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RESUMEN
Q.C.B. Paola Bocanegra Ibarias Fecha de Graduacion: Julio, 2013
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina

Titulo: A @racterizacion fenotipica y molecular de aislamientos clinicos de
Acinetobacter baumanni bt eni dos en un hospital de ter:

NUmero de paginas:75
Candidato al Grado de Maestro en Cienciasar@ntacionen Microbiologia Médica.

Area de estudio:Microbiologia Médica.

Objetivos: Analizar la diversidad clonal, el fenotipte resistencia a los antibidticos y

los geres asociados a resistencia a carbapenémicos en aislamientos clinicos de
Acinetobacter baumanniibtenidos en un hospital de tercer nivel

Material y Métodos: Se analizaron 154 aislamientos clinicos obtenidos2@el al

2012 de difeentes areas hospitalarias y distintos especimenes. Se identificaron a
nivel de especie mediante pruebas bioquimicamoleculares Para la deteccién de
clonas se utilizo la técnica de electrofosesn gel de campos pulsad®-GE) con la
enzima de restriccion Smal. Se realizo la determinacion de los genes-Z8A4,-51

y -58) mediantd®CR multiple y una PCR simple para los genes IMP y VIM.

Resultados: De los 154 aislamientos analizados el 79% se aislaron de la unidad de
cuidadosintensivos y un 56% correspondidlavados bronquiales. Median®&GE se
obtuvieron 56 clonas con una similitud menor al 60%. Las clonas de mayor prevalencia
fueron A (23.4%), B9.1%) y C (8.4%). Las clonas A y B persistieron durante tres afios
y la clona C durante un periodo de dos aflass aislamientos presentaron una
resistencia de 50.7% imipenem y de 35.7%l meropenemSe encontraron los genes
OXA-51 (100%) OXA-58 (27.90) y OXA-24 (25.3%).  se encontraron los genes
OXA-23, IMP ni VIM.

Conclusiones:Los aislamientos analizados presentaron una elevada diversidad clonal.

Las clonas A, B y C fueron las de mayor persistencia y prevalencia durante los seis afios
del estudioAdemas se encontré una elevada frecuencia de los gene2®¥}4%8 que

se asocian a resistencia a carbapenémieste es el primer reporte de la presencia de
estos genes en México y de O24 en América Latina.

o f{é@“@ 74
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1. Aspectos historicos décinetobacter baumannii

En 1911 Beijerinck aisl6 de muestras de suelo con alto contenido de acetato de
calcio un microorganismo al cual nhomhbvicrococcus calcoaceticugposteriormentee
clasificé dentro del génerd@chromobactery en 1957 Brisou y Prevot crearon un nuevo
género para las especies inmdviles AthromobacterdenominadoAcinetobacteren
funci-n del vocablo griego Udraeghbsthd®4dquak i ne
se realiz6 kreconocimiento oficial de estgénero, el cual@arecié en el manual Bergey
de Bacteriologia sistematica donde sOlo se reconocia la espeagietobacter
calcoaceticus.Los trabajos de Baumann y colaboradores incluyeron nuevas especies
dento dd génercAcinetobacterpero concluyeron que no era posible una subclasificacion
a nivel de especie basadws caracteristicas fenotipiods3).

En 1986 mediante hibridacion de ABPADN Bouvet y Grimont lograron
identificar 12 nuevas especi@scluyendo aAcinetobactebaumanniique corresponde al
genotipo dos; Isiguieron trabajosn 1989%de Bouvety Jeanjean y de Tjernberg y Ursjng
que lograron identificacinco y tres nuevasspecies, respectivamenten este ultimo
trabajo también sencontro que las especi@s baumannii, A. calcoaceticyslos grupos
de genotipos 3Acinetobacterpittii) y 13TU (Acinetobactemosocomialiy presenta una

homologiadel 70% en sus secuencias de ADN por lo que agruparon en el complejo



Acinetobactelbaumanni A. calcoaceticuskn la actualidaal génercAcinetobacteresta

constituidopor 35 especies de las cuale$,t&enennombres védos (2, 4-7).

1.2. Caracteristicas microbiologicasde A. baumannii.

El géneroAcinetobacteresta caformad por ocobacilos Gram negativogue
pueden observarse como bacisanchadosn la fase exponencial de crecimiegtal
ser dificiles de destefiir pueden identificarse errbneamente como Gram positivos. Son
microorganismos no moviles, aerobios estrictos, eronéntadores, catalasa positiya
oxidasa negativé, 3).

Las especies de origen clinico crecen bienlan medios que se emplean
rutinariamente en los labdogios de microbiologia. fE cultivos de24 horas a una
temperatura de incubacién de 378€ obseran colonias mucoides, convexas|lor blanco
grisaceolas colonias que corresponden a las especies dentro del compbgamanni
A. calcoaceticuson mas grandes que las del resto sespecies déAcinetobactecon un

diametro que va de 1.5 a 3n{& 8).

1.3. Identificacion de A. baumannii

Existe una elevada similitud a nivel fenotipico y genotipico elatse cuatro
especies qal integran el complej@. calcoaceticu\. baumanniipor lo que resultan
indistinguibles mediante los estudios realizados rutinariamente en el laboratorio. clinico
Entre las pruebas que son inadecuadas para su identifiGaciorel especiesse puede

mencionar el crecimiento a 44°C, oxidacion de glucosa, hidrdlisis de gelatina y

2



asimilacionde multiples fuentes de carboasi comométodos comercialesianuales y
semiautomatizados entre los que se encueAiPAr2ONE, Vitek 2, Phoeniy Microscan.
Sin embargo la identificacion a nivel de especie en la practica clinica es de gran
importancia ya quel perfil de susceptibilidad y ladicuencia de brotes epidémicos son
diferentes en las distintas espies que conforman al compl€R) 9).

Se han desarrollado varios métodos moleculares que petaiigentificaciona
nivel especiecomo son: la hibridacion de DNBNA, ribotyping, analisis de restriccion
del ADN ribosomal amplificado (ARDRA)analisis de polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados (AFLP) ,polimezasaudenci ac
ARN (rpoB), la amplificacion degeres como 1& ARN ribosoma) el espaciador del
transcrito interno (ITS) de la regién 1:@3Sde ARN ribosoma) recA gyrBy OXA-51,
pero este Ultimgenpuede presentar cambios enssguencia por lo que selte emplear
con un método adicional para confirmar la identificacB®inprincipal inconveniente con
estas metodologias es su elevado costo y lo complicadas que pueden resultar para

emplearse rutinariamente en los lediorios de diagndéstico clinid@, 10, 11).

1.4. Habitat de A. baumannii

Varias especies pertenecientes al gérerimetobacterse han aisladode piel
garganta y vias respiratorias de pacientes hospitalizBddau y colaboradoragalizaron
el aislamiento dé\cinetobacterspp en 44% devoluntariossanosanalizadosEl 61% de
los casos correspondieroainetobacteitwoffi, 12.5%Acinetobacteigenotipo 15BJ, 8%
Acinetobacterradioresistensy solo enun voluntario se aislé una cepapertereciente al

complejoA. baumann#A. calcoaceticu§l2, 13).



Estos microorganismos también se han aisladodigersos alimentos como
hortalizas en las qudas especie mas frecuentes fuen A. baumanniiy Acinetobacter
genotipo 11. En carne fresca, pescado, verdiaelse y quesd. lwoffii representé mas de
la mitad de los aislamientos, el 11% correspondieréwinetobacterjohnsoniiy 5% a
A. baumanni(14).

Si bienA. baumanniiha sido aislado en muestras de suelo, agua, alimentos, piel y
animales su presencia en la comunidad es mug apreseta mayor frecuencia en el
ambiente bspitalario tanto en materiales, equipos médipessonal hospitalariy en

pacientes hospitalizad¢2, 15).

1.5. Persistencia y popagacion intrahospitalaria de A. baumannii.

A. baumanniitiene la capacidad de persistir en el ambiente hospitalario debido a
gue puede resistir a la desecaclimsta 30 ths; ademas puede sawivir al uso de
deshfectantes comopropanol, etilsulfatode mecetronio, triclosan yluconato de
clorhexidina cuando no se emplean el tiempo y en la concentracion indicada por el
fabricante. Ots de los factores que favorecem supervivencia esu creciente resistencia
a muchos de los antibiéticos empleadosse tratamiento a produccion de biopilula,
que consiste en grupos de células bacterianas adheridas a una superficie e inmersas en una
matriz extracelular auto producidamprendida de hidratos de carbono, acidos nucleicos,
proteinas y otras macromolédas Esta biopHcula permite la persistencia en superficies
abidticascomo son equipos meédica®pa de cama y muebles presentes en las distintas
areas hospitalaria® en superficies bidticas como células epiteliales humanas y

filamentos deCandidaalbicansque forma partée la flora normal en el homb{&6-18).



A.baumanniipuedellegar alas diversassala hospitalariag través depacients
colonizads, portadores sanoy material 0 equipo contaminado La adquisicion de
A. baumanniien pacientes susceptibles puede ocurrir a través de variasoutasel
contacto commaterial contaminado, un contacto con gotas de sabdvescamas de piel
provenientes de pacientes colonizados o el contactolasormanos del personal del

hospitalcon nmal lavado de mand45, 19).

Figura 1- Propagacion intrahospitalaria die baumannii.

Equipo contaminado

Paciente susceptible



1.6. Epidemiologia y patologias causadas p@&. baumannii.

A. baumanniies un patdgeno capaz dausartanto infecciones adquiridas en la
comunidad como infeccionesitrahospitalarias, siendo estas Ultimas las de mayor
frecuenca, principalmente en la unidad de cuidados intensivos (UE)el 2010 el
Centro para el control y prevencion de enfermedades de Estados Unidos reportd que
A. baumanniobcup6 el segundimigar de indencia en UCI por encima gmatdogenos como
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumagni&aphylococcus
aureus;en caso de bacteremias y nemiacfue el primer agente cau$2().

Los tipos de infecciones producidas por este microorganismo incluyen neumonia
con una mortalidad de 40 a 60%acteemia con mortalidad de 34 a 44%meningitis,
endocarditis,infecciones de vias urinariade piel y detejidos blandososteomielitis,
desarrollo de queratitis y endoftalmitis asociadas al uso de lentes de contacto o posteriores
a intervenciones quirdrgicalsa neumoniaadquirida en la comunidags una pgsentacion
poco frecuente que Eose ha observado en las regiones tropicales dealasy Asig se
debe a un acarreo de microorganismos presentes en latgaygaurreprincipalmente en
personas con un historial de abuso de alcohobn enfermedad pulmonar obstructiva
cronica Se caracteriza por un comienzo repentino y grave seglédana infeccion
secundaria debrrente sanguing@, 15, 20).

Las infecciones intrahospitalarias se adquieren después de la exposicion a
A. baumanniji que puede estapresente erequipoo material contaminadasi como en
personal sanitaricon mala précticas de lavado de manosdue puedeestar colonizado

por estemicroorganismd20).



Los factores de riesgo mas importanes infecciones intrahospitalarias por
A. baumanniison procdimientos invasivos, como intervenciones quirdrgiesjsode
ventilacion mecanicagl empleo de catéteres venosesitraés intravenoso® urinarios,
periodos prolongados de hospitalizagiiimunosupresiéon, quemaduras, edad avanygada

previa terapia antimicrobiar{a2, 21, 22).

1.7. Factores de virulencia deA. baumanni

A. baumanniies generalmente considerado commopatégenale baja virulencia
pero la secuenciacién completasiegenoma muestra que esta bactdbarga un notable
namero de genes putatsg elementos asociados con virulencia homéloga a los presentes
en los génerosegionellay Coxiella Presentaarios factores determinantes de virulencia,
como la formacién de biopelicula adquisicion de hierrda adherencia y la capaciddd
invadir células epitelialessi com de provocar su muer{20, 23).

Formacion de biopelicula. Permite la adésion de esta bacterian superficies
bioldgicas y abibdticasEs una caracteristica importantee patogenicidadle muchas
bacterias,ya que facilita la colaizacion dematerial, contribuyea la resistencia a los
medicamentos y la evasion del sistema inmune del huésped. La formacion de biopeliculas
implica una variedad de vias que estégulados por quérum sensingtyos sistemastl
pili, las fimbrias y la produccion d la proteina asociada a la biopelicula (BAP)
contribuyen ala adhesion inicial, seguido por la produccion de exopolisacéaridos, un
constituyente importante dana biopelicula madurgue se encarga deuprinir la
actividad de los neutrofilog contribuye a la resistencambiental y a antibioticog20,

24).



Sistemas de adquisicion de hierroLa mayoria de las cepas de baumannii
tienen la capacidad de crecer bajo condiciones limitadas de hierro, lo que ayuda en la
colonizacion del huésped y sobrevivir en el medio ambiente. Esto es posible ya que este
microorganismo presenta una diversidad de mecanismos de adquisicion de lsiaro. E
bacteria segrega una variedad de moléculas que participan en la adquisicion de este i6n,
incluyendo el sider6foro agente quelantacinetobactina y también produce un sistema
de utilizacion @ la heming24, 25).

Lipopolisacaridos (LPS): En A. baumanniesta moléculaontiene una fraccion de
lipido A, el nucleo de hidratos de carbono y el antigeno O repetitivo. Genera una respuesta
inmune innata y es un componente central en el desarrollo de sepsis. Los LPS derivados de
A. baumanniison potentes inductores de una respa preinflamatoria y esta respuesta
contribuyente de manera importante a la patogénesis de la @mfedebida a este
microorganismdl5, 24).

Fosfolipasa D y C:La fosfolipasaD es importante para la resistencia de este
microorganismo en el suero, la evasion de células epiteliales humanas y la respuesta
inmune. La fosfolipasa C aumenta la toxicidad paraéadas epiteliales y contribuyela
adheencia del patdgeno a epitsi(20).

Proteina de membrana externa@mpA): A. baumanniise adhiere facilmente a
las células epiteliales bronquialkesiene la capacidade promover swapoptosisnediante
la actividad de OmpAnduc la liberacion de las molétas preapoptoticas citocromog
el factor inductor de apoptosiademascontribuye a la capacidad dee baumanniide
persistir y crecer en el suero humano, ya que se ha demostrado que OmpA interactia con

los inhibidores solubés de la via alterndel complemert y permite a las bacterias evadir



la muerte mediada por este tipo de respuesta inrkiste proteina también contribugen
la formacion de biopeliculg, 15, 20, 24).

Vesiculas de membrana externa (OMV)Son nanovesiculas esféricas con un
diametro medio de 2000 nm y se amponen de lipopolisacaridoproteinas, lipidos y
ADN o ARN Yy transportan toxinas o factores de virulencia especificas OMV
desempefan una importante funcion en la patogénesis bacteriana ya que garmiten
llegada de factores de virulencia sia interaccion entre la célulauépedy el patdgeno

(23).

1.8. Farmaco resistenciaen A. baumannii.

A.baumanniies un patdgeno oportunista que en los ultimos afios ha adquirido gran
importancia debido a su creciente farmaesistencia. Presenta resistencia intrinseca a
varios farmacos empleados normalmentamo son las aminopenicilinadpranfenicol y
cefalospomasde primera y segunda generaci&temas tiene la capacidad de adquirir
mecanismos que le confieren resisten@a b-lactamicos de amplio espectro,
aminoglucésidos, fluoroquinolonas y tetraciclifasl9).

Durante la década de 1970 los aislamientos clinicoAaitgetobacterspp. eran
generalmente susceptiblea la gentamicina, minociclina, acido nalidixico, ampicilina,
carbenicilina, por separado o en una terapia de combinacion. Sin embargo, desde 1975 se
observd un aumento en la resistencia a casi todos los grupos de farmacos. Inicialmente se
conservo suscépilidad parcial contra las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
fluoroquinolonasaminoglucosidos semi sintéticgscarbapenémicogn 1985 se reporto

el primer aislamiento resistente a imipenem, un tipo de carbapenémico. Sin embargo, a
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finales de los afiosoventas los carbapenémicos eran la ultima opcidn para el tratamiento
de infecciones por este microorganisran la décadale 2000sepresent@un aumento en
su resistencia; en el 2007 se reportd que Sudafrica, Turquia, Portugal, Golgmbi
Venezuela presentabama resistencia superia 50% y en el 2009se encontrduna
resistencia a meropenem del 47.1% y 63% a nivel mundial y en América Latina,
respectivamente. En el 201€e realizGel primer reporte en México con59% de
resistencial meropeneng21, 26-29).

Cuandose presentaesistencia a los carbapenémicos el ultimo nexempleado
para eltratamiento deste tipo dénfeccionescorresponde a la tigeciclinalg colistina.La
tigeciclina es el primer antibiético de una nueva clase de tetraciclinas modifopaelas
corresponden a las glicilciclinas y la colistina estipo de polimixina que habia sido
abandonada en su uso clinico debido a reportegefietoxicidad y neurotacidad, pero
en nuevos estudios la toxicidad es menos severa y frecuente de lo previamente reportado.
En los dltimos afiose han presentado aislamientogd\dbaumannicon resistencia a estos
dos farmacos, lo que complica el tratamiento de los pacigntesrradicacion de este

microorganismo del ambiente hospitalali@, 19, 30).

1.8.1. Mecanismos de resistencia a los antibiéticos carbapenénsco

Los mecanismos implicados en la resistencia a carbapenémicos se pueden agrupar
en: mecanismos no enzimaticos y enzimaticos. Entre los mecanismos no enzimaticos se
encuentran las proteinas de membrana exterior, las bombas de eflujo del tipo AdeABC
modificaciones en el sitio blanco. EI mecanismo enzimatico de mayor importancia es la

produccion de betalactamasas que actuan hidrolizando el anillo betalactamico provocando
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la inactivacion del farmaccomo se observa en la siguiente figuranbler clasifica a
estas enzimas en cuatro clases que van de la A a la D en funcién de la homologia de las
proteinas. De estas cuatro clases, solo las clases B y D tpresatividad de

carbapenemasas, es decir que tienen la capacidaidirdézar a los carlfgenémicoq2,

26).
Figura2.- Mecanismo de accién de las betalactamasas
Lactam ring
SR s (s T I I s M
Cl—C—N CH, C—C—N— cl_? CH,
I
H N H o=C N
COOH I COOH
B-lactamase (penicillinase) OH H
Penicillin breaks this bond Inactive penicillin

1.8.1.1. Clase B:Metalobetalactamasas

La clase B de la clasifacion de Ambler correspondelas metalobetalactamasas
(MBL) que son enzimas con un i6bn metalico en su estruagargralmente zingor lo
gue pueden ser inhibidas in vitro por el acidéestliaminotetragético (EDTA) que es un
agente quelantg presentan una mayor actividhtica in vitro que las enzimas de clase D.
Confieren un alto nivel de resistencia a los carbapenémicos y otros betalactamicos,
excepto aztreonamExisten cinco grupode MBL pero solo dos se han identificadofen
baumanniilas de tipo IMP y VIM que seaislaronpor vez primera erPseudomonas

aeruginosaa partir de aislamientos obtenidos dapén e Italia, respectivamentin
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A. baumanniilMP se detectd por primengez en un aislamiento proveniendel lejano
oriente y VIM enCorea(2, 26).

Las metalobetalactamasas constituyen un riesgo significativo de propagacion, ya
gue los genes que codificpara este tipo de enzimas se encuentran dentro de integrones,
gue son elementos genéticos moviles que pueden ser facilmente transferidos entre distintas
bacteriasde la misma o diferente especi®s integrones consisten de tres regiones: dos
conservadague corresponden a |l a 56 y 36 y wuna r
del gen de la integrasa (intl) la cual, permite la insercidén o escision del casete génico en la
region variable; un sitio de recombinacion adyacente (attl) y uno o mas promotores
responsables de la expresion de los casetes génicos insertados en la region variable.
Bas8ndose en | a secuencia 36 se han dividi
constan de un gen parcial mente del dd ado (
confiere resistencia a los antisépticos y a la sulfonamida, respectivamente; los de clase Il
presentan un transposon Tn7 y en la clase Il s6lo se ha sido descrito un integrén. La

mayoria de los integrones que se han encontradd.draumannipertaecen a la clase |

(31-33).
Figura3.- Estructura de integrén de clase |
Int 1 P1 P2 P
’ » atil 59 pb ’ QACEA sul1
N
l | 1 J
Segmento 5’ conservado Casete insertado Segmento 3’ conservado
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Las MBL presentan una distribucion localizada y Aenbaumanniisolo se ha
detectado IMP: 1, 2, 4, 5y 6; VIM 1 y AMP-1 se ha identificado en Italia, Corea del
Sur, Japon; IMR2 en ltalia y Japon; IMEA en Hong Kong; IMFS en Portugal e IMB en
Brasil, siendo el Unicoeporte enAmerica. VIM-1 sélo se ha identificado eBrecia y

VIM -2 en Corea del S, 21, 26, 27, 33, 34).

1.8.1.2. Clase D:Oxacilinasas

La clase D de la clasificacion de Ambtanrespode a las Oxacilinasas (OXA)
la primera enzimale esta classe aislé en Edimburgo, Escocia en 1%&5nombré como
ARI-1 (Acinetobacter resistente a imipenem)posteriormente fue secuenciada y
renombrada como OXAR&3. Las oxacilinasaenen la capeidad de hidrolizar penicilinas
(bencilpenicilina ampicilina, ticarcilinay piperaciling, cefalosporinas y carbapenémicos
(2, 22, 26, 35).

Se dividen enocho subgruposfilogenétics de acuerdo a la homologia de sus
secuencias de aminoacigdoseo solo cuatro han sido desceten A. baumanniiy
corresponden :aOXA-23 (incluye OXA27 y OXA-49), OXA-24 (incluye OXA?25,
OXA-26, y OXA-40), OXA-51 (incluye-64, -65, -66, -68,-69,-70,-71,-78,-79,-80, -
82) y OXA58. Las enzimas que genecen lasubgrupo OXA51 son intrinsecadeA.
baumanniiy se producen efta mayoria o tdas las cepas, a pesar de que su rdeel

expresid esmuy variablg(36-398).
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Figura4.- Homologia de la secuencia de aminoacidos en los subgrupos de OXA.

OXA-23
S

47%
\ OXA-24 \ OXA-58

\/ 56% \\'//
6 ;k\ C A/o

De las xacilinasados grupos de OXA3,-24 y-58 pueden localizarse formando
parte del cromosoma o encontrarse dentro de plasmidos, mientras qu&lG$Aun gen
constitutivo de este microorganismo. La presencia de secuencias de insercion (IS) rio
arriba o abajode los gees tipo OXA favorece a su sobreexpresion, en el céso
baumanniise ha descrito principalmeni&€Abal, pero |1&ba2, I[SAba3, ISAbad,
ISAbal0 e 1S18son elementos que se han encontrado precediendo a2@XA0XA-58.

Se ha observado queandolSAbal0 esta insertado entre ABal y OXA-23 la expresion
de esta enzima es maygqre cuando solo esta insertado ISAKE5, 37, 39).

Las oxacilinasas presentan una mayor distribucion comparadas con las
metalobetalactamasas y son las carbapenemasas de mayor importanei8 §adatecto
principalmente en aislamientos de Asia, pero se informé también en Europa y en América
se ha reportado en Estados Unidos, Brasil y Argentina; -6&Ae encuentra con
frecuencia en Europa, pero se ha encontrado en paises americanos como Badivig, B

Argentina; OXA24 se encuentran principalmente en la peninsula Ibérica y Asia, pero
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también se ha detectado en Iran, Bélgica, Republica Checa y los E.U.A. % DXlAser

constitutiva se encuentra distribuido en los cinco continentes del ni@ritit) 37, 40-43).

1.9. Brotes epidémicosrelacionadoscon A. baumannii.

Las infeccioneslebidas a&. baumannisonun problema clinico importantiebido
a que se trata dena bacteridrecuentemente endémica en ciertas aneapitalariasy es
responsablee numerosos brot@strahospitalarios alrededor del mung®,.44)

Desde principios de la década de 1980, se han reportado brotigseesos
hospitalesa nivel mundial. ErEuropa los reportes han sigancipalmente en Inglaterra,
Francia, Alemania, ltalia, Espafia y en Paises B&osAsia se han llevado a cabo
reportes en China, TaiwarCorea yJapon En América los paises en los que se han
detectado broteson Estados UnidosBrasil, Argentina.En la mayoria de losasosse
detectaron una o datonasepidémicas/ la transmision déstasentredistintoshospitales
se harelacionadgorimordialmentecon la transferencia deacientescolonizad® por esta
bacteria(12, 44-56).

En Estados Unidos el brote de mayor importancia edltomsos afios corresponde
al relacionado coel personal militar que lucho en Irak y Afganist&n marzo del 2003
se observd umumento en las infecciones pér. baumannii posterior a quedas
operaciones de combate comenzaron en Irak. La mayoria de los militares heridos fueron
tratados en hospitales de campposteriormente fuerotransferidosa Centres Médicos
en Alemania y Estados Uniddsn estebrote se determin6 qua infeccion fuedebida a la

presencia deéA. baumanniien superficies inanimadas en el hospital de campalis

15



aislamientos detectados en estas superficies estghatipicamentevinculads a los
aislados de pacientés7-59).

Ademas se ha descrita propagacionintercontinental deA. baumanniiMDR,
como consecuenciaedlos viajes en avionEstos acontecimientos demuestrda
importancia de la detecciénel aislamiento de I® pacientes transferidos gaises con

altas tasas dmicroorganismos resistentes a farma¢b3, 60, 61).

1.10. Andlisis de lrotes epidémicos asociadosA. baumannii.

Los brotes por transmision dA. baumannii en el ambiente rspitalario,
principalmente enlas UCI, estan aumentando a nivel mundiallas investigaciones
epidemiolégicas requieren el uso de tipificacion moleculaa plterminar la relacion
clonaly es esenciakl uso de bBrramientagjue pueden trazar rapidamente la propagacion
de las infecciones hospitalarias asociadas a este microorgdB6iaréa).

Existen una gran cantidad de técnicas empleadas para llevar a tiphiwdeion
molecular entre estas encontramgeerfil de plasmidos; ribotipcelectroforesis en gele
campos pulsados (PFGE), analisis de Apbdlimérfico amplificado al aza(RAPD),
secuencias repetitivas palindromid&EP), polimorfismos en la longitud de fragmentos
amplificados(AFLP), amplificacion por PCRlel gen de lantegrasa y méas recientemente
la tipificacibn multilocus de ecuencia (MLST) y PCR con ionizaciéon por
electospray/espectrometria de maf@€RESIMS). Sin embargo de todas estas técnicas
la electroforesis en gel deampa pulsads es considerada como el estandar de oro para la
identificacibn molecular de clonalidad, pero cuenta con la desventaja daasé&kcnica

tardaday requiere una considerable experiencia garajecucion e interpretaci¢a 62).
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CAPITULO Il

JUSTIFICACION

A nivel mundial, Acinetobacter baumannies un patdgeno intrahospitalario
multifarmacoresistente asociado a infecciones con altos indices de mortalidad, que en los

altimos afios ha presentado un aumento gradual en la resistencia a carbapenémicos.

En México no existen reportes sobre la presencia degéwes asociados a la
resistencia a chapenémicos asi comale la diversidad clonal ug presenta este
microorganismo, por lo queesulta importante realizar una caracterizacion lake

aislamientos circulantes en un hospital de tercer nivel en Nuevo Ledn.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS
3.1. General
Analizar la diversidad clonal, el fenotipo de resistencia a los antibidticos y los
geres asociados a resistencia a carbapenémicos en aislamientos clinrdcnsedebacter

baumannii obtenidos en un hospital de tercer nivel

3.2. Especificos

1. Identificar aislamientos dA. baumanniimediante pruebas bioquimicaségnicas
moleculares.

2. Detectar la presencia donas mediante electroforesis en dgelcampos pulsados.

3. Realizar pruebas de sensibilidad a distintos antimicrobianos.

4. Determinar la pgsencia degyeres OXA, VIM e IMP asociados a la resistencia a

carbapenémicos.
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CAPITULO IV

MATERIAL Y METODOS

4.1. Estrategia general.

Se realiz6 la reactivacion metabdlica de los aislamientos seleccionados y a partir de
un cultivo joven de 24 horas se realizaron pruebas bioquimicas para efectuar la
identificacibn a nivel complejo, seguido de técnicas moleculares para llegar a la
identificacién a nivel de especie. En los aislamientos que fueron identificadosAcomo
baumanniise realiz6 la deteccion de clonas mediante la técnica de electroforesis en gel de
campos pulsados. Posteriormente se determind el perfil de susceptibilidad mddiante e
método de microdilucidon en caldo, siguiendo el protocolo establecido en el documento
MQ7-A9 del CLSI. Por ultimo se hizo la detecciéon de los genes asociados a resistencia a
carbapenémicos. Para las de tipo OXA se llevo a cabo una PCR multiple doetlect® d
OXA-23,-24,-51 y-58 y en el caso de VIM e IMP se realiz6 PCR convencional. Los
aislamientos que presentaron amplificacion de alguno de estos genes fueron secuenciados

para corroborar la identificacion.
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Figura 5.- Esquema de la estrategiangeal experimental.

159 Aislamientos clinicos
recolectados en el Hospital Dr. José
Eleuterio Gonzalez de Enero del 2007
a Julio del 2012

l Objetivo 1

Identificacion

v Pruebas

bioquimicas

v Métodos

moleculares

1' v
Objetivo 2 Objetivo 3 Objetivo 4
Deteccion de Pruebas de Determinacion de
clonas susceptibilidad genes de

Electroforesis de Método de resistencia
campos pulsados microdilucion VIM, IMP y OXA

Analisis
estadistico

4.2. Aislamientos.

Se analizaron 159 aislamientos provenientes de diferentes especimenes clinicos
colectados de enero del 2007 a julio del 2012 en distintas areas del Hospital Universitario
UANL .

iDr . Jos® El euterio Gonz8lezo de | a

excluyeron aquellas muestras de pacientes menores de dieciocho afos.
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4.3. Pruebas de identificacion fenotipicas.

Cada aislamiento se sembré en agar sangre y se icG@6C durante 24 h,
transcurrido este tiempo se realiz6 el andlisis de la morfologia bacteriana mizadaine
de Gram, se observd el crecimiento en agar MacConkey y mediodéSpués se
realizaron las pruebas de oxidasa, catalasa y movi(MadAnexol). Los aislamientos
gue se observaron como cocobacilos Gram negativos, con un crecimiento oxidativo
(colonias incoloragn el agar MacConkey y sin viraje de color en el medio, P8Bitivos
a la produccion de catalasa, oxidasa negativa e inmoviles se clasificaron dentro del género
Acinetobacter Posteriormente se observé el crecimiento a 4296s aislamientos que
presentaron crecimiento se clasificaron dentro del complegakcoaceticusA. baumannii

(64).

4 .4. Pruebas de identificacibn molecular.

4.4.1. Obtencién de ADNpor lisis térmica

Para llevar a cabo la obtencidén del material genético de los aislamientos, éstos se
sembraron en placas de agar sangree incubaron durante 24 h a 37U&spués se
prepar0 una suspension bacteriana en un tubo eppendorf estétdmaronde 3-4
coloniasdel cultivo puro y se homogeniz6 diante agitacion con vortex en@@L de
agua destilada estéril,sta suspension se sometio calentamientoa 95°C (Labnet

Accublock Digital Dry Bath, Modelo D12Q@urantel5 minutos, después kuspension
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se centrifug@or 25 segundos a @0 g(Microcentrifuga refrigerada, modelo Microlite
RF) se descart6 el precipitado y el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo eppendorf

estéril. EIDNA obtenido fue almacenado-20°C hasta su utilizaciof65).

4.4.2. Amplificacion del genrecAy una region ITS.

Para realizar la identificacion a nivel de especieresdiz6 una PCR mudltiple
empleando los cebadores reportados por Ghewols. en el 2004710). Se efectluo la
amplificacion de ua region conservad&n Acinetobacter sppdel genrecAy de un
fragmento de la regidn del espaciadef transcritanterno (ITS por sus siglas en inglés)
de A. baumannii. Se realiz6 |&2CRmultiple empleando el material genético obtenido por

el método de lisis térmica y cdios pares deniciadores que se muestran en la tabla

siguiente:
Tabla 1. Iniciadores empleados en la identificacionAdéoaumannii.
Iniciadores Secuencia Producto
P-rAl 56 CCTGAATCTTCTGGTAAAAC
P-rA2 56GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC  425pb

P-Ab-ITSF 5 &£ATTATCACGGTAATTAGTG

P-Ab-ITSR 56AGAGCACTGTGCACTTAAG 208pb

Parala mezcla de PCR se afadial delisadoa 24 niL de una mezcla de reaccién
compuesta poibuffer 1X NH; 1X pH 8.8, MgCL3mMM,dNTP&6s 0. 8 mM, <cada

a 0.2 uM (Instituto de Biotecnologia, UNAM, Méxicg)1l U de Tag DNA polimerasa
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(Bioline). Las condiciones de amplificacion fuoa lassiguientes: 1 ciclo de &in a 94°C

para la desnaturalizacion inicial; seguido p@rc&los dedesnaturalizacion a 94°C por 30

s, alineanento a 55°C por 30 s, elongacion a 72°C pas gpor ultimo 1 ciclo a 72°C por

7 min para la elongacion fina[Tetmo ci ¢l ador es: APCR Sprint, H

Cycler, Thermo Electron Corporation y M@tn Labnet)

Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizé una
electroforesis convenanal en un gel de agarosh?2 % tefiido con bromuroaletidio (2
ng/mL), d cual se someti6é a 100 V por &fin, empleando un marcador de 10000 pb
HyperLadder E 1|V, Bioline, UlBimo, ¢l getse revelBo st o n
en un transiluminador con luz UV a 254 nm y lasgerés se documentaroen formato
digital. Cuando en la muestra se observaron dos bandas se iderdifio A.baumanniiy
si solo se encontré la banda d25pb se identificicomo Acinetobactersp. como se

observa en la siguiente figura.

Figura 6. Gel de identificacion dA. baunannii.

1 2 3 45 ¢

Marcador Peso Molecular
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1000pb
900ph
800ph
700pb
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500pb

400ph

300pb

200pb

100pb
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4.5. Deteccion de clonas. Electroforesis en gel de campos pulsados.

Para determinar la presencia de clonas, &slamientos identificadosomo A.
baumanniise sometierora electroforesis en gel de campos pulsados. Se tomé como
referencia la metodologia sugerida paBa aureus (66, 67) con modificaciones

recomendadas pafa baumanii (68). El protocolo que se llevo a cabo fue el siguiente:

A partir de uncultivo en agar soya tripticaseiise inoculdé una asada de una sola
colonia en 5mL de caldo triptona soys&Se incubdhasta fase exponencial (18 h) a
37 C. Posteriormente es transfirieron 2 mL decultivo liquido atubo Eppendorfy se
centrifugd por 5 min a 14,000 rpree elimino todo el sobrenadante sin remover la pastilla
y se afladid mL de PIV frio, se agité en vortex hasta disolver y se centrifug6 por 5 min a
14,000 rpm (Microcentrifugarefrigerada,modelo Microlite RF), se descartéel PIV de
cada tuboy se afadiron410ni de PIV a cada muestra y se agitdé en vortex para disolver
la pastilla

Se fundié agarosa al 1.5% (Agarosa Certificada para Campos PulsadBsdBio
Inc., CA, E.U.A)) con buffer TBE 0.5X en microondas y se mantuvo enté24D
mediante calentamiento en bafio de a@eacolocaron 15@1 de la agarosa fundida en
cada tubo yse agitd en vortexesto se reali@ una muestra a la vez para evitar que
solidificarala agarosaPara preparar un disco de agaresaolocaror35 i de la muestra
con agarosa sobre un portaobjetos estéril forrado ca#l papafilm (se prepararcentre
5-7 discos por muestra)y se dejarorenfriar a temperatura ambiente por 5 min y se

transfirieron a un tub&alcon estérile 15mL. Se preparé la solucion para la lisis alar
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(ECHlisis) al adicionar 0.1mg déisozima(Biotech, Bio Basic, Inc., Ontario, Canada}0
puL RNAsade una concentracion de 5mg/m(Epicentre, Inc., Madison, WI, E.U.Aal
buffer EC que cambia a Eli3is y se dejo a temperatura ambienteaadio 1 mL de EC
lisis acadatubo que contenialos discosy se llevaron al fondo, sin agitar en exceso para
evitarsu rompimientoy se incubaromor 3 h a 37C. Transcurrido este tiempo se decanto
el EGlisis empleando una gasa estéril, teniendo cuidado de no desechar los discos y
prepard una solucion PSal adicionarl mg de proteinasa K artiL de solucionES, se
afiadié 1 mL déa solucion ESPa cada tubg se incubé toda la noche a &5(minimo 17
h). Despuésd solucién se filtrccon una gasa estégl se agregaroi3 mL de TE 1Xa
cada tuboy se agitaon por inversiondurantel h (en un agitador Labnet Orbit LS)
posteriormente se elimind el TE ¢ cada tubo y se adicionanomevanente 13 mL, este
paso se repiti@t vecesmas posterior a estos lavados los tubos con buffer TE 1X se
almacenaron a 4°C.

Al dia siguiente se transfirié conngas un disco a un tubo Eppendestérilde 2
mL y se afiadieron 4. de buffer de restriccién (sin enzima), el cual se prepar6 como se
indica a continuacion. Los discos se incubaron a temperatura ambiente duranetd® mi

para atemperar.

Reactivo 1 reaccion

Buffer 10X (330 mM TrisAc pH 7.9, 100mM Mg 4nL
Ac, 5mM Ditiotreitoly 660mM K-Ac)

BSA0.1% 4nL

Agua estéril grado molecular 32nL
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Se coloco el disco en las paredes udo Eppendory se sacaron los 46L del
buffer de estriccion sin enzima y posteriormente se afiadieromi4@lel buffer de

restriccion con la enzim@md (Takara Bio Inc., Shiga, Japon) que se prepar0 como se

indica en la siguiente tabla y los discos se incubaronlaodache a 37°C.

Reactivo 1 reaccion
Buffer 10X 4L
BSA 0.1% 4L
Agua estéril grado molecular 31nL
EnzimaSmd (10 U/ni) 1

Se limpi6 el equipo (CHEBRN Il Pulsed Field Electrophoresis Systems, -Bio
Rad) con agua destilada estéril y una pequefia cantidad de cloro (10 mL aproximadamente)
y se dejo por 20 min, selimind el agua y seepitid el procedimientcsolo con agua
destilada estéril, después qige se tiréel aguadela camarale electroforesisesagregaron
5 L deTBE 0.5X estérily se dejo hasta que el equipo alcanz&1&e sacaroitos discos
de la incubaciony se afadieron &l de buffer de carga 10X que contiene: SDS 0.9%,
glicerol 50%, azul de bromofenol 0.05%akara Bio Inc., Shiga, Japéy)se prepard un
gel de agarosa al 1% con 150 mL de buffer, y se preparé un excedente deSEvatiod
la agarosa a la placa, se colocé el peine, y los 10 mL excedentes de agarosa se dejaron en
bafio de agua a B0 Los discos de agarosa se colocaron en el gel, el marcador de PM al
principio y al final, los pocillos se cubrieron ceh excedente dagarosa que estaba a
50 C. El gel se colocé en el equipo y programaron las siguientes condiciones: T inicial

0.5 s, T fnal 15 s, tiempo de corrida 20 h, voltaje 6 V, angulo 120 y temperatura de 14°C.
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Al concluir la corrida se retird el gel del equipo y se tifid con bromuro de etidio 1
ng/mL por10min y selavo con agua destilada, por ultimo se revel6 en un transiluminador
con luz UV a 254 nm (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems. EpiChemi 3

Darkroom).

El andlisis del patron de bandas se realizé de manera visual tomando en cuenta los
criterios establecidos para esta técr{i9); con ello se creé una base dtos la cual fue
analizada empleands programa estadistico SA$Sersion 20, utilizando el método de
conglomeracién del vecino mas proximo con la medida binaria de Jaccard y como
resultado final se obtuvo un dendograma con el objetivo de establecer los porcentajes de
similitud entre los patrones de restriccion de ls$amientos para poder determinar la

presencia de clonas.

4.6. Pruebas de susceptibilidad a antibiéticos. Método de microdilucion.
Los antibidticos y las concentraciones utilizadas seleccionaron en base a lo
establecido por el CLSI en el documento MBRBY se sigui6 el protocolo establecido en
el manual MO7A9 del 2013 Para la tigeciclina no existen puntos de corte establecidos por
el CLSIni por elEUCASTY por lo tanto se utilizaron los puntos de corte recomendados
por la BSAC(70). Los antibidticos empleados en este estudio fueron obtenidos de Sigma

Aldrich® (Toluca, Estado de México).
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4.6.1. Preparacion dd inoculo.

Los aislamientos fueron sembrados en agar Miklileton y se incubaron por 24
h a 37°C posteror a laincubacion se preparo6 el indcuydor suspension de las colonias en
5 mL de solucién salina que se ajusto a una turbidez de 0.5 de la escala de M¢E&land
x 10° UFC/mL aproximadamentepnseguida se realizé udducién 1:150en 15 mL de
caldo MuellerHinton. El inéculo final fue de 5 x 2OUFC/mL y se uitilizé

inmediatamente después de su preparacion.

4.6.2. Preparacion de las placas.

Por cada aislamiento se prepard una placa de 96 pocillos (12 x 8) con diluciones
seriadas de los antibidticos a evaluar de la manera que se especifidégerald Las
placas se llenaron utilizando una pipeta multicanal con 200 pL de la concentrasion ma
alta de antimicrobiano en la primera celda de cada antibiético. Posteriormente se afiadio un
volumen de 100 pL de caldo MueHletinton en todos los pocillos con excepcion de los
gue tienen los antibidticos con la concentracion mas alta y las diluciomealigaron
haciendo pases consecutivos de 100 gl pocillo 2 al3, del 3 4 4, del 4 al 5y asi
sucesivamenjede una celda a la otra empleando una micropipeta y se eliminaron 100 pL
de la ultima celda de cada antibiotico, de tal manera que ante®cldbitodas las celdas
guedaran con un volumen total de 100 fL.primer pocillo de la placa se dejé como
control positivo de crecimientin antibiotico)y tres pocillos en ldltima fila se dejaron

como controlesegativogsin incculo).
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Figura 7. Esquema de la distribucion de los antibidticos y sus concentraciones (ug/mL)
empleadas en la placa de microtitulacion. CIP: Ciprofloxacina, LEV: Levofloxacina, GEN:
Gentamicina, AMK: Amikacina, CTZ: Ceftazidime, CFX: Cefotaxime, IMP: Imipenem, MER:
Meropenem, COL.: Colistina, FOS: Fosfomicina, TET: Tetraciclina, TGC: Tigeciclina.

CIP CIp Cip | CIP | CIP | CIP | CIP | LEV | LEV | LEV | LEV
POSITIVO 16 8 4 2 1 05 | 025 ] 32 16 8 4
LEV LEV | LEV | GEN | GEN | GEN | GEN | GEN | GEN | GEN | AMK | AMK
2 1 0.5 64 32 16 8 4 2 1 128 64
AMK AMK | AMK | AMK |AMK | CTZ | CTZ | CTZ | CTZ | CTZ | CTZ | CTZ
32 16 8 4 2 64 32 16 8 4 2 1
CFX CFEX | CFEX | CFX | CFX | CFX | CFX | IMP | IMP | IMP | IMP IMP
128 64 32 16 8 4 2 64 32 16 8 4
IMP IMP | MER | MER | MER | MER | MER | MER | MER | COL | COL | COL
2 1 64 32 16 8 4 2 1 32 16 8
COL COL | COL | COL | FOS | FOS | FOS | FOS | FOS | FOS | FOS | TET
4 2 1 0.5 256 | 128 64 32 16 8 4 64
TET TET | TET | TET | TET | TET | TGC | TGC | TGC | TGC | TGC | TGC
32 16 8 4 2 1 32 16 8 4 2 1
TGC TGC
0.5 0.25 | NEG | NEG | NEG

Se transfirieron con una pipeta multicanal 100 uL del in6culo a cada pocillo de la
placa,con excepcion de los controles negatiydas placa se incubaron a 37°C durante
20-24 horas. Para evitar diferencias de temperatura en la incubacién de bloques de placas
de microtitulacién no se apilaron mas de cuatro a cinco placas dentro de la anaubad
Después del periodo de incubacion se procedio a realizar la lectura de los resultados. La
CMI se definié como la menor concentracion de antimicrobiano que a simple vista inhiba
completamente el crecimiento del microorganismo en estudio. La inteipnetie los
resultados se realizé tomando como refereetiarecimiento observado en el pocillo
usado como control positivo el cual, presamta clara turbidez o un boton de al menos 2
mm de diametro. Para la lectura se utilizé un lector con espejo en el que se reflejo la parte

inferior de la placa de microtitulacion. Para el control de calidashg®earon las cepas
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Escherichia coli ATCC 2522, Pseudomonas aeruginosATCC 27853y Escherichia

coli ATCC 35218

4.7. Amplificacion de genes asociados aesistencia a carbapenémicos.

4.7.1. Carbapenemasa clase Bripo IMP y VIM

Para realizar laleteccion deds geres que codifican para lase t aldctanfasas
tipo IMP y VIM sellevaron a cabalos PCRs de punto final empleando el material
genético obtenidonediantelisis térmica y conds iniciadores descritosen el 2007por
Ellington y cols. para la amplificacion de IMRF71) y los reportadospor Nordmann y
Poirel en el 202 para VIM (72). Las secuencias de los iniciadores empleas®s

encuentran descritas en la siguigatsa.

Tabla 2. Iniciadores empleadan la amplificacion de IMP y VIM.

Iniciadores Secuencia Producto
IMP-F 5 GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC

IMP-R 5 &€CAAACYACTASGTTATCT 188pb
VIM -F 5 ATGGTGTTTGGTCGCATATC

VIM -R 5 GGGGCCATTCAGCCAGATC 510pb
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En el casale IMPy VIM parala mezcla de PCR se afiadin2 nl. de ADN a 3
nmL de una mezcla de reaccion compuesta lpoifer 1X (NH4 1X pH 8.8, MgCl, 3 mM,
dNTP6s 0.8 mM, cada i niTaqgDiA.oLas cendichne deOM vy
amplificacion para IMP fueron las siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la
desnaturalizacion inicial; seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 30 s,
alineamento a 52°C por 40) elongacion a 72°C pofS ypor altimo 1 ciclo a 72°C por 5
min para la elongacion final gn el caso de VIM 1 ciclo de 5 min a 94°C para la
desnaturalizacién inicial; seguido por 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 25 s,
alineamiento a 60°C por 40 s, elongacién a 72°C por 50 s y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 6

min para la elongacion final

Para verificar la presencia del producto de PCR esperado, se realizé una
electroforesis convencional en un gel de agarosa al 2 % tefiido con bromuro de etidio (2
nmg/mL), posteriormentese sometié a 100 V por 50 min, empléarun marcador de 100
1,000 pb Por ultimo, el gel se revekn un transiluminador con luz UV a 254 nm vy las

imégeres se documentaron en formato digital.

4.7.2. Carbapenemasa clase D: Tipo OXA

Para llevar a cabo la deteccion dedeses que codifican para las carbapenemasas
tipo OXA se Ievo a cabaina PCR multiple, en la cual se amplifico O%8,-24,-51 y-

58 empleando el material genético obtenido mediante lisis térmica y con los iniciadores
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descritos por Woodfordy cols. en el 2006(36). Las secuencias de lasbadores

empleados se encuentran descritas en la siguadsite t

Tabla 3. Iniciadores empleados en la amplificacionQeA.

Iniciadores Secuencia Producto
OXA-23F 56 GATCGGATTGGAGAACCAGA

OXA-23 R 56 ATTTCTGACCGCATTTCCAT 501pb
OXA-24F 5-0GGTTAGTTGGCCCCCTTAA

OXA-24R 56 AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 2460b
OXA-51F 5 GAATGCTTTGATCGGCCTTG

OXA-51R 56 TGGATTGCACTTCATCTTGG 353pb
OXA-58 F 56AAGTATTGGGGCTTGTGCTG

OXA-58 R 56CCCCTCTGCGCTCTACATAC 599pb

Para la mezcla de PCR se afadieromL2de ADN a 23nL de una mezcla de
reaccion compuesta pdouffer 1X NH; 1X pH 8.9, MgCl, 3 mM, dNTPO6s 0. 8
iniciador a 0.2 uM y 1 U deTaq DNA Las condiciones de amplificacion fueron las
siguientes: 1 ciclo de 5 min a 94°C para la desnaturalizacioén inicial; seguido por 30 ciclos
de desnaturalizacion a 94°C por 2alneamiento a 58°C por 40 s, elongacion a 72°C por

50 s y por ultimo 1 ciclo a 72°C por 6 min para la elongacién final.

Para verificar la presencia des products de PCR esperadose realizé una
electroforesis convencional en un gel de agarosa %alt&iido con bromuro de etidio (2

ng/mL), el cual se sometié a 100 V por 50 min, empleando un marcador -de0D@0ph
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Por altimo, el gel se revekn un transiluminador con luz UV a 254 nm y lasgeras se

documentaron en formato digital.

4.7.3. Secuenciacion de productos de PCR.

Los aislamientos que presentaron amplificagidra alguno de logeres asociados
a resistencia a carbapenémicos fueron secuenciados para corroborar su identificacion
previo a la secuenciacion se realiz6 la purificaciéhproducto de PCR obtenido mediante
precipitacion con etanol.

Cada producto de PCR (@) fue transferido a un tubo eppendorf de 1.5 mL con
5L de acetato de sodio 3 M pH 4.6 y 1l0de etanol al 95%se homogenizéa mezcla
por agitacion con vértey se mantuvo a20°C durante 3@0 min. Transcurrido este
tiempo los tubos se centrifugarpor 20 min a 1@00 rpm y se descart6 el sobrenadante
se realiz6 unlavadocon 300 de etanol al 70% y se agité en vértposteriormentees
centrifugd a 4°Goor 10 min a 1800 rpm y se descarto el sobrenadariesedimento se
dej6 secar a temperatura ambiente toda laengch resuspendié en 5. de agua estéril
grado molecular.

Una vez que los productos fueron purificados, se envatarunidad de Servicso
Genomicos del Centro de Investigacion y de estudios avanzados (CINVESTAV) Campus
Guanajuatgoara su secuenciacion. Umaz obtenidas las secuenciagron alineadas e
identificadas mediante la Herramienta de Busqueda y Alineamiento Local Basico
(BLAST) disponible en la plataforma del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica

(NCBI): http://blast.ncbi.nim.nih.gav
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CAPITULO V

RESULTADOS

5.1. Identificacion y origen de los aislamientos recuperados.

Se procesarot59 muestras clinicade las cuale$59 aislamientos se identificaron
como del complejo A. calcoacetinsA. baumannii De éstos,154 (97%) fueron
identificadasa nivel molecularcomo Acinetobacter baumanniy so6lo se continud
trabajando coestos 154 aislamientos.

Los aislamientos identificados comfo baumannii se obtuviera de ocho areas
hospitalarias dtintas como se observa ela figura 8 el 7% correspondierona
aislamientos de unidades de cuidados intendmo® adultos como postquirdrgicosn
un 36806 y 43%, respectivamentddemas los aislamientos correspondieron a las sigsiente
areas:medicina interna (7%)cirugia ambulatoria (6%) cirugia general (3%,) cirugia

plastica (2%), pensionistas (2%urgenciag1%).

Figura 8. Area hospitalaria dprocedencia ds distintos aislamientos.
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El 64% de los aislamientos analizadees obtuvieron deavados bronquiales y
broncoalveolaresseguidos de un 18% druestrasde sangre y los demas especimenes
estudiados fueronabscesos (4%)iopsias de abdomen (3%), liquidos estériles @wom
liquido cefalorraquideo (5%), pleural (4%pgritoneal (2%)como se observa en la figura

0.

Figura9. Tipo de especimenes analizados

Aislamientos

5.2.Distribucion temporal de losaislamientos analizados.

La didribucién de los aislamientos en laBes estudiadofue heterogéneaomo se

observa en la figurd0, la mayoriade los aislamientos que se analizaron fueron del,2007
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seguidos del 2011 y 2008; los afios 2010 y 2009 fuemdos que se obtuvo umaenor
cantidad de aislamientos 8 y 13, respectivamente.

Esta distribucion fue heterogénea debido argquee pudo contar con aislamientos
de todos los aflo®\demas este estudioe realizado a la par con un estudio clinico en el
gque se esta revisando la historia clinica de los pacignteslamentese incluyen

aislamientos de los cuales se tiene el expediente clinico de los pactenfasto.

Figura 10. Distribucionde los aislamientos en lagios estudiados
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5.3.Deteccion de clonas.

Para realizar la deteccion de closasllevé a cabo la técnica de electroforesis en
gel de campos pulsad@snpleando la enzima de restriccion Shaatual gerer6 entre 14

y 20 fragmentos de restricciorDe los 154 aislamientoanalizados tres fueron no
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tipificablesluego de cuatro intentosen los 15Jaislamientos restantes peesentarorb6
patrones de restriccidhiferentescon un porcentaje de similitud del 0 al 100%
Seclasific6 comoclonaalos aislamientos que presentarenasimilitud del 100%
en su patron de restaion. S obtuvierorb6 clonadiferentesque se nombraron de la A a
TT. De éstasl8 clonaspresentaromas de un aislamientosgrealizo la clasificacion en
clonas predominantes, considerando como clona predominante a aquella que presentdé mas
de cinco aislamientosSe obtuvieron cinco clonas predominantes que corresponden a la
clona A con un 23.4%e frecuencia, clona Al con un 5.8&ona B con un 9.1%, clona C
con un 8.4%y clona D con un 3.9% de frecuendi porcentaje de similitud entre 1&6
clonas detectadas fue inferior al 60%omo puede observarse en el dendograma

presentado en la figura 11
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Figura 11. Resultado de ldeteccion de clonas en laslamientos analizados.

A) Clasificacion en clonas predominasit®) Numero de aislamiento. C) Dendograma.
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Las56 clonagletectadagstuvieron distribuidas durante los seis afio$os quese
recolectarondas muestray sepresentdun mayor niamero de clonagculantesen elafo
2011 con 18 clonasen el2007 se presentaron 16 clongsen el2008 se presentaron 9

clonascomo puede observarse en la figura 12

Figura 12 .- Distribuciéntemporal de todas las clonas encontradas
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La clona A estuvo presente del 2007 al 2009, afio en el cual fue desplazada por la
clona B que estuvo presente hasta el 2011 y en ese afio aparecido una nueva clona que

estuvo presente hasta el final del estudio y corresponde a la cléxde@as s puede
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observar en la figura 13 que la clona Al y D solo estuvieron presentes durante el afio

2007.

Figura 13.- Distribucién temporal de clonas predominantes
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5.4.Perfil de susceptibilidad.

En la tablad se muestran los resultadds las pruebas de susceptibilidad obtenidas
mediante el método de microdilucion en cal@&e presenta la concentracibn minima
inhibitoria (CMI) necesarigpara inhibiral 50 y 90% deaislamientos analizadog el
porcentaje de aislamientos susceptibles igtestes.

Para la ciprofloxacina y las cefalosporinas ceftazidime y cefotaxime se encontré un
porcentaje de resistencia superior al 8pf@ara elimipenemy meropenense detectd una
resistencia del 50.7% y W&5.7% respectivamenteEn el caso de la colisting la

tigeciclina, que coespondenel ultimo recurso en el tratamiento de infecciomes
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A. baumannii se encontré na resistencia del 21%4 y 0%, respectivamente. Para la
fosfomicina no se pudo efectuar la clasifiéacen aislamientos resistentes o susceptibles

debido a que en nil eCLSI, BSAC o EUCASTestablecen mios de corte para este

farmaco
Tabla 4. Susceptibilidad los distintosantibioticosestuliados

Antibidtico CMI,, CMI, Rango Susceptibles  Resistentes

(Mg/mL)  (ug/mL) (Hg/mL) n (%) n (%)
Ciprofloxacina > 16 >16 <0.25- >16 15 (9.7) 137 (89)
Levofloxacina 4 8 <0.5-32 33 (21.4) 37 (24)
Gentamicina 16 > 64 <1li >64 65 (42.2) 77 (50)
Amikacina 64 > 128 <271 >128 51 (33.1) 78 (50.7)
Ceftazidime > 64 > 64 47 >64 2(1.3) 138 (89.6)
Cefotaxime > 128 > 128 <27 >128 5(3.3) 134 (87)
Imipenem 16 > 64 <17 >64 73 (47.4) 78 (50.7)
Meropenem 8 > 64 <1li >64 77 (50) 55 (35.7)
Colistina 1 4 <0.57 32 121 (78.6) 33 (21.4)
Fosfomicina 256 > 256 6471 >256 - -
Tetraciclina 32 > 64 <17 >64 48 (31.2) 105 (68.2)
Tigeciclina <0.25 0.5 <0.25-2 151 (98) 0 (0)
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Como puede observarse en la figuraaPartir del 2010 ocurrié un aumento en los

porcentaje de resistencia a imipenem yneropenem Ademas, se presentd una

disminucién en elporcentaje de resistence colistinay a partir del 2011 no sha

preseradoningun aislamiento resistente a este farmaco.

Figura 14.- Cambios en la resistencia a carbapenémicos y colistina.
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Seun lo sefalado por Peleg y Manchdda27) se realiz6 la clasificacion de los

aislamientos en multifarmacgesistente (MDRa aquellos que fuen resistentes a tres o

mas de

los siguientes

tipos de farmacos:

fluoroquinolonas,

aminoglucésidos,

cefalosporinasy tetraciclinas.Se clasificO como »@esdfarmacaresistente (XDR)a los

aislamientos MDR que ademds presentaron resistencia a edégbapenémo y en

ParmesistentdPDR) a los aislamientos XDR oaresistencia a la colistinaayla tigeciclina.
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De los 154 aislamientos analizagdek37.7% fueron MDR, el 40.3% XDR y ninguno fue

PDR, como puede observarse emdhalab.

Tabla 5. Clasificacion de los aislamientos en funcién de su perfil de resistencia

a los antibiéticos

Frecuencia n (%)

MDR 58(37.7)
XDR 62 (40.3)
PDR 0 (0)

A partir del 2.0 ocurrié uradisminuciondelos aislamiento8 DR y unaumento
de los aislamientoXDR y en el 2012 todos los aislamientos que presentaron resistencia

fueron XDR(Figura 15)

Figura 15.- Distribucion temporal de aislamientos MDR vs XDR
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5.5Genes asociados a resistencia a carbapenémicos.

Se realizo la deteccidn de Igeres asociados a resistencia a carbapenémicos de la
clase B (Tipo IMP y VIM) y de la clase D (Tipo OXA). Bodos los aislamientos
analizadose encontr6 el gen constituti@XA-51y ademas se encont@xXA-24 con un
25.3% de frecuencig OXA-58 enun 27.%%6, como se observa en la tabla\® sedetecto

la presencia de los gen®XA-23,IMP ni VIM .

Tabla 6. Frecuencia dgeres asociados a resistencia a carbapenémicos.

Geres Frecuencia n%)
OXA-23 0 (0)
Tipo Serina OXA-24 39 (25.3)
OXA OXA-51 154 (100)
OXA-58 43 (27.9
VIM 0 (0)
Metalobetalactamasasg IMP 0 (0)

El genOXA-58 estuvo presente en los aislamientos del 2007 al 2011 y en el 2010
se detectaron los primeros aislamientos que presentabar?4 el cual,desplazéa OXA-

58 y estuvo presenteasta el final de este estudio copuede observarse en la figura 16
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Figura 16.- Distribucion temporal de genes tipo OXA
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Se analizo la relacion entre la presencitodegene©OXA-24 y-58 con el perfil de

resistencia obtenido para ambos carbapenémicos estudiados y se encontrd que la presencia

de OXA-24 favorece la resistencia a imipenem y meropec@mo se describe en la tabla

7, en cambio la presencia de OX%8 solo favorece a la regsicia a imipenem como se

observa en la tabla &demas puede observarse quedacentracion minima inhibitoria

50 y 90 para el imipenem es mayor cuando esta presente-Zd6dmparado con la

presencia d®XA-58.

Tabla 7.- Relaciébn de OXA24 con el perfil de resistencia a carbapenémicos

Con blagxa-24 Sin blaoxa 24
Antimicrobiano : : : : P
CMl sy | CMI o | Resistencial CMIsq | CMI o9 | Resistencia
n(%o) n (%)
Imipenem > 64 > 64 39(100) 2 32 39 (34) | <0.0001
Meropenem >64 | >64 39 (100) <1 16 16 (14) | <0.0001
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Tabla 8.- Relacion de OXAG8 con el perfil de resistencia a carbapenémicos

Con blaoxa-ss Sin blagxa-ss
Antimicrobiano : i : : P
CMl s, | CMI o | Resistencial CMI sg | CMI o9 | Resistencia
n(%) n (%)
Imipenem 32 32 38(88) 2 > 64 40 (39 <0.0001
Meropenem 8 16 15 (39 2 > 64 40 (36) 0.8935
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CAPITULO VI

DISCUSION

Acinetobacter baumanni&s una patdégeno oportunista gien importancia en el
ambiente hospitateo debido a su persistencyaa su crecienteesistenciaa los farmacos
empleados en su tratamienkmn la Gltima décadaa ocurrido un aumenen laincidencia
decepagesistentes carbapénemicpgue constituyen de lodtimos farmacos empleados
para tratatinfeccionespor este microorganismdesta creciem resistencia ha provocado
un aumento en ekstudio de los mecanismos asociados a la resistergste &ipo de
antibioticos principalmente enas carbapenemasas y los genes que las codifR@nlo
anteriorha sidoimportante realizar un analisisld®mportamiento de estmcteriaen un
hospital de tercer nivel ddonterrey,Nuevo Ledn, una de las ciudadess pobladadge

México.

La totalidad de los aislamientos analizados se clasificaoro partadel complejo
A. calcoaceticusA. baumanniiy la mayoria (97%) se identificaron comé. baumannii
esto concuerda con lo sefalado en diversas fue(RedlO, 64), ya quedel género
Acinetobacteresta especie es lgue se aisla comayor frecuenciaen el medio
hospitalario Las principaks area hospitalaria de las cuaks se obtuvieron los
aislamientos fu®n las unidades de cuidadastensivosy predominarorespecimenes de
lavados bonquiales y bronaveolares asociados a un cuadro de neumestatambién
corresponde a lo previamente descrito por otros awargsie la neumonia es la principal

patologia con la que se asocia este microorganigndd, 73).
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Para analizar la diversidad clond¢ los aislamientos se oppwr la técnica de
electroforesis en gel de camppsisados, que se consideea estdndar de orpara
tipificacion epidemiolégica y se decidio utilizar la enzima de restriccion Sorab lo
reportado por Bou y colaboradores en el 2(B8). En los 151 aislamientos que pudieron
ser tipificados seatectaron 56 clonas diferentds que indicéuna elevada clonalidagl
concuerda con lo reportado anteriormente para este microorgar{ésnor4). El
porcentaje de similitud observado para los aislamiefuesntre Oy 100% Yy todos los
aislamientos que no presentaron una homologia del 100% tuvieron unadimirior al
60%, esto india que estos aislamientos no se encuentran relaciosagos lo sefialado
por Tenover(69) y ademas sugiere que la transmision de este microorgamisire los
pacientes infectados ocurrié de manexagenalo que favoreci®udiseminacion polas
diversas areas que comprendehaapital.

De las 56 clonas detectadas se obtuvieron cinco clonas predomigaetese
considerarcomoclonas endémicas. lddona Al y D solo estuvieron presentes durante un
afio, mentras que las clonas A, B yt@ieron la capacidad de persidtasta tregfios en
el ambiente hospitalari@csta persistencies similar a lo reportado en el 2011 por Villalén
(48) queencontroque unade las clonas detectadagstuvo presenten las diferentes areas
y hospitales estudiadafuranteonce #os. Esto se ve favorecido por la capacidad que
presenta este microorganismo de resistir a la deseca@dliversos farmacog por su

capacidadle formar biopelicula en superficies abioticas.

Para obtener el perfil de susceptibilidad se sigui6 el protocsk® wtilizaron los
puntos de corte establec&lpor el CLSI para el método deiarodilucion en caldo. Se

obtuvo una elevada resistencia a varios de los antibioticos estudiadgsoycehtag de
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aislamientos esistentes para la ciprofloxaai(89%), ceftazidime (89%) y gentamicina

(50%) fue similar a loreportadopor el Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY

en el 2012 en aislamientos obtenidos en América Lafir donde obtuvieron una
resistenciade 87.2% para la ciprofloxacina, 81.7% para el ceftazidime y de 5%aB¥%da
gentamicina. AdemaSENTRY reportd porcentajede resistencia de 67.8% para el
imipenem y 66.1% para el meropenem, estos valores son mayores a los obtenidos en
nuestro estudio en el cual, se encontré6 50d@%esistencia al imipenem y de 35.7% para

el meropenemSe observé que el porcentaje de resisia para ambos carbapenémicos
aument6 gradualmente, en los primeros afios era mayor la resistencia para el imipenem
que para el meropenem y a partir del 2010 el porcentaje de resistencia para ambos
farmacos se iguald; esto puede deberse al aumento dexplasi@dén de est
microorganismal meropenem

En el caso dé&a fosfomicinano fue posible realizar la clasificacién en aislamientos
susceptibles y resistentes debido a que no existen puntos de corte establecidos por el CLSI,
EUCAST, FDA ni la BSAC; sin embargo el resultado obtenido en este estudio es superior
a lo reportado poku y colaboradores en el 20{16), que encontraron que el 29% de los
aislamientos estudiados presenté una @266 pg/mL y en los aislamientos analizados
en este estudiel 86.4% presenté una CMD256ug/mL.

La colistina y la tigeciclina corresponden al ultimo recuesopleadoen el
tratamiento de infecciones pdt. baumanniiMDR y en este andlisisimguno de los
aislamientos presentd resistencia a la tigeciclina susceptibilidad detectada fue del
98% En cambio para la colistina se present6 una resistencia del 21.4% que es un valor

superior al reportado por el SENTR{L.2%), pero es similar al reportado por Arr@o
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el 2005 de 19.19%(77). Los aislamientos obtenidos del 2007 al 2010 presentaron
resistencia a laolistina y a partir del 2011 ningun aislamiento fue resistente a este
farmaco La disminuabn en la resistencia a la cdiiea puede deberse a una mejora en el
empleo de este farmaco en el tratamiento de pacientes infectaylees esteantibidtico

dej6 de emplearse en la practica clinica habitl@algue contribuyda que no se llevara a
cabola seleccion de los microorganismos resistegtés/oreciera la persistencia de éstos

en el hospita(30).

En los aislamientos estudiadss realizo la determinacién de los genes OX28 (
-24,-51 y-58), VIM e IMP ysdo se detect6 OXAR4, OXA-51y OXA-58. El resultado
obtenido para OXA1 era el esperado ya que corresponde a un gen constietiesta
especieOXA-58 se ha encontrado con mayor frecuencia en Europa, mientras que OXA
24 ha sido aislado esporadicame(@#). En AméricaOXA-24 y OXA-58 tambiénhan
sido reportadospreviamente, OXA24 seencontréen el 2011 en Estados Unid(40),
mientras que OXA8 < ha reportadoen Bolivia, Brasil y Argentina(41-43). Lo
encontrado en nuestro estudio corresponde al primer reporte de ambos genes en México y
al primer reporte de OX&4 en América htina. Ademas la elevada frecuencia de estos
genesy su presencieen varias de las clonas detectadas sugigre se encuentran
localizadosen plasmidodo que permit sutransmisién horizontal.

La frecuencia delos genes OXA-24 y OXA58 fue de 25.3% y 27.9%,
respectivamente y ambos genes estuvipresentegn varias de las clonas detectadas
guesugiere que se encuentran localizados en plasmgidstopermitio que ocurriera una

transmision horizontale estos genes de resistencia.
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Se analizo la distribucién temporal de ambos genes y se observo que el primer gen
gue estuvo presente fue O>98 pero en el 2012fue desplazado en su totalidad por
OXA-24. Se encontro que la clona A, que fue la de angygsistencia y prevalencialsd
presentd OXA58, mientras que la clona Bug la desplaz6 presentd aislamientos que
contenianOXA-58 y otros con OXA24y la clona C sl present@lOXA-24. Ademas se
analizé la relacion entre la presencia de ambos genes vy fdl geerresistencia a
carbapenémicos obtenido y se encontré que la presencia de2®XAvorece la
resistencia a ambos carbapenémicos, mientras que la presencia €eBQXla favorece
la resistencia para el imipenem y no para el merop€Ren®.8502)ademas la CMby la
CMlgo detectadas son mayores para ambos farmacos cuando esta preseriié. G¢6
coincide con lo previamentiservadpya que se ha detectado que la presencia de-OXA
24 producevalores deCMI superiores que cuando esta presenteerl @XA58 (2). Sin
embargo estos valores superiores podrian deberse realmermigeselaciade ISAbal rio
arriba del gen OXA4 y no a una mayor actividad enzimatica por parte de la enzima
codificada(78).

El aumento en la resistencia a carbapenémicos debido a la presencia €& OXA
puedeser el factor prinipal que favorecio el desplazamiento de la clona A y B por la
clona C que presentd aislaantos mas resistentes a ambos carbapenéntists.se ve
apoyadapor la poca persistencia gae observo erdas clonas A1y D, que no presentaron

ningungende resistencig ademas mostraron un fenotipo susceptible a carbapenémicos

En 133 de las cepasstudiadase encontrd correlacion entre el perfil genotipjc
el fenotipico detectado y leduna cepa(124695 mostro un pefil fenotipico que no

concordd consu perfil genotipico debido aque presentoresistegia para imipenem y
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meropeneny solo se detect®XA-51 quese ha reportado confiere poca o nasistencia

a carbapenémicg®); sin embargo la presencia t#Abal rio arriba degen deOXA-51
favorecesu expresiony la resistencia a este grupo de antibioti¢b8) Es por ello que se
considera que Ishal puede estar preserdr este aislamientos favoreciendaesistencia
para imipenem y meropenem.eDno estar presente esta secuencia de insercion la
resistencia a estos farmacos podria deberse a la presencia genofnee codifique para
una carbapenemasamoNDM, que recientementge ha reportado en esta espcia).

Este aislamiento resulta de gran interés para analizar cual es el mecanigsigtdncia a

carbapenémicos que esté involucrado.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES

Los aislamientos analizados presentatbaclonalidad

Se identificaron 56 clona®n una similituddel 0 al 100%.

Se observo la prevalencia de tres clahaante los seis afios de estudio.

Los aislamientos presentara@ita resistencia aciprofloxacina, ceftazidime,

cefotaxime (>8%) e imipenem (50.7%)).

Se detectd una elevada frecuencia de los genes tipeZaXA0OXA-58.

Este es el primer reporte degeesencia de estos genes en México y de OXA

24 en América Latina.

No se encontraron los genes O28, IMP ni VIM.
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ANEXO |

Pruebasfenotipicaspara identificacion a nivel de g¢nero

Tincion de Gram
Sobre umportaobjetos limpio y secae<oloco una ga de solucion salina estéril

posteriormente con un asa bacterioldgica se transfirié una colonia a la solucion salina y se
homogenizo el inéculose extendid y se dejo secar. La preparacion se fijé por calor y
después se cubrié con cristal violeta durante un mjragoenjuago con agua, después se
aplico lugol, se dejo por un minuto y se enjuago con agua, se decoloré con una mezcla de
alcoholacetona 70:30 por 5 segundos, se enjuagd con agua y se agregé Séfiraniesl
minuto, se enjuagd con agua, se dejo secar a temperatura ambiente y finalmente se observo

al microscopio con los objetivos de 40X y 100X.

Crecimiento en Agar MacConkey y medio TSI
Se partid6 de un cultivo purde 24 horagara realizar una resiembra en Agar
MacConkeyresembrando en tres zonas empleando un asa de platd@nasse inoculd
un medio de TSI, posteriormerde incularondurante 24 horas a 373Ctranscurrido este
tiempose observo el crecimiento y se realiadriterpretacion de la siguiente manera:
U Agar MacConkey
1 Los microorganismos fermentadores formaslonias de color rosa.
1 Los microorganismosxidativosforman colonias incoloras o de color

muy claro.
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U Medio TSI.
1 En los microorganismos fermentadorses obsrva un cambio en la
coloracion del medio de rojizo a amarillo en el fondo o por completo.
1 En los microorganismos oxidativos se observa el medio sin cambio de

color, es decir permanece de calgjizo.

Prueba decatalasa. Prueba en portaobjetos
Sobreun portaobjeto limpio u sec@ £oloc6 una gota de peréxido de hidrégeno al
30%, con un asa bacteriologica se transfiri6 una pequefia cantidad del crecimiento de una
colonia a la gota del peroxido de hidroggnse observé para comprobardelsarrollo de
burbujas de oxigeno. La interpretacion de los resultados fue la siguiente manera:
A Positivo: Produccién de una gran cantidad de burbujas.

A Negativo: Ausencia de burbujas o muy poca cantidad.

Prueba de oxidasa Método de Kovac

Se humedecié un papel filtro cor32gotas de dihidroclorhidrato de tetreeti-p-
fenilendiamina al 1% y en este se colocé y extendié una colonia de no mas de 24 horas,
empleando un palillo de madera, durante los siguientes 10 segundos se observé en busca

de un cambio de color. La interpretacion de los resultados fue la siguiente manera:

A Positivo: Desarrollo de color violeta oscuro dentro de 10 segundos

A Negativo: Ausencia de color
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Movilidad
Se parti6 de un cultivo puro de 24 hogzara realizar una resiembper puncion

profunda utilizando un ashacteriolégica en punta en el medio semisélido de SIM, se
inocul6 el centro del tubo y la punciébn abarc@proximadamente dowercios de
profundidad del medide cultivo desde la superig; el medio se incub6 de 18 a 24 hr a
37°C. La interpretacion de los resultados se realizo de la siguiente manera:

1 Positivo: Preseria de turbidez o crecimiento salla de la linea de

siembra.

1 Negativo: Crecimiento solamente en la linea de siembra.
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ANEXO Il

Recopilacion deresultados por aislamieto.
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