas
como la diabetes mellitus y también el uso de terapias antimicrobianas prolongadas
con antibidticos de amplio espectro, al eliminar la microbiota que puede contribuir a
evitar la colonizacion y propagacion de bacterias patogenas (C.-Y. Lin et al., 2016).
Aun cuando no contamos con esta informacion con respecto a los pacientes de
guienes fueron obtenidos los asilamientos estudiados, se sabe que los pacientes

mas asiduos a las unidades de cuidados intensivos cuentan con estos perfiles.
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Figura 12. A) Distribucion de los servicios de procedencia de los aislamientos del
complejo ACB de acuerdo con su multirresistencia. B) Distribucion del sitio de
origen de muestra de los aislamientos del complejo ACB de acuerdo con su

multirresistencia.

En cuanto a la identificacion de genes de resistencia, en primer lugar, se opto por
identificar la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos, medicamentos
considerados como de ultima linea dentro de los hospitales. Para esto, se realiz
la busqueda de 9 genes que han mostrado ser prevalentes dentro de Acinetobacter
(Ellington et al., 2007; Pournaras et al., 2006; Turton, Woodford, et al., 2006), pero
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al no contar con un control positivo para la amplificacion que confirmara la
efectividad de las condiciones y no lograr la amplificacion a partir de las muestras
con el fenotipo de resistencia, se optd por buscar los 3 genes de resistencia
encontrados previamente por medio de secuenciacion en uno aislamientos del

propio estudio, los cuales fueron blaoxa-24-iike, blaoxa-s1-iike ¥ blatem.

Se logro identificar la presencia del gen blaoxa-24-ike €n 25 de los 54 aislamientos
(46.3%). Estos resultados difieren con lo encontrado en un estudio realizado en
2020 en un hospital de tercer nivel en la Ciudad de México, en donde solamente se
encontré una prevalencia del 5% den gel blaoxa-24iike €n aislamientos de origen
hospitalario (Mancilla-Rojano et al., 2020). Por otro lado, en otro estudio realizado
en los afios 2017 a 2022 en un hospital de nivel terciario, se encontré que el 92%
de los aislamientos analizados presentaron este gen (Castillo Bejarano et al., 2023).
Asi mismo, Moreno-Manjon y colaboradores en 2023 encontraron la presencia del
gen blaoxa-72, el cual pertenece a la familia del gen blaoxa-24-ike €n el 90.8% de los
aislamientos. Estos resultados, en conjunto con los obtenidos en este trabajo, nos
brindan informacién actual sobre la alta prevalencia que tiene el gen blaoxa-24-ike €N
Acinetobacter baumannii en México, siendo esto una posible causa de la alta

resistencia a carbapenémicos dentro del pais.

La identificacion de los factores de virulencia presentados por estas bacterias nos
permite identificar la presencia de otros factores, fuera de la resistencia a
antimicrobianos que puedan contribuir a la colonizacién, infeccion y persistencia de
este tipo de bacterias. En este sentido, los resultados de la determinacion de
formacion de biopelicula nos permiten identificar aquellas bacterias que puedan
presentar el desarrollo de una compleja matriz, que le servird a la bacteria como
proteccion a la respuesta del hospedero, contra una gran variedad de
antimicrobianos y le permitira sobrevivir en superficies, tales como el equipo médico

con el cual ha estado en contacto el paciente infectado.

Los resultados obtenidos mostraron que la mayoria de las muestras obtenidas del
complejo ACB presentaron la capacidad de formacion de biopelicula (88.9% de los

aislamientos). Esta informacion coincide con lo reportado en un estudio realizado
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en 2016, en donde se observo que la mayoria de los aislamientos de A. baumannii
provenientes de sangre periférica y secrecion bronquial eran capaces de formar

varios niveles de biopelicula (Vijayakumar et al., 2016).

En cuanto a la motilidad bacteriana, la cual es un proceso complejo que emplea
una gran variedad de mecanismos mediados principalmente por la presencia de
flagelos y/o pilis, se encontré que el 24.1% de los aislamientos del complejo ACB
presentaron un halo de crecimiento mayor a 10 mm en una superficie semisolida,
por lo cual estos fueron considerados con motilidad tipo “swarming” tambien
conocida como motilidad asociada a la superficie. Se consideraron como swarming
negativos a aquellos que, a pesar de presentar un halo de crecimiento mayor a 10
mm, presentd una morfologia uniforme aislada al centro de la placa correspondiente
a la morfologia que se observa cuando hay una motilidad de tipo “sliding” (Clemmer
et al., 2011), la cual corresponde a la motilidad observada por el desplazamiento
sobre una superficie debido al crecimiento bacteriano. Por otra parte, se encontrd
que el 22.2% de los aislamientos del complejo ACB fueron considerados como
twitching positivos. En este estudio se muestra que la motilidad tipo twitching y
swarming son caracteristicas fenotipicas distintas entre si en los aislamientos del
complejo ACB, en contraste con lo reportado en un estudio realizado por Eijkelkamp
y colaboradores en 2011, los cuales observaron la presencia aislamientos
swarming positivos que no presentaron motilidad tipo twitching. Cabe resaltar que
al existir una gran variedad de técnicas para la identificacion de la motilidad que
presentan las bacterias (Palma etal.,, 2022), desde las técnicas in vivo con
animales, las microscopicas y las macroscépicas en medios de cultivo, como la
utilizada en este proyecto, se debe de buscar estandarizar una o varias técnicas
dentro de los centros epidemiologicos que permita la comparacién de los resultados
tanto a nivel mundial como local. En este sentido, algunas de las ventajas que se
pueden tener con esta técnica es la facilidad de llevar a cabo la técnica, al no
requerir algin equipo especial y ser una técnica de visualizacion macroscopica, lo
gue podria llevarlo a ser implementado dentro de los laboratorios clinicos de los
hospitales. Algunas desventajas que puede presentar esta técnica, es la gran

variedad de factores que se deben de tomar en cuenta que pueden afectar
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directamente las pruebas, tales como la temperatura, la concentracion de sales del
medio, la humedad, el tipo de medio y cantidad de agarosa que se usa, asi como

el pH y la cantidad de in6culo con la que se trabaja (Pearson, 2019).

Por lo tanto, estos resultados se pueden complementar con la busqueda a nivel
molecular de genes involucrados directamente con la motilidad, tales como el gen
Csu y la familia de genes pil, que son primordiales para el ensamblaje de los pilis
tipo | y IV, respectivamente, los cuales ademas de contribuir a la motilidad
bacteriana, colaboran para la formaciéon de biopeliculas y la virulencia en
Acinetobacter (Ahmad et al., 2023; Mea et al., 2021).

Con respecto a la prueba del efecto bactericida del suero para identificar la evasion
del complemento como factor de virulencia, se observé que todos los aislamientos
del complejo ACB fueron resistentes el efecto bactericida que puede presentar la
respuesta inmune innata como una primera linea de defensa hacia el combate de
este tipo de infecciones. Sanchez-Larrayoz y colaboradores en 2017 observaron
gue la resistencia al suero es una caracteristica comun presente en los aislamientos

de A. baumannii, lo cual concuerda con lo observado en este trabajo.

Con la presencia de este tipo de aislamientos, con mdultiples factores que les
permiten su adherencia y fijaciébn a superficies tanto bidticas como abidticas, se
deben de tomar en consideracion estrategias de limpieza que permitan eliminar
fuentes que produzcan brotes de infecciones MDR dentro de los hospitales. Varios
autores (La Forgia et al., 2010; Strassle et al., 2012; Barnes et al., 2014) han
demostrado que una limpieza adecuada de manos por parte del personal de salud,
asi como una limpieza continua del ambiente hospitalario con desinfectantes como
el hipoclorito de sodio, permiten la reduccion significativa en la transmision de este

tipo de infecciones.

Se ha demostrado que este gen puede diseminarse entre diferentes especies
dentro de género Acinetobacter, tales como Acinetobacter nosocomialis vy
Acinetobacter haemolyticus (Grosso etal., 2012), demostrando asi la gran
importancia que pudiera llegar a tener este gen para la diseminacion de la

resistencia a carbapenémicos dentro del género Acinetobacter.
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La diferenciacion de especies dentro del complejo ACB dentro de los hospitales se
ha vuelto de gran importancia debido a que A. baumannii es la especie que forma
parte de la mayoria de los brotes hospitalarios. Para este trabajo, se realizo la
identificacion de 3 aislamientos como referencia como Acinetobacter baumannii a
partir de la tipificacion multilocus de secuencias (MLST). Se trabajé con esquema
Pasteur debido a que se ha encontrado que el esquema Oxford se puede ver
afectado por la presencia de un locus alternativo del gen gdhB en cepas de A.

baumannii (Gaiarsa et al., 2019).

Se encontro la presencia de ST 2 y 156, ambos tipos de secuencia han sido
identificados en brotes hospitalarios en Europa (Cherubini et al., 2022), Asia (Yu
et al.,, 2021) y América . En este sentido, en México también se ha identificado la
presencia de este tipo de secuencia a nivel hospitalario (Mancilla-Rojano et al.,
2020). Asimismo, la presencia del ST 156 coincide con diversos estudios en donde
ha prevalecido como un clado predominante en América Latina, principalmente en
México (Muller et al., 2023), identificado como el tipo de secuencia de mayor
prevalencia dentro de un hospital de tercer nivel, con un 27.27% de los aislamientos
(Mancilla-Rojano et al., 2020). En consecuencia, es deseable realizar la tipificacion
de los demés aislamientos para poder obtener datos de prevalencia equiparables
con los obtenidos en los diversos estudios que se han realizado en el pais y asi

poder reafirmar la presencia de secuencias tipos endémicas en México.

El gen blaoxa-s1-ike ha sido propuesto y utilizado por una gran cantidad de grupos
de investigacion para la diferenciacion de A. baumannii dentro de los estudios
epidemioldgicos que realizan (Mahdi et al., 2010; Turton, Woodford, et al., 2006),
esto debido a que se ha observado la presencia intrinseca que presenta este gen
dentro de A. baumannii. Sin embargo, también se ha reportado la presencia de este
gen en otras bacterias del género Acinetobacter (Y.-T. Lee et al., 2009), asi como
la ausencia en algunas cepas de A. baumannii (Tolba et al., 2019). Por lo que no

ha sido aceptado como un método universal para la identificacion de la especie.

En busqueda de otros métodos moleculares que permitan la diferenciacion a nivel

de especie del género Acinetobacter, se ha sugerido la secuenciacion del gen rpoB,
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gue es el que codifica la subunidad beta de la RNA polimerasa, esto debido a su
gran especificidad para poder diferenciar las especies que forman parte del
complejo ACB (Vijayakumar et al., 2019). Los resultados obtenidos en este trabajo
reafirman la técnica propuesta por Abhari y colaboradores en 2021 para la
diferenciacion de A. baumannii del complejo ACB. De igual manera, los resultados
obtenidos para la identificacion del gen blaoxasi-ike coinciden con los estudios
realizados en el pais, en donde todos los aislamientos presentaron este gen y fue
utilizado como confirmacion de la especie A. baumannii (Garza-Gonzélez et al.,
2021; Mancilla-Rojano et al., 2020; Moreno-Manjén et al., 2023; Morfin-Otero et al.,
2013). De este modo, se vuelve valioso continuar con la creacion de un protocolo
gue permita implementar los dos genes en una sola técnica de amplificacién para
asi poder tener una técnica molecular que se pudiera llegar a aplicar a nivel
hospitalario dentro del pais, para asi poder contribuir con informacion

epidemioldgica mas fidedigna.
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7 Conclusiones

Se realizé la caracterizacion fenotipica y molecular de aislamientos del complejo

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii de origen hospitalario.

Se identificaron altos niveles de resistencia antimicrobiana, asi como la prevalencia
de multiples genes de resistencia y se caracterizaron los fenotipos de virulencia de
formacion de biopelicula, tipo de motilidad y resistencia al efecto bactericida del
suero humano en aislamientos del complejo Acinetobacter calcoaceticus-

baumannii.

Se logro6 diferenciar por métodos moleculares a los aislamientos de Acinetobacter

baumannii del complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii.

Este trabajo resalta la alta incidencia que se tiene de aislamientos clinicos con
multidrogo-resistencia, con resistencia extrema y pandrogo-resistencia, con la
expresion fenotipica de mdltiples factores de virulencia y prevalencia a nivel

molecular de genes de resistencia a carbapenémicos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo representan un problema grave de
salud publica en el estado, debido al riesgo potencial que se puede presentar al
poder contribuir directamente en la aparicion de brotes hospitalarios de dificil
control, asi como un factor de riesgo muy importante en los pacientes que se

encuentran hospitalizados en estado critico.

Estas caracteristicas resaltan la necesidad de tener una mejor vigilancia
epidemioldgica dentro de los centros de atencidén hospitalaria para poder establecer
medidas preventivas y de control en la diseminacién de estos microorganismos y
de esta manera poder tratar especificamente a este tipo de microorganismos

multirresistentes con antimicrobianos que presenten un efecto terapéutico exitoso.

Se presentaron algunas limitaciones en cuanto a la identificacion de los genes de
resistencia a carbapenémicos en este trabajo, a pesar de esto, se logrd distinguir
la presencia de gen blaoxa-24-ike, €l cual ha mostrado tener una alta incidencia en

las infecciones resistentes a carbapenémicos en el pais.
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La identificacién de regiones especificas de genes tales como blaoxa-51-ike Y rpoB,
representan una opcion viable para la diferenciacion de Acinetobacter baumannii a
nivel de especie dentro del complejo ABC, para poder asi contribuir a generar
informacion epidemiolégica especifica sobre esta especie de importancia critica a

nivel hospitalario.
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9 Anexos

9.1.

Extraccion de ADN para bacterias Gram negativas.

Lisado del ADN

Se centrifuga 1 mL de caldo inoculado con la bacteria durante 24 horas (2 x
10° bacterias Gram negativas) y se resuspende el sedimento en 180 uL de
Buffer de digestion PureLink® y 20 uyL de Proteinasa K para lisar las
bacterias, mezclando con un vortex.

Incubar a 55 °C mezclando ocasionalmente hasta que la lisis esté completa
(30 minutos a una hora).

Agregar 20 yL de RNasa A al lisado, mezclando con un vortex e incubar a
temperatura ambiente por dos minutos.

Agregar 200 pL de Buffer Gendmico de Lisis/Union PureLink® y mezclar con
un vortex hasta obtener una soluciéon homogénea.

Agregar 200 pL de etanol al 96-100% al lisado, mezclando con un vortex por
5 segundos para obtener una solucién homogénea.

Union del ADN

Colocar el lisado (aproximadamente 640 pL) en una columna de
centrifugacion colocada en un tubo de recoleccién y centrifugar a 10,000 x g
por 1 minuto a temperatura ambiente.

Descartar el tubo y colocar otro tubo de recoleccién limpio.

Lavado del ADN

Agregar 500 yL de Buffer de lavado 1 a la columna y centrifugar a 10,000 x
g por un minuto a temperatura ambiente.

Descartar el tubo y colocar otro tubo de recoleccion limpio.

Agregar 500 uL de Buffer de lavado 2 a la columna y centrifugar a maxima
velocidad por tres minutos a temperatura ambiente.

Descartar el tubo y colocar otro tubo de recoleccién limpio.

Elucion del ADN

Colocar la columna en un tubo eppendorf estéril de 1.5 mL y agregar 50 pL

de Buffer genémico de elucion PureLink® a la columna.
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e Incubar a temperatura ambiente por un minuto y centrifugar a maxima
velocidad por un minuto a temperatura ambiente.

e Para extraer la mayor cantidad de ADN, realizar una segunda elucion
utilizado el mismo volumen en otro tubo eppendorf estéril de 1.5 mL.

e Centrifugar a velocidad maxima por 1.5 minutos a temperatura.

e Los tubos contienen el ADN purificado. Remover y descartar la columna.

e Almacenar el ADN a -20 °C para su uso posterior.

9.2. Preparacion de agar LB Swarming

Para 40 placas de agar LB Swarming:

e Composicion: 8 g de caldo LB (10 g/L triptona, 5g/L extracto de levadura,
10g/L cloruro de sodio) y 1.6 g de agar grado bacteriologico.

e Agregar en un matraz con 400 mL de agua destilada, los 8 g de caldo LB
agitando vigorosamente para evitar la formacion de grumos.

e Agregar los 1.6 g de agar con agitacion constante para evitar la formacion
de grumos.

e Una vez realizada la suspension del caldo LB con el agar en agua, colocar
en autoclave a 121 °C - 20 psi durante 15 minutos.

e Retirar de la autoclave y dejar enfriar a 45-50 °C.

¢ Anfadir en cada placa 10 mL del agar LB Swarming (si la cantidad agregada
no cubre la placa, cubrir y homogeneizar agitando un poco la placa).

e Dejarreposar las placas dentro de una campana de flujo durante 30 minutos.
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9.3. Preparacion de agar LB Twitching

Para 40 placas de agar LB Twitching:

e Composicion: 8 g de caldo LB (10 g/L triptona, 5g/L extracto de levadura,
10g/L cloruro de sodio) y 4 g de agar grado bacterioldgico.

e Agregar en un matraz con 400 mL de agua destilada, los 8 g de caldo LB
agitando vigorosamente para evitar la formacion de grumos.

e Agregar los 4 g de agar con agitacion constante para evitar la formacion de
grumos.

¢ Una vez realizada la suspension del caldo LB con el agar en agua, colocar
en autoclave a 121 °C - 20 psi durante 15 minutos.

e Retirar de la autoclave y dejar enfriar a 45-50 °C.

¢ Afadir en cada placa 10 mL del agar LB Twitching (si la cantidad agregada
no cubre la placa, cubrir y homogeneizar agitando un poco la placa).

e Dejarreposar las placas dentro de una campana de flujo durante 30 minutos.

9.4. Preparacion de soluciéon TM

Para 1 L de solucion TM, agregar en un matraz:

e 100 mL de acido acético glacial.
e 400 mL de agua destilada.

e 500 mL de metanol.

Al hacer la mezcla, transferir a un frasco &mbar y dejar reposar durante 30 min.
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9.5. Resultados perfil ampliado de resistencia

MIN sss—— 20.4%

DOX meessssssmmmm 25 9%

TET eesssssssssssssssssmmmm 42 6%

A-S eessssss— 16 .3%

COL messsssssssssssssssssssssmsm 50.0%

PXB meessssssssssssssssssssmmmm 50.0%

NET meessssssssssssssssssssssssssmssmss 66.7%

CFP . 72 2%,

DOR . 31 59
IMP . 85 204,
MRP . 85 204
e 85 204

Antimicrobianos analizados
o
_|

T-S . 37 0%
rWiem —————— ______ Ne[gRy i
CFZ . 92 6%
CTX . 9?2 69
CFL s 92 69
GTM . 92 6%
LFL meassssssssssssssssmmmmmseeessss 92 69
T-A . 92 694
TOB . 9?2 69,

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
% de aislamientos del complejo ACB resistentes

Figura 13. Porcentaje de aislamientos del complejo ACB resistentes a los diferentes
antimicrobianos indicados para la clasificacion de su multirresistencia, se incluyen
los antimicrobianos probados por los laboratorios de los hospitales participantes,
asi como aquellos probados en este trabajo. Nota: Ver abreviaturas en la Tabla
4.
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9.6. Secuencia de genes utilizados en este estudio

A continuacion, se muestra la secuencia de los genes utilizados para la
identificacion de genes de resistencia a carbapenémicos y para la diferenciacion de
Acinetobacter baumannii del complejo ACB. Se puede observar resaltado el
amplicon obtenido a partir de los cebadores disefiados, los cuales se encuentran

subrayados de color amarillo dentro de la secuencia de cada gen.

> Gen blaoxa-24-like

atgaaaaaatttatacttcctatattcagcatttctattctagtttctctcagtgcatgttcatctattaaaactaaatctgaagataattttcat
atttcttctcagcaacatgaaaaagctattaaaagctattttgatgaagctcaaacacagggtgtaattattattaaagagggtaaa
aatcttagcacctatggtaatgctcttgcacgagcaaataaagaatatgtccctgcatcaacatttaagatgctaaatgctttaatc
gggctagaaaatcataaagcaacaacaaatgagattttcaaatgggatggtaaaaaaagaacttatcctatgtgggagaaagat
atgactttaggtgaggcaatggcattgtcagcagttccagtatatcaagagcttgcaagacggactggcctagagctaatgcag
aaagaagtaaagcgggttaattttggaaatacaaatattggaacacaggtcgataatttttggttagttggcccccttaaaattaca
ccagtacaagaagttaattttgccgatgaccttgcacataaccgattaccttttaaattagaaactcaagaagaagttaaaaaaat
gcttctaattaaagaagtaaatggtagtaagatttatgcaaaaagtggatggggaatggatgttactccacaggtaggttggttga
ctggttgggtggagcaagctaatggaaaaaaaatccccttttcgctcaacttagaaatgaaagaaggaatgtctggttctattcgtaat
gaaattacttataagtcgctagaaaatcttggaatcatttaa

> Gen blatem

atgagtattcaacatttccgtgtcgcccttattcccttttttgcggceattttgecttectgtttttgctcacccagaaacgctggtgaaagt
aaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgagctggatctcaacagcggtaagatccttgagagttttcg
ccccgaagaacgttttccaatgatgagcacttttaaagttctgctatgtggtgcggtattatcccgtgttgacgccgggcaagagce
aactcggtcgccgcatacactattctcagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgac
agtaagagaattatgcagtgctgccataaccatgagtgataacactgcggccaacttacttctgacaacgatcggaggaccgaa
ggagctaaccgcttttttgcacaacatgggggatcatgtaacccgccttgatcgttgggaaccggagcetgaatgaagcecataccaaacga
cgagcgtgacaccacgatgcctgcagcaatggcaacaacgttgcgcaaactattaactggcgaactacttactctagcettcccggcaaca
attaatagactggatggaggcggataaagttgcaggaccacttctgcgctcggeccttceggcetggcetggtttattgctgataaatctggage
cggtgagcgtggatctcgeggtatcattgcagcactggggecagatggtaageccteecgtatcgtagttatctacacgacggggagtcag
gcaactatggatgaacgaaatagacagatcgctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaa

>Gen blaoxa-s1-iike

atgaacattaaagcactcttacttataacaagcgctatttttatttcagcctgctcaccttatatagtgactgctaatccaaatcacagceg
cttcaaaatctgatgtaaaagcagagaaaattaaaaatttatttaacgaagcacacactacgggtgttttagttatccaacaaggc
caaactcaacaaagctatggtaatgatcttgctcgtgcttcgaccgagtatgtacctgcttcgaccttcaaaatgcttaatgctttga
tcggccttgagcaccataaggcaaccaccacagaagtatttaagtgggatggtaaaaaaaggttattcccagaatgggaaaag
gacatgaccctaggcgatgccatgaaagcttccgctattccagtttatcaagatttagctcgtcgtattggacttgagcetcatgtct
aaggaagtgaagcgtgttggttatggcaatgcagatatcggtacccaagtcgataatttttggctggtgggtcctttaaaaattact
cctcagcaagaggcacagtttgcttacaagctagctaataaaacgcttccatttagccaaaaagtccaagatgaagtgcaatcc
atgctattcatagaagaaaagaatggaaacaaaatatacgcaaaaagtggttggggatgggatgtaaacccacaagtaggctggttaa
ctggatgggttgttcagcctcaagggaatattgtagegttctceccttaacttagaaatgaaaaaaggaatacctagctctgttcgaaaagaga
ttacttataaaagcttagaacaattaggtattttatag
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>Gen rpoB

atggcatactcatataccgaaaagaaacggatccgtaagaattttggtaaattgccccaagtaatggatgcaccgtacttattatcgattcag
gtcgattcgtacagaacattcttgcaagatggcaaatcaccaaaaaaccgcgaagatatcggtctccaagcecgcatttcgttcagtttttect
atcgaaagttattctggcaatgctgctttagaatttgttgagtatagccttggtaaacctgagttcgatgtacgcgaatgtattcttcgtggctcga
cttatgcggcaccaatgcgegttaaaattcgtttgattattaaagatcgcgaaactaaatcaattaaagacgtacgcgaacaagaagtctat
atgggtgaaattccactcatgactgaaaatggtacctttgttatcaacggtactgagcegtgtaatcgtatctcaattacaccgttcgccaggegt
attctttgaccatgataaaggtaagacccactcaagtggtaaagtgttgtattcagcacgtatcattccttaccgtggttcatggttagacttcga
atttgatgcaaaagacttagtttacgtacgtatcgaccgtcgtcgtaaattacttgctacagttgtgttacgtgcactaggttataacaatgaaca
gatcttgaatttgttctatgaaaaagtacctgtgtatcttgacatgggtagctatcaaattgacctcgtacctgagegtttacgtggtgaaatggcet
caatttgatattactgacaatgaaggtaaagtcattgttgagcaaggtaaacgtattaatgctcgtcatgtacgtcaaatggaagctgcaggtt
taactaagctttcagttcctgatgaatacttatatgagcgtatcactgctgaagatattactctacgtgatggtgaagtaattgctgcaaatactct
gttaagccatgaagtaatggtgaagttggcagaaggtggtgttaagcaatttaatatcttgttcactaacgatattgaccgtggttcattcgtag
ctgatacattacgtgctgacttgacgcgtgatcgtgaagaagcattagtagaaatctacaaagtaatgcgtccaggcgagecacce
aacaaaagaagctgctgaaaacttattcaataacttgttcttctcttctgaacgctatgacttatctccagtaggtcgtatgaagttca
accgtcgtttaggtcgtccttacgaagttggtactgatcagaagtcacgcgaagttgaaggtattttatcgcacgaagatattatcg
atgtattacgtacattggttgaaatccgtaacggtaaaggtgaagtcgacgatatcgaccacttaggtaaccgtcgtgtacgttct
gttggtgaaatgacagagaaccaattccgtgtaggtttagttcgtgttgagcgtgctgttaaagagcegtttaagccaagcagaaa
cagataacttgtctccacaagatttgattaatgcaaaaccagttgctgctgcaatcaaagaattctttggttcaagccagttatctca
gtttatggaccaaaacaacccattatctgagattacacataaacgtcgtgtatctgcgcttggtcctggtggtttaacacgtgaacg
tgcaggcttcgaagtacgtgacgtacaccaaactcactatggtcgtgtttgtccaattgaaactcctgaaggtccaaacattggttt
gatcaactcgctttctgtatacgcaaaagcgaatgacttcggtttcttggaaacaccataccgcaaagttgtagatggtcgtgtaa
ctgatgatgttgaatatttatctgcaattgaagaagtaggtactgttattgcacaggccgactctgctgtagataaagatggcaactt
aacagaagaattcgtttctgttcgtcatcaaggtgaattcgtacgtatgccgcctgaaaaagtaacgcatatggacgtttctgcac
agcaggtagtatctgttgctgcatcacttattccattccttgaacacgatgacgcaaaccgtgcgctcatgggttcaaacatgcaa
cgtcaggcagttcctactttacgtgcggataaaccgcttgtaggtacaggtatggaagcgaacgttgcacgtgactctggtgtgtgtgtaatce
gcaaaccgtggcggtgtaattgaatatgtagatgcttctcgtatcgttattcgtgtaaacgaagatgaaatggttgcaggtgaggcaggtgta
gatatctataacctcatcaaatatacgcgttcaaaccaaaatacttgtattaaccaaaatgttatcgtgaacttgggcgacaaagttgctcgtg
gtgacatcttggcagacggtccgtcaacagacatgggtgaacttgcgcttggtcaaaacatgcegtgtagegttcatgacatggaatggttac
aactacgaagactcgatcttgttatctgagcgtgtacttcaagaagaccgtttaacctctattcacattcaagaattgtcatgtgtagcacgtga
tactaagttaggtgcagaagaaattactgccgatattcctaacgtaggtgaagetgegctttctaaacttgatgaatcaggtatcgtttatatcg
gtgctgaagttactgctggtgacatcttagttggtaaagtaacgcctaaaggtgaaactcagttaactcctgaagaaaaactgcttcgtgcaa
tttttggtgagaaagcagctgacgttaaagactcatctttacgtgttccatctggtactaaaggtacagttattgacgttcaagtcttcactcgtga
tggcttagagaaagatgaccgtgctttagcaattgaaaaagcacagcttgattcttatcgtaaagacttgaaagaagaatacaagatcttcg
aagaagcggctcgtgagcegtgtaattcgtttgcttaaaggccaagagtctaatggeggtggttcaactaaacgtggtgataaactttctgaa
gatttattatctggtttagagcttgttgacttacttgaaattcaaccagcagatgaagcaatcgctgagcgtitaactcaaattcaagtgttcttga
aagagaagagcgcagaaatcgatgagaaattcgctgagaagaaacgtaagcttgcaacaggtgatgaattaacaactggtgtattgaa
agttgttaaagtttacttagctgttaaacgtcgtattcagcctggtgataagatggctggtcgtcacggtaacaaaggtgttgtatctaacatctt
acctgttgaagacatgccacatgatgctaacggtgtgccggtagatatcgtattgaacccgctgggtgtaccatctcgtatgaacgtgggtca
gattctagagactcacttgggtatggcggctaaagggcttggtgacaaaatcgaaaaaatgttgaaagaacaacgtacagttttagaactg
cgcgaattcttagacaagatttataacaaagtcggcggtgagcaagaagatcttgatagctigactgatgaagaaattctagcgcettgcag
gtaacttgcgtgcgggtgtgcctttagcetactcctgtatttgatggtgctgaagaaagtcaaattaaagacttacttgaattggctgacatttcac
gtactggtcaaacagtattgtttgacggacgtacaggtgaacagtttgaccgtccagtaactgttggttacatgtacatgcttaaattgaaZca
cttggttgatgacaagatgcatgcgcegttcaactggttcttactcacttgttacacaacaaccgcttggtggtaaagcacaattcggtggtcag
cgtttcggtgagatggaagtatgggcacttgaagcatacggtgcagcatatacactccaagaaatgcttacagtgaagtcggatgacgttg
aaggccgtactcgcatctataagaatattgtagatggtaaccattatatggatccgggtatgcctgaatcgttcaacgtattgaccaaagaga
tccgttctttaggtatcaacattgaactaaaaaatggtgactaa

77



	7e66520ac1e958caf0b86872d493caae0df8276446e241bd1963e3da0c490bf8.pdf
	Entrega de tesis, formato F-62-13 (Respuestas)
	7e66520ac1e958caf0b86872d493caae0df8276446e241bd1963e3da0c490bf8.pdf

