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RESUMEN

Las infecciones asociadas a la atencion en salud causadas por Acinetobacter baumannii. han
ido en aumento, asi como su resistencia a los antimicrobianos. Esta bacteria es prevalente en
las unidades de cuidados intensivos generando diversas infecciones tales como bacteriemia,
infecciones urinarias y neumonia.

Objetivo: Identificar los patrones de clonalidad de aislamientos de A. baumannii resistentes
a carbapenémicos provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Nacional
Dos de Mayo, 2021.

Materiales y métodos: Estudio de tipo analitico, cuantitativo, de disefio descriptivo y
observacional de corte transversal. La poblacion de estudio fue conformada por 54
aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenémicos obtenidos de muestras
recolectadas durante el primer semestre del afio 2021. Se emple6 una ficha simple para
recolectar datos relacionados al perfil de susceptibilidad, este instrumento no requirié la
aplicacion de pruebas de validez ni confiabilidad, dado que no fue utilizado en personas. La
informacion fue extraida exclusivamente a través de la observacion.

Resultados: La investigacion revela la presencia de seis grupos clonales en el hospital
nacional de referencia, destacando un elevado grado de similitud y la predominancia de un
grupo clonal mas extenso, denominado clon Al, distribuido en las cuatro unidades de
cuidados intensivos. Ademas, se observa una marcada resistencia antibidtica en los
aislamientos analizados, evidenciando una notable resistencia a diversos antibioticos,
mientras que se registra una sensibilidad del 100% frente a colistina. En consecuencia, se
notifica una presencia significativa de aislamientos extremadamente resistentes (XDR), los
cuales estan asociados a los clones identificados en el estudio.

Conclusiones: Se observd un aumento en la aparicion de grupos clonales entre marzo y
mayo, especialmente en las UCI B y C, sugiriendo posible transmision cruzada debido a la
proximidad geogréfica de estas unidades. Los resultados respaldan la relevancia de A.
baumannii en neumonias asociadas a ventilacibn mecanica, evidenciado por la
predominancia de muestras respiratorias, principalmente aspirado bronquial. Sin embargo,
se sefiala como limitacion la falta de datos clinicos de los pacientes. Ademas, se destaca la
resistencia a multiples antibioticos en los aislamientos, subrayando la necesidad de promover
el uso racional de antimicrobianos y la adopcion de medidas para controlar las infecciones
y prevenir la propagacion de aislamientos extremadamente resistentes en el entorno
hospitalario.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, patrones de clonalidad, grupo clonal, REP-PCR,
transmision cruzada



ABSTRACT

Healthcare-associated infections caused by Acinetobacter baumannii. have been on the rise,
as well as their resistance to antimicrobials. This bacterium is prevalent in intensive care
units, generating various infections such as bacteremia, urinary tract infections and
pneumonia.

Objective: To identify the clonality patterns of carbapenem-resistant A. baumannii strains
isolated from the Intensive Care Unit of the Dos de Mayo National Hospital, 2021.

Materials and methods: Analytical, quantitative study, with a descriptive and observational
cross-sectional design. The study population was made up of 54 carbapenem-resistant A.
baumannii isolates obtained from samples collected during the first half of 2021. A simple
data collection form related to the susceptibility profile was used; this instrument did not
require the application of validity or reliability tests; given that it was not used in people.
The information was extracted exclusively through observation.

Results: The research reveals the presence of six clonal groups in the national referral
hospital, highlighting a high degree of similarity and the predominance of a larger clonal
group, called clone Al, which is distributed in the four intensive care units. In addition, a
marked antibiotic resistance was observed in the isolates analyzed, evidencing a notable
resistance to various antibiotics, while a sensitivity of 100% against colistin was recorded.
Consequently, a significant presence of extremely resistant isolates (XDR) is reported, which
are associated with the clones identified in the study.

Conclusions: An increase in the occurrence of clonal clusters was observed between March
and May, especially in ICUs B and C, suggesting possible cross-transmission due to the
geographic proximity of these units. The results support the relevance of A. baumannii in
pneumonias associated with mechanical ventilation, evidenced by the predominance of
respiratory samples, mainly bronchial aspirate. However, the lack of clinical data on patients
Is pointed out as a limitation. In addition, resistance to multiple antibiotics in isolates is
highlighted, underlining the need to promote the rational use of antimicrobials and the
adoption of measures to control infections and prevent the spread of extremely resistant
isolates in the hospital environment.

Key words: Acinetobacter baumannii, clonality patterns, clonal group, REP-PCR



INTRODUCCION

Acinetobacter baumannii como patégeno nosocomial emergente, esta causando una gran
preocupacion en el sector sanitario, por su capacidad de desarrollar resistencia a varios
medicamentos, ademas de su rapida propagacion lo que representa una incidencia
significativa como patdgeno oportunista y causante de muerte en unidades criticas. Este
estudio emplea la técnica REP-PCR para identificar los patrones de clonalidad de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos.

La comprension de diversidad gendmica e identificacion de posibles rutas de transmision
son fundamentales para abordar eficazmente la propagacion de esta bacteria multirresistente,
por ello en el capitulo 2 se mencionan antecedentes internacionales y nacionales, haciendo
mayor énfasis en los antecedentes internacionales ya que no existen muchos estudios a nivel
nacional donde se haya aplicado esta técnica molecular en cepas de Acinetobacter. Ademas,
se explica brevemente acerca de los mecanismos de resistencia de esta bacteria.

En el capitulo 3 se menciona acerca de la metodologia de investigacion usada, ademas del
tamafo muestreal. También se mencionan las técnicas moleculares utilizadas y se describen
a detalle cada uno de los procedimientos realizados.

En el capitulo 4 se presentan los resultados encontrados que dan respuesta a los objetivos
establecidos en este estudio. En este apartado, se presenta un dendograma que ilustra los
grupos clonales que existen en la unidad del hospital de referencia, ademas de tablas con
referencia al perfil de susceptibilidad, etc.

Por ultimo, se mencionan las conclusiones y recomendaciones, destacando que este trabajo
aportara una visiéon mas completa sobre la diseminacién de A. baumannii en entornos
hospitalarios, lo cual nos hace pensar que es importante tomar estrategias de control y
prevencion, para impedir la rapida diseminacion bacteriana.



CAPITULO I: EL PROBLEMA
1.1. Planteamiento del problema

Las infecciones originadas por Acinetobacter spp. se han incrementado Gltimamente;
y a su vez, también aument6 la resistencia a diferentes antimicrobianos!.
Acinetobacter baumannii se distingue como la bacteria mas frecuentemente aislada
y de gran relevancia clinica en los Gltimos 20 afios, especialmente en las unidades
criticas; la cual ha generado una diversidad de infecciones, tales como bacteriemia
relacionada al uso de catéter venoso, infecciones urinarias asociadas al uso de sondas

uretrales y neumonia durante la ventilacion mecanica® 3.

En un estudio realizado por Reyes Roque se resalta que la presencia de A. baumannii
se detectd en la totalidad de las muestras analizadas del suelo y agua. Esto sugiere
que diversos equipos médicos como: ventiladores mecénicos, tubos endotraqueales,
catéteres, entre otros equipos podrian fungir como reservorios ambientales una vez
son contaminados con polvo y/o agua ambiental. La contaminacion cruzada de
manos con microorganismos en el personal de salud ocurre en un 3 a 30%, y en el
7.5% de los casos se aisld A. baumannii, es asi que esta bacteria puede diseminarse
a traves del contacto manual del personal de salud con el ambiente hospitalario. Por
ello, los pacientes hospitalizados tienen una mayor propension a ser colonizados por

este microorganismo al entrar en contacto con estos equipos medicos®.

A nivel internacional, se ha registrado la presencia de A. baumannii en informes
provenientes de 75 paises, posicionandolo como el quinto patdégeno mas
frecuentemente aislado en las unidades criticas, con una prevalencia del 3.7% en la
region de Norteamérica®. En Latinoamérica, la incidencia es ain mas significativa,
superando el 10% de todas las bacterias aisladas asociadas a infecciones
nosocomiales®. En el caso especifico de Per, Acinetobacter spp. se aislo en un
preocupante 28% de los cultivos de secreciones endotraqueales en dichas unidades,
con un alto perfil de resistencia antimicrobiano’. A nivel nacional, el analisis de la
Situacion Epidemiologica de las Infecciones Asociadas a la Atencion en Salud
(IAAS) realizado por el Centro de Epidemiologia, Prevencion y Control de
Enfermedades (CDC, 2021) revela que A. baumannii se identifica como agente
causal en un 24.9%, 32.1% y 5.53% de las infecciones del torrente sanguineo,
neumonia e infeccién del tracto urinario, respectivamente, en las unidades de

cuidados intensivos destinadas a pacientes adultos®.



La capacidad de sobrevivir y la resistencia a antibiéticos de A. baumannii son las
principales caracteristicas de esta bacteria. Si bien estas propiedades son comunes en
diversas regiones, esta situacion esta influenciada por las particularidades
hospitalarias, culturales y por el uso de diferentes antibidticos. Por lo tanto, resulta
indispensable vigilar el incremento de la resistencia antibidtica en cada pais,
establecer una casuistica propia y evaluar las medidas apropiadas para disminuir su

propagacion®.

El Hospital Nacional Dos de Mayo (HNDM) alberga un servicio de cuidados
intensivos compuesto por cinco unidades diferenciadas. Estas incluyen la UCI A,
designada para la atencién de pacientes portadores de COVID-19; la UCI B,
destinada como unidad general de cuidados intensivos; la UCI C, orientada a
pacientes politraumatizados; la UCI D, dedicada a la atencidon de pacientes en
cuidados intermedios; y la UCI E, especializada en cuidados intensivos pediatricos.
Cabe sefialar que, para este estudio, solo se consideraron muestras provenientes de
las unidades de cuidados intensivos para adultos, excluyendo la UCI E. Un informe
microbioldgico comparativo del periodo 2015 al 2017 en Lima, realizado en este
nosocomio revela que el 21.8% de los aislamientos de microorganismos en la UCI
corresponden a Acinetobacter baumannii, posicionandose como la segunda bacteria
aislada con mayor frecuencial’. Sin embargo, no existen registros de estudios de
clonalidad para esta bacteria, pese a que en la Guia Técnica para la Vigilancia,
Prevencion y Control de Microorganismos Multirresistentes sefiala la diseminacion
clonal como fuente moderadamente significativa, la cual puede ocurrir mediante
transmision cruzada o mediante un reservorio comin®, entre las unidades

comprendidas en este servicio hospitalario.

La utilizacion de técnicas moleculares como la Amplificacion de secuencias
Palindromicas Repetitivas (REP-PCR) posibilita identificar la transmision de clones
epidemicos mediante el analisis comparativo de patrones de clonalidad. Este enfoque
ofrece una evaluacion mas precisa, facilitando la implementacion de intervenciones
oportunas para prevenir una potencial propagacion en las areas criticas de este

importante hospital de Lima.



1.2. Formulacién del problema

1.2.1. Problema general

¢Cuales son los patrones de clonalidad de aislamientos de A. baumannii

resistentes a carbapenémicos provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos
del Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021?

1.2.2. Problemas especificos

¢Cuales son los perfiles de susceptibilidad de los aislamientos de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos provenientes de la Unidad de

Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, 20217

¢Cudl es la distribucion de los grupos clonales de A. baumannii resistentes
a carbapenémicos provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos del
Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021?

¢Cual es la relacion entre el perfil de susceptibilidad y los grupos clonales
de los aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenémicos
provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Nacional
Dos de Mayo, 2021?

1.3. Objetivos de la investigacion:

1.3.1. Objetivo general

Identificar los patrones de clonalidad de los aislamientos de A. baumannii

resistentes a carbapenémicos provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos

del Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021.

1.3.2. Objetivos especificos

Identificar los perfiles de susceptibilidad de los aislamientos de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos provenientes de la Unidad de
Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021.

Determinar la distribucion de los grupos clonales de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos en la Unidad de Cuidados Intensivos del

Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021.



- Determinar la relacion entre los perfiles de susceptibilidad y los grupos
clonales de los aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenémicos
provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Nacional
Dos de Mayo, 2021.

1.4. Justificacion de la investigacion
1.4.1. Tedrica

Esta investigacion tiene como propdsito caracterizar los patrones de clonalidad
de A.baumannii y aportar al conocimiento de la epidemiologia de esta bacteria,
lo cual es importante para fortalecer las estrategias de control y prevencién en
ambientes hospitalarios y comunitarios. El analisis abordara la distribucion de
los clones y los perfiles de resistencia antibidtica dentro de las unidades criticas
del centro hospitalario de referencia con el fin aportar conocimientos sobre la
diseminacion de esta bacteria y facilitar la implementacion medidas para
prevenir su propagacion. Finalmente, el andlisis de la clonalidad y su asociacién
con los perfiles de resistencia contribuye al entendimiento de la dindmica y la
evolucion de esta bacteria aportando informacién relacionada a la diversidad
genética y su papel en la persistencia de este agente infeccioso, proporcionando
las bases genético moleculares para evaluar la presencia de algun clon en

especifico.

1.4.2. Metodoldgica

La utilizacion de la técnica REP-PCR como instrumento de evaluacion y
seguimiento en la aparicion de clones epidémicos, es una buena opcion ya que
es una técnica simple y de facil implementacion en el laboratorio. Esta técnica
molecular permite diferenciar y agrupar las cepas segun su similitud genética
para determinar sus patrones de clonalidad. Asimismo, se han determinado los
patrones de resistencia antibiética predominantes. La implementacion de estas
técnicas en estudios posteriores, permitira el uso de REP-PCR en los
laboratorios de biologia molecular como herramienta de evaluacion molecular,
facilitando la evaluacion de la significancia de los patrones de clonalidad
identificados, contribuyendo con las estrategias de control y tratamiento de
infecciones hospitalarias. Finalmente, este método molecular permitira tener

una aproximacion mas cercana a la identificacion clonal estos aislamientos.
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1.4.3.

Préactica

Esta investigacion se lleva a cabo en respuesta a la necesidad de optimizar las
medidas de prevencion y control de brotes en las unidades criticas donde existe
mayor riesgo de transmision cruzada por microorganismos resistentes. Estos
resultados podran ayudar a concientizar al personal que trabaja en el sector
salud, sobre la importancia de aplicar las medidas de prevencién y control de
brotes, lo que permitira una evaluacion mas objetiva que genere intervenciones
rapidas, oportunas y certeras para prevenir la diseminacion de este

microorganismo.

1.5. Delimitaciones de la investigacion

1.5.1.

1.5.2.

1.5.3.

Temporal

La investigacion se realizé en 2023 utilizando aislamientos de A.baumannii

recolectados en 2021.
Espacial

Parte del estudio se desarroll6 en el servicio de Microbiologia y Biologia
Molecular del Laboratorio “Oswaldo Hercelles” perteneciente al Hospital
Nacional Dos de Mayo. Los analisis moleculares se llevaron a cabo con el
apoyo de investigadores del laboratorio I-2 del grupo de Investigacion y
Docencia en Medicina Molecular (MEDMOL) de la Universidad Nacional

Mayor de San Marcos (UNMSM).

Recursos

La investigacion fue realizada por la tesista en estrecha coordinacién con el
equipo del servicio de microbiologia, quienes facilitaron las cepas a analizar, y
con investigadores del Grupo de MEDMOL para el andlisis molecular y
estadistico. Dado que el estudio fue financiado por la tesista, no incurrié en

costos adicionales en recursos humanos.



CAPITULO II: MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes
Antecedentes Internacionales:

En 2022, Selim Samy y colaboradores realizaron un estudio en Arabia Saudita, con la
finalidad de “tipificar y explorar molecularmente elementos de resistencia a
carbapenemicos en A.baumannii”. Este fue un estudio transversal que se efectud
durante diciembre del 2021 e incluy6 un total de 86 aislamientos obtenidos de
pacientes del Hospital Prince Mutaib Bin Abdulaziz. Se utilizo el sistema VITEK para
la identificacion y el antibiograma, ademas se realiz6 amplificacion por medio de PCR
para la identificacion de genes como blaVIM1 y blaVIM2. También se realizd la
tipificacion molecular mediante REP-PCR y adicionalmente se hizo un estudio de
modelado molecular donde se observd la afinidad de union de imipenem al sitio de
unién de la betalactamasa OXA. Se encontré que ciprofloxacino fue el antibidtico mas
eficaz, imipenem tuvo el mayor nivel de resistencia. Usando REP PCR se evidencio
que los aislamientos se distribuyeron en 5 grupos clonales: A, B, C, D y E con tasas
de distribucion de 45.5%, 26%, 19.5%, 5.2% y 3.9% respectivamente. Los autores
concluyen en que hay una amplia gama de genes que codifican para imipenem en el
hospital de estudio por lo que se destaca la necesidad de prevenir y controlar la

propagacion de A. baumannii®?,

Zeighami H. et al., (2019) realizaron un estudio con el fin de “determinar la formacion
de biopeliculas, la presencia de genes relacionados con la biopelicula, caracterizar
integrones y la tipificacion molecular basada en REP-PCR de A.baumannii”. Se
utilizé 100 aislamientos provenientes de diversos tipos de muestra de las unidades
criticas. La identificacion de los aislamientos se realizd con pruebas fenotipicas y la
deteccion del gen blaoxa-s1. EI antibiograma se realizé6 mediante disco difusion y fue
interpretado mediante las especificaciones del CLSI. Los integrones fueron detectados
mediante PCR multiplex. Para el REP PCR se utiliz6 2 cebadores y se clasificaron en
grupos, considerandose de un mismo grupo cuando se tiene hasta 2 bandas diferentes
siendo perfiles idénticos o muy similares. Se obtuvo la mayor resistencia frente a
ciprofloxacino e imipenem. Los patrones de clonalidad obtenidos se clasificaron en 8
tipos y 21 subtipos, encontraron que 23% de los aislamientos tenian una relacién
clonal. Los autores concluyen que la tipificacion molecular es importante para hallar

la relacion genética y también epidemioldgica por lo que el poder discriminatorio de
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REP PCR es alto, ademas se demostrd que existe una alta frecuencia de A. baumannii
XDR en pacientes de la UCI®,

Snyman Yolandi, et al., (2019) realizaron una investigacion para “describir la
resistencia a la colistina y la variabilidad molecular de A. baumannii resistentes a
colistina aislados de muestras de pacientes en el Cabo Occidental de Sudafrica”. Se
utilizo el sistema automatizado VITEK para la realizacion del antibiograma, incluida
la deteccion de la resistencia a colistina, la cual se confirm6 mediante microdilucion
en caldo y SensiTest. La tipificacion de las cepas se realiz6 mediante REP-PCR, a la
par se hizo la secuenciacion integral del genoma en parte de los aislamientos para
identificar los genes asociados a la resistencia de colistina y la diversidad de cepas
utilizando MLST vy analisis de polimorfismo de nucleétido unico por parejas. En
cuanto a los resultados se encontraron 32 aislados resistentes a colistina en funcion a
la susceptibilidad del VITEK de los cuales se discriminaron en 26 aislados resistentes
y 6 aislados sensibles a colistina por microdilucion en caldo. Ademas, descubrieron
que 13 aislados resistentes a colistina y 8 sensibles fueron idénticos por REP-PCR y
MLST, todos provenientes de pacientes ingresados en un hospital terciario durante
2017, los demas aislados no estaban relacionados. Concluyeron que el incremento de
aislados de A. baumannii colistin resistentes es al parecer, producto de una expansién

clonal de una cepa emergente resistente a este antibidtico.

Baharak Ky colaboradores (2018) desarrollaron una investigacion con el objetivo de
“determinar los tipos moleculares similares entre las especies aisladas de A.
baumannii mediante REP-PCR”. Se realizo en un total de 350 muestras clinicas de
diferentes hospitales de Teheran, en las cuales se identificd 120 especies de
Acinetobacter spp. Al evaluar la especie se identifico 100 (76,9 %) aislamientos como
A. baumannii, 13 (11%) como A. lwoffi, y 7 (6%) como otras especies de
Acinetobacter. La mayoria de los aislados pertenecian a la UCI.  Luego se realizo el
antibiograma con 11 discos antibidticos, pero evaluando cefepime y ceftazidima
mediante microdilucion en caldo, observandose que se obtuvo una mayor resistencia
a cefepime y ceftazidima y una mayor sensibilidad a polimixina B. El genoma de los
aislamientos se extrajo mediante el método de ebullicién modificada y se amplifico
usando cebadores especificos mediante REP-PCR, el uso de esta técnica evidencio que
existian 9 patrones de clonalidad diferentes que fueron agrupados en grupos de A hasta
la I, donde existia una poblacion maxima (36%) del grupo A. Concluyeron que existen

altas similitudes entre los aislados de A. baumannii de los diferentes hospitales,



esto podria deberse a que exista una diseminacion de la bacteria mediante equipos
médicos o por parte del personal de salud®®.

Antecedentes Nacionales:

Galarza y Vargas (2021). Desarrollaron un trabajo con el fin de “identificar los genes
asociados a la resistencia de carbapenémicos y analizar la asociacion clonal de
A.baumannii provenientes de neonatos de un hospital de Lima durante los afios 2018-
2019”. Se evalud la sensibilidad a los antibidticos por el método de Kirby-Bauer,
excepto la sensibilidad a la colistina que fue evaluada con micro titulacién en caldo.
Ademas, se detectaron los genes de resistencia mediante PCR multiplex y la asociacion
clonal se obtuvo por REP-PCR. Hallaron que un 92% de las cepas resultaron XDR y
8% PDR. Se encontré 3 patrones de clonalidad en total, de los cuales 80% pertenecian
al mismo patrén. Los autores concluyen que existe un brote de A.baumannii XDR
durante los afios 2018 -2019, subrayando la necesidad de aumentar las intervenciones
de control en los trabajadores de la UCI neonatal de este hospital con el fin de contener

la diseminacion de esta bacteria®’.

Fernandez y Moreno. (2019). Efectuaron un estudio con el propdésito de “conocer el
Patrén de clonalidad mediante REP y ERIC — PCR de A. baumannii aislados de
pacientes del Hospital Regional Lambayeque”. Fue un trabajo prospectivo transversal
y descriptivo donde se emple6 una ficha clinico-epidemiolégica con los datos de los
pacientes portadores de la bacteria. La obtencion del dendograma se realiz6 mediante
PCR utilizando primers para REP y ERIC. En esta investigacion, se aislaron 24 cepas
de A. baumannii a partir de muestras de secrecion bronquial de pacientes en los
servicios criticos. Veinte cepas se agruparon en 5 grupos clonales con una similitud
superior al 88%. Los grupos identificados fueron organizados segin los dias de
hospitalizacidn, el servicio de origen y la probabilidad de infeccidn, la cual se evalué
en funcion de la calidad de la muestra. Esta calidad fue determinada utilizando los
criterios establecidos por una guia de la Sociedad Espafiola. Los criterios, junto con
otros factores evaluados, permitié diferenciar entre infecciones y colonizaciones.
Todos los aislamientos resultaron ser MDR o XDR. En conclusién, se identificaron
maltiples clones que se comportan como microbrotes diseminados en los diferentes
servicios de la UCI, lo que demuestra el papel crucial de A. baumannii en las

infecciones y colonizaciones en este entorno hospitalario.*®.



2.2 Bases tedricas

Infecciones asociadas a la atencién en salud (IAAS)

Las infecciones implican la proliferacion y diseminacion de patégenos en el
organismo, estos pueden ser bacterias, virus, hongos u otros. Las infecciones pueden
empezar en cualquier parte del cuerpo y en ocasiones se difunden por todo el
organismo?®, Se estima que afectan entre el 5-10% de usuarios e implican una alta
morbi-mortalidad y un gran importe econémico. Las infecciones que derivan de la
asistencia sanitaria como los procesos invasivos, son: infeccion respiratoria,

intraabdominal o quirtrgica y urinaria®®.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define las IAAS como aquellas que se
manifiestan en pacientes hospitalizados o que se atendieron en otro centro de salud,
y cuyo proceso infeccioso no estaba en fase de incubacion ni se evidenciada al
momento de la admision. Esto abarca las infecciones adquiridas en el nosocomio,
que aparecen luego del alta e infecciones laborales en el personal de salud®. Segin
la OMS, son distintas causas que generan la infeccion de usuarios internados, por
ejemplo: la baja de las defensas inmunitarias, el aumento de procedimientos médicos,
técnicas invasivas que facilitan vias de infeccién y la propagacion de patogenos
resistentes a los farmacos en lugares cerrados, donde las practicas inadecuadas de
control de infecciones pueden favorecer la propagacion.*®.

Existen tipos especificos de IAAS asociados principalmente a unidades de cuidados
intensivos (UCI). Entre ellos, se destaca la neumonia, una infeccion pulmonar aguda
que afecta las vias respiratorias y estructuras vasculares, causada por diversos
patdgenos como virus, bacterias, hongos y parasitos?’. En nuestro pais, la incidencia
de este tipo de IAAS ha experimentado un aumento considerable, alcanzando el 55%
de los casos notificados durante el primer trimestre de 20218, Otra IAAS frecuente
es la infeccion del torrente sanguineo (ITS), definida como uno o mas hemocultivos
positivos acompafados de signos sistémicos de infeccion, como fiebre, escalofrios
y/o hipotension?!. La bacteriemia, caracterizada por la presencia de fiebre, puede
desencadenar el choque septico, una complicacion potencialmente letal vinculada a

esta infeccion.

La infeccion del tracto urinario (ITU) se define como la presencia de organismos
infecciosos en las vias urinarias. El uso de catéteres urinarios o sondas vesicales en

pacientes hospitalizados y/o en estado critico aumenta la predisposicion a las ITUs



nosocomiales???, Las infecciones del sitio operatorio (ISO) también son recurrentes
en entornos hospitalarios a nivel mundial, y diversos factores de riesgo, como
enfermedades preexistentes (por ejemplo, diabetes, tabaquismo), asi como el estado
hemodinamico, respiratorio y hematologico, pueden influir en el proceso de

cicatrizacion de las heridas?.

La relevancia de A.baumannii esta principalmente en su capacidad para desarrollar
resistencias y multiresistencias a los antibioticos. Ademas, la exposicion antibiotica
en los hospitales favorece la presencia de cepas resistentes, lo que las convierte en
organismos endémicos que pueden persistir en un centro hospitalario por afios. En
algunos casos, las cepas endémicas pueden ser introducidas por un paciente
colonizado, y diseminarse a otros pacientes y/o areas del hospital. Para evitar ello es
necesario adoptar medidas de control recomendadas por diversas literaturas, como:
monitoreo epidemiolégico, aislamiento y separacién de cohortes de pacientes
colonizados, programas anuales de limpieza ambiental y formacién continua del

personal de salud en técnicas adecuadas de lavado de manos. 2>,
Acinetobacter baumannii

A.baumannii, es un coco-bacilo gram negativo, aerobio estricto, no fermentan
carbohidratos, catalasa positiva, oxidasa negativa, inmoévil y agente causal de morbi-
mortalidad infecciosa especialmente en pacientes hospitalizados en UCI?". A.
baumannii es un microorganismo ubicuo que habita con frecuencia en la naturaleza
agua y suelos. Sin embargo, no actiia como colonizador en la comunidad. En cambio,
esta bacteria se traslada y afecta a individuos en condiciones criticas o debilitados por
comorbilidades. Es una patégeno usual en las unidades de cuidados intensivos debido
a su capacidad de adherirse y persistir en equipos médicos e incluso en las manos de
los trabajadores de salud. Ademas, suele ser resistente a desinfectantes de bajo o medio

nivel .28,
Mecanismos de resistencia
- Resistencia intrinseca

A. baumannii tiene una cefalosporinasa tipo AmpC llamada cefalosporinasa derivada
de Acinetobacter(ADC), que constituye el mecanismo propio de resistencia de esta
bacteria a los antibidticos B-lactdmicos. Alrededor del 50% de las A. baumannii
manifiestan una sobreproduccion de ADC, esto se atribuye a las secuencias de

insercion que contienen promotores que benefician la transcripcién de los genes
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ISAbal e ISAbal25. Otro mecanismo intrinseco de resistencia se basa en el gen bla-
OXA-5ljike, cuya expresion resulta en una débil hidrélisis de penicilinas y
carbapenémicos. Es por ello que la resistencia a carbapenémicos esta vinculada a la

hiperproduccion de oxacilinasas, un proceso mediado por el gen 1ISAba1?°.
- Resistencia adquirida

Los mecanismos de resistencia a este conjunto de antibidticos involucran
mecanismos enzimaticos y no enzimaticos. Los primeros consisten en la degradacion
del B-lactamico mediada por varios tipos de B-lactamasas como las de clase A, B o
D, de acuerdo con la clasificacion de Ambler. Acinetobacter produce betalactamasas
de clase Ay B, aunque su aparicion es muy poco frecuente. Por otro lado, la clase D
es la méas comdn, siendo las principales variantes OXA-24, OXA-23, OXA-48 y
OXA-51. Estas enzimas son codificadas principalmente por plasmidos, a excepcién
de OXA-51, que se encuentra en el cromosoma. Los segundos incluyen la alteracién
de las proteinas de membrana externa denominadas OMPs (outer membrane
proteins), bombas de expulsion y la alteracion de las proteinas de unién a penicilina
o PBPs (penicillin binding protein), cuando son blanco del medicamento?®%,

Técnicas moleculares para estudios epidemioldgicos

Existen diversas técnicas que nos ayudan en el diagnostico y tipificacion molecular

en patdgenos humanos. Entre los cuales encontramos:

El analisis de plasmidos fue una de las técnicas moleculares muy utilizadas en las
décadas de 1970 y 1980 para investigar brotes epidémicos. Sin embargo, en la
actualidad, su uso con este proposito es limitado, debido a la incorporacion de otras
técnicas mas avanzadas y a las restricciones que presenta. Este método clasifica a las
bacterias segun la presencia o ausencia de plasmidos. La técnica implica la extraccion
de ADN plasmidico mediante un proceso de lisis alcalina. Es importante interpretar
los perfiles plasmidicos idénticos o muy similares con precaucion, ya que no siempre

indican un vinculo epidemioldgico entre ellos®?.

En 1984 Schwartz y Cantor desarrollaron un sistema denominado Electroforesis en
Gel de Campo Pulsado (PFGE) esta técnica permite la separacién de fragmentos
grandes de ADN, superiores a los 10 kpb. En esta técnica, luego de la extraccion del
ADN, se corta con enzimas de restriccion y se separa de acuerdo a su peso

molecular®?,
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El analisis de ADN mediante secuenciacion o Tipificacion por Secuenciacion
Multilocada (MLST) es una técnica para clasificar microorganismos que se basa en la
secuenciacion de varios genes especificos, los cuales se comparan con esquemas
predefinidos para cada especie. Este método permite identificar factores de virulencia
y resistencia a los antibidticos, asi como realizar un analisis pangenomico

comparativo de los aislados®.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) es una de las técnicas moleculares
con mayor utilidad y usada en la actualidad. Esta técnica amplifica secuencias de
ADN, la cual luego podra ser visualizada mediante una electroforesis en gel o clonarse
en un plasmido para experimentos posteriores®*. Esta técnica requiere un ADN
polimerasa termoestable: la polimerasa Taq, Ademas de primers de ADN hechos
especificamente para la region del genoma a interés. La reaccion se da a través de
ciclos de temperatura que logran producir muchas copias de la region objetivo®>%,
Existen diversas técnicas aplicadas, las cuales se sustentan en el empleo de distintos
primers, como los PCR con primers arbitrarios o secuencias repetitivas del DNA
bacteriano. Para A.baumannii las técnicas usualmente empleadas son: ERIC- PCR
(Secuencias consenso intergénicas repetitivas de Enterobacterias) y REP-PCR

(amplificacion de elementos palindromicos extragénicos repetitivos)*°.

Amplificacion de Elementos Palindromicos Extragénicos Repetitivos (REP-
PCR)

Las técnicas de tipificacion molecular, como REP-PCR, posibilita el rastreo y la
demostracién de la presencia de aislamientos endémicos producidos de una
infeccion hospitalaria, la aparicion de brotes y posibles reservorios®’. REP-PCR es
una técnica simple (no necesita enzimas de restriccion, ni técnicas de electroforesis
especiales), rapida y relativamente de bajo costo®. Esta técnica requiere primers
que se unen con secuencias repetitivas especificas de DNA bacteriano (secuencias
rep). Hay tres tipos de familias de secuencias rep: las secuencias repetitivas
palindrémicas extragénicas (secuencias REP), las secuencias consenso repetitivas
intragénicas de enterobacterias (secuencias ERIC), y las secuencias o elementos
BOX™. La secuencia de REP altamente conservada es de aproximadamente 35
oligonucleotidos, incluye una repeticion invertida y puede ocurrir en el genoma
individualmente o como mltiples copias adyacentes®. Se pueden identificar dos
métodos para clasificar y distinguir patrones de clonalidad. El primero implica la

evaluacion visual de las bandas presentes en los patrones de clonalidad. Se
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considera que dos patrones de clonalidad son "indistinguibles™ si no muestran
diferencias en sus bandas. Si dos patrones de clonalidad difieren en 2 a 3 bandas,
se denominan “cepas estrechamente relacionadas”. Se establece una relacion entre
clonas cuando la diferencia es de 4 a 6 bandas, y se considera que no estan
relacionadas si la diferencia es de 7 bandas 0 mas*. El segundo método consiste
en la agrupacion y formacion de grupos clonales mediante la construccion de un
dendrograma. En este enfoque, se utiliza el indice de similitud de Sorensen-Dice
para distinguir clonas que son idénticas, relacionadas o no relacionadas. Este indice
proporciona una medida cuantitativa de la similitud entre los conjuntos de bandas,

facilitando asi la agrupacion y clasificacion de los patrones de clonalidad.

2.3 Formulacién de hipotesis

No se formularon hipotesis, por ser un estudio descriptivo.
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3.1.

3.2.

3.3.

3.4.

3.5.

CAPITULO IlI: METODOLOGIA

Método de la investigacion

Analitico, ya que se examina un hecho especifico para determinar su importancia

y la relacion entre ello*.
Enfoque de la investigacion

Es cuantitativo, ya que se fundamenta en un enfoque empirico-deductivo,
empleando procedimientos estrictos, métodos experimentales y técnicas de

recopilacion de datos estadisticos*.
Tipo de investigacion

Aplicada, debido a que su objetivo es ofrecer soluciones a situaciones especificas
y reconocibles®.

Disefio de la investigacion
Disefio: Observacional y transversal.

Nivel: Descriptivo, ya que tiene como objetivo medir y/o recopilar informacion,

de forma individual o combinada, sobre las variables mencionadas “2.
Poblacién, muestra y muestreo

Poblacion: Todos los aislamientos de A.baumannii obtenidos del repositorio de
muestras del laboratorio de Microbiologia del Hospital Nacional Dos de Mayo,
2021.

Unidad de estudio: Aislamientos de A baumannii.

Unidad de andlisis: Cada uno de los aislamientos de A. baumannii resistentes

a carbapenémicos.

Unidad de muestreo: Cada aislamiento de A. baumannii resistentes a

carbapenémicos.
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Muestra: Inicialmente se recolectaron un total de 60 aislamientos de A.
baumannii que cumplian con los criterios de inclusion. Dichos aislamientos
fueron obtenidos de muestras recopiladas entre enero y julio de 2021,
seleccionadas del repositorio del laboratorio perteneciente al hospital de
referencia. No obstante, se procedio a trabajar con 54 aislamientos, ya que se
identificaron 6 aislamientos duplicados.

Muestreo: No probabilistico de casos consecutivos de aislamientos de A.

baumannii.
Criterios de inclusion

- Aislamientos que provengan de muestras de vias respiratorias, sangre y
puntas de catéter.

- Aislamientos provenientes de muestras tomadas los pacientes adultos en
las unidades de cuidados criticos.

- Aislamientos obtenidos el primer semestre del 2021.

- Aislamientos que presenten resistencia a carbapenémicos.

Criterios de exclusion

- Aislamientos que no se encontraron viables al momento del estudio.

- Aislamientos duplicados.

3.6. Variables y operacionalizacion
3.6.1. Variables

- Variable 1: Patrones de clonalidad de cepas de A. baumannii

- Variable 2: Resistencia a carbapenémicos.
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3.6.2.

Operacionalizacion de variables

Definicién

Variable . Dimension Indicador Escala de Medicién Escala valorativa
operacional
. Bandas  amplificadas o . - Presencia de bandas: 1
Bandas de ADN Amplicones mediante electroforesis Cualitativa nominal - Ausencia de bandas: 0
PATRONES DE amplificadas mediante '
CLONALIDAD REP-PCR de A. Frecuencia relativa (%) o _ - Idénticas: Similitud de 95% a 100%
baumannii. Grupos clonales de _Ias clonas | Cualitativa nominal - Relacionados: Similitud de 89% a 94%
predominantes - No relacionados: Similitud de <89%
Perfil de
susceptibilidad
antimicrobiana de A.
PERFILES DE baumannil, Antibioticos Microdilucion en caldo Cuantitativa de razén - ?égi:eiji(?(l)
RESISTENCIA interpretados segln (MIC)

puntos de corte dados
en CLSI M100, 33rd
edition,2023.

Resistente (R)
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3.7. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

3.7.1.

3.7.2.

3.7.3.

Técnica

Como técnicas metodoldgicas se usaron la observacion, para obtener la data
referente a los aislamientos obtenidos, su perfil de susceptibilidad, asi como
para determinar el patron clonalidad. En cuanto a las técnicas de laboratorio,
se empled REP-PCR con el fin de determinar los patrones de clonalidad de los

aislamientos de A.baumannii.

Para ello, se inici6 con el proceso de extraccion de ADN bacteriano, usando un
kit comercial que usa placas con perlas magnéticas, en un equipo semi-
automatizado. En seguida, se did la etapa de replicacion de las regiones REP
del ADN bacteriano mediante la técnica de REP-PCR utilizando un kit
comercial y un termociclador. Finalmente, se procedié al revelado de las

mediante la electroforesis.

Descripcion de instrumentos

Se us6 una ficha de recoleccion de datos como instrumento metodologico, en
la cual se registraron los indicadores del estudio de la variable “Perfil de
susceptibilidad”. La informacion consignada en dicha ficha provino de la base
de datos del laboratorio de referencia, la cual estd gestionada a través del

sistema IrisLab. (Anexo 2)
Validez

Para la investigacion se uso6 una ficha simple de recoleccidn de datos, que sirvid
registrar la data del analisis de los aislamientos bacterianos (resistencia,
clonalidad), no se incluye humanos en el estudio por tanto no hubo encuestas,
ni instrumentos que recojan informacion de personas, por lo que no fue

necesario validar la ficha.
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3.7.4. Confiablidad

No fue necesario realizar el proceso de confiabilidad, dado que el instrumento

no se aplico en personas, sélo se obtuvo informacidn a través de la observacion.
3.8. Procesamiento y andlisis de datos
3.8.1. Procesamiento de la informacion
a) Procedencia de los aislamientos:

Los aislamientos utilizados en este estudio cuentan con identificacion y pruebas
de susceptibilidad procesados en el momento de su aislamiento (entre enero y
julio del 2021), utilizando el sistema automatizado BD Phoenix. Los resultados
se encuentran almacenados en el sistema de laboratorio del hospital, llamado
IrisLab. El servicio de microbiologia dispone de un cepario, donde conforme a
los protocolos definidos para la preservacion de aislamientos, esta establecido
que todos los aislamientos derivados de las unidades de hospitalizacion son
almacenados en viales que contienen caldo tripticasa de soya con glicerol(TSB)
al 20%. Posteriormente, estos se incuban a una temperatura de 37 °C durante 24
horas, tras lo cual son conservados en refrigeracion a -20 °C hasta su utilizacion

en estudios posteriores, segiin sea necesario.
b) Extraccion de ADN bacteriano:

Con el fin de mejorar la extraccién de ADN, se emplearon cultivos bacterianos
frescos obtenidos mediante la inoculacion de los aislamientos conservados en
TSB con glicerol al 20%, posteriormente sembrados en agar MacConkey e
incubados a 37°C por 24 horas. A partir de esos cultivos frescos sembrados en
este medio selectivo se tomaron dos a tres colonias para realizar una suspension
bacteriana en TSB sin glicerol. EI ADN bacteriano se extrajo utilizando el kit
Zybio, el cual incorpora un método semi-automatizado que incluye placas con
perlas magnéticas. Se siguieron los pasos dados en el manual del kit (ver anexo
3), que especifica el uso de 200 uL de la suspensién bacteriana con 15 uL de la
proteinasa K suministrada en el kit. Estos reactivos se agregaron en las
posiciones Al-H1 y A7-H7 de la placa, en ese orden. Después la placa fue
colocada en el equipo y se procedid a la extraccion de ADN utilizando el
programa B-200, con una duracion total de 10 minutos. EI ADN extraido fue
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alicuotado en viales para ser guardados a -20° C, hasta su posterior

procesamiento.

c) Analisis por PCR

Se utilizo el kit PCRBIO Taq Mix Red de la marca PCRBIOSYSTEMS. Para la
preparacion del master mix se requieren: 5 uL de 2x PCRBIO Taqg Mix Red, 0,5
uL de primer REP1, 05 uL de primer REP2 y 4,5 uL de agua ultrapura. Al master
mix preparado se le afiade 1 uL de ADN bacteriano, generando asi un volumen
final de reaccion de 11 uL por cada muestra. Dado que se trabajo con un total de
54 muestras, se prepard master mix para un total de 60 reacciones (rx) y luego
se dispenso 10 uL del master mix a cada tubo Eppendorf®. Inmediatamente se
afiadié 1 uL de ADN bacteriano, obteniendo asi el volumen final requerido por

muestra.

Tabla 1. Preparacion del master mix PCRBIO Tag Mix Red

Reactivo Para 1 rx Para 60 rx
2x PCRBIO Taq Mix Red SuL 300 uL
Primer REP1 (10 uM) 0.5uL 30 uL
Primer REP2 (10 uM) 0.5uL 30 uL
Agua ultrapura 4.5uL 270 uL
Volumen final 10 uL

(Elaboracion propia)

Las condiciones termodinamicas de PCR fueron: para le etapa de denaturacion
inicial a 94°C por 10 minutos, luego se dieron 30 ciclos con etapas de
denaturacion (94°C durante 1 minuto), hibridacion (47.5°C durante 1 minuto) y
extension (72°C durante 2 minutos). Por Gltimo, se dio la extension final a 72°C
por 16 minutos.

El analisis de PCR de los elementos REP se realiz6 empleando primers citados
en diversos estudios de clonalidad (Snelling et al, 1996) (Sucuy, 2017). Se
muestra las secuencias en la tabla N° 2. Todos los primers fueron de la marca
MACROGEN de procedencia coreana. Culminado este paso, se procedié a

realizar la electroforesis.
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Tabla 2. Secuencia de primers (REP-PCR)

Primers Longitud (pb) Secuencia5” - 3
REP 1 5- NIGCGCCGICATCAGGC- ¥
REP 2 5-ACGTCTTATCAGGCCTAC - 3

(Snealling et al. 1996)%
d) Corrida electroforética
Con los elementos REP obtenidos tras la amplificacion, se procedi6 a realizar la
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. Se dispensaron 5 uL de las muestras
amplificadas en cada pocillo del gel de agarosa 1.5% que estaba inmerso en el
buffer de corrida TBE5X dentro de la cAmara electroforética. Simultaneamente,
se cargd 2 uL del marcador de peso molecular “PCRBIO Ladder IlI” en otro
pocillo. Luego se inicio la corrida electroforética con un voltaje constante de
90V por 1 hora, lo que posibilito la migracion de los diversos elementos REP
presentes en los aislamientos. Finalizado este paso, se procedio a visualizar los
patrones de banda obtenidos haciendo uso de un transiluminador de luz azul. Se

obtuvo una imagen para su posterior analisis.

3.8.2. Analisis de datos

3.9.

Estadistica descriptiva: El andlisis descriptivo de las variables cuantitativas
(discretas) se realiz6 utilizando medidas de tendencia central (promedio),
dispersion (desviacién estandar) y rangos de valores minimos y maximos. Las
variables cualitativas se analizaron a traves de la distribucion de frecuencias

absolutas y relativas.
Aspectos éticos

Este proyecto no involucro a personas ni utilizd datos provenientes de ellas por
lo que el estudio es inocuo para los seres humanos. Sin embargo, fue revisado
y aprobado por el comité de ética del hospital nacional de referencia,

cumpliendo con los principios bioéticos considerados.
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CAPITULO IV: PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Resultados
4.1.1 Andlisis descriptivo de los resultados

En el estudio actual, se utilizaron 54 aislamientos de A. baumannii, las cuales fueron
obtenidas entre enero y julio de 2021. El proposito general de este estudio fue realizar la
caracterizacion de los patrones de clonalidad inherentes a dichos aislamientos. Para ello las
muestras se sometieron a un proceso de analisis genético mediante la técnica Repetitive
Palindromic Polymerase Chain Reaction (REP- PCR), este analisis permitio la
identificacion de bandas polimérficas que se evidenciaron a través de una corrida
electroforética. Se observaron un total de 15-17 amplicones por cada aislamiento, cuyos
tamafnos moleculares variaron en un rango de 200 - 1900 pares de bases (pb), los cuales
fueron medidos en comparacion con el marcador de peso molecular PCRBIO Ladder 11, tal

como se observa en el anexo adjunto (Ver figura 1).

DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)

-

e T R I

Figura 1. Patrones de bandas obtenidos. Carril 1: Ladder, carril 2: Muestra 12, carril 3: muestra 33, carril 4:
muestra 50, carril 5: muestra 52, carril 6: muestra 53, carril7: muestra 55, carril 8: muestra 56, carril 9: muestra
57

Las bandas resultantes, observadas en el gel de agarosa, fueron registradas en un cuadro en
el software Excel. Para la construccion del dendograma, se utiliz6 una tabla de cddigos
binarios, donde se asigné el valor “0” para expresar la ausencia de bandas y el valor “1” para
indicar la presencia de bandas. Esta tabla fue sometida a un analisis de conglomerados o
analisis de cluster utilizando el programa “Past4” con el método de grupo de pares de media
aritmética (UPGMA) e indice de Sorensen-Dice para representar el dendograma. El indice
de similitud considerado como punto de corte fue de 0.89. Es asi que los aislamientos con
un indice de similitud entre 89% a 95% se consideraron relacionados, un indice mayor o
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igual a 95% se consideraron idénticos, por el contrario, si el indice es menor a 89% no se
consideran relacionados. En base a estos criterios se obtuvieron seis agrupamientos o clisters
con indices de similitud mayores a 89%, por lo que se consideran relacionados, estos fueron
denominados como Al, A2, A3, B, Cy D respectivamente. Los cllsters A1y A2 tienen una
indice similitud de 95% por lo que se consideraran idénticos. Los clusters A3, B, D y C estan
entre un rango de 89 a 94% de similitud por lo que se consideran relacionados. Los
aislamientos con indice de similitud menores a 89% no se consideran relacionados, existen

9 aislamientos no agrupados.
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Figura 2. Dendograma de los aislamientos de A. baumannii

La tabla N° 3 muestra la recoleccion de datos relativos a los perfiles de susceptibilidad de A.
baumannii, en los que se realizaron pruebas de sensibilidad ante 12 antibiéticos. Como se

muestra en la tabla, todos los aislamientos evaluados mostraron resistencia a los
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carbapenémicos (100%). Se evidencia, igualmente, una elevada resistencia hacia amikacina
y ceftazidima, alcanzando un 98%, asi como porcentajes similares para gentamicina,
ciprofloxacino y levofloxacino. El antibiotico que presenta un porcentaje menor de
resistencia en comparacion a otros antibidticos fue cefepime con un 65%; no obstante, es
importante destacar que se observd un porcentaje significativo de sensibilidad intermedia
correspondiente al 31%. Con respecto a colistina no hubo aislamientos resistentes,

obteniendo un 100% de sensibilidad para este antibiético.

Aungue se observan porcentajes reducidos de sensibilidad para los antibioticos analizados,
trimetoprim-sulfametoxazol se destaca como el segundo antibi6tico con mayor sensibilidad,
después de colistina, con un 6%. Es importante destacar que, ademas de los carbapenémicos,
tanto ceftazidima como piperacilina-tazobactam no exhibieron ningun aislamiento sensible

en la presente investigacion

Tabla 3. Perfil de susceptibilidad de A. baumannii

RESISTENTE  INTERMEDIO SENSIBLE TOTAL
TIPO ANTIBIOTICO
N° % N° % N° % N° %
AMINOGLUCOSIDOS AMIKACINA 53 98% 0 0% 1 2% 54 100%
INHIBIDOR DE
BETALACTAMASAS AMPICILINA - SULBACTAM 47 87% 6 11% 1 2% 54 100%
CEFALOSPORINA 4G CEFEPIME 35 65% 17 31% 2 4% 54 100%
CEFALOSPORINA 3G CEFTAZIDIMA 53 98% 1 2% 0 0% 54 100%
QUINOLONAS CIPROFLOXACINO 52 96% 1 2% 1 2% 54 100%
AMINOGLUCOSIDOS GENTAMICINA 52 96% 0 0% 2 4% 54 100%
CARBAPENEMICOS IMIPENEM 54 100% 0 0% 0 0% 54 100%
QUINOLONAS LEVOFLOXACINO 52 96% 1 2% 1 2% 54 100%
CARBAPENEMICOS MEROPENEM 54 100% 0 0% 0 0% 54 100%
INHIBIDOR DE
BETALACTAMASAS PIPERACILINA-TAZOBACTAM 49 91% 5 9% 0 0% 54 100%
TRIMETROPIN-
INHIBIDOR DE FOLATO SULFAMETOXASOL 51 94% 0 0% 3 6% 54 100%
POLIPEPTIDO COLISTINA 0 0% 0 0% 54 100% 54 100%

En el analisis presentado en la tabla 4, se puede apreciar la frecuencia de los diversos tipos
de muestra de las cuales se obtuvieron los aislamientos de A. baumannii, clasificados segun
el servicio hospitalario de donde provienen. Se evidencia que un total de 29 muestras
proceden de la UCI C, destacandose como el servicio con la mayor cantidad de muestras con

aislamientos de la bacteria en cuestién. Ademas, se observa que el tipo de muestra mas
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frecuente, representando un 37.9%, es la secrecion bronquial. En contraste, la UCI A
presenta la menor cantidad de aislamientos, con un total de 4 muestras, siendo la muestra de

sangre la més frecuente, con un 75%, durante el periodo de estudio.

Tabla 4. Frecuencia por tipo de muestra

PROCEDENCIA TIPO DE MUESTRA FRECUENCIA PORCENTAJE

UCI A Aspirado bronquial 0 0.0
Punta de catéter venoso 0 0.0
Esputo 0 0.0
Secrecion endotraqueal 0 0.0

Sangre 3 75.0

Secrecién bronquial 1 25.0

Total 4 100.0

UCI B Aspirado bronquial 3 18.7
Punta de catéter venoso 0 0.0
Esputo 0 0.0
Secrecion endotraqueal 0 0.0

Sangre 7 43.7

Secrecién bronquial 6 375

Total 16 100.0

ucic Aspirado bronquial 5 17.2
Punta de catéter venoso 2 6.8
Esputo 1 34
Secrecidn endotraqueal 2 6.8

Sangre 8 275

Secrecion bronquial 11 379

Total 29 100.0

UCID Aspirado bronquial 1 20.0
Punta de catéter venoso 0 0.0
Esputo 0 0.0
Secrecion endotraqueal 0 0.0
Sangre 0 0.0

Secrecién bronquial 4 80.0

Total 5 100.0

En el dendograma se evidencid la presencia de 45 cepas agrupadas en 6 grupos clonales. El

clon Al tiene una similitud del 95% y destaca como el grupo clonal mas grande, integrado
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por 33 cepas distribuidas en las 4 unidades de cuidados intensivos durante los 6 meses
comprendidos en el estudio. El clon A2 que también tiene una similitud del 95 %, consta de
4 cepas distribuidas en los meses de marzo a mayo entre la UCI By C. El clon A3,B,Cy
D que tiene una similitud menor a 95%, pero mayor a 89%, constan de 2 cepas cada uno.
Observamos que la mayor cantidad de clones encontrados se encuentran entre la UCI By la
UCI C destacandose entre los meses marzo y mayo. Por el contrario, en la UCI A solo se

encontré un clon en el mes de abril.
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Figura 3. Distribucion clonal entre sub unidades UClIs y periodo de estudio

La Tabla 5 muestra la asociacion entre los grupos clonales y el perfil de resistencia. Se
destaca la presencia significativa de aislamientos clasificados como extremadamente
resistentes (XDR), predominantemente asociados al clon Al, seguido por el clon A2 que
presenta cuatro aislamientos XDR. Se evidencia en menor proporcion la presencia de otros
grupos clonales que también exhiben resistencia extrema. Unicamente se registrd un
aislamiento con perfil de resistencia multirresistente (MDR), el cual esta vinculado al clon
B.

Tabla 5. Asociacidn entre grupos clonales y perfil de resistencia de A. baumannii

PERFIL DE RESISTENCIA

GRUPO CLONAL MDR XDR Total

Al 0 33 33

A2 0 4 4

A3 0 2 2

B 1 1 2

C 0 2 2

D 0 2 2

Total 1 44 45
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El analisis estadistico realizado con la prueba de chi-cuadrado muestra una relacion
estadisticamente significativa entre los grupos clonales y el perfil de resistencia, ya que el
valor de p es menor a 0.05.

4.1.2 Discusioén de resultados

Acinetobacter baumannii es un coco bacilo gram negativo oportunista de gran importancia
para la salud humana, responsable de diversas infecciones nosocomiales, como neumonia,
bacteriemia, meningitis, entre otras.'® Su capacidad para sobrevivir en superficies secas
aumenta su capacidad de propagacion nosocomial. Diversos estudios mencionan que la
dificultad en el tratamiento de A. baumannii radica en que posee mecanismos de resistencia
cromosomicos, los cuales se ven potenciados por su capacidad para adquirir facilmente
genes que le confieren resistencia a los antimicrobianos**. Esto se ve reflejado en el presente
estudio, ya que 98% de los aislamientos fueron resistentes a 9 610 grupos de antibidticos,
caracterizandose como extremadamente resistentes 0 con resistencia extendida (XDR),
segun la definicion dada en el consenso latinoamericano por la Organizacion Panamericana
de la Salud (OPS) en 2019*,

Estudios previos han demostrado que los estudios de clonalidad son importantes para la
identificacion de la propagacion de clones epidémicos, siendo especialmente relevante en el
analisis de IAAS donde se presume de transmision cruzada por parte del personal asistencial
o0 entre los pacientes, estos estudios realizan la busqueda de clusters o grupos clonales, que
constituyen agrupaciones de genes que posibilitan la revelacion de patrones semejantes en
aislamientos, facilitando asi su identificacion como clones. Estos al ser identificados en una
ubicacion en particular, pueden ser causantes de ocurrencia de brotes o microbrotes, en

funcién del nimero de grupos clonales involucrados.

Durante el desarrollo del estudio, se identificaron seis grupos clonales con indices de
similitud que superan el 89%. Se destaca, particularmente, la predominancia del grupo clonal
Al, que albergd una proporcion considerable de los aislamientos sometidos a analisis. Cabe
resaltar que este grupo clonal se caracteriza por un indice de similitud del 95%, indicativo
de una similitud completa entre los aislamientos clasificados en este grupo, demostrando, de
este modo, su condicion de idénticos. El grupo clonal A2 también obtuvo un indice de
similitud igual al grupo Al, aunque alberga sélo 4 aislamientos. Los otros 4 grupos clonales
hallados, son agrupamientos pequefios ademas albergan aislamientos con indices de

similitud menores, por lo que se consideran relacionados, mas no idénticos.
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Se encontrd una alta resistencia antibiotica en los aislamientos del estudio. La totalidad de
los aislamientos exhibieron resistencia completa a los carbapenémicos, cumpliendo con el
criterio de inclusion preestablecido para la investigacion. Asimismo, se observo una marcada
resistencia a amikacina, ceftazidima, gentamicina, ciprofloxacino y levofloxacino, con tasas
de resistencia situadas entre el 96% y 98%. Cabe sefialar que cefepime muestra un menor
porcentaje de resistencia; sin embargo, registra el porcentaje méas elevado de sensibilidad
intermedia. Es relevante destacar que la totalidad de los aislamientos analizados en el estudio
presentaron sensibilidad al 100% frente a colistina. La mayor cantidad de aislamientos
provienen de la UCI C, albergando la presencia de 5 de los 6 grupos clonales identificados,
distribuidos a lo largo de los 6 meses comprendidos en el estudio. En el caso de la UCI B,
se observa la presencia de 4 grupos clonales especificamente durante el mes de marzo.
Durante febrero, abril, mayo y julio solo se registro el clon Al en dicha unidad. Ademas,
Unicamente se identifico un aislamiento con un perfil de resistencia MDR, asociado al clon
B y localizado en la UCI D en el mes de junio. Los demés grupos clonales estan asociados a

aislamientos XDR.

La presente investigacion revela, a través del dendograma, la identificacion de 6 grupos
clonales situados en el hospital nacional de referencia, con indices de similitud superiores al
89%, destacandose la presencia de un grupo clonal mas extenso (Al) distribuido en las 4
unidades de cuidados intensivos durante los 6 meses comprendidos en el estudio. Este
resultado indica que dicho clon predomina, particularmente entre los meses de marzo y
mayo, afectando a todas las unidades de cuidados criticos. De manera significativa, el 98%
de aislamientos presentaron un perfil de resistencia XDR, mientras que el 2% restante
presento un perfil MDR. Tal como se observa en el estudio de Fernandez*® en un hospital de
Lambayeque, donde se identificd la presencia de 5 grupos clonales con indices de similitud
superiores al 88% provenientes en su mayoria de la UCI. No obstante, se observa una mayor
diversidad en el perfil de resistencia, con la deteccion de 10 aislamientos MDR (42%) y 14
XDR (58%). Esto podria deberse a la inclusion de aislamientos no solo de UCI, sino también

de otros servicios hospitalarios, como emergencias.

En otra investigacion de Meshkat et al*® en un hospital de Iran, se identificaron 10 grupos
clonales con indices de similitud superiores al 95%, evidenciando una mayor diversidad
genética de Acinetobacter baumannii. Por otro lado, un estudio de clonalidad realizado en
Lima por Galarza y Vargas®’, identifico s6lo 3 grupos clonales, donde el 92% eran

extremadamente resistentes (XDR) y el 8% Pan-resistente (PDR). Estos hallazgos resaltan
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la variabilidad en la distribucion y resistencia de los grupos clonales de Acinetobacter en
contextos hospitalarios diferentes.

Respecto a la resistencia a antibidticos, se observo que el total de aislados de A. baumannii
fueron carbapenémicos resistentes, conforme a los criterios de inclusion establecidos.
Ademas, el 98% de los aislamientos demostraron resistencia a amikacina y ceftazidima, 96%
de resistencia a ciprofloxacino, levofloxacino y gentamicina. Estos resultados coinciden a
los reportados por Selim y colaboradores, quienes en su estudio informaron que el 89% de
los aislamientos eran carbapenémicos resistentes y mostraban altos niveles de resistencia a

las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, asi como a las quinolonas.

La elevada resistencia antibidtica evidenciada en diversos estudios subraya la complejidad
asociada con el tratamiento de este patdgeno en entornos hospitalarios'#. Es relevante
destacar que, en este estudio, el 100% de los aislamientos demostraron sensibilidad a
colistina, evaluada mediante el método de predifusidn con tabletas de colistina, considerado
como método alternativo, seguin la OPS*. Esta observacion concuerda con los resultados de
Kian Bahara et al., quienes también informaron que el 100% de sus aislamientos mostraron

sensibilidad a colistina, indicando la eficacia de este antibi6tico contra A.baumannii.

Como se muestra en el apartado de poblacion, muestra y muestreo de la presente
investigacion, los aislamientos de A.baumannii utilizados provinieron de muestras obtenidas
de vias respiratorias, sangre y punta de catéter de pacientes de la UCI. Se observo que los
aislamientos provenian en su mayoria de muestras de vias respiratorias, sugiriendo asi que
este patogeno es el principal agente causal de la neumonia relacionada a la ventilacion
mecénica en el hospital nacional de referencia donde se realizd la investigacion. Estas
observaciones también concuerdan con la investigacion de Fernandez'®, donde se evidencia
que el tipo de muestra mas frecuentemente afectada por aislamientos de Acinetobacter es la
secrecion bronquial. Ademas, el estudio realizado por Sucuy*® destaca que el aspirado
traqueal representa el tipo de muestra mas comun, constituyendo el 45% del total de
muestras, y la mayoria de estas proceden del servicio de UCI adultos. Estos hallazgos son
consistentes con los expuestos en el informe del Centro de Epidemiologia del MINSA-PERU
del 20218, que sefiala a A.baumannii como el agente causal mas recurrente IAAS en servicios
de UCI para adultos durante el periodo comprendido entre 2019 y 2021, especialmente

asociado a la ventilacion mecanica.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1 Conclusiones

El principal objetivo de esta investigacion fue conocer el patrén de clonalidad de A.
baumannii y en consecuencia determinar la cantidad de grupos clonales diseminados en las
UClIs del hospital de referencia. Este estudio ha identificado la existencia de 6 grupos
clonales, donde uno se destaca principalmente por ser el grupo clonal mas grande, ademas,
tiene una alta similitud genética y se encuentra ampliamente diseminado en las cuatro

unidades de cuidados criticos.

Un segundo hallazgo importante surge al analizar la distribucion clonal en el periodo de
estudio, puesto que se evidencia que entre los meses de marzo y mayo se registra un aumento
en la aparicién de grupos clonales, especialmente en las unidades de cuidados intensivos B
y C, unidades ubicadas en el tercer piso de dicho servicio. La proximidad geogréafica de estas

dos unidades podria explicar la presencia de una transmision cruzada entre ellas.

Los resultados alcanzados en esta investigacion podrian respaldar la idea de que A.
baumannii desempefia un papel significativo en las neumonias relacionadas a la ventilacion
mecénica en este hospital. Esto se sustenta en la evidencia de que el tipo de muestra mas
recurrente, de donde se obtuvieron los aislamientos de esta bacteria en este estudio,
corresponde a muestras respiratorias, siendo el aspirado bronquial el mas predominante. No
obstante, es imperativo sefialar que una limitacién intrinseca de esta investigacién radica que
para este estudio no se recopilaron datos clinicos y sintométicos de los pacientes, por ello no
se puede afirmar que las muestras hayan sido IAAS.

La presente investigacion revela que los aislamientos de Acinetobacter del estudio
exhibieron resistencia a multiples antibiéticos, clasificindose en su mayoria como
aislamientos XDR. Este hallazgo subraya la necesidad de fortalecer las medidas orientadas
a fomentar el uso racional de antimicrobianos. Ademas, destaca la urgencia de implementar
medidas eficaces de control de infecciones en el ambiente hospitalario con el fin de prevenir

la propagacion de estos aislamientos extremadamente resistentes.
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5.2 Recomendaciones

Los estudios futuros deberian trabajar con un nimero mayor de aislamientos o en un mayor
tiempo de estudio para obtener resultados mas representativos. Ademas, seria importante
identificar los patrones de resistencia a nivel molecular, con el propdésito de localizar los

genes responsables de esta y vincularlos con los patrones clonales.

Incluir andlisis de distribucion clonal, no solo en aislamientos de A.baumannii, sino también
en otros microorganismos de importancia clinica como: Pseudomonas aeruginosa,

Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli, etc.

En futuros estudios se podrian incluir datos clinicos y sintomaticos de los pacientes, para asi

poder diferenciar las infecciones de colonizaciones causadas por esta bacteria.

Es importante la difusion de los datos encontrados al hospital de referencia pertinente, con
el proposito de concientizar al personal que labora en las areas criticas, asi como en otros
servicios hospitalarios susceptibles a la diseminacion de bacterias multirresistentes. Esto
busca informar acerca de las medidas preventivas y de control, tales como la higiene de

manos y la adecuada desinfeccion de equipos hospitalarios, entre otros aspectos.
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Anexo 1: Matriz de Consistencia

Titulo: Patron de clonalidad en aislamientos de Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos provenientes de la Unidad de Cuidados

Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021

grupos clonales de las cepas de A. baumannii resistentes a
carbapenémicos aislados de la Unidad de Cuidados
Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, 20217

los grupos clonales de las cepas de A. baumannii resistentes
a carbapenémicos aislados de la Unidad de Cuidados
Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021.

Formulacién del problema Objetivos Variables Dimensiones
Problema general Objetivo general
¢,Cudl es el patron de clonalidad de cepas de A. baumannii | Conocer el patron de clonalidad de cepas de A. baumannii
resistentes a carbapenémicos aislados de la Unidad de | resistentes a carbapenémicos aislados de la Unidad de i
Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, | Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, Patrones de Amplicones
20212 2021. clonalidad
Problemas especificos Objetivos especificos
- ¢Cuél es el perfil de susceptibilidad de cepas de A. | - Identificar los perfiles de susceptibilidad de cepas de A. Grupos clonales
baumannii resistentes a carbapenémicos aislados de la | baumannii resistentes a carbapenémicos aislados de la
Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos | Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos de
de Mayo, 2021? Mayo, 2021.
- ¢Cudl es la distribucion de los grupos clonales de A. | - Determinar la distribucion de los grupos clonales de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos aislados de la | baumannii resistentes a carbapenémicos en la Unidad de
Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos | Cuidados Intensivos del Hospital Nacional Dos de Mayo, .
de Mayo, 20217 2021. Perfiles de Antibiticos
- ¢ Cudl es la relacion entre el perfil de susceptibilidad y los | - Determinar la relacion entre los perfiles de susceptibilidad y | resistencia

Tipo de estudio

Técnicas e instrumentos

Anadlisis de Datos




Tipo: aplicada.

Enfoque: cuantitativo.

Disefio: observacional, prospectivo, transversal.
Nivel: descriptivo

Poblaciéon: Todos los aislamientos de A. baumannii
obtenidos del repositorio de muestras del laboratorio de
Microbiologia del Hospital Nacional Dos de Mayo, 2021.
Muestra: 54 aislamientos de A. baumannii resistentes a
carbapenémicos obtenidos del repositorio de muestras del
laboratorio de Microbiologia del Hospital Nacional Dos de
Mayo, 2021.

Muestreo: No probabilistico de casos consecutivos de
aislamientos de A. baumannii.

Técnicas: Observacion, analisis documental.
Instrumentos: Ficha de recoleccion.
Criterios de inclusion

- Aislamientos provenientes de muestras de aspirado
bronquial, sangre y puntas de catéter.

- Aislamientos que provengan de muestras obtenidas de las
unidades de cuidados intensivos adultos del hospital de
referencia.

- Aislamientos de obtenidos durante el periodo de estudio.

- Aislamientos que presenten resistencia a carbapenémicos.

Criterios de exclusion
- Aislamientos que no se encuentren viables al momento del
estudio.
- Aislamientos duplicados.

El andlisis se realizara en el programa SPSS
y las variables se analizaran de manera
univariada e inferencial.

Estadistica  descriptiva: Las variables
cuantitativas (discretas) seran estimadas
mediante medidas de tendencia central
(promedio), de dispersion (desviacién
estandar) y valores minimos-maximos. Las
variables cualitativas seran presentadas
mediante  distribucion de  frecuencias
absolutas y relativas.




Anexo 2: Instrumento

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Patrén de clonalidad en aislamientos de Acinetobacter baumannii resistentes a
carbapenémicos provenientes de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
Nacional Dos de Mayo, 2021
N° DE AISLAMIENTO: FECHA:
I. DATOS GENERALES

TIPO DE MUESTRA:

ASPIRADO BRONQUIAL
SANGRE
CATETER VENOSO CENTRAL

- OTRO:

O 00O

PROCEDENCIA:

- UCLA
- UCLB
- UCLC
- UCLD

0000

IL. IDENTIFICACION BACTERIANA:

GENERO Y ESPECIE BACTERIANA: Acinetobacter baumannii

I11. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA

ANTIBIOGRAMA:

ANTIBIOTICO MIC INTERPRETACION
TRIMETOPRIMA/SULFAMETOXAZOL
CIPROFLOXACINO
LEVOFLOXACINO
AMPILICINA/ SULBACTAM
CEFTAZIDIMA
CEFEPIMA
AMIKACINA
GENTAMICINA
PIPERACILINA/ TAZOBACTAM
IMIPENEM
MEROPENEM




Anexo 3: Componentes del kit zybio: nucleic acid extraction kit (magnetic bead
method)

Zybio: Nucleic Acid B200- 16 Tests Main components
Extraction Kit (Magnetic
Bead Method)

Proteinase K 240 uLx 1 tube < 5% Proteinase K
Nucleic Acid Extraction 8 T x 2 plates Extraction Reagent I,
Reagent Prepackaged in Extraction Reagent 1,

96 well plates elution buffer, magnetic

beads solution.

Manual 1




Anexo 4: Aprobacion del comité de ética del hospital de referencia




Anexo 5: Carta de aprobacion del hospital de referencia
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