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ABSTRACT

Acinetobacter baumann{A. baumanniji is an opportunistic microorganism that causes
a high rate of antimicrobial resistan€&hjective: To determine the frequency and types
of carbapenemase-producing genesAtinetobacter baumanniisolates resistant to
carbapenems causing bacterenitaterials and methods: A descriptive study of a
series of cases was carried out. The identificadioth susceptibility of the isolates was
by means of théMicroscan NC50 system and the detection of class A gebksHs
blami, blaswe blakec), class B laviv, blave, blaciv, blaspv) and class Dhaoxa-23
blaoxa-24 blaoxas9 that confer resistance to carbapenems were detednmby the
polymerase chain reaction (PCR) technique. Likewilse colistin CMI was determined
by E-test stripsResults: Of the 112 isolates, 79 were identified Asbaumanniiby
detection of theblaoxa-s1-ike gene. All A. baumanniiwere resistant to most of the
antibiotics analyzed, only tetracycline had a highercentage of sensitivity. Of all
isolates resistant to carbapenems, 95.7% (44/46¢ wesitive forblaoxa-2z-ikg 2.2%
(1/46) wereblaoxa-24-ik@nd none of the isolates were positive itaoxa-ss-ike The 46
isolates ofA. baumanniiwere susceptible to colistionclusions: More than 50% of
A. baumannii were resistant to carbapenems, the most frequarttapenemase
producing gene wablaoxa23ike All A. baumanniiresistant to carbapenems were

susceptible tocolistin.

Key words: Acinetobacter resistance, carbapenemics, colistifiaoxatype genes.
(Source: DECS BIREME)



RESUMEN

Acinetobacter baumann{A. baumannji es un microorganismo oportunista causante de
una elevada tasa de resistencia antimicrobi@bgetivo: Determinar la frecuencia y los
tipos de genes productores de carbapenemasas lamiamos deAcinetobacter
baumannii resistentes a carbapenémicos causantes de baiterilateriales y
meétodos: Se realizd6 un estudio descriptivo de serie de staka identificacion y
susceptibilidad de los aislamientos fue mediantesigiemaMicroscan NC50y la
deteccion de los genes de clasébkades blami, blaswvg blakec), clase B laviv, blave,
blagim, blaspy) y clase D WBlaoxa-2s blaoxa-24 blaoxasi blaoxas9 que confieren
resistencia a los carbapenémicos fueron determsngdo la técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Asimismo el CMIdstna fue determinado por tiras
de E-test.Resultados De los 112 aislamientos, 79 aislamientos fueromtifieados
comoA. baumannimediante la deteccion del gblaoxa-s1-ike. Todos I0sA. baumannii
fueron resistentes a la mayoria de los antibiétimoeslizados, solo tetraciclina tuvo
mayor porcentaje de sensibilidad. De todos los amgntos resistentes a
carbapenémicos el 95.7% (44/46) fueron positivaa Iplaoxa-23-iks 2.2% (1/46) fueron
blaoxa-24-ikey Ninguno de las aislamientos fueron positivos fdeaxa-ss-ike LOS 46
aislamientos dé\. baumanniifueron sensibles a colistin@onclusiones:Mas del 50%
de losA. baumanniifueron resistentes a los carbapenémicos, el geduptor de la
carbapenemasa mas frecuentella@xa-23-ike. Todos l0sA. baumanniiresistentes a los

carbapenémicos fueron susceptibles a colistina.

Palabras clave:Acinetobacterresistencia, carbapenémicos, colistinlapxa-typegenes.
(Fuente: DECS BIREME)



INTRODUCCION

Acinetobacter baumannies uno de los principales patdgenos nosocomiaes,
presencia ha sido asociada a diversas infecciamas dacteriemia en cuyos casos se
han descrito altas tasas de mortalidad del 26%l §8,2,10)

A. baumannii es resistente natural a varios antimicrobianos cqgpmeaicilinas,
cloranfenicol, y cefalosporinas de espectro redycebto hace que el tratamiento de
infecciones poA. baumanniisean cada vez mas complejas y limitadas. Por talono
las opciones terapéuticas estan basadas en el empleefalosporinas de tercera y
cuarta generacion, sin embargo en la actualidadrsidé estudios han reportado una
creciente resistencia frente a estas cefalospodaaamplio espectro quedando como

ultimas opciones de tratamiento el uso de carbapiené y colistina. (3,4,5)

Los carbapenémicos son antimicrobianos que formare pde la familia de los
betalactamicos (6,7), por ende actian cuando ghi@nbbiano se une a las proteinas
fijadoras de penicilinas (PBP) interfiriendo con $intesis de la pared celular

produciendo la lisis de la bacteria. (2,8)

Hasta hace unas décadas los tratamientos basadagapenémicos en infecciones por
A. baumanniimultirresistente, eran altamente efectivos, sin agd la aparicion de
cepas resistentes no se hicieron esperar, hastaemuea actualidad las tasas de
resistencia vienen siendo crecientes en difergraiises del mundo. En Latinoamérica el
programa de vigilancia (SENTRY) report6 un incretnesn las tasas de resistencia del
25 al 40% durante los afios 2001 y 2005 respectinné&n el Perd se realizé un
estudio en el Hospital Almenara desde el afio 2@84ahel 2006, durante el primer afio
no se encontrd resistencia a carbapenémicos, siargmdurante los ultimos afos del
estudio, la tasa alcanz6 a un 40% Ale baumanniiresistentes a carbapenémicos.
(1,9,10)

La resistencia a carbapenémicos &nbaumanniiestd mayormente asociada a la
presencia de enzimas carbapenemasas, estas edestragyen el anillo betalactamico e
inactivan los carbapenémicos. (2) Existen diferetifos de carbapenemasas, segun la

clasificacion molecular de Ambler, pueden ser dselA, clase B y clase D. (11)



Las carbapenemasas de clase A se caracterizanrgg@ngar en su centro activo un
grupo serino, las enzimas mas representativastergego son GES, IMI, SME, KPC
y NMC y son codificadas por los genétaces blami, blaswe blakec y blanmc
respectivamente. EM\. baumanniise han descrito genes de tipo KPC y GES,

provenientes de paises como Puerto Rico, Frantiaquia. (11, 12)

Las carbapenemasas de clase B o también llamad&do+betalactamasas (MBL)
tienen en su centro activo un ion de zinc, lasreagimas representativas en este grupo
son: IMP, VIM, GIM, SPM, SIM y NDM y son codificadaor los genellavp, blaviv,
blaciv, blaspm blasiv y blanom respectivamente. EA. baumanniise han descrito los
tipos IMP-like, VIM-like, SIM-like, estas enzimash sido distribuidas en paises como
Italia y Grecia. Recientemente se vienen identiiitaa las enzimas NDMs en estas
especies en paises del mediterraneo como Algebm, [Francia, Eslovenia y Turquia.
(12,13)

Las carbapenemasas de clase D, son enzimas letedaets también llamadas
oxacilinasas, se caracterizan por hidrolizar amyimarboxipenicilinas, algunas de estas
enzimas se comportan como betalactamasas de espaténdido (OXA BLEE) e
hidrolizan cefalosporinas de espectro extendidoocoeftazidima y cefepime, asimismo
también pueden actuar como carbapenemasas hididdizaarbapenémicos (OXA
carbapenemasas), las enzimas mas importantes ergresto son las OXA-51-like,
OXA-23-like, OXA-24-like y OXA-58-like estas son dificadas por los geneblaoxa-

51, Dl@oxa-23 Dlaoxa-2y Dlaoxa-ss El gen blaoxa-s1 fue encontrado por primera vez en
Argentina de un aislamiento d& baumanniien 1996, son sintetizados de forma
intrinseca por la especid. baumannji el cual se usa como marcador para la
identificacion de la especie, sin embargo estetgatbién puede causar resistencia a
carbapenémicos cuando en su estructura existe gmes¢éo de insercion ISAbal.
(11,14,15)



Las opciones terapéuticas que actualmente se disp@ara el tratamiento de
infecciones porA. baumannii multidrogo resistentes son un problema dado el
incremento de cepas resistentes a carbapenémm@septos casos existe como Unica
alternativa de tratamiento el uso de colistina; amimicrobiano perteneciente a la
familia de las polimixinas; este antibiético fuesdebierto en la década de los 40, y
poseen gran actividad frente a bacilos gram negmtivultiresistentes, sin embargo fue
dejado de usar en la década de los 80 por causataxécidad. A pesar de ello su uso

todavia puede ser valido en casos de infeccionvesasepoA. baumannii(17)

Los objetivos de este estudio fueron determinafrdauencia y los tipos de genes
productores de carbapenemasas en aislamientasinketobacter baumanniesistentes
a carbapenémicos causantes de bacteriemia. Asi oniwén determinar el perfil de
susceptibilidad antimicrobiana en los aislamienttes Acinetobacter baumanniy
determinar la concentracion minima inhibitoria (§I¥e colistina en aislamientos de

Acinetobacter baumanniesistente a carbapenémicos.



MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio:

Estudio descriptivo de serie de casos.
Muestra:

Se analizaron 112 aislamientos identificados cdkumetobactersp. procedentes de
hemocultivos de pacientes de 5 hospitales: Hodgaalonal, Guillermo Almenara,
Hospital Nacional Cayetano Heredia, Hospital EdgalRebagliati Martins, Hospital
Nacional Daniel Alcides Carridén, Hospital Naciordberto Sabogal Sologuren. El

estudio se llevo a cabo durante el periodo 2008201

Criterio de inclusién:

Se estudiaron todos los aislamientos identificadwsaAcinetobactesp.

Criterio de exclusién:

Se excluyeron del estudio los aislamientos dife®afcinetobactesp.

Operacionalizacién de variables:

Las variables usadas para este estudio estantdesamiel Anexo 1.



METODOLOGIA

METODOS FENOTIPICOS:

Transporte de las cepas:

Las cepas aisladas de hemocultivos positivos fuemrsportadas desde cada hospital
participante hasta el Instituto de Medicina Tropiddexander Von Humboldt
(Laboratorio de Enfermedades Entéricas y Nutricid@)medio que se usé para el
transporte de cepas fue viales que contienen 2ragdr tripticasa soya (TSA).

Reactivacion de las cepas:

Se tom6 una asada a partir del medio usado comepwae y se sembré en caldo
tripticasa soya, se dej6 incubar por 18-24 hor2&°€.

Re-identificacion de las cepas:

Una vez reactivados los aislamientos se re-ideatidin las cepas mediante el sistema
de identificacion comercial MicroScan, paneles NCH%Dade-Behring, West
Sacramento, CA, USA), estos paneles contienen wpogide carbohidratos que
permiten la diferenciacion de género y especieag#ebias gram negativas. Los paneles
fueron controlados mediante uBacoli ATCC 25922. (Ver procedimiento en el Anexo
2). La identificacion definitiva de las especies Ale baumanniifue mediante la

deteccion del gehlaoxa-51-iike

Perfil de susceptibilidad antimicrobiana de loslamientos de Acinetobactsp

Se determind la concentracion minima inhibitoridM(Cmediante un sistema comercial
MicroScan; paneles NC50 (Dade-Behring, West SaantonmeCA, USA); estos son
paneles que incluyen en su presentacion un grupmtit@oticos liofilizados que fueron
hidratados con la cepa de estudio, posteriormereih incubados a 37°C por 18-24
horas. Se evalué el perfil de susceptibilidad p@sssiguientes antibidticos: amikacina,
cefepime, cefotaxima, ceftazidima, cefrtiaxonardfipxacina, gentamicina, imipenem,
levofloxacina, meropenem, piperacilin-tazobactaipeacilina, ticarcilina-clavulanico,

tobramicina, trimetoprim sulfametoxasol y tetracial



Los resultados de CMI para cada antibiético se @tgon los puntos de corte de
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLS11@) para su clasificacion en
sensible, intermedio y resistente. Para el cordmlcalidad de los antibidticos que

contienen los paneles se us6 una cepa. deli ATCC 25922.

Determinacién de la susceptibilidad a colistina:

Se usaron tiras de E-test de colistina, para detarma concentracion minima
inhibitoria (CMI) de los aislamientos resistentealgln carbapenémicos (imipenem o
meropenem). Se prepard una suspension equivalébeMc Farland (OD: 0.08-0.1), y
cada suspension bacteriana fue sembrada en placagad Muller Hinton. Sobre la
superficie del medio se colocé una tira de E-testcdlistina, y las muestras fueron
incubadas a 37°C por 24 horas. Los resultados riuebmparados con los puntos de

corte del CLSI siendo estos los siguientes: sesisil?ug/ml y resistentez 4ug/ml.

METODOS MOLECULARES:

Extraccién del &cido desoxirribonucleico (ADN) pdmétodo de lisis:

Los A. baumanniiresistentes a algun carbapenémico (imipenem o reeeop) fueron

sembrados en medios de agar tripticasa soya. Unacnidas estas bacterias se
seleccionarén algunas colonias para ser resus@endid 100 ul de agua libre de
nucleasas. Esta suspensién se calent6 a 100°C (panidutos, seguido de una
centrifugacion de 5 minutos a 12000 rpm. Finalmesgteseparo el sobrenadante que

contiene el ADN en Microtubos de 0.2ml y se gudrdsta su uso a -20°C. (18)



Deteccion de los genes que codifican carbapenentesakse A por PCR multiplex:

La técnica que se empled para el desarrollo del PQRplex fue descrita por Hong.

(18) (ver procedimiento en Anexo N° 3).

Se uso como controles positivdsaces (Pseudomona aerugingsablam (E. coli),
blakpc (Klebsiella pneumonige como control negativo se usd6 DNA He coli ATCC
25922 y control de agua. Las condiciones de ciglagmperatura fueron las siguientes:
1 ciclo de denaturacién inicial a 94°C por 15 mis,it35 ciclos de denaturacion a 94°C
por 30 segundos, una hibridacion a 60°C por 90rs#ug) seguido de una extension a
72°C por 90 segundos y finalmente un ultimo ciokboextension final a 72°C por 10

minutos.

Para la electroforesis se prepar6 un gel de agat@¥ que contiene bromuro de etidio
y buffer TBE 0.5X, este fue introducido en una céande electroforesis que contiene
buffer TBE 0.5X, sobre los pocillos de la agarasa,cargd 10ul de los productos de
PCR, el voltaje y tiempo para la electroforesisemele del tamafio del gel. Una vez
terminada la electroforesis se revel6 el gel efotodocumentador con luz ultravioleta.
(18)

Deteccion de los genes que codifican carbapenendesakse B por PCR multiplex:

La técnica que se empled para el desarrollo del P@Riplex fue descrita por
Ellington. (19) (ver procedimiento en Anexo N° 4).

Se usaron como controles positivaslave (Pseudomona aeruginosay blavim
(Pseudomona aeruginosacomo control negativo se usé DNA de uhacoli ATCC
25922 y control de agua. Las condiciones de ciglagmperatura fueron las siguientes:
1 ciclo de denaturacion inicial a 94°C por 5 misut86 ciclos de denaturacion a 94°C
por 30 segundos, una hibridacion a 52°C por 40rs#ag) seguido de una extension a
72°C por 50 segundos y finalmente un ultimo cickektension final a 72°C por 5
minutos. Para la electroforesis se preparo un@elgarosa al 2% que contiene bromuro
de etidio y buffer TBE 0.5X, este fue introducido #na camara de electroforesis que
contiene buffer TBE 0.5X, sobre los pocillos dedgarosa se cargé 10ul de los

productos de PCR, el voltaje y tiempo para la edéatesis depende del tamafio del gel.



Una vez terminada la electroforesis se revel6 enfatodocumentador con luz

ultravioleta. (19)

Deteccion de los genes que codifican carbapenentesakse D por PCR multiplex:

La técnica que se empled para el desarrollo del MORplex fue descrita por Kock.
(20) (Ver procedimiento en Anexo N° 5).

Se us6 como controles positivos DNAs extraidosadedd baumanniiel primer control
de A. baumanniicontenia los gendBaoxa-s1-ike blaoxa-24-ike Y blaoxa-ss-ikey €l segundo
control deA. baumanniiconteniablaoxa-si-ike, blaoxa-23.ike COMO control negativo se
usé DNA de un&. coli ATCC 25922, y control de agua. Las condicionesid@je y
temperatura fueron las siguientes: 1 ciclo de deaaiton inicial a 94°C por 15 minutos,
35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 segundos, hibridacion a 60°C por 90
segundos, seguido de una extension a 72°C pord@fhdes y finalmente un altimo
ciclo de extension final a 72°C por 10 minutos.aFarelectroforesis se prepard un gel
de agarosa al 2% que contiene bromuro de etidiauffeto TBE 0.5X, este fue
introducido en una camara de electroforesis quéieron buffer TBE 0.5X, sobre los
pocillos de la agarosa, se carg6é 10ul de los ptodute PCR, el voltaje y tiempo para
la electroforesis depende del tamafio del gel. Usmmterminada la electroforesis se

revel6 en un foto documentador con luz ultraviolé2Q)
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RESULTADOS

Identificacion de los aislamientos de Acinetobaster

Se determind fenotipicamente que los 112 aislamsesstudiados pertenecian al género
Acinetobactersp. de estos 95 aislamientos fueron identificadwaocel complejoA.
baumannilA. haemolyticuy 17 identificados com@cinetobacter iwoffii

La identificacion definitiva de la espechcinetobacter baumanniue mediante la
deteccién del gehlaoxa-s1-ike LOS aislamientos en los que no se detectd estéugeon
denominados para este estudio cohemetobacteMNO baumannii . NO baumannii).
En 79 aislamientos de los 112 aislamientos sed&sctb el gemlaoxa-si-ike POr tanto
fueron identificadas definitivamente cormainetobacter baumannyi 33 comoA. NO

baumannii. (Tabla N°1, ver Anexo 6)

Perfil de susceptibilidad antimicrobiana:

En la Tabla N°2 se muestra el porcentaje de resistele los 7A. baumanniiel 81%,

70.9%, 81% y 72.2% fueron resistentes a cefotaxiogdtazidima, ceftriaxona y
cefepime respectivamente; 50.6% a imipenem, 58.2%em@penem; 60.8%, 51.9% y
46.8% a amikacina, gentamicina y tobramicina resgeoente; 81% a ciprofloxacina;
64.6% a levofloxacina; 74.7% a piperacilina; 10.4%traciclina; y 58.2% a ticarcilina

acido clavulanico respectivamente. (Ver Anexo 6)

Asimismo en la Tabla N°2 podemos observar que ¢oseptajes de resistencia en los
A. NO baumannii fueron menores en comparacion corAlobaumannii 36.4% de
resistencia para cefotaxima y ceftazidima; 15.2%8y2% resistentes a imipenem y
meropenem respectivamente y 24.2%, 18.2% y 9.1%nikaaina, gentamicina y

tobramicina respectivamente y 3% resistentes acielina.

En la Tabla N°3 se muestra el porcentaje de resistede los aislamientos d&.
baumanniiresistentes e intermedios a los carbapenémico$6in=l 97.8%, 84.8%,
97.8% y 91.3% fueron resistentes a cefotaximaaziefima, ceftriaxona y cefepime
respectivamente; 78.3%, 58.7% y 52.2% a amikaogsmtamicina y tobramicina
respectivamente; 100% a ciprofloxacina; 69.6% aflexacina; 93.5% a piperacilina,;
8.7% a tetraciclina; y 95.7% a ticarcilina &cidawllanico respectivamente. (Ver
Anexo 6)
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Deteccion de los genes que codifican las enzimdmpanemasas de clase A y clase B:

Los 46 aislamientos resistentes a carbapenémicapeflem o meropenem) fueron
negativos para tres genes de clasélases blam y blakec y para dos genes de la

clase Bblamp y blavim.

Deteccion de los genes que codifican las enzimdmpanemasas de clase D:

En la Tabla N°4 se muestra la distribucion de leseg de clase D, la mayoria de las
cepas 95.7% (44/46) fueron positivas para el grbj@@xa-2z-ikg 2.2% (1/46) fue
positivo para el grupblaoxa-24-iikey ninguna de las cepas fue positiva para el grupo

blaoxa-ssike (Ver Anexo 6)

En los aislamientos d&. NO baumannii resistentes a algun carbapenémic@dmeim
o0 meropenem) (n=6) todas fueron negativas a Iqzogrde gendslaoxa-23-ike blaoxa-24-

like Y blaoxa-ss-iike

Concentracién _minima _inhibitoria (CMI) de colistinan los aislamientos de A.

baumannii resistentes a algun carbapenémico (inépen meropenem)

Los 46 (100%) aislamientos analizados fueron stassicolistina. 14 (30.4%) tuvieron
un CMI de 0.125 ug/ml; 12 (26.1%) de 0.19 ug/mtel0.19 ug/ml; 17 (37%) de 0.38
ug/ml; 1 (2.2%) de 0.5 ug/ml y 1 (2.2%) de 1lug/rlh Tabla N°5 muestra la

distribucion de las CMI para cada aislamiento,Aeexo 6)

El rango del CMI fue 0.125 ug/ml - 1 ug/ml; el C80 fue 0.19 ug/ml y CMI 90 fue
0.38 ug/ml.
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DISCUSION

En este estudio el nUmero de aislamientos ideatiic com@\. baumannimediante la
deteccidén del gerblaoxa-si-ike difiere con los resultados obtenidos por el sistema
comercial Microscan® (79 versus 95), generalmerg® @curre cuando se usan
meétodos convencionales en los que se usan carbtgdgue no permiten la correcta
diferenciacion de las especies, por lo cual seeseigiara la identificacion definitiva de
la especieA. baumanniiemplear métodos moleculares que permitan detettgere
blaoxa-s1-ike (2, 21)

A. baumanniies resistente natural a diversos antimicrobiandsddea algunos
mecanismos naturales que presentan; como por @dmgbbre expresion de bombas
de eflujo, perdida de porinas, enzimas betalactasnae tipo AmpC que generan
resistencia intrinseca a cefalosporinas de pripesagunda generacion; asimismo en
los ultimos afios las tasas de resistencia de sgi@aimas de tercera y cuarta generacion
vienen siendo incrementadas. En nuestro estudicersmntraron porcentajes de
resistencia superiores al 70% para cefalosporiaasrdera y cuarta generacion; Xu en
su estudio de vigilancia realizado durante un peride 4 afios (2008-2011) reportd
porcentajes similares de resistencias de 70% y p@fb cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion respectivamente. (2,22)

En base a los altos porcentajes de resistencitefeenefalosporinas de tercera y cuarta
generacion el tratamiento empirico incluye la corabion de un carbapenémico con
otro antibidtico, entre los que destacan el uscamknoglucdsidos; particularmente
amikacina; e inhibidores de betalactamasas. Dado equnuestro estudio existe un
porcentaje moderadamente alto de resistencia; isuper un 40%; para los
aminoglucésidos seria importante reevaluar su oswocparte de la terapia empirica.
Por otro lado el porcentaje de resistencia paranlobidores de betalactamasas como
piperacilin-tazobactam y ticarcilina &cido clavuitin se ha incrementado con el
transcurso del tiempo, en el afio 2001 el estudigigitancia SENTRY realizado en
Latinoameérica reportd un porcentaje de resistemhei7.7% y 23.5% para piperacilina-
tazobactam vy ticarcilina-acidoclavulanico respestiente, en nuestro estudio los

porcentajes de resistencia para estos antibi&ie@s doble de lo reportado. (23)
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El antibidtico con menor porcentaje de resistefigatetraciclina 10.1%; sin embargo
existen otros antibioticos en el grupo de las tatlaas (minociclina y doxiciclina) los
cuales han demostrado ser eficaces inclusive embinanion con otros antibidticos. El
76.9% de éxito terapéutico en pacientes con inbees porAcinetobacter por este
motivo se sugiere analizar la susceptibilidad d#acantibidtico de este grupo ya que
tetraciclina no puede predecir la susceptibilidadaplos demas antibidticos. Se han
encontrado aislamientos resistentes a tetracicpieao sensibles a minociclina.
Asimismo este Ultimo antibiotico ha sido recomermdambr la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos (FDA, fus siglas en inglés) para
infecciones poAcinetobacter Ademas este estudio muestra que los aislamieietfs
baumanniiproductores de carbapenemasas cursan con un [@peceet resistencia a
tetraciclina bastante bajo de 8.7%. Por lo taateugiere se sigan realizando estudios a
mayor escala y con un mayor niamero de aislamigraos llegar a conclusiones mas
robustas. (24,25)

Las carbapenemasas de tipo OXA han sido descritdfaerentes paises del mundo, las
mas frecuentes ercinetobacterincluyen los grupos OXA-23-like, OXA-24-like,
OXA-58-like. (15)

La carbapenemaddaoxa-23-ikefue aislada por primera vez de una cepa.deaumannii

en Edimburgo el afio 1985. Desde ese afio se hagmeotado los reportes de este
grupo de enzimas en diferentes partes del mundo édrica, Europa, Asia, China y en
Latinoamérica como Brasil, Argentina y ColombiateEss el primer estudio en Peru
gue reporta la presencia de este grupo de enzimasbaumanniiLa enzima OXA-58-
like fue aislada de um\. baumanniien Francia el afio 2003, y estan mayormente

distribuidos en paises como ltalia, Grecia y Tuaq({i6)

Las enzimas blaoxa-24-ike también llamadasblaoxa-40-ike han sido relacionadas
mayormente con la presencia de plasmidos. En gstip®s de enzimas OXA-23-like,
OXA-24-like y OXA-58-like, los niveles de resistéaca carbapenémicos aumentan
cuando coexiste otro mecanismo de resistencia monatico como por ejemplo la
sobre-expresion de las bombas de eflujo. Nosotrosrdramos que de 46 cepas Ae
baumanniiresistentes a meropenem 44 (95.7%) fueron portadieiegerblaoxa-23-ike
(26,27) Otros paises como China también han rejmiiaa alta frecuencia de genes

blaoxa-23-ike SiN embargo la frecuencia de estos genes vagamda region. (20)
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Por otro lado cabe resaltar que de losAddaumanniiportadores del geblaoxa2z-ike

40 fueron resistentes y 6 tuvieron susceptibilidatermedia a imipenem. La
susceptibilidad de ambos carbapenémicos para @s@sos fue discrepante, por lo cual
se sugiere que en el laboratorio se evalué a andrbapenémicos ya que si se evalla a
solo uno de ellos puede impedir el reconocimien® akpas portadoras de

carbapenemasas de tipo OXA. (9)

Los aislamientos dA. baumanniique portan los genes OXA-23 han sido reconocidos
como causantes de brotes en diferentes paisesutelontomo Espafia y Brasil. (28)
Otro punto a considerar es que los gdrlasxa-2z-ikepueden ser de origen plasmidico,
por lo cual tienen la capacidad de propagarsegndigarse entre bacterias de la misma
o de diferente especie. La resistencia de las axfatinas de tercera y cuarta
generacion en lo8. baumanniportadores del geblaoxa-23-ikefue superior al 80% vy el
porcentaje de resistencia para amikacina y tobiamidue 78.3% y 52.2%
respectivamente. Estos resultados coinciden cars @studios que reportan un alto
porcentaje de resistencia acompafiantd.dsaumanniproductores de carbapenemasas.
(15,29)

Los genedlaoxa-24-ikefueron identificado por primera vez de Anbaumannii en un
brote ocurrido en Espafa el afio 1997. En nuestiadiesidentificamos un solo
aislamiento productor de este gen (2.2%), el cualresistente a la mayoria de los
antibioticos analizados, pero curso con sensildlida ceftazidima, ceftriaxona y
cefepime. La sensibilidad a cefalosporinas de targeuarta generacion se explica por
la baja actividad que tienedlaoxa-z4ike para hidrolizar a cefalosporinas y
carbapenémicos, sin embargo en este caso la ressstgue se observa a los
carbapenémicos puede ser debido a otros mecanidmassistencia acompafantes
como carbapenemasablgpxa-24-ikd Mas expresion de bombas de eflujo, tal como
sucede con loA. baumanniportadores del genlaoxa-23-ike (16)

De los 46 aislamientos resistentes a meropeneng habsolo aislamiento que fue
negativo para los gené&faoxa-23-ikey blaoxa-ss-ikepero positivo para el gevlaoxa-51-ike
(usado en este estudio para la identificacion desfeecieA. baumannj. Estos genes
tienen una escasa actividad para hidrolizar car@peos, sin embargo la presencia de
un segmento de insercidn; ISAbal; puede estar adaccon la resistencia a estos
antibioticos. (20)
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Los aislamientos que fueron identificados comoNO baumannii tuvieron 18.2%

(5/33) y 15.2% (6/33) de resistencia a imipenem grapenem respectivamente, sin
embargo ninguno de los genes analizados fuerortiymssi esta resistencia podria
explicarse por otros mecanismos de resistencia dmmbas de eflujo, aunque todavia

no hay suficiente informacion al respecto. (30)

Colistina es un antibiético que puede usarse corernativa terapéutica para

infecciones por microorganismos multirresistentas, nuestro estudio las 46 cepas
productoras de carbapenemasas fueron analizadadag tstas fueron sensibles a
colistina, el rango de CMI fue 0.125 ug#inig/ml, sin embargo en Argentina ya se han
identificadoA. baumanniiheterorresistentes a colistina, en aislamientospcmtos de

corte sensibles como 2 ug/ml, 1 ug/mly 0.5 ug(Bil)

Los primers de los gené$aswvie blaciv, blasiv y blaspm fueron incluidos en los PCRs
multiplex, pese a que no se disponian de contpmegivos para estos. En el caso que
una de las muestras hubiese amplificado con unfiarasperado para algunos de los
genes como 551 pb pakaswve 477 pb pardlaciv, 570 pbblasimy 271 pb,blaspm, se
hubiesen enviado a secuenciar los productos de AN, la finalidad de confirmar la
presencia de estos genes. Hubiésemos podido canfiten negatividad de los
genedlasme blaciv, blasiv y blaspm si se hubiese incluido los controles positivosapar

estos genes.

Las limitaciones del estudio incluyeron el tipordeestreo que se utilizé ya que fue por
conveniencia, el cual no nos permite realizar ereras estadisticas precisas, sin
embargo la importancia de este estudio radica scrithe de forma exploratoria lo que

ocurre actualmente en los aislamientosAddaumanniiconsiderados como causantes
de infecciones intrahospitalarias el cual ademassida asociado a altas tasas de

mortalidad.
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CONCLUSIONES

Acinetobacter baumannilue resistente a multiples antimicrobianos sieeto
antibiético con menor porcentaje de resistenctattaciclina 10.1% (8/79). Los
antibioticos con mayor porcentaje de resistenciardio. 81% (64/79) a
cefotaxima, 70.9% (56/79) a ceftazidima, 81% (6¥/@Xeftriaxona y 72.2%
(57/79) a cefepime. Los porcentajes de resistemgi@eropenem e imipenem

fueron 58.2% y 50.6 respectivamente.

La mayoria de losA. baumanniiresistentes a los carbapenémicos fueron
portadores del geblaoxa-23-ike 95.7% (44/46). No se detectd la presencia de
carbapenemasas en log\cinetobacter NO baumannii resistentes a

carbapenémicos. Todos lds baumanniiresistentes a carbapenémicos fueron

sensibles a colistina.
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RECOMENDACIONES

La identificacion molecular es mejor que la ideaé€ion fenotipica para.
baumannij porque el gerlaoxa-s1-ike permite la identificacion definitiva de las

especies dA. baumannii

La produccion del geblaoxa-2z-ike€n este estudio es el mecanismo importante
de resistencia a los carbapenémicos ehtigaumannii por ello se deben tomar
medidas preventivas para evitar la transmisionstisanfecciones resistentes en

los hospitales.

La Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR, poriglas en inglés) es una
herramienta fundamental para detectar genes quiein resistencia para

microorganismaos.

La tetraciclina presenta bajos niveles de resisigmar o que su uso deberia ser
considerado para tratamiento. Sabemos que laitdimacno se usa en nuestro
medio para infecciones pok. baumannii por ello sugerimos incluir a la

tetraciclina y sus derivados como parte del angitaima.

Es necesario realizar futuros estudios que evdhiéendencia de la resistencia

antimicrobiana, en otros hospitales del pais.
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ANEXO 1

Operacionalizacion de variables

) L | ) o Indicador de
Variables Definicion Método Tipo Escala Operacionatacion L
medicion
Sensible £ 2 ug/ml)
o Polipéptido de altg o ) . )
Colistina E-test Cualitativo| Nominal| Intermedio (2-4 ug/ml) | Frecuencia %
peso molecular
Resistentex4 ug/ml)
Antibiético que Sensible£ 16 ug/ml)
pertenece a la familia Microdilucion
Amikacina de aminoglucosidos. por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (32 ug/ml) | Frecuencia %
MicroScan
ResistenteX 64 ug/ml)
Antibigtico Sensible £ 8ug/ml)
betalactamico que Microdilucion
Ceftriaxona pertenece a la por sistema Cualitativo | Nominal | Intermedio (16-32ug/ml)| Frecuencia %
cefalosporinas de  MicroScan
tercera generacion. ResistenteX 64 ug/ml)
Antibiético que Sensible£ 1 ug/ml)
pertenece a la familia Microdilucion
Ciprofloxacina de fluoroquinolonas por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (2 ug/ml) | Frecuencia %
MicroScan
Resistentex 4 ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 2/38 ug/ml)
Thrimethoprim pertenece a la familig MICI‘Od.I|UCIOn cusliat Nominal | dio () . "
or sistema ualitativo omina ntermedio (- recuencia %
sulfametoxasol | d€ sulfas. P i
MicroScan
Resistentex 4/76ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 4 ug/ml)
pertenece a la familia Microdilucion
Gentamicina de aminoglucésidos por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (8 ug/ml) | Frecuencia %
MicroScan
ResistenteX 16 ug/ml)
Antibiético que Sensible £16 ug/ml)
pertenece a la familig Microdilucion
Piperacilina de betalactamicos por sistema Cualitativo Nominal | Intermedio (32-64ug/ml) Frecuencia %
MicroScan
Resistentex128 ug/ml)
Antibiético que | Microdilucion Sensible £ 2 ug/ml)
Levofloxacina | pertenece a la familia por sistema Cualitativo | Nominal Frecuencia %
de fluoroguinolonas. MicroScan Intermedio (4 ug/ml)
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ResistenteX 8 ug/ml)

Antibiético de amplio
espectro, que s

obtiene a partir de

Microdilucién

Sensible £ 4 ug/ml)

Tetraciclina cultivo de la bacterig  por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (8 ug/ml) | Frecuencia %
Streptomycesviridifaci MicroScan
ens o de manera Resistentex16 ug/ml)
semisintética
Antibiético que Sensible £ 4 ug/ml)
pertenece a la famili Microdilucion
Tobramicina de aminoglucosidos. por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (16 ug/ml) | Frecuencia %
MicroScan
ResistenteX 16 ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 8 ug/ml)
pertenece a las Microdilucion
Cefepime cefalosporinas de Porsistema Cualitativo | Nominal | Intermedio (16 ug/ml) | Frecuencia %
cuarta generacion. MicroScan .
ResistenteX 32 ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 8 ug/ml)
pertenece a las Microdilucion
Cefotaxima cefalosporinas de Porsistema Cualitativo | Nominal | Intermedio (16-32ug/ml)| Frecuencia %
tercera generacion MicroScan .
Resistentex 64 ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 8 ug/ml)
pertenece a las Microdilucion
Ceftazidima cefalosporinas de Por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (16 ug/ml) | Frecuencia %
tercera generacion MicroScan .
ResistenteX 32 ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 4 ug/ml)
pertenece a log Microdilucion
Imipenem carbapenémicos. por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (8 ug/ml) | Frecuencia %
MicroScan
ResistenteX 16 ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 4 ug/ml)
pertenece a lod Microdilucion
Meropenem carbapenémicos. por sistema Cualitativo | Nominal Intermedio (8 ug/ml) | Frecuencia %
MicroScan
ResistenteX 16 ug/ml)
Antibiético que Sensible £ 16/4 ug/ml)
pertenece a la familig
Piperacilin- de betalactamicos quie Microdilucién Intermedio (32/4-64/4
tazobactam estd unido a un Porsistema Cualitativo Nominal ug/ml) Frecuencia %
inhibidor de| MicroScan ,
Resistentex 128/4
betalactamasas.
ug/ml)
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Antibiético que Sensible £ 16/2 ug/ml)
pertenece a la familig
Ticarcilinas de betalactamicos que Mmocﬁlumon . _— Intermedn;; (;3)’2/2-64/2 ] »
) . : por sistema ualitativo omina ug/m recuencia %
clavulanico estd unido a un . 9
inhibidor de| MicroScan _
ResistenteX 128/2
betalactamasas.
ug/ml)
blages Genes que codifican la PCR multiplex | Cualitativo| Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
formacion de
blaw carbapenemasas  de PCR multiplex | Cualitativo| Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
clase A que generap i __ i i i i
blasve . . PCR multiplex Cualitativo Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
resistencia
blakpc carbapenémicos. PCR multiplex Cualitativo|  Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
blaywe Genes que codifican la PCR multiplex | Cualitativo| Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
formacion de
blayim carbapenemasas  de PCR multiplex | Cualitativo| Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
clase B que genera i __ i i i i
blagim . . PCR multiplex Cualitativo Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
resistencia
blaspm carbapenémicos. PCR multiplex Cualitativo|  Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
blasim PCR multiplex | Cualitativo| Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
blaoxa-23-ike Genes que codifican la PCR multiplex | Cualitativo| Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
formacion de
blaoxa-24-ike carbapenemasas  de PCR multiplex Cualitativo|  Nominal Presencia/Audanc | Frecuencia %
clase D que genera i __ i i i i
blaoxa-s1-iike . . PCR multiplex Cualitativo Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
resistencia
blaoxa-ss-ike carbapenemicos. PCR multiplex | Cualitativo| Nominal Presencia/Ausenci | Frecuencia %
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ANEXO 2
PROCEDIMIENTO PARA LA INOCULACION DEL MICROSCAN

Preparar una suspension bacteriana equivalentesc#da 0.5 de Mc Farland, a
partir de un medio fresco no selectivo, los randesabsorbancia deben estar
entre 0.08 a 0.1 de densidad 6ptica (DO).

100 ul de la escala 0.5 Mc Farland sera diluid&2®8mml de agua destilada

estéril, homogenizar.

La rehidratacion de los paneles de MicroScan sézaea con una pipeta
multicanal, con el cual se resuspenderan 100uladaillicibn (concentracion
final de inoculo 3-7 x TOUFC/m).

Se cubriran algunos pocillos con 3 gotas de aesiteral GLU, URE, H2S,
LYS, ARG, ORN Y DCB (aparecen subrayados).

Apilar y tapar los paneles.

Incubar a 35 °C por 16 horas.
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ANEXO 3

Primer para la amplificacion de los genetos genes de clase A

Gen Secuencia Tamafio

GES F: GCTTCATTCACGCACTATT 323 pb
R: CGATGCTAGAAACCGCTC

IMI F: TGCGGTCGATTGGAGATAAA 399 bp
R: CGATTCTTGAAGCTTCTGCG

SME F: ACTTTGATGGGAGGATTGGC 551 pb
R: ACGAATTCGAGCATCACCAG

KPC F: GTATCGCCGTCTAGTTCTGC 638 pb

R: GGTCGTGTTTCCCTTTAGCC

PCR multiplex para la deteccidn de los genes de s@A

(Basado en la técnica descrita por Hong)

Componentes Concentracién Concentracion Volumen por
inicial final reaccion

Buffer KAPA 5X 1X 5 ul

Cloruro de magnesio (MgCl2) 25mM 1.5mM 1.5ul
Deoxinucle6tido (ANTPs) 10 mM 0.2mM 0.5 ul
Primer GES —F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer GES — R 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer IMI — F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer IMI - R 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer SME — F* 25uM 0.5uM 0.5 ul
Primer SME — R* 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer KPC - F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer KPC — R 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Enzima DNA polimerasa GoTaq 5U 1.5U 0.1ul
Agua libre de nucleasasbuffer Gotagflexi) - - 8.9 ul
ADN - 5ul 5ul

Volumen final - 25 ul 25 ul

*Se incluyeron al master mix, los primers del g&ES pese a que no se tenia control

positivo para este gen.
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ANEXO 4

Primer para la amplificacion de los genetos genes de clase B

Gen Secuencia Tamafio

IMP F: GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 188 pb
R: CCAAACYACTASGTTATCT

VIM F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 390 pb
R: CGAATGCGCAGCACCAG

GIM F: TCGACACACCTTGGTCTGAA 477 pb
R: AACTTCCAACTTTGCCATGC

SPM F:AAAATCTGG GTACGCAAACG 271 pb
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG

SIM F: TACAAGGGATTCGGCATCG 570 pb

R: TAATGGCCTGTTCCCATGTG

PCR multiplex para la deteccion de los genes de skaB
(Basado en la técnica descrita por Ellington)

Componentes Concentracion Concentracion Volumen por
inicial final reaccion

Buffer KAPA 10X 1X 5ul
Cloruro de magnesio (MgCl2) 50mM 1.5mM 1.5ul
Deoxinucleotido (ANTPs) 10mM 0.2mM 1.0 ul
Primer IMP — F 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer IMP — R 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer VIM — F 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer VIM - R 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer GIM — F* 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer GIM — R* 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer SPM — F* 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer SPM — R* 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer SIM — F* 10uM 0.5uM 1.0 ul
Primer SIM — R* 10uM 0.5uM 1.0 ul
Enzima DNA polimerasa GoTaq 5U 1.5U 0.3 ul
Agua libre de nucleasas (®bufft - - 22.2 ul
Gotagflexi)

ADN - 10ul 10ul
Volumen final - 50ul 50ul

*Se incluyeron al master mix, los primers de loseggeGIM, SPM y SIM, pese a que no

se tenian controles positivos para estos genes.
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ANEXO 5

Primer para la amplificacion de los gene$os genes de clase D

Gen Secuencia Tamafio
OXA-23 F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 pb
R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT
OXA-24 F: GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246 pb
R: AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA-51 F: TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 pb
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXA-58 F: AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599 pb

R: CCCCTCTGCGCTCTACATAC

PCR multiplex para la deteccion de los genes de slaD

(Basado en la técnica descrita por Kock)

Componentes Concentracion inicial Concentracion  Volumen por
final reaccion

Buffer KAPA 5X 1X 5ul
Cloruro de magnesio (MgCl2) 25 mM 1.5mM 1.5ul
Deoxinucledtido (ANTPs) 10mM 0.2mM 0.5 ul
Primer OXA-23 - F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer OXA-23 - R 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer OXA-24 - F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer OXA-24 — R 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer OXA-51 - F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer OXA-51 - R 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer OXA-58 - F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Primer OXA-58 - F 25 uM 0.5uM 0.5 ul
Enzima DNA polimerasa GoTaq 5U 1.5U 0.3 ul
Agua libre de nucleasa@buffer - - 8.7 ul
Gotagflexi)
ADN - 5ul 5ul
Volumen final - 25 ul 25ul
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ANEXO 6

TABLA N°1. Identificacion deA. baumanniicon el sistema comercidMicroScan

NC50versus deteccion del gblaoxa-s1-ike

Sistema de Acinetobacter baumannii Acinetobacter Total
identificacién /haemolyticus NO baumannii
Sistema comercial 95 17* 112
PCR-b|a)><A.51.|ike 79 33 112

*17 aislamientos identificados comainetobacter iwoffii

TABLA N°2. Frecuencia de la resistencia antimicrobianAciaetobacter baumannii

versus Acinetobacté&dO baumannii.

Antibiéticos Acinetobacter AcinetobacteNO

baumannii(n=79) baumannii (n=33)

Total (n=112)

n % n %

Ceftriaxona 64 81.0 13 39.4
Ciprofloxacina 64 81.0 12 36.4
Cefotaxima 64 81.0 12 36.4
Piperacilina 59 74.7 7 21.2
Cefepime 57 72.2 8 24.2
Ceftazidima 56 70.9 12 36.4
Levofloxacina 51 64.6 9 27.3
Amikacina 48 60.8 8 24.2
Trimetoprim-sulfametoxasol 48 60.8 6 18.2
Piperacilin-tazobactam 47 59.5 5 15.2
Ticarcilina-acido clavulanico 46 58.2 8 24.2
Meropenem 46 58.2 6 18.2
Gentamicina 41 51.9 6 18.2
Imipenem 40 50.6 5 15.2
Tobramicina 37 46.8 3 9.1
Tetraciclina 8 10.1 1 3.0

77
76
76
66
65
68
60

54

52
54
52

47

45

40

%
68.8
67.9
67.9
58.9
58.0
60.7
53.6
50.0
48.2

46.4
28
46.4

42.0

40.2

35.7

8.0
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TABLA N° 3. Frecuencia de resistencia antimicrobianaAdaetobacter baumannii

productoras de carbapenemasas tipo OXA

Antibidtico

Ciprofloxacina

Meropenem

Ceftriaxona

Cefotaxima
Ticarcilina-acido clavulanico
Piperacilin-tazobactam
Piperacilina

Cefepime

Imipenem

Ceftazidima

Amikacina

Levofloxacina
Trimetoprim-sulfametoxasol
Gentamicina

Tobramicina

Tetraciclina

Acinetobacter baumanni{n=46)

n

46

46

45

45

44

43

43

42

40

39

36

32

32

27

24

%

100.0

100.0

97.8

97.8

95.7

93.5

93.5

91.3

87.0

84.8

78.3

69.6

69.6

58.7

52.2

8.7

TABLANC4. Distribucién de los genes productores de carbapasamtipo OXA en

Acinetobacter baumannii

Genes de clase D

blaoxa-23 like
blaoxa-24 like
blaoxa-58 like

Acinetobacter baumanni{n=46)

%
95.7
2.2
0

31



TABLA N©5. Distribucion de los tipos de enzimas OXA, perfil ggnsibilidad y CMI

de colistina e\cinetobacter baumannyi AcinetobacteNO baumannii.

Cadigo Acinetobacter Grupo de Antibiéticos sensibles Colistina
enzima (OXA) CMmI
(ug/ml)
Rch186 A. baumannii 51, 23 LEV, TIC/CLAV, SXT, TE 1
Rgai286 A. baumannii 51, 23 CN, LEV, TOB, SXT, TE 0.19
Rch558 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.38
Rch819 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.38
Rch825 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.38
Rch976 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.38
Rch596 A. baumannii 51, 23 CN, LEV, SXT, TE 0.19
Rch608 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.19
Rch760 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.19
Rch759 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.125
Rch1067 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, SXT, TE 0.125
Rch850 A. baumannii 51, 24 FEP, CAZ, CRO 0.5
Rgai839 A. baumannii 51 AK, PIP, SXT 0.38
Rch859 A. baumannii 51, 23 TOB, SXT, TE 0.38
Rch884 A. baumannii 51, 23 CN,TOB, TE 0.125
Rerm601 A. baumannii 51, 23 CN, LEV, TE 0.125
Rch329 A. baumannii 51, 23 TOB, SXT 0.38
Rch903 A. baumannii 51, 23 LEV, TE 0.38
Rgai047 A. baumannii 51, 23 AK, TE 0.19
Rch890 A. baumannii 51, 23 CN,TOB 0.19
Rgai011 A. baumannii 51, 23 AK, TE 0.125
Rch868 A. baumannii 51, 23 CN,TOB 0.125
Rch1066 A. baumannii 51, 23 CN,TOB 0.125
Rass135 A. baumannii 51, 23 TOB, TE 0.125
Rerm367 A. baumannii 51, 23 TE 0.38
Rch1006 A. baumannii 51, 23 TE 0.38
Rch174 A. baumannii 51, 23 TE 0.38
Rch200 A. baumannii 51, 23 TE 0.38
Rch210 A. baumannii 51, 23 TE 0.38
Rerm205 A. baumannii 51, 23 TE 0.25
Rgai052 A. baumannii 51, 23 AK, 0.19
Rgai349 A. baumannii 51, 23 TE 0.19
Rgai422 A. baumannii 51, 23 TE 0.19
Rch687 A. baumannii 51, 23 TE 0.125
Rgai247 A. baumannii 51, 23 TE 0.125
Rgai339 A. baumannii 51, 23 TE 0.125
Rgai519 A. baumannii 51, 23 TE 0.125
Rch802 A. baumannii 51, 23 PAN 0.38
Rch832 A. baumannii 51, 23 PAN 0.38
Rch1031 A. baumannii 51, 23 PAN 0.38
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Rass016 A. baumannii 51, 23 PAN 0.38

Rgai253 A. baumannii 51, 23 PAN 0.19

Rch637 A. baumannii 51, 23 PAN 0.19

Rerm369 A. baumannii 51, 23 PAN 0.19

Rass026 A. baumannii 51, 23 PAN 0.125

Rch950 A. baumannii 51, 23 PAN 0.125

Rch372 AcinetobacteNO FEP, CIP, CN, LEV, PIP, 0.094
baumannii TIC/CLAV,TOB, SXT, TE

Rch422 AcinetobacteNO AK, CN, LEV, PIP, 1
baumannii TIC/CLAV, TOB, SXT, TE

Rch1063 AcinetobacteNO CN,TOB, SXT, TE 0.125
baumannii

Rch958 AcinetobacteNO TOB, TE 0.19
baumannii

Rch932 AcinetobacteNO PAN 0.38
baumannii

Rch852 AcinetobacteNO PAN 0.125
baumannii

*Resistente a todos los antibidticos analizados: Aikacina, TE: tetraciclina, TOB:
tobramicina, CN: gentamicina, LEV: levofloxacinaXB trimetoprim sulfametosaxol,
PIP: piperacilina, TIC/CLAV: ticarcilina acidoclalanico, FEP: cefepime, CAZ:
ceftazidime, TE: tetraciclina, CTX: cefatoxima, CRCQCreftriaxona y CIP:
ciprofloxacina.

Hospitales de Lima

Rgai: Hospital Nacional, Guillermo Almenara

Rch: Hospital Nacional Cayetano Heredia

Rerm: Hospital Edgardo Rebagliati Martins

Rass:Hospital Nacional Alberto Sabogal Sologuren.
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ANEXO 7

Figura N°1

Resultados del PCR Multiplex para la deteccion deacbapenemasas de Clase D

050 pEe——r————— WnEEn " e 8 RERERRE R

L L L DL L LT 1T T
300 pb

-
200 pb

e Ll L Ll L] ] SEeEEEn - Ll L]
=

100 pb : cP2

Corrida electroforética en gel de agarosa 2%. l@arriLl) Marcador de peso molecular
de 100pb; 2)Rgai247; 3) Rass026; 4) Rass016; 5)2R8a6)Rgai0ll; 7)Rgaid7;
8)Rgai253; 9)Rch868; 10)Rch832; 11) Rgai519; 12)kiB8P; 13) Rgai422; 14)
Rgai286; 15) Rgai839; 16) Rch596; 17) Rch958*, Rh850; 19) Rch372; 20)
Rch819; 21) Rch1031; 22) Rch1067; 23) Rch329; 2dh2R0; 25) Rgai052; 26)
Rch932*; 27) Rch884; 28) Rch322*; 29) Rch760; 3@h&03; 31) Rch1006; 32)
Rch637; 33) Rch1063*; 34) Rch950; 35) Rch422*;, B8)h802; 37) Rch186; 38)
Rch825; 39) Rch890; 39) Rch687; 40) Rch174; 41)9R6h42) Rch859; 43) Rch558;
44) Rch1066; 45) Rch608; 46) Rch759; 47) Rch210; R&'m369; 49)CP1:Control
positivo deAcinetobacter baumannportador de los genes: OXA-23 (501pb) y OXA-
51 (353 pb), 50)CP2:Control positivo deAcinetobacter baumannportador de los
genes: OXA-51 (353 pb), OXA-58 (599 pb) yOXA-24 §24b).

Pb: pares de bases.

Rch958*, Rch932*, Rch322* Rch1063*Rch422*: Fueroficinetobacter NO
baumanniiresistentes a carbapenemicos.
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