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RESUMEN

Acinetobacter spp. son considerados como patdgenos oportunistas responsables de
infecciones asociadas a la atencion de la salud. Las especies del género Acinetobacter se
caracterizan por presentar una alta resistencia a los carbapenémicos; por lo que, se han
convertido en un mayor problema de salud publica a nivel mundial. El presente estudio tuvo
como objetivo principal caracterizar la resistencia a los carbapenémicos de Acinetobacter

spp. a partir de aislados clinicos y ambientales de la ciudad de Quito.

Para el estudio, se incluy6 aislados clinicos provenientes del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica, los mismos que fueron reactivados en agar sangre de
cordero. Por otro lado, se colecté muestras ambientales de cinco rios, Machangara, Monjas,
Pita, San Pedro y Guayllabamba, las mismas que fueron sembradas en el medio selectivo
CHROM AGAR para el aislamiento de Acinetobacter spp. La identificacion de los aislados
ambientales se realiz6 mediante pruebas automatizadas (VITEK-2) y bioquimicas como
catalasa, oxidasa y motilidad. Los aislados clinicos y ambientales fueron sujetos a la prueba
de sensibilidad antibiotica mediante el método de difusion en disco en agar Muller Hinton;
para lo cual, se usaron doce antibioticos de acuerdo a las recomendaciones del Instituto de
Estandares de Laboratorio y Clinicos. Para la determinacion fenotipica de las enzimas
metalo-p-lactamasas y serin-p-lactamasas se realiz6 la prueba de monodiscos de EDTA y
acido borénico, respectivamente. Por otro lado, el analisis molecular consistio en extraccion
del ADN mediante ebullicion, amplificacion y secuenciacion de nueve genes de resistencia
a los carbapenémicos, seis genes que codifican para las serin-p-lactamasas, blaces, blaoxa-
23, blaoxa24, blaoxasi, blaoxass y blaoxa-143 y tres que codifican para las metalo-f-
lactamasas, blaspm, blasiv y blagim. Finalmente, las relaciones filogenéticas de los genes

blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1 y blaoxa-143 fueron evaluadas mediante inferencia bayesiana.
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Como resultado, en los aislados ambientales se identificé principalmente
Acinetobacter baumannii y el complejo A. calcoaceticus/A. baumannii; de los cuales, el 50
% de los aislados fueron resistentes a imipenem. Por otro lado, todos los aislados clinicos de
Acinetobacter spp. presentaron una alta resistencia a imipenem y meropenem. Ademas, los
genes blaoxa-23 ¥ blaoxa-s1 fueron los més predominantes en aislados clinicos; mientras que,
el gen blaoxas: fue el més frecuente en aislados ambientales. De acuerdo a los analisis
estadisticos, no se encontro diferencias significativas (p < 0,05) entre los genes blaoxa-s1
provenientes de aislados clinicos y ambientales. En base a la similaridad de las secuencias,
se identificd los genes blaoxa-23, blaoxa-s1, blaoxa-143 ¥ blaoxa-72. De las cuales, el gen
blaoxa-143 presentd una alta similaridad con la secuencia de la variante OXA-499 reportada
para A. pittii. Mientras que, el gen blaoxa-72 fue idéntico a la secuencia de la variante OXA-
72 reportada previamente en el pais; del mismo modo, el gen blaoxa-23 fue similar con
secuencias de la variante OXA-23 disponibles en el Genbank. Por otro lado, en el gen blaoxa-
51 se identificd al menos cinco haplotipos, tres de aislados clinicos y dos de aislados
ambientales, que no han sido reportados anteriormente. Finalmente, todos los genes blaoxa
se originan de un mismo ancestro en comun; en particular, los haplotipos del gen blaoxa-s1

de aislados ambientales se agruparon con secuencias de origen clinico.

En conclusion, la alta resistencia a los carbapenémicos encontrada en Acinetobacter
spp. estd mediada, principalmente, por las oxacilinasas que pueden ser codificadas por genes
transferibles. Por otro lado, la posible presencia de A. baumannii, bacteria de origen clinico,
en ambientes acuaticos constituye una preocupacion a nivel de salud. Por estas razones, se
resalta la importancia de continuar con la vigilancia de aislados clinicos, asi como, de
realizar monitoreos de rios debido a que pueden servir como reservorios de genes de

resistencia y de sus patdgenos.
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ABSTRACT

Acinetobacter spp. are opportunistic pathogens responsible of health care-associated
infections. The species of genus Acinetobacter have a high resistance to carbapenems; as a
consequence, they has become a major public health problem worldwide. The objective of
this study was to characterize the resistance to carbapenems in Acinetobacter spp. from

clinical and environmental isolates from Quito.

For the study, the clinical isolates provided from the National Institute for Public
Health and Research were reactivated in sheep blood agar. On the other hand, environmental
samples were collected from five rivers, Machangara, Monjas, Pita, San Pedro, and
Guayllabamba. The environmental samples were cultivated in selective medium CHROMO
AGAR to isolate Acinetobacter spp. The identification of environmental isolates was
performed by automated (VITEK-2) and biochemical tests as catalase, oxidase, and motility.
Both clinical and environmental isolates were subjected to antibiotic susceptibility testing
based on the disc diffusion method in Muller Hinton agar. In the antibiotic susceptibility
test, twelve antibiotics were proved according to the recommendations of the Clinical and
Laboratory Standards Institute. The monodisk EDTA and boronic acid tests were performed
to determine the presence of the metallo-B-lactamase and serin-B-lactamases enzymes,
respectively. Moreover, the molecular analysis consisted of DNA extraction by boiling,
amplification, and sequencing of nine carbapenems resistance genes, six genes encoding
serin-B-lactamases, blaces, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss, and blaoxa-143, and three
genes encoding metallo-B-lactamases, blaspm, blasim, and blacim. Finally, the phylogenetic
relationships between blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, and blaoxa-143 genes were evaluated

using Bayesian Inference.
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As a result, Acinetobacter baumanni and the A. calcoaceticus/A. baumannii complex
were mainly identified in environmental isolates, of which 50 % of isolates were resistant to
imipenem. On the other hand, all clinical isolates of Acinetobacter spp. showed a high
antibiotic resistance to imipenem and meropenem. In addition, the blaoxa-23 and blaoxa-s1
genes were the most predominant in clinical isolates; whereas, the blaoxa-s1 gene was the
most frequent in environmental isolates. According to the statistical analysis, blaoxa-s1 genes
did not show significant differences (p <0.05) between clinical and environmental isolates.
Based on sequences similarity, the study reports the presence of blaoxa-23, blaoxa-s1, blaoxa-
143, and blaoxa-72 genes. The blaoxa-143 gene was more similar to the sequence of OXA-499
variant reported to A. pittii; while, the blaoxa-72 gene was identical to the sequence of OXA-
72 variant previously reported in the country same as the blaoxa-2z gene was exact to the
sequences of OXA-23 variant available in the GenBank. Furthermore, the blaoxa-s1 gene
presented at least five different haplotypes, three from clinical isolates and two from
environmental isolates, have not been reported before. Finally, all genes blaoxa originate
from a single common ancestor; in particular, the haplotypes of blaoxas1 genes from

environmental isolates were grouped with sequences from clinical origin.

In conclusion, the high resistance to carbapenems found in Acinetobacter spp. is
mainly mediated by transferable genes encoding oxacillinases. Furthermore, the possible
presence of A. baumannii, bacteria of clinical origin, in aquatic environments is one of the
most concern to public health. Therefore, this study highlights the importance of continue
surveillance and monitoring rivers due to they may be reservoirs of resistance genes and

their pathogens.

Keywords: acquired resistance, carbapenemases, multidrug resistance, phylogeny,

oxacilinases
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1. INTRODUCCION

Las especies del género Acinetobacter son bacilos pleomorficos, aerobios, Gram
negativos y no fermentadores de lactosa (Murray, Rosenthal, y Phaller, 2014). Acinetobacter
spp. se encuentran distribuidos principalmente en el suelo y agua (Raka et al., 2013) aunque
también se los considera comensal de la piel humana (Almasaudi, 2016; Doughari,
Ndakidemi, Human, y Benade, 2011). En la actualidad, muchas especies de Acinetobacter
son patégenas oportunistas responsables de Infecciones Asociadas a la Atencidn de la Salud
(IAAS) en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (Gupta, Gandham, Jadhav, y Mishra,
2015; Orozco-Rico, 2011; Rodriguez et al., 2010). Por lo general, las especies patdgenas
oportunistas del género Acinetobacter son multirresistentes y persisten en ambientes
inanimados (Brooks, Butel, Carroll, Morse, y Mietzner, 2014; Murray et al., 2014). En
particular, A. baumannii, una de las especies de importancia clinica, tiene una alta resistencia
a los carbapenémicos (Rafei et al., 2014; Rodriguez et al., 2010). En el Ecuador, esta especie
es una de las principales responsables de casos de IAAS en la UCI (Jiménez, 2013;

Ministerio de Salud Publica [MSP], 2015).

El principal mecanismo de resistencia de Acinetobacter spp. a los carbapenémicos es
la produccion de las enzimas carbapenemasas (Moreno, 2013). Las especies del género han
adquirido genes que codifican dos tipos de enzimas, las del tipo serin-p-lactamasas y metalo-
B-lactamasas (Abbott, Cerqueira, Bhuiyan, y Peleg, 2013). Sin embargo, las enzimas
encontradas con mayor frecuencia son las del tipo oxacilinasas (OXA) que forman parte de
la clase D de las serin-B-lactamasas (Routray, Lavanya, Soniya, y Madhavan, 2013). Por
otro lado, las enzimas metalo-B-lactamasas han sido detectadas en menor proporcion
(Miriagou et al., 2010). A nivel de Latinoamérica, hasta el momento, se ha documentado la
presencia de las variantes de los genes blaoxa-23, blaoxa-40, blaoxa-s1, blaoxass y blaoxa-143

1



(Opazo, Dominguez, Bello, Amyes, y Gonzélez-Rocha, 2012). En el pais, cinco estudios
mencionan la presencia de carbapenemasas en varias especies de bacterias Gram negativas
como Pseudomonas aeruginosa (Ayala, 2010; Torres, 2015), A. baumannii (Nufiez et al.,
2016; Torres, 2015) y algunas enterobacterias (Cilveti, Rivera, Rodriguez, y Alcocer, 2013,
Gobmez, 2011; Torres, 2015). En especial, en A. baumannii se ha identificado la variante del

gen blaoxa-72 (Nufiez et al., 2016).

A nivel mundial, las especies multirresistentes se han convertido en un serio problema
como patdgenos asociados a la atencion sanitaria (Routray et al., 2013). En los ultimos afios,
la resistencia a antibidticos de Gltima generacion como los carbapenémicos ha aumentado,
por la adquisicion de determinantes genéticos, en varias especies de Acinetobacter (Tien et
al., 2012). La adquisicion de genes de resistencia se da, principalmente, en el medio ambiente
en donde se promueve la evolucion y el surgimiento de nuevas resistencias en las bacterias
(Lupo, Coyne, y Ulrich, 2012; Walsh, Weeks, Livermore, y Toleman, 2011). El principal
mecanismo de intercambio genético entre especies es la transferencia horizontal de genes
(Krebs, Goldstein, y Kilpatrick, 2014). Uno de los procesos es la conjugacidn, en la cual, los
plasmidos transportan genes de una bacteria a otra (Goering, Dockrell, Zuckerman,
Chiodini, y Roitt, 2013; Hartwell, Hood, Goldberg, Reynolds, y Silver, 2011). Por ejemplo,
los genes blaoxa-23 (Girlich, Poirel, y Nordmann, 2010; Liu et al., 2015), blaoxa-24/40
(Grosso, Quinteira, Poirel, Novais, y Peixe, 2012; Mosqueda et al., 2014) y blaoxa-ss (Fu et

al., 2014) son transportados por plasmidos entre diferentes especies de Acinetobacter.

Debido a la importancia clinica de Acinetobacter spp., el presente estudio pretende
responder la siguiente pregunta: ¢;Cuales son los genes de resistencia a los carbapenemicos
presentes en aislados clinicos y ambientales de Acinetobacter spp. de la ciudad de Quito,

Ecuador?



1.1. JUSTIFICACION

Las IAAS causadas por Acinetobacter spp. son comunes en la UCI. Por la alta
resistencia antimicrobiana que presentan estas especies y por su capacidad de sobrevivir en
ambientes inanimados se han convertido en un serio problema de salud publica que afecta
tanto en el ambito econdémico como social. Por esta razon, varios estudios se enfocan en la
deteccidn de los genes responsables de la multirresistencia antibiética en diferentes especies
del género. En el Ecuador, si bien se han realizado estudios para determinar la presencia de
las enzimas carbapenemasas en varias especies bacterianas, la informacion sobre la
caracterizacion de los genes de resistencia a los carbapenémicos aln es escasa para aislados
clinicos de Acinetobacter spp. Por otro lado, no existe informacion sobre el tema para
aislados ambientales hasta el momento. Por la importancia clinica que tienen las diferentes
especies de Acinetobacter; en particular, A. baumannii se ve en la necesidad de realizar el

presente estudio en donde se incluye tanto aislados clinicos como ambientales.

Los resultados del estudio daran a conocer el perfil de resistencia a los carbapenémicos
en varias especies de Acinetobacter tanto de aislados clinicos como ambientales. En
particular, el estudio determinard la presencia de diferentes genes blaoxa, serin-p-
lactamasas, asi como de algunos genes que codifican a las metalo-p-lactamasas. Estos
resultados son importantes debido a que ayudaran a determinar si las variantes de los
diferentes genes presentes en el pais son registros nuevos o no. Ademas, los resultados
indicaran que gen de resistencia es el mas frecuente en aislados clinicos y ambientales. A
nivel de salud, esta informacion es relevante porque al determinar las enzimas presentes en
la o las especies de Acinetobacter se podran establecer estrategias de vigilancia eficientes
para controlar las diferentes infecciones causadas por este agente patdogeno. De este modo

se suministrara antibidticos de manera adecuada, brindando un tratamiento rapido y efectivo



para los pacientes, reduciendo gastos innecesarios y tiempo de hospitalizacion. Por lo tanto,
los resultados del estudio traeran beneficios economicos tanto para los pacientes como para
el hospital. Toda esta informacion es esencial conocerla debido a que ayudara a establecer
medidas adecuadas de control para evitar la propagacion de nuevas cepas con genes de

resistencia a antibidticos de ultima generacion.

Por otro lado, los resultados del presente estudio también ayudaran a entender la
relacién entre los genes de resistencia presentes en aislados clinicos y ambientales. Si los
genes que se encuentran en ambientes hospitalarios son los mismos o0 no, o si tienen alguna
relacién con los genes que se encuentran en el medio ambiente. Esta informacion es
fundamental para poder inferir sobre el origen de la resistencia a los carbapenémicos.
Ademas, la informacion es indispensable para entender el proceso evolutivo y los
mecanismos genéticos implicados con la resistencia adquirida de los diferentes genes de

resistencia reportados para las especies de Acinetobacter.

El estudio planteado fue viable porque fue autofinanciado en su totalidad. Ademas, la
presente investigacion conté con la infraestructura tanto del Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica [INSPI]-Quito, asi como de la Escuela de Bioanalisis y de

Ciencias Bioldgicas de la PUCE para realizar los analisis microbioldgicos y moleculares.

1.2. OBJETIVOS

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la resistencia a los carbapenémicos de Acinetobacter spp. a partir de
aislados clinicos y ambientales de la ciudad de Quito, Ecuador, para el conocimiento de

los principales genes que estan circulando en diferentes ambientes.



1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Aislar e identificar Acinetobacter spp. de cinco rios, Monjas, Machangara, Pita, San
Pedro y Guayllabamba, mediante pruebas microbioldgicas.

2. Determinar la resistencia antibiotica de Acinetobacter spp. de aislados clinicos y
ambientales a través de la prueba de difusion de disco.

3. Detectar la presencia de las enzimas metalo-f-lactamasas y serin-p-lactamasas por
medio de la prueba de sinergia de doble disco.

4. Identificar molecularmente los genes responsables de la resistencia a los
carbapenémicos de Acinetobacter spp. de aislados clinicos y ambientales en base a
la reaccion en cadena de la polimerasa y el secuenciamiento.

5. Analizar las relaciones de cuatro genes de resistencia que codifican las oxacilinasas

de aislados clinicos y ambientales mediante inferencia bayesiana.



2. MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES

Varias especies de Acinetobacter multirresistentes estan asociadas a las IAAS (Gupta
et al., 2015; Orozco-Rico, 2011; Rodriguez et al., 2010). Diversos estudios reportan la
presencia de carbapenemasas codificadas por diferentes genes en Acinetobacter spp. En la
actualidad, las enzimas del tipo metalo-p-lactamasas codificadas por los genes blamp
(Amudhan, Sekar, Kamalanathan, y Balaraman, 2012; Chen et al., 2011), blavim (Amudhan
et al., 2012), blasim (Zhou et al., 2011), blasem (Shahcheraghi, Abbasalipour, Feizabadi,
Ebrahimipour, y Akbari, 2011) y blanom (Liu et al., 2014; Wang et al., 2012; Wei et al.,

2015) han sido documentadas para varias especies del género.

No obstante, las enzimas oxalacilinasas, serin-p-lactamasas, codificadas por los genes
blaoxa-23 (Chen et al., 2011; Quifionez et al., 2015; Shahcheraghi et al., 2011), blaoxa-24
(Mesli, Berrazeg, Drissi, Bekkhoucha, y Rolain, 2013; Todorova, Velinov, lvanov, Dobreva,
y Kantardjiev, 2014), blaoxa-s1 (Chen, Lee et al., 2010; Shahcheraghi et al., 2011), blaoxa-
58 (Boo y Crowley, 2009; Chen, Chang et al., 2010) y blaoxa-143 (Higgins, Poirel, Lehmann,
Nordmann, y Seifert, 2009; Mostachio et al., 2012; Zander et al., 2014) son las mas
encontradas en diferentes especies de Acinetobacter. Por ejemplo, las variantes blaoxa-s1 Y
blaoxa-23 han sido identificadas en aislados clinicos de A. baumannii, A. radioresistens y A.
Iwoffii (Figueiredo, Bonnin, Poirel, Duranteau, y Nordmann, 2011). Por otro lado, las
variantes del gen blaoxa-143 han sido caracterizadas en las especies A. baumannii y A. pittii
(Zander et al., 2014); mientras que, las variantes blaoxa-ss han sido identificadas en A.

baumannii (Ji et al., 2014) y A, nosocomialis (Chen, Chang et al., 2010).



Hasta el momento, se ha documentado la presencia de las variantes OXA-23, OXA-
40, OXA-51, OXA-58 y OXA-143 a nivel de Latinoamérica (Opazo, Dominguez et al.,
2012). De las cuales, las enzimas OXA-23, OXA-51 y OXA-58 son las mas predominantes
en aislados clinicos (Labarca, Costa, Seas, y Guzman-Blanco, 2016); mientras que, en
aislados de aguas residuales, se ha reportado la presencia de OXA-23 en Brasil (Ferreira et
al., 2011). En el Ecuador, los pocos reportes mencionan que los genes blages, blakec, blaime,
blavivm Yy blaoxa, relacionados con la resistencia a carbapenémicos, estarian circulando en el
ambiente hospitalario (Ayala, 2010; Cilveti et al., 2013; Nufiez et al., 2016; Torres, 2015).
En el pais, estos genes han sido reportados en varios aislados clinicos de las especies
Pseudomonas aeruginosa (Ayala, 2010), Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae
(Cilveti et al., 2013; Torres, 2015), Serratia marcescens, E. aerogenes (Cilveti et al., 2013)
y Acinetobacter baumannii (NUfiez et al., 2016). En particular, en la especie A. baumannii
se ha encontrado el gen blaoxa-72 procedente de aislados clinicos de la ciudad de Guayaquil
(Nufiez et al., 2016) y el gen blakpc de aislados clinicos de la ciudad de Quito (Torres, 2015).
A nivel de medio ambiente, hasta el momento, no se ha reportado estudios relacionados con
la presencia de carbapenemasas en Acinetobacter spp.; en particular, en ambientes acuaticos

como rios.

2.2. INFECCIONES ASOCIADAS A LA ATENCION EN SALUD

Las IAAS, infecciones asociadas al cuidado de la salud, reemplazan a otras
denominaciones conocidas anteriormente como infecciones intrahospitalarias o
nosocomiales (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2015; Organizacion Panamericana
de la Salud [OPS], 2010). Las IAAS son aquellas que se presentan o se desarrollan en un
paciente, por lo general, al momento de ser ingresado en un hospital o centro hospitalario

(OPS, 2010). Estas infecciones traen complicaciones a nivel localizado o sistémico en el



organismo debido principalmente a la presencia de uno o varios microorganismos patogenos
0 sus toxinas, las mismas que se manifiestan durante un tratamiento clinico, estadia
hospitalaria de 48 a 72 horas o incluso después del egreso del paciente del hospital (OMS,
2015; OPS, 2010). Sin embargo, no solo los pacientes son el principal grupo de riesgo para

adquirir este tipo de infecciones, sino tambien, el personal sanitario (OMS, 2015).

A nivel mundial, las IAAS constituyen un gran problema de salud publica (OPS, 2012)
debido a la alta tasa de morbilidad y mortalidad (Guitian et al., 2012; OMS, 2015; OPS,
2012; Pujol y Limon, 2013). En particular, las IAAS causadas por microorganismos
multirresistentes con la capacidad de adquirir nuevas resistencias, aumentan la preocupacion
(Guitian et al., 2012; OMS, 2015). Por otro lado, las IAAS también tienen un alto impacto a
nivel econdmico, principalmente, en Latinoamérica (OPS, 2012). Los costos en el
tratamiento de este tipo de infecciones aumentan debido a diferentes factores como la
prolongada estancia hospitalaria, muertes innecesarias y aumento de los costos hospitalarios

(Guitian et al., 2012; OMS, 2015; Pujol y Limén, 2013).

A nivel mundial, la tasa de incidencia de las IAAS varia del 5 al 10 % (OMS, 2016).
Aungue no se cuenta con datos de la tasa de incidencia a nivel de Latinoamérica, se reportan
datos puntuales ya sea de centros de salud o solo de algunos paises (OPS, 2012). Por ejemplo,
en Perd se ha documentado una incidencia mayor a la mundial, la misma que varia de un 0
al 15 %, dependiendo de la categoria del establecimiento y su complejidad (Ministerio de
Salud-Direccion General de Epidemiologia de Pert, 2014). A pesar de que, el reporte de las
IAAS es obligatorio; en el Ecuador, no se cuenta con datos de incidencia o prevalencia de
este tipo de infecciones intrahospitalarias (MSP, 2009). Sin embargo, en el pais se han
reportado pocos estudios independientes en donde dan a conocer sobre las infecciones

asociadas con la atencion a la salud. Por ejemplo, en el 2011, un estudio realizado en el



Hospital Alcivar de Guayaquil determiné que la mayor tasa de infecciones adquiridas ocurre
en la UCI con una frecuencia de 2,8 % (Aleman, Cevallos, Izquierdo, Pefia, y Vanegas,

2011).

En especial, los procedimientos invasivos tienen un papel fundamental para el
desarrollo de las IAAS (Sydnor y Perl, 2011). Estos procedimientos permiten la entrada tanto
de flora normal del paciente como de aquella que esta presente en las superficies inanimadas
o0 propias del personal de salud (Pujol y Limdn. 2013). En el pais de acuerdo a dos estudios,
la frecuencia y el tipo de microorganismo difiere entre hospitales. Por ejemplo, los
microorganismos mas frecuentes encontrados en el Hospital Alcivar de Guayaquil fueron
principalmente especies Gram negativas como Klebsiella pneumoniae con un alto porcentaje
(50 %), seguido de Staphylococcus aureus meticilino resistente (33 %) y Acinetobacter
baumannii (17 %) (Aleméan et al., 2011). Mientras que, para el estudio realizado en el
Hospital Carlos Andrade Marin de la ciudad de Quito, el microorganismo mas frecuente de
la UCI fue A. baumannii (21 %) en conjunto con Staphylococcus coagulasa negativos
multirresistentes, seguido de Escherichia coli (14 %). En menor porcentaje, se menciona a
S. aureus meticilino resistente (9 %), K. pneumoniae (8 %), Pseudomonas aeruginosa (7 %)

y Enterococcus spp. (4 %) (Jiménez, 2013).

Entre las principales infecciones intrahospitalarias se reportan a las urinarias,
quirdrgicas, respiratorias y bacteriemias (Pujol y Limon, 2013). Estas infecciones se
desarrollan con mayor frecuencia en la UCI en donde los porcentajes varian dependiendo
del tipo de infeccion. Sin embargo, las infecciones urinarias son las mas prevalentes con un
40 % seguidas de heridas quirdrgicas que representan el 25 %, las infecciones respiratorias
varian del 15 al 20 % y otras infecciones como las bacteriemias constituyen solo el 10 % de

las infecciones adquiridas en el hospital (Pérez, Zurita, Pérez, Patifio, y Calvimonte, 2010).



La aparicion de cualquier tipo de infeccion puede ser mediada por factores de riesgos
enddgenos o exogenos (Pérez et al., 2010; Pujol y Limén, 2013). Los factores de riesgo
enddgenos estan relacionados con la condicién de los pacientes como la edad, la condicion
nutricional, el tratamiento prolongado con antibioticos, estrés y el estado inmunoldgico.
Mientras que, los factores exdgenos constituyen los procedimientos asistenciales invasivos
(Pujol y Limdn, 2013) como el uso incorrecto de dispositivos y condiciones ambientales

inadecuadas (Pérez et al., 2010; Pujol y Limon, 2013; Sydnor y Perl, 2011).

2.3. Acinetobacter spp.

2.3.1. Generalidades

Acinetobacter spp. son bacterias Gram negativas aerobias estrictas (Murray et al.,
2014). La bacteria se caracteriza por su morfologia microscépica como cocobacilos cortos y
anchos de 0,9 a 1,6 um de diametro y de 1,5 a 2,5 um de longitud (Raka et al., 2013). A nivel
macroscopico, las colonias de Acinetobacter spp. son lisas de bordes regulares, mucoides de
color amarillo palido o gris (Visca, Seifert, y Towner, 2011). Las especies se caracterizan
por ser oxidasa negativa, catalasa positiva e indol negativo; por otro lado, las especies no
fermentan azlcares y no son motiles (Murray et al., 2014; Raka et al., 2013). Acinetobacter
spp. son bacterias mesoéfilas que crecen a 37°C, aunque se menciona que las ambientales

crecen a bajas temperaturas (Visca et al., 2011).

Acinetobacter spp. descritas como Micrococcus calcoaceticus por Beijerinck en 1911
pertenecen a la familia Moraxellaceae del orden Pseudomonadales (Raka et al., 2013). Hasta
el momento, el género Acinetobacter esta constituido por cuarenta y nueve especies
gendmicas (Nemec et al., 2016). Sin embargo, por la complejidad taxonémica que presentan

las especies A. baumannii, A. calcoaceticus, A. pittii y A. genomic species 13TU se las ha
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agrupado dentro del complejo A. calcoaceticus/A. baumannii (Nemec et al., 2011). Estas
especies se caracterizan por ser los patdgenos oportunistas mas representativos del género,
asociadas principalmente con problemas de salud en los hospitales (Lee et al., 2011; Raka

etal., 2013).

Las especies del género tienen una distribucién cosmopolita en la naturaleza
(Almasaudi, 2016; Kostka et al., 2011; Raka et al., 2013). Acinetobacter spp. pueden estar
presente en el suelo, vertientes naturales (Raka et al., 2013), océanos, sedimentos (Kostka et
al., 2011), sitios contaminados con hidrocarburos (Mahjoubi et al., 2013), aguas residuales
y en diferentes partes del cuerpo humano como la piel (Almasaudi, 2016; Doughari, et al.,
2011). La especie A. calcoaceticus se la puede encontrar principalmente en el agua y suelo
(Doughari et al., 2011; Nemec et al., 2011) aunque también se la ha reportado en la piel sin
causar infecciones graves en humanos (Lee et al., 2011; Nemec et al., 2011). La especie A.
Iwoffii a pesar de encontrarse asociada a humanos (Lee et al., 2011) también se la ha aislado
de alimentos de origen animal (Wang et al., 2012). Por otro lado, las especies clinicas como
A. baumannii, A. haemolyticus y A. nosocomialis se las puede aislar de diferentes matrices

como la piel, mucosas y secreciones (Manchanda, Sanchaita, y Singh, 2010).

Debido a la capacidad de adaptacion de las especies se las encuentran también en
superficies humedas y secas de ambientes intrahospitalarios (Almasaudi, 2016). En
superficies humedas, las especies estan presentes en las mucosas, humidificadores
ambientales o vaporizadores y equipos de terapia respiratoria (Brooks et al., 2014; Murray
et al., 2014). Mientras que, en superficies secas, estos microorganismos pueden estar en la
piel, dispositivos clinicos y en el medio ambiente hospitalario, en donde pueden sobrevivir
por largos periodos bajo condiciones adversas (Brooks et al., 2014; Doughari et al., 2011;

Murray et al., 2014; Sydnor y Perl, 2011). Entre las especies que se encuentran en ambientes
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hospitalarios se mencionan a A. baumannii (Evans et al., 2013), A. nosocomialis, A. pitti
(Evans et al., 2013; Karah et al., 2011) y A. haemolyticus (Jung y Park, 2015). En particular,
A. baumannii puede sobrevivir por mas de cuatro meses en superficies secas incluso puede
soportar condiciones desfavorables por mas tiempo que Escherichia coli (Raka et al., 2013);
razon por la cual, la especie es uno de los patdgenos oportunistas mas aislados de IAAS en

la UCI (Almasaudi, 2016; OMS, 2010).

2.3.2. Epidemiologia

Aunque Acinetobacter spp. tienen una virulencia baja, varias especies del género
constituyen patdgenos oportunistas de gran preocupacién a nivel mundial (Almasaudi,
2016). Las especies se caracterizan por su alta resistencia a una amplia gama de antibi6ticos;
por lo que, el tratamiento contra estas especies se vuelve ineficiente (Mesli et al., 2013; Naas
y Nordmann, 2010), aumentando el riesgo de muerte de los pacientes. Las especies de
Acinetobacter se caracterizan por presentar una resistencia tanto intrinseca como adquirida
(Doughari et al., 2011; Hammoudi et al., 2015). Diversas especies del género son
naturalmente resistentes a los betalactdmicos (B-lactamicos), fluoroquinolonas,
aminoglucosidos y a ciertos carbapenémicos. Por lo que, muy pocos antibiéticos como el
colistin, tigeciclina y rinfampicina constituyen una alternativa para el tratamiento de las
infecciones causadas por estas especies (Guitian et al., 2012; Naas y Nordmann, 2010). Por
otro lado, las especies de Acinetobacter continuamente adquieren multirresistencia a los
antibioticos; en especial, a los carbapenémicos como el meropenem, imipenem (Almasaudi,

2016) y doripenem (Guitian et al., 2012).

Una de las especies que se caracterizan por una alta resistencia a los carbapenémicos

es Acinetobacter baumannii debido a la produccion de enzimas que los hidrolizan (Guitian
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et al., 2012; Papp-Wallace, Endimiani, Taracila, y Bonomo, 2011; Zufiiga et al., 2010). En
la especie, la resistencia a los carbapenémicos, imipenem y meropenem, se reportd en un
55,3 % de acuerdo a la vigilancia realizada en treinta y seis paises a nivel mundial (Rosenthal
et al., 2012). En particular, en Latinoamérica, Acinetobacter spp. presentaron niveles de
susceptibilidad a los carbapenémicos que varia del 8 al 63 %. En el Ecuador, para A.
baumannii se registrdé una resistencia al meropenem e imipenem en un 54 % y 51 %,
respectivamente, hasta el 2010 (Labarca et al., 2016). De acuerdo a la Red Whonet de
Ecuador, estos valores se han incrementado a un 62 % tanto para el imipenem como
meropenem para la mencionada especie en el 2014 (WHONET, 2015). En particular, la
resistencia a los carbapenémicos es mediada por B-lactamasas del tipo OXA (Zufiiga et al.,
2010) como la OXA-23 y OXA-58 que tiene una diseminaciéon mundial (Guitian et al., 2012;

Labarca et al., 2016).

La presencia de Acinetobacter spp. ya sea en ambientes inanimados o como microflora
normal bucofaringea constituyen factores para generar niveles méas graves de infeccién
durante la hospitalizacién tanto en pacientes enfermos como en sanos (Brooks et al., 2014;
Murray et al., 2014); sin embargo, esto dependera principalmente de los factores enddgenos
mencionados anteriormente. Acinetobacter spp. son responsables de altas tasas de
mortalidad en las UClIs (54 %) aunque se ha reportado su presencia en tasas bajas en salas
generales (5 %) (Kempf y Rolain, 2012). Las especies han sido relacionadas con un amplio
rango de IAAS que varia del 1 al 3 %; en particular, la especie A. baumannii ha sido asociada
en un alto porcentaje, principalmente, con IAAS en pacientes criticamente enfermos
hospitalizados (Naas y Nordmann, 2010; Visca et al.,, 2011). En baja proporcion, se

menciona a A. nosocomialis y A. pitti (Visca et al., 2011; Karah et al., 2011) aunque también
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se ha reportado otras especies como A. lwoffii, A. haemolyticus (Raka et al., 2013), A. junii

(Mesli et al., 2013), A. johnsonii y A. calcoaceticus (Naas y Nordmann, 2010).

Acinetobacter baumannii es la principal responsable de IAAS (Doughari et al., 2011;
Naas y Nordmann, 2010; Visca et al., 2011; Zudiga et al., 2010), representando
aproximadamente el 80 % a nivel mundial (OMS, 2010). La especie es causante de
infecciones intrahospitalarias en un 2 % al 10 % en Europa y los Estados Unidos de América
(OMS, 2010). En Latinoamérica, pocos son los paises que reportan la prevalencia de
Acinetobacter spp.; sin embargo, de acuerdo a un estudio el punto de prevalencia fue de 14
% en 719 pacientes (Labarca et al., 2016). Por otro lado, los porcentajes varian dependiendo
del tipo de infeccion; como, por ejemplo, Acinetobacter spp. han sido reportados en un 7,2
% para infecciones en la sangre, 17,7 % en neumonia y 9,9 % en infecciones de heridas
quirargicas (Gales, Castanheira, Jones, y Sader, 2012). En el Ecuador, no hay reportes a
nivel de MSP; sin embargo, de acuerdo a estudios individuales se ha reportado la presencia
de A. baumannii enun 17 %y 21 % (Alemén et al., 2011 y Jiménez, 2013), porcentajes que

varian de acuerdo al hospital.

2.4. ANTIBIOTICOS

Los antibioticos son sustancias de bajo peso molecular sintetizados por diferentes
microorganismos que destruyen o inhiben el crecimiento de otros microorganismos
patogenos a bajas concentraciones (Illuminati, 2015). Originalmente, los antibidticos eran
agentes naturales como la penicilina; sin embargo, en la actualidad, muchos antibidticos son
semisintéticos o sintéticos (Murray et al., 2014) debido a que son modificados
estructuralmente con componentes quimicos artificiales (Murray et al., 2014; Illuminati,

2015). Los antibidticos de acuerdo al sitio de accion en las bacterias se los clasifica en cuatro
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familias: i) inhibidores de la sintesis de la pared bacteriana, ii) inhibidores de la sintesis de
proteinas, iii) inhibidores de &cidos nucleicos y iv) los que actian a nivel de membrana y

sintesis de folato (Martinez, 2013; Murray et al., 2014).

2.4.1. Betalactamicos

Los B-lactdmicos son antibidticos bactericidas cuya funcion es evitar la sintesis de
peptidoglicano de la pared celular bacteriana (Rice, 2012) e inducir lisis (Gomez, Garcia-
Véazquez, y Hernandez-Torres, 2015; Papp-Wallace et al., 2011). El principal mecanismo de
accion es la alteracion de la reaccion de transpeptidacion catalizada por proteinas ligadoras
de penicilinas (PBP, por sus siglas en inglés) (Palzkill, 2013; Rubtsova, Ulyashova,
Bachmann, Schmid, y Egorov, 2010). Los B-lactdmicos son estructuralmente similares a D-
alanil-D-alanina, aminoécido terminal necesario para la sintesis de la pared peptidica
(McDermott y White, 2011). Este tipo de antibiotico se une irreversiblemente al sitio activo
de las PBP (Palzkill, 2013; Papp-Wallace et al., 2011), generando un efecto autolitico (Papp-
Wallace et al., 2011). Por otro lado, los B-lactdmicos también pueden activar la autolisina
bacteriana, sustancia endégena que induce a la lisis del peptidoglicano en concentraciones
superiores a 4 y 10 veces de la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de un
microorganismo en particular (Gémez et al., 2015). Entre los antibidticos que pertenecen a
esta familia estan las penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactames (Jeon et

al., 2015; McDermott y White, 2011; Palzkill, 2013; Rubtsova et al., 2010).

2.4.1.1. Carbapenémicos

Los carbapenémicos son antibidticos que actGan contra bacterias Gram negativas y
positivas (Palzkill, 2013; Papp-Wallace et al., 2011). Los carbapenémicos tienen un anillo

B-lactdmico fusionado con un anillo parecido al grupo de las penicilinas (Palzkill, 2013). El
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mecanismo de accion de estos antibidticos es impedir la sintesis de la pared bacteriana e
inhibir el ensamblaje del peptidoglicano (Moreno, 2013; Papp-Wallace et al., 2011). Este
tipo de antibidticos constituyen la ultima eleccion para el tratamiento de infecciones;
especialmente, las causadas por bacterias aerobias Gram negativas (Rice, 2012). Entre los
carbapenémicos mas usados se menciona al imipenem y meropenem (Guitian et al., 2012;
Orozco-Rico, 2011). Sin embargo, las bacterias han adquirido resistencia a este tipo de
antibidticos, uno de los mecanismos es la produccién de enzimas de hidrdlisis enzimatica
como las B-lactamasas (Palzkill, 2013). Estas enzimas incrementan su expresion con otros
mecanismos de resistencia como la alteracién de las porinas, modificacion del sitio blanco

y las bombas de eflujo (Moreno, 2013).

En general, las B-lactamasas de acuerdo a Bush y Jacoby (2010) se clasifican en tres
grupos tomando en consideracion la actividad enzimatica y de sus inhibidores. Los grupos
son: i) cefalosporinasas, ii) B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), B-lactamasas
resistentes a los inhibidores y serin-p-carbapenemasas y iii) metalo-f-lactamasas. Por otro
lado, de acuerdo a Ambler, las pB-lactamasas se clasifican en cuatro clases A, B, C y D de
acuerdo a sus sitios activos y secuencias aminoacidicas (Navarro et al., 2011). Las B-
lactamasas que dan resistencia a los carbapenémicos son las carbapenemasas (Orozco-Rico,

2011).

2.5. CARBAPENEMASAS

Las carbapenemasas son enzimas B-lactamasas que hidrolizan a los carbapenémicos,
(Malhotra, Walia, Aslam, y Goyal, 2012; Moreno, 2013; Papp-Wallace et al., 2011) y otros
B-lactamicos (Moreno, 2013), confiriendo asi la resistencia bacteriana. Muchas bacterias

Gram negativas sintetizan carbapenemasas codificadas por genes que pueden estar presentes
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tanto en el cromosoma bacteriano como en elementos extracromosomales (Moreno, 2013).
Entre las especies productoras de carbapenemasas se encuentran las enterobacterias (Diane
y Rolain, 2014; Nordmann, Nass, y Poirel, 2011) y otras especies (Diane y Rolain, 2014).
Entre las enterobacterias, la especie de donde se ha aislado con mayor frecuencia este tipo
de enzimas es Klebsiella pneumoniae (Nordmann et al., 2011). Por otro lado, las especies de
Acinetobacter también son productoras de carbapenemasas (Diane y Rolain, 2014). Segun
la clasificacion de Ambler, las carbapenemasas se clasifican en dos grupos, serin-p-
lactamasas y metalo-B-lactamasas (Diane y Rolain, 2014; Jeon et al., 2015; Moreno, 2013;

Orozco-Rico, 2011; Walsh, 2010).

2.5.1. Serin-B-lactamasas

Las serin-B-lactamasas son enzimas que contienen un residuo de serina en su sitio
activo, util para la inactivacion del B-lactdmico (Diane y Rolain, 2014). Estas enzimas
hidrolizan principalmente a las penicilinas y las cefalosporinas de manera mas eficiente que
a los carbapenémicos (Jeon et al., 2015; Moreno, 2013). El mecanismo de accion de este
tipo de enzimas consiste en la union irreversible de la serina al centro catalitico del anillo B-
lactdmico mediante un enlace covalente, volviéndolo inactivo (Diane y Rolain, 2014). Sin
embargo, la mayoria de las enzimas de este tipo son inhibidas por el acido clavulanico y
Acido Etilenodiamino Tetracético (EDTA, por sus siglas en inglés) (Jeon et al., 2015). De
acuerdo a Ambler, estas enzimas se clasifican en la clase A, C y D (Jeon et al., 2015; Papp-
Wallace et al., 2011); mientras que, de acuerdo a Bush y Jacoby (2010), las serin-p-

lactamasas forman parte del grupo 2.
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25.1.1. Clase A

Las enzimas de Clase A de las serin-f-lactamasas son de origen plasmidico (Navarro
etal., 2011) o cromosomico (Malhotra et al., 2012). Estas enzimas son inhibidas por el acido
clavulanico (Malhotra et al., 2012; Navarro et al., 2011) y el tazobactam (Moreno, 2013)
pero no por el EDTA (Navarro et al., 2011). Dentro de esta clasificacion se encuentran seis
subgrupos que incluyen: i) B-lactamasas de amplio espectro (BLEA, por sus siglas en inglés),
ii) B-lactamasas de espectro extendido (BLEE, por sus siglas en inglés), iii) B-lactamasas de
espectro extendido tipo TEMP, iv) B-lactamasas de espectro extendido tipo SHV, v) B-
lactamasas de espectro extendido tipo CTX-M (Rubtsova et al., 2010; Thirapanmethee,
2012) y vi) el grupo conformado por las enzimas SME, NMC, KPC, GES (Diane y Rolain,
2014; Moreno, 2013), IMI y SFC (Moreno, 2013). Enzimas que han sido descritas en varias

especies bacterianas (Moreno, 2013; Navarro et al., 2011).

De todas las enzimas, la enzima GES tiene una amplia diseminacion mediada
principalmente por plasmidos transferibles (Bogaerts et al., 2010; Bonnin et al., 2011) o por
cassettes genéticos dentro de integrones clase 1 (Bonnin et al., 2011; Moreno, 2013). Hasta
el momento, se ha reportado la presencia de al menos dieciséis variantes, las mismas que
difieren en su estructura de uno a tres residuos de aminoacidos (Bogaerts et al., 2010). Esta
enzima ha sido documentada en varias especies como Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa (Poirel, Bonnin, y Nordmann, 2011) y Acinetobacter
baumannii (Bogaerts et al., 2010). En Sudameérica, las variantes GES-5y 7 han sido descritas
en especies del género Klebsiella en Brasil (Dropa et al., 2010; Ribeiro, Falci Rozales, Barth,
y Zavascki, 2014); mientras que, las variantes GES-1 (Shahcheraghi et al., 2011), GES-11

(Cicek et al., 2013; Charfi-Kessis et al., 2014; Chihi et al., 2016; Moubareck, Brémont,
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Conroy, Courvalin, y Lambert, 2009) y GES-14 (Bogaerts et al., 2010; Bonnin et al., 2011)

han sido reportadas en A. baumannii en diferentes partes del mundo.

25.1.2. Clase D

Las enzimas de clase D o también conocidas como oxacilinasas (OXAs) son de origen
plasmidicoy cromosomico (Evans y Amyes; 2014). Por lo tanto, estas enzimas pueden estar
presentes de forma natural y adquiridas, principalmente, en diferentes especies de
Acinetobacter (Poirel et al., 2010; Walsh, 2010). Estas enzimas hidrolizan la oxacilina y
cloxacilina, pero no cefalosporinas de espectro extendido ni al aztreonam (Bush y Jacoby,
2010; Moreno, 2013). El gen blaoxa fue encontrado por primera vez en A. baumannii como
un mecanismo de resistencia contra el imipenem (Evans, Hamouda, y Amyes, 2013; Verma
et al., 2011). Por lo general, las enzimas son inhibidas por el EDTA, pero no por el &cido

clavulanico (Bush y Jacoby, 2010; Palzkill, 2013).

En la actualidad, se ha reportado alrededor de 150 variantes del gen blaoxa, las mismas
que se caracterizan por sus variaciones genéticas, ademas de su heterogeneidad en el
espectro de hidrdlisis a los B-lactdmicos (Poirel et al., 2011). Las variantes han sido
agrupadas en distintos grupos en base a la homologia de su secuencia (Manchanda et al.,
2010); de las cuales, al menos cinco grupos, OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-58-like,
OXA-51-like (Boo y Crowley, 2009; Evans y Amyes, 2014) y OXA-143-like (Evans y
Amyes, 2014), han sido descritos en varias especies de Acinetobacter (Périchon et al., 2014).
En el grupo denominado OXA-23-like se ha agrupado tres variantes, OXA-23, OXA-27 y
OXA-49. En el segundo grupo, OXA-24/40-like se incluyen seis diferentes variantes, OXA-
24, OXA-25, OXA-26, OXA-40, OXA-72 y OXA-160 (Evans y Amyes, 2014); mientras

que, el grupo conformado por OXA-58-like estd conformado por tres variantes OXA-58,
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OXA-96 y OXA-97 (Evans y Amyes, 2014; Jeon et al., 2015) y el nuevo grupo OXA-143-
like contiene cuatro variantes, OXA-182 (Kim et al., 2010), OXA-231, OXA-253 (Gionco
et al., 2012; Girlich, Damaceno, Oliveira, y Nordmann, 2014) y OXA-255 (Zander et al.,
2014). Finalmente, la enzima OXA-51 se caracteriza por tener al menos 95 variantes (Jeon
et al., 2015). La enzima OXA-51 es codificada por el gen intrinseco blaoxas1 que se
encuentra de forma natural en A. baumannii (Higgins et al., 2010; Périchon et al., 2014)
aunque también se lo ha reportado en otras especies del género (Perichén et al., 2014). Por
lo general, la enzima confiere débilmente resistencia a los carbapenémicos (Gordon y
Wareham, 2010) pero cuando se inserta el elemento de insercion ISAbal la resistencia a los

carbapenémicos aumenta en la bacteria (Jung y Park, 2015; Sen y Joshi, 2015).

Las enzimas OXA se las ha descrito dentro de integrones que se los puede encontrar
en plasmidos o transposones e incluso en elementos de insercién (Moreno, 2013).
Acinetobacter spp. han adquirido genes de resistencia que codifican las diferentes variantes
de las enzimas OXA mediante transferencia horizontal de genes mediada principalmente por
plasmidos (Evans y Amyes, 2014; Fu et al., 2014). Entre las enzimas de importancia
adquiridas por las especies de Acinetobacter se menciona a OXA-23, OXA-24 (Khorsi,
Messai, Hamidi, Ammari, y Bakour, 2015), OXA-58 y OXA-143 (Evans y Amyes, 2014;
Navarro et al., 2011; Papp-Wallace et al., 2011). En la especie A. baumannii, la primera
enzima del tipo OXA en ser descrita fue la OXA-23 en Escocia, Reino Unido (Liu et al.,
2015). El gen blaoxa-23 se encuentra en un transposon, entre los més reportados estan
Tn2006, Tn2007, Tn2008 (Evans y Amyes, 2014; Mugnier, Poirel, Naas, y Nordmann,
2010; Wang et al., 2015) y Tn2009 (Liu et al., 2015). La enzima OXA-40 fue reportada
también en A. baumannii después de la aparicion de la enzima OXA-23 en Espafia. En la

actualidad, el gen codificante de las enzimas OXA se las ha identificado en plasmidos de
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otras especies como Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae (Evans y Amyes,

2014).

Actualmente, varios estudios han demostrado que genes que codifican las enzimas
OXA aparecen naturalmente y estdn ubicadas en el cromosoma de varias especies de
Acinetobacter (Figueiredo, Bonnin et al., 2011; Périchon et al., 2014, Poirel et al., 2010).
Algunas enzimas OXA son especificas para diferentes especies de Acinetobacter; por lo que,
constituyen un marcador molecular para poder identificarlas (Figueiredo, Bonnin et al.,
2011; Kamolvit, Higgins, Paterson, y Seifert, 2014; Périchon et al., 2014; Turton, Hyde,
Martin, y Shah, 2012). Como se mencion0 anteriormente, la enzima OXA-51 es intrinseca
y actlia como marcador de la especie A. baumannii (Périchon et al., 2014); mientras que, las
variantes OXA-134 constituye marcador para la identificacion de especies como A. Iwoffii
(Figueiredo, Bonnin et al., 2011; Jeon et al., 2015; Périchon et al., 2014) y A. schindleri
(Turton et al., 2012). Otras enzimas como OXA-228, OXA-211, OXA-213 y OXA-214;
OXA-235 sirven de marcadores moleculares para la deteccion de A. bereziniae, A.
johnsonni, A. calcoaceticus y A. haemolyticus, respectivamente (Figueiredo, Bonnin et al.,

2011; Jeon et al., 2015; Kamolvit et al., 2014; Périchon et al., 2014).

2.5.2. Metalo-g-lactamasas

Las metalo-B-lactamasas o clase B son enzimas que se caracterizan por poseer uno o
dos cationes divalentes del tipo Zinc (Bush y Jacoby, 2010; Papp-Wallace et al., 2011; Rice,
2012) que funciona como cofactor para la actividad enzimatica (Rice, 2012). EI mecanismo
de accion de estas enzimas radica en la unién del Zinc al sitio activo del antibiotico, paso
esencial para su mecanismo de accion hidrolitica sobre los carbapenémicos (Palzkill, 2013;

Papp-Wallace et al., 2011). Estas enzimas son inhibidas por el EDTA, pero no por el &cido
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clavulanico (Palzkill, 2013; Vanegas-Mdunera, Roncancio-Villamil, y Jiménez-Quiceno,
2014), sulbactam o tazobactam (Palzkill, 2013). Actualmente, las metalo-p-lactamasas se
clasifican en seis diferentes tipos como son IMP, VIM, SPM, GIM, SIM y NDM (Diane y
Rolain, 2014). Las enzimas metalo-f-lactamasas han sido descritas en varias especies como
Acinetobacter baumannii, Serratia marcescens, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa, entre otras (Palzkill, 2013). Los genes que codifican este tipo de enzimas pueden
estar dentro del cromosomas (Moreno, 2013), integrones de clase 1 (Gordon y Wareham,

2010), plasmidos o transposones (Moreno, 2013).

Actualmente, la enzima NDM es endémica de Nueva Delhi; sin embargo, la enzima
presenta una rapida diseminacion incluso ya se encuentra en varias especies de
Acinetobacter de diferentes partes del mundo (Quifiones et al., 2015; Luo et al., 2014; Sun,
Liu et al., 2014; Wang et al., 2012). Mientras que, las enzimas mas predominantes de las
metalo-p-lactamasas, VIM e IMP, han sido descritas principalmente en enterobacterias
(Demir, Zer, y Karaoglan, 2015) y en otras especies como Pseudomonas aeruginosa
(Ghamgosha et al., 2015) y A. baumannii (Koh, Sng, Yeng, Hsu, y Zhao, 2007; Poirel et al.,
2011). Por otro lado, la enzima SIM codificada por el gen blasim fue caracterizada en China
(Zhou et al., 2011) y Corea (Kim et al., 2013; Lee et al., 2010). Este gen es transferido a
través de plasmidos transferibles (Kim et al., 2013) dentro de integrones clase 1 (Sun et al.,
2016) aunque también se ha mencionado su presencia a nivel cromosdémico en Acinetobacter
spp. (Lee et al., 2010). El gen tiene dos variantes que difieren por un residuo de aminoacido
en su estructura (Sun et al., 2016). La variante SIM-1 se encuentra en A. baylyi (Zhou et al.,
2011), A. genomoespecie 10 (Lee et al., 2010), A. pitti y A. nosocomialis (Kim et al., 2013);

mientras que, la variante SIM-2 esta presente en P. aeruginosa (Sun et al., 2016).
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Las enzimas GIM y SPM son las metalo-B-lactamasas menos predominantes. Las
enzimas son codificadas por genes que se encuentran principalmente en plasmidos. En la
actualidad, la enzima GIM tiene dos variantes, las mismas que son endémicas de Alemania
(Zhao y Hu, 2015). La variante GIM-1 fue reportada por primera vez en Pseudomonas
aeruginosa (Castanheira, Toleman, Jones, Schmidt, y Walsh, 2004) aunque también se la ha
encontrado en varias especies de la familia Enterobacteriaceae (Hamprecht et al., 2013;
Kaase et al., 2014; Wendel et al., 2013), asi como en aislados clinicos de A. pittii (Kaase et
al., 2014). Recientemente, la variante GIM-2 se la ha encontrado en un aislado clinico de
Enterobacter cloacae (Wendel y MacKenzie, 2015). Ademas, el gen que codifica la variante
GIM-1 se localiza en plasmidos (Kaase et al., 2014); mientras que, el gen que codifica a la
variante GIM-2 se lo encontrd en un integron del cromosoma (Wendel y MacKenzie, 2015).
Finalmente, el gen SPM fue reportado por primera vez en la especie P. aeruginosa en Brasil
(Poirel, Magalhaes, Lopes, y Nordmann, 2004); a partir de su aparicion, los reportes en
Acinetobacter spp. son escasos. Un estudio indico la presencia de la enzima SPM en A.

baumanni aislado de Irdn (Shahcheraghi et al., 2011).

2.6. MECANISMOS DE RESISTENCIA

La resistencia microbiana puede ser natural o intrinseca y adquirida (Bernal, Molina-
Santiago, Daddaoua, y Llamas, 2013; Madhavan y Murali, 2011; Orozco-Rico, 2011)
aunque también se menciona un tercer tipo, la resistencia adaptativa (Bernal et al., 2013). La
resistencia intrinseca constituye una caracteristica inherente o funcional de algunas bacterias
para combatir la accion de un determinado antibiotico (Blair, Webber, Baylay, Ogbolu, y
Piddock, 2015; Orozco-Rico, 2011). La resistencia intrinseca estd relacionada con
caracteristicas propias de las bacterias (Bernal et al., 2013; McDermott y White, 2011) mas

no con la presencia del antibidtico (Pérez-Cano y Robles-Contreras, 2013). En particular, la
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presencia de varios genes presentes en el cromosoma bacteriano (Blair et al., 2015; Davies
y Davies, 2010) que contribuyen directa o indirectamente a la inactivacion de diferentes
tipos de antibidticos como B-lactdmicos, fluoroquinolonas o aminoglucoésidos (Blair et al.,
2015). Por otro lado, la resistencia adquirida puede ser el resultado de una alteracion o
mutacion en los genes del cromosoma o por la incorporacion de un elemento externo de la
bacteria mediante transferencia horizontal del material genético (Bernal et al., 2013; Corona
y Martinez, 2013; Guitian et al., 2012; Madhavan y Murali, 2011). Finalmente, la resistencia
adaptativa es la capacidad de la bacteria de sobrevivir en presencia de antibiéticos en donde
sus genes se expresan dependiendo de las condiciones del medio (Bernal et al., 2013). Todos
estos mecanismos de resistencia permiten la expresion de diferentes fenotipos de resistencia

e incluso multirresistencia en bacterias (Bernal et al., 2013; Davies y Davies, 2010).

La resistencia antibidtica en Acinetobacter spp., igual que otras bacterias, puede ser
intrinseca o adquirida (Doughari et al., 2011; Hammoudi et al., 2015). Las especies de
Acinetobacter tienen la capacidad de combinar mas de un mecanismo y generar
multirresistencia a los antibidticos (Orozco-Rico, 2011; Papp-Wallace et al., 2011). Estos
mecanismos de resistencia pueden variar entre especies, el tipo de antibidticos y la
localizacion geografica (Doughari et al., 2011). Entre los mecanismos intrinsecos principales
se menciona a los siguientes: i) la alteracion de la permeabilidad de la membrana externa, ii)
expulsién del antibi6tico por la presencia de bombas de eflujo y iii) la inactivacion del
farmaco mediada por la modificacion enzimatica (Bernal et al., 2013; Blair et al., 2015;

Doughari et al., 2011; Orozco-Rico, 2011; Sen y Joshi, 2015).
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2.6.1. Mecanismos de resistencia intrinsecos

2.6.1.1. Alteracion de la permeabilidad

La alteracion de la permeabilidad es un mecanismo de resistencia intrinseco que puede
ser mediada por diferentes factores (Corona y Martinez, 2013). La impermeabilidad esta
dada por la composicién y estructura del lipopolisacarido (LPS), asi como de la expresion
de las porinas, proteinas de la membrana externa (Omp, por sus siglas en inglés) (McDermott
y White, 2011). En la alteracion de la permeabilidad, las bacterias pueden cambiar su
superficie mediante la modificacion del lipopolisacarido (LPS), causando la reduccion de
las interacciones moleculares con el antibiotico; al mismo tiempo, aumenta la produccién de
vesiculas que impiden la entrada del antibiético a la célula (Corona y Martinez, 2013; Pérez-
Cano y Robles-Contreras, 2013). Por otro lado, la baja regulacién de las porinas promueve
alteraciones en su nimero o tipo, generando una reduccion de la permeabilidad de la
membrana externa lo que impide la entrada del antibiético (Blair et al., 2015; Corona y
Martinez, 2013). Por lo tanto, este mecanismo es resultado de una modificacion en los
receptores especificos para los antimicrobianos o una alteracién estructural de la membrana

o pared celular (Pérez-Cano y Robles-Contreras, 2013; McDermott y White, 2011).

La reduccidn en la expresion de las porinas contribuye a la resistencia de los
antibioticos como carbapenémicos o cefalosporinas (Blair et al., 2015). En particular, los
carbapenémicos utilizan las porinas para llegar al sitio blanco (Moreno, 2013; Papp-Wallace
et al., 2011), su resistencia es mediada por una degradacion enzimatica (Blair et al., 2015).
Sin embargo, en ausencia de carbapenemasas, la resistencia se da por mutaciones que reduce
la produccion de porinas o por porinas alteradas no funcionales (Blair et al., 2015; Moreno,
2013). La presencia de los carbapenemicos ejerce una presion selectiva a favor de la

aparicion de mutaciones en los genes de las porinas, asi como en los genes que regulan la
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expresion de las mismas (Blair et al., 2015). De esta manera se disminuye la cantidad de
antibidtico en la bacteria, generando fenotipos resistentes (Moreno, 2013). Por ejemplo, en
Escherichia coli se ha reportado una rapida acumulacién de mutaciones en los genes
relacionados con las porinas después de la exposicion a carbapenémicos (Tangden et al.,

2013).

En Acinetobacter spp., la resistencia a los carbapenémicos esta relacionada también
con la pérdida de la expresion de las porinas (Evans et al., 2013; Gordon y Wareham, 2010;
Hernandez, Garcia, Yagle, y Gomez, 2010). Entre las porinas mas importantes se menciona
a CarO, proteina de 29 kDa (Abbott et al., 2013; Fonseca, Scheidegger, Freitas, Cipriano, y
Vicente, 2013; Gordon y Wareham, 2010) y Omp33-36, proteina de 33-36 kDa (Abbott et
al., 2013). En particular, la pérdida o reduccion de la porina CarO esta relacionada con la
resistencia al imipenem mas no al meropenem (Catel-Ferreira et al., 2011; Fonseca et al.,
2013). En menor proporcién, se menciona a las porinas OprD-like y OmpA; sin embargo,
estas porinas estan relacionadas con la resistencia a las cefalosporinas (Beceiro, Tomas, y

Bou, 2013).

2.6.1.2. Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo es un mecanismo intrinseco de resistencia bacteriana (Blair et
al., 2015; McDermott y White, 2011) mediado por un sistema proteico cuya funcién es
transportar sustancias nocivas desde interior de la bacteria hacia el exterior (McDermott y
White, 2011; Moreno, 2013). Si el antibidtico ingresa al citosol bacteriano es expulsado de
la célula por medio de las bombas de eflujo (Corona y Martinez, 2013). Las bombas de eflujo
funcionan en base a un mecanismo de contra-transporte iénico o por la hidrdlisis de ATP

como fuente de energia (McDermott y White, 2011; Moreno, 2013). La sobreexpresion de
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las bombas de eflujo confiere una alta resistencia antibidtica (Blair et al., 2015; Sun, Deng,
y Yan, 2014), la misma que puede ser resultado de mutaciones en los genes regulatorios que
controlan la expresion, asi como respuesta a sefiales ambientales (Blair et al., 2015;
McDermott y White, 2011; Sun, Deng et al., 2014). Las proteinas que conforman la bomba
de eflujo son codificadas por genes localizados a nivel cromosomico (Blair et al., 2015; Sun,
Deng et al., 2014) aungue también se menciona genes presentes en plasmidos (Beceiro et

al., 2013).

Las bombas de eflujo se clasifican en cinco familias tanto en bacterias Gram positivas
como negativas (Venter, Mowla, Ohene-Agyei, y Ma, 2015). Esta clasificacion se basa en
las fuentes de energia y sustratos, asi como en la composicién y el nimero de regiones de
transmembrana. Las familias son las siguientes: i) la familia de la resistencia-nodulacién-
division (RND, por sus siglas en inglés), ii) la superfamilia del ATP (adenosina trifosfato)-
vinculante de cassette (ABC, por sus siglas en inglés), iii) la familia de resistencia a multiples
farmacos y extrusién compuesto toxico (MATE, por sus siglas en inglés), iv) la familia de
la resistencia a multiples farmacos pequefia (SMR, por sus siglas en inglés) y v) la
superfamilia facilitadora principal (MFS, por sus siglas en inglés) (Coyne, Courvalin, y
McDermott y White, 2011; Périchon, 2011; Sun, Deng et al., 2014). De las cinco familias,
cuatro se encuentran tanto en bacterias Gram positivas como negativas (Sun, Deng et al.,
2014; Venter et al., 2015); mientras que, la familia RND se encuentra en el cromosoma
(Lupo et al., 2012) de bacterias Gram negativas (Blair et al., 2015; Lupo et al., 2012; Sun,
Deng et al., 2014; Venter et al., 2015). En especial en estas bacterias, las bombas de eflujo

son un mecanismo importante para la resistencia antibidtica (Coyne et al., 2011).

El sistema RND, codificado cromosémicamente, es un canal proteico que atraviesa las

membranas, externa e interna, asi como el espacio periplasmico de la bacteria (Sun, Deng et
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al., 2014). Este sistema emplea un gradiente de protones de membrana para expulsar el
sustrato, intercambiando un hidrogenién (H*) por una molécula del antibiético (Venter et
al., 2015). Ademas, este sistema es uno de los mecanismos de resistencia intrinseca de
Acinetobacter baumannii, responsable de la multirresistecia antibidtica encontrada en la
especie (Hernandez et al., 2010; Sun, Deng et al., 2014; Venter et al., 2015). La resistencia
mediada por este sistema se incrementa en presencia de otros mecanismos como la

produccién de carbapenemasas de la clase D (Coyne et al., 2011).

El principal mecanismo intrinseco de Acinetobacter baumannii constituye la bomba
de eflujo AdeABC (Abbott et al., 2013; Esterly, Richardson, Eltoukhy, Qi, y Scheetz, 2011;
Evans et al., 2013; Gordon y Wareham, 2010). Esta bomba de eflujo es codificada por tres
genes cromosomales, adeA, adeB y adeC, los mismos que codifican el componente de fusion
de la membrana, el transportador de antibidtico y la porina de membrana externa,
respectivamente (Coyne et al., 2011; Estearly et al., 2011). El operdn adeRS es regulado por
los genes adeR y adeS (Coyne et al., 2011; Evans et al., 2013), en donde el gen adeR codifica
para un regulador de respuesta, AdeR. Este regulador promueve a la codificaciéon de la
proteina represora que se unira al operador de este sistema. En presencia del antibi6tico, la
proteina represora cambia estructuralmente lo que permite que se active el gen AdeS para
que se inicie la transcripcion de las proteinas de membrana del sistema AdeABC (Coyne et
al., 2011; Sun et al., 2012). El sistema AdeABC tiene la capacidad de conferir resistencia a
maltiples farmacos como a los aminoglucosidos, p-lactamicos, fluoroquinolonas,
tetraciclinas, glicylciclinas como tigeciclina, macrolidos, cloranfenicol y trimetoprim. En
particular, el sistema genera resistencia a los carbapenémicos como imipenem y meropenem
(Coyne et al., 2011). Otras bombas de eflujo que se mencionan en Acinetobacter spp. son

los sistemas AdelJK y AdeFGH, los mismos que estan relacionados con la resistencia a
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varios antibidticos; en particular, el primer sistema media una resistencia a los

carbapenémicos (Evans et al., 2013; Gordon y Wareham, 2010;).

2.6.1.3. Hidrolisis enziméatica

La modificacion enzimaética es el principal mecanismo de resistencia antibiética (Blair
et al., 2015). Por medio de este mecanismo, las bacterias son capaces de crear cambios en la
estructura del antibidtico haciendo que pierda su funcionalidad (Moreno, 2013). Varias
enzimas tienen la capacidad de modificar o degradar antibidticos de diferentes tipos como
los B-lactdmicos (Blair et al., 2015). De acuerdo a la estrategia quimica, las enzimas que
confieren resistencia pueden dividirse en tres grupos: i) enzimas de hidrolisis, ii) enzimas

redox Y iii) enzimas de transferencia (Gallo y Puglia, 2013).

Las enzimas de hidrdlisis son aquellas cuya funcion es crear cambios en la estructura
del antibiotico con el fin de que pierda su funcionalidad (Moreno, 2013). Estas enzimas
degradan por hidrdlisis los puentes de las aminas o ésteres presentes en los antibioticos
(Tanwar et al., 2014). Entre las enzimas de hidrdlisis se encuentran las p-lactamasas
(McDermott y White, 2011; Moreno, 2013) cuya funcion es hidrolizar al anillo B-lactamico
mediante la ruptura del enlace amida en los antibidticos que poseen esta estructura
(McDermott y White, 2011; Palzkill, 2013; Pérez-Cano y Robles-Contreras, 2013). En
Acinetobacter spp., el principal mecanismo de resistencia a p-lactamicos es la produccion
de enzimas B-lactamasas (Almasaudi, 2016; Beceiro et al., 2013; Hernandez et al., 2010) ya
sean intrinsecas o adquiridas. Por otro lado, aunque las enzimas redox no han sido muy
estudiadas, estas enzimas tienen la capacidad de destruir al antibiético mediante oxidacion;
en donde, una monooxigenasa cataliza la monohidroxilacion de los antibiéticos (Gallo y

Puglia, 2013).

29



Las transferasas constituyen el grupo mas grande de enzimas que promueven
resistencia antibidtica (Gallo y Puglia, 2013). Estas enzimas se caracterizan porque
transfieren grupos quimicos a sitios vulnerables del antibiotico, inhibiendo la unién del
mismo a su sitio blanco (Blair et al., 2015). Estas enzimas modifican los enlaces covalentes,
dafiando de esta manera la union a la diana, mediante adenilacion, fosforilacion, acilacion,
glicosilacion (Gallo y Puglia, 2013; Tanwar et al., 2014), nucleotidilacién, ribosilacion, la
transferencia de grupo tiol (Gallo y Puglia, 2013) o hidroxilacion (Tanwar et al., 2014). Las
transferasas actuan en el citosol y requieren de cosustratos como de ATP, acetil coenzima
A, nicotinamida adenina dinucle6tido hidrogenasa (NADH), difosfato de uridina (UDP) o
glucosa (Gallo y Puglia, 2013). Finalmente, estas enzimas pertenecen a diferentes familias
como acetiltransferasas fosfotransferasas y nucleotidiltransferasas que tienen la capacidad
de transferir grupos quimicos como acil, fosfato, nucleotil y ribitol (Blair et al., 2015). Por
ejemplo, la resistencia a los aminoglucésidos esta mediada, principalmente, por la
produccion de la enzima la amoniglucésido-3"-fosfotransferasa VI que inactiva la amikacina

(Gallo y Puglia, 2013).

2.6.2. Mecanismos de resistencia adquiridos

Acinetobacter spp. son bacterias multirresistentes debido a la acumulacion de
multiples mutaciones y la adquisicion de genes de resistencia procedentes de otros generos
bacterianos (Hernandez et al., 2010; Poirel et al., 2011). En el género, las mutaciones
puntuales pueden desarrollarse a lo largo del tiempo para generan resistencia (Hernandez et
al., 2010). Por otro lado, la transferencia de la resistencia en Acinetobacter spp. es mediana
por distintos elementos como plasmidos, integrones, transposones (Perilli et al., 2015) o por
competencia natural en la transformacion genética (Almasaudi, 2016), en especial, para las

cepas que son naturalmente competentes (Davies y Davies, 2010).
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En particular, la adquisicion de los genes blaoxa constituye el mecanismo de
resistencia mas predominante de Acinetobacter spp. (Boo y Crowley, 2009). La expresion
de las enzimas es mediada por integrones de clase uno, encontradas principalmente en A.
baumannii (Perilli et al., 2015). Los integrones contienen las secuencias de insercion (IS,
por sus siglas en inglés) y un promotor que favorecen la expresion de los genes de resistencia
(Krebs, Goldstein, y Kilpatrick, 2011). Por ejemplo, uno de los elementos de insercion mas
reportado en Acinetobacter spp. es el ISAbal que es un elemento intrinseco movil
responsable de la expresion de los genes que codifican para las -lactamasas (Adams, Chan,
Molyneaux, y Bonomo 2010; Vanegas-Munera et al., 2014). Este elemento al insertarse
interrumpe la codificacion de una proteina de membrana, generando un bloqueo en la entrada
del antibidtico a la bacteria (Sun et al., 2012). En A. baumannii, el elemento ISAbal ha sido
identificado en la expresion de los genes blaapc-7, ampC, blaoxa-23 y blaoxa-s1 (Adams et

al., 2010; Jung y Park, 2015; Sun et al., 2012).

2.6.2.1. Mutaciones

El uso constante de antibidticos sintéticos ha generado un cambio en la evolucion
natural de las bacterias, generando poblaciones bacterianas resistentes (Beceiro et al., 2013).
Esta resistencia antibiotica que adquieren las bacterias puede ser debido a la presencia de
mutaciones en los genes cromosomales (Bernal et al., 2013), con una consecuente presion
selectiva por la presencia continua de antibioticos (Hernandez et al., 2010). Las mutaciones
son resultado de alteraciones en la informacién genética de un organismo, las mismas que
son heredables (Krebs et al., 2014). En particular, las mutaciones puntuales pueden generarse
tanto de forma espontanea por errores en la replicacion, pérdidas o desaminacion de bases,

asi como de forma inducida por la presencia de mutagenos (Krebs et al., 2012).
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Las mutaciones puntuales son las principales responsables de alterar los sitios diana de
los antibidticos, disminuyendo la accion del mismo (Hernandez et al., 2010). Este tipo de
mutaciones son importantes para la supervivencia de las bacterias debido a que les provee
una ventaja selectiva (Bernal et al., 2013). Sin embargo, algunas mutaciones son corregidas
por el sistema de reparaciones la bacteria (Murray et al., 2014); mientras que, otras
mutaciones consideradas como favorables son mantenidas por el sistema de reparacion por
error mut (Krebs et al., 2014). Las mutaciones que son mantenidas en el organismo pasan de
generacion en generacidn por la seleccién natural, incrementando la tasa de mutaciones
como resultado se originan bacterias resistentes en pocas generaciones (Jouve, 2010). En
particular, las mutaciones relacionadas con la resistencia antibidtica son seleccionadas
gracias a la presion selectiva generada, principalmente, por el uso continuo de antibioticos

(Bernal et al., 2013; Laxminarayan et al., 2013).

En Acinetobacter spp, las mutaciones en diferentes genes pueden generar resistencia a
diferentes antibioticos. Por ejemplo, las mutaciones en determinados codones del gen
blaoxa-23-ike han sido asociadas con un alto grado de resistencia a carbapenémicos, en
particular, al imipenem (Bahador et al., 2015). Otras mutaciones, las que aparecen en el gen
AdeS generan una proteina truncada que es la responsable de activar al gen AdeR (Sun et al.,
2012), promoviendo una sobreexpresion del sistema adeABC (Gordon y Wareham, 2010;
Sun et al., 2012). Por otro lado, mutaciones simultaneas en los genes gyrA y parC
contribuyen a la alta resistencia a las fluoroquinolonas (Ardebili, Rastegar, Beheshti, y
Rastegar, 2015); asi como, las mutaciones puntuales que ocurren en algunos PBP, las
asemeja a las B-lactamasas, producen la hidrolisis del anillo B-lactamico de los antibidticos

(Rubtsova et al., 2010).
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2.6.2.2. Transferencia horizontal de genes

La transferencia horizontal de genes es un proceso mediante el cual una bacteria
transfiere su material genético a otra (Brooks et al., 2014), transferencia que puede ser entre
bacterias de la misma especie o incluso entre especies distintas (Madhavan y Murali, 2011).
Este proceso constituye uno de los mecanismos mas importantes de evolucion bacteriana
debido a que las bacterias adquieren nueva informacion (Boto, 2010), la misma que le da
una ventaja selectiva (Arber, 2014). Por lo que, la transferencia horizontal de genes es un
mecanismo esencial para el desarrollo de la resistencia en bacterias (Beceiro et al., 2013).
Las bacterias adquieren genes de resistencia mediante diferentes procesos como la
conjugacion, transduccion y transformacion (Arber, 2014; Blair et al., 2015; Finley et al.,
2013; Krebs et al., 2014; Madhavan y Murali, 2011), asi como también, por la incorporacion
de ADN mediante transposicion, recombinacion sitio especifica u homdéloga (Stokes y
Gillings, 2011). Todos estos procesos involucran dos pasos: i) el movimiento fisico del ADN
y ii) la incorporacion para su mantenencia estable (Stokes y Gillings, 2011), los mismos que
son mediados por diferentes elementos genéticos. Entre los elementos genéticos que
participan en el proceso son principalmente plasmidos, transposones, integrones (Bernal et
al., 2013; Elsaied y Maruyama, 2011; Finley et al., 2013), bacteriéfagos y el ADN desnudo
(Bernal et al., 2013; Finley et al., 2013; Krebs et al., 2014) aunque también se menciona a

cassettes genéticos y elementos de insercion (Stokes y Gillings, 2011).

En bacterias, el mecanismo maés utilizado para la transferencia de genes de resistencia
es la conjugacion (Krebs et al., 2014), proceso en el cual existe contacto fisico en sitios
especificos entre dos bacterias (Koraimann y Wagner, 2014; Krebs et al., 2014). Este
contacto promueve la formacion de un puente plasmatico, pili, por donde pasara el plasmido

(Arber, 2014; Goering et al., 2013; Hartwell et al., 2011). El segundo mecanismo es la
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transduccion, en donde bacteridéfagos lisogénicos insertan su genoma en el cromosoma
bacteriano (Brooks et al., 2014; Krebs et al., 2014). La informacion genética incorporada en
el cromosoma es transmitida de una bacteria a otra durante la replicacion en cada ciclo
celular (Krebs et al., 2014), lo que constituye la transferencia vertical de genes. El tercer
proceso es la transformacion que consiste en incorporar ADN exdgeno gque se encuentra en
el ambiente como resultado de la lisis del organismo donador (Goering et al., 2013; Hartwell
et al., 2011). El proceso puede llevarse a cabo de forma natural mediante la competencia
natural o inducida que ocurre bajo condiciones de laboratorio (Brooks et al., 2014; Goering

etal., 2013; Krebs et al., 2014).

2.6.2.2.1. Plasmidos

Los plasmidos son unidades de ADN extracromosomal que se transfieren de un
microorganismo a otro de la misma especie o de diferentes especies (Noyd, Krueger, y Hill,
2014). Estos elementos extracromosomales son pequefios, de extremos libres, circulares, de
doble cadena de ADN vy se replican de forma independiente (Krebs et al., 2014; McDermott
y White, 2011; Noyd et al., 2014). Por otro lado, los plasmidos o episomas que no tienen la
capacidad de autoreplicacion se integran al cromosoma bacteriano de forma reversible
(Krebs et al., 2014). Los plasmidos pueden ser conjugativos que se movilizan por si solos y
los movilizables que adquieren elementos genéticos moviles como transposones o elementos
de insercion (Carattoli, 2013; Krebs et al., 2014; McDermott y White, 2011). Los dos tipos
de plasmidos son los responsables de una alta tasa de diseminacion de los determinantes
geneéticos de resistencia en bacterias Gram negativas (Carattoli, 2013, McDermott y White,
2011). Los plasmidos transportan los genes encargados de la codificacion de las

carbapenemasas, asi como, de genes necesarios para conferir resistencia a las principales
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clases de antibidticos como quinolonas, B-lactamicos, aminoglucdsidos, sulfonamidas,

macrolidos, trimetropim, tetraciclina o cloranfenicol (Carattoli, 2013).

2.6.2.2.2. Integrones

Los integrones son elementos genéticos cuya funcion es capturar genes exdgenos en
forma de cassettes para convertirlos en genes funcionales, garantizando su correcta
expresion (Cambray, Guerout, y Mazel, 2010; Elsaied y Maruyama, 2011; Gillings, 2014).
Aunque el descubrimiento de los integrones fue en especies bacterianas clinicas, estos
elementos también se encuentran en especies de diferentes entornos naturales debido a su
capacidad de moverse entre diferentes especies (Elsaied y Maruyama, 2011; Gillings, 2014).
Los integrones estan conformados por el gen intl, codifica una integrasa (Intl), un sitio de
recombinacion attl y un promotor (Pc) (Gillings, 2014). Los genes, casettes genéticos, son
reconocidos por la integrasa, proteina encargada de realizar la recombinacion del casette
genético en el sitio attl del integron (Evans et al., 2013; Gillings, 2014). El casette genético
una vez que ha sido integrado se expresa por el promotor Pc (Cambray et al., 2010; Gillings,
2014). Los casettes genéticos estan constituidos por un marco de lectura abierto (ORF, por
sus siglas en inglés) y un sitio de recombinacion attC, el mismo que es reconocido por la
integrasa (Cambray et al., 2010) y es altamente variable, lo que aporta con su diversidad

(Elsaied y Maruyama, 2011).

En bacterias Gram-negativas, la funcion de los integrones es la diseminacion de la
resistencia a los antibidticos; razon por la cual, estos elementos juegan un papel importante
en la adaptacion y evolucion del genoma bacteriano (Elsaied y Maruyama, 2011; Gillings,
2014; Srivastava, 2013). Por lo que, los integrones pueden estar asociados plasmidos o a
elementos moviles como los transposones con el fin de llevar los cassettes de resistencia

antibidtica (Cambray et al., 2010; Palzkill, 2013). Los cassettes de resistencia confieren
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resistencia a B-lactamicos, aminoglucosidos y sulfonamidas, entre otros (McDermott y
White, 2011). Los integrones son de cinco clases, de los cuales el integron de clase 1 es el
de mayor importancia clinica (Cambray et al., 2010). En Acinetobacter spp., los integrones
de clase 1 son los mas reportados y son los encargados de conferir resistencia a varios
antibioticos como cloranfenicol, B-lactamicos, aminoglucésidos y sulfonamidas (Evans et

al., 2013).

2.6.2.2.3. Transposones

Los transposones son elementos genéticos que tienen la capacidad de moverse a lo
largo del genoma en forma independiente y autoreplicarse en el mismo (Fedoroff, 2012;
Krebs et al., 2014). Los transposones se caracterizan por que tienen a cada extremo un
elemento o secuencia de insercion (IS, por sus siglas en inglés) que encierran la region
central formada por uno o varios genes (Brooker, 2012; Krebs et al., 2014; Russell, Hertz, y
McMiillan, 2015) que pueden ser de resistencia antibiotica. Las secuencias de insercion son
unidades autonomas con capacidad de transposicion que se encuentran como repeticiones
terminales invertidas idénticas en los extremos de los transposones (Krebs et al., 2014;
Russell et al., 2015). Estas secuencias tienen su propio gen que codifica la enzima
transposasa que es la responsable de su actividad de transposicién (Brooker, 2012; Krebs et
al., 2014; Russell et al., 2015). Por lo tanto, los elementos o secuencias de insercion son las
responsables de mover al transposon de un lugar a otro diferente dentro del cromosoma
bacteriano (Krebs, et al., 2012; Krebs, et al., 2014). Las secuencias de insercién no solo
pueden estar en transposones del cromosoma bacteriano sino también en transposones
presentes en plasmidos (Krebs, et al., 2014). Por lo que, algunos transposones no solo pueden
transferir los determinantes genéticos de resistencia a los antibidticos (Brooker, 2012; Krebs
etal., 2014; Russell et al., 2015) dentro del cromosoma sino también entre plasmidos y entre

plasmido y el cromosoma bacteriano (McDermott y White, 2011; Pérez-Cano y Robles-
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Contreras, 2013). Por lo tanto, los transposones junto con las secuencias de insercion generan
una rapida evolucion como resultado de la presion selectiva (Stokes y Gillings, 2011),

promoviendo de esta manera la evolucién del genoma bacteriano (Fedoroff, 2012).

2.7. IDENTIFICACION DE RESISTENCIA ANTIBIOTICA

2.7.1. Deteccion fenotipica de la resistencia antibidtica

Para la identificacion de bacterias resistentes como Acinetobacter spp. existen medios
selectivos, uno de los més utilizados es el CHROM AGAR Acinetobacter (Rambach, 2015).
El medio se basa en la coloracion de las colonias debido a la presencia de un cromégeno que
es activado cuando la enzima de la bacteria se une al sustrato del medio; como resultado, el
cromdforo se libera exhibiendo el color distintivo en la placa (Rambach, 2014). Para la
deteccion de Acinetobacter spp. multirresistente, el medio CHROM AGAR contiene un
suplemento que ayuda al crecimiento de aislados con actividad enzimatica de pB-lactamasas

(Rambach, 2015).

La deteccion fenotipica de la resistencia antibidtica es un método dtil para la
identificacion de un mecanismo de resistencia a los antibiéticos (Thirapanmethee, 2012), en
particular, de las carbapenemasas (Nordmann et al., 2011). Entre los métodos estan la
difusion de disco o antibiograma (Balouiri, Sadiki, y lIbnsouda, 2015; Marsik, 2011;
Nordmann et al., 2011), el efecto sinérgico, los sistemas automatizados (Nordmann et al.,
2011) y las tirillas gravimétricas (Marsik, 2011). Algunas técnicas estdn sujetas a
estandarizacion por el Instituto de Estandares de Laboratorio y Clinicos (CLSI, por sus siglas
en inglés) y el Comité Europeo en Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST,

por sus siglas en inglés) (Balouiri et al., 2015).

37



El método de Kirby Bauer o la difusion en disco es el método de referencia para la
deteccion de resistencia bacteriana (Balouiri et al., 2015). Este método consiste en evaluar
la zona de inhibicion del agente antimicrobiano a una concentracion establecida frente a un
indculo estandarizado de un microorganismo; por lo general, esta prueba se realiza en agar
Muller-Hinton (Balouiri et al., 2015; CLSI, 2015). De acuerdo al CLSI (2015), para
Acinetobacter spp., los antibidticos de obligacion a evaluar y reportar son meropenem,
imipenem, ceftazidime y gentamicina; sin embargo, los antibiéticos que también deben ser
probados  son  piperacilina/tazobactam,  ampicilina/sulbactam,  cefepime vy

trimetoprim/sulfometroxazol, aunque su reporte no sea especifico.

En la prueba del efecto sinérgico se evalla la sinergia que es el resultado de una
combinacion e interaccion de dos o mas agentes antimicrobianos (Breitinger, 2012; Marsik,
2011), en donde el efecto combinado genera una fuerza o antagonismo entre ellos
(Breitinger, 2012). Entre las pruebas de sinergia mas utilizadas se encuentran la prueba de
Hodge vy la sinergia de disco combinado (Navarro et al., 2011; 2015; Wei et al., 2015). La
prueba de Hodge es un método fenotipico que sirve para la deteccion de carbapenemasas en
Gram negativas (Vanegas-Munera et al., 2014); en donde, la cepa productora de estas
enzimas inactiva el carbapenémico probado. Por otro lado, la prueba de disco combinado
consiste en la deteccion de pB-lactamasas en donde existe una mayor ampliacion del halo de
inhibicion alrededor del disco de B-lactdmico més un inhibidor frente al disco del -

lactdmico sin inhibidor (CLSI, 2015).

En Acinetobacter spp., la prueba de sinergia de doble disco evalta la presencia de
metalo-p-lactamasas y serin-B-lactamasas (Navarro et al., 2011). Para la deteccion de las
enzimas metalo-B-lactamasas se usa un carbapenémico y un disco impregnado del reactivo

EDTA. En la prueba, se coloca el carbapenémico a una distancia de 1,5 a 2 mm del disco
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impregnado con EDTA (CLSI, 2015; Navarro et al., 2011; Vanegas-Munera et al., 2014). El
fundamento de la técnica es el uso de EDTA, quelante, que va interactuar con el sitio activo
en donde se encuentra el i6n zinc (Vanegas-Mdunera et al., 2014). Por otro lado, para
determinar la presencia de las enzimas serin-p-lactamasas se usa un disco impregnado con
acido bordnico y un disco de carbapenémico (Navarro et al., 2011). Finalmente, para evaluar
la presencia de carbapenemasas de tipo OXA no es posible utilizar los métodos fenotipicos
mencionados debido a que no existen inhibidores especificos para estas enzimas (Navarro

etal., 2011; Wei et al., 2015), por lo que, su deteccidn es a nivel molecular.

2.7.2. Deteccidon molecular de la resistencia antibiotica

Para la identificacion de los genes de resistencia presentes en una bacteria se usa
diferentes técnicas moleculares (Marsik, 2011; Vanegas-Munera et al., 2014; Wei et al.,
2015). Los métodos mas utilizados en deteccidn de genes de resistencia son la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) y el secuenciamiento
(Thirapanmethee, 2012; Vanegas-Munera et al., 2014). La técnica de PCR consiste en una
reaccion enzimatica que da como resultado la amplificacion exponencial de una determinada
region del ADN (Brooker, 2012; Krebs et al., 2014). EI proceso consiste en el cambio de
temperaturas que ocurren en ciclos y consta de tres pasos principales: desnaturalizacion,
hibridacion y extension (Green y Sambrook, 2012; Krebs et al., 2014; Pefia-Castro,
Gregorio-Ramirez, y Barrera-Figueroa, 2013). En la desnaturalizacion, a una alta
temperatura (90-95°C) se promueve la separacion de las cadenas de ADN. En el segundo
paso, los primers, secuencias cortas de ADN, se hibridan con las cadenas del ADN abiertas,
flanqueando la zona que se va amplificar. La hibridacion de los primers dependera de la

temperatura de fusion de cada primer (Tm). Finalmente, en la extension, la enzima ADN
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polimerasa sintetiza las nuevas cadenas de ADN en direccion 5’- 3’ a partir del extremo

3’0OH a una temperatura de 72°C (Green y Sambrook, 2012; Krebs et al., 2014).

En Acinetobacter spp., las variantes de PCR como la PCR en tiempo real y la PCR
maultiple son las mas empleadas para la deteccidn de genes de resistencia que codifican para
las carbapenemasas del tipo serin-p-lactamasas y metalo-p-lactamasas (Kamolvit et al.,
2014; Routray et al., 2013; Turton, Gabriel, Valderrey, Kaufmann, y Pitt, 2007; Yang y Rui,
2016). La PCR mudltiple es una variante de la PCR convencional con la diferencia que en la
reaccion se emplea multiples primers para la amplificacion simultanea de dos 0 mas regiones
de ADN (Green y Sambrook, 2012). Los primers que se utilizan en la PCR multiple deben
tener una temperatura de hibridacion similar y que no sean complementarios entre ellos para
que se dé una correcta amplificacion (Green y Sambrook, 2012; Loeffelholz y Dong, 2013).
Mientras que, la PCR en tiempo real consiste en una amplificacién en donde el producto es
monitoreado durante el proceso; para lo cual, se usa sondas o colorantes fluorescentes
(Brooker, 2012; Green y Sambrook, 2012). La fluorescencia incrementa en una proporcién

directa a la cantidad del producto de PCR (Loeffelholz y Dong, 2013).

La secuenciacion del ADN es un método molecular que permite conocer el orden de
los nucledtidos de una secuencia (Mardis, 2013; Pefia-Castro et al., 2013), de esta forma se
provee informacion sobre la estructura y funcion (Pierce, 2012). El secuenciamiento puede
ser de primera y de la siguiente generacion (Next sequencing) (Mardis, 2013; Metzker,
2010). En el secuenciamiento de primera generacion se incluye dos tipos: el secuenciamiento
de Maxam-Gilber y el Sanger. El secuenciamiento de Maxam-Gilber es un método no
enzimatico; mientras que, el de Sanger es enzimatico (Metzker, 2010; Morey et al., 2013).
En el método de Sanger, descrita en 1977, se emplea nucledtidos modificados conocidos

como dideoxinucleotidos (ddNTPs). Los ddNTPs se caracterizan porque estructuralmente

40



carece del grupo 3°’OH (Mardis, 2013; Morey et al., 2013; Pierce, 2012), lo que impide la
elongacion del producto; por lo tanto, cuando se incorpora un ddNTP se queda un fragmento
de ADN incompleto (Pefia-Castro et al., 2013). Los ddNTPs marcados se incorporan al azar,
generando una poblacion que se diferencia en una sola base (Morey et al., 2013; Pierce,
2012). Los productos de la secuenciacion migran mediante electroforesis en gel de
poliacrilamida desnaturante en donde se diferencian los productos por un nucleotido
(Mardis, 2013; Pefia-Castro et al., 2013). Esta técnica es muy utilizada para la confirmacién

de los genes de resistencia, asi como para su correcta clasificacion (Thirapanmethee, 2012).

2.8. ANALISIS FILOGENETICOS

La filogenia es el estudio de las relaciones entre especies que comparten un ancestro
comun (Patwardhan, Ray, y Roy, 2014; Yang y Rannala, 2012) pero también describe las
relaciones entre una familia de genes, evolucidn, asi como dindmica de los patdgenos, entre
otros (Yang y Rannala, 2012). Por lo tanto, el analisis filogenético tiene como funcion
estimar el origen que exprese el proceso evolutivo y descendencia de un grupo taxonémico
(Pefia, 2011). Para lo cual, las relaciones filogenéticas de un organismo o genes se basa en
la comparacion secuencias homdlogas de ADN, ARN o aminoacidos. Al comparar las
secuencias se establece un nivel de disimilaridad, la misma que se expresa como divergencia

genética (Patwardhan et al., 2014).

Las relaciones filogenéticas se manifiestan de forma grafica como un arbol
filogenético (Patwardhan et al., 2014; Yang y Rannala, 2012). Primero, para el analisis se
determina el mejor modelo evolutivo que da una idea del proceso evolutivo. Uno de los
modelos es el de Jukes-Cantor (JC) que asume que tanto purinas como pirimidinas son

sustituidas en igual proporcion (Patwardhan et al., 2014). Una vez que se determina el mejor
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modelo evolutivo se escoge el método de construccidn, el mismo que es de dos tipos, en
base a caracteres y de distancia (Patwardhan et al., 2014; Yang y Rannala, 2012). Los
métodos en base a caracteres toman en cuenta eventos acumulados en la secuencia,
considerando el estado ancestral (Patwardhan et al., 2014). Entre estos métodos se
mencionan: i) maxima parsimonia (MP), ii) maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en
inglés) y la iii) inferencia bayesiana (IB) (Pefia, 2011; Yang y Rannala, 2012). Por otro lado,
los métodos de distancia calculan la distancia observada después de corregirla usando
diferentes modelos. Entre los métodos de distancia se encuentran Neighborn joining,
Minimun evolution, entre otros. Finalmente, el arbol filogenético es evaluado mediante
diferentes pruebas estadisticas como bootstrap, Kishino-Hasegawa, entre otros (Patwardhan

etal., 2014).

Entre los métodos en base a caracteres, el método de maxima parsimonia se caracteriza
por que utiliza el minimo de cambios y asume cualquier caracter heredable como una
homologia potencial (Pefia, 2011); mientras que, los métodos de maxima verosimilitud e
inferencia bayesiana se basan no solo en el cambio evolutivo sino también en la aplicacién
general de estadistica (Patwardhan et al., 2014; Pefia, 2011). Estos dos métodos utilizan los
caracteres moleculares para estimar la probabilidad. EI método ML estima la probabilidad
de qué tan bien esta la matriz de caracteres, la misma que es explicada por los arboles
filogenéticos (Pefia, 2011); mientras que, en inferencia bayesiana se asignan los parametros
en una distribucion a priori, los cuales son combinados para genera una distribucion
posterior (Yang y Rannala, 2012). La simulacién bayesiana se basa en el uso Markov Chain
Monte Carlo (MCMC) que es proceso que involucra miles de pasos de remuestreo

(Patwardhan et al., 2014). Por esto, se establece que todas las inferencias relativas a los
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parametros se basan en la distribucion posterior que permite interpretar como la probabilidad

de que el arbol es correcto (Yang y Rannala, 2012).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tipo de estudio

El estudio fue de tipo exploratorio y explicativo. De tipo exploratorio porque se busco
la presencia de las enzimas carbapenemasas en Acinetobacter spp. de aislados clinicos y
ambientales de la ciudad de Quito, informacién que no ha sido reportada anteriormente en
la mencionada ciudad. Ademas, el tipo de investigacion fue explicativa debido a que se
describié molecularmente los genes presentes tanto en aislados clinicos, asi como
ambientales. Finalmente, se infirié la relacion de los genes presentes en los dos tipos de

aislados.

3.2. Procedencia de las muestras

3.2.1. Aislados clinicos

Para el estudio se utilizé cincuenta y dos aislados de Acinetobacter spp. procedentes
de varias muestras clinicas de cuatro diferentes hospitales de la ciudad de Quito. Los aislados
clinicos fueron proporcionados por el INSPI-Quito. En el estudio se incluyé los aislados
clinicos reportados y disponibles en la base de datos de la mencionada institucion durante el
periodo enero-diciembre del 2015. Los analisis tanto microbiolégicos como moleculares
fueron procesados en el Laboratorio del Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los

Antimicrobianos del INSPI-Quito. Los datos de cada aislado se detallan en el Anexo 1.

3.2.2. Coleccidon de muestras ambientales

Las muestras ambientales fueron colectadas de cinco rios, Monjas, Machéangara, San
Pedro, Pita y Guayllabamba de la ciudad de Quito. La toma de muestras fue realizada en dos
salidas diferentes. En la primera salida, se muestreo tres sitios diferentes de los rios Monjas,

Machangara y San Pedro. En la segunda salida, se muestreo tres sitios adicionales de los rios
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Monjas, Machangara y San Pedro, ademas, se incluyd el muestreo de seis puntos diferentes
del rio Pita y tres del rio Guayllabamba. Estos rios fueron escogidos debido a que son los
mas representativos de la ciudad y porque parte de su curso pasa cerca de viviendas, excepto
el curso del rio Guayllabamba que pasa fuera de la ciudad. Las muestras fueron colectadas
cerca de viviendas porque existe mayor susceptibilidad de contaminacion. Las muestras
fueron recolectadas de acuerdo a los criterios establecidos en el estudio de Zhang et al.
(2013) y el protocolo de Global Sewage Surveillance Project (2016) con ligeras
modificaciones. Para lo cual, en un envase plastico estéril, se colectd una muestra
representativa de 100 ml del centro de la corriente de cada rio (Zhang et al., 2013). Las
muestras fueron tomadas a una profundidad de alrededor 15 a 20 cm y en sentido opuesto a
la corriente del recurso hidrico (Protocolo Global Sewage Surveillance Project, 2016; Anexo

2).

Las muestras fueron etiquetadas con la fecha, lugar, nimero de muestra y punto GPS
del sitio de coleccion (Anexo 3) e inmediatamente transportadas en condiciones refrigerantes
para su procesamiento. El analisis microbiologico se lo llevo a cabo en el Laboratorio del
Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los antimicrobianos del INSPI-Quito;
mientras que, los andlisis moleculares fueron desarrollados en el laboratorio de Ecologia y
Genética de la Escuela de Ciencias Biologicas de la Pontificia Universidad Catolica del

Ecuador.

3.3. Control de calidad

3.3.1. Control de calidad de los medios de cultivo

Para evaluar la esterilidad de los medios se realizd un control de calidad. Primero, se
evallo la sangre de cordero, para esto se inoculé una gota de sangre en medio Muller Hinton

y otra gota en medio tripticasa soya, los mismos que fueron incubados a 37°C por 24 horas.
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Por otro lado, los medios preparados de agar sangre de cordero, MacConkey y CHROM
AGAR Acinetobacter se incubaron a 37°C por 24 horas. Adicionalmente, para evaluar la
selectividad del medio CHROM AGAR Acinetobacter se sembraron varias cepas ATCC para
poder diferenciar a los aislados de Acinetobacter spp. de otras especies que presentan un
crecimiento con la misma coloracion, ademas se incluyd controles para diferenciar entre
enterobacterias y bacterias no fermentadoras. Las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 y
Klebsiella pneumoniae ATCC 1705 fueron inoculadas para evidenciar el crecimiento de
color azul que debe dar por la presencia de enterobacterias; mientras que, el aislado de A.
baumannii con codigo de identificacion-INSPI-Quito 15-0669 fue sembrado como control
para la deteccion de colonias con un crecimiento rojo. Por otro lado, se sembraron cepas no
fermentadoras como Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 y Enterococcus faecalis ATCC 29212 para diferenciarlas de las colonias de

Acinetobacter spp. Las cajas fueron incubadas a 37°C por 24 horas.

Por otro lado, a cada lote preparado del medio Muller Hinton se realizé el control de
calidad segun los pardmetros del CLSI (2015) y el Protocolo de trabajo Red Whonet de
Argentina (2014) que se describen a continuacion. ElI pH del medio se evalud con un
pHmetro de sensibilidad de £ 0,01 unidades de pH, esperando un rango que fue de 7,3a 7,4
de pH. La profundidad del agar se la valoré con un calibrador para determinar los 4 mm de
profundidad recomendados por el protocolo. Por otro lado, para el analisis del contenido de
cationes Ca™ y Mg*™* se utiliz6 la cepa Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 frente al
disco de gentamicina, un aminoglucésido. La misma cepa bacteriana en conjunto con el
disco de imipenem fue usada para determinar el contenido de Zn en el agar. El contenido de
timidina se detectdé mediante el uso de una cepa control Enterococcus faecalis ATCC 29212

que se probo frente al disco de trimetroprim/sulfametoxazol. Los resultados obtenidos en
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cada parametro fueron analizados de acuerdo a los criterios establecidos por el CLSI (2015)

para el control de calidad de la prueba de difusion de discos.

3.3.2. Control de calidad de los discos

Los antibioticos utilizados en el estudio y que se detallan en el punto 3.5 fueron
evaluados antes de su uso para la prueba de la sensibilidad tanto de los aislados clinicos
como ambientales. Para el control de los discos se utilizaron dos cepas ATCC, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 y Escherichia coli ATCC 25922. Para cada cepa ATCC, el
diametro de inhibicion con cada antibidtico debié estar dentro del rango permitido de

acuerdo a los lineamientos del CLSI (2015).

3.4. Aislamiento e identificacion de Acinetobacter spp.

Los aislados clinicos disponibles en la base de datos del INSPI-Quito fueron
reactivados en agar sangre de cordero. Una vez que se verifico la calidad del medio se
sembro los aislados y se los dej6 incubar por 24 h a 37°C. Cuando se evidencid crecimiento
bacteriano se prepar6 dos alicuotas: i) una en BHI + Glicerol para su almacenamiento vy ii)
otra en agua estéril (500 pl) para la extraccién del ADN. Las colonias fueron identificadas a
nivel de género en base a sus caracteristicas microscopicas y bioquimicas de acuerdo a Gupta

et al. (2015).

Para los aislados ambientales se procedid de acuerdo a los lineamientos sugeridos por
Zhang et al. (2013) con ligeras modificaciones. Para lo cual, 100 ml de agua de cada rio
fueron centrifugados a 1 000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente. El
sobrenadante fue decantado, el pellet resultante de cada muestra fue resuspendido en 5 ml
de medio liquido tioglicolato e incubado por 24 horas. El crecimiento microbiano fue

evaluado a 37°C. De la mezcla se tom6 30 pl, la misma que fue sembrada en el agar selectivo
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CHROM AGAR Acinetobacter. Las colonias que crecieron con un pigmento rojo en el medio
selectivo fueron seleccionadas para la identificacion preliminar de Acinetobacter spp. A las
colonias seleccionadas se las realiz6 unatincion Gram y pruebas bioguimicas como oxidasa,
catalasa y motilidad (Gupta et al., 2015). La mayoria de los aislados sospechosos

procedentes se los identificod mediante el sistema automatizado VITEK-2 (Biomerieux).

3.5. Pruebas de sensibilidad

Las pruebas de susceptibilidad antibidtica de Acinetobacter spp. tanto de los aislados
clinicos como ambientales se determind por el método de difusion en disco utilizando el agar
Muller Hinton en base a los criterios descritos por CLSI (2015) y el Protocolo de trabajo
Red Whonet de Argentina (WHONET, 2014). Para el analisis, se trabajoé con cada aislado
bacteriano a una concentracion de 0,5 de acuerdo a la escala de MacFarland. Los discos
antibidticos utilizados fueron los siguientes: ampicilina/sulbactam (20 pg), ceftazidima (30
ug), ciprofloxacina (10 ug), imipenem (10 ug), meropenem (10 pg), gentamicina (10 pg),
amikacina (30 pg), cefepime (30 pg), acido nalidixico (30 pg), trimetoprim/sulfametoxazol
(25 ug), piperacilina/tazobactam (110 pg) y tobramicina (30 ug). Las cajas fueron incubadas
por 24 horas a 37°C tanto para aislados clinicos como ambientales. Los puntos de corte para
considerar a cada antibiotico como resistente, intermedio o sensible fueron de acuerdo a los

lineamientos del CLSI (2015), los mismos que se detallan en el Anexo 4.

Para la determinacion de las enzimas metalo-p-lactamasas y serin-p-lactamasas se
realizaron las pruebas de monodiscos de EDTA vy acido boronico, respectivamente (CLSI,
2015). Para evaluar la sinergia que se produce entre el reactivo EDTA y los carbapenémicos,
se colocaron dos discos, imipenem (10 pg) y meropenem (10 pg), a una distancia de 2 cm

al centro del disco con EDTA (5 ug). Para observar la sinergia que se produce entre el acido
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boronico y el carbapenémico, se colocd el disco de imipenem a una distancia de 2 cm al

centro del disco con &cido boronico (5 pg) (WHONET, 2014).

3.6. Analisis molecular

3.6.1. Extraccion de ADN

Una vez identificados los aislados a nivel de género y obtenido el perfil fenotipico de
resistencia a los carbapenémicos y otras familias de antibioticos se realiz6 una suspension
bacteriana para la extraccion de ADN. La extraccion de ADN gendmico total fue de acuerdo
a los parametros de Cuaical, Delgado, Anzola, Marcano, y Torres (2012) que se detalla a
continuacidén. Primero, se procedid con la lisis celular, para lo cual se colocd dos colonias
en 500 pl de agua destilada esteril y se lo dejo en ebullicion durante 15 min. Posteriormente,
la solucion fue centrifugada por 2 minutos a 10 000 rpm. EIl sobrenadante obtenido se lo
transfirio a otro microtubo de 1,5 ml. Finalmente, el ADN obtenido se lo cuantificé mediante
espectrofotometria utilizando el equipo Nanodrop y se lo conservé a -20 °C para su posterior

amplificacion.

3.6.2. Amplificacion de los genes de resistencia

Para la identificacion de los genes de resistencia se amplificaron nueve regiones
parciales de genes que codifican para las diferentes enzimas carbapenemasas mediante PCR.
Las regiones amplificadas fueron seis genes que codifican las enzimas del tipo serin-f-
lactamasas, blaces, blaoxa-2s, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss y blaoxa-143 y tres genes que
codifican a las metalo-p-lactamasas, blasem, blasim y blacim. Las secuencias de los primers

que se escogieron para la amplificacion de los genes de resistencia se detallan en Anexo 5.
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La reaccién de PCR fue en un volumen final de 25 pl, la misma que contenia 12,5 pl
de GoTag® Green Master Mix 1X (Promega, 2012), 10,5 ul de agua molecular, 0,5 ul de
cada primer forward y reverse (10 uM) y 1 ul de ADN a una concentracion de 50 ng/ul. En
la reaccion de PCR, se incluyo tres controles: i) un control positivo para los genes de
resistencia blaoxa-23, blaoxa-s1 y blaoxa-ss, ii) un control negativo que fue el agua de PCR y
iii) un control interno para los genes blaoxa-143, blaoxa-24, blages, blaspm, blacgiv y blasim.
Para la amplificacion de los genes blaoxa-23 ¥ blaoxa-s1 se utiliz6 como control positivo a
Acinetobacter baumannii INH 221781 y para el gen blaoxa-ss se dispuso de A. baumannii
INH 628504. Por otro lado, el control interno se usd para descartar problemas a nivel de
reaccion debido a que no se disponia de control positivo para algunos genes. El control
interno para las pruebas de los genes blaoxa-143, blaoxa-24, blaces y blasim fue A. baumannii
INH 221781; mientras que, A. baumannii INH 628504 fue control interno para el gen blaspm.
Una vez que se obtuvo un producto de PCR para los genes blaoxa-143, blaoxa-24, blages y
blasim se utilizé el aislado 15-1175 como control positivo. El aislado positivo 15-1175
positivo para el gen blasim se lo utilizé como control interno para la amplificacion del gen

blacim.

Las condiciones de la PCR para los genes blaspm, blaces, blasiv y blacim fueron las
reportadas por Ellington et al. (2007) con ligeras modificaciones. Las condiciones fueron las
siguientes: una denaturacién inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de
denaturacion a 94°C por 30 segundos, annealing a 52,8°C por 40 segundos y una extension
a 72°C por 50 segundos; finalmente, una extension final a 72°C por 10 minutos. Por otro
lado, las condiciones de la PCR para los genes blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss ¥
blaoxa-143 fueron las reportadas por Woodford et al. (2006) con ligeras modificaciones. Las

condiciones fueron las siguientes: una denaturacién inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de
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30 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 segundos, annealing a 53°C por 30 segundos, y una
extension a 72°C por 30 segundos; finalmente, una extension final a 72°C por 10 minutos.
Para la amplificacion del gen blaoxa-ss se utilizd la temperatura de annealing de 60°C, la
misma que se determin6 mediante un analisis de gradiente. Los productos de PCR migraron
en gel de agarosa al 2 % tefiido previamente con Gelstar™ Nucleic Acid Gel Stain 10 000 X

(Lonza) para su visualizacion mediante UV.

3.6.3. Purificacion y secuenciamiento de las muestras

Los productos de PCR fueron purificados con exonuclease | and shrimp alkaline
phosphatase (ExoSap-IT®) para enviar a secuenciar. En un volumen de 20 pl, se colocé 1
pl de la enzima y se siguio las instrucciones del fabricante (USB Corporation, 2005). El
protocolo consistio en una incubacion a 37 °C por 30 minutos y 80 °C por 15 minutos. Todos
los productos de PCR de los aislados clinicos que resultaron positivos para los genes blasim
(n = 1), blasem (n = 7), blages (n = 6), blaoxa-22 (n = 6) y blaoxa-143 (n = 1) se enviaron a
secuenciar. Mientras que, el producto de PCR de los genes blaoxa-ss (n = 18), blaoxa-s1 (n =
23) y blaoxa-23 (n = 23) se seleccionaron tomando en consideracion el tipo de muestra y
servicio de hospitalizacién. Para los aislados ambientales, se enviaron a secuenciar todos los
productos de PCR que fueron positivos para los genes blaspm (n = 2), blaoxass (n = 3) y
blaoxa-s1 (N = 10). Los productos de PCR fueron enviados a Macrogen, Corea, para su

secuenciacion con los dos primers forward como reverse.

Las dos secuencias forward y reverse fueron alineadas manualmente con el software
Clustal W implementado en el programa MEGA 7 (Kumar, Stecher, y Tamura, 2016) para
su edicion y limpieza con el propdsito de obtener una sola secuencia consenso. La

identificacion de las secuencias obtenidas se realizd6 mediante una comparacion entre las
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secuencias disponibles en la base de genes GenBank utilizando la herramienta BLAST
(Altschul et al., 1997). La identidad de la secuencia fue evaluada tomando en consideracion
el porcentaje de identidad entre las secuencias. EI numero de haplotipos de los genes, en
particular del gen blaoxasi, fue determinado con el programa DnaSP v.5.10 (Rozas,

Librado, Sanchez-DelBarrio, Messenguer, y Rozas, 2010).

3.7. Anaélisis de datos

3.7.1. Analisis estadisticos

El analisis de datos se basd en una estadistica descriptiva para calcular la frecuencia
de los genes de resistencia. Los datos del perfil de resistencia fueron tabulados en el software
libre WHONET version 5.6 (WHONET, 2016). Los resultados fueron expresados en
diagrama de barras y pastel elaborados en el programa WHONET y EXCEL (Microsoft,
2016). Las diferencias entre los genes de resistencia a los carbapenémicos entre los tipos de
muestras fueron analizadas mediante la prueba exacta de Fisher con un nivel de significancia
estadistica de un valor p 0,05. Este analisis se lo escogié debido a la diferencia entre el
tamafo de muestra, en particular del nimero de aislados ambientales obtenidos. Los analisis

estadisticos fueron realizados en el programa SPSS Version 23 (IBM, 2015).

3.7.2. Analisis filogenéticos

Para realizar el analisis filogenético, se incluyo los haplotipos (n = 8) de los genes
blaoxa-23 (n = 1), blaoxa-72 (n = 1), blaoxas1 (n = 5) y blaoxa-143 (n = 1) identificados en el
presente estudio. Ademas, se afiadié secuencias de las variantes de los diferentes genes
blaoxa (n = 45) disponibles en la base de datos GenBank. Las secuencias de las variantes
que se incluyeron fueron de los genes blaoxa-23 (n = 4), blaoxa-24 (n = 7), blaoxa-s1 (N = 28)

y blaoxa-143 (N = 6) (Anexo 6). Debido a la diferencia en el tamafio de las secuencias se
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elaboro dos arboles filogenéticos: i) un arbol con secuencias de tamafio de 333 pb y ii) un
arbol con secuencias de 205 pb. En el primer arbol, se elabord con secuencias de los genes
blaoxa-23, blaoxa-s1 ¥ blaoxa-143; en este analisis no se incluyo el gen blaoxa-24 del presente
estudio, pero si secuencias obtenidas del GenBank. Por otro lado, el segundo arbol fue
construido con las secuencias de los genes blaoxa-2s, blaoxa-23 y blaoxa-143; €n este analisis
no se incluyd el gen blaoxas: del presente estudio, pero si secuencias obtenidas del
GenBank. Las secuencias de las variantes OXA-58 de Acinetobacter baumannii (nmero de
acceso GenBank JQ409994.1) y OXA-10 de Pseudomonas aeruginosa (numero de acceso
GenBank GU367339.1) fueron usadas como grupo externo para el analisis de los genes
blaoxa de un tamafio de 333 pb; mientras que, para el analisis de las secuencias con un
tamano de 205 pb se usé solo la secuencia de la variante OXA-58 de A. baumannii (nimero

de acceso GenBank JQ409994.1).

Las secuencias de los genes codificantes fueron divididas en tres particiones
considerando la primera, segunda y tercera posiciones del codon (Shapiro, Rambaut, y
Drummond, 2006). Las matrices de las diferentes particiones para buscar el mejor modelo
evolutivo y la matriz utilizada para los analisis filogenéticos fueron elaboradas en el
programa Mesquite (Maddison y Maddison, 2014). EI mejor modelo evolutivo fue estimado
en base al criterio Akaike Information Criterion corregido (AlCc), el mismo que fue inferido

usando el programa jModelTest v.2.1.4 (Darriba, Taboada, Doallo, y Posada, 2012).

La inferencia bayesiana se lo realizé utilizando el programa MrBayes v.3.2.2 (Ronquist
et al., 2012). Las probabilidades posteriores de los arboles de acuerdo al modelo evolutivo
fueron aproximadas con el modelo de Monte Carlo por Cadena de Markov (MCMC, por sus
siglas en inglés). Para el analisis se realizé una corrida de 2 000 000 generaciones, 200 000

de burn in y muestreadas cada 5 000 generaciones. Para asegurar la convergencia de la
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distribucion posterior y los parametros, los valores del tamafio efectivo de la muestra (ESS,
por sus siglas en inglés) fueron evaluados usando el programa Tracer v.1.6 (Rambaut,
Suchard, y Drummond, 2013). Los arboles filogenéticos obtenidos fueron visualizados y
editados usando el programa FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2014). Para la edicién final de los

arboles se uso el programa de edicion GIMP v 2.8.16 (GIMP Team, 2016).
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4. RESULTADOS

4.1. Aislamiento e identificacién microbiolégica de Acinetobacter spp.

4.1.1. Aislados clinicos

Las muestras clinicas (75 %) provienen principalmente de la poblacién pediatrica
seguido de la poblacion adulta (21,15 %); mientras que, la poblacion de neonatologia y
desconocida, cada una representa un porcentaje bajo del 1,92 %. En cuanto al tipo de
muestra, la secrecion traqueal fue la mas frecuente (30,8 %) (Figura 1). A nivel de servicio
se encontré un mayor nimero de aislados en la unidad de cuidados intensivos (30,8 %) de

los diferentes hospitales de donde se obtuvieron las muestras (Figura 2).
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Tipo de muestra

Figura 1. Tipo de muestras clinicas de los diferentes aislados de Acinetobacter spp.
con respecto al total de pacientes. Acronimos, as: absceso, ca: catéter, ce: liquido
cefaloraquideo, da: herida de cadera, de: muestra desconocida, es: esputo, ha: herida,
Ip: liquido pleural, or: orina, pi: piel, sa: sangre, se: secreciones Yy tr: secrecion traqueal.
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Figura 2. Servicio de muestras clinicas de los diferentes aislados de Acinetobacter
spp. con respecto al total de pacientes. Acronimos, car: cardiologia, eme:
emergencias, uci: unidad de cuidados intensivos, inf: infectologia, med: medicina
interna, neo: neonatologia, ext: medicina externa, ped: pediatria, cir: cirugia, tra:
traumatologia, des: desconocido, ug: unidad de quemados.

Todos los aislados clinicos reactivados fueron viables, los mismos que fueron oxidasa
y motilidad negativa, y catalasa positiva. A nivel macroscopico, las colonias presentaron
bordes regulares, fueron mucoides, convexas, redondas y de color blanco en agar sangre
(Figura 3a); mientras que, en agar MacConkey, las colonias fueron no fermentadoras (Figura

3b). A nivel microscépico, los aislados fueron bacilos Gram negativos (Figura 3c).
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Figura 3. Caracterizacion morfoldgica de los aislados clinicos de Acinetobacter spp.

de cuatro hospitales de la ciudad de Quito. A) morfologia de los aislados en agar

sangre de cordero, B) morfologia de los aislados en agar MacConkey y C) visualizacién

microscapica de las células bacterianas a 100X.

4.1.2. Aislados ambientales

De los veintisiete sitios de coleccion, cuatro muestras (RMO3, RS5, RP4 y RG3) no

mostraron crecimiento y en una muestra (RMO4) crecieron colonias no sospechosas para
Acinetobacter spp. De veintidos puntos de coleccidn, se obtuvo un total de veintiocho
aislados que se caracterizaron por presentar una coloracion roja en CHROM AGAR

Acinetobacter, los mismos que corresponden a diferentes especies bacterianas (Figura 4;

Tabla 1).

Figura 4. Crecimiento de diferentes bacterias en medio CHROM AGAR
Acinetobacter spp. encontrados en cinco rios de la ciudad de Quito. Las colonias
azules constituyen enterobacterias; mientras que, las colonias rojas corresponden a
bacterias no fermentadoras. A) vista superior del crecimiento de diferentes especies
bacterianas y B) visualizacion interna del crecimiento bacteriano.
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De los veintiocho aislados con pigmentacion roja, diez fueron oxidasa y motilidad
negativas, y catalasa positiva; mientras que, los otros aislados presentaron diferentes
resultados en las pruebas bioquimicas antes mencionadas (Tabla 1). A nivel macroscépico,
las diez colonias (35,7 %) sospechosas de Acinetobacter spp. presentaron bordes regulares,
fueron mucoides, convexas, redondas y de color rojo en CHROM AGAR Acinetobacter
(Figura 5a); mientras que, las otras colonias rojas tenian caracteristicas morfoldgicas
diferentes a las antes mencionadas. Ademas, las colonias fueron no fermentadoras en agar
MacConkey (Figura 5b). A nivel microscopico, los diez aislados fueron bacilos Gram
negativos (Figura 5c¢) y fueron identificados como A. baumannii (n = 6), el complejo A.
calcoaceticus/A. baumannii (n = 3) y A. haemolyticus (n = 1). Mientras que, los dieciocho
aislados restantes (64,3 %) fueron identificados como otras especies de diferentes géneros
bacterianos (Tabla 1). Finalmente, los diez aislados identificados como Acinetobacter spp.

fueron encontrados en cuatro rios Monjas, Machangara, San Pedro y Pita.

Figura 5. Caracterizacion morfologica de los aislados ambientales de
Acinetobacter spp. provenientes de muestras de cuatro rios de la ciudad de Quito.
A) morfologia de los aislados en CHROM AGAR Acinetobacter, B) morfologia de los
aislados en agar MacConkey y C) visualizacién microscépica de las células bacterianas
a 100X.
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Tabla 1. Aislamiento e identificacion de los aislados ambientales provenientes de cinco rios. En la tabla se indica el cddigo de la muestra,
namero de colonias aisladas, los resultados de las pruebas bioquimicas y de la automatizada (VITEK-2) y el porcentaje de identidad (%).
Acrénimos, RMO: rio Monjas, RS: rio San Pedro, RMA: rio Machangara, RP: rio Pita, RG: rio Guayllabamba. (+): positivo, (-): negativo.

Cddigodela  Numero de Pruebas bioquimicas Prueba automatizada VITEK-2
muestra colonias Oxidasa  Catalasa Motilidad Especie Porcentaje (%)
- + - Complejo A.calcoaceticus/A. baumannii 99
RMO1 2
- + - Complejo A.calcoaceticus/A. baumannii 99
RMO2 1 - + - Complejo A.calcoaceticus/A. baumannii 98
RMO5 1 - + + Stenotrophomonas maltophilia 99
RMO6 1 + + + Pseudomonas aeruginosa 89
RS1 1 + + + Burkholderia cepacia group 99
RS2 1 + + + Pseudomonas aeruginosa 97
- + - Acinetobacter baumannii 99
RS3 2
- + - Acinetobacter baumannii 98
RS4 1 - + + Stenotrophomonas maltophilia 99
RS6 1 + + + Pseudomonas aeruginosa No se realizd
RMALl 1 + + - Moraxella group 91
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Tabla 1. Continuacion...

Cddigo de la NUmero de Pruebas bioquimicas Prueba automatizada VITEK-2
muestra colonias Oxidasa  Catalasa Motilidad Especie Porcentaje (%)
RMA2 1 - + - Acinetobacter baumannii 99
- + - Acinetobacter baumannii 99
RMA3 3 - + - Acinetobacter baumannii 98
- + - Acinetobacter haemolyticus 95
RMA4 1 + + + Pseudomonas aeruginosa No se realizé
RMADS5 1 - + + Stenotrophomonas maltophilia 99
RMAG 1 - + + Stenotrophomonas maltophilia 99
RP1 1 + + + Pseudomonas aeruginosa 99
RP2 1 - + - Acinetobacter baumannii 99
RP3 1 + + + Pseudomonas aeruginosa 99
RP5 1 - + + Stenotrophomonas maltophilia 99
RP6 1 + + + Pseudomonas aeruginosa No se realiz
RG1 1 + + + Pseudomonas aeruginosa No se realiz
RG2 1 + + + Pseudomonas aeruginosa No se realiz
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4.2. Evaluacion de susceptibilidad antibidtica

4.2.1. Aislados clinicos

Por lo general, los diferentes aislados no muestran sensibilidad a los antibioticos

probados. Todos los aislados (100 %) fueron resistentes a tres antibidticos, meropenem,

imipenem y piperacilina/tazobactam; mientras que, mas del 80 % de los aislados presentaron

resistencia a ocho antibidticos de eleccion. Por otro lado, solo el 48 % de los aislados fueron

sensibles a un antibidtico, tobramicina (Figura 6, Anexo 7).

SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA
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100 | | |
80 || | | |
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Porcentaje

o uuU AMEMS

MEM | IPM | TOB | SAM | CAZ | CIP | GEN | NAL | SXT |AMK | FEP | TZP

MR| 100 | 100 | 21,2 | 96,2 | 98,1 | 94,2 | 86,5 | 96,2 | 92,3 | 92,3 | 98,1 | 100

1 0 0 30,8 | 38 0 2 58 19 19 | 58 0 0

MS| 0 0 48,1 0 19 | 38 | 7,7 19 58 19 1,9 0

Antibioticos

MR W] S

Figura 6. Perfil de resistencia de aislados clinicos procedentes de cuatro hospitales
de la ciudad de Quito. La figura indica los porcentajes de los aislados clinicos que
fueron resistentes a cada antibidtico. Acronimos, MEM: meropenem, IMP: imipenem,
TOB: tobramicina, SAM: ampicilina/sulbactam, CAZ: ceftazidima, CIP:
ciprofloxacina, = GEN:  gentamicina, = NAL: 4&cido nalidixico, = SXT:
trimetropim/sulfametoxazol, =~ AMK: amikacina, FEP: cefepime, TZP:
piperacilina/tazobactam, R: resistente, I: intermedio, S: susceptible.
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En cuanto a la sinergia con EDTA y acido boronico fue negativa para todos los aislados
clinicos, indicando que no hubo presencia de las enzimas serin-p-lactamasas ni de metalo-

B-lactamasas (Figura 7).

Figura 7. Sinergia con EDTA y acido boronico de aislados clinicos procedentes de
cuatro hospitales de la ciudad de Quito. En la figura se observa que el &cido borénico
no produce sinergia con el imipenem ni el EDTA con dos carbapenémicos, imipenem
y meropenem.

4.2.2. Aislados ambientales

Todos los aislados (100 %) fueron sensibles a dos antibidticos, tobramicina y
ampicilina/sulbactam. Por otro lado, nueve aislados (90 %) y cinco (50 %) fueron sensibles
a gentamicina y trimetropim/sulfametoxazol, respectivamente. En cuanto a la resistencia,
cinco aislados (50 %) fueron resistentes e intermedios a imipenem (Figura 8, Anexo 8). Por
lo general, los diferentes aislados muestran un perfil que varia entre resistente e intermedio
para ocho antibiéticos (Figura 8). En cuanto a la sinergia con EDTA y &cido boronico fue
negativa para todos los aislados, indicando que no hubo presencia de las enzimas serin-3-

lactamasas ni de metalo-p-lactamasas (Figura 9).
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Figura 8. Porcentaje de susceptibilidad de aislados ambientales procedentes de
cuatro rios de la ciudad de Quito. La figura indica los porcentajes de resistencia,
intermedio y sensible a cada antibidtico en aislados ambientales. Acronimos, MEM:
meropenem, IMP: imipenem, TOB: tobramicina, SAM: ampicilina/sulbactam, CAZ:
ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, NAL: &cido nalidixico, SXT:
trimetropim/sulfametoxazol, = AMK: amikacina, FEP: cefepime, TZP:
piperacilina/tazobactam.

Figura 9. Sinergia con EDTA y acido boro6nico de aislados ambientales
procedentes de cuatro rios de la ciudad de Quito. En la figura se observa que el
acido boronico no produce sinergia con el imipenem ni el EDTA con los dos
carbapenémicos, imipenem y meropenem.
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4.3. Cuantificacion de ADN

La concentracion de ADN de los sesenta y dos aislados fue alta debido a que
presentaron valores superiores a 50 ng/ul (Anexo 9 y 10). La concentracion del aislado
clinico 15-0853 fue relativamente baja con un valor negativo de -4,6 ng/ul (Anexo 9). El
ADN obtenido presento valores de A260/280 que vario entre 1,66 a 3,31 para los aislados
clinicos (Anexo 9); mientras que, para los aislados ambientales los valores A260/A280 varid
entre 1,86 a 2,14 (Anexo 10). En cuanto a los valores de A230/A260 variaron entre 0,31 a
2,98 para las muestras de ADN procedente de aislados clinicos (Anexo 9); mientras que,
para las muestras de ADN de aislados ambientales los valores de contaminacion oscil6 entre

0,58 a 1,1 (Anexo 10).

4.4. Amplificacion de los genes de resistencia

4.4.1. Aislados clinicos

De los nueve genes, ocho amplificaron para los diferentes aislados clinicos. El gen
blagim no amplificd para ningun aislado (Figura 10). El producto de PCR de los genes vari6
de 200 pb que corresponde al gen blasim hasta aproximadamente 700 pb para el gen blaoxa-
143. Los productos de los genes blaoxa-23, blaoxa-s1 y blaoxa-ss fueron de alrededor 450 pb,
350 pb y 650 pb, respectivamente; mientras que, el gen blaoxa-22 amplificd un producto de
alrededor 250 pb. Finalmente, el gen blasem y el gen blaces presentaron un producto de
alrededor 400 pb y 650 pb, respectivamente. Los diferentes tamafios de los genes

amplificados se pueden apreciar en la figura 11.
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Figura 10. Representacion de la amplificacion del gen blacim para los aislados
clinicos procedentes de cuatro hospitales de la ciudad de Quito. La figura
representa la migracion de la amplificacion del gen blacim. Las muestras en el gel
son las siguientes 1: 15-0107, 2: 15-0122, 3: 15-0578, 4: 15-0610, 5: 1064, 6: 1175,
7:1367, 8: 1352, Cl: control interno que corresponde al aislado 15-1175 que resultd
positivo para el gen blasim. C-: control negativo (agua de PCR), M: marcador de
peso molecular de 100 pb (Invitrogen), pb: pares de bases.

M  blagxass blagpy blagxasi blagxans; blagny  blages blagxass blagxa-i43
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Figura 11. Representacion del tamafio del producto de PCR de ocho genes
amplificados de diferentes aislados clinicos. La figura indica los diferentes tamafios
del producto de PCR que se encontraron en el presente estudio. M: marcador de peso
molecular de 100 pb (Invitrogen), pb: pares de bases. El tamafio de los productos de
PCR de los genes blaoxass y blaspm fueron del mismo tamafo tanto para aislados
clinicos como para aislados ambientales.
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Los aislados que fueron positivos para los diferentes genes amplificados se detalla en
el Anexo 11. De todos los genes amplificados, los genes blaoxa-23 y blaoxa-s1 se encontraron
en un alto porcentaje (98 %) de los aislados clinicos; mientras que, los genes blasiv y blaoxa-
143 presentaron un porcentaje del 1,9 % que representa a un aislado clinico (Anexo 11). El
gen blaoxa-23 Y blaoxa-s1 en conjunto representan el 57 % de los aislados, seguido de la co-
resistencia de los genes blaoxa-23, blaoxa-s1 Yy blaoxa-ss €n un 36 %; mientras que, los genes
blaoxa-23, blaoxa-24 ¥ blaoxasi se identificaron en un 6 %. Otras co-resistencias fueron

detectadas en porcentajes bajos del 2 % y 4 % (Figura 12, Anexo 11).

FRECUENCIA DE GENES

mCl mC2 mC3 mC4 mC5h

2%

Figura 12. Porcentajes de los diferentes genes de resistencia encontrados en los
aislados clinicos procedentes de cuatro hospitales de la ciudad de Quito. C: co-
resistencia, C1: blaoxa-23 y blaoxa-s1; C2: blaoxa-23, blaoxa-s1 y blaoxa-ss; C3: blaoxa-
23, blaoxa-24 Y blaoxa-s1; C4: blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1 y blaoxa-ss; C5: blasm,
blaoxa-24 y blaoxa-143.
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4.4.2. Aislados ambientales

De los nueve genes, tres, blaspm, blaoxa-s1 y blaoxa-ss, fueron positivos para diferentes
aislados ambientales. Los aislados que fueron positivos para los diferentes genes
amplificados se detallan en el Anexo 12. De los genes amplificados, el gen blaoxa-s1 se
presento en todos los aislados (100 %), de las cuales siete muestras presentaron un producto
de PCR cerca de 500 y tres amplificaron un producto de alrededor 1 200 pb (Figura 13). De
las diez muestras, dos (20 %) fueron positivas para el gen blaspm con un producto de
alrededor 400 pb, tres (30 %) para el gen blaoxa-ss con un producto de PCR cerca de 600 pb.
El tamafio de los productos de PCR de los genes blaspm y blaoxa-ss Se muestran en la figura

11. Los genes blaoxa-s1 Y blaoxa-ss en conjunto se encontraron en un 43 %.
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Figura 13. Tamafio del producto de PCR del gen blaoxas1 de diez aislados
ambientales procedentes de cuatro rios de la ciudad de Quito. Los nimeros del 1-
10 representan las muestras. 1: RS3a, 2: RS3b, 3: RMA3b, 4: RMA3c, 5: RMA2, 6:
RP2, 7: RMO1a, 8: RMO1b, 9: RMO2, 10: RMA3a. Acrénimos, C+: control positivo
(Acinetobacter baumannii INH 628504), C-: control negativo (agua de PCR), M:
marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen), pb: pares de bases.
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4.4.3. Analisis estadisticos

De acuerdo a la prueba de Fisher se establecid las diferencias entre los genes
encontrados en los aislados clinicos y ambientales. El gen blaoxa-ss encontrado tanto en
muestras ambientales como clinicas mostré diferencias significativas (p < 0,05). Por otro
lado, los genes blaoxas: (p = 0,839) y blasem (p = 0,448) no presentaron diferencias

significativas entre los aislados clinicos y ambientales.

4.5. Andlisis de las secuencias de los genes de resistencia

4.5.1. ldentificacion de los genes de resistencia de aislados clinicos

De los ocho genes que se enviaron a secuenciar se obtuvo resultado de seis para los
aislados clinicos. Los genes de los cuales se obtuvieron secuencias fueron los siguientes
blaoxa-s1, blaces, blaspm, blaoxa-143, blaoxa-24 y blaoxa-23. Las secuencias de los genes blasim

y blaoxa-ss no se las edit6 ni limpid debido a que tenian mucho ruido de fondo.

Para las secuencias del gen blaoxasi se encontro tres haplotipos o variantes. El
haplotipo uno se evidenci6 en diecisiete aislados 15-0117, 15-0122, 15-0181, 15-0499, 15-
0500, 15-0577, 15-0580, 15-0589, 15-0590, 15-0590, 15-0610, 15-0795, 15-0853, 15-1064,
15-1138, 15-1367 y 15-1368. Por otro lado, el haplotipo dos se detectd en cuatro aislados
15-0578, 15-0581, 15-0582 y 15-1004; mientras que, el haplotipo tres se lo evidencio en dos
aislados, 15-0107 y 15-1352. De acuerdo al porcentaje de similaridad, los haplotipos uno y
dos se los identifico con la variante OXA-51 de la especie Acinetobacter baumannii (nmero
de acceso GenBank LT594095.1) en un 99 y 100 %, respectivamente; mientras que, el
haplotipo tres fue relacionado con la variante OXA-432 de A. baumannii en un 99 %

(numero de acceso GenBank NG049719.1) (Tabla 2).
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En la secuencia nucleotidica se evidenciaron varios cambios en los haplotipos
provenientes de aislados clinicos y ambientales que se aprecia en la figura 14A. Sin embargo,
las mutaciones que se encuentran en las posiciones 314, 341, 343, 344 y 345 de los codones
que codifican a los aminoacidos de las posiciones 105, 114 y 115 son propias de las
secuencias reportadas en el presente estudio. En particular, todos los haplotipos (n = 5)
encontrados en el presente estudio presentan el cambio en la posicién 341 de adenina (A)
por timina (T) que constituye la segunda posicion del codon (AAG), que codifica para lisina
(K) en la posicion 114 en la secuencia de aminoéacidos; por otro lado, en la secuencia se
evidenci6 tres cambios en el codon (GCC) ubicado en las posiciones 343, 344 y 345 que
codifica para alanina (A) en la posicién 115 de la secuencia de aminoacidos (Figura 14B).
Otra mutacion caracteristica se encuentra en la posicion 314 donde cambia timina (T) por
adenina (A) para codificar leucina (L) en la posicion 105 de la secuencia aminoacidica y se
presenta en tres haplotipos 1 3 y 4; mientras que, los haplotipos 1 y 2 no tienen la mutacién
mencionada y codifican para glutamina (Q) similar a las secuencias disponibles en el
Genbank. Otras mutaciones que se presentan en el haplotipo 3 son las que se encuentran en
las posiciones 46, 48, 52 y 171 (Figura 14A) de los codones que codifican asparagina (N)
por aspartico (D), glutamina (Q) por lisina (K) y lisina (K) por asparagina (N), mientras que,
en el haplotipo 5 presentd una mutacion en la posicion 52 que codifican glutamina (Q) por

lisina (K) (Figura 14).

Para los genes blaoxa-143, blaoxa-24 Y blaoxa-23 se reportd un haplotipo. El haplotipo
del gen blaoxa-143 corresponde al aislado 15-1175 y fue relacionado con la secuencia de la
variante OXA-499 de A. pittii en un 99 % (Figura 15A y B). En la secuencia nucleotidica
hay un cambio en la posicion 280 de guanina por (G) por adenina (A) que constituye la

primera posicion del codon (GTG) que codifica a una valina en la posicion 94 de la secuencia
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de aminoacidos (Figura 15C). El haplotipo del gen blaoxa-24 se identifico en seis aislados
15-0659, 15-0691, 15-0985, 15-1064, 15-1175 y 15-1367. Este haplotipo fue identificado
como primera opciodn con la secuencia de la variante de OXA-72 presente en A. baylyi en un
100 % (Tabla 2). Finalmente, el gen blaoxa-2s fue detectado en veintitrés aislados que se
detallan a continuacion: 15-0107, 15-0117, 15-0122, 15-0181, 15-0499, 15-0500, 15-0577,
15-0578, 15-0580, 15-0581, 15-0582, 15-0589, 15-0590, 15-0590, 15-0610, 15-0795, 15-
0853, 15-1004, 15-1064, 15-1138, 15-1352, 15-1367 y 15-1368. Estas secuencias
presentaron una similaridad del 100 % con el gen blaoxa-23 presente en A. baumannii (Tabla

2).

Para el gen blaces, se edit0 y limpio dos secuencias de las seis secuencias que se envio
a secuenciar, las otras secuencias (n = 4) no se pudo editar ni limpiar debido a la baja calidad
de las mismas. Como resultado se identificé dos haplotipos del gen blaces, los mismos que
fueron encontrados en los aislados 15-0691 (haplotipo 1) y 15-1175 (haplotipo 2). Para el
gen blaspm se reportd un haplotipo procedente de siete aislados 15-0122, 15-0591, 15-0690,
15-0780, 15-0795, 15-0853 y 15-1138. Los genes blaces y blaspm fueron asociados con
secuencias presentes en el cromosoma bacteriano diferente a los genes de resistencia, por lo
que, no corresponden a ninguna de las variantes de los genes. Para las secuencias del gen
blaces se las relaciond con secuencias del cromosoma de Acinetobacter calcoaceticus en un
98 y 99 %. La secuencia se encuentra en la posicion 2 052 386 en el locus A0J50 que codifica
un biopolimero de transporte. Para el gen blaspm, Se lo asocid con secuencias de A.
baumannii en un 99 %, la secuencia fue ubicada en la posicion 22 450 en el locus Ay069

que codifica para una proteina hipotética en (Tabla 2).
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4.5.2. Identificacion de los genes de resistencia de aislados ambientales

Para las muestras ambientales, solo se obtuvo resultado de dos genes, blaspm y blaoxa-
51. Las secuencias del gen blaoxa-ss no se editaron y limpiaron debido a que tenian mucho
ruido de fondo. Para el gen blaoxa-s1 se identifico tres haplotipos nombrados después de los
haplotipos clinicos como haplotipos 4, 5y 6. El haplotipo cuatro esta constituido por cuatro
aislados ambientales, RP2, RMA3c, RSAa y RSAb; mientras que, el haplotipo cinco se
encontrd en tres aislados, RMA2, RMA3a y RMA3b. EIl haplotipo cuatro fue asociado con
la secuencia que corresponde a la variante OXA-94; mientras que, el haplotipo cinco con la
secuencia de la variante OXA-259 de A. baumannii en un 99 y 100 %, respectivamente

(Tabla 2).

Finalmente, el haplotipo seis de las muestras ambientales se lo encontr6 en tres
aislados, RMO1a, RMO1b y RMO2. De acuerdo al porcentaje de similaridad, el haplotipo
seis del gen blaoxas: fue similar en un 75 % con la secuencia que corresponde a
Acinetobacter johnsonii (nUmero de acceso GenBank CP010350.1). Esta secuencia se la
detectd en las posiciones 341 080 y 341 883 que abarca una region constituida por dos genes

gue codifican la transposasa (locus: RZ95-01645 y RZ95-01640).

Para el gen blaspm, se identificéd un haplotipo que corresponde a los aislados RSAa y
RMAZ3c diferente al reportado para los aislados clinicos del presente estudio. Sin embargo,
las secuencias del gen blasem no fueron identificadas con la variante SPM-1 presente en
Pseudomonas aeruginosa. Esta secuencia fue relacionada con una region localizada en la

posicién 22 450 del cromosoma de A. baumannii en un 99 % (Tabla 2).
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Tabla 2. Identificacion de los genes de resistencia de aislados clinicos y ambientales. La tabla sefiala los genes, el nimero de haplotipos y
de aislados, el tamafio y la identificacion de las secuencias en GenBank. * corresponde haplotipos ambientales.

] ] . Identificacion de secuencias
NUmero de NUmero de Tamanfo

Genes ) ) Cadigo de acceso Porcentaje de )
haplotipos aislados (pb) o Especie
GenBank similitud (%)
blaoxa-143 1 1 699 KT964029.1 99 Acinetobacter pittii
blaoxa-24 1 6 208 FJ157355.1 100 Acinetobacter baylyi
1 595 CP002177.1 99 Acinetobacter calcoaceticus
blaoxa-cEs 2
1 600 CP002177.1 98 Acinetobacter calcoaceticus
ol , 2* 243 CP015483.1 99 Acinetobacter baumannii
aspm
7 231 CP014540.1 98 Acinetobacter baumannii
blaoxa.zs 1 23 471 LC100116.1 100 Acinetobacter baumannii
17 345 LT594095.1 99 Acinetobacter baumannii
4 345 LT594095.1 100 Acinetobacter baumannii
2 345 NG049719.1 99 Acinetobacter baumannii
bIaOXA.51 6 . ..
4* 345 NG049835.1 99 Acinetobacter baumannii
3* 345 NG049554.1 100 Acinetobacter baumannii
3* 1063 CP010350.1 75 Acinetobacter johnsonii
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Figura 14. Alineamiento de los haplotipos del gen blaoxa-s1 provenientes de aislados clinicos y ambientales de la ciudad de Quito. La
figura indica los sitios polimarficos a nivel de secuencia nucleotidica y las homologia y diferencias a nivel de secuencia aminoacidica. A)
alineamiento de las secuencias nucleotidicas, B) alineamiento de las secuencias de aminoacidos, (.) representa que las bases son similares, (*)
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Figura 15. Alineamiento de la secuencia del gen blaoxa-143 proveniente del aislado clinico 15-1175 de la ciudad de Quito. La figura indica
los sitios polimorficos a nivel de secuencia nucleotidica y las homologia y diferencias a nivel de secuencia aminoacidica. A) y B) alineamiento
de las secuencias nucleotidicas, C) alineamiento de las secuencias de aminoacidos, (.) representa que las bases son similares, (*) indica que los
aminoacidos son idénticos. La flecha de color rojo muestra la posicion del cambio de aminoacido. El cuadrado rojo revela el sitio de cambio en
la secuencia nucleotidica. H1: Acinetobacter baumannii OXA-143 GQ861437.1 H2: A. baumannii OXA-231 JQ676953.1, H3: A. baumannii
OXA-253 KF824909.1, H4: A. baumannii OXA-182 HM640278.2, H5: A. pittii OXA-255 KC479325.2, H6: A. pittii OXA- 499 KT964029.1,
H7: Haplotipo OXA-143 (Presente estudio).
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4.6. Relaciones filogenéticas de cuatro genes de resistencia blaoxa

El andlisis de inferencia bayesiana para los genes blaoxa-si, blaoxa-23, blaoxa-24 y
blaoxa-143 de Acinetobacter spp. gener6 un arbol bien definido y soportado, en particular en
las agrupaciones principales, con valores de probabilidad posterior superior a 0,98 (Figura
16). Los haplotipos de los genes blaoxa-s1 Y blaoxa-23 encontrados en el presente estudio y
aquellos procedentes de la base de datos GenBank se agruparon como grupos hermanos
dentro del clado 1 (Figura 16) y clado 2 (Figura 17). Los haplotipos 1, 2 y 4 del blaoxasa,
se agrupan en el grupo ii del subclado A, con un valor de probabilidad posterior de 0,63. Por
otro lado, los haplotipo 3 y 5 forman un grupo con un valor de probabilidad posterior de 0,56
dentro del grupo i del subclado A (Figura 16). El subclado B del clado 1 (Figura 16) o
subclado B del clado 2 (Figura 17) esta conformado principalmente por el gen blaoxa-23 en
donde se incluye el haplotipo encontrado en el presente estudio y secuencias obtenidas del

GenBank.

Por otro lado, los genes blaoxa 24 Y blaoxa-143 Se agruparon en el clado 2 con un valor
de probabilidad posterior de 1 (Figura 16); mientras que, en la figura 17, los genes se agrupan
como grupos hermanos dentro del clado 1 con un porcentaje de probabilidad posterior de
0,89. La variante OXA-72 encontrada en el presente estudio se agrupd con las variantes
OXA-72 de A. baylyi y A. baumannii (cédigo de acceso KP190117.1) y OXA-24 de las
especies Providencia rettgeri y Klebsiella pneumoniae con un valor de probabilidad
posterior de 1 (Figura 17). Por otro lado, la variante OXA-143 del presente estudio se
relaciona con las variantes OXA-499 y OXA-255 de A. pitti con un valor de probabilidad

posterior de 1y 0,99 (Figura 16 y 17).
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Figura 16. Relaciones filogenéticas con cuatro genes de la clase D de las serin-§-
lactamasas de 333 pb. El filograma representa la inferencia de las relaciones con los
genes blaoxa-23, blaoxa-s1, blaoxa-24 y blaoxa-143 en base al modelo evolutivo Junkes-
Cantor (JC). Las secuencias obtenidas del GenBank se encuentran rotuladas con sus
numeros de acceso. Los haplotipos encontrados en el presente estudio estan de color
turquesa. La longitud de las ramas representa el nUmero de cambios o mutaciones. Los
nimeros que se encuentran sobre las ramas representan los valores de probabilidad
posterior. Los grupos externos fueron las variantes OXA-58 de Acinetobacter
baumannii (nimero de acceso GenBank JQ409994.1) y OXA-10 de Pseudomonas
aeruginosa (namero de acceso GenBank GU367339.1).
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Figura 17. Relaciones filogenéticas de cuatros genes de la clase D de las serin-p-
lactamasas de 205 pb. El filograma representa la inferencia de las relaciones de los
genes blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1 y blaoxa-143 en base al modelo evolutivo Junkes-
Cantor (JC). Las secuencias obtenidas del GenBank se encuentran rotuladas con sus
numeros de acceso. Los haplotipos encontrados en el presente estudio estan de color
turquesa. La longitud de las ramas representa el nimero de cambios o mutaciones. Los
nlimeros que se encuentran sobre las ramas representan los valores de probabilidad
posterior. El grupo externo fue la variante OXA-58 de Acinetobacter baumannii
(ndimero de acceso GenBank JQ409994.1).
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5. DISCUSION

5.1. Aislamiento e identificacion de Acinetobacter spp.

5.1.1. Acinetobacter spp. en aislados clinicos

Las IAAS causadas por Acinetobacter spp. son asociadas principalmente con
problemas de salud en los hospitales (Lee et al., 2011; Raka et al., 2013). Por lo general,
Acinetobacter spp. han sido relacionadas con IAAS en la UCI (OMS, 2010); en particular,
A. baumannii es la especie mas encontrada en el &rea (Tsakiridou et al., 2014). En el presente
estudio, los aislados de Acinetobacter spp. procedian primordialmente de la mencionada area
en un 31 %. Similar a otros estudios, en donde mencionan que las especies del género han
sido aisladas de la UCI en un 33,33 % (Royer et al., 2015) o 36,13 % (Yang, Liang, Gao,
Wang, y Wang, 2015) aunque también se ha reportado su presencia en otras areas como
traumatologia; en donde, el porcentaje fue alto (66,67 %) o en el area de cirugia con un
porcentaje bajo (7,41 %) (Royer et al., 2015). Contrario al presente estudio, los aislados
obtenidos de traumatologia se encontraron en un porcentaje de 10 %; mientras que, los
aislados procedentes de cirugia fue un poco mas alto que el de traumatologia (13 %). La
presencia de Acinetobacter spp. en diferentes areas de hospitalizacion se explica por su
capacidad de sobrevivir en superficies inanimadas, aunque también puede estar presente en
el personal sanitario (Brooks et al., 2014; Murray et al., 2014). En el presente estudio, los
aislados se encontraron principalmente en la UCI; sin embargo, su identificacion solo fue a
nivel de género. Esto es porque la deteccion de Acinetobacter spp. es complicada a nivel
fenotipico (Ajao et al., 2011). Por esta razon, no se puede inferir que los aislados clinicos
correspondan a la especie A. baumannii, para su correcta deteccion a nivel de especie es

necesaria una identificacion molecular.
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De acuerdo a los resultados del presente estudio, la poblacion mas afectada por este
tipo de infecciones fue la pediatrica (75 %). Esto se debe principalmente porque los aislados
clinicos fueron en su mayoria procedentes de un centro de salud pediatrico de la ciudad. Esta
poblacidn al estar expuesta a varios factores de riesgo es la mas vulnerable. Entre los factores
de riesgo se menciona el uso previo de antibioticos como carbapenémicos (Punpanich,
Nithitamsakun, Treeratweeraphong, y Suntarattiwong, 2012), hospitalizacion y otras
enfermedades asociadas, lo que genera mayor susceptibilidad para adquirir IAAS por
diferentes especies de Acinetobacter (Hu y Robinson, 2010; Ozdemir et al., 2011). Entre los
microorganismos mas aislados en la poblacidn pediatrica se ha reportado a A. baumannii, A.
Iwoffii y A. calcoaceticus (Hu y Robinson, 2010). Por otro lado, las infecciones causadas por
esta bacteria se deben a la baja madurez inmunoldgica de los nifios frente al sistema inmune
de un adulto (Randolph y McCulloh, 2013). Razén por la cual, la poblacion pediatrica es la

mas expuesta a contraer IAAS que la poblacion adulta.

Las altas tasas de colonizacion de Acinetobacter spp. han sido reportadas en el tracto
respiratorio de la UCI (Carvalho et al., 2013; Manchanda et al., 2010), las mismas que son
responsables de altas tasas de mortalidad y morbilidad (Carvalho et al., 2013). En el presente
estudio, los aislados clinicos de Acinetobacter spp. fueron principalmente de secreciones
traqueales (30,8 %), seguido de las muestras de catéter (12 %) y absceso (10 %). En el pais,
Aleman et al. (2011) reportan que solo el 17 % de A. baumannii estuvo presente en secrecion
bronquial; mientras que, Jiménez (2013) indica que la especie fue encontrada en aspirados
traqueales en un 39 %. En otros paises de Sudamérica como Brasil, la especie ha sido
encontrada principalmente en secreciones traqueales en un porcentaje alto (56,3 %)
(Carvalho et al., 2013); mientras que, en Colombia, Prado et al. (2014) también mencionan

que el tracto respiratorio es el sitio mas comun de aislamiento de A. baumannii en un 53,6
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% seguido de hemocultivo en un 17,8 %. En contraste, otros estudios mencionan que las
infecciones causadas por A. baumannii fueron de infecciones del tracto urinario (21,2 %) o
sangre (18,2 %); mientras que, las infecciones respiratorias fueron el 13,6 % (Anwar, Ejaz,
Zafar, y Hamid, 2016). Por otra parte, las infecciones por A. baumannii son poco frecuentes
en muestras procedentes de punta de catéter que puede ser del 3,5 %; mientras que, para
muestras de absceso puede ser de un 7,1 % (Prado et al., 2014), porcentajes mas bajos
comparados con los del presente estudio. En contrate, Carvalho et al. (2013) mencionan que
el segundo sitio de donde se aisla A. baumannii fue de la punta de catéter en un 16,9 %. Sin
embargo, hay que tomar en consideracion el tipo de catéter, asi como de absceso para realizar
una comparacion. De acuerdo a los datos, Acinetobacter spp. puede ser uno de los principales
responsables de 1AAS a nivel de tracto respiratorio; sin embargo, los porcentajes varian de
acuerdo a varios factores como el hospital, tipo de intervencion, area de hospitalizacion, asi

como localizacién geogréfica.

5.1.2. Aislamiento e identificacion de Acinetobacter spp. de muestras ambientales

El aislamiento de Acinetobacter spp. es complicado por lo que se ha disefiado un medio
selectivo CHROM AGAR para la deteccién de aislados que corresponden al mencionado
género (Rambach, 2014). Sin embargo, el medio no resultd exclusivo para el crecimiento de
Acinetobacter spp. y se determin6 una baja especificidad debido al crecimiento de otras
especies presentes en medios acuaticos. En el presente estudio crecieron especies bacterianas
no fermentadoras de diferentes géneros como Pseudomonas y Stenotrophomonas que
presentaban las mismas caracteristicas que las colonias de Acinetobacter spp. Similares
resultados han sido reportados en algunos estudios en donde mencionan que la especie P.
aeruginosa Yy Acinetobacter spp. mostraron un crecimiento similar, volviéndolas

indistinguibles (Ciftci, 2015; Moran-Gilad, Adler, Schwartz, Navon-Venezia, y Carmeli,
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2014). Otra especie que no se la puede distinguir de A. baumannii es S. maltophilia (Ciftci,
2015). Aunque varios estudios indican que el medio ha demostrado ser sensible y especifico
para la deteccion de especies como A. baumannii (Barsoumian et al., 2013; Girlich y
Nordmann, 2015), otros estudios mencionan que el medio CHROM AGAR no es especifico
para Acinetobacter spp. (Akers, Barsoumian, Beckius, Murray, y Mende, 2010; Moran-

Gilad et al., 2014).

Adicionalmente, en el presente estudio no se usé el suplemento selectivo MDR para
seleccionar poblaciones resistentes (Song et al., 2013); sin embargo, este suplemento no
garantiza la selectividad de Acinetobacter spp. Esto es porque otras bacterias no
fermentadoras como Pseudomonas aeruginosa y Stenotrophomonas maltophilia también
son multirresistentes (Ciftci, 2015). En particular, las especies del género Stenotrophomonas
se caracterizan por ser patdgenos oportunistas que se han adaptado a sobrevivir en
condiciones extremas (Mahdi, Eklund, y Fisher, 2014). Por sus caracteristicas, las especies
del mencionado género pueden tolerar temperaturas bajas lo que le permite competir con el
crecimiento de otras bacterias (Hayward, Fegan, Fegan, y Stirling, 2010; Mahdi et al., 2014).
Particularmente, al momento de transportar las muestras al laboratorio se le dio las
condiciones de refrigeracion apta para que Stenotrophomonas spp. persistan mas tiempo que
Acinetobacter spp. Por esta razén, a esta bacteria se la aislé en conjunto con Acinetobacter
spp. con colonias similares; por lo tanto, a nivel de colonia no se las pudo discriminar

facilmente.

Las especies de Acinetobacter se caracterizan por presentar una amplia distribucion
(Almasaudi, 2016; Raka et al., 2013). En el presente estudio, se aislé Acinetobacter spp. de
ambientes acuaticos cercanos a viviendas, principalmente, de los rios Monjas, Machangara,

San Pedro y Pita. Estos rios se caracterizan por ser los mas contaminados de la ciudad, en
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especial, los rios Machangara y Monjas (Roldos, 2015; Yungan, 2010). Resultados similares
fueron reportados por Hrenovic et al. (2016), Li et al. (2010) y Marinescu, Marutescu, Savin,
y Lazar (2015) que aislaron Acinetobacter spp. en baja cantidad tanto de aguas de rios como
de aguas residuales. La presencia de Acinetobacter spp. estuvo acompariada de otras
bacterias como Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Burkordelia y
Moraxella en diferentes proporciones. En medios acuaticos se ha reportado la presencia de
especies de los géneros Pseudomonas (Hrenovic et al., 2016; Li et al., 2010; Marinescu et
al., 2015), Bacillus (Li et al., 2010), Stenotrophomonas (Hrenovic et al., 2016; Li et al., 2010;
Nufiez, Tornello, Puentes, y Moretton, 2012), Burkholderia y Aeromonas (Marinescu et al.,

2015).

La presencia de Acinetobacter spp., en particular de origen clinico, en ambientes
acuaticos puede ser resultado de diversas actividades humanas. A pesar de que algunas
especies del género Acinetobacter se las puede encontrar en ambientes naturales, no se las
aislo en el rio Guayllabamba. Esto puede ser principalmente a que las muestras del
mencionado rio no fueron colectadas cerca de los depdsitos de aguas servidas. Similar a un
estudio, en donde reportan una concentracion mas alta de Acinetobacter spp. en aguas
servidas que en aguas de rio lejos de los sitios de descarga; por lo que, los autores sugieren
que la distribucion de Acinetobacter spp. cambia en funcion de la corriente de agua (Zhang
etal., 2009). Las especies de Acinetobacter se las encontré principalmente en aguas cercanas
a viviendas; por lo tanto, lo mas probable es que los aislados sean de origen clinico. En el
rio Guayllabamba es poco probable encontrar bacterias como Acinetobacter spp. de origen
clinico debido a que estan lejos de fuentes de aguas servidas o debido a que la carga

bacteriana de origen clinico disminuye mientras mas se aleja de la fuente de contaminacion.
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De acuerdo a los resultados obtenidos se sugiere la presencia de Acinetobacter
baumannii, A. haemolyticus, asi como del complejo A. calcoaceticus/A. baumannii (Acb).
La deteccion de Acinetobacter spp. es complicada con técnicas microbioldgicas
convencionales (Ajao et al., 2011) como se menciond anteriormente. En particular, la
identificacion de las especies que conforman el complejo Acb no es posible en base a las
caracteristicas fenotipicas y la caracterizacion de pruebas automatizadas. Este complejo esta
conformado por especies de importancia clinica como A. baumannii, A. calcoaceticus, A.
pittii y A. especie gendmica 13TU (A. nosocomialis) (Nemec et al., 2011). Para llegar a la
determinacion de las especies que conforma este complejo es necesario el uso de marcadores
moleculares como el 16S rRNA, rpoB (Wang et al., 2014) y gyrB (Higgins, Lehmann,
Wisplinghoff, y Seifert, 2010) que son los mas importantes para la identificacion de

Acinetobacter spp.

En ambientes acuaticos como vertientes naturales o aguas residuales se ha
documentado la presencia de diferentes especies de Acinetobacter (AL-Saffar et al., 2015;
Raka et al., 2013). Estudios similares han encontrado varias especies de Acinetobacter,
aunque otros estudios indican la presencia de una sola especie. Varios estudios reportan la
presencia de solo una especie como A. baumannii aislado de aguas residuales (Ferreira et
al., 2011; Hrenovic et al., 2016), A. Iwoffii de aguas de zonas rurales (Poonia, Singh, y
Tsering, 2014) y A. junii de aguas residuales municipales y de hospitales (Ferreira et al.,
2011; Narciso-da-Rocha, Svensson-Stadler, Vaz-Moreira, y Manaia, 2013). En contraste,
otros estudios documentan la presencia de algunas especies como A. baylyi, A. calcoaceticus,
A. gerneri y A. tandoii en aguas residuales municipales (Narciso-da-Rocha et al., 2013). Por
otro lado, en aguas de rio se reportan especies como A. baumannii (Ali, Kumar, Shoket, y

Kumar, 2014; Girlich et al., 2010), A. johnsonii, A. lwoffii, A. guillouiae, A. haemolyticus y
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A. bouvetii (Xin et al., 2014). Por todo lo mencionado, hay una amplia variedad de especies
del género, incluyendo a A. baumannii, que pueden estar presentes en diferentes tipos de
ambientes acuaticos. En particular, en aguas riverefias cercanas a viviendas se puede
encontrar especies de origen clinico como A. baumannii mas que en aguas lejos de sitios de

descargas de las aguas residuales.

De todas las especies del genero, Acinetobacter baumannii se caracteriza por ser
exclusivamente de ambientes hospitalarios (UCI), por lo que es raro encontrar esta especie
en ambientes naturales (Antunes, Visca, y Towner, 2014; Evans et al., 2013; Hernandez et
al., 2010). Sin embargo, la especie ha sido reportada en las aguas del rio Seine en Paris
durante monitoreos de aislados bacterianos multirresistentes (Girlich et al., 2010). La posible
presencia de la especie en los rios muestreados de la ciudad puede deberse a diferentes
factores como resultado de las actividades humanas. Los patdgenos de origen clinico pueden
llegar a ambientes acuaticos por medio de animales que los alberguen o de las aguas
residuales (Moore et al., 2010) que se descargan directamente al rio sin un tratamiento
previo. En particular, las aguas residuales de los hospitales son consideradas las mayores
fuentes de bacterias patdgenas multirresistentes (Ferreira et al., 2011; Zhang et al., 2013),
asi como de residuos de antibioticos (Li et al., 2010; Marinescu et al., 2015), volviendo a los
ambientes acuaticos en reservorios de patdgenos multirresistentes (Ferreira et al., 2011;
Marinescu et al., 2015; Nufiez et al., 2012). Por otro lado, también se ha propuesto que el
medio acuatico puede ser un reservorio natural alternativo de la especie A. baumannii
(Antunes et al., 2014). La posible presencia de especies de Acinetobacter se debe

principalmente a las diferentes actividades humanas.

La posible presencia de Acinetobacter baumannii, asi como de otros patdgenos en

ambientes acuéticos es de gran preocupacion. En particular, esta bacteria se caracteriza por
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ser un patogeno oportunista de importancia clinica por su alta resistencia a los
carbapenémicos, asi como otros antibidticos de eleccion (Nodarse y Fuerte, 2015; Rafei et
al., 2014; Rodriguez et al., 2010). Por otro lado, la especie puede sobrevivir por periodos
largos en el medio ambiente (AL-Saffar et al., 2015; Kempf y Rolain, 2012). Ademas, las
especies de Acinetobacter adquieren y diseminan genes de resistencia facilmente, aunque se
encuentren en bajas cantidades (Narciso-da-Rocha et al., 2013; Silva, Grosso, Sousa, Yy

Peixe, 2016), diseminacion que puede ser facilitada por el agua.

El medio acuatico constituye un héabitat que permite la existencia de bacterias
resistentes en donde se da la adquisicion de genes de resistencia mediante transferencia
horizontal de genes ya sea por plasmidos o transposones (Stokes y Gillings, 2011). Razén
por la cual, se ha propuesto que en el medio ambiente se da la evolucion y el surgimiento de
nuevas resistencias en las bacterias (Lupo et al., 2012; Walsh et al., 2011). La exposicion de
antibidticos puede generar una presion selectiva a los mismos, con una consecuente
diseminacion de los genes de resistencia mediante transferencia horizontal de genes (Li et
al., 2010; Moore et al., 2010). Igualmente, si en el medio esta presente un gran nimero de
bacterias resistentes puede transferir los genes presentes en elementos extracromosomales 0
moviles (Li et al., 2010; Marinescu et al., 2015). Bajo estas condiciones es posible acelerar
la evolucion de la resistencia, incrementando su abundancia, asi como la distribucion de los
genes de resistencia (Finley et al., 2013). Por esta razdn, las bacterias ambientales pueden
servir como un reservorio de genes de resistencia y una fuente potencial de nuevas

resistencias en patégenos de importancia clinica (Li et al., 2010).

El agua en condiciones favorables es un medio para la diseminacion de determinantes
geneéticos de resistencia (Narciso-da-Rocha y Manaia, 2016; Zhang et al., 2009), asi como

la transmisidn de patdgenos como Acinetobacter spp. hacia los humanos (Silva et al., 2016).
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La dispersion de la resistencia antibidtica puede darse entre especies del mismo género y
especies de distintos géneros mediada por la transferencia horizontal de genes; como
resultado, los patdgenos con una alta resistencia a los carbapenémicos pueden llegar a ser un
riesgo potencial a nivel de salud y ser responsables de futuros brotes. Por lo tanto, se remarca
laimportancia de monitorear la calidad de agua, asi como de implementar medidas de control
(Marinescu et al., 2015; Rafei et al., 2014) debido a que las aguas servidas con patdgenos
multirresistente pueden llegar a contaminar otras fuentes de agua e incluso pueden llegar a

provocar brotes aislados.

5.2. Susceptibilidad antibiotica de Acinetobacter spp.

Las especies de Acinetobacter se caracterizan por ser multirresistentes, generando un
problema de salud publica a nivel mundial (OMS, 2015; Rafei et al., 2014; Rodriguez et al.,
2010). Las especies no solo son resistentes a los carbapenémicos sino también presentan una
alta resistencia a otros antibioticos de eleccién (Nodarse y Fuerte, 2015; Rafei et al., 2014;
Rodriguez et al., 2010). Aunque las especies de Acinetobacter se caracterizan por tener una
alta resistencia a los carbapenémicos (Almasaudi, 2016; Manchanda et al., 2010), en el pais,
no se ha investigado ampliamente el estado actual de la resistencia a los mencionados

antibioticos en las diferentes especies de Acinetobacter.

En el presente estudio, todos los aislados clinicos analizados fueron resistentes a los
carbapenémicos imipenem y meropenem. Similar a otros estudios en donde han encontrado
resistencia a los dos antibioticos con el mismo porcentaje o sobre el 90 % (Cicek et al., 2013;
Dall et al., 2015; Hakemi et al., 2014). El porcentaje de resistencia fue mas alto comparado
con el estudio de Jiménez (2013) en donde mostro que A. baumannii fue resistente al

imipenem y meropenem en un 89 y 87 %, respectivamente. Por otro lado, diferentes
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investigaciones han documentado que Acinetobacter spp. presenta una resistencia mas alta
al meropenem que para el imipenem (Hart et al., 2010; Shrestha et al., 2016). En contraste,
los aislados ambientales presentaron resistencia solo al imipenem; mientras que, para el
meropenem todos los aislados fueron intermedios. A diferencia de estudios en donde
encontraron que Acinetobacter spp. provenientes de aguas residuales fueron resistentes al

meropenem e imipenem (Hrenovic et al., 2016; Nufiez et al., 2012).

La resistencia a los carbapenémicos en Acinetobacter spp. se debe principalmente a la
adquisicion de genes de resistencia, en especial, de los genes blaoxa (Evans y Amyes, 2014;
Kamolvit et al., 2014). En el presente estudio se identifico mediante secuenciamiento los
genes blaoxa-23, blaoxa-72, blaoxa-s1 ¥ blaoxa-143, 10s mismos que serian los responsables de
la alta resistencia a los carbapenémicos encontrada en los aislados clinicos. Sin embargo,
estos genes se caracterizan porque codifican enzimas que hidrolizan al imipenem, pero no
siempre al meropenem (Shrestha et al., 2015), por lo que, no siempre se generard una
resistencia al mencionado antibidtico (Evans y Amyes, 2014). La resistencia se incrementa
con otros mecanismos como las bombas de eflujo en donde se ha documentado que generan
resistencia al meropenem (Wong et al., 2009), por lo que, se explicaria la resistencia al
mencionado antibidtico en los aislados clinicos. En el caso de los aislados ambientales, el
gen blaoxa-s1 seria el responsable de la resistencia al imipenem encontrada; sin embargo,
este gen por si solo ejerce una resistencia débil (Gordon y Wareham, 2010). En los casos en
donde las oxacilinasas no son las responsables de la resistencia a los carbapenémicos puede
ser explicada por la resistencia intrinseca por parte de la bacteria como la modificacién de
proteinas de unién a las penicilinas (PBPs), alteracion de las porinas (Shrestha et al., 2015)
o de la bomba de eflujo. Aunque esta ultima solo confiere resistencia al meropenem y no al

imipenem (Wong et al., 2009); sin embargo, se debe tomar en consideracién que estos

87



aislados presentan resistencia intermedia al meropenem. Por lo que, en aislados ambientales
estaria actuando, principalmente, resistencia intrinseca mediada posiblemente por la bomba
de eflujo y el cambio de las porinas que se incrementa en presencia de un gen blaoxa. En
resumen, la resistencia observada para los aislados clinicos y ambientales puede estar
mediada por la presencia de los genes blaoxa en conjunto con la resistencia intrinseca de la

bacteria.

Por otro lado, los aislados clinicos de Acinetobacter spp. presentaron resistencia
adicional a los p-lactamicos mas inhibidores como piperacilina/tazobactam vy
ampicilina/sulbactam. Estudios similares reportan que las especies tienen un alto porcentaje
de resistencia a estos B-lactamicos incluso més alta que a los carbapenémicos (Hart et al.,
2010; Jiménez, 2013; Prado et al., 2014; Shrestha et al., 2016). En particular, Acinetobacter
spp. presentan altos porcentajes de resistencia a piperacilina/tazobactam (Dall et al., 2015;
Hart et al., 2010; Higgins et al., 2010; Jiménez, 2013; Nodarse y Fuerte, 2015) debido a que
las especies del género han desarrollado resistencia por la producciéon de B-lactamasas
plasmidicas (Navarro et al., 2011). Sin embargo, otro estudio menciona que la resistencia a
piperacilina/tazobactam se debe a la presencia del elemento de insercion 1IS1006 dentro del
ISAba3 (Chen, Chang et al., 2010). Por otro lado, la resistencia ampicilina/sulbactam puede
ser mediada por el gen adquirido blaoxa-72 (Kuo et al., 2013) o por la presencia del elemento
de insercion 1SAbal que conduce la sobreexpresion del gen blaapc-7 (Adams et al., 2010),
en el caso de que los aislados presenten este gen de resistencia. En contraste, los aislados
ambientales fueron sensibles a ampicilina/sulbactam, probablemente, los genes antes
mencionados no se encuentran en aislados ambientales como es el caso del gen blaoxa-72
que no se lo detectd. La ausencia del gen blaoxa-72 puede ser uno de los motivos por el cual

estos aislados fueron sensibles para el mencionado antibidtico.
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Adicionalmente, los aislados clinicos de Acinetobacter spp. presentaron resistencia a
los aminoglucédsidos, en particular a la gentamicina (86 %) y amikacina (92 %). Algunos
estudios mencionan la resistencia de Acinetobacter spp. a amikacina (Aliakbarzade,
Farajnia, Nik, Zarei, y Tanomand, 2014; AL- Saffar et al., 2015; Dall et al., 2015; Poonia et
al., 2014; Yang et al., 2015) y gentamicina (Aliakbarzade et al., 2014; Dall et al., 2015;
Hakemi et al., 2014; Hart et al., 2010). En contraste, los aislados ambientales fueron
intermedios para amikacina (70 %) y sensibles para gentamicina (90 %). Adicionalmente,
en aislados clinicos, la sensibilidad antibio6tica con respecto a los antibioticos de eleccion se
observo solo en tobramicina (48 %), similar a los aislados ambientales que fueron sensibles
al mencionado antibiotico. En contraste, algunos estudios mencionan que A. baumannii
presenta resistencia a la tobramicina en un 63 % (Aliakbarzade et al., 2014) o sobre el 90 %
(Yang et al., 2015). Por otra parte, otros estudios reportan que los aislados ambientales
fueron sensibles a aminoglucosidos como gentamicina y tobramicina como lo reporta Girlich
et al. (2010). Acinetobacter spp. procedentes de aislados ambientales pueden ser sensibles a
amikacina (Girlich et al., 2010); en contraste, en el presente estudio tanto aislados clinicos y
ambientales fueron resistentes o intermedios, respectivamente. Por otro lado, otros estudios
mencionan que Acinetobacter spp. son resistentes a antibiéticos como gentamicina
(Hrenovic et al., 2016; Poonia et al., 2014) y tobramicina (Hrenovic et al., 2016) de aislados
provenientes de diferentes aguas residuales. La resistencia encontrada puede deberse a
distintos mecanismos, intrinsecos o adquiridos, que se presentan en la bacteria (Aliakbarzade
et al., 2014; Lee et al, 2012). Entre los mecanismos intrinsecos que pueden estar generando
resistencia se menciona a las enzimas como acetil transferasas, fosfotransferasas o adenitil
transferasas (Gallo y Puglia, 2013). En especial, las ciclin transferasas, codificadas por el
gen AADB, confieren resistencia tanto a la gentamicina como a la tobramicina (Aliakbarzade

et al., 2014). Por otro lado, la resistencia a la amikacina puede ser mediada por la
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inactivacion del antibiotico generado por la enzima amoniglucosido-3"-fosfotransferasa VI
(Gallo y Puglia, 2013) o por los genes aphA6 (Adams et al., 2010) o blaoxa-ss (Fu et al.,

2014).

Finalmente, los aislados clinicos de Acinetobacter spp. presentaron resistencia a las
cefalosporinas, fluoroquinolonas, trimetropim y sulfonamida. En particular, los aislados
clinicos fueron resistentes a ceftazidima (98 %), ciprofloxacina (94 %), cefepime (98 %),
acido nalidixico (96 %) y trimetropim/sulfametoxazol (92 %). En contraste, los aislados
ambientales fueron intermedios para los antibidticos antes mencionados. Algunos estudios
mencionan la resistencia de Acinetobacter spp. a ceftazidima (Aliakbarzade et al., 2014;
Hakemi et al., 2014; Hart et al., 2010; Jiménez, 2013; Poonia et al., 2014). Mientras que,
otros estudios reportan la resistencia mayor al 90 % a la ciprofloxacina y al cefepime (Dall
et al., 2015; Hakemi et al., 2014; Hart et al., 2010; Jiménez, 2013). La resistencia a los
diferentes antibioticos puede ser mediada por mutaciones heredadas que han sido
seleccionadas (Khorsi et al., 2015) o incluso adquiridas. En particular, la resistencia a las
quinolonas esta mediada por mutaciones en varios genes como gyrA, gyrB, ParC y ParE,
siendo la mutacién en gyrA el mecanismo mas importante relacionado con la resistencia a
las quinolonas (Alvarez-Hernandez, Garza-Mayén, y Vazquez-L6pez, 2015). Sin embargo,
la mutacion generada en el gen gyrA por si sola no es efectiva para generar resistencia a la
ciprofloxacina. La resistencia al mencionado antibidtico se incrementa con la mutacion en
conjunto con el gen ParC (Ardebili et al., 2015). Por otro lado, la resistencia a las
cefalosporinas se ve mediada por la produccion de B-lactamasas de espectro extendido
(ESBL) cuando existe una sobre expresion cromosdémica de cefalosporinasas (Navarro et al.,
2011). Finalmente, la resistencia al antibiotico trimetoprim/sulfametroxazol es mediada por

dos genes de resistencia dhfr y sul que confieren resistencia a trimetoprim y a la sulfonamida,
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respectivamente (Khorsi et al., 2015). Los dos genes se encuentran en la region 3"de un

integrén clase 1 (Vanegas-Mdnera et al., 2014).

Los aislados ambientales y clinicos presentaron diferentes patrones de susceptibilidad.
Por lo general, las bacterias ambientales son mas sensibles comparadas con bacterias de
origen clinico. La diferencia en la resistencia encontrada entre los aislados clinicos y
ambientales puede ser resultado de diferentes factores; como, por ejemplo, las condiciones
bioldgicas, factores de virulencia, epidemiologia o lugar de origen (Karmostaj, Najar, y
Hatef, 2013). Sin embargo, el principal motivo de las diferencias en el patron de
susceptibilidad antibi6tica encontrada entre aislados clinicos y ambientales puede estar
relacionado con la concentracién del antibiotico en cada ambiente. Por lo general, en el
medio acuatico se espera que la concentracion sea menor que aquella que se encuentra en
ambientes clinicos en donde se suministra antibidticos continuamente (Zhang et al., 2009;
Zhang et al., 2013). Por lo general, los aislados clinicos se encuentran bajo una presion
selectiva debido a que éstos estan expuestos constantemente a la presencia de antibiéticos,
en particular, de amplio espectro. Bajo esta situacion, la transmisién de determinantes
genéticos entre los aislados clinicos se puede dar mediante transferencia horizontal de genes
(Zhang et al., 2009; Manchanda et al., 2010), promoviendo el incremento de la resistencia
antibidtica. Esta situacion genera una evolucion a la resistencia mas rapida en los aislados
clinicos que en aislados ambientales (Zhang et al., 2013). Por esta razén, los aislados
ambientales aun son sensibles a determinados antibidticos, posiblemente porque estos
aislados no estan expuestos a todos los antibidticos a diferencia de los aislados clinicos. Sin
embargo, hay que tener mucho cuidado con la interpretacion de los resultados provenientes
de muestras ambientales; primero, por el nimero de muestras y segundo porque para las

muestras ambientales la caracterizacion de susceptibilidad antibiotica se tomd en cuenta los
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puntos de corte que rigen a cepas clinicas de los estandares clinicos CLSI (2015), esto fue
debido a la falta de parametros especificos para bacterias ambientales de acuerdo a esta
institucion. Finalmente, la sensibilidad antibidtica es un parametro importante para

establecer un tratamiento eficiente contra infecciones causadas por Acinetobacter spp.

5.3. Genes de resistencia de las serin-p-lactamasas de Acinetobacter spp. procedentes

de aislados clinicos

A nivel mundial, la acumulacién de mecanismos de resistencia a los carbapenémicos
tanto intrinsecos como adquiridos constituyen factores para la alta tasa de la resistencia a los
carbapenémicos en Acinetobacter spp. EI mecanismo de resistencia de las bacterias es
mediante la degradacion enzimatica llevada a cabo por las carbapenemasas (Hammoudi et
al., 2015). En particular, Acinetobacter spp. se caracterizan por su mecanismo de resistencia
que es la presencia de las enzimas serin-p-lactamasas, especialmente, las del tipo
oxacilinasas (Evans y Amyes, 2014; Nowak, Paluchowska, y Budak, 2012; Périchon et al.,
2014). En el presente estudio, se encontrd principalmente los genes blaoxa-23 y blaoxa-s1 en
alto porcentaje en la mayoria de los aislados clinicos. En contraste, en los aislados
ambientales que se identifico solo el gen blaoxas:. En aislados clinicos, otros genes que
fueron identificados y caracterizados en menor porcentaje fueron blaoxa-72 (11,5 %) y
blaoxa-143 (1,9 %). Todos estos genes son los responsables de la alta resistencia que
presentan Acinetobacter spp., los mismos que se encuentran circulando principalmente en

ambientes hospitalarios.

5.3.1. Gen de resistencia blaoxa-2s presente en Acinetobacter spp.

El alto porcentaje del gen blaoxa-23 encontrado en el presente estudio esta relacionado

con su distribucion a nivel mundial, la misma que ha sido asociada a una diseminacion clonal
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(Higgins et al., 2010; Mugnier et al., 2010). A nivel de Sudamérica, el gen ha sido reportado
en varios paises como Brasil, Colombia, Argentina (Opazo, Dominguez et al., 2012) y
Venezuela (Cuaical et al., 2012). La diseminacion del gen en la region se debe
principalmente a nuevos clones de A. baumannii, asi como cepas no clonales (Labarca et al.,
2016). En el Ecuador, este es el primer reporte de la presencia de la enzima OXA-23 en

aislados clinicos de Acinetobacter spp.

La presencia de este gen esta relacionada con la alta resistencia encontrada a los
carbapenémicos como imipenem y meropenem. Similar a varios estudios, en donde reportan
que el gen blaoxa-23 es el principal responsable de la alta resistencia a los mencionados
carbapenémicos (Adams et al., 2010; Ji et al., 2014; Wu et al., 2015). Por otro lado, otros
estudios indican que el gen blaoxa-23 en conjunto con el gen blaoxas: son los principales
responsables de la resistencia a los dos carbapenémicos (Cuaical et al., 2012; Dall et al.,
2015; Evans et al., 2013; Perilli et al., 2015). En contraste, otros estudios han encontrado
que el gen blaoxa-23 es responsable de la resistencia solo al imipenem (Fonseca et al., 2013;
Hammoudi et al., 2015; Khorsi et al., 2015; Mostachio et al., 2012; Routray et al., 2013;
Royer et al., 2015). En Acinetobacter spp., la resistencia generada por el gen blaoxa-23 €s
mediada por la transferencia de plasmidos que contienen las secuencias de insercion ISAbal
(Khorsi et al., 2015; Martinez y Mattar, 2012; Opazo, Sonnevend et al., 2012; Teixeira et
al., 2013) o por el gen intrinseco en donde el elemento de insercion ISAcral promueve su
sobreexpresion (Higgins, Zander, y Seifert, 2013). La presencia de estos elementos de
insercion no solo fomenta la resistencia del gen blaoxa-23 sino que también genera la
expresion del gen blaoxa-s1, aumentando la resistencia de la bacteria a los carbapenémicos,
imipenem y meropenem (Jung y Park, 2015). Ademas, el gen blaoxa-23 ha sido reportado en

transposones como el Tn2009 (Li et al., 2015). Si el gen blaoxa-23 se encuentra en plasmidos
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puede diseminarse en una alta tasa mediante transferencia horizontal de genes; por lo que,
su diseminacion en otras provincias del pais, asi como en el medio ambiente es muy
probable. Aunque por el momento no se encontr6 el blaoxa-23 en los sitios muestreados de

los diferentes rios, no se descarta su presencia en el medio ambiente.

5.3.2. Gen de resistencia blaoxa-s1 presente en Acinetobacter spp.

El alto porcentaje del gen blaoxa-s1 encontrado en el presente estudio esta relacionado
con su distribucion a nivel mundial (Higgins et al., 2010). En Sudamérica, el gen ha sido
reportado en aislados clinicos en varios paises (Opazo, Dominguez et al., 2012),
especialmente en Venezuela (Cuaical et al., 2012), Bolivia (Fernandez et al., 2009), Brasil
(Figueiredo, Netto et al., 2011; Fonseca et al., 2013) y Colombia (Martinez y Mattar, 2012).
En el Ecuador, este es el primer reporte de la presencia de la enzima OXA-51 en aislados

clinicos de Acinetobacter spp.

La presencia del gen sugiere que Acinetobacter baumannii seria la especie mas
frecuente en ambientes clinicos. Esto es porque el gen se lo considera como marcador
intrinseco para la mencionada especie (Higgins et al., 2010; Périchon et al., 2014), el mismo
que se encuentra en al menos tres transposones (Li et al., 2015) dentro del cromosoma
(Figueiredo, Netto et al., 2011; Poirel et al., 2010; Lee et al., 2009). Sin embargo, varios
estudios mencionan que el gen puede estar presente también en plasmidos junto a elementos
de insercion como ISAbal (Chen, Cuaical et al., 2012; Lee et al., 2012; Martinez y Mattar,
2012) e ISAba825 (Lopes, Al-Hassan, y Amyes, 2012). El gen al estar presente en plasmidos
permite su facil diseminacion entre las especies del genero; por lo que, este gen también se
lo ha encontrado en otras especies como A. pitti, A. calcoaceticus, A. Iwoffii (Perichon et al.,

2014) y A. nosocomialis (Lee et al., 2012). Por esta razon, los tres haplotipos encontrados
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en aislados clinicos pueden estar presente tanto en A. baumannii como en especies no
baumannii. Por lo tanto, no se puede afirmar que los aislados correspondan a la especie A.

baumannii.

El gen blaoxas1 por si solo no confiere una fuerte resistencia a los carbapenémicos
(Gordon y Wareham, 2010); sin embargo, en conjunto con los elementos de insercion como
ISAbal o ISAba825 promueven la resistencia a los mencionados antibioticos (Evans et al.,
2013; Jung y Park, 2015; Sen y Joshi, 2015). Esto explicaria la alta resistencia a
carbapenémicos como imipenem y meropenem encontrada en el presente estudio. Como lo
reportan diferentes estudios en donde la presencia de este gen estaria relacionada con la alta
resistencia al imipenem (Chen, Lee et al., 2010; Evans et al., 2013; Martinez y Mattar, 2012)
y meropenem (Chen, Lee et al., 2010). Adicionalmente, la resistencia se incrementa cuando
otra enzima OXA esta presente; en particular, el blaoxas1 se lo detectd en conjunto con el
gen blaoxa-23, asi como también con los genes blaoxa-ss Y blaoxa-724. Similar a otros estudios
en donde reportan la presencia de los genes blaoxa-s1 Y blaoxa-23 coexistiendo y mediando
la resistencia a los carbapenémicos (Hart et al., 2010; Martinez y Mattar, 2012; Teixeira et

al., 2013; Yang et al., 2015).

5.3.3. Gen de resistencia blaoxa-143 presente en Acinetobacter spp.

A nivel de Sudamérica, el gen blaoxa-143 fue reportado por primera vez en aislados
clinicos de Acinetobacter baumannii en Brasil (Higgins et al., 2009). Por lo que, su presencia
en otros paises sudamericanos se mencionaba que podria ser probable (Opazo Dominguez
et al., 2012). Actualmente, algunas variantes del gen han sido documentadas, entre las que
se menciona a OXA-231 y OXA-253 presentes en A. baumannii en Brasil (Gionco et al.,

2012; Girlich et al., 2014). En el Ecuador, este es el primer reporte de la presencia de la
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enzima OXA-143 presente en el aislado clinico 15-1175 de Acinetobacter spp. Este gen
como se menciond anteriormente estaria promoviendo la alta resistencia a los
carbapenémicos encontrada en el estudio. La presencia del gen ha sido asociada con la alta
resistencia a los carbapenémicos, en particular al meropenem, en conjunto con un
mecanismo interno como la alteracion de las OMPs (Mostachio et al., 2012). Por lo que, la
resistencia al meropenem que presenta este aislado clinico puede estar relacionada con la

presencia del gen blaoxa-143 €n conjunto con la alteracion de las OMPs.

La secuencia encontrada tiene una alta similaridad con las variantes OXA-499 descrita
para aislados de A. pittii de Alemania (Kaase, Pfennigwerth, Lange, y Gatermann, 2015) y
OXA-255 reportada en Estados Unidos (Zander et al., 2014). En particular, el gen blaoxa-
143 fue muy similar en un 99 % con la secuencia de la variante OXA-499 de A. pittii; sin
embargo, la variante presente en el pais se diferencia por un cambio del aminoacido valina
(GTG) en lugar de la metionina (ATG). Resultados que son corroborados con el analisis
filogenético; en donde, el haplotipo encontrado en el presente estudio estd mas relacionado
con las variantes reportadas para la especie A. pitti que con aquellas encontradas en A.
baumannii. Ademas, el estudio demuestra que el blaoxa-143 Se encuentra como grupo
hermano del gen blaoxa-24/40. Varios autores consideran que la enzima OXA-40 puede haber
dado origen a la aparicion de la enzima OXA-143 debido a que las dos enzimas estan
estrechamente relacionadas (Evans y Amyes, 2014; Opazo, Dominguez et al., 2012). Sin
embargo, de acuerdo al andlisis filogenético del presente estudio se demuestra todo lo

contrario, el gen blaoxa-143 constituiria el ancestro del gen blaoxa-24/40.

Por otro lado, el aislado clinico 15-1175 se caracterizd por no tener el gen intrinseco
blaoxas1 que es un marcador caracteristico de Acinetobacter baumannii, aunque el

mencionado gen también se ha reportado en otras especies. Por este motivo, se infiere que
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el aislado podria no corresponder a la mencionada especie. Ademas, la variante encontrada
en el pais es muy diferente a las variantes OXA-143 que se reporta para la especie A.
baumannii en Brasil y Honduras (Higgins et al., 2009; Zander et al., 2014), variante que
comparte el 93 % de identidad con la variante OXA-182 proveniente de aislados clinicos de
Corea (Kim et al., 2010). Por todo lo mencionado, el gen blaoxa-143 encontrado en el presente
estudio podria constituir una nueva variante de una especie no baumannii, diferente a las
reportadas en Sudamérica, pero similar, principalmente, con aquellas presentes en Europa.
Esta informacidn refuerza la idea de que este gen puede estar en diferentes especies del
género y su presencia es mediada por plasmidos de alrededor 30 kb (Evans et al., 2013), por
lo que, no se descarta su presencia en otras partes del pais, asi como en otros paises a nivel

de Sudamérica.

5.3.4. Gen de resistencia blaoxa-72 presente en Acinetobacter spp.

En el presente estudio, el gen blaoxa-24 fue identificado en seis aislados clinicos (11,5
%). La secuencia fue similar en un 100 % a la variante OXA-72 de Acinetobacter baylyi
como primera opcion, aunque también se la identifico con otras secuencias como OXA 72y
OXA-24 de A. baumannii, asi como con otras especies que presentaron el mismo porcentaje
de similaridad. A nivel de Sudamérica, la variante OXA-72 ha sido reportada en Colombia
(Montealegre et al., 2012; Saavedra, Cay, Gales, Leal, y Saavedra; 2014) y Brasil (de Sa
Cavalcanti et al., 2013; Werneck, Picao, Carvalhaes, Cardoso, y Gales, 2011). En el pais,
esta variante fue documentada en la especie A. baumannii de aislados clinicos (Nufiez et al.,
2016). La secuencia encontrada en el presente estudio tiene una alta similaridad (100 %) con
la variante OXA-72 descrita anteriormente en el pais. Con los resultados obtenidos se
confirma la presencia de esta variante en el Ecuador y seria el tercer pais de Sudamérica que

reporta la presencia de la enzima OXA-72 en la region, hasta el momento.
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Esta variante puede estar relacionada con la multirresistencia a los antibioticos, en
particular, a los carbapenémicos (Franolic-Kukina et al., 2011). En el presente estudio, la
resistencia a imipenem, asi como meropenem fue encontrada en los seis aislados en donde
estuvo presente el gen. Similares resultados fueron reportados para Acinetobacter baumannii
en Estados Unidos en donde el gen blaoxa72 fue responsable de la alta resistencia a
meropenem e imipenem (Sen y Joshi, 2015). Por otro lado, Kuo et al. (2013) mencionan que
los niveles de ARNm OXA-72 incrementan no solo en presencia del imipenem sino también
de ampicilina/sulbactam; por lo tanto, este es uno de los genes confiere resistencia no solo a

los carbapenémicos sino también a otros B-lactamicos en A. baumannii.

La variante OXA-72 no solo ha sido identificada en la especie Acinetobacter
baumannii sino también en otras especies del género. Entre las especies se reporta A. pittii
(Atrouni, Joly-Guillou, Hamze, y Kempt, 2016; Bonnin, Docobo-Pérez, Poirel, Villegas, y
Nordmann, 2014; Montealegre et al., 2012), A. calcoaceticus (Atrouni, Kempf et al., 2016)
y A. baylyi (Lee et al., 2009). En el presente estudio, el gen fue detectado en el aislado 15-
1175 que se caracterizo porque no presentd el gen blaoxa-s1. Por esta razon, se infiere que el
gen puede estar presente en un aislado que pertenece a una especie no baumannii. Aunque
los otros aislados presentaron el gen intrinseco blaoxa-s1 No se puede afirmar que los aislados
corresponda a A. baumannii, esto es porque varias especies del género como A. pitti, A.
calcoaceticus y A. lwoffii también puede tener el gen blaoxa-s1 (Périchon et al., 2014). De
acuerdo al analisis filogenético, el gen blaoxa-72 no presenta una clara separacion y esta
relacionado con diferentes especies como A. baylyi y A. baumannii que poseen la variante
OXA-72, asi como otras especies diferente al género como Providencia rettgeri y Klebsiella
pneumoniae que tienen la variante OXA-24. Esta similaridad en la secuencia puede deberse

a que no es muy informativa como para separar entre las variantes OXA-72 y OXA-24.

98



Por todo lo mencionado, la variante del gen blaoxa-72 puede estar presente en varias
especies del género. La posible presencia de la variante del gen en varias especies de
Acinetobacter se debe a que éste es diseminado mediante transferencia horizontal de genes
mediada por plasmidos de alrededor de163 kb (Kuo et al., 2013; Montealegre et al., 2012).
Por lo tanto, los aislados clinicos podrian servir como reservorios para que el gen se disemine
entre otras especies de Acinetobacter (Saavedra et al., 2014), aumentando el riesgo a la
resistencia a los carbapenémicos. Ademas, también se menciona que este gen tiene el
potencial para una diseminacion a partir de un clon epidémico, asi como ocurre en Brasil (de
Séa Cavalcanti et al., 2013). En el pais, la variante ya ha sido reportada en A. baumannii por
Nufiez et al. (2016) y en el presente estudio se reporta esta variante en Acinetobacter spp. en
la ciudad de Quito. No se puede afirmar en que especie se encuentra el gen debido a que los
aislados no fueron identificados molecularmente a nivel de especie. El gen al ser transferido
por plasmidos no se descarta su rapida diseminacion en otras ciudades, asi como en otras

especies del género.

5.3.5. Gen de resistencia blaoxa-ss presente en Acinetobacter spp.

El gen blaoxa-ss fue uno de los genes que se lo encontrd en un alto porcentaje; sin
embargo, su deteccion solo fue a nivel de PCR. No obstante, su importancia radica en que
es uno de los genes que promueve la resistencia a los carbapenémicos (Sevillano et al.,
2012). Ademas, el gen blaoxa-sg se caracteriza por una diseminacion probablemente clonal
con patrones particulares en cada lugar geografico (Fu et al., 2014); en contraste, el gen
blaoxa-23 que tiene una sola distribucion clonal a nivel mundial (Higgins et al., 2010;
Mugnier et al., 2010). En los tltimos afios, el gen blaoxa-ss ha sido reportado en paises como
Bolivia (Fernandez et al., 2009; Sevillano et al., 2012) y Brasil (Figueiredo, Netto et al.,

2011; de Souza et al., 2012), principalmente. En el Ecuador, este seria el primer reporte de
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la presencia de la enzima OXA-58 en aislados clinicos de Acinetobacter spp., pero se debe

confirmar su identidad mediante secuenciamiento.

La presencia de este gen explicaria la alta resistencia al imipenem y meropenem en
aislados clinicos, resistencia que se incrementa por la presencia de los genes blaoxa-23 ¥
blaoxas1. Especialmente, el gen blaoxass media la resistencia al imipenem (Verma et al.,
2011) aungue también se ha documentado que puede ejercer resistencia para otros
antibidticos como la amikacina (Fu et al., 2014) y piperacilina/tazobactam (Chen, Chang et
al., 2010). La enzima OXA-58 por si sola no es suficiente para conferir resistencia a los
carbapenémicos, necesita la presencia de otros mecanismos (Evans et al., 2013). Por esta
razon, el gen blaoxa-ss s uno de los responsables en conjunto con otras oxacilinasas en
generar resistencia a los carbapenémicos como los genes blaoxa-23 y blaoxasi. Otros
estudios indican que el gen blaoxa-ss se encuentra coexistiendo solo con el gen blaoxa-23
(Figueiredo, Netto et al., 2011; Fu et al., 2014), con el gen blaoxa-s1 (Vahaboglu et al., 2006)
o se lo ha reportado solo (Evans, Hamouda, Towner, y Amyes, 2010; Fernandez et al., 2009;
Koh et al., 2007). La actividad enzimatica de la enzima OXA-58 es mas baja que la OXA-
23, por lo que esta Gltima contribuye con la resistencia a los dos carbapenémicos (Wu et al.,

2015).

Varios autores como Evans et al. (2010), Fu et al. (2014), Silva et al. (2015) mencionan
que este gen puede ser transferido gracias al elemento de insercion ISAba3 que le permite
diseminar la resistencia antibidtica. Otros autores mencionan su presencia en integrones
clase 1 (Fernandez et al., 2009). La amplia distribucion del gen presente en diferentes
aislados clinicos asegura su capacidad de ser transferido mediante plasmidos entre diferentes
especies del género (Chen, Chang et al., 2010; Sevillano et al., 2012; VVahaboglu et al., 2006).

El gen ha sido reportado en varias especies como A. pitti (Evans et al., 2010; Fu et al., 2014;
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Silva et al., 2016), A. nosocomialis (Chen, Chan et al., 2010; Fu et al., 2014) y A. johnsonii
(Silva et al., 2016), por lo que, la posible presencia del gen puede estar asociado a diferentes

especies del género.

5.3.6. Gen de resistencia blaces presente en Acinetobacter spp.

El gen blaces también ha sido reportado en Acinetobacter spp. (Bogaerts et al., 2010;
Bonnin et al., 2011) como responsable de la hidrolisis de los carbapenémicos (Charfi-Kessis
et al., 2014). La enzima GES tiene una amplia diseminacion mediada principalmente por
plasmidos (Bogaerts et al., 2010; Bonnin et al., 2011). Sin embargo, en el presente estudio a
pesar de que se obtuvo un producto de PCR en dos aislados clinicos, los resultados del
secuenciamiento determinan que los primers utilizados no identificaron el gen de resistencia;
por el contrario, detectaron genes presentes en el cromosoma de Acinetobacter spp. Los
primers utilizados probablemente no son especificos y por ello no reconocieron el gen de
resistencia blaces y se acoplaron a otra region del cromosoma. Autores como Opazo,
Sonnevend et al. (2012) no determinaron la presencia del gen blaces con los mismos primers
utilizados en el presente estudio. Otros estudios que utilizan el primer forward
(5’ ATGCGCTTCATTCACGCAC™3) que fue el mismo que se utilizé6 en el estudio
identificaron las diferentes variantes del gen blaces; sin embargo, esos estudios utilizaron un
primer reverse diferente (5’CTATTTGTCCGTGCTCAGGA™3) (Cicek et al.,, 2013;
Moubareck et al., 2009). Por lo que, para determinar la posible presencia del gen blaces se

deberia disefar y sintetizar otros primers.

5.4. Genes de resistencia de las metalo--lactamasas en Acinetobacter spp.

Las enzimas metalo-B-lactamasas estan presentes en algunas partes del mundo

(Shrestha et al., 2015). Su identificacion puede ser tanto fenotipica como molecular. En el

101



presente estudio, el analisis fenotipico no fue capaz de detectar metalo-p-lactamasas, pero a
nivel molecular se detectd al gen blasim proveniente de un aislado clinico. Por lo que, la
produccién de carbapenemasas no solo se debe basar en el perfil de resistencia o pruebas
fenotipicas sino también se debe incluir el analisis molecular para tener un resultado
confirmatorio. Navarro et al. (2011) mencionan que se podria mejorar el método fenotipico
y aumentar la sensibilidad de esta prueba mediante pruebas de aproximacion de discos
utilizando discos de carbapenémicos combinados con EDTA v tirillas de microgradiente
como el Etest, utilizar fenantrolina o sustituir EDTA por compuestos tiolicos como el
mercaptopropionico. Adicionalmente, se ha sugerido la suplementacion de zinc en el medio,
pero esta modificacién no ha sido ampliamente evaluada (Miriagou et al., 2010). Las
dificultades en la deteccion fenotipica o genotipica pueden llevar a subestimar la estimacion

de la presencia de las carbapenemasas en Acinetobacter spp.

En el presente estudio se determind la presencia del gen blasiv en el aislado clinico 15-
1175 (1,9 %) mediante PCR, pero no fue posible su identificacion mediante
secuenciamiento; por lo tanto, su presencia e identidad aun es cuestionable. A nivel
fenotipico no se detectd la presencia de ninguna metalo-f-lactamasas tanto de aislados
clinicos como ambientales. Esto probablemente se deba a que la deteccion mediante PCR es
mas sensible. EI gen blasim es uno de los genes menos reportados a nivel mundial, su
presencia esta restringida en paises como China y Corea (Kim et al., 2013; Lee et al., 2010;

Sun et al., 2016; Zhou et al., 2011).

La enzima SIM se caracteriza por conferir resistencia a los carbapenémicos en
Acinetobacter spp. (Kim et al., 2013; Zhou et al., 2011), en particular al imipenem (Kim et
al., 2013; Sun et al., 2016). La presencia del gen blasim puede incrementar la resistencia a

los carbapenémicos cuando existe una coexpresion con otras carbapenemasas de clase D,
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por ejemplo, de la enzima OXA-23 (Zhou et al., 2011). En el presente estudio se encontro
una co-resistencia del gen blasiv con los genes blaoxa-143 y blaoxa-72, la presencia de los tres
genes de resistencia incrementaria la resistencia a los carbapenémicos en el mencionado
aislado. Esta relacion explicaria la resistencia al imipenem que presenta el aislado. Hasta el
momento, no se ha reportado la co-resistencia de los genes antes mencionados. El gen blasim
esta presente principalmente en integrones clase 1 que son transportados por plasmidos (Kim
etal., 2013; Sun et al., 2016) Por esta razon, el gen ha sido reportado en diferentes especies
de Acinetobacter como A. baylyi (Zhou et al., 2011), A. genomoespecie 10 (Lee et al., 2010),
A. pitti y A. nosocomialis (Kim et al., 2013). Por lo que, la posible presencia del gen en el
aislado 15-1175 como se menciond anteriormente seria de una especie no baumanni; por
otro lado, si se confirma su identidad, la presencia de este gen seria el primer reporte tanto
en el pais como a nivel de region. Por lo tanto, se debe identificarlo y clasificarlo

correctamente para corroborar su presencia o no en el pais.

Aunque se obtuvo un producto de PCR para el gen blaspm, Su secuencia no corresponde
al gen de resistencia esperado. Los primers F/5'-AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG-3'y
R/5-ACA TTA TCC GCT GGA ACA GG-3' reconocieron una region del cromosoma que
codifica una proteina hipotética en Acinetobacter baumannii. Estos primers han sido usados
para detectar la enzima en A. baumannii por varios autores como Safari et al. (2015), en
donde no han obtenido producto de PCR alguno. Por otro lado, los primers han sido usados
ampliamente para la amplificacion del gen en aislados de Pseudomonas aeruginosa (Sheikh
etal., 2014). La presencia de la enzima ha sido detectada en A. baumannii, pero con primers
diferentes (Shahcheraghi et al., 2011). Diferentes factores pueden haber intervenido en el

resultado obtenido, como, por ejemplo, la temperatura anneling no fue la adecuada para los
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mencionados primers, los primers no son especificos o estan mal disefiados; en particular,

para los aislados de Acinetobacter spp. del presente estudio.

Finalmente, en el presente estudio, no se detectd el gen blagim tanto para aislados
clinicos como ambientales. La enzima GIM es la menos reportada de las metalo-p3-
lactamasas. Similar a otros estudios en donde incluyen la deteccion del gen (Hakemi et al.,
2014; Khorsi et al., 2015; Qu, Du, Yu, y L, 2016) pero con resultados negativos. La enzima
es endémica de Alemania (Zhao y Hu, 2015); hasta el momento, no se ha reportado el gen
blacim en Sudamérica. Actualmente, el gen ha sido reportado en Pseudomonas aeruginosa
(Castanheira, et al., 2004), varias especies de la familia Enterobacteriaceae (Hamprecht et
al., 2013; Kaase et al., 2014; Wendel et al., 2013) y Acinetobacter pittii (Kaase et al., 2014).
Finalmente, el gen blacim esta principalmente en plasmidos (Kaase et al., 2014) aunque
también se lo ha reportado en un integrén del cromosoma (Wendel y MacKenzie, 2015) pero

su diseminacién actual esta en Alemania.

5.5. Gen de resistencia presente en Acinetobacter spp. de aislados ambientales

Este es el primer reporte sobre la deteccion de genes de resistencia presentes en
Acinetobacter spp. procedente de muestras ambientales. Uno de los genes que se detecto e
identifico fue el gen blaoxa-s1 con dos diferentes haplotipos. Otro gen presente en las aguas
de rio fue blaoxa-ss; sin embargo, no fue posible su identificacion mediante secuenciacion.
En Sudamérica, la presencia del gen blaoxa-s1 en el ambiente ha sido reportado en conjunto
con blaoxa-23 de aislados de A. baumannii proveniente de aguas residuales hospitalarias
(Ferreira et al., 2011). Sin embargo, en aislados de rio se ha encontrado otros genes como el
gen blaoxa-23, en particular, en sitios de descarga de aguas residuales (Goic-Barisic,

Hrenovic, Kovacic, y Seruga, 2016), lejos del sitio de descarga de aguas residuales (Girlich
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et al., 2010; Silva et al., 2016), asi como de rios (Silva et al., 2016). Por otro lado, el gen
blaoxa-ss N0 ha sido reportado en rios ni aguas residuales (Goic-Barisic et al., 2016), pero si
se ha reportado su presencia en agua potable (Silva et al., 2016). En aislados ambientales, la
presencia de los genes blaoxa promovieron la resistencia solo al imipenem. En particular, el
gen blaoxa-s1 Se expresa en presencia de elementos de insercion o cuando un gen blaoxa
adquirido estd presente (Lopes et al., 2012), asi como de los mecanismos de resistencia

intrinseca (Shrestha et al., 2015; Wong et al., 2009).

Para el gen blaoxa-s1 procedentes de aislados ambientales se identifico dos haplotipos
4y 5 que se ubicaron en diferentes posiciones dentro del clado que conforma las variantes
del gen blaoxa-s1. De acuerdo al analisis filogenético, los dos haplotipos se agruparon junto
con secuencias de origen clinico. Aungue el haplotipo 4 presenta tres cambios aminoacidicos
en las posiciones 105, 114 y 115 con respecto a la secuencia de la variante OXA-94, este
haplotipo se agrupo en el clado integrado por los haplotipos 1 y 2 de origen clinico. A nivel
de secuencias de aminodcidos, los tres haplotipos son iguales; en particular, los haplotipos
presentan tres residuos de aminoéacidos leucina (L), lisina (K) y alanina (A) que los diferencia
de las variantes reportadas en el GenBank. Por lo que, el haplotipo cuatro puede ser una
nueva variante y su origen probablemente es clinico, asi como, los haplotipos 1 y 2 que se

los detect6 en aislados clinicos.

Por otro lado, el haplotipo 5 presenté dos aminoacidos diferentes con respecto a la
secuencia de la variante OXA-259. De acuerdo al anélisis filogenético, el haplotipo 5 no se
relacioné con la mencionada variante, pero si se agrup6 en un solo subclado con el haplotipo
3 de origen clinico. Los dos haplotipos comparten dos residuos de aminoacidos, lisina (K) y
alanina (A) en las posiciones 114 y 115, amino&cidos caracteristicos de las secuencias

encontradas en el presente estudio. Sin embargo, estas dos secuencias se diferencian de los
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haplotipos 1, 2 y 4 por dos o tres cambios de aminoacidos. De acuerdo al anélisis
filogenético, el haplotipo 5 constituye otra variante del gen blaoxa-s1, asi como el haplotipo
3 de origen clinico. Por lo tanto, las variantes del gen blaoxa-s1 tanto de aislados clinicos
como ambientales al tener dos aminoacidos propios de las secuencias del presente estudio,
diferentes a las secuencias de referencia del GenBank, se las puede considerar como nuevas

variantes no reportadas hasta el momento.

Los dos haplotipos ambientales por sus caracteristicas posiblemente tienen un origen
clinico como resultado de las actividades humanas. Similar a otro estudio, en donde
identificaron diferentes genes de resistencia, entre los que se menciona a blaoxa-s1, blaoxa-
23 Y blaoxa-24, provenientes de aislados ambientales. En base al analisis filogenético, los
autores infirieron que los diferentes genes de resistencia encontrados fueron de origen clinico
(Goic-Barisic et al., 2016). La presencia del gen blaoxa-s1, posiblemente de origen clinico,
en el ambiente tiene varias implicaciones, las mismas que fueron analizadas en el punto
5.1.2. Razon por la cual, la presencia de aislados clinicos en el medio ambiente pueden actuar
como reservorio de genes de resistencia de importancia clinica (Girlich et al., 2010). En
particular, los genes de resistencia encontrados en aislados ambientales pueden ser de
Acinetobacter baumannii; sin embargo, su identidad debe ser confirmada mediante un

analisis molecular.

5.6. Relaciones filogenéticas de los cuatro genes de resistencia blaoxa

De acuerdo al andlisis filogenético, los genes blaoxa-s1 y blaoxa-23 fueron clados
hermanos. Similares resultados fueron encontrados en un estudio en donde analizaron las
relaciones de genes blaoxa encontrados en A. baumannii procedente de aguas residuales

(Goic-Barisic etal., 2016). Por lo general, el analisis de las relaciones se las infiere utilizando
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secuencia de aminoacidos (Brown y Amyes, 2005; Evans y Amyes, 2014; Perichon et al.,
2013; Poirel et al., 2010). De acuerdo a este tipo de analisis la variante OXA-51es grupo
hermano de la variante OXA-24 y en conjunto son grupos hermanos de OXA-23 (Brown y
Amyes, 2005). Por otro lado, los genes blaoxa-24 y blaoxa-143 se agruparon en un solo clado
que indican que tiene el mismo ancestro en comun, en donde se indica que el gen blaoxa-143;
en particular, la secuencia de la variante OXA-253 seria la secuencia mas ancestral. Estudios
en donde incluyan en su topologia las secuencias nucleotidicas del gen blaoxa-143 no se han
reportado hasta el momento. Sin embargo, se han reportado el analisis filogenético en base
a secuencias de aminoacidos en donde incluyen la variante OXA-143. En el estudio, los
autores mencionan que la enzima OXA-40 seria el ancestro de la variante antes mencionada
(Evans y Amyes, 2014). Las topologias de arboles generados con secuencias nucleotidicas
no son comparables con arboles inferidos con secuencias de aminoacidos. Esto es porgue el
analisis con secuencias nucleotidicas dan una informacién mas precisa sobre las mutaciones
en el genoma; por lo que, este tipo de analisis es Util para inferir el ancestro (Abascal,
Zardoya, y Telford, 2010). Por otro lado, debido a la alta variabilidad del gen que codifica
la enzima OXA-51 es recomendable incluir un analisis de secuencias aminoacidicas. En
general, los genes analizados en el presente estudio sefialan que todos los genes blaoxa

provienen de un ancestro en comun, similar al estudio de Goic-Barisic et al. (2016).
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6. CONCLUSIONES

Los aislados de Acinetobacter spp. fueron principalmente de la poblacion pediatrica
asociada a la unidad de cuidados intensivos y de muestras provenientes de secrecion

traqueal.

El aislamiento y la identificacién de las especies de Acinetobacter provenientes de
muestras ambientales fue dificil con las técnicas microbioldgicas convencionales utilizadas
en el presente estudio. En particular, el medio CHROMO AGAR no fue selectivo para el
aislamiento de las especies de este género. Por otro lado, la identificacién preliminar de
Acinetobacter spp. fue posible gracias al método automatizado VITEK-2; sin embargo, no
fue posible determinar la presencia de las especies que conforman el complejo A.

calcoaceticus/A. baumannii.

Acinetobacter spp. fue aislado de cuatro rios, Monjas, Machangara, Pita y San Pedro,
cercanos a viviendas. La presencia de bacterias de origen clinico como A. baumannii genera
preocupacion a nivel de salud debido a su multirresistencia antibidtica que presenta.
Ademas, esta bacteria al estar en un ambiente adecuado como el agua puede diseminar
facilmente los determinantes genéticos de resistencia entre especies del mismo género, asi

como con especies de otros géneros.

Acinetobacter spp. de aislados clinicos fueron resistentes a los carbapenémicos,
imipenem y meropenem, asi como a otros P-lactdmicos mas inhibidores como
piperacilina/tazobactam y ampicilina/sulbactam. Por otro lado, Acinetobacter spp. de
aislados ambientales fueron resistentes al imipenem y susceptibles a la tobramicina,
gentamicina y ampicilina/sulbactam; mientras que, para otros antibioticos fueron

intermedios.
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En aislados clinicos, el presente estudio reporta altos porcentajes de los genes blaoxa-s1,
blaoxa-ss Yy blaoxa-23; mientras que, los genes blasiv, blaoxa-72 y blaoxa-143 fueron detectados
en bajos porcentajes. De los cuales, no fue posible la identificacion de los genes blaoxa-ss ¥
blasim mediante secuenciamiento. Aungue los genes blasem y blages amplificaron un
producto de PCR, no corresponde a los genes de resistencia esperados. Finalmente, el gen
blagim no fue detectado. Todos los genes detectados, en particular, los genes blaoxa fueron
relacionados con la alta resistencia a los carbapenémicos, imipenem y meropenem, asi como

otros B-lactamicos.

En aislados ambientales, el presente estudio reporta la presencia de dos genes blaoxa-s1
y blaoxass. De los cuales no fue posible la identificacién del gen blaoxa-ss mediante
secuenciamiento. Aunque el gen blasem amplificéd un producto de PCR, no fue el gen de
resistencia esperado. Finalmente, los genes blaoxa-23, blasiv, blagiv, blaces, blaoxa-72 y
blaoxa-143 no fueron detectados. Los genes blaoxa-s1 Y blaoxa-ss fueron relacionados con la

alta resistencia al imipenem.

De todos los genes identificados, se detect6 al menos cinco variantes del gen blaoxa-s1
que se caracterizan por la presencia de dos residuos aminoacidicos, lisina y alanina, que no
se encuentran en otras variantes reportadas anteriormente. Las variantes procedentes de
aislados ambientales tienen un origen clinico de acuerdo al analisis filogenético. Ademas,
estas nuevas variantes pueden estar presentes en especies de Acinetobacter baumannii como

en no baumannii.

Por otro lado, el gen blaoxa-24 corresponde a la variante OXA-72 y fue similar a la

secuencia reportada anteriormente en el pais; asi como el gen blaoxa-23 que corresponde a la
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variante OXA-23. Las dos enzimas pueden estar presentes en diferentes especies de

Acinetobacter.

El gen blaoxa-143 presentd una alta similaridad con la variante OXA-499 presente en A.
pittii, la misma que se caracterizo por presentar un cambio de valina en vez de metionina en
la posicion 94 de la secuencia de aminoacidos; ademas, esta nueva variante puede estar

presente en un aislado no baumannii.

En cuanto al andlisis filogenético, todos los genes que codifica a oxacilinasas provienen
de un mismo ancestro. Lo mas caracteristico fue que los genes que codifican las OXA-23 'y
OXA-51 se agruparon como clados hermanos; mientras que, los genes que codifican las
enzimas OXA-143 y OXA-72 se agruparon en el mismo clado. Por lo que, los genes blaoxa-

143 Y blaoxa-24 tendria el mismo ancestro que las origind.

Finalmente, la produccion de OXA-23, OXA-51, OXA-72 y OXA-143 y la posible
expresion de las enzimas OXA-58 y SIM representa una amenaza emergente a la resistencia
a los carbapenémicos en Ecuador. Ademas, la posible presencia de bacterias de origen
clinico en ambientes como rios aumenta la preocupacion debido a que la resistencia puede

ser diseminada, contaminando las fuentes de agua y promoviendo brotes epidémicos.
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7. RECOMENDACIONES

Se recomienda continuar con una vigilancia constante de Acinetobacter spp. en los
diferentes hospitales no solo de aislados clinicos sino también en fomites hospitalarios
cuando lo amerite para su posterior control y sistemas de prevencién. Por otro lado, es
de vital importancia el monitoreo de aguas residuales proveniente de diferentes fuentes,
asi como de aguas de rios lejanos a zonas de descarga.

Para una identificacion correcta de las especies de Acinetobacter se recomienda el uso
de técnicas y marcadores moleculares como 16S rRNA, rpoB y gyrB. Esto es porque las
técnicas bioquimicas se basan en la actividad metabolica de las bacterias, las mismas que
se puede compartir entre diferentes especies del género; por lo que, este tipo de pruebas
no es especifico para una especie en particular.

A nivel fenotipico, la determinacion de las enzimas carbapenemasas es complicada
debido a que en base a métodos fenotipicos no se puede determinar la presencia de
oxacilinasas. Aunque a nivel fenotipico se puede determinar las enzimas metalo-p-
lactamasas y serin-fB-lactamasas, las pruebas no garantizan la presencia de las mismas.
Por lo tanto, se recomienda que la determinacion de las carbapenemasas sea a nivel
molecular. Una vez que se determina la presencia de los genes que codifican estas
enzimas es importante secuenciarlas con el fin de caracterizarlas, identificarlas
adecuadamente y comprobar que la secuencia corresponda al gen buscado.

En conjunto con la identificacion de los genes de resistencia a los carbapenémicos es
importante la deteccion de los diferentes aislados ya sea clinicos o ambientales a nivel
de especie. Por lo que, se recomienda que la identificacion sea a nivel molecular debido

a que el uso de técnicas microbioldgicas solo permite la identificacion a nivel de género.
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e Las relaciones filogeneticas del presente estudio fueron elaboradas en base a las
secuencias nucleotidicas cuyos resultados no son comparables con un analisis en base a
secuencias aminoacidicas; por lo que, se recomienda realizar un analisis filogenético
utilizando tanto secuencias nucleotidicas como aminoacidicas, en particular, porque los
genes de resistencia son altamente variables con mutaciones que afectan a nivel
fenotipico.

e Debido a que varios aislados comparten genes de resistencia, se recomienda realizar
analisis de clonalidad en base a técnicas moleculares; como, por ejemplo, el uso de la

técnica de electroforesis de campo pulsados 0 REP-PCR, entre otras.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Datos de los aislados clinicos obtenidos del INSPI-Quito periodo enero-diciembre 2015. En la tabla se detalla el cddigo del
aislado, el tipo de muestra, servicio, la edad y sexo del paciente a la que corresponde cada muestra. Zona 9 representa al codigo de la ciudad de

Quito, UCI: unidad de cuidados intensivos.

Cadigo del aislado Edad Sexo Localizacion Tipo de muestra Servicio
15-0014 2 afios Femenino Zona 9 Orina Emergencia
15-0107 60 afios Masculino Zona 9 Desconocido Desconocido
15-0115 5 meses Masculino Zona9 Secrecion traqueal UCl
15-0117 2 afios Femenino Zona 9 Secrecion Desconocido
15-0122 39 afnos Femenino Zona 9 Absceso Cirugia general
15-0176 45 afos Masculino Zona 9 Secrecion Medicina interna
15-0181 12 afios Masculino Zona 9 Herida Infectologia
15-0184 15 afios Femenino Zona9 Secrecion traqueal UCl
15-0252 15 afios Femenino Zona9 Secrecion traqueal UCl
15-0255 7 afios Femenino Zona 9 Catéter Pediatria
15-0259 1 afio Masculino Zona9 Orina Desconocido
15-0499 52 dias Masculino Zona 9 Catéter UCl
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Anexo 1. Continuacion...

Cadigo del aislado Edad Sexo Localizacion Tipo de muestra Servicio
15-0500 1 afio Femenino Zona9 Piel Unidad de quemados
15-0502 2 afios Femenino Zona 9 Secrecion traqueal Neonatologia
15-0540 14 aflos ~ Masculino Zona9 Secrecion traqueal uUCl
15-0577 6 afios Masculino Zona 9 Secrecion traqueal Cirugia general
15-0578 13 aflos  Masculino Zona9 Sangre Cirugia general
15-0579 13afios  Masculino Zona 9 Catéter Cirugia general
15-0580 6 afios Femenino Zona 9 Orina uUcCl
15-0581 8 afios Masculino Zona 9 Sangre UCl
15-0582 1 afio Masculino Zona 9 Secrecion traqueal UCl
15-0589 7 afos Femenino Zona9 Piel Unidad de quemados
15-0590 1 afo Masculino Zona 9 Catéter central Cirugia general
15-0591 82 afilos  Masculino Zona 9 Esputo Traumatologia
15-0608 14 afios ~ Masculino Zona 9 Cateter uUcCl
15-0610 2 afos Masculino Zona9 Absceso Unidad de quemados
15-0659 4 afios Femenino Zona 9 Secrecion Traumatologia
15-0669 1 afio Masculino Zona 9 Sangre Desconocido

165



Anexo 1. Continuacion...

Cadigo del aislado Edad Sexo Localizacion Tipo de muestra Servicio
15-0687 13 afios Masculino Zona 9 Piel Desconocido
15-0690 5 afios Masculino Zona9 Secrecion traqueal Desconocido
15-0691 5 meses Femenino Zona9 Secrecion traqueal Desconocido
15-0780 13 afios Femenino Zona 9 Sangre Cirugia general
15-0795 82 afnos Masculino Zona 9 Esputo Desconocido
15-0853 37 afios Femenino Zona 9 Absceso Traumatologia
15-0900 13 afios Masculino Zona 9 Esputo Cirugia general
15-0923 4 afos Femenino Zona 9 Secrecion traqueal UCI
15-0927 - Zona 9 Desconocido UCl
15-0973 4 meses Femenino Zona 9 Catéter Neonatologia
15-0985 5 meses Femenino Zona 9 Secrecion traqueal UCl
15-0989 1 afio Masculino Zona 9 Secrecion traqueal UCI
15-0997 9 afios Femenino Zona 9 Liquido pleural Cardiologia
15-1004 1 afio Masculino Zona9 Absceso Traumatologia
15-1064 6 afios Masculino Zona9 Esputo Infectologia
15-1108 6 afos Femenino Zona 9 Piel Unidad de quemados
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Anexo 1. Continuacion...

Cadigo del aislado Edad Sexo  Localizacion  Tipo de muestra Servicio
15-1109 13 aflos Masculino Zona 9 Herida de cadera Traumatologia
15-1119 3 afios Femenino Zona 9 Secrecion traqueal UCI
15-1138 3 meses Femenino Zona 9 Herida Pediatria
15-1139 2 afios Masculino Zona 9 Liquido cefaloraquideo UCI
15-1175 78 aflos Masculino Zona 9 Secrecidn traqueal UCI
15-1352 42 afios Femenino Zona 9 Secrecidn traqueal UCI
15-1367 66 afios Femenino Zona 9 Herida Consulta externa
15-1368 37 afios  Femenino Zona 9 Absceso Consulta externa
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Anexo 2. Protocolo de Global Sewage Surveillance Project

El protocolo estd disponible en el Laboratorio del Centro de Referencia Nacional de

Resistencia a los Antimicrobianos del INSPI-Quito.

1. Llenar 1 litro de agua residual en cada uno de los contenedores - una por dia. Dejar un
poco de espacio para permitir que el agua residual se expanda durante la congelacion.
a. Si se toman muestras por duplicado. Recoger cada muestra de agua residual en un
intervalo de no més de 24 horas si es posible. Si no es posible se debe recoger con al
menos 5 minutos de intervalo entre cada una de las muestras individuales de
aproximadamente 300 ml para cada muestra, asegurando la parte aleatoria lo mas
posible.
b. Recoger cada muestra de agua a partir de la mitad de la corriente de las aguas
residuales.
c. Registrar la temperatura de donde fue recogida la muestra.
2. Cerrar los contenedores con la tapa correspondiente y asegurar para evitar fugas. La
muestra debe mantenerse lo mas fresca posible y se transportara al laboratorio en una
funda ziploc independiente y a 4°C dentro de las 8 horas de coleccion. Limpiar la

superficie de los recipientes limpios con alcohol.
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Anexo 3. Datos de muestras ambientales colectadas de cinco rios de la ciudad de Quito-Ecuador 2016. En la tabla se detalla el codigo de

la muestra, la temperatura, el pH, las coordenadas geograficas y las caracteristicas organolépticas de cada muestra. Acronimos, RMO: rio

Monjas, RS: rio San Pedro, RMA: rio Machangara, RP: rio Pita, RG: rio Guayllamba.

Caracteristicas

Cadigo Temperatura pH Altura (m) Coordenadas geograficas
Olor Color
RMO1 11°C 6,5 2 651 S 00.09022°, W 078.48711° Fétido Turbio
RMO2 12°C 6,0 2434 S 00.05142°, W 078.45193° Fétido Transparente
RMO3 12°C 6,5 2 457 S 00.05704°, W 078.45284° Fétido Oscuro
RMO4 13°C 6,5 2399 S 00.03986°, W 078.45027° Rancio Oscuro
RMO5 12°C 6,5 2 385 S 00.03072°, W 078.44983 Fétido Transparente
RMO6 12°C 6,5 2348 S 00.01246°, W 078.44088 Fétido Oscuro
RS1 12°C 6,5 2 605 S 00.37205°, W 078.50685° Rancio Transparente
RS2 12°C 7,0 2 492 S 00. 32932°, W 078.45959° Sin olor Ldcido
RS3 12°C 7,0 2488 S 00.32381°, W 078.45861° Fétido Turbio
RS4 12°C 6,5 2474 S 00.30353°, W 078.46048° Rancio Turbio
RS5 12°C 7,0 2474 S 00.30968°, W 078.45405° Rancio Turbio
RS6 12°C 6,5 2 350 S 00.01610°, W 078.02659 Rancio Transparente
RMA1 12°C 6,5 2231 S 00.18534°, W 078.41715° Rancio Turbio
RMA2 11°C 6,5 2500 S 00.20905°, W 078.47659° Fétido Turbio
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Anexo 3. Continuacion....

Caracteristicas

Cadigo Temperatura pH Altura (m) Coordenadas geograficas
Olor Color
RMA3 120 7,0 2 659 S 00.22196°, W 078.48650  Fétido resct)sglj/?g;)ar:es
RMA4 11°C 6,5 2 800 S 00.24386°, W 078.52479° Rancio Turbio
RMAS 12°C 6,5 2822 S 00.25095°, W 078.52441° Fétido Turbio
RMAG 11°C 7,0 2815 S 00.25688°, W 078.52592° Rancio Turbio
RP1 11°C 6,5 2 496 S 00.30941° W 078.44335° Rancio Transparente
RP2 12°C 6,5 2 509 S 0031.1571° W 078.43359° Rancio Transparente
RP3 10°C 6,5 2510 S 00.31623°, W 078.43304° Rancio Transparente
RP4 11°C 6,5 2 550 S 00.34720° W 078.4767° Rancio Transparente
RP5 12°C 6,5 2 560 S 00.34867°, W 078.42632° Rancio Transparente
RP6 12°C 6,5 2591 S 00.35605° W 078.42100 Rancio Transparente
RG1 13°C 6,5 1939 S 00.071655°, W 078.37490° Rancio Oscuro
RG2 13°C 6,5 1935 S 00.0651°, W 078.37190° Sin olor Transparente
RG3 13°C 6,5 1920 S 00.06862°, W 078.37289° Sin olor Transparente
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Anexo 4. Puntos de corte de los antibidticos empleados en el presente estudio de
acuerdo a los lineamientos del CLSI. La tabla describe el nombre del antibidtico, la
concentracion de cada disco de antibiotico y la interpretacion del diametro de inhibicion;

Acrénimos, S: sensible, I: intermedio y R: resistente.

Interpretacion del diametro

Antibiotico Concentracion del disco : R
Ampicilina/sulbactam 20 pg >15 12-14 <11
Ceftazidima 30 g >18 15-17 <14
Ciprofloxacina 10 ug >21 16-20 <15
Imipenem 10 ug > 22 19-21 <18
Meropenem 10 pg >18 15-17 <14
Gentamicina 10 ug >15 13-14 <12
Amikacina 30 pg > 17 15-16 <14
Cefepime 30 ug >18 15-17 <14
Acido nalidixico 30 ug >19 14-18 <13
Trimetoprim/sulfametoxazol 25 g > 16 11-15 <10
Piperacilina/tazobactam 110 pg >21 18-20 <17
Tobramicina 30 ug >15 13-14 <12
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Anexo 5. Lista de primers empleados en el presente estudio. En la tabla se indica el

nombre del primer, las secuencias de cada primer forward y reverse, el tamafio esperado y

la referencia de donde se obtuvo las secuencias.

Primers Secuencia Tamarno Referencia
SIMF TACAAGGGATTCGGCATCG
570 pb Ellington et al., 2007
SIMR TAAGGCCTGTTCCCATGTG
GESF ATGCGCTTCATTCACGCAC Opazo, Sonnevend et al.,
863 pb
GESR AACTCATCCTGAGCACGGAC 2012
SPMF AAAATCTGGGTACGCAAACG
271 pb Ellington et al., 2007
SPMR ACATTATCCGCTGGAACAGG
GIMF TCGACACACCTTGGTCTGAA
477 pb Ellington et al., 2007
GIMR AACTTCCAACTTTGCCATGC
OXA-23F GATCGGATTGGAGAACCAGA
501 pb Woodford et al., 2006
OXA-23R  ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA-24F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
246 pb Woodford et al., 2006
OXA-24R  AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA-51F TAATGCTTTGATCGGCCTTG
353 pb Woodford et al., 2006
OXA-51R  TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXA-58F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
599 pb Woodford et al., 2006
OXA-58R CCCCTCTGCGCTCTACATAC
OXA-143F TTCTGTCAGTGCATGCTCATC
728 pb Opazo-Capurro, 2014
OXA-143R CAGGCATTCCTTGCTTCATT
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Anexo 6. Secuencias obtenidas del GenBank utilizadas para los analisis filogenéticos de

cuatro genes de resistencia blaoxa. En la tabla se indica el nombre del gen, el nombre de

las especies de cada gen, las variantes de cada gen, el codigo de acceso GenBank y la

referencia de las secuencias.

Gen Especie Variante Cadigo Referencias
blaoxa-143 Acinetobacter pittii OXA-499 KT964029.1 Kaase etal., 2015
blaoxa-143 Acinetobacter pittii OXA-255 KC479325.2 Zander etal., 2014
blaoxa143  Acinetobacter baumannii OXA-143 GQ861437.1 Higgins etal., 2009
blaoxa-143  Acinetobacter baumannii OXA-253 KF824909.1 Girlichetal., 2014
blaoxa-143  Acinetobacter baumannii OXA-231 JQ676953.1 Gioncoetal., 2012
blaoxa-143  Acinetobacter baumannii OXA-182 HM®640278.2  Kimetal., 2010
blaoxa-24 Acinetobacter baylyi OXA-72  FJ157355.1 Lee et al., 2009
blaoxa-24 Providencia rettgeri OXA-24  AB857844.1 Tada et al., 2014
blaoxa-24 Klebsiella pneumoniae OXA-24  AB825955.1  Tadaetal., 2013
blaoxa-24 Acinetobacter baumannii OXA-139 AM991978.1 No publicado
blaoxa-24 Acinetobacter pitti OXA-207 JQ838185.1 Cayo0 et al., 2012
blaoxa-24 Acinetobacter baumannii OXA-72  KP190117.1  Nufezetal., 2016
blaoxa-24 Acinetobacter baumannii OXA-33 AY08239%4.1 No publicado
blaoxa-23 Acinetobacter baumannii OXA-23 LC100116.1 No publicado
blaoxa23  Acinetobacter radioresistens OXA-23  JQ326202.1 Higgins et al., 2013
blaoxa23  Acinetobacter nosocomialis  OXA-23  KP881350.1 No publicado
blaoxa-23 Acinetobacter indicus OXA-23 KU833219.1 No publicado
blaoxa-s1 Acinetobacter baumannii Genoma  LT594095.1 No publicado
blaoxa-s1 Acinetobacter baumannii OXA-432 NG049719.1 No publicado
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Anexo 6. Continuacion......

Gen Especie Variante Cadigo Referencia

blaoxas1  Acinetobacter baumannii OXA-94  NG049835.1 Koh et al., 2007
blaoxasi  Acinetobacter baumannii  OXA-259 NGO049554.1 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter nosocomialis OXA-196 HQ425494.1 Leeetal., 2012
blaoxas1  Acinetobacter nosocomialis OXA-318 NG049437.1 No publicado

blaoxa-s1  Acinetobacter nosocomialis OXA-194 HQ425492.1 Lee etal., 2012

blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-508 KU596972.1 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-480 KR872296.1 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-425 KM588353.1 Lietal., 2015

blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-254 AB781687.1 Matsui et al., 2013
blaoxa-s1  Acinetobacter baumannii OXA-88 NG049828.1 Koh et al., 2007
blaoxast  Acinetobacter baumannii  OXA-316 KF057033.1 Taitt et a., 2014
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-433 KM979380.1 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter baumannii OXA-70  AY750912.1 Browny Amyes, 2005
blaoxas1  Acinetobacter baumannii OXA-91 NG049832.1 Koh et al., 2007
blaoxas1t  Acinetobacter baumannii OXA-77  AY949202.1 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter baumannii OXA-93 DQ519087.1 Koh et al., 2007
blaoxasi  Acinetobacter baumannii OXA-51  EU525848.1 Turton et al., 2007
blaoxas:  Acinetobacter baumannii OXA-86 DQ149247.1 Vahaboglu et al., 2006
blaoxas1t  Acinetobacter baumannii OXA-67 DQ191200.1 No publicado
blaoxas:  Acinetobacter baumannii OXA-64  AY750907.1 Browny Amyes, 2005

blaoxas1  Acinetobacter baumannii OXA-51 KR922890.1 No publicado
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Anexo 6. Continuacion...

Gen Especie Variante Cadigo Referencia
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-100 AM231720.2 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-344  KJ780075.1 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-381  KJ135344.1 No publicado
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-242  JX025022.1 Higgins et al., 2013
blaoxas1  Acinetobacter baumannii  OXA-180 HMS570036.1 Karahetal., 2011
blaoxass  Acinetobacter baumannii  OXA-58  JQ409994.1 No publicado
blaoxa-10  Pseudomonas aeruginosa  OXA-10 GU367339.1 No publicado

175



Anexo 7. Perfil de susceptibilidad de los diferentes aislados clinicos de Acinetobacter spp. La tabla indica el codigo de la muestra, los

distintos discos utilizados en el estudio. Acrénimos, MEM: meropenem, IMP: imipenem, TOB: tobramicina, SAM: ampicilina/sulbactam, CAZ:

ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, NAL: acido nalidixico, SXT: trimetropim/sulfametoxazol, AMK: amikacina, FEP:

cefepime, TZP: piperacilina/tazobactam.

Cadigo del aislado

Antibidticos

MEM IPM TOB SAM CAZ CIP GEN NAL SXT AMK FEP TZP
15-0014 R R S R R R R R R R R R
15-0107 | R R R R R R R R R
15-0115 R R R | R R R R R R R R
15-0117 R R R R R R R R R R R R
15-0122 R R | R R R R R R R R R
15-0176 R R I R R R R R R R R R
15-0181 R R S R R R R R R R R R
15-0184 R R I R R R R R R R R R
15-0252 R R S R R R R R R R R R
15-0255 R R I R R R R R R R R R
15-0259 R R | R R R R R R R R R
15-0499 R R R R R R R R R R R R
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Anexo 7. Continuacién....

Cadigo del aislado

MEM

IPM TOB SAM CAZ CIP GEN NAL SXT AMK FEP TZP

Antibidticos

15-0500
15-0502
15-0540
15-0577
15-0578
15-0579
15-0580
15-0581
15-0582
15-0589
15-0590
15-0591
15-0608
15-0610
15-0659
15-0669

pu)

A XY XV X X XV XV XV OV XV XUV XV XV XV T

pu)

A XY XV X X XV XV XNV OV XV XUV XUV XUV XV D

mw u nu nw BV -V XV O A

)

A XY XV X XV XV XV XV OV XV XUV XV XUV UV X

)

A XY XV X XV XV XV XNV OV XV XUV XUV XUV UV X

)

Al X XV XV OV »n XV XV XMV XNV OV XV OV OV O

R

I »w XV OV OV O X UV XV O

O XU 0

)

b X©®Y XV XV OV »n X XV XMWV XV O OV OV O O

w

g X©®Y ©®V XV BV »n X XV XMWV OV O OV OV O O

)

g T XV »w BV OV XV XV XUV XNV OV XNV XU

)

b XY XV X X OV XV X OV XV XV XNV XUV OV X

)

b XY XV X X XV XV X OV XV XV OV XUV OV X
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Anexo 7. Continuacion....

Antibioticos
Cadigo del aislado
MEM IPM TOB SAM CAZ CIP GEN NAL SXT AMK FEP TZP

15-0687 R R S I S R I R I I R R
15-0690 R R S R R R R R R R R R
15-0691 R R S R R R R R R R R R
15-0780 R R S R R R R R R R R R
15-0795 R R I R R R R R R R R R
15-0853 R R S R R R R R R R R R
15-0900 R R S R R R S R R R R R
15-0923 R R S R R R R R R R R R
15-0927 R R S R R R R R R R R R
15-0973 R R S R R R R R R R R R
15-0985 R R I R R R R R R R R R
15-0989 R R S R R R R R R R R R
15-0997 R R S R R S S I S I S R
15-1004 R R S R R R S R R R R R
15-1064 R R S R R R R R R R R R
15-1108 R R I R R R R R R R R R
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Anexo 7. Continuacion....

Antibioticos
Cadigo del aislado
MEM IPM TOB SAM CAZ CIP GEN NAL SXT AMK FEP TZP

15-1109 R R S R R R R R R R R R
15-1119 R R R R R R R R R R R R
15-1138 R R R R R R R R R R R R
15-1139 R R S R R R R R R R R R
15-1175 R R S R R R R R R R R R
15-1352 R R R R R I R R R R R R
15-1367 R R I R R R R R R R R
15-1368 R R I R R R R R R R R
Total de resistentes 52 52 11 49 51 49 45 50 48 48 51 52
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Anexo 8. Perfil de susceptibilidad de los diferentes aislados de Acinetobacter spp. obtenidos de cuatro rios de la ciudad de Quito. La
tabla detalla el cddigo de la muestra, los distintos discos utilizados en el estudio. Acronimos, MEM: meropenem, IMP: imipenem, TOB:
tobramicina, SAM: ampicilina/sulbactam, CAZ: ceftazidima, CIP: ciprofloxacina, GEN: gentamicina, NAL: &cido nalidixico, SXT:
trimetropim/sulfametoxazol, AMK: amikacina, FEP: cefepime, TZP: piperacilina/tazobactam, RS: rio San Pedro, RMA: rio Machangara, RP:

rio Pita, RMO: rio Monjas.

Antibioticos

MEM IPM TOB SAM CAZ CIP GEN NAL SXT AMK FEP TZP

RS3a | | S S | I S I S R | |
RS3b
RMA3b
RMAZ3c
RMAZ2
RP2
RMO1la
RMO1b
RMO2
RMA3a
Total de resistentes 0

Caddigo de las muestras

| S | |
| | | |
| S | |
| | | |
| S | |
| | | |
| S | |
| | | |
| | | |

oo U — X0V — 0 — O

oM v u;m unmLw v ounu onuoon
o n O unvu unmvu ouvu ounu onoon
o - 0 O ;L unmu v unu noon

0 0 0 0
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Anexo 9. Cuantificacion de ADN de aislados clinicos procedentes de cuatro hospitales
de la ciudad de Quito. La tabla indica el cédigo del aislado, la concentracion de ADN
medida en nanogramos (ng) por micro litro (ul), 260/280: muestra la relacion de
contaminacion por proteinas 0 ARN, 260/230: constituye la relacién de contaminacion por

compuestos propios de la extraccion.

Concentracion

Cadigo del aislado 260/280 260/230
(ng/ul)
15-107 97,1 2,18 1,16
15-115 183 19 0,72
15-117 89,1 1,89 0,8
15-122 88,7 1,86 0,65
15-176 62,5 1,85 0,64
15-181 86,6 1,89 0,74
15-184 88,5 1,75 0,73
15-252 67 1,98 0,97
15-255 62,8 1,91 0,78
15-259 134,5 2,01 1,08
15-499 93,4 1,95 0,73
15-500 112,3 2,08 0,82
15-502 340,8 1,68 0,57
15-540 81,1 2,04 0,85
15-577 79 2,02 0,82
15-578 66,5 2 0,78
15-579 104 1,93 0,73
15-580 122,1 1,95 0,73
15-581 57,4 2,04 0,75
15-582 50 1,97 0,85
15-589 60,6 1,92 0,82
15-590 64,5 1,86 0,75
15-591 126,1 1,92 0,98
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Anexo 9. Continuacion....

Cadigo del aislado

Concentracion

260/280 260/230

(ng/ul)
15-608 81,6 1,9 0,72
15-610 64,1 2,04 0,83
15-659 432,3 2 1,09
15-669 395,8 2,07 1,31
15-687 105,6 1,94 0,74
15-690 118,6 1,92 0,87
15-691 2445 2,06 1,32
15-780 430,3 1,82 0,87
15-795 160,6 1,94 0,98
15-853 -4.,6 3,31 2,98
15-900 420,9 2 1,22
15-923 142,9 1,9 0,83
15-927 139,8 1,76 0,56
15-973 15,5 1,82 0,31
15-985 79,1 1,97 0,82
15-989 58 1,84 0,6
15-997 220,1 2,05 1,28
15-1004 133,2 1,83 0,72
15-1014 65,7 1,88 0,67
15-1064 65,3 1,89 0,66
15-1108 440,6 1,89 0,7
15-1109 62 1,93 0,68
15-1119 229,2 1,79 0,69
15-1138 295,8 1,59 0,58
15-1139 163,1 1,91 0,83
15-1175 312,2 1,72 0,59
15-1352 406,9 1,9 0,91
15-1367 1257,1 1,66 1,1
15-1368 166,6 1,84 0,81
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Anexo 10. Cuantificacion de ADN de aislados ambientales procedentes de cuatro rios
de la ciudad de Quito. La tabla indica el cédigo del aislado, la concentracion de ADN
medida en nanogramos (ng) por micro litro (ul), 260/280: constituye la relacion de
contaminacion por proteinas 0 ARN, 260/230: muestra la relacion de contaminacion por

compuestos propios de la extraccion.

Concentracion

Cadigo del aislado 260/280 260/230

(ng/ul)
RSAa 268,2 2,07 0,82
RSAb 179 2,03 0,74
RMA3b 214,5 1,94 0,77
RMA3C 154,5 2,13 0,75
RMA?2 371,8 1,86 0,9
RP2 330 2,04 0,85
RMOla 321,8 2,14 0,81
RMO1b 230,1 2,13 0,73
RMO2 286,8 2,11 0,82
RMA3a 325,6 2,05 0,89
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Anexo 11. Genes de resistencia identificados en los diferentes aislados clinicos de Acinetobacter spp. La tabla indica el codigo de la muestra,

los distintos genes de resistencia probados en el estudio. Los resultados de PCR se encuentran expresados como positivos (+) y negativos (-).

Cadigo del aislado

metalo-p-lactamasas

Genes de resistencia
serin-p-lactamasas

blasim blacim blaspm blaces blaoxas1  blaoxa2s  blaoxa24 blaoxa-ss blaoxa-143
15-0014 - - - - + + - - -
15-0115 - - - - + + - - -
15-0107 - - - - + + - - -
15-0117 - - - - + + - + -
15-0122 - - + - + + - - -
15-0176 - - - - + + - - -
15-0181 - - - - + + - + -
15-0184 - - - - + + - - -
15-0252 - - - - + + - - -
15-0255 - - - - + + - - -
15-0259 - - - - + + - - -
15-0499 - - - - + + - + -
15-0500 - - - - + + - + -
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Anexo 11. Continuacion....

Cadigo del aislado

metalo-p-lactamasas

Genes de resistencia
serin-pB-lactamasas

blasim blacim blasem blaces blaoxasi blaoxa2s blaoxa-24 blaoxa-ss blaoxa-143
15-0502 - - - - + + - - -
15-0540 - - - - + + - - -
15-0577 . ; ; ] + + ] + ]
15-0578 - - - - + + - + -
15-0579 - - - - + + - - -
15-0580 - - - - + + - + i
15-0581 - - - - + + - + -
15-0582 - - - - + + - + -
15-0589 - - - - + + - + -
15-0590 - - - - + + - + -
15-0591 - - + - + + - - -
15-0608 - - - - + + - - -
15-0610 - - - - + + - + -
15-0659 - - - - + + + - -
15-0669 - - - + + + - - -
15-0687 - - - - + + - - -
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Cadigo del aislado

metalo-p-lactamasas

Genes de resistencia
serin-pg-lactamasas

blasim blacim blasem blaces blaoxasi blaoxa2s blaoxa-24 blaoxa-ss blaoxa-143
15-0690 - - + + + + - - -
15-0691 - - - + + + + - -
15-0780 - - + - + + - - -
15-0795 - - + - . - - - -
15-0853 - - + + + + - + -
15-0900 - - - + + + - - -
15-0923 - - - - + + - - -
15-0927 - - - - + + - - -
15-0973 - - - - + + - - -
15-0985 - - - - + + + - -
15-0989 - - - - + + - - -
15-0997 - - - - + + - - -
15-1004 - - - - + + - + -
15-1064 - - - - + + + + -
15-1108 - - - - + + - - -
15-1109 - - . . + + . - .
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Cadigo del aislado

metalo-p-lactamasas

Genes de resistencia
serin-pg-lactamasas

blasim blacim blasem blaces blaoxasi  blaoxa-2s blaoxa-24 blaoxa-ss blaoxa-143
15-1119 - - - - + + - - -
15-1138 - - + . + + . + -
15-1139 - - . . + + . - -
15-1175 + - - + - - + - +
15-1352 - - - - + + - - -
15-1367 - - - - + + + + -
15-1368 - - - - + + - - -
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Anexo 12. Genes de resistencia identificados en los diferentes aislados ambientales de Acinetobacter spp. La tabla detalla el cddigo de la
muestra, los distintos genes de resistencia probados en el estudio. Los resultados de PCR se encuentran expresados como positivos (+) y

negativos (-).

Genes de resistencia

Codigo del aislado  metalo-p-lactamasas serin-p-lactamasas
blasim blacim blasem blaces blaoxasi  blaoxa2s  blaoxa-2a  blaoxass  blaoxa-143
RS3a - - + - + - - - -
RS3b - - - - + - - - -
RMA3b - - - - + - - + -
RMA3c - - + - + - - - -
RMA2 . - - - + - - + -
RP2 - - - - + - - - -
RMO1la - - - - + - - - -
RMO1b - - - - + - - - -
RMO2 - - - - + - - - -
RMA3a . . ) - N - - N .
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