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Resumen

Esta investigacion se realizé en el Hospital Nacional
Regional de Santa Ana en El Salvador, el disefio de la
investigacion fue de tipo descriptiva con la intencién
de identificar los genes de resistencia de la bacteria
mads aislada en muestras clinicas del Hospital basadas
en la identificacion por método VITEK2 y la deteccién
de Oxacilinasa (OXA) -51 por PCR, por el momento
se han procesado un total de 82 muestras para
diferentes genes de resistencia en donde se incluyeron
principalmente betalactdmicos, todas las muestras
fueron procesadas en el laboratorio de investigacion
de la Universidad Auténoma de Santa Ana. Dentro
de los principales hallazgos se ha determinado la
presencia de OXA-24 en todos los aislamientos
resistentes a Imipenem, asi como cuatro aislamientos
mostraron la presencia del gen NDM (Nueva Delhi
metalobetalactamasa).
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Abstract:

IThis investigation was carried out at Hospital Na-
cional Regional de Santa Ana in El Salvador. It was
executed with descriptive design with the intention
of identifying the resistance genes of the most iso-
lated bacteria in clinical samples from the Hospital
based on identification by method VITEK2 and the
detection of Oxacillinase (OXA) -51 by PCR, for the
moment a total of 82 samples have been processed
for different resistance genes where mainly beta-
lactams were included, all the samples were pro-
cessed in the research laboratory of the University
Auténoma de Santa Ana. Among the main findings,
the presence of OXA-24 has been determined in all
isolates resistant to Imipenem, as well as four iso-
lates showing the presence of the NDM gene (New
Delhi metallobetalactamase).
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Introduccion:

El aislamiento de Acinetobacter baumannii multidro-
gorresistente (MDR) ha tenido un considerable au-
mento en el Hospital Nacional Regional San Juan de
Dios de Santa Ana (HNSJDSA), siendo una bacteria
de prevalencia establecida; esta bacteria ha sido rela-
cionada con altos porcentajes de mortalidad y posee
una alta capacidad para diseminarse en el ambiente
hospitalario, lo que la vuelve dificil de contener. Sin
embargo, estas cepas multirresistentes tienden a gene-
rar brotes epidémicos con el predominio de una o dos
cepas por lo que se vuelve importante discernir entre
las caracteristicas de las bacterias en los ambientes
hospitalarios.

Los medicamentos carbapenémicos han sido el trata-
miento de eleccion para las infecciones ocasionadas
por Acinetobacter baumannii multirresistente; sin
embargo, la bacteria ha desarrollado resistencia a di-
chos antibiéticos en los dltimos afios, lo que complica
ain mas el tratamiento. La resistencia de A. bauman-
nii a los carbapenémicos es ocasionada principalmen-
te por las enzimas que degradan el antibiético, especi-
ficamente las carbapenemasas llamadas oxacilinasas,
como OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58 y OXA-
143. El estudio buscé describir la presencia de estas
enzimas las cuales han mostrado diferente distribu-
cién en diferentes regiones del mundo, asi como genes
metabelactamicos en los que se incluyé el NDM.
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Métodologia

Esta investigacion es de tipo descriptiva debido a que
se encarg6 de describir el estado genético de Acine-
tobacter baumannii, asi como es transversal ya que
solo se midié la variable en sola ocasién, se realizé
la evaluacion de los genes de resistencia de Acineto-
bacter baumannii provenientes del area clinica entre
julio a octubre del 2019 provenientes de pacientes in-
gresados en el Hospital Nacional Regional San Juan
de Dios, la descripcion de los perfiles de resistencia
se realiz6 para genes betalactdmicos y metabetalacta-
micos reportados alrededor del mundo.

En total se procesaron 82 cepas los criterios de se-
leccion de la muestra fueron los siguientes: muestras
clinicas resistentes a Imipenem detectadas por VI-
TEK de asilamientos de pacientes con mas de 24 ho-
ras de ingreso, la cual fue también realizada por disco
difusion dentro de los laboratorios de la Universidad
Auténoma de Santa Ana, posteriormente se les reali-
z6 la prueba de Hodge modificada con Triton, todas
las cepas con prueba positiva fueron vélidas para ser
incluidas para el estudio.

Se utiliz6 la basqueda de OXA-51 para determinar
la identificacion de la especie Acinetobacter, la bis-
queda de los genes se realizé con la técnica de PCR
previamente descrita, como se puede apreciar en la
tabla 1.

u Tabla 1 Genes para betalactamasas tipo OXA:

OXA-51 TAATGCTTT GAT CGG CCT TG 353 pb
TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG

OXA-23 GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA 501 pb
ATT TCT GACCGCATT TCCAT

OXA-24 GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA 246 pb
AGT TGA GCG AAAAGG GGATT

OXA-58 AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG 599 pb
CCCCTCTGC GCT CTA CAT AC

OXA-143 TGG CACTTT CAGCAGTTCCT 149 pb
TAA TCT TGA GGG GGC CAA CC
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Genes de resistencia Metalobetalactamicos
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blaIMP

GGA ATA GAGTGG CTT AAY TCT C

CCA AACYACTASGTT ATCT

GAT GGT GTT TGG TCG CAT

CGA ATG CGC AGCACCAG

TCG ACA CACCTT GGT CTG AA

AACTTC CAA CTT TGC CAT GC

AAA ATCTGG GTA CGC AAA CG

ACA TTA TCC GCT GGA ACA GG

TAC AAG GGA TTC GGC ATC

TAA TGG CCT GTT CCC ATG TG

CGG AAT GGCTCA TCA CGATC

GGTTTG GCGATCTGG TTT TC

Fuente: Descripcion de los cebadores utilizados dentro de la investigacién. Adaptado de varios

autores. 1, 2, 3, 4

La amplificaciéon de ADN se realizé en un Termoci-
clador de Gradiente “Multigene Optimax”

Para la lectura de los resultados se permitié su migra-
cién a 95 voltios hasta que el colorante azul de bro-
mofenol del buffer de carga tuvo un recorrido de 3
cm en la agarosa, se utilizé en la mayoria de los casos
el colorante de acidos nucleicos RedGel marca Bio-
tium, finalmente se visualizé en un equipo ENDURO
GDS transiluminator la cual se realizé a 302nm a 420
nm UV.

Resultados

Se procesaron aislamientos procedentes de mues-
tras clinicas de un brote prolongado de Acineto-
bacter baumannii resistente a Imipenem y Mero-
penem dentro del Hospital Nacional San Juan de
Dios. Entre los principales hallazgos se detecté
presencia en todos los aislamientos de OXA-24,
la deteccién del OXA 51 es intrinseca de Acineto-
bacter baumannii y se utilizé como confirmacién
de especie.

Todas las bacterias mostraron presencia de OXA-
51 como se muestra en la figura 1.

Figura 1. Resultados de la corrida para determinar
presencia de Oxa51. Deteccién positiva de Oxa51 que
comprueba de integridad de la cepa como Acinetobacter

baumannii producto esperado 353 pb.

Fuente: Elaboracién propia

La OXA-24 B-lactamasa que hidroliz6 la mayoria
de los antibioticos, pero carecié de actividad contra
doxiciclina (92%), 4 aislamientos fueron resistentes a
la doxiciclina, los cuales mostraron también amplifi-
cacion del gen NDM.

Se detecto la presencia del integron clase 1 en 5 de los
aislamientos como se aprecia en la figura 2.
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Figura 2. Gen de resistencia NDM (New Delhi
metallo-beta-lactamase). Resultados de NDM pro-
ducto esperado 621 pb.

Fuente: Elaboracién propia

Se detectaron 4 aislamientos positivos al gen de re-
sistencia NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase)
nunca reportado antes en Acinetobacter baumannii
en El Salvador, figura 3.

Figura 3. Deteccion de genes Oxa24 y Oxa51. Re-
sultados moleculares. Carril uno marcado de peso
molecular, dos negativos Echerichia coli ATCCC
25922, tres positivo a Oxa24 producto esperado
246pb, carril cuatro positivo a Oxa51 producto es-
perado 353pb (control positivo a Acinetobacter),
carril seis y siete positivos a la presencia de Oxa24-.

- ) e S e ey

Fuente: Elaboracién propia

Discusion
Entre los principales hallazgos se detecté el gen de
resistencia OXA-24, B-lactamasa que hidrolizé la
mayoria de los antibiéticos que se incluyeron a la in-
vestigacion, el patrén de resistencia multiple de estas
cepas incluyé también resistencia a ceftriaxona ce-
fepima, gentamicina, amikacina, levofloxacina, ci-
profloxacina, Piperacillin/tazobactam, algunas cepas
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también fueron resistentes a este antibiético.

La resistencia de las cepas de Acinetobacter bauman-
nii a los carbapenémicos es un problema en los entor-
nos hospitalarios, el principal mecanismo de resisten-
cia a las carbapenemas es la expresion de -lactamasas
de clase D donde estan incluido el OXA-24 que fue
detectado en el hospital (L3).

Los mecanismos de diseminacién de estos genes entre
las cepas no se comprenden en su totalidad, pero exis-
ten estudios en los que se ha comprobado que el gen
blaOXA-24 es trasmitido por pldsmido, por lo que es
conveniente sefialar que en esta investigacion se de-
tectd la presencia del integron clase 1, debido a que los
integrones juegan un papel importante en la captura
de genes, los cuales se han descrito en otras investi-
gaciones asociados a transferencia y diseminacién de
genes de resistencia®, podemos considerar este como
un factor mas presente en el Hospital, el cual requiere
ser considerado con atencién puesto que se han detec-
tado otros genes metabelactamicos en combinaciéon
con la presencia del Oxa24 y Oxa51, también descritas
en otras bacterias Enterobacterias y la Pseudomonas
aeruginosa(®”)

De acuerdo a los resultados, se recomienda orientar
investigaciones mas especificas del uso de antibiéticos
que podria mostrar un seguimiento a este estudio, se
debe tratar de minimizar el uso de antibiéticos de for-
ma empirica en esta clase de bacterias resistentes, por
ejemplo, algunas investigaciones han sugerido que el
tratamiento endovenoso de polimixinas adicionado a
otros antibidticos, para infecciones nosocomiales por
Acinetobacter baumannii MDR produce una favora-
ble respuesta clinica®9)- Sin embargo, en estudios con
disefios mas apropiados en pacientes elegidos de for-
ma aleatoria infectados con Acinetobacter baumannii
multiresistentes tratados con colistina o colistina mas
rifampicina pudo demostrar, que si bien se fue méds ra-
pida con el esquema combinado no hubo diferencias
en la mortalidad y tiempo de hospitalizacién ©) por
lo que siendo la finalidad del tratamiento no es reco-
mendable su uso de forma rutinaria, como ya se men-
cion6 de establecer el uso de una terapia que puedan
propiciar una seleccién de resistencia que aumente el
problema es recomendable establecer investigaciones
que conlleven a una valoracion del uso de antibidticos
de forma mas eficiente.
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Conclusion

El OXA-24 es el gen de resistencia de las Oxacilinas
predominante en las cepas de Acinetobacter bau-
mannii analizadas.

Existe la presencia del Gen NDM en las cepas resis-
tentes a carbapenemicos dentro del Hospital.
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