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RESUMEN 
 

En fechas recientes los hospitales han reportado aumento en las infecciones por 

Acinetobacter baumannii, patógeno oportunista resistente a múltiples fármacos 

especialmente a los carbapenémicos, cuya resistencia está asociada principalmente a la 

producción de carbapenemasas de tipo OXA, además este microorganismo, presenta una 

fácil diseminación inter e intrahospitalaria. Por lo que, el principal objetivo del estudio 

fue determinar la presencia de genes OXA, el perfil de susceptibilidad y la diversidad 

clonal de aislamientos clínicos de A. baumannii que permitirá generar datos 

epidemiológicos para determinar la distribución de este microorganismo y la evolución  

En un hospital de tercer nivel de Monterrey, Nuevo León, se obtuvieron 204 especímenes 

clínicos en un periodo de enero 2019 a diciembre del 2021, los cuales se identificaron por 

MALDI-TOF MS y mediante PCR. El 41% de los aislamientos fueron obtenidos en el 

área de cuidados intensivos y 29% del área COVID.  Además, se obtuvo el perfil de 

susceptibilidad a diferentes antibióticos mediante difusión en disco donde se determinó 

que más del 90% de los aislamientos presentaron resistencia a imipenem, meropenem, 

cefepime, ceftazidima y levofloxacino; el 73% fueron resistentes a gentamicina, el 11.3% 

doxiciclina y el 100% de los aislamientos no presentaron resistencia a colistina. 

Posteriormente, se llevó a cabo la detección de genes asociados a resistencia a 

carbapenémicos mediante PCR múltiple. El total de los aislamientos presentaron el gen 

OXA-51 y el 95% presentó el gen OXA-24. La diversidad clonal se determinó mediante 

PFGE para determinar la relación genética entre los aislamientos, en los 204 aislamientos 

se presentaron 38 patrones de restricción diferentes y los aislamientos se agruparon en 15 

clonas. Con esto se permite concluir que los aislamientos presentaron altos porcentajes de 

resistencia a múltiples fármacos de importancia clínica incluyendo a carbapenémicos. La 

resistencia a carbapenémicos estuvo asociada con la presencia del gen OXA-24. La alta 

clonalidad detectada en los aislamientos y la presencia de múltiples clonas en diferentes 

áreas hospitalarias indica una diseminación interhospitalaria.  
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ABSTRACT 
 

In more recent years, hospitals have reported an increase in Acinetobacter baumannii 

infections, an opportunistic pathogen resistant to multiple drugs, especially carbapenems, 

whose resistance is mainly associated with the production of OXA-type carbapenemases. 

In addition, this microorganism presents easy inter- and intracellular dissemination. 

Therefore, the aim of this study was to determine the presence of OXA genes, the 

susceptibility profile and the clonal diversity of clinical isolates of A. baumannii that will 

allow the generation of epidemiological data to determine the distribution of this 

microorganism and their evolution 

In a third level hospital in Monterrey, Nuevo León, 204 clinical specimens were obtained 

in a period from January 2019 to December 2021, which were identified by MALDI-TOF 

MS and by PCR. Mora than 41% of isolates were obtained in the intensive care area and 

29% from the COVID area. In addition, the susceptibility profile to different antibiotics 

was obtained by disk diffusion where it was determined that more than 90% of the isolates 

presented resistance to imipenem, meropenem, cefepime, ceftazidime and levofloxacin; 

73% were resistant to gentamicin, 11.3% to doxycycline and 100% of the isolates did not 

show resistance to colistin. Subsequently, the detection of genes associated with resistance 

to carbapenems was carried out by multiplex PCR. All the isolates presented the OXA-51 

gene and 95% presented the OXA-24 gene. Clonal diversity was determined by PFGE to 

determine the genetic relationship between isolates. In the 204 isolates, 38 different 

restriction patterns were present and the isolates were grouped into 15 clones. With this, 

it is possible to conclude that the isolates presented high percentages of resistance to 

multiple drugs of clinical importance, including carbapenems. Carbapenem resistance was 

associated with the presence of the OXA-24 gene. The high clonality detected in the 

isolates and the presence of multiple clones in different hospital areas indicates an 

interhospital spread. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La resistencia actual de las bacterias a los antimicrobianos es un problema de salud 

mundial y se estima que más de 10 millones de muertes serán causadas por infecciones 

provenientes de microorganismos resistentes a los antimicrobianos en el 2050 (O’Neill, 

2014). 

Acinetobacter baumannii, está frecuentemente involucrado en neumonía asociada a 

ventilación mecánica, bacteriemia, meningitis infecciones de heridas y del tracto urinario. 

En los últimos años, se ha considerado como uno de los patógenos más desafiantes puesto 

que ha emergido rápidamente como un patógeno oportunista importante y una de las 

principales causas de morbilidad y mortalidad debido a su presencia en hospitales, 

especialmente en unidad de cuidados intensivos, además de poseer la capacidad de 

sobrevivir en el entorno hospitalario, desarrollar rápidamente resistencia a los antibióticos 

y propagarse clonalmente (Peleg et al., 2008b). Por lo tanto, la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) en el 2017 declaró que A. baumannii se encuentra en la lista de los 

patógenos prioritarios resistentes a antibióticos (Tacconelli et al., 2017). Además, la 

Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América ha formado el grupo ESKAPE el cual 

es un acrónimo para el grupo de bacterias formado por Enterococcus faecium, 

Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii. Pseudomonas aeroginosa 

y Enterobacter spp., el cual es un grupo de bacterias potencialmente mortal entre los 

individuos gravemente enfermos e inmunocomprometidos (Rice, 2008). 

Actualmente, en los hospitales de alta especialidades se ha informado de un número 

creciente de infecciones por A. baumannii resistentes a múltiples fármacos especialmente 

a los carbapenémicos asociado a los genes OXA (Peleg et al., 2008b), por lo que la 

investigación sobre la relación clonal permitirá generar datos útiles para comprender la 

epidemiología de este patógeno oportunista, y así sentar las bases para un programa eficaz 

de control de infecciones, además puede determinar la distribución geográfica y la 

evolución de las cepas clonales. 
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2. ANTECENDENTES 
 

2.1 Generalidades de Acinetobacter baumannii 
 

A. baumannii es un patógeno oportunista que causa infecciones graves que, durante las 

últimas décadas, ha emergido globalmente como un agente nosocomial altamente 

problemático. Este microorganismo es conocido por su capacidad de formar biopelícula, 

adaptarse a condiciones ambientales adversas y actualmente su característica más 

importante es su capacidad de resistir a múltiples fármacos, por lo que la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado a A. baumannii como un patógeno de prioridad 

crítica que representa una gran amenaza para la salud humana (Tacconelli et al., 2017.). 

Estas implicaciones clínicas subyacen la necesidad de comprender y evaluar más a fondo 

los mecanismos implicados en la resistencia a los antibióticos en este patógeno. 

En la actualidad, existen más de 59 especies de Acinetobacter según la revisión publicada 

por Vijayakumar et al., 2019, donde también se describe el complejo Acinetobacter 

calcoaceticus–A. baumannii o también nombrado complejo ACB, que como su nombre 

lo indica, incluye tanto a A. calcoaceticus como A. baumannii, pero además especies como 

Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis, las cuales tienen una relación 

extremadamente estrecha y son difíciles de distinguir entre sí mediante pruebas 

fenotípicas. Recientemente, dos nuevas especies se incluyeron dentro del complejo ACB, 

que corresponden a Acinetobacter seifertii y Acinetobacter dijkshoorniae, (Cosgaya et al., 

2016; Nemec et al., 2015). Este complejo se ha convertido en uno de los mayores desafíos 

en los hospitales, de acuerdo a Chusri et al., 2014 determinaron que A. baumannii es la 

especie responsable del 80% de las infecciones asociadas al complejo ACB. 

2.2 Taxonomía 

 

Dominio: Bacteria 

Filo: Proteobacteria 

Clase: Gammaproteobacteria 

Orden: Pseudomonadales 

Familia: Moraxellaceae 
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Género: Acinetobacter 

Especie: Acinetobacter baumannii 

2.3 Antecedentes históricos del género Acinetobacter 

 

En 1911 el bacteriólogo holandés Beijerinck aisló por primera vez del suelo un 

microorganismo que fue descrito como Micrococcus calcoaceticus, durante los 50 años 

siguientes, la bacteria fue aislada en varias ocasiones otorgándole diferentes nombres 

como Moraxella Iwoffi, Alcaligenes hemolysans, Mirococcuscalco-aceticus y Herellea 

vaginicola. Sin embargo, fue hasta más tarde cuando Brisou y Prevot propusieron incluirlo 

en el género Achromobacter debido a que este microorganismo no presenta pigmento.  

En 1971, Baumann y colaboradores decidieron que estos aislamientos pertenecieran al 

género Acinetobacter (del griego akinetos, “no móvil”) debido a su incapacidad de 

moverse, el cual fue aceptado oficialmente por el Subcomité de Taxonomía de Moraxella 

y bacterias afines. Finalmente, Bouvet y Grimont en 1986 clasificaron 12 grupos de 

bacterias en este género debido a la similitud que presentaban en su ADN (Baumann et 

al., 1968; Henriksen, 1973). 

2.4 Características microbiológicas del género Acinetobacter 

 

Los microorganismos pertenecientes a este género presentan una morfología de 

cocobacilo Gram negativo, que puede variar de 1 a 1.5 µm por 1.5 a 2.5 µm, son inmóviles, 

no fermentadores, oxidasa negativos, pero catalasa positiva, además son estrictamente 

aeróbicos. El contenido de G + C en el ADN en Acinetobacter oscila entre el 39 – 47%, 

son comúnmente aislados con fines de diagnóstico en medios como agar sangre, agar soya 

y/o agar MacConkey donde normalmente su crecimiento se caracteriza por la formación 

de colonias lisas con bordes enteros y una coloración amarillenta pálida o blanco grisáceo 

(Peleg et al., 2008b).  

Acinetobacter spp. son organismos saprófitos de vida libre, los cuales están ampliamente 

distribuidos en diferentes entornos, como el agua, suelo, vegetales, incluso en la piel de 

animales y humanos (Maravić et al., 2016). Sin embargo, la mayoría de aislamientos de 

A. baumanni residen en el ámbito hospitalario, donde se presentan principalmente en 

superficies como camas, cortinas, paredes, techos, dispositivos así como en equipos 
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médicos y pueden sobrevivir por periodos de tiempos prolongados debido a su capacidad 

de resistencia a los antimicrobianos y desinfectantes (A. Evans et al., 2012).  

2.5 Factores de riesgo para diseminación y colonización de A. baumannii 

 

Para la colonización e infección por A. baumannii se ha encontrado que los principales 

factores de riesgo son la estancia prolongada en hospitales, especialmente en la unidad de 

cuidados intensivos (UCI) debido a que las infecciones tienden a ocurrir en pacientes 

inmunocomprometidos. Otros factores de riesgo para la colonización e infección es haber 

sido sometido a una cirugía reciente, empleo de ventilación mecánica, cateterización 

vascular, traqueostomía o tratamiento antimicrobiano previo principalmente con 

cefalosporinas de tercera generación, fluoroquinolonas y carbapenémicos. Además, la 

ocurrencia de brotes en múltiples hospitales sugiere la diseminación interinstitucional, 

presumiblemente por el movimiento de pacientes, así como del personal médico, y la 

exposición a fuentes de contaminación como equipos hospitalarios (Manchanda et al., 

2010).  

De igual manera se ha reportado que existe un incremento en los índices de infecciones 

nosocomiales por A. baumannii en UCI principalmente en ambientes calurosos y húmedos 

como en el verano, posiblemente por la condensación de las unidades de aire 

acondicionado. 

2.6 Importancia clínica de A. baumannii 

 

Anteriormente los microorganismos pertenecientes a este género y especie no se 

consideraban de gran importancia clínica, sin embargo, actualmente se consideran dentro 

de los principales patógenos asociados a infecciones nosocomiales o intrahospitalarias, 

especialmente en UCI a nivel mundial.  

La infección más común causada por este microrganismo oportunista es la neumonía 

asociada a ventilación mecánica (NAV) en pacientes hospitalizados, pero también se ha 

notificado el aumento en infecciones que incluyen bacteriemia, meningitis, infecciones 

del tracto urinario, de piel y de tejidos blandos. Estas manifestaciones clínicas son difíciles 

de tratar debido a la elevada resistencia que tiene este patógeno a los antibióticos, a su 
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supervivencia a largo plazo en el entorno hospitalario, y a su transmisión entre pacientes 

o superficies y materiales (Hartzell et al., 2007).  

En el estudio de Kanafani y colaboradores en el 2018 se analizaron infecciones en un 

centro de atención terciaria en el Líbano durante siete años, y se determinaron los sitios 

más comunes de infección por A. baumannii multirresistente a fármacos. El 53.1% de 

infecciones fueron del tracto respiratorio inferior, 18.8% de heridas quirúrgicas, 15.6% de 

sangre, 10.2% de orina y 2.3% de otros sitios (Kanafani et al., 2018). 

A. baumannii es considerado un patógeno oportunista debido a que se asocia con pacientes 

que presentan bajas defensas inmunológicas. Un estudio en el 2006 recopiló los 

porcentajes de mortalidad de A. baumannii donde se asoció con una mortalidad de 10 a 

43% en pacientes ingresados en UCI en comparación con los ingresados en otras salas 

hospitalarias donde se reportó de 7.8 a 23% de mortalidad (Falagas et al., 2006). Además, 

se encontró que una mayor mortalidad estuvo asociada con el diagnóstico y tratamiento 

tardío. Finalmente se determinó que las infecciones provocadas por este microorganismo 

abarcaron cerca del 50% del uso total de los antibióticos en UCI (Greene et al., 2016). 

A pesar de que NAV es ocasionada por A. baumannii en pacientes vulnerables, la 

neumonía adquirida en la comunidad (NAC) también es un motivo de preocupación 

debido a que se caracteriza por una alta incidencia de bacteriemia, alta tasa de mortalidad 

y es predominante en regiones tropicales en individuos con consumo excesivo de alcohol, 

con diabetes mellitus, tabaquismo y enfermedades pulmonares crónicas (Dexter et al., 

2015). 

2.7 Factores de virulencia de A. baumannii 

 

En los últimos años se han analizado y estudiando ampliamente modelos genómicos y 

fenotípicos para identificar los factores de virulencia más importantes de A. baumannii. 

Se ha coincidido que es una estrategia combinada de muchos factores, y este 

microorganismo dedica gran parte de sus genes a la patogénesis. 

Diversos estudios han determinado que un factor en particular es la proteína OmpA, la 

cual es parte de la membrana externa y se presenta de forma abundante. Esta proteína se 

une a las mitocondrias e induce disfunción mitocondrial lo que conlleva a una liberación 
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del citocromo C para la formación de apoptosoma y como consecuencia la apoptosis 

celular (Choi et al., 2005), además esta proteína participa en la formación de la 

biopelícula, el cual también forma parte de los factores de virulencia de A. baumannii que 

le permite sobrevivir al estrés y desecación, por lo tanto, la biopelícula le permite crecer 

de manera persistente en condiciones ambientales desfavorables (Gaddy y Actis, 2009).  

De igual manera, el polisacárido de la pared celular (LPS) está involucrado en promover 

una respuesta proinflamatoria, que junto con el polisacárido antigénico O y el pili permite 

la adherencia a las células huésped para su colonización (Knapp et al., 2006). 

Otras proteínas que contribuyen a la virulencia de este patógeno es la fosfolipasa D y C, 

donde la enzima D le permite persistir en suero humano, mientras que la C realza la 

toxicidad para las células epiteliales (Jacobs et al., 2010). 

Por último, presenta motilidad si bien este microorganismo carece de flagelos, puede 

extenderse sobre superficies mediante el uso de contracciones dadas por el pili de tipo IV, 

que también contrubuye en la formación de biopelícula y la transferencia de genes 

(Vijayakumar et al., 2016). 

2.8 Predisposición a la farmacorresistencia 

 

Debido a la exposición evolutiva a largo plazo a microorganismos del suelo que producen 

antibióticos, Acinetobacter sp. puede desarrollar resistencia a los antibióticos con extrema 

rapidez, además, diversos estudios han revelado que la exposición previa a los antibióticos 

en el ámbito hospitalario es el factor de riesgo principal para la adquisición de 

farmacorresistencia. 

La conjugación de plásmidos o transposones (junto con los integrones) juegan un papel 

importante en la transferencia de factores de resistencia entre diferentes cepas. La mayoría 

de los casos notificados de resistencia autóctona a los antibióticos transmisibles de 

Acinetobacter spp. se han asociado con plásmidos que pertenecen a grupos de 

incompatibilidad de amplio rango de huéspedes (Hartzell et al., 2007). La aparición de 

Acinetobacter resistente a los antimicrobianos se debe tanto a la presión selectiva ejercida 
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por el uso de antimicrobianos de amplio espectro como a la transmisión de cepas entre 

pacientes, aunque aún no se conocen las contribuciones relativas de estos mecanismos. 

2.9 Resistencia a antibióticos en A. baumannii 

 

En los últimos años se ha informado de un número creciente de infecciones resistentes a 

múltiples fármacos, se estima que para el 2050, las infeccionas causadas por cepas 

resistentes darán lugar a 300 millones de muertes prematuras.  

Debido a su importancia, se recopilaron ideas para optimizar el diseño, análisis y estudios 

de estos microorganismos, es por esto que el Comité Europeo de Pruebas de 

Susceptibilidad Antimicrobiana (EUCAST) junto con el Instituto de Estándares Clínicos 

y de Laboratorio (CLSI) y el Departamento de Alimentos y Medicamentos (FDA) optaron 

por establecer una clasificación para estos patógenos, la cual es la siguiente: la 

multifarmacorresistencia (MDR) corresponde a la no susceptibilidad adquirida en al 

menos un agente en tres o más categorías de antimicrobianos; extensofarmacorresistencia 

(XDR) donde se incluyen todos los que no presentan susceptibilidad en al menos un agente 

en todas las categorías antimicrobianas con excepción de dos o menos y por último, la 

panresistencia (PDR) donde se clasifican a los que no poseen susceptibilidad a todos los 

agentes en todas las categorías de antimicrobianos que pueden ser utilizados como 

opciones terapéuticas. La aplicación de estas definiciones en todo el mundo promovería a 

una mayor comprensión del problema, además de permitir la comparación de datos y 

finalmente llevar a cabo un mejor análisis del control de estos microorganismos 

(Magiorakos et al., 2012). 

Las bacterias pueden ser intrínsecamente resistentes a un antibiótico en particular o 

volverse resistente a través de la adquisición de determinantes de resistencia. La 

comunidad científica reconoce a A. baumannii como un transformante natural, debido a 

que la describen como una bacteria que ha sido dotada de una configuración genética 

capaz de desarrollar la resistencia a los antimicrobianos, lo cual, complica su tratamiento.   

A principios de los 70’s la mayoría de aislamientos clínicos de A. baumannii eran 

susceptibles a antibióticos como gentamicina, minociclina, ácido nalidíxico o 

carbenicilina (Towner, 2009), sin embargo, en 1975 comenzaron a reportarse cepas con 
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resistencia a casi todos los grupos de fármacos, incluidas las cefalosporinas de primera y 

segunda generación, pero aún conservaban la susceptibilidad a imipenem. No fue hasta 

finales de los 80’s  que se presentó la propagación mundial de cepas de A. baumannii 

resistentes a imipenem, lo que limitó las alternativas terapéuticas, por lo que solo los 

antibióticos de último recurso son capaces de combatir las infecciones graves causadas 

por esta bacteria  

Para el tratamiento actual de infecciones por A. baumannii resistente a múltiples fármacos, 

se emplean opciones terapéuticas como las polimixinas como colistina y tetraciclinas 

como la tigeciclina, sin embargo, están lejanas de ser opciones ideales debido a sus 

limitadas propiedades farmacocinéticas. Las polimixinas generalmente presentan una 

potente actividad en contra de aislamientos de A. baumannii, sin embargo, cuentan con un 

espectro terapéutico reducido, además de efectos secundarios graves de nefrotoxicidad y 

neurotoxicidad (Landman et al., 2008). Mientras que la tigeciclina, presenta problemas 

farmacocinéticos, debido a niveles plasmáticos bajos ya que se distribuye rápidamente a 

los tejidos después de su administración, por lo tanto, no es de utilidad en casos de 

bacteriemia (Fishbain y Peleg, 2010). En los últimos años ha aumentado el enfoque en 

análisis de modelos genómicos y fenotípicos para lograr la identificación de los 

mecanismos de resistencia importantes para la patogenicidad de este microorganismo con 

la finalidad del desarrollo de nuevas terapias alternativas. 

2.10 Mecanismos de farmacorresistencia  

 

La introducción de nuevos antibióticos y el consumo excesivo de los mismos han 

determinado una presión selectiva favorable para la propagación de resistencia, además 

de ser facilitado por la interacción entre microorganismos dentro de un mismo nicho 

ambiental, por lo que han desarrollado mecanismos para asegurar su supervivencia en un 

entorno hostil. Los principales mecanismos de resistencia a antimicrobianos son 

enzimáticos y no enzimáticos. 

2.10.1 Mecanismos enzimáticos 

Las β-lactamasas son enzimas con capacidad de hidrolizar compuestos químicos que 

presentan un anillo β-lactámico, inhibiendo así su actividad. Este mecanismo en las 

bacterias Gram negativas es el que presenta mayor prevalencia debido a que su 
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propagación está dada por plásmidos que codifican una amplia gama de enzimas 

implicadas en la resistencia a los β-lactámicos. 

Dentro de las β-lactamasas se encuentras las cefalosporinasas AmpC que son codificadas 

por el gen AmpC y se encuentran intrínsicamente en todas las cepas de A. baumannii, sin 

embargo, su presencia  no reduce la eficacia de las cefalosporinas de espectro extendido 

para ello se requiere la introducción de la secuencia de inserción (IS) río arriba del gen, lo 

que mejora considerablemente la expresión de la β-lactamasa y su sobreexpresión se 

relaciona con la resistencia a cefalosporinas de espectro extendido (C. Héritier et al., 

2006).  

Junto con estas se han descrito otras β-lactamasas, las cuales se clasifican basándose en 

su estructura molecular. Ambler los agrupó en cuatro clases (A, B, C, D) dependiendo de 

las secuencias de aminoácidos. Las clases A, C y D presentan serina en el sitio enzimático 

activo, mientras que la clase B incluye las metaloenzimas dependientes de zinc (Ambler, 

1980).  

La clase A de Ambler denominadas como β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) 

que  se han descrito en A. baumannii incluyen VEB-1 que se diseminó ampliamente por 

Francia, Bélgica y Argentina (Naas et al., 2006), y debido a su similitud con el integrón 

en Pseudomonas aeruginosa indica la posibilidad de su origen y propagación en A. 

baumannii (Poirel et al., 2003). Otras BLEE identificadas en este patógeno incluye TEM-

92 y TEM-116 en Italia y Holanda respectivamente (Al Naiemi et al., 2005; Endimiani et 

al., 2007), CTX-M-2 y CTX-M-43 descritas en Japón y Bolivia, respectivamente (Celenza 

et al., 2006; Nagano et al., 2004), por ultimo TEM-1 y TEM-2 también han sido 

identificadas en A. baumannii con la diferencia que son de espectro reducido por lo que 

no se les considera de importancia clínica (Endimiani et al., 2007; Hujer et al., 2006)  

Las β-lactamasas de mayor importancia en A. baumannii son las oxacilinasa de tipo serina 

o clase D y las metalo-β-lactamasas (clase B) debido a su actividad de carbapenemasa, es 

decir capacidad de degradar carbapenémicos. La primera enzima identificada de tipo OXA 

en A. baumannii con actividad hidrolítica de carbapenémicos fue reportada en 1985 en 

Escocia, y se encontró que estaba codificada por plásmido, inicialmente denominada ARI-

1 y tras su caracterización genética y bioquímica, se renombró como OXA-23, la cual 
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actualmente contribuye a la resistencia a los carbapenémicos a nivel mundial (Donald et 

al., 2000). Se han descrito enzimas relacionadas a OXA-23 con actividad de 

carbapenemasa, como OXA-24, que fue identificada en aislamientos de A. baumannii en 

España y presenta un 60% y 63% de similitud de su secuencia de aminoácidos con OXA-

51 y OXA-23, respectivamente (Germán Bou et al., 2000). En Francia se obtuvieron 

aislamientos tras un brote en una unidad de quemados con el gen OXA-58 que comparte 

una identidad de aminoácidos del 59% con OXA-51 (Poirel et al., 2005), además este gen 

se ha identificado en diversos sitios geográficos, incluidos España, Turquía, Rumanía 

Grecia, Austria, Reino Unido, Argentina, Kuwait e Italia (Coelho et al., 2006; Poirel et 

al., 2005). 

2.10.2 Mecanismos no enzimáticos 

La resistencia a antibióticos también se ha atribuido a mecanismos no enzimáticos, 

incluidos los cambios en las proteínas de la membrana externa (Omp), sobreexpresión de 

bombas de eflujo de múltiples fármacos, alteraciones en la afinidad o expresión de 

proteínas de unión a penicilinas. 

Limansku y colaboradores en el 2002, demostraron que la resistencia a imipenem está 

asociada a la pérdida de la proteína Omp de 29 kDa modificable por calor, denominado 

CarO, determinaron que los aislamientos clínicos de A. baumannii solo contaban con una 

copia del gen carO en su genoma, la falta de CarO en los aislamientos está dada por la 

interrupción del gen por elementos de inserción (Limansky et al., 2002). De acuerdo con 

Costa y colaboradores en el 2000, otra de las proteínas relevantes para la resistencia a los 

β-lactámicos es la proteína Omp de 33 a 36 kDa, puesto que aislamientos resistentes 

habían perdido esta proteína.  

Las bombas de eflujo son proteínas transportadoras que tienen la finalidad de eliminar 

sustancias que podrían alterar la membrana citoplasmática, además de la captación de 

nutrientes esenciales, iones y participar en la comunicación entre células y el medio 

ambiente, pero desde el punto de vista de la resistencia a los antimicrobianos, las bombas 

de eflujo tienen una gran capacidad de expulsar β-lactámicos, quinolonas y algunos 

aminoglucósidos. 
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En A. baumannii se han identificado cuatro categorías de bombas de eflujo, MATE 

(familia de extrusión de compuestos tóxicos y de múltiples fármacos), MFS (superfamilia 

de facilitadores principales), SMR (pequeños transportadores de resistencia a múltiples 

fármacos) y la más importante en este patógeno, RND (superfamilia resistencia-

nodulación-división), que incluye la bomba AdeABC, la cual es la más estudiada y está 

codificada por el operón adeRS, que al ser sobreexpresado por mutaciones puntuales o 

elementos de inserción conlleva resistencia a varios antibióticos como aminoglucósidos, 

β-lactámicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrólidos y cloranfenicol; el operón 

también está involucrado en la formación de biopelícula en A. baumannii (Lin, 2014).  

Además, la modificación de las proteínas de unión a penicilina (PBP) es otro mecanismo 

de resistencia a antibióticos, Fernández y colaboradores en el 2003 describieron 

aislamientos de A. baumannii con perfiles variables de resistencia a β-lactámicos, los 

cuales presentaban 12 patrones distintos de PBP, además la ausencia de una PBP de 73.2 

kDa que se asoció con la resistencia junto con la producción de carbapenemasas 

(Fernández-Cuenca et al., 2003).  

2.11 Epidemiologia molecular  

 

Dada la capacidad sobresaliente de A. baumannii para causar brotes y adquirir resistencia 

a múltiples fármacos se ha implementado el uso de diversos métodos de tipificación que 

permiten determinar la epidemiología de este microorganismo e implementar controles de 

intervención más eficientes. Habitualmente estos métodos se centran en las diferencias en 

las propiedades fenotípicas, sin embargo, en las últimas décadas se ha optado por estudios 

moleculares que han brindado técnicas capaces de determinar con detalle la epidemiología 

e identificación de brotes en hospitales, empleando así métodos de biología molecular 

para el análisis de su diseminación. 

Múltiples métodos de tipificación se han desarrollado, como son la reacción en cadena de 

la polimerasa basada en la secuencia palindrómica extragénica repetitiva (rep-PCR), 

análisis de polimorfismos de longitud de fragmento amplificado (AFLP), análisis de 

secuencia de regiones espaciadoras intergénicas de RNA 16S-23S o los genes rpoB y 

gypB, electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) y tipificación de secuencia 

multilocus (MLST) (Rafei et al., 2014). 
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Los métodos más comunes para los estudios epidemiológicos utilizados para A. baumannii 

son PFGE, MLST, AFLP y métodos de secuenciación del genoma completo, donde el 

PFGE es considerado el estándar de oro para la tipificación molecular (Zarrilli et al., 

2013). La PFGE es un análisis del perfil de restricción por endonucleasas de DNA 

cromosomal altamente discriminatorio ya que puede detectar mutaciones menores en 

cepas relacionadas, además el empleo de campos pulsados permite la separación y 

discriminación de los distintos fragmentos del material material genético. En cambio, el 

MLST permite un análisis más detallado de la relación evolutiva de los genotipos a nivel 

de población, esta metodología se basa en las variaciones en mutaciones presentes en 

genes conservados o también llamados housekeeping. Se eligen estos genes para el 

análisis debido a que sus productos desempeñan una función vital, estando presente en 

todos los aislamientos y se considera que las mutaciones dentro de ellos son neutrales; las 

diferencias en las secuencias se asignan como alelos distintos y se denomina secuencia 

tipo (ST). En la actualidad existen más de 400 secuencias tipo (ST) enumeradas en la base 

de datos de A. baumannii MLST (http://pubmlst.org/abaumannii/). A su vez las ST se 

agrupan en complejos clonales por su similitud en el perfil alélico central. 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

A nivel global, A. baumannii ha surgido como uno de los principales causantes de 

infecciones nosocomiales con alta mortalidad, además de poseer altos índices de 

farmacorresistencia por lo que se reducen las posibilidades de terapias actuales. 

Por lo que es necesario estudios de vigilancia que permitirán comprender la epidemiología 

de este patógeno oportunista y sentar bases para un programa más eficiente de control de 

infecciones, además de determinar la extensión geográfica, así como la evolución de las 

cepas. 
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4. HIPÓTESIS 
 

Los aislamientos clínicos de A. baumannii obtenidos en un hospital de tercer nivel 

presentan resistencia a múltiples fármacos, alta diseminación y baja diversidad clonal.  
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5. OBJETIVOS 
 

5.1. Objetivo General  

Determinar el perfil de susceptibilidad y genes asociados a farmacoresistencia, así como 

la diversidad clonal de aislamientos clínicos de A. baumannii obtenidos en un hospital de 

tercer nivel.  

5.2. Objetivos Específicos 

 

1. Identificar a nivel especie aislamientos clínicos de A. baumannii.  

2. Determinar el perfil de susceptibilidad de A. baumannii a distintos antibióticos de 

importancia clínica. 

3. Detectar genes OXA asociados a resistencia a carbapenémicos. 

4. Analizar la diversidad clonal de aislamientos de A. baumannii. 
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6. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

6.1 Esquema de procedimiento general 

 

 

 
 

 

6.2 Aislamientos clínicos 

 

Los especímenes clínicos fueron obtenidos e identificados en el Laboratorio de 

Infectología del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” de Monterrey, 

Obtener de aislamientos 
clinicos (Enero 2019 -

Diciembre 2021)

Identificar aislamientos 
por MALDI-TOF MS y 

PCR

Realizar la 
determinación del perfil 
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distintos antibióticos

Detectar los genes OXA 
asociados a resistencia a 

carbapenemicos 
mediante PCR

Realizar la 
determinación de 
diverdiad clonal 
mediante PFGE
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Nuevo León. El período de colección fue de enero del 2019 a diciembre del 2021 y se 

incluyeron especímenes de relevancia clínica y únicamente se incluyó un aislamiento por 

paciente. 

Los aislamientos identificados como complejo A. baumannii - A. calcoaceticus fueron 

enviados al laboratorio de Microbiología General de la Facultad de Ciencias Biológicas 

de la Universidad Autónoma de Nuevo León para su inclusión en este estudio. Cada 

aislamiento se conservó en caldo glicerol a -80°C hasta su posterior análisis. 

 

6.3 Identificación de aislamientos 

- MALDI-TOF MS 

Para realizar la identificación de los aislamientos se empleó la técnica de espectrometría 

de masas desorción/ionización láser asistida por matriz acoplada a tiempo de vuelo 

(MALDI-TOF MS) de Bruker Biotyper. 

Para llevar a cabo la identificación se empleó la técnica de extracción directa, en la cual 

se obtuvo una muestra de cada microorganismo a partir de cultivo puro de 18-24 h de 

incubación. Se aplicó una capa fina del microorganismo (una colonia aproximadamente) 

sobre el objetivo de la tarjeta metálica (una tarjeta de 96 pozos de acero inoxidable, Bruker 

Daltonics), y se dejó secar a temperatura ambiente, posteriormente, se adicionó 1 µL de 

ácido fórmico al 70% y se dejó secar antes de agregar 1 µL de matriz HCCA (una solución 

saturada de ácido alfa ciano-4-hidroxicinamico, acetronitrilo y ácido trifluoroacético) 

(Lévesque et al., 2015). 

Posteriormente, se introdujo la tarjeta en el espectrómetro, se programa la sesión de lectura 

y el espectro obtenido para la muestra problema se comparó de manera automática con 

los espectros de la base de datos del software específico de identificación. Se realizó un 

análisis de los picos obtenidos de los cuales se comparó con la base de datos para obtener 

un score logarítmico cuyo valor base al grado de similitud permitió definir género y 

especie (García et al., 2012; Lévesque et al., 2015) 
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- PCR múltiple:  

Obtención de ADN por lisis térmica 

Para llevar a cabo la obtención de material genético de los aislamientos, estos se 

sembraron en placas de agar sangre y se incubaron durante 24 h a 37°C, después se preparó 

una suspensión bacteriana en un tubo Eppendorf estéril, se tomaron de 3 a 4 colonias del 

cultivo puro y se homogenizó mediante agitación con vórtex en 100 µL de agua destilada 

estéril, está suspensión se sometió a calentamiento (95-98°C) durante 15 minutos, después 

la suspensión se centrifugó por 5 minutos a 12,000g. Se descartó el precipitado y el 

sobrenadante se transfirió a un nuevo tubo Eppendorf estéril. El ADN obtenido se 

almacenó a -20°C hasta su utilización. 

Amplificación del gen recA y una región ITS 

Para realizar la identificación a nivel especie se realizó una PCR múltiple empleando los 

cebadores reportados por Chen y colaboradores en el 2007. Se realizó la amplificación de 

una región conservada del gen recA de Acinetobacter spp. y de un fragmento de la región 

del espaciador del transcrito interno (ITS). Se realizó la PCR múltiple empleando el 

material genético obtenido por el método de lisis térmica y con los pares de iniciadores 

que se muestran en la siguiente tabla (Chen et al., 2007). 

Tabla 1. Secuencias de iniciadores que se utilizarán para la identificación de A. baumannii 

Iniciadores Secuencia Producto 

P-rAI 5’-CCTGAATCTTCTGGTAAAAC-3’ 
425 pb 

P-Ra2 5’-GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC-3’ 

P-Ab-ITSF 5’-CATTATCACGGTAATTAGTG-3’ 
208 pb 

P-Ab 5’-AGAGCACTGTGCACTTAAG-3’ 

 

Para la mezcla de PCR se añadió 1 µL de lisado a 24 µL de una mezcla de reacción 

compuesta por: buffer 1X (NH4 1X pH 8.8), MgCl2 3 Mm, dNTPs 0.8 Mm, cada iniciador 

a 0.2 µM y 1 U de taq ADN polimerasa. Las condiciones de amplificación fueron las 

siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la desnaturalización inicial; seguido por 30 ciclos 

de desnaturalización a 94°C por 30 s, alineamiento a 55°C por 30 s, elongación a 72°C 
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por 30 s y por último 1 ciclo a 72°C por 7 min para la elongación final. Para verificar la 

presencia del producto esperado, se realizó una electroforesis convencional en un gel de 

agarosa al 1% teñido con GelRed, el cual fue sometido a 110 V por 90 min, empleando el 

marcado de 100-1,000 pb. Por último, el gel se reveló en un transiluminador con luz UV 

a 254 nm y las imágenes se documentaron en formato digital. 

Cuando en el aislamiento se observaron dos bandas se identificó como A. baumannii y si 

solo se presentó una banda de 425 pb este se identificó como Acinetobacter spp. 

6.4 Perfil de susceptibilidad 

Se llevaron a cabo pruebas fenotípicas de susceptibilidad mediante difusión en disco para 

todos los antibióticos con excepción de colistina, el cual, se llevó a cabo mediante el 

método de cribado de resistencia a colistina. Los antibióticos que se probaron fueron: 

gentamicina, imipenem, meropenem, piperaciclin-tazobactam, ampicilina-sulbactam, 

cefepime, ceftazidima, levofloxacina, colistina, tigeciclina y doxiciclina. 

6.4.1 Difusión en disco  

Cada aislamiento se evaluó mediante la técnica de difusión de disco, siguiendo las 

indicaciones del CLSI en el documento M02 (Clinical and Laboratory Standars Institute, 

2022). 

A partir de un cultivo puro de cada aislamiento, se tomaron de 3 a 5 colonias y se 

resuspendieron en 5 mL de solución salina fisiológica estéril. El inóculo fue ajustado hasta 

alcanzar una absorbancia de 0.080 a 0.130 a 625 nm (que corresponde a una turbidez de 

0.5 McFarland, aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL). A partir de este inóculo, una placa 

de agar Müeller-Hinton (Difco Becton Dickinson) fue inoculada, para lo cual se utilizó un 

hisopo estéril.  

Posteriormente, se colocaron sensidiscos de gentamicina, imipenem, meropenem, 

piperaciclin-tazobactam, cefepime, ceftazidima, levofloxacina, doxiciclina, ampicilina-

sulbactam y tigeciclina a una distancia de 24 mm entre discos.  

Las placas fueron incubadas a 37°C, durante 20-24 horas. La interpretación se llevó a cabo 

siguiendo los criterios de interpretación del documento M100 del CLSI (Clinical and 

Laboratory Standars Institute, 2022). 
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6.4.2 Cribado de resistencia a colistina 

Para cada aislamiento se prepararon dos tubos con 5 mL de caldo Mueller Hinton con 

cationes ajustados (10 mg/mL de Mg2+/ 10 mg/mL de Ca2+), el tubo A etiquetado como 

control de crecimiento y el tubo B como tubo problema. Se añadió un sensidisco de 

colistina (10 µg) en condiciones de esterilidad en el tubo B. Se incubó el tubo por 30 min 

a 37°C (concentración final de colistina, 2 µg/mL). Posteriormente se realizó una 

suspensión bacteriana al 0.5 de McFarland como se mencionó previamente. Antes de 15 

minutos de la preparación del inóculo se agregó 17 µL de la suspensión bacteriana al tubo 

A y B. Se mezcló el tubo suavemente y se incubó 18-20 horas a 37°C. Finalmente se 

observó el crecimiento y se realizó la interpretación de resultados según la tabla 2. 

Tabla 2. Interpretación de resultados del cribado de resistencia a colistina 

Interpretación A B 

Intermedio Crecimiento Sin crecimiento  

Resistente Crecimiento  Crecimiento  

Inválido Cualquier otra combinación 

 

6.4.3 Clasificación de aislamientos 

Se realizó la clasificación de los aislamientos según lo señalado por Magiorakos et al. 

2012. Fueron considerados aislamientos MDR cuando fueron resistentes a tres o más 

categorías de antibióticos, mientras que se clasificaron como XDR los que presentaron 

resistencia al menos un agente de todas las categorías de antibióticos, excepto a dos o 

menos. 

6.5 Detección de mecanismos de resistencia 

Para la detección de los genes que codifican para carbapenemasas de la clase molecular 

D de tipo OXA se llevó a cabo una PCR múltiple, en el cual se identificaron genes OXA-

23, OXA-24, OXA-51 y OXA-58 mediante la metodología descrita por Woodford y col. 

en el 2006. Las secuencias de los cebadores se describen en la tabla 3 (Woodford et al., 

2006). 

En la mezcla de PCR se añadió 2 µL de ADN a 23 µL a una solución compuesta por buffer 

1X (NH4 pH 8.8), MgCL2 3Mm, dNTPs 0.8 Mm, cada cebador a 0.2 µM y 1 U de Taq 
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DNA polimerasa. Las condiciones de amplificación fueron las siguientes: 

desnaturalización inicial a 94°C por 5 minutos, posteriormente 30 ciclos de 

desnaturalización a 94°C por 25 s, el alineamiento a 58°C por 40 s, elongación a 72°C por 

50 s y finalmente un ciclo a 72°C por 6 min para la elongación final. Para corroborar la 

amplificación de los productos, se llevó a cabo una electroforesis convencional como se 

describió anteriormente. 

Tabla 3. Cebadores para la detección de carbapenemasas de la clase D 

Gen Cebador (5’-3’) Producto 

OXA-51 
(F) TAATGCTTTGATCGGCCTTG 

353 pb 
(R) TGGATTGCACTTCATCTTGG 

OXA-23 
(F) GATCGGATTGGAGAACCAGA 

501 pb 
(R) ATTTCTGACCGCATTTCCAT 

OXA-24 
(F) GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 

246 pb 
(R) AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 

OXA-58 
(F) AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 

599 pb 
(R) CCCCTCTGCGCTCTACATAC 

 

6.6 Análisis de la diversidad clonal  

 

Para analizar la relación clonal entre los aislamientos se realizó PFGE. 

6.6.1 Electroforesis en gel de campos pulsados (PFGE) 

Se siguió la metodología y condiciones previamente descritas por Weng et al 2013. Los 

aislamientos se resembraron dos veces en placas de agar sangre, por 24 h a 37°C. A partir 

del cultivo anterior en fase exponencial se tomaron de 3 a 5 colonias con un hisopo y se 

resuspendieron en 3 mL de solución PIV. El inóculo fue ajustado hasta alcanzar una 

absorbancia de 0.8 a 1.0 a 610 nm. De cada inóculo se transfirieron 200 µL a un tubo 

Eppendorf nuevo (Weng et al., 2013). 

Posteriormente se preparó agarosa al 1%, al mezclar agarosa certificada para campos 

pulsados (BIO-RAD, Inc., CA, E.U.A), con buffer TBE 0.5X. A la mezcla de 200 µL de 
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cada muestra con PIV, se añadió 200 µL de agarosa fundida a cada tubo uno por uno 

(evitando que se solidifique la agarosa), se mezcló y se tomaron 35 µL de la mezcla de la 

bacteria y la agarosa, con lo cual se formaron discos bacterianos sobre un portaobjetos, se 

dejó a temperatura ambiente durante 15 min, pasando este tiempo se preparó el buffer de 

EC-Lisis el cual contenía lisozima y RNAsa en una concentración de 10 mg/mL. 

Los discos se colocaron en un tubo Falcon estéril de 15 mL a los cuales se les añadió 1 

mL del buffer EC-Lisis y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente de 37°C 

(baño de agua LAB-LINE, modelo Imperial IV). Después de la incubación se decantó el 

sobrenadante de EC-Lisis con una gasa estéril, y se preparó la solución de lisis ESP, 1 mL 

por muestra: se añadió 1mg de proteinasa K a 1 mL de ES, se incubó toda la noche 

(mínimo 17 horas) a temperatura de 55°C. Posteriormente, se decantó el sobrenadante con 

una gasa estéril, y se añadieron 13 mL de TE 1X y se agitó por inversión (agitador Labnet 

Orbit LS) durante 1 hora, este procedimiento se repitió 5 veces. Terminando el proceso se 

pasaron los discos bacterianos a un tubo Eppendorf con 1 mL de TE 1X, los cuales se 

almacenaron a 4°C hasta ser utilizados. 

Para llevar a cabo la restricción enzimática se tomó un disco por aislamiento con pinzas 

estériles y se colocó en un tubo Eppendorf de 2 mL, posteriormente se añadió 40 µL buffer 

de restricción con la enzima Smal (Applied Biological Materials, Canadá), que se preparó 

como se describe en la tabla 4. 

Tabla 4. Buffer de restricción 

Reactivo 1 reacción 

Buffer 10X 4 µL 

Agua grado molecular 35 µL 

Enzima SmaI (20U/ µL) 1 µL  

 

Los discos con enzima de restricción se incubaron durante 12 h a 37°C. Después del 

periodo de incubación se preparó un gel de agarosa de campos pulsados al 1%, se 

agregaron los discos bacterianos con una pinza estéril y se colocó el gel en el equipo 

(CHEF-DR® III System BIO-RAD) bajo las siguientes condiciones: tiempo inicial de 
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0.5s, tiempo final de 15s con un total de 20 horas de corrida. En toda la corrida se utilizó 

un voltaje de 6 V/cm2, ángulo de 120° y temperatura de 14°C. Pasado este tiempo se retiró 

el gel del equipo y fue teñido con GelRed al 3X por 15-30 minutos, se enjuago con agua 

y se observó en luz UV (G. Bou et al., 2000). 

El análisis del patrón de bandas se realizó de manera visual, los resultados fueron 

analizados e interpretados de acuerdo con los criterios establecido por Tenover y col. en 

1995. (Tenover et al., 1995). 

Para determinar la relación genética entre los aislamientos se construyó un dendograma 

por el método de conglomeración del vecino más próximo con las medidas binarias de 

Jaccard empleando el software estadístico SPSS (versión 20). Se definió como clonas a 

los aislamientos que presentaron un 100% de similitud en su patrón de restricción y como 

subtipos o cercanamente relacionados cuando presentaron diferencia en una a tres bandas 

entre los patrones obtenidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

7. RESULTADOS 
 

7.1 Identificación de aislamientos 

Durante el periodo de estudio que correspondió de enero del 2019 a diciembre 2021 en el 

Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González” se recuperaron 204 aislamientos del 

complejo A. baumannii, los cuales se obtuvieron de 13 áreas hospitalarias distintas como 

se observa en la figura 1. El 41.0% correspondieron a aislamientos obtenidos de unidad 

de cuidados intensivos y 29.0% del área COVID, siendo los más predominantes. Cabe 

señalar que el área COVID se localiza en un edificio diferente que las demás áreas 

hospitalarias.  

 

Figura 1. Área hospitalaria de procedencia de los distintos aislamientos. 

El principal espécimen del cual se recuperó A. baumannii fue aspirado traqueal con un 

75.0%, seguidos de un 12.0% de tejido (escrotal, piel, blando, músculo, mamario). En la 

figura 2 se pueden observar el resto de especímenes donde este microorganismo fue 

aislado. 
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Figura 2. Tipo de especímenes analizados 

La distribución de los aislamientos en los años estudiados fue mayormente en el año 2020 

con 87 aislamientos, seguido del 2021 con 65 y, por último, el año 2019 con 52 

aislamientos. 

7.2 Perfil de susceptibilidad 

En la tabla 5 se muestran los resultados de las pruebas de susceptibilidad obtenidas 

mediante el método de difusión en disco y cribado de colistina. Los aislamientos 

presentaron porcentajes de resistencia mayores al 90% para imipenem, meropenem, 

piperaciclina-tazobactam, cefepime, ceftazidima y levofloxacino, seguido de gentamicina 

con un porcentaje de resistencia de 73.4%. En el caso de ampicilina-sulbactam el 43.6% 

de aislamientos presentaron resistencia. Los antibióticos tigeciclina y doxiciclina 

presentaron bajos porcentajes de resistencia, 46.6% y 11.3%, respectivamente. 

Finalmente, el 100% de los aislamientos, no mostraron un fenotipo de resistencia para la 

colistina. 
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Tabla 5. Susceptibilidad antimicrobiana a los distintos antibióticos estudiados 

Grupo antimicrobiano Agente antimicrobiano 
Susceptible 

n (%) 

Intermedio 

n (%) 

Resistente 

n (%) 

Aminoglucósido Gentamicina 24 (11.8) 24 (11.8) 149 (73.4) 

Carbapenémicos 
Imipenem 14 (6.9) 1 (0.5) 189 (92.6) 

Meropenem 15 (7.3) 1 (0.5) 188 (92.2) 

Penicilina + inhibidores 

de β-lactamasas 

Piperaciclina-tazobactam 16 (7.8) 1 (0.5) 187 (91.7) 

Ampicilina-sulbactam 96 (47.1) 19 (9.3) 89 (43.6) 

Cefalosporinas de 

espectro extendido 

Cefepima 17 (8.3) 1 (0.5) 184 (90.2) 

Ceftazidima 15 (7.3) 1 (0.5) 188 (92.6) 

Fluoroquinolonas Levofloxacina 14 (6.9) 1 (0.5) 189 (92.6) 

Polimixinas Colistina 0 (0.0) 204 (100.0) 0 (0.0) 

Tetraciclinas 
Tigeciclina 69 (33.8) 40 (19.6) 95 (46.6) 

Doxiciclina 179 (87.7) 2 (1.0) 23 (11.3) 

 

Una vez obtenido el perfil de susceptibilidad, el 90.2% de los aislamientos se clasificaron 

como XDR, el 4.4% como MDR y solamente el 5.4% de los aislamientos no presentaron 

multifarmacorresistencia. 

7.3 Detección de mecanismos de resistencia a antibióticos 

Se realizó la detección de genes asociados a resistencia a carbapenémicos de la clase D 

(tipo OXA). En todos los aislamientos analizados se encontró el gen constitutivo OXA-

51 y además, se encontró OXA-24 en el 95% de los aislamientos. El gen OXA-24 se 

detectó en los aislamientos del 2019 y estuvo presente hasta el final de este estudio. No se 

detectó la presencia de los genes OXA-23 ni OXA-58. 

7.4 Análisis de la diversidad clonal 

El análisis de diversidad clonal se llevó a cabo mediante PFGE con la finalidad de 

determinar la relación clonal entre los aislamientos que formaron parte del estudio. 

En la técnica de PFGE se empleó la enzima de restricción SmaI la cual generó entre 12 a 

20 fragmentos de restricción. En los 204 aislamientos se presentaron 38 patrones de 

restricción diferentes, y aquellos aislamientos que presentaron un 100% de similitud en su 
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pulsotipo se clasificaron como clona. Se obtuvieron 15 clonas diferentes que se nombraron 

de la A a la Ñ y 23 aislamientos no estuvieron relacionados (NR). Del total de clonas, 10 

presentaron más de dos aislamientos y se clasificaron como clonas predominantes.  La 

clona A con un 22.0% de frecuencia, clona B con un 20.0%, clona C con un 10.3%, clona 

D con un 8.8%, la clona E con un 6.9%, la clona F con un 5.4% y en menor medida la 

clona G, H, I y J con un porcentaje de frecuencia de 3.9%, 2.9%, 2.5% y 2.0%, 

respectivamente, como se observa en el dendograma de la figura 3. 
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Figura 3. Resultado de la detección de clonas en los aislamientos analizados. A) Clasificación en clonas. 

B) Número de aislamientos. C) Dendograma 
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Las 15 clonas estuvieron distribuidas durante los tres años en los que se recolectaron las 

muestras y se presentó un mayor número de clonas circulantes en el año 2020 con 11 

clonas, en el 2021 se presentaron ocho clonas y el 2019 se presentaron siete clonas como 

puede observarse en la figura 4.  

La clona A fue la predominante en el año 2019 con una frecuencia del 41%, para el 2020 

la clona B fue igualmente predominante que la clona A, con 29% y 28%, respectivamente. 

Para el año 2021, la clona A fue desplazada por la clona C con una mayor frecuencia 

siendo del 26%, seguido de la clona B y la clona D con 21% cada una. 

 

Figura 4. Distribución temporal de todas las clonas encontradas 

 

Al realizar un análisis de la procedencia de los aislamientos y su relación filogenética, se 

determinó que UCI fue el área hospitalaria con mayor diversidad clonal encontrándose 

aislamientos pertenecientes a todas las clonas encontradas con la excepción de la clona C, 

como se observa en la figura 5. Posteriormente, las áreas con mayor diversidad fueron 

área COVID, post quirúrgico y cirugía general. 

De igual forma, se determinó que tres clonas fueron las que presentaron mayor 

diseminación por las áreas hospitalarias. La clona A estuvo presente en las 10 áreas, 

mientras que la clona D y B estuvieron en siete y seis áreas, respectivamente.  
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Figura 5. Diseminación clonal entre áreas hospitalarias 

En el presente estudio se observaron cuatro clonas predominantes (A, B, E, H) presentes 

en el Hospital Universitario que emergieron en el área COVID, las cuales persistieron en 

esta área por el resto del periodo de estudio. En cambio, dos clonas (D, J) estuvieron 

presentes inicialmente en el área COVID y posteriormente se presentaron en diferentes 

áreas del edificio principal del Hospital Universitario, como se observa en la figura 6. En 

ambos edificios del Hospital Universitario, se presentaron clonas exclusivas, es decir, que 

no se presentaron en el otro edificio del hospital. En el caso del edificio principal del 

Hospital, la clona F, G, I, K, M, N y Ñ no se presentaron en el área COVID, por el 

contrario, la clona C solamente se presentó dentro del área COVID. 
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Figura 6. Diseminación clonal entre los dos edificios del Hospital Universitario 
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8. DISCUSIÓN 

Cada vez se reconoce más a A. baumannii como uno de los principales patógenos 

nosocomiales a nivel mundial, siendo una grave amenaza para la salud humana debido a 

su resistencia a múltiples antibióticos, incluyendo a los carbapenémicos, lo que dificulta 

su tratamiento. Además, este microorganismo presenta la capacidad de adquirirse y 

diseminarse rápidamente lo que favorece la propagación de cepas resistentes, siendo de 

alto peligro en las instituciones de salud a nivel mundial. Por lo que, en este estudio se 

llevó a cabo el análisis de aislamientos clínicos de este microorganismo mediante su perfil 

de susceptibilidad, la presencia de genes de resistencia a carbapenémicos, así como su 

diseminación en un hospital de tercer nivel en Monterrey, Nuevo León. 

Se ha descrito que el uso prolongado de respiradores mecánicos, humidificadores y la 

colocación de catéteres son factores de riesgo para las infecciones causadas por A. 

baumannii según lo reportado en distintos brotes epidémicos. Estas intervenciones se 

consideran procedimientos invasivos que se realizan principalmente en la sala de UCI, así 

mismo, el ingreso y la estancia prolongada en esta sala, aumenta la posibilidad de adquirir 

una infección por este microorganismo (Álvarez-Lerma et al., 2005; Kurihara et al., 

2020). Como se muestra en los resultados, las principales áreas hospitalarias de las cuales 

se obtuvieron los aislamientos fueron UCI y el área COVID, lo cual está relacionado con 

lo descrito anteriormente. Además, estas infecciones están vinculadas con pacientes que 

presentan enfermedades graves y un sistema inmunológico comprometido, como los 

pacientes hospitalizados con COVID-19 y los pacientes hospitalizados especialmente en 

la UCI, que los predispone a infecciones nosocomiales, los cuales pueden requerir el uso 

de ventilación mecánica como parte de la atención de apoyo (Shinohara et al., 2021).  

En este estudio, el principal espécimen del cual se obtuvieron aislamientos de A. 

baumannii fue aspirado traqueal (AT), que está asociado a cuadros de neumonía, lo que 

corresponde a lo reportado por otros autores donde describen que la infección más 

frecuente adquirida en UCI es la neumonía asociada al ventilador (NAV) (Garnacho-

Montero et al., 2005), así mismo, Lescure y colaboradores en el 2020, identificaron a A. 

baumannii como agente responsable de NAV en pacientes con COVID-19, lo cual es 

esperado debido a que A. baumannii es responsable de aproximadamente el 47% de los 
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casos de NAV en UCI (Lescure et al., 2020; Wong et al., 2017). En Wuhan, China, se han 

reportado microorganismos críticos, de alta prioridad y con alta frecuencia en pacientes 

con COVID-19, donde A. baumannii fue el patógeno más común (35.8% donde el 91.2% 

fueron resistentes a carbapenémicos) (Li et al., 2020). 

Mediante el análisis de perfil de susceptibilidad se obtuvo una elevada resistencia a varios 

antibióticos estudiados especialmente los carbapenémicos, cefalosporinas y 

fluoroquinolonas, con un porcentaje de resistencia del 90%. Won y colaboradores en el 

2017 describen a A. baumannii como un microorganismo con resistencia intrínseca a 

penicilinas y que ha adquirido genes de resistencia a prácticamente todos los antibióticos 

indicados para tratar las bacterias Gram negativas, incluidos los del grupo de 

fluoroquinolonas, aminoglucósidos y cefalosporinas. Los carbapenémicos solían ser los 

agentes terapéuticos de elección para tratar infecciones de este microorganismo, sin 

embargo, actualmente se ha informado la presencia de múltiples mecanismos de 

resistencia a este grupo de antibióticos en A. baumannii, lo que complica la terapia 

antimicrobiana (Wong et al., 2017). 

El Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY publicó en el 2019 un estudio de las 

tasas de resistencia antimicrobiana en un periodo de 1997-2016, donde reportaron que los 

aislamientos incluidos en el complejo ACB presentaron altas tasas de resistencia a 

carbapenémicos en todas las regiones geográficas para el 2013, así mismo, un mapeo de 

prevalencia global de A. baumannii publicado por Chaoying y colaboradores en el 2021, 

presentaron la incidencia mundial de cepas resistentes a carbapenémicos mediante una 

recopilación de datos, en donde concluyeron la evidente problemática para países dentro 

de Asia y América con reportes de resistencia de hasta un 100%, y específicamente en 

México informaron un porcentaje de resistencia a carbapenémicos de 79.6% (Gales et al., 

2019; Ma y McClean, 2021).  

Además, los datos reportados por el programa SENTRY indican porcentajes de resistencia 

para gentamicina (62.4%), imipenem (53.1%), meropenem (54.6%), piperaciclina-

tazobactam (78.0%), cefepime (69.4%), ceftazidima (80.2%) y levofloxacino (76.3%), 

valores menores a los obtenidos en nuestro estudio por lo que existe una tendencia al 
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aumento en la tasa de resistencia antimicrobiana a gran variedad de antibióticos con el 

avance del tiempo (Gales et al., 2019).  

Así mismo, como antecedente directo a este estudio, Bocanegra y colaboradores en el 

2015, reportaron el perfil de resistencia de aislamientos de A. baumannii en un periodo de 

2007 al 2012 del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio González”, para el caso del 

levofloxacino determinaron un porcentaje de resistencia del 23.7%, para gentamicina 

49.3%, ceftazidima 89.5%, imipenem 50.7%, meropenem 35.5% y no se observó 

resistencia para tigeciclina. Específicamente para los antibióticos del grupo 

carbapenémico, se observó un aumento en el porcentaje de aislamientos resistentes en el 

periodo 2011-2012 a comparación del periodo 2007-2010, los cuales fueron 71.2% y 

40.0% respectivamente, con el cual podemos confirmar la tendencia de aumento en el 

porcentaje de resistencia para múltiples antibióticos. (Bocanegra-Ibarias et al., 2015). 

Dado la prevalencia de resistencia a un grupo amplio de antibióticos, el tratamiento para 

infecciones adopta antibióticos de último recurso cuando no hay otras opciones 

disponibles. Estudios sugieren que antibióticos como ampicilina-sulbactam, doxiciclina, 

minociclina, tigeciclina y colistina pueden ser una alternativa aceptable para el tratamiento 

de las infecciones causadas por A. baumannii resistente a carbapenémicos (Álvarez-Lerma 

et al., 2005). En este estudio se detectaron porcentajes de resistencia bajos a ampicilina-

sulbactam (43.6%), doxiciclina (11.3%), tigeciclina (46.6%) y colistina (0%), donde, la 

ampicilina-sulbactam y la colistina presentaron un menor porcentaje de resistencia en este 

estudio en comparación con lo reportado por el programa SENTRY (61.9% y 1.9%, 

respectivamente). Las tasas de resistencia bajas a estos antibióticos de último recurso 

pueden relacionarse con su poco uso en el tratamiento al ser considerados como las últimas 

opciones terapéuticas o por la mejor administración de estos fármacos en el tratamiento 

de pacientes infectados, lo que no favorece a la resistencia o presión selectiva de cepas 

resistentes (Gales et al., 2019). 

La frecuencia de aislamientos XDR en este estudio fue alta (90.2%) relacionado a los altos 

porcentajes de resistencia a la mayoría de los antibióticos estudiados, estos resultados 

concuerdan con la tendencia al aumento de este fenotipo. El Programa SENTRY ha 

demostrado el aumento gradual de las frecuencias de aislamientos de A. baumannii XDR 
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en América Latina en distintos periodos, de 1997 al 2000 con 17.0%, del 2001 al 2004 

con 36.3%, del 2005 al 2008 con 67.1%, del 2009 al 2012 con 77.3% y del 2013 al 2016 

con 86.6%, además indicó que América Latina se encuentra en el segundo lugar con mayor 

frecuencia de aislamientos XDR de A. baumannii detrás de Europa (Gales et al., 2019). 

De igual forma, el estudio de Bocanegra y colaboradores en el 2015 informó frecuencias 

de aislamientos XDR del 40.3% y de MDR del 37.7%, pero a partir del 2010 se observó 

una disminución de aislamientos MDR y un aumento de aislamientos XDR, en donde 

todos los aislamientos obtenidos en el 2012 presentaron un fenotipo XDR (Bocanegra-

Ibarias et al., 2015).   

Por lo tanto, podemos inferir que, con el avance del tiempo y el aumento en la tasa de 

resistencia, la proporción de aislamientos clasificados como XDR seguirá en aumento si 

no se toman acciones inmediatas y efectivas. Actualmente se desconoce el impacto real 

de la resistencia a los antimicrobianos en el periodo de pandemia de COVID-19, sin 

embargo, reportes de la red Temática de Investigación y Vigilancia de la 

Farmacorresistencia (INVIFAR) indican que esta resistencia ha aumentado en México 

durante el periodo de pandemia para múltiples antibióticos en diferentes microrganismos 

incluyendo A. baumannii. Este aumento puede estar asociado con la prescripción 

inadecuada y excesiva de antibióticos y la debilidad de los programas de administración 

de antimicrobianos (López-Jácome et al., 2022). 

Uno de los principales mecanismos para la resistencia a betalactámicos en A. baumannii 

es la degradación enzimática por las betalactamasas, especialmente las oxacilinasas 

(OXA’s) puesto que le otorgan la capacidad de hidrolizar al betalactámico (Evans and 

Amyes, 2014). En A. baumannii se ha reportado la presencia de los genes OXA-23, OXA-

24, OXA-51 y OXA-58, sin embargo, en los aislamientos estudiados sólo se detectó OXA-

51 y OXA-24.  

La presencia del gen OXA-51 en todos los aislamientos era lo esperado, puesto que 

corresponde a un gen constitutivo de esta especie. Estudios previos han demostrado que 

presenta una débil actividad hidrolítica hacia los carbapenémicos, esto debido a que un 

puente hidrofóbico en el sitio activo de la enzima se encuentra ausente a diferencia de 

otras betalactamasas de tipo OXA las cuales si presentan actividad hidrolítica (Evans y 
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Amyes, 2014). Por otro lado, Heritier y colaboradores en el 2005, demostraron que los 

aislamientos que portan la betalactamasa OXA-24 presentan resistencia a los 

carbapenémicos, esto lo demostró mediante la inactivación del gen, lo que provocó que la 

bacteria presentará una mayor susceptibilidad a carbapenémicos, penicilinas y 

cefalosporinas, lo que evidenció el papel que desempeña esta enzima (Claire Héritier et 

al., 2005).  

Estos datos respaldan los resultados obtenidos en este estudio, puesto que al relacionar la 

presencia del gen OXA-24 con el perfil de resistencia obtenido para ambos 

carbapenémicos analizados, se encontró que la presencia del gen OXA-24 favoreció la 

resistencia a imipenem y meropenem. Esta enzima y sus variantes se encuentran 

ampliamente distribuidas, inicialmente se encontró en España en 1997 con la característica 

de ser generalmente mediada por plásmidos, causando así brotes hospitalarios en UCI en 

todo el mundo. Posteriormente, se han descrito aislamientos esporádicos en América 

Latina, principalmente en Brasil y Colombia en el 2007, más adelante en Chile, pero no 

fue hasta el 2012 que se reportó la presencia de OXA-24 en México (Gales et al., 2012; 

Opazo et al., 2011).  

Anteriormente, se reportó la presencia de genes OXA en la misma institución que este 

estudio, donde se observó que la mayor frecuencia fue de OXA-58, sin embargo, para el 

2012 este gen fue desplazado en tu totalidad por OXA-24, con los resultados obtenidos en 

el presente estudio podemos concluir que el gen OXA-24 ha estado presente desde el 2012 

hasta el 2021 (Bocanegra-Ibarias et al., 2015). 

Finalmente, para analizar la diversidad clonal de los aislamientos se decidió utilizar PFGE 

con la enzima de restricción SmaI la cual es una enzima adecuada para el análisis de A. 

baumannii (Goering, 2010). Los 204 aislamientos pudieron ser tipificados, de los cuales 

se detectaron 15 clonas diferentes, lo que indicó una elevada clonalidad por lo tanto fácil 

diseminación, lo que ha sido previamente descrito por Peleg y colaboradores en el 2008, 

que destacan la capacidad de A. baumannii para sobrevivir a la desecación y con requisitos 

mínimos de nutrientes, por lo que facilita la transmisión a través de manos de trabajadores 

de la salud y/o equipos médicos contaminados, aunado a que tiene la capacidad de vivir 
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en superficies ambientales por hasta 13 días, los cuales son 10 días más que otras bacterias 

Gram negativas (Camp and Tatum, 2010; Peleg et al., 2008a). 

El aislamiento de muchas bacterias resistentes a los carbapenémicos dentro de un hospital 

puede explicarse por dos patrones epidemiológicos: la primera por la aparición y 

propagación de una clona, o la segunda, por la persistencia y coexistencia de muchos 

linajes clonales (Al-Sultan et al., 2015). Con los datos obtenidos en este estudio podemos 

inferir que ambos panoramas son consistentes debido a que se encontraron múltiples 

clonas en PFGE y, además, se encontraron estos mismos grupos en distintas salas y 

edificios del hospital, inclusive en un área independiente al hospital la cual fue asignada 

exclusivamenente para pacientes con COVID-19. 

Un estudio en un Hospital de Nueva Jersey, Estados Unidos reportaron un brote de A. 

baumannii resistente a múltiples fármacos que afectó principalmente a pacientes de UCI, 

que se extendió a varias unidades durante el aumento en los casos de COVID-19 (Gootz 

and Marra, 2008). Así mismo, Durán y colaboradores en el 2021 identificaron y 

caracterizaron la propagación clonal de bacterias del grupo ESKAPE de una sala UCI de 

pacientes con COVID-19, donde los muestreos fueron de dispositivos médicos, 

superficies inertes, personal médico y pacientes, y se demostró que A. baumannii fue el 

microorganismo predominante y, además, todos los aislamientos mostraron resistencia a 

múltiples fármacos (Durán-Manuel et al., 2021). 

Diversos estudios han determinado que los pacientes infectados y colonizados representan 

importantes reservorios para la transmisión horizontal y la propagación de A. baumannii 

en un entorno hospitalario. Thom y colaboradores en el 2018 encontraron que 30% del 

tiempo los trabajadores de la salud que brindan atención a pacientes infectados o 

colonizados salen de la habitación con A. baumannii en sus manos o guantes (Thom et al., 

2017). Un estudio realizado en el 2011 demostró que la re-contaminación bacteriana de 

las superficies de contacto presentes en UCI se produce alrededor de cuatro horas después 

de la limpieza estándar con detergentes, cloro, alcohol isopropílico e hipoclorito de sodio 

(Wilson et al., 2011), lo que indica, que la diseminación y brotes pueden estar asociados 

con médicos, enfermeras o equipo médico. 
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Si bien PFGE se ha utilizado durante más de una década en estudios epidemiológicos de 

muchos organismos eucariotas como procariotas y ha demostrado ser un método de 

tipificación sólido para la investigación de brotes transmitidos por alimentos y para la 

epidemiología hospitalaria, los métodos moleculares alternativos como MLST prometen 

una mayor precisión, así como una mayor eficiencia, puesto que PFGE examina cambios 

de nucleótidos en sitios de restricción específicos como los cambios que involucran 

grandes inserciones o deleciones de ADN, mientras que MLST detecta cambios putuales 

de nucleótidos dentro del fragmento del gen amplificado y permite la comparación con 

cepas obtenidas en otras partes del mundo. Por lo que el empleo de solo una técnica de 

tipificación molecular en este estudio es una limitante, y para poder confirmar la relación 

epidemiológica entre los aislamientos estudiados, o se requeriría el uso de más enzimas 

de restricción para proporcionar una estimación más razonable de la relación genética o 

bien emplear una segunda técnica de tipifciación como MLST que además permitirían la 

comparación con cepas internacionales y definir si las cepas circulantes en este hospital 

forman parte de algún complejo clonal internacional.  
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9. CONCLUSIÓN 
 

• La obtención de los aislamientos fue predominante de aspirado traqueal. 

• Los aislamientos presentaron porcentajes de resistencia elevados a múltiples 

fármacos de importancia clínica, principalmente a los carbapenémicos asociado a 

la presencia del gen OXA-24. 

• El 90.2% de los aislamientos se clasificaron XDR, mientras que el 5.4% y 4.4% 

como no-MDR y MDR, respectivamente 

• El total de los aislamientos presentaron el gen OXA-51 y el 95% el gen OXA-24. 

• No se detectó la presencia de los genes OXA-23 ni OXA-58 

• Los aislamientos presentaron alta clonalidad, persistencia y diseminación a 

distintas áreas del hospital. 
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10.  PERSPECTIVAS 

 

• Realizar la identificación de otros mecanismos involucrados en la resistencia a los 

distintos antibióticos analizados.  

• Determinar la concentración mínima inhibitoria (CMI) y analizar el aumento en el 

mismo con relación al tiempo y las áreas hospitalarias. 

• Complementar el análisis de la diversidad clonal mediante la técnica de tipificación 

de secuencias multilocus (MLST). 

• Realizar el rastreo de los pacientes para determinar el origen de la diseminación de 

los aislamientos y su nexo epidemiológico. 

• Analizar la diversidad clonal de los aislamientos obtenidos de superficies, personal 

médico y/o equipos hospitalarios. 
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ANEXO I 

Preparación de reactivos y soluciones 

EC  

Disolver 29.2g de NaCl, 1g de deoxicolato de sodio, 2.5g de laurilsarcosina de sodio, 2.5g 

de brij 58, 5mL de Tris-base 1M pH 8, 100mL EDTA 0.5M pH 8 en agua destilada. Aforar 

a 500mL. Esterilizar en autoclave.  

EC-lisis  

Disolver 0.1mg de lisozima, 10µL de RNAsa 5mg/mL en 1mL de EC. 

EDTA  

500mM. Disolver 18.62g de EDTA en 100mL de agua destilada y ajustar el pH a 8.  

ES. 

 Disolver 93.1g de EDTA en 400mL de agua destilada, ajustar el pH a 9 con ≈ 20g de 

NaOH, añadir 0.5g de sarcosyl. Aforar a 500mL. Esterilizar en autoclave.  

ESP. 

 Añadir a 1mL de ES 1mg de Proteinasa K.  

Gel de agarosa al 2%. 

Disolver 4g de agarosa en 200mL de TBE 1X, calentar en microondas hasta fundir, 

agregar 20μL de bromuro de etidio 2 μg/mL y vaciar en la cámara de electroforesis.  

Jugo azul 6X (Buffer de carga para electroforesis).  

Disolver 25mg de azul de bromofenol, 25mg de xilencianol y 3mL de glicerol en TE 1X 

pH 8 y aforar a 10mL. 

NaOH 0.1M.  

Disolver 0.4g de NaOH en 100mL de agua destilada.  

PIV. 
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 Disolver 29.22g de NaCl en 5mL de Tris-base 1M pH 8 en agua destilada, aforar a 

500mL. Esterilizar en autoclave. 75  

TBE 10X. 

 Disolver 27g de Tris-base, 13.7g de ácido bórico, 10mL de EDTA 0.5M pH 8 en agua 

destilada, ajustar pH a 8 y aforar a 500mL. Esterilizar en autoclave.  

TBE 0.5X. 

 Medir 50mL de TBE 10X y aforar a 1L con agua destilada.  

TE 1X 

 (Tris-HCl mM pH 8, EDTA 1 mM). Mezclar 10mL de Tris-HCl 500mM pH 8 y 1mL de 

EDTA 500mM en agua destilada, ajustar el pH a 8 y aforar a 500mL. Esterilizar en 

autoclave.  

Tris-HCl 500 mM. 

 Disolver 30.3g de Tris base en 300mL de agua destilada, ajustar el pH a 8 con HCl 

concentrado y aforar a 500mL. 
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ANEXO II 

Recopilación de resultados por aislamiento 
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ANEXO III 

Presentación en Congresos 
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