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Resumen

Las infecciones nosocomiales son un problema de salud a nivel mundial. Las
mas comunes son aquellas asociadas a la irrupcion de la integridad del paciente
mediante el uso de dispositivos invasivos, tales como catéteres y sondas. Las
infecciones asociadas al uso de catéteres pueden ser ocasionadas por la
migracion de microorganismos hacia el sitio de insercion, contaminacion de las
conexiones del catéter o contaminacion de los fluidos en infusion. Acinetobacter
baumannii es un microorganismo que ha sido ampliamente descrito como agente
causal de infecciones nosocomiales. Esta bacteria presenta resistencia intrinseca
a B-lactamicos y ha sido descrito como organismo multirresistente. El estudio
epidemiologico de las infecciones nosocomiales debe enfocarse en la
identificacion del origen de la infeccion, localizando posibles fuentes asi como las
vias de transmision. Por ello es necesario contar con técnicas que permitan tanto
la identificacion del microorganismo causal como la relacion entre diferentes
aislados. En este trabajo se plante6 el estudio de genotipificacion de aislados de
Acinetobacter baumannii provenientes de dispositivos invasivos tipo catéter y
realizar la comparacion con aislados nosocomiales, previamente descritos como
A. baumannii, provenientes de diversos centros de salud de de la ciudad de
Caracas. Se aplicaron pruebas bioquimicas y microbiologicas, y técnicas basadas
en la reaccion en cadena de la polimerasa utilizando como iniciadores secuencias
especie especificas que nos permitan la identificacién correcta hasta el nivel de
especie, y secuencias palindromicas extragénicas, rep-PCR, que nos permitan
establecer posibles relaciones genéticas entre aislados. Los aislados empleados
fueron identificados como A. baumannii, tanto por medios fenotipicos como por
medios genotipicos. Se
establecio la relacion clonal entre los aislados nosocomiales, encontrandose que
dos aislados de servicios diferentes del HUC son clones indistinguibles, asi como
dos aislados provenientes de distintos centros de salud de Caracas. Los estudios
de genotipificacion asociados al estudio epidemiolégico de infecciones
nosocomiales, resultan de vital importancia para el desarrollo de sistemas de
vigilancia y monitoreo de infecciones asociadas al uso de catéteres, generando
informacion que permita el establecimiento de medidas adecuadas de prevencion
que resulten eficaces.






1. Introduccion

1.1. Infecciones nosocomiales

Las infecciones que son adquiridas por el paciente, luego de cuarenta y ocho
horas a partir de su ingreso al recinto hospitalario, que no se hallaban
previamente en el paciente ni en periodo de incubacion, se denominan
infecciones nosocomiales o intrahospitalarias (Limén y Pujol, 2013).

Las infecciones nosocomiales representan un problema de salud a nivel
mundial. No sélo desde el punto de vista clinico sino también de salud publica.

(Limon y Pujol, 2013).

Tales infecciones afectan a aproximadamente el 9% de los pacientes
hospitalarios, segun cifras de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se ha
reportado que principalmente prevalecen en areas de alta densidad poblacional,
tales como Unidad de Terapia Intensiva (UTI), Salas Neonatales, Salas de
Medicina, cirugia y pediatria. En las UTI, las infecciones nosocomiales son
frecuentes como consecuencia de la severidad de las enfermedades subyacentes
gue conllevan a la intervencion quirdrgica, asi como al uso generalizado de los

antibiéticos de amplio espectro (Padgett y col., 2013; Chincha y col., 2013).

Las infecciones intrahospitalarias mas comunes son las de tracto urinario,
las de tracto respiratorio y la infeccion quirdrgica, todas asociadas a la irrupcion
de la integridad del paciente mediante el uso de dispositivos invasivos, como
catéteres y sondas. Sin embargo, la aparicion de la infeccion nosocomial también
esta limitada por las condiciones generales del paciente, como por ejemplo la
inmunosupresion. Las infecciones nosocomiales pueden ser ocasionadas por una

gran variedad de agentes infecciosos que incluyen virus, bacterias y hongos.



1.2. Catéteres

Un catéter es un dispositivo en forma de tubo alargado que puede ser
introducido en venas o tejidos, mediante una pequefa incision. Son empleados
para suministrar liquidos y medicamentos.

El uso de catéteres se ha generalizado en la practica médica debido a que
permiten un acceso rapido y seguro al torrente sanguineo, lo que facilita la
administracion de fluidos, productos sanguineos, medicamentos, etc. (Garcia y
col., 2003).

Los catéteres pueden ser clasificados de acuerdo a su localizacion en
periféricos o centrales, de acuerdo a su tiempo de permanencia, en temporales o
permanentes, y segun el material de fabricacion pueden ser de silicona, teflon,
recubiertos o impregnados (Garcia y col., 2003).

Una de las principales complicaciones del uso de catéteres es la infeccion
relacionada al catéter central, ademas de ser la primera causa de bacteriemia
(Fica, 2003). Las infecciones asociadas a catéteres se manifiestan con sintomas
locales inflamatorios en el sitio de insercion cutanea o en el trayecto subcutaneo,
0 puede pasar desapercibida hasta que el paciente presenta una infeccion
generalizada (Duran y col., 2007). En relacién al aumento en el uso de catéteres
se ha reportado un incremento en la incidencia de infecciones asociadas a su uso
(Ojeda y Megias, 2000).

Las infecciones intrahospitalarias asociadas a catéteres pueden ser
ocasionadas por la migracion de microorganismos cutaneos hacia el sitio de
insercion, la contaminacion de las conexiones del catéter, la contaminacion de los

fluidos en infusion o la contaminacion secundaria por bacteriemias (ver figura 1).
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Figura 1. Fuentes de infeccion en catéteres y su conexion. Tomado de
http://www.tdx.cat/bitstream/handle/10803/125654/amdcldel.pdf?sequence=1

La colonizacion de la superficie del catéter por parte de los microorganismos
capaces de formar una matriz biol6gica, puede interferir con la administracion de
los tratamientos, ya que bajo esas condiciones pueden aumentar
considerablemente los valores de las concentraciones minimas inhibitorias de
algunos agentes antimicrobianos para actuar efectivamente sobre dichos
organismos.

En catéteres de corta duraciéon, se ha encontrado que, la principal fuente de
contaminacion es por colonizacion desde la superficie externa por
microorganismos de la piel del sitio de insercion (figura 1), infiriendose que la
contaminacion es debida a errores de manipulacion del dispositivo (Brenner y col.,
2003).

Ademas de los indices de morbilidad y mortalidad, la importancia del estudio
de las infecciones nosocomiales viene dada por los altos costos de los

tratamientos que se generan a partir de ellas, distribuidos en el tratamiento
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meédico, los recursos humanos y el tiempo invertido. También, las infecciones
intrahospitalarias se traducen en mayor tiempo de hospitalizacion para el

paciente, lo que disminuye considerablemente su calidad de vida.

1.3. Epidemiologia

La epidemiologia es una rama de la ciencia que estudia a las enfermedades
que afectan a poblaciones humanas especificas, su distribucion y su control
(Vilchez y Alonso, 2009).

La informacion generada a partir del estudio epidemiolégico de una
enfermedad, permitira proponer y evaluar las estrategias de prevencion y control,
asi como determinar el tratamiento de pacientes que ya han sido infectados.

El estudio epidemiolégico de las infecciones nosocomiales causadas por
microorganismos multirresistentes debe enfocarse en la busqueda de las posibles
fuentes y focos de transmision, asi como en la identificacion de las posibles vias
de diseminacion. Para lograr estos objetivos se debe contar con técnicas

adecuadas que permitan identificar a los microorganismos involucrados.

1.4. Tipificacién

La tipificacion de un microorganismo corresponde al conjunto de
procedimientos que permiten su identificacion y caracterizacién. Esto permite
determinar la identidad de los microorganismos causantes de un brote infeccioso,
permitiendo establecer la fuente de infeccion y las vias de diseminacion (Vilchez y
Alonso, 2009).

Los métodos fenotipicos de identificacion microbiolégica, que son

tradicionalmente aplicados en los estudios epidemiologicos de infecciones

4



intrahospitalarias, resultan de una utilidad limitada debido a que solo permiten la
identificacion del microorganismo (o el conjunto de ellos) causante de la infeccion
y sus patrones de sensibilidad ante algunos agentes antimicrobianos, pero no
permiten el monitoreo hasta la fuente y la via de diseminacion. Ademas presentan
una reproducibilidad menor a la obtenida por otros métodos (Fernandez, 2004).

Los métodos aplicados al diagndstico microbiolégico de enfermedades
infecciosas deben garantizar diagnosticos objetivos, rapidos, fiables, seguros y
reproducibles. Estos, generalmente se basan en los caracteres fenotipicos de los
organismos causantes de la infeccion (Gobernado y Lopez-Hontangas, 2003). Sin
embargo, la expresibn de estos caracteres fenotipicos responde a las
interacciones del genotipo con el ambiente, en consecuencia podrian resultar
sensibles a cambios, cuando se varien las condiciones ambientales (Fernandez,
2004). Los métodos genotipicos se basan en la deteccion del material genético
del microorganismo. En consecuencia, los resultados obtenidos no se ven
afectados por la influencia ambiental o por los cambios en el patrén de expresién
genética. Por ello ofrecen mayor reproducibilidad y estabilidad (Vilchez y Alonso,
2009).

La tipificacion de un microorganismo tiene dos aspectos, la identificacion del
microorganismo que permita su ubicacion taxonémica y la que permite establecer
relaciones de filogenia entre diferentes aislados.

La identificacion a nivel taxonomico empleando métodos moleculares ha sido

definida como taxonomia molecular.



1.4.1. Taxonomia molecular

La taxonomia se refiere al arreglo de organismos en grupos. La clasificacion
taxonomica tradicionalmente se basa en la evaluacion de la presencia o
ausencia de proteinas (Hofling y col., 1997).

La taxonomia molecular emplea técnicas de biologia molecular, lo que
permite el estudio de la composicion y distribucion de nucleétidos en el genoma
de una especie de interés. El empleo de métodos que permitan el estudio del
genoma bacteriano permite realizar una identificacion y clasificacién acertada de
los organismos estudiados, ya que disminuye la influencia que pueda tener
sobre los resultados de un estudio, el efecto de los factores ambientales sobre
la expresion de los genes (Hofling y col., 1997).

Actualmente la taxonomia de bacterias se basa en la combinacion de
caracteristicas fenotipicas y genotipicas. Emplea métodos como la hibridacién
DNA- DNA, secuencia del gen 16S DNA cuyo producto es el RNA 16S, similitud
de nucledtidos, filogenia, contenido de G+C (Ramasamy y col., 2014).

El estudio del genoma de bacterias, y la clasificacién de ellas a partir de
éste, permite el desarrollo de métodos de identificacion de especies, tales como la
amplificacion de genes especificos intrinsecos de cada especie.

Gen bla tpooxas1

Los genes blaspooxas1 que codifican para carbapenemasas clase D tipo OXA-
51 son intrinsecos para A. baumannii, encontrandose codificados en el genoma
bacteriano (Evans y col., 2007). Sin embargo, este tipo de genes, solo se asocian
a la resistencia a carbapenémicos cuando se encuentra la secuencia de insercion

ISAbal (Turton y col., 2006).



Debido a que la clasificacion fenotipica de A. baumannii resulta complicada
porque varias especies (las que forman el complejo A. baumannii- A.
calcoaceticus) comparten caracteristicas bioquimicas, resulta recomendable su
identificacion molecular mediante la amplificacién de los genes que codifican para
OXA-51, ya que se trata de secuencias propias marcadoras de la especie (Turton
y col., 2006).

En ocasiones, al realizar el estudio epidemiologico de una infeccion es
necesario establecer la relacion filogenética entre los diferentes aislados. Para
ello se parte del principio que todos los microorganismos relacionados
filogenéticamente provienen de la expansién clonal de wun individuo vy
epidemiologicamente estan clonalmente relacionados (Vilchez y Alonso, 2009). El
establecimiento de las relaciones clonales permite reconocer brotes infecciosos,
detectar infecciones cruzadas de patdgenos nosocomiales y monitorear
programas de prevencion y control (Olive y Bean, 1999).

Con el fin de realizar el seguimiento epidemiolégico de las infecciones
nosocomiales resulta recomendable la tipificacion de los microorganismos con
técnicas moleculares que permitan el estudio de su genoma, a lo que se le
denomina genotipificacion. Algunas técnicas recomendadas son la aplicacién de
la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) o la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) utilizando como iniciadores secuencias
palindrémicas repetitivas extragénicas (rep-PCR, por sus siglas en inglés)

(Marcos, 1995).



1.4.2. PFGE

La técnica de PFGE se ha convertido en un método util para la tipificacion de
aislados de distintos origenes, siendo la técnica Gold Standard y la recomendada
para las genotipificaciones. Esta técnica se basa en el uso de enzimas de
restriccion que cortan el DNA gendémico en fragmentos, particularimente grandes.
Los fragmentos son separados con una electroforesis en gel de agarosa, en la
cual la orientacion del campo eléctrico que atraviesa la matriz, cambia
periodicamente. La migracion de los fragmentos, asi como la resolucion de la
técnica, dependen de la concentracién del gel que funciona como matriz porosa.
Finalmente, los fragmentos pueden ser visualizados en el gel formando patrones
de bandas, que se presumen especificos para cada especie (Figura 2) (Sabat y
col., 2013; Boxall, 1999; Cardoso y col., 2013). Ademas esta técnica permite la

diferenciacion de subtipos entre cepas clonalmente relacionadas (Fernandez,

2004).
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Figura 2 Esquema de PFGE. Tomado y modificado de

http://www.foodsafetynews.com/files/2012/10/PFGE-Figure-1.png
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Tal poder discriminatorio, sumado a su reproducibilidad, hacen de la PFGE la
técnica estandar de referencia. Sin embargo, esta técnica presenta algunas
desventajas, como requerir de un tiempo largo para obtener los resultados por lo
gue resulta relativamente lenta, es demandante en cuanto a la mano de obra, su
poder de discriminacion puede disminuir cuando se trata de distinguir entre
fragmentos de tamafio muy similar, y ademas requiere del uso reactivos costosos

(Sabat y col., 2013; Martin y col., 2002).

1.4.3. rep-PCR

La rep- PCR (PCR de secuencias repetitivas) es una técnica de tipificacién en
la que se emplean, como iniciadores, oligonucleétidos que anclan en secuencias
repetitivas distribuidas en el genoma de las enterobacterias. Con esta reaccion se
amplifican las regiones que separan dichas secuencias. El polimorfismo obtenido
resulta de la variabilidad en la repeticién de las secuencias rep y la separacion
entre copias contiguas causadas por inserciones 0 deleciones de DNA,

producidas por los distanciamientos clonales (Fernandez, 2004) (Figura 3)
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Figura 3: Principio de la genotipificacion basada en la técnica de rep-PCR. Tomado y
modificado de http://staff-www.uni-marburg.de/~werner/rhizobial diversity.htm
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Las secuencias REP (palindrémicas extragénicas repetitivas, por sus siglas
en inglés) y las secuencias ERIC (consenso intragénicas repetitivas de
enterobacterias, por sus siglas en inglés) son las mas utilizadas en el estudio de
la epidemiologia molecular de enfermedades infecciosas (Fernandez, 2004)

Las secuencias REP son fragmentos de secuencias de nucledtidos altamente
conservados, dispersos en el genoma bacteriano. Son secuencias de 38 pb que
constan de seis posiciones degeneradas y un bucle variable de 5 pb, ubicados a
cada lado de una secuencia palindrémica conservada (Olive y Bean, 1999). Los
patrones de bandas generados suelen ser sencillos en organismos como A.
baumannii (figura 4). Esta técnica ha sido descrita como rapida, reproducible y
con alto poder de discriminacion, aplicable a estudios epidemiolégicos tanto de

cepas de A. baumannii como de otros microorganismos (Vila y col., 1996).
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Figura 4. Genotipificacion con REP-PCR. Tomado de

http://www.scielo.org.ve/scielo.php?pid=S1315-25562009000100003&script=sci_arttext

Las secuencias ERIC son regiones del DNA, no codificantes altamente
conservadas, de 126 pb. (Meacham y col., 2003). Contienen una regién central
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repetida, se encuentran en las regiones extragénicas del genoma bacteriano
(Olive y Bean, 1999). Los patrones de bandas generados mediante el uso de esta
técnica, suelen ser menos complejos que los obtenidos con REP.

Las técnicas de genotipificacibn que utilizan los iniciadores para las
secuencias tanto REP como ERIC presentan un buen poder de discriminacion
hasta el nivel de cepas, por lo que la aplicaciébn de ambas pruebas, en conjunto,
como método de tipificacibn aumenta el poder discriminatorio del ensayo (Olive y
Bean, 1999).

La rep-PCR presenta algunas ventajas, tales como rapidez del método, ya
que sblo requiere de un dia, la reproducibilidad en el laboratorio y bajo costo una
vez que se cuenta con un termociclador en el laboratorio (Ferndndez, 2004).
Ademas esta técnica puede ser aplicada a DNA extraido de colonias bacterianas
o mediante un método modificado, a células no procesadas (Olive y Bean, 1999).
Pero este método presenta algunas desventajas, las cuales incluyen la exigencia
de un equipo para PCR, en caso que no se cuente con él, ademas de las

posibilidades de contaminacion y falsos resultados (Ross y col., 2005)

1.5. Acinetobacter baumannii

Algunos de los microorganismos principalmente asociados a infecciones
nosocomiales son Streptoccocus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella oxytoca, Enterobacter spp. y Acinetobacter baumannii. Entre estos
microorganismos, A. baumannii resulta de particular interés debido a que
presenta una resistencia intrinseca a antibidticos B-lactamicos, ademas de
extender su perfil de resistencia a otros antibioticos de amplio espectro, llevando a

su descripcion como microorganismo multirresistente. Ademas presenta una
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amplia incidencia en la mayoria de los hospitales que han sido estudiados
(Berdinelli y Friedman, 2008).

Las especies del género Acinetobacter presentan como principales nichos
ecolégicos aguas y suelos. Pese a ello se ha descrito a A. baumannii como la
especie, perteneciente al género Acinetobacter, mas ampliamente implicada en la
infeccion de pacientes inmunosuprimidos (Salazar de Vegas y Nieves, 2005).

A. baumanniii ha sido descrito como cocobacilo Gram negativo, no
fermentador, aerobio estricto, inmévil, catalasa positivos, oxidasa negativo
(Marcos, 1995). Sin embargo, tales caracteristicas fenotipicas no permiten su
diferenciacion absoluta de otras genoespecies o grupos de hibridizacion. Por ello
ha sido incluido en el complejo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter
baumannii. Dicho complejo estd formado por las genoespecies 1, 2 y 3 de la
clasificacion realizada por Bouvet y colaboradores, en el afio 1986. Y en el afio
1989 Tjernberg y Ursing, adicionaron la genoespecie 13 (Bouvet y col., 1986;
Gerner-Smidt, 1992).

Gran cantidad de estudios sefialan que, entre las genoespecies que forman
el complejo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii, la especie de
mayor importancia clinica es A. baumannii (Bergogne- Bérezin y Towner, 1996).

Algunas caracteristicas de A. baumannii, tales como sus requerimientos
nutricionales y la temperatura 6ptima de crecimiento, favorecen su permanencia
en ambientes hospitalarios, tanto en superficies animadas como inanimadas, por
ejemplo dispositivos de ventilacion mecanica y pacientes portadores de catéteres
asociados a servicios de UTI (Gonzalez y col., 2002).

La presencia de A. baumannii en ambientes hospitalarios ha llevado a su

descripcion como un microorganismo patdégeno oportunista, causante de gran
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cantidad de infecciones nosocomiales tales como meningitis, endocarditis
bacteriana, afecciones del aparato respiratorio, infecciones urinarias y bacteriemia
(Chalbaud y col., 2012; Gonzélez y col., 2002).

A. baumannii fue reportado como el décimo agente etiolégico mas comun,
ocasionando el 1,3 % de las infecciones nosocomiales monomicrobianas de
torrente sanguineo, en Estados Unidos, en un estudio realizado entre 1995 y
2002. Ademas fue descrito como la causa mas comun de bacteriemia adquirida
en UTI. La tasa de mortalidad para pacientes que adquirieron una infeccién de
torrente sanguineo, ocasionada por A. baumannii, en UTI fue del 34 % al 43 %
(Peleg y col., 2008).

Acinetobacter baumannii es también una causa de Infecciones de Tracto
Urinario (ITU), siendo reportado como responsable del 1,6 % de ITU
nosocomiales. Generalmente se le asocia con infecciones relacionadas al uso de
catéteres o por colonizacion. (Peleg y col., 2008).

A. baumannii es, por mucho, el microorganismo mas frecuentemente
relacionado con infecciones graves, asi como el mas resistente a antibibticos,
actuando como un organismo resistente a multiples drogas (Berdinelli y Friedman,
2008). Se ha reportado que las tasas de resistencia a antibiéticos como
imipenem, meropenem, ciprofloxacina, entre otros, para aislados de A. baumannii
en latinoamérica, son las mas altas a nivel mundial (Peleg y col., 2008). Por tal
motivo, el estudio de las infecciones ocasionadas por este microorganismo,

resulta de gran interés e importancia clinica.
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2. Antecedentes

Existe gran cantidad de informacion epidemiolégica acerca de las
infecciones nosocomiales producidas por bacterias, debido al desarrollo de
meétodos que permiten facilitar y realizar diagnésticos objetivos, claros y de forma
rapida y reproducible. Sin embargo, la informacion relacionada con estas
infecciones asociadas a dispositivos tipo catéteres es escasa. Algunos de los
métodos de genotipificacion mas utilizados son PFGE, RFLP y PCR. Los mas
habituales son aquellos basados en la reaccidbn en cadena de la polimerasa
(PCR), por su sencillez, rapidez y menores requerimientos econémicos

Los estudios epidemioldgicos deben realizarse aplicados a poblaciones en
lugar de individuos, y aquellos basados en técnicas moleculares son cada vez
mas comunes, debido a que estos permiten la identificacion tanto de la causa de
la enfermedad, asi como de la fuente del agente infeccioso y las vias de
diseminacién. Los potenciales resultados se traducen en mayor eficacia en las
medidas de prevencion y control aplicadas.

A continuacion se presenta el resumen de los resultados de algunos trabajos
de relevancia, en el area de epidemiologia basada en técnicas moleculares de

tipificacion de microorganismos.

2.1. Estudios a nivel internacional

Debido a la gran importancia de las infecciones nosocomiales y de sus
consecuencias sobre los sistemas de salud, se han realizado a nivel mundial, una
amplia cantidad de estudios epidemiologicos de infecciones intrahospitalarias

ocasionadas por bacterias, basados en técnicas moleculares. Se hace imposible
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enumerarlos todos, y se han seleccionado solo algunos relevantes. A partir de los
datos obtenidos se han propuesto y desarrollado, en muchos paises, programas
de seguimiento epidemiolégico de infecciones nosocomiales causadas por
bacterias. De esa manera se llegan a plantear estrategias de control y prevencion
adecuadas.

En un estudio realizado en el afio 1994 por Reboli y colaboradores, en ltalia,
se evalud el poder de discriminacion entre cepas esporadicas y cepas epidémicas
de A. baumannii, mediante la técnica de PCR de elementos repetitivos. Los
autores analizaron veinte aislados bacterianos de veinte pacientes diferentes, a
los cuales les realizaron antibiogramas, biotipificacién, andlisis de plasmidos,
andlisis REP-PCR y ERIC-PCR. Bajo las condiciones experimentales obtuvieron
que REP-PCR tiene poder de discriminacion entre aislados esporadicos y
epidemiologicos, por lo que lo consideran un método adecuado para estudios
epidemioldgicos de cepas de Acinetobacter. Ademas hallaron e identificaron
cuatro grupos (Reboli y col., 1994).

En el afio 1996, Vila y colaboradores realizaron un estudio comparativo de
diferentes técnicas de DNA fingerprinting, todas basadas en PCR, para tipificar el
complejo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii. Los autores
evaluaron cinco métodos diferentes para tipificar veintiséis aislados clinicos
pertenecientes a este complejo, en muestras de Espafia. Hallaron que siete de los
aislados pertenecian a un brote previamente definido, mientras que las diecinueve
restantes no estaban epidemiolégicamente relacionadas. Ademas que el indice de
discriminacion para REP-PCR fue del 0.99 y de 0.94 para ERIC-PCR. Lo que les
permite concluir que REP-PCR posee un alto poder de discriminacion y

reproducibilidad comparado con otros métodos basados en PCR, y es un método
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simple y rapido de tipificacibn en estudios epidemiolégicos de aislados
pertenecientes al complejo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii
(Vila'y col., 1996)

Snelling y colaboradores realizaron en el afio 1996, un estudio para validar el
uso de REP-PCR como método de tipificacion de cepas pertenecientes al
complejo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii y su aplicacion
como método en la investigacion de un brote infeccioso en un hospital. Tomaron
cinco muestras de pacientes de la UTI para adultos del hospital “Leeds General
Infirmary”, Reino Unido. Desarrollaron y optimizaron un método de tipificacion de
colonias para miembros del complejo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter
baumannii, utilizando REP- PCR. Hallaron que cuatro de los cinco aislados
presentaron el mismo patron REP-PCR. Los resultados fueron evaluados por
ribotipificacion. Concluyen que REP-PCR tiene un poder discriminatorio
ligeramente mayor al de la ribotipificacién. Concluyeron que la tipificacion con
REP-PCR utilizando colonias hervidas, es un método simple, rapido y efectivo
para tipificar miembros del complejo Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter
baumannii (Snelling y col., 1996)

En el afio 2000, Bou y colaboradores publicaron un ensayo de
caracterizacion de un brote nosocomial causado por A. baumannii resistentes a
imipenem y meropenem, en el Hospital Ramén y Cajal, en Madrid, Espafia,
utilizando métodos basados en PCR y PFGE. Los resultados de la tipificacion
molecular de 29 muestras provenientes de pacientes, demostraron que el brote
fue ocasionado por una sola cepa de A. baumannii (genotipo 1). Observaron siete
diferentes genotipos en las cepas pre, durante y post brote, evaluadas con REP-

PCR. Con AP-PCR hallaron que tres de las cuatro cepas obtenidas durante el
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brote, tenian perfiles indistinguibles. Sé6lo se identificaron seis genogrupos con
AP-PCR. Los autores proponen a la REP- PCR como una técnica util para la
caracterizacion de brotes nosocomiales causados por A. baumannii, ofreciendo
resultados comparables a los obtenidos con PFGE (Bou y col., 2000)

En 2006, Franco de Moura y colaboradores realizaron una evaluacion
preliminar de la capacidad de adherencia en superficies celulares y abitticas de
cinco cepas de A. baumannii aisladas de punta de catéteres, de pacientes
hospitalizados en Hospital Universitario de la Universidad Estadal de Londrina, en
Parana, Brasil. Los autores evaluaron la adhesion a superficies abioticas en
poliestireno, formica, latex y vidrio, en capsulas de Petri, y en células del epitelio
bucal. Los aislados fueron identificados mediante métodos bioquimicos. La
tipificacion molecular de las cepas, se hizo mediante ERIC- PCR. Hallaron que
todas las cepas bajo estudio, se adhirieron a los catéteres y a la superficie celular.
La adhesién a catéteres se redujo al utilizar meropenem. La tipificacion demostré
la presencia de tres clones (Franco de Moura y col., 2006).

An-Hua y Dan realizaron, en el afio 2008, un estudio en bacilos Gram-
negativos aislados tanto de pacientes hospitalizados, como de ambiente y de
manos del personal de la UCI del Hospital Central del Sur, en la Universidad de
Changsha, China. Evaluaron cincuenta y ocho cepas. Se estudi6 el perfil
plasmidico, perfil de restriccion con endonucleasas y ERIC-PCR. Los autores
reportan que las bacterias Gram- negativas, resistentes a multiples drogas,
provenian de un origen comun y ocasionan un brote infeccioso en la UCI.
Recomiendan al personal de la UCI mayor atencion en el lavado de manos (An-

Hua y Dan, 2008).
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En un estudio realizado por Martins y colaboradores en 2014, se propusieron
evaluar la diversidad genética y detectar la presencia de marcadores de
resistencia en setenta y cuatro cepas multirresistentes de A. baumannii, tomadas
de cultivos sanguineos de cinco hospitales de Brasil. El analisis con ERIC-PCR
demostré la predominancia de clones uUnicos en cada hospital analizado. Sin
embargo, se observo el mismo patron de expresion de genes asociados a
resistencia microbiana en muestras tomadas de diferentes hospitales. (Martins y
col., 2014)

Gulbudak y colaboradores, en 2014, estudiaron la relacién clonal entre 75
aislados nosocomiales de A. baumannii, mediante el uso de rep-PCR, en Turquia.
El andlisis demostrd la presencia de 8 grupos clonales, incluyendo dos clones
principales y seis clones unicos, denominados con letras de la A a la H. Se
determind que A era el predominante, con 7 subtipos, al que pertenecio el 72 %
de las cepas evaluadas. El clon B, con 3 subtipos, incluyé al 17, 3 % de los
aislados. Los clones C y D incluyeron dos cepas cada uno, mientras que E, F, Gy
H incluyeron cada uno, una Unica cepa (Gulbudak y col., 2014).

Seo y colaboradores, en 2014, realizaron un estudio comparando los
diversos métodos moleculares de tipificacion de aislados clinicos provenientes de
hospitales universitarios. En el estudio aislaron 53 cepas bacterianas, en cuatro
hospitales universitarios en Corea del Sur, e identificaron treinta y cuatro como A.
baumannii, basados en la secuencia de RNAr 16s y los genes gpi. Para
subtipificar utilizaron ERIC-PCR vy tipificacion de secuencias multilocus (MLST, por
sus siglas en inglés), y posteriormente compararon resultados. Mediante ERIC-

PCR hallaron catorce patrones de DNA, mientras que mediante el MLST
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detectaron seis tipos de secuencia en los treinta y cuatro aislados clinicos (Seo y
col., 2014).

En 2014, Maleki y colaboradores, realizaron un estudio para evaluar las
caracteristicas fenotipicas y genotipicas de cien aislados de Acinetobacter
baumannii resistentes a tetraciclina, causantes de infecciones nosocomiales en
hospitales de Teheran. Evaluaron la susceptibilidad antimicrobiana, la presencia
de genes asociados a resistencia a tetraciclinas, usando PCR, y la
genotipificacion fue realizada utilizando REP- PCR. Obtuvieron que todos los
aislados fueron sensibles a Tigeciclina. Ademas, los aislados estaban distribuidos
en cinco genogrupos, identificados con letras de la A a la E, con 40 %, 30 %, 10
%, 5% Yy 5 % de los aislados respectivamente (Maleki y col., 2014).

Los trabajos anteriores destacan la importancia que se debe dar al estudio
de la genotipicacion de cepas bacterianas causantes de brotes, utilizando
técnicas basadas en la reaccion de PCR con secuencias repetidas en el genoma,
destacando su versatilidad, rapidez y facil aplicacion para los estudios
epidemioldgicos. Estos resultados son los que pueden permitir detectar el foco de

la infeccién y los medios de dispersion, para mejorar las medidas de control.

2.2. Estudios a nivel nacional

En nuestro pais se han realizado gran cantidad de estudios con aislados de
Acinetobacter baumannii provenientes de infecciones nosocomiales, ya que dicho
microorganismo ha adquirido importancia como agente causal de infecciones
intrahospitalarias. A continuacion se presenta un resumen de algunos de los
trabajos realizados a nivel nacional en epidemiologia molecular a aislados

nosocomiales de A. baumannii y otros géneros bacterianos.
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Un ensayo de genotipificacion de cepas de Enterobacterias, realizado en el
afio 2006 por Rivas y colaboradores, se propuso establecer la relacion clonal
entre aislados nosocomiales tanto de Eschecrichia coli como de Klebsiella
pneumoniae provenientes de cuatro centros asistenciales de la ciudad de
Caracas. La genotipificacion se realiz6 mediante el uso de REP-PCR y ERIC-
PCR. La ERIC-PCR permitio relacionar parcialmente las cepas de E. coli aisladas,
mientras que la REP-PCR permitié discriminar entre los patrones de bandas
similares. La mayoria de las cepas aisladas de K. pneumoniae no pudieron ser
tipificadas mediante el uso de ambas técnicas. Se identificd una relacion clonal
entre aislados diferentes en dos de los centros existenciales bajo estudio,
mientras que en los otros dos no se establecio relacion clonal entre aislados
(Rivas y col., 2006).

En 2006, Salazar de Vegas y colaboradores, se propusieron investigar un
brote infeccioso nosocomial por la cepa del género Acinetobacter RUH 1139, en
la Unidad de Alto Riesgo Neonatal del Hospital Universitario de Los Andes. Los
autores identificaron 28 cepas de Acinetobacter mediante métodos bioquimicos.
La identificacion a nivel de especie la realizaron mediante amplificacion y
secuenciacion del RNAr 16s y digestion con enzimas de restriccion. El estudio de
la relacion epidemiolégica entre los aislados, se realiz6 mediante PFGE, REP-
PCR vy susceptibilidad antimicrobiana. La aplicacion de PFGE, REP-PCR vy
susceptibilidad microbiana, permiti6 demostrar la propagaciéon de una cepa
epidémica de Acinetobacter RUH 1139 en 16 pacientes por un periodo de tres
meses. La misma cepa epidémica fue aislada de 2 de las soluciones de nutricion
parenteral que fueron evaluadas. Adicionalmente, cepas de A. baumannii asi

como cepas de Acinetobacter RUH 1139 con diferentes patrones en PFGE fueron
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aisladas esporadicamente antes y durante el brote infeccioso (Salazar de Vegas y
col., 2006).

Moncada y Rahn, en 2007, realizaron la genotipificacion de cepas de
Pseudomonas aeruginosa y A. baumannii procedentes de la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) del HUC, tanto de pacientes como del ambiente del servicio. La
relacion clonal fue establecida utilizando REP-PCR y ERIC-PCR. No se
encontraron clones idénticos entre cepas clinicas y ambientales de Pseudomonas
aeruginosa, sin embargo los resultados sugieren que 5 pacientes fueron
infectados por la misma cepa. Con ambas técnicas se evidencio la relacion clonal
entre dos cepas clinicas y una ambiental de A. baumannii (Moncada y Rahn,
2007).

Sanchez y colaboradores, realizaron un estudio de genotipificacion de de
Acinetobacter baumannii multi-resistente aislado en el Hospital Dr. Domingo
Luciani de Caracas, en el afio 2008. En el estudio genotipificaron mediante las
técnicas ERIC-PCR y REP-PCR 19 cepas de A. baumannii multi-resistente.
Ademas realizaron la confirmacion molecular de los aislados mediante la
deteccion de la oxacilinasa OXA 51 por PCR. Obtuvieron que el 100 % de los
aislados fueron positivos a la deteccion del gen blasp, oxas1. Determinaron la
policlonalidad de los aislados, encontrando el predominio de cuatro clones en el
area de Hospitalizacién y la Unidad de Terapia Intensiva de Adultos. Identificaron
dos tipos de infecciones, infecciones de origen enddgeno e infecciones cruzadas
(Sanchez y col., 2008).

En el aflo 2010, Chalbaud se propuso establecer las posibles fuentes de
transmision de infecciones nosocomiales, caracterizando genéticamente los

microorganismos aislados de pacientes y de ambiente de los Servicios de
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Neonatologia y UTI, del Hospital Universitario de Caracas. P. aeruginosa, A.
baumannii y Stenotrophomonas maltophilia fueron los principales causantes de
infecciones nosocomiales. La genotipificacion de los aislados se realiz6 mediante
REP- PCR y ERIC- PCR. Se identificaron 8 grupos de aislados de A. baumannii.
En el Servicio de Neonatologia, se identificaron dos cepas indistinguibles de esta
especie. En la UTI se obtuvo que los aislados pertenecientes a los grupos 2, 3, 4,
5y 6 eran clones indistinguibles. Los resultados resaltan la importancia de planes
de vigilancia a largo plazo y mejoras en las rutinas de limpieza del recinto
hospitalario (Chalbaud, 2010).

En 2012, Chalbaud y colaboradores realizaron un estudio de susceptibilidad
a antibiéticos y desinfectantes en setenta y cuatro cepas de A. baumannii aisladas
de pacientes con infecciones nosocomiales y de ambiente de los Servicios
Neonatales y de UTI del Hospital Universitario de Caracas. La genotipificacion de
las cepas se realiz6 con REP- PCR y ERIC-PCR. Obtuvieron que 44,6 % de los
aislados fueron resistentes a por lo menos 7 antibiéticos. 54 % de los aislados
mostraron fenotipos de resistencia al desinfectante evaluado. ElI 73 % de los
aislados provenientes de pacientes estaban clonalmente relacionados. El 28,8 %
de los aislados ambientales fueron agrupados en siete grupos clonales
indistinguibles (Chalbaud y col., 2012).

En el afio 2013, Sandoval y colaboradores realizaron un estudio de
epidemiologia de las infecciones intrahospitalarias por el uso de catéteres
venosos centrales. Los autores evaluaron a 31 pacientes portadores de catéter
venoso central, del Complejo Hospitalario Universitario Ruiz y Paez, en Ciudad
Bolivar. Observaron que el 41, 9 % de los pacientes evaluados present6 algun

tipo de infeccidbn nosocomial, siendo la bacteriemia la infeccion mas frecuente. El
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servicio con mayor incidencia de casos fue la UCI. Los factores de riesgo mas
importantes fueron el tiempo de permanencia del catéter y severidad de la
enfermedad base. Los autores recomiendan el uso de técnicas adecuadas de
colocacion y manejo de catéteres por el personal médico y enfermeria (Sandoval
y col., 2013).

Los estudios expuestos constituyen apenas una representacion de los
ensayos, hasta ahora desarrollados sobre genotipificacién de aislados bacterianos
causantes de infecciones nosocomiales. La amplitud de la informacion al respecto
de estudios epidemiolégicos empleando métodos moleculares para tipificacion
bacteriana, crea la necesidad de conocer cada vez mas sobre este tema y
promueve a la realizacion de estudios como el propuesto en este trabajo.

A partir de los trabajos citados se puede inferir que, a nivel nacional,
existen muy pocos reportes de estudios asociados a infecciones producidas por el
uso de catéteres. Sin embargo, ha sido reportado que el uso de catéteres es una
de las principales causas de complicacién en pacientes hospitalizados, por lo que
se hace necesario profundizar en el estudio epidemioldgico de este tipo de

infecciones nosocomiales.
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3. Justificacion

El uso de catéteres se ha extendido en la practica clinica hasta hacerse
habitual, como parte de tratamientos médicos. Estos dispositivos resultan de gran
utilidad clinica ya que constituyen una via de acceso rapido al torrente sanguineo,
permitiendo asi la administracion de tratamientos y el monitoreo en pacientes
criticos. Sin embargo, concomitantemente ha aumentado el numero de
complicaciones clinicas y mecanicas asociadas a su uso. Una de las principales
complicaciones asociadas al uso de catéteres es el desarrollo de bacteriemia en
el paciente. Ademas, el desarrollo de una infeccion nosocomial relacionada con la
colocacién de catéteres depende de diversos factores tales como la condicion del
paciente, las caracteristicas del catéter, su ubicacion, el método de instalacion, el
tiempo de cateterizacion, entre otras. Las bacteriemias ocasionadas por el uso de
catéteres producen aumento en la morbilidad del paciente, aumento en los costos
de atencién al paciente y ademas existe una mortalidad asociada a tales
infecciones.

A nivel nacional han sido reportados muy pocos estudios sobre infecciones
nosocomiales asociadas al uso de catéteres, razén por la cual resulta tanto
necesario como novedoso el desarrollo de estudios como el propuesto en este
trabajo, que realicen estudios epidemioldgicos de infecciones nosocomiales
asociadas al uso de catéteres.

El estudio epidemiolégico de las infecciones nosocomiales asociadas al uso
de catéteres permite establecer las fuentes de infeccion, las vias de diseminacion
asi como reconocer los posibles brotes infecciosos. El empleo de las técnicas
moleculares en los estudios epidemioldgicos de este tipo de infecciones resulta

provechoso ya que permite establecer relaciones clonales entre distintos aislados
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bacterianos de una misma especie, 1o que genera un conocimiento mas amplio de
la infeccion y, en consecuencia aumenta la asertividad de las medidas de control

y prevencion generadas a partir de los datos obtenidos.
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4. Objetivos

Objetivo general

Genotipificar aislados de A. baumannii provenientes de pacientes con

infecciones nosocomiales asociadas al uso de catéteres

Objetivos especificos

Tipificacion fenotipica de los aislados nosocomiales de A. baumannii

mediante el uso de métodos microbiolégicos convencionales

Tipificacion molecular de los aislados bacterianos mediante el uso de REP-

PCRy ERIC-PCR
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6. Materiales y métodos

6.1. Aislados

Los aislados bacterianos que se evaluaron, fueron gentilmente donados
tanto por el personal del Laboratorio de Bacteriologia del Hospital Universitario de
Caracas, asi como por el profesor Luis Torres, de la escuela de bioanalisis de la
Facultad de Medicina de la UCV. Estos aislados fueron obtenidos tanto de
muestras de pacientes portadores de catéteres, que presentaron un cuadro
infeccioso y se determiné a A. baumannii como agente infeccioso, como de
pacientes que presentaron algun tipo de infeccibn nosocomial asociada a A.
baumannii. Se emplead un total de 14 aislados, para el desarrollo de este estudio.

La informacion relacionada a las muestras empleadas, se presenta en la tabla |.
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Tabla I: Informacioén clinica de los aislados bacterianos evaluados

Aisla Hospital Servicio Sexo del Fecha de toma de Perfil de Resistencia
do Paciente muestra

1166 HUC uTl Masculino Mayo 2012 CAZ, GM, AMC, FEP

1169 HUC uTl Masculino Mayo 2012 CAZ, AMK, SAM, IPM, GV, FEP

1520 HUC ucl Masculino Mayo 2007 GE, AK, CIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MEM

1172 HUC uTl Femenino Mayo 2012 TZP, CAZ, IPM, NOR, GM

1115 HUC Cardiologia Femenino Mayo 2012 CAZ, FEP,AMK, IPM, CIP

1127 HUC uTl Femenino Mayo 2012 TGC, CIP, AMK, IPM, FEP, CAZ

1159 HUC uTl Femenino Mayo 2012 IPM, CIP, FEP, CAZ

2868 HUC M1 Femenino Septiembre 2012 LEV, AMK, TZP, IPM, CAZ

3547 HUC uTl Masculino Septiembre 2012 CIP, NOR, IPM, CAZ

1521 HUC NI NI NI NI

0207 Instituto Médico La UCI Masculino Marzo 2007 GE, AK, CIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MEM,

Floresta SAM

0507 Policlinica ucl Masculino Mayo 2007 GE, AK, CIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MEM,
Metropolitana SAM

0607 Policlinica ucl Femenino Junio 2007 GE, AK, CIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MEM

Metropolitana
1007 Instituto Médico La ucl Masculino Febrero 2007 GE, AK, CIP, TZP, CAZ, FEP, IMP, MEM

Floresta

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos, UTI: Unidad de Terapia Intensiva, HUC: Hospital
Universitario de Caracas, M1: Sala de Medicina 1, TZP: tazpbatan- piperacilina, IPM: imipenem,
CAZ: ceftazidime, GM: gentamicina, AMC: amoxicilina- &cido clavulanico, SAM: sulbactam-
ampicilina, AMK: amikacina, NOR: norfloxacina, CIP: ciprofloxacina, TGC: tigeciclina, VAN:
vancomicina, CTX: cefotaxime, LEV: Levofloxacina. NI: No se posee ningun tipo de informacion
clinica

Para la realizacién de este estudio, las muestras obtenidas de pacientes con
infecciones nosocomiales asociadas al uso de catéteres ingresados en el HUC,
fueron tomadas en un periodo de 4 meses (meses de mayo a septiembre de
2012), con el fin de tipificar y evaluar las relaciones clonales entre aislados. Para
comparar patrones, se emplearon 5 muestras provenientes de distintos centros de
salud del area de Caracas que ya habian sido evaluadas y que pertenecen a la
especie A. baumannii. Estos 5 aislados pertenecen a tomas de muestras

realizadas en el afio 2007, desde febrero hasta junio.
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6.2. Caracterizacion fenotipica

Con el fin de corroborar que los aislados recibidos eran pertenecientes a la
especie A. baumannii, asi como aislar definitivamente la especie de interés, se
realizaron varias pruebas microbiologicas y bioquimicas para la caracterizacion
fenotipica de los aislados.

Tincion Gram. Se fij6 una colonia aislada a un portaobjetos, se agrego
cristal violeta y se esper6é 1 minuto. Se enjuag6 con abundante agua corriente y
se agregd Lugol, se dej6 actuar durante 1 minuto. Se realiz6 un lavado con
alcohol: acetona (1:3) y se enjuag6é nuevamente con abundante agua. Se agrego
Safranina y se dejé actuar por 1 minuto. Se enjuagd nuevamente con abundante
agua. Se visualizé el resultado en microscopio Optico con un aumento de 100X,
usando aceite de inmersion.

Prueba oxidasa. Se utilizé un papel de filtro Whatman N° 5, se impregno
con una gota de solucion acuosa al 1% de diclorhidrato de tetrametil- p-
fenilendiamina. Se tom6 una colonia fresca con un palillo de madera y se coloco
sobre el papel de filtro impregnado. La presencia de color permitié indicar si la
muestra posee el sistema citocromooxidasa.

Ademas se evalud el crecimiento en diversos medios de cultivo, como Agar
McConkey, medio Kligler, medio S. I. M., medio Citrato Simmons. Ademas se

corroboré el crecimiento a 42° C.
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Tabla II: Resultados esperados para las pruebas bioquimicas y para Acinetobacter

baumannii

Prueba

Evalua

Resultado esperado para A. baumannii

Tincidon Gram

Prueba Oxidasa

Agar McConkey

Morfologia celular y clasificacion Gram

Presencia de citocromo oxidasa

Medio selectivo para bacterias Gram negativas,
diferencial para fermentadoras

Bacterias en forma de cocos, dispuestas en
pareja, tincion roja

Negativo

Colonias redondas de bordes lisos, traslucidas,
pequefias. Medio ligeramente amarillo

Medio Kligler Cambio de pH K/K
Produccién de gas Negativo
Produccién de sulfuro Negativo
Agar Citrato Uso de citrato como fuente de carbono Negativo
Simmons
Medio SIM Produccién de sulfuro Negativo
Produccién de Indol Negativo
Motilidad Negativo
K: alcalino.
6.3. Extraccion del DNA genémico

La lisis celular y la extraccion del DNA gendmico se hicieron mediante el
método de ebullicion. Se inoculé 2 mL de caldo LB con una colonia del aislado
bacteriano a estudiar. Se incub6 durante la noche a 37° C. Se tomé6 200 pl del
cultivo y se transfirieron a un tubo eppendorf, se agregd 800 pl de agua MiliQ. Se
llevd a ebullicion durante 10 minutos. Se centrifugd durante 10 minutos a
12000xg. Se tomo el sobrenadante, y se almacené a -20° C (Guzman y Alonso,
2008)

6.4. Reaccion en cadenade la polimerasa (PCR)

a. Se realizo la amplificacion del gen que codifica para un fragmento de la
secuencia conservada del RNAr 16s. Esto permitid evaluar la calidad del lisado
que contiene el DNA gendmico. Se empled la secuencia de iniciadores Ul:

5" CCAGCAGCCGCGGTAATACG- 37, secuencia que corresponde a los
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nucleotidos 518 a 537 del gen 16S RNAr. u2:
5ATCGG(C/T)TACCTTGTTACGACTTC 3’; que corresponde a los nucledtidos
1513 a 1491 del gen 16S RNAr (Jang y col., 2000).

La amplificacion se hizo bajo las siguientes condiciones: Desnaturalizacion a
94° C durante ocho minutos, seguido de treinta y tres ciclos de desnaturalizacion
a 94° C durante un minuto, hibridacion a 50°C por un minuto, extension a 72° C
durante dos minutos, con una extension final a 72° C durante diez minutos.

El volumen final de la PCR fue 25 pL de los cuales 1uL es de la muestra de
DNA y 24 uL de la mezcla de reactivos (tabla II). Como control negativo se
prepard una reaccion con todos los reactivos menos el DNA molde. Como control

positivo se empled DNA de E. coli K J62- 2

Tabla lll: Reactivos empleados en la PCR

Reactivos Concentracion inicial Concentracion final
Buffer 10 X 1X
MgCl2 50 mM 3mM
dNTP 10 mM 200 pM
Taq polimerasa 5U/ul 1u/ul
Iniciador F 10 mM 1uM
Iniciador R 10 mM 1uM
DNA
Agua

6.4.1. Taxonomia molecular
a. Con el fin de corroborar que los aislados evaluados pertenecen a la
especie A. baumannii, se realizd la amplificacion de la secuencia correspondiente

a la subunidad ribosomal 16S especifica para dicha especie. Para ello se
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emplearon los iniciadores 16SF, 5-GACGTACTCGCAGAATAAGC-3’, y 16SR,
cuya secuencia es 5-TTAGTCTTGCGACCGTACTC-3’ (Lin y col., 2009). Las
condiciones de la amplificacion son: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 5
minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1 minuto,
hibridacion a 55 °C por 1 minuto, extension 72 °C durante 1 minuto, y una
extension final a 72 °C durante 7 minutos.

b. Para corroborar que todas las muestras se clasifican correctamente como
especie A. baumannii se realiz6 la deteccion de carbapenemasas tipo blapxasi.
Utilizando los iniciadores F 5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3 y R 5'-
TGGATTGCACTTCATCTTGG-3' (Woodford y col.,, 2006). La amplificacion se
llevé a cabo bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacion inicial a 94 °C
durante 3 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 45
segundos, hibridacion a 57 °C durante 45 segundos, extension a 72 °C por un

minuto, con una extension final a 72 °C por 5 minutos.

6.4.2. Genotipificacidén bacteriana

a. Se aplico rep-PCR a las muestras. Para ello se utilizaron iniciadores
ERIC y REP. Los iniciadores ERIC empleados son
ERIC 1: 5’ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA 3" y ERIC 2:
5 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3" (Versalovic y col., 1991). La amplificacién
se hizo siguiendo los siguientes pasos: una desnaturalizacion inicial a 94° C por 5
minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturalizacién, a 94° C por 1 minuto,
hibridacién, a 36 °C durante 1 minuto, extension, a 72° C por 10 minutos,

seguidos de una extension final a 72° C durante 15 minutos.
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b. Para la tipificacion basada en secuencias REP, se empled el iniciador
REP 1, cuya secuencia es 5GCGCCGICATGCGGCATT 3 (Horcajada y caol.,
2002). La amplificacion se llevo a cabo por los siguientes pasos: desnaturalizacion
inicial a 94° C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94° C
durante 1 minuto, hibridacion a 50° C por 1 minuto, extension a 72° C durante 8
minutos, seguido de una extension final a 72° C por 15 minutos.

Las PCR se realizaron en un termociclador modelo Mastercycler Personal, de
la casa comercial Eppendorf. Al finalizar la PCR, las muestras fueron
almacenadas a —20° C.

Se empled la cepa E. coli K J62-2 como control positivo, en las pruebas de
genotipificacion bacteriana asi como en el analisis de la calidad del material
genético mediante PCR con iniciadores universales para bacterias.

Asi mismo, se empleé al aislado AB3 como control positivo en los ensayos de
taxonomia molecular. Este aislado habia sido previamente evaluado y descrito
como Acinetobacter baumannii.

A todas las reacciones de PCR se les realiz6 un control de reactivos, éste
consiste en una mezcla de reaccion sin ningun contenido de DNA. De esta
manera se evalud la calidad de los reactivos empleados y se eliminan los falsos

positivos en las pruebas.

6.5. Electroforesis en geles de agarosa
Para la preparacion del gel se pesO la agarosa de acuerdo a la
concentracion y cantidad necesarias y se disolvié en Buffer TBE 1X (Tris—HCI

0,089M, é&cido borico 0,089M, EDTA 0,002M, pH 8,0).
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Una vez polimerizado el gel, se colocé en la cAmara de electroforesis y se le
agrego el buffer de corrida (TBE 1X). Las muestras se mezclaron con un buffer de
carga (azul de bromofenol 0,25%, xylene cyanol 0,25% y glicerol 50%). Se cargo
el marcador de tamafio 100pb. Se inici6 la corrida electroforética. Al terminar se
procedio a la visualizacion del gel.

6.5.1. Visualizacion del gel

Para visualizar el patron de bandas generado por la corrida electroforética,
se trat6 el gel con bromuro de etidio, sumergiéndolo en una suspension durante
15 minutos, posteriormente se lavé en agua destilada para retirar el exceso.

6.5.2. Registro de laimagen
Luego del tratamiento el gel se observé en un equipo de fotodocumentacion.
Gel Doc XR", de la casa comercial BioRad. La imagen obtenida fue analizada y
registrada mediante el programa Image Lab 3.0
6.6. Analisis de los resultados
El criterio para determinar la relacion entre los aislados fue el reportado por
Tenover y colaboradores, en 1995. Segun el cual los aislados indistinguibles, son
aguellos que no presentan variaciones, muy relacionados son lo que presentan
diferencias de 2 a 3 bandas, los posiblemente relacionados son los que presentan
de 4 a 6 bandas de diferencia, y los no relacionados son los que presentan de 7
bandas o més, de diferencia.
El analisis in silico se realiz6 empleando el programa Phoretix 1D Pro v.13.0
(Totallab, Newcastle, Reino Unido), partiendo de cada registro fotografico se
normalizan los patrones de bandas obtenidos en la electroforesis, de acuerdo al

factor de retardo (Ry, por sus siglas en inglés) y se comparan las imagenes. Fue
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utilizado el coeficiente de correlacion de Pearson para la matriz de distancia, y el

algoritmo UPGMA para la creacion de los dendogramas.
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7. Resultados

7.1. Caracterizacién fenotipica

Para la realizacion de este estudio se analiz6 un total de 14 muestras
bacterianas, de las cuales 9 fueron tomadas en diferentes servicios del HUC en
un periodo 2 meses (mayo- junio de 2012). Las 5 muestras restantes son
provenientes de varios centros hospitalarios de la ciudad de Caracas. Con el fin
de determinar si las muestras se trataban de la misma especie, se les realiz6 un
conjunto de pruebas bioquimicas y microbiolégicas (tabla V), que permitirian

determinar fenotipicamente, la especie de los microorganismos a estudiar.

Tabla IV: Resultados obtenidos en la caracterizacién fenotipica de los aislados bacterianos

Aislado  Agar citrato Agar hierro Medio SIM Oxidasa
Simmons Kligler

CambiodepH Gas Sulfuro Motilidad Sulfuro Indol

1169 + K/K - - ; . ; .
1159 + A/A - - ; . ; .
3547 + K/K - - ; - . )
1115 + A/K - - ; ] ] .
1521 - A/A - - ; ] ] .
2868 - K/K ; ; ; ) ) )
1172 - A/K - - ; . ] .
1166 - A/A - - ; . ] .
1127 - K/K - - ; . ] .
1520 - K/K - - - - - ND
0507 - K/K - - - - - ND
1007 + K/K - - - - - ND
0207 + K/K - - - - - ND
0607 + A/A - - - - - ND

(+) Los aislados dieron positivo a la prueba, (-) Los aislados dieron negativo a la prueba,
A=4cido, K=alcalino ND= No determinado

37



Todos los aislados evaluados resultaron ser Gram negativos. Ademas se
obtuvo que el 71% de las muestras evaluadas no fueron capaces de acidificar el
taco de medio del Agar Hierro Kligler, lo que indica que no son capaces de
fermentar lactosa. De igual manera el 42,8% de las muestras fueron capaces de
acidificar el medio a partir del uso de glucosa, lo que se evidencia como un
cambio de coloracion en la parte inclinada del medio Agar Hierro Kligler, producto
de su acidificacion.

Se obtuvo que el 50% de las muestras evaluadas fueron capaces de
emplear el citrato como Unica fuente de carbono. Ademas que ninguno de los
aislados produjo gas, precipitados de sulfuro o fueron moviles.

Todos estos resultados en conjunto nos permiten sugerir que estamos en
presencia de aislados bacterianos que pueden ser clasificados como A.
baumannii.

7.2. Relacion espacial de los aislados bacterianos

Al realizar la comparacion entre los aislados bacterianos empleados en el
presente estudio, podemos comparar, su distribucién en el HUC (las muestras
qgue fueron tomadas alli), y el periodo de toma de muestras. Al analizar los datos
de todos los aislados (tabla 1) podemos destacar que las muestras provenientes
del Instituto Médico La Floresta y la Policlinica Metropolitana fueron tomadas en el
afio 2007, en un periodo de 4 meses (de Febrero a Junio). Las muestras tomadas
en el HUC, fueron tomadas en el afio 2012 en los meses de Mayo y Septiembre,
con una excepcion en mayo de 2007 (muestra 1520). Ademas podemos destacar
que, a excepcion de la muestra 1115 (tomada en cardiologia), todas las muestras

tomadas en Mayo de 2012 provienen de la UTI. Mientras que de las muestras
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tomadas en Septiembre de 2012, una proviene de la UTI y otra de la sala de
medicina M1.

7.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Con el fin de caracterizar adecuadamente a los aislados empleados como
muestra de este estudio, se les aplic6 un conjunto de pruebas moleculares
basadas en la PCR. A todos los aislados se les realizé la extraccion del DNA
gendmico mediante el método de ebullicién.

7.3.1. PCR de la subunidad ribosomal 16S

. Con el fin de corroborar la integridad y calidad del material genético
obtenido se realiz6 la amplificacion de la subunidad ribosomal 16S (ver figuras 5y
6)

i 2 3 -4 5 6°'7 8 9 10 11 12.13.14

1000 pb [R— —u—o—-—-c—m—o—.

500pb ¥

-y

Figura 5: Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR de la
subunidad ribosomal 16S. 1=Marcador 100pb; 2=E. coli K12 J62-2; 3 y 13= Vacios; 4= 1115;
5=1127; 6=1159; 7=1166; 8=1169; 9=1172; 10=1521; 11=2868; 12=3547; 14=Control de reactivos.

Al realizar la amplificacion del gen que codifica para la subunidad ribosomal
16S, empleando iniciadores universales, se obtuvo (con todos los aislados) una
banda de 996 pb y las bandas inespecificas de 150 y 100 pb. La obtencién de la
banda de 996 pb, nos indica que el material genético esta apto para ser empleado

en la amplificacion de genes especificos.
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Figura 6: Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR de
la subunidad 16S para muestras provenientes de diferentes hospitales de la ciudad de Caracas.
Carriles 1=Marcador 100 pb; 2=Vacio; 3=0607; 4=1520; 5=0507; 6=1007; 7=0207; 8= Control de
reactivos.

En la figura 6 se observa el resultado de la amplificacion de la subunidad
ribosomal 16S. Se obtuvo la banda de 996 pb, esperada. Ademas se obtuvo una
banda adicional de aproximadamente 350 pb para los aislados 0607 y 0507.

7.3.2. Taxonomia molecular

Para verificar los resultados obtenidos en las pruebas microbiologicas, que
identificaban a los aislados como Acinetobacter, se realiz6 la amplificacion de
genes especie especificos para A. baumannii.

a. 16S especie especifico

Se realizd la amplificacion de una regién del gen que codifica para la
subunidad ribosomal 16S. Esta amplificacién permitiria corroborar la identificacion
de los aislados como pertenecientes a la especie A. baumannii, debido a que se
utilizan iniciadores de secuencia especifica para la especie. Los fragmentos

obtenidos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % (figura

7).
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Figura 7: Registro fotografico de corrida electroforética en gel de agarosa de productos de
PCR para una seccion del gen que codifica para la subunidad ribosomal 16S en A.
baumannii.Carril 1=Marcador 100 pb; 2= AB3 (Control positivo); 3 y 20=vacios; 4=0207; 5=0507;
6=0607; 7=1007; 8=1115; 9=1127; 10=1159; 11=1166; 12=1169; 13=1172; 14=1520; 15=1521;
16=2868; 17= 3547, 18=E. coli J62-2

En la reaccion de amplificacion (para todos los aislados) se obtuvo una
banda especifica de 426 pb. La obtencién de dicha banda indica que los aislados

empleados para este estudio son A. baumannii.

b. Gen blaoxas:
Como parte de las pruebas de taxonomia molecular y para verificar que
todas las muestras empleadas para este estudio son A. baumannii, se realiz6 la
amplificacion del gen tipo blapxas:. Los amplicones obtenidos fueron separados

con una electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % (figura 8)
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Figura 8: Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR
para la amplificacion del gen blas,, oxasi. Carril 1=Marcador; 2=AB3 (Control positivo); 3y
18=Vacios; 4=0207; 5=0507; 6=0607; 7=1007; 8=1115; 9=1127; 10=1159; 11=1166; 12=1169;
13=1172; 14=1520; 15=1521; 16=2868; 17= 3547; 19=Control de reactivos.
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Al amplificar empleando iniciadores especificos para el gen bla tipo OXA51
se obtuvo, con el 92,8 % de los aislados empleados, la banda esperada de 353
pb. Lo que indica que los aislados pertenecen a la especie A. baumannii. Cabe
destacar que se obtuvo un patrén de bandas diferente para las muestras 0607,
1166 y 1521. Aunque con las muestras 1166 y 1521, si se obtuvo la banda de 353
pb, aunque tenue. La obtencion de un patron de bandas diferente, implica un
patrén positivo modificado. Turton y colaboradores, en 2010, reportaron que los
microorganismos distintintos de A. baumannii, no generan ningun tipo de

amplicon, al realizar la deteccion del gen tipo blaoxas:-
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Tabla V: Resultados obtenidos para la tipificacién de A. baumannii

Aislado Agar Agar hierro Medio SIM Oxidasa OXA-
citrato Kligler 51
Simmons
Cambio de Gas Sulfuro Motilidad Sulfuro Indol
pH

1169 + K/K - - - - - - +
1159 + A/A - - - - - - +
3547 + K/K - - - - - ; +
1115 + A/K - - - - - ; +
1521 - A/A - - § - . . *
2868 - K/K - - - - - - +
1172 - A/K - - - - - ; +
1166 - A/A - - - - . . *
1127 - K/K - - - - - ; +
1520 - K/K - - - - - ND +
0507 - K/K - - - - - ND +
1007 + K/K - - - - - ND +
0207 + K/K - - - - - ND +
0607 + A/A - - - - - ND *

+= Positivo a la prueba, -=Negativo a la prueba, A=Acido, K=Alcalino, ND= No determinado,
*= Patrén positivo modificado

En la tabla V se resumen todos los resultados obtenidos para la tipificacién
de las muestras empleadas. Lo que nos permite afirmar que las muestras
empleadas son A. baumannii.

7.3.3. Genotipificacion bacteriana

Para realizar la tipificacion de todos los aislados empleados en este estudio,
se realizaron dos tipos de pruebas basadas en la PCR. Una vez obtenidos los
registros fotograficos de todas las pruebas de genotipificacion, se analizaron con

el programa Phoretix 1D (Totallab, Newcastle, Reino Unido), este software
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permite normalizar los patrones de bandas entre si, compararlos y agruparlos de

acuerdo a su similitud.

a. ERIC PCR

Como meétodo de genotipificacion se realizé la amplificacion de los
fragmentos ubicados entre los elementos repetitivos ERIC, en todos los aislados
provenientes de pacientes con infecciones nosocomiales asociadas al uso de
catéter. Los fragmentos obtenidos fueron separados mediante electroforesis en

gel de agarosa y los registros fotograficos se muestran en las figura 9.
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Figura 9: Reijistro fotografico de electroforesis en gel de agarosa de los produétos de ERIC
PCR. Carriles 1=Marcador; 2= E. coli J62-2; 3y 13=vacios; 4=1115; 5=1127; 6=1159; 7=1166;
8=1169; 9=1172; 10=1521; 11=2868; 12=3547; 14=Control de reactivos

Se puede observar que obtuvimos algunos patrones de bandas similares.
Sin embargo se distinguen claramente los patrones de bandas obtenidos con
1166 y 1521, que son muy diferentes de los patrones obtenidos para el resto de
los aislados.

Para realizar la comparacion de los patrones de bandas obtenidos con el uso

de iniciadores ERIC, se realiz6 el ensayo a 5 muestras previamente evaluadas e

identificadas como A. baumannii (figura 10).
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Figura 10: Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa de los productos de
ERIC-PCR para las muestras provenientes de diferentes hospitales de la ciudad de Caracas.
Carriles 1=Marcador; 2=E. coli J62-2; 3=0207; 4=0507; 5=0607; 6=1007; 7=1520; 8=Control de
reactivos.

Al comparar Los patrones de bandas obtenidos, se aprecia que los patrones
obtenidos para las muestras 0207, 1007 y 1520 son muy similares entre si.
Mientras que los patrones obtenidos con las muestras 0507 y 0607 son diferentes

entre si, y ademas diferentes de los patrones obtenidos con las otras muestras.

b. REP PCR

Se realiz6 la amplificacion de los fragmentos que se ubican entre los
elementos REP distribuidos en el genoma bacteriano, como segundo método de
genotipificacion. Se aplico la PCR a todas los aislados provenientes de pacientes
con infecciones asociadas al uso de catéter. Para visualizar los fragmentos se

realizé una corrida electroforética en gel de agarosa al 1,5 % (figura 11).
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Figura 11: Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa de los productos de REP
PCR. Carriles 1= Marcador; 2= E. coli J62-2; 3 y 13=vacios; 4=1115; 5=1127; 6=1169; 7=2868;
8=1159; 9= 1172; 10=3547; 11= 1166; 12=1521; 14= Control de reactivos.

En la figura 11 se observa que los patrones obtenidos con las muestras
1115, 1127, 1169, 2868 y 1159 son muy similares entre si. Mientras que los
patrones obtenidos con las muestras 1172, 3547, 166 y 1521, son muy diferentes.
Los patrones obtenidos con 1166 y 1521 presentan algunas bandas en comdn.

Con el fin de comparar los patrones de bandas obtenidos para las muestras
provenientes de pacientes, se realiz6 la amplificacion empleando el iniciador REP
a 5 muestras que habian sido previamente evaluadas e identificadas como A.

baumannii (ver figura 12).

500pb —P
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Figura 12: Registro fotografico de electroforesis en gel de agarosa de productos de REP-
PCR para muestras de diferentes hospitales de la ciudad de Caracas. 1: Marcador 100pb; 2: E.
coli K J62-2; 3: 0207; 4: 0507; 5: 0607; 6: 1007; 7: 1520; 8: Control de reactivos.
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Los patrones de bandas obtenidos por REP-PCR con las muestras
provenientes de distintos centros de salud de la ciudad de Caracas, son muy
diferentes entre si, a simple vista no se observan bandas en comin o patrones
repetidos.

En todas las pruebas de genotipificacion se empledé E. coli K J62-2 como
control positivo de la reaccion. Ha sido descrito que las secuencias rep se
encuentran en enterobacterias, por lo que E. coli actua de forma adecuada como
un control positivo a la reaccion, ya que es posible la amplificacion de los
fragmentos flanqueados por los elementos ERIC o REP generandose asi un
patron de bandas (Versalovic y col., 1991). Cabe destacar que en todas las
pruebas realizadas, E. coli generé un patron de bandas claramente distinguible
del generado por las muestras objeto de estudio en el presente trabajo.

c. Estudio de las relaciones clonales

Se tipific6 a las muestras empleadas en este estudio por dos métodos
basados en la PCR (ERIC y REP-PCR). Los registros fotogréficos obtenidos
fueron analizados tanto de forma visual, como empleando una prueba gratuita del
software Phoretix 1D (Totallab), lo que permite la normalizacién de los patrones
de bandas obtenidos, su comparaciéon y agrupamiento de acuerdo a su similitud.
Se empleo el coeficiente de correlacién de Pearson, como medida estadistica de
similitud y el algoritmo UPGMA como medida estadistica para la creacion de los
dendogramas.

El analisis visual de los patrones de bandas obtenidos con REP y ERIC nos
permitid6 distinguir tres posibles grupos. Las muestras que resultaron

pertenecientes a un grupo, mediante ERIC-PCR, también resultaron agrupadas
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con REP-PCR (tabla VI). A excepcion de la muestra 1159 que fue agrupada de

forma diferente en ambas pruebas.

Tabla VI: Grupos obtenidos por ERIC y REP- PCR mediante el analisis visual
Aislados Grupos ERIC  Grupos REP

1115 | 1
1127 | 1
1169 | 1
2868 | 1
1159 Il 1
1172 I 2
3547 Il 3
1166 I} 4
1521 1\ 4
0207 \ 5
0507 \ 6
0607 Vi 7
1007 \ 8
1520 \ 8

En la tabla VI se muestra que se obtuvo por lo menos tres grupos
principales, mediante el uso de ambas pruebas, segun el analisis visual de los
registros fotograficos de los patrones de bandas obtenidos. Se observa qu existe
correlacion entre los resultados obtenidos con ambas pruebas.

En la figura 13 se puede observar el resultado de la genotipificacion de todos
los aislados por el método ERIC-PCR, organizados en forma de dendograma. En

la figura se denota con colores diferentes cada posible grupo.
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Figura 13: Dendograma obtenido a partir de los patrones de ERIC-PCR para los aislados
analizados en este estudio. En el lado izquierdo de la figura se observa el diagrama en
forma de arbol que representa el porcentaje de similitud entre aislados o grupos de aislados
(de 0 a 1). Las lineas verticales representan la similitud entre los aislados, entendiendo que
mientras mas cercana se encuentre al 0 del eje superior, mayor es la similitud entre
aislados. La linea gris representa el corte de 85 % de similitud. Los grupos estan definidos
por las lineas de color naranja, verde oscuro, rojo, azul claro, verde claro, rosa y violeta. Al
lado derecho se muestran los patrones de bandas obtenidos (figuras 9 y 10). En el extremo
derecho se encuentra la identificacion de cada patron de bandas de acuerdo al aislado con
el que se obtuvo.

El dendograma realizado a partir de los patrones de bandas obtenidos
mediante ERIC-PCR nos permite sugerir la policlonalidad de los aislados
empleados en este estudio. Se observa del lado izquierdo de la figura 13 un eje
superior que representa la distancia entre aislados, en valores que van de 1 a 0.
La similitud entre aislados, esta representada en el diagrama mediante las lineas
verticales. Lo que implica que las lineas del diagrama que se encuentren mas
cercanas al 0 del eje superior, representan una mayor similitud entre los aislados.
La linea de color gris representa el 85 % de similitud entre aislados.

En el diagrama se advierte la presencia de tres grupos clonales y cuatro
clones unicos. Definiremos los grupos de aislados relacionados como A, B, y C.
El grupo A es el denotado con el recuadro en color rojo. El grupo B, denotado en

color verde y el grupo C en color violeta.
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En la figura 14 se aprecia el resultado de la genotipificacion de todos los
aislados, por el método REP-PCR, en forma de dendograma. Los posibles grupos

clonales estan identificados por colores.
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Figura 14: Dendograma obtenido a partir de los patrones de REP-PCR para los aislados
analizados. En el lado izquierdo de la figura se observa el diagrama en forma de arbol que
representa el porcentaje de similitud entre aislados o grupos de aislados (de 0 a 1). Donde
las lineas verticales representan la similitud entre los aislados. Las lineas mas cercanas al 0
del eje superior representan mayor similitud entre aislados. La linea gris representa el corte
de 85 % de similitud. Los grupos estan definidos por las lineas de color rojo, azul claro,
verde, rosa, violeta, verde oscuro y naranja. A la derecha se observan los patrones de
bandas obtenidos (figuras 11 y 12). En el extremo derecho se encuentra la identificacion de
cada patrén de bandas de acuerdo al aislado con el que se obtuvo.

El diagrama en forma de arbol, realizado a partir de los patrones de banda
obtenidos con REP-PCR, nos permite afirmar la policlonalidad de los aislados
evaluados. En el lado izquierdo de la figura 14 se observa un eje superior que
indica, en valores del 1 al O, la similitud entre aislados. Considerando que las
lineas verticales del diagrama en forma de arbol corresponden a la similitud entre
los aislados, mientras dichas lineas se encuentren mas cercanas al cero, implican
gue mayor es la similitud entre los aislados. La linea gris representa el corte de 85
% de similitud entre aislados. El factor de 85 % de similitud nos permite distinguir
entre clones o aislados relacionados o muy relacionados.

En el dendograma podemos advertir la presencia de cuatro grupos de

aislados relacionados o muy relacionados, y tres clones unicos. El grupo A’
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denotado en color verde. El grupo B’, en color naranja. El grupo C’, en color azul.
Grupo D’, en color violeta.

Al analizar los resultados obtenidos con ERIC y REP-PCR para todos los
aislados evaluados observamos que con ERIC-PCR se agrup6 a todos los
aislados en 3 grupos, formado por 10 de los aislados (71 %). Mientras que con
REP-PCR se obtuvo una organizacion en 4 grupos, formados por 11 de los
aislados (78 %).

Tabla VII: Comparacion de grupos obtenidos con ERIC y REP-PCR tanto por andlisis visual
como con el software Phoretix 1D Pro

Aislados ERICA REPA ERICB REPB Comparacién

1115 I 1 A A 1
1127 I 1 A A 1
1169 I 1 A A 1
2868 I 1 A A 1
1159 Il 1 B A 2
1172 I 2 B B’ 3
3547 Il 3 B B’ 3
1166 1l 4 C D’ 4
1521 v 4 D D’ 4
0207 \Y 5 E D’ 5
0507 Vi 6 F E 6
0607 Vi 7 G F 7
1007 \% 8 E C 8
1520 \% 9 E C 8

ERIC A y REP A= resultados del andlisis visual, ERIC B y REP B= resultados del analisis
empleando el software de andlisis de geles.

Al comparar los resultados obtenidos por el analisis visual de los geles, con

los obtenidos mediante el uso de un software de analisis de geles, se observa que
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obtuvimos en total 9 grupos, denominados mediante niumeros arabigos del 1 al 8.
El grupo 1 esta constituido por 4 aislados, las muestras 1115, 1127, 1169 y 2868.
El 2 corresponde a un clon unico, la muestra 1159. El grupo 3, lo forman las
muestras 1172 y 3547. El grupo 4 lo conforman las muestras 1166 y 1521. Los
grupos 5, 6y 7 son clones unicos, correspondientes a las muestras 0207, 0507 y
0607 respectivamente. Mientras que el grupo 8 lo forman los aislados 1007 y
1520.

Al evaluar la relacion establecida mediante las diversas pruebas realizadas,
a todos los aislados, obtuvimos cuatro (28,57 %) clones Gnicos. Estos son los
aislados 1159, 0207, 0507 y 0607. Entre los 14 aislados evaluados se
encontraron dos pares (28, 57 %) de clones indistinguibles. Los clones
indistinguibles son los pares de aislados 1520 y 1007; y 1115y 1169. Ademas se
hallé que 4 aislados (28, 57 %) estan muy relacionados.

En la tabla VIII se presenta un resumen de los grupos obtenidos mediante la
genotificacién bacteriana, ademas se ubican los datos de procedencia y fecha de

las tomas de muestras de los aislados empleados en el presente trabajo.
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Tabla VIII: Grupos obtenidos mediante la genotificacion bacteriana de los aislados

Aislado Grupo Hospital/Servicio Fecha
1115 1 HUC/ Cardiologia Mayo 2012
2868 HUC/M1 Septiembre

2012
1169 HUC/UTI Mayo 2012
1127 HUC/UTI Mayo 2012
1159 2 HUC/UTI Mayo 2012
3547 3 HUC/UTI Septiembre

2012
1172 HUC/UTI Mayo 2012
0207 5 IMLF/UCI Marzo 2007
1520 8 HUC/UCI Mayo 2007
1007 IMLF/UCI Febrero 2007
1521 9 NI NI
1166 4 HUC/UTI Mayo 2012
0507 6 PM/UCI Mayo 2007

0607 7 PM/UCI Junio 2007
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8. Discusion

Las infecciones nosocomiales constituyen un problema de salud publica a
nivel mundial, debido a que pueden ocasionar un aumento en la morbilidad del
paciente y presentan una mortalidad asociada (Padgett y col., 2013). Ademas de
generar mayores gastos de tratamiento médico y de personal especializado. Este
tipo de infecciones estan directamente relacionadas a los procedimientos de
diagnostico o tratamiento aplicados en el recinto hospitalario (Ramirez- Sandoval
y col., 2013).

El estudio de las infecciones nosocomiales permite reconocer las fuentes de
infeccion, los factores de riesgo para el paciente, las vias de diseminacion y los
posibles reservorios de microorganismos causantes de la infeccién. La
informacion recabada permite plantear mecanismos de prevencion, control y
vigilancia epidemiolégica. Lo que finalmente conlleva al establecimiento de
medidas de prevencion y control adecuadas, ocasionando una disminucion en el
namero de infecciones nosocomiales reportadas, por lo que se garantiza mejor
calidad de vida al paciente hospitalizado y menores costos en salud (Padgett y
col., 2013).

Los principales factores de riesgo asociados a la infeccibn nosocomial son
los procedimientos de diagndéstico y tratamiento, procedimientos quirdrgicos, la
estructura de la unidad hospitalaria, la condicién inherente al paciente, asi como
sus conductas en cuanto al tratamiento oportuno de infecciones. Ademas un
factor de riesgo sumamente importante es el personal que permanece en contacto
con el paciente, tal como enfermeras, médicos y personal auxiliar (Ramirez-

Sandoval y col., 2013).
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Este tipo de infecciones son ocasionadas, generalmente por
microorganismos que han desarrollado multiples mecanismos de resistencia como
consecuencia de un proceso selectivo, ocasionado por el uso y abuso de
antibiéticos y agentes antimicrobianos, con usos terapéuticos y profilacticos
dentro de los centros de salud. En consecuencia, un aspecto importante del
estudio epidemiolégico de estas infecciones, es comprender como se diseminan
las cepas bacterianas dentro de un hospital, o entre hospitales de un area
determinada. (Rivas y col., 2008)

Entre los microorganismos frecuentemente asociados a la infeccion
nosocomial a nivel mundial, se encuentra Acinetobacter spp. Dentro del género
Acinetobacter, la especie A. baumannii es comunmente aislada de ambientes
hospitalarios, asociandose tanto a superficies inanimadas como a pacientes
ingresados en los Centros de Salud.

Acinetobacter baumannii es un microorganismo de interés epidemioldgico
debido a la presencia y mantenimiento de la capacidad de resistencia a una
amplia variedad de antibi6ticos. Dicha resistencia se debe a la combinacion de
factores como la mutacion de genes enddgenos y la adquisicion de material
genético externo (Rumbo y col., 2014).

Al realizar el estudio de infecciones ocasionadas por microorganismos, el
punto de partida debe ser la caracterizacion e identificacion del mismo. A.
baumannii ha sido descrito como cocobacilo inmévil, Gram negativo, aerobio
estricto, no fermentador, oxidasa negativo (Gonzalez, 2005). Esta descripcion
basada en las caracteristicas fenotipicas de A. baumannii, concuerda con los
resultados de la caracterizacion microbiologica de los microorganismos obtenidos

en este estudio (seccion 7.1 de Resultados). Estos resultados nos permiten una
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primera aproximacion a la identificacion, a nivel de género del microorganismo
empleado como muestra para este trabajo.

Sin embargo, la clasificacion taxondmica de las especies correspondientes al
género Acinetobacter, basada en caracteristicas fenotipicas, aun no se ha
completado hasta el nivel de especies. Por lo que Bouvet y Grimont, en el afio
1986, realizaron estudios de hibridacion DNA-DNA, obteniendo 12 grupos o
genoespecies. De los cuales 4 (Acinetobacter baumannii, Acinetobacter
calcoaceticus, Acinetobacter genoespecie 3 y Acinetobacter genoespecie 13T)
resultaron muy relacionados, por lo que se hace imposible distinguirlos mediante
métodos fenotipicos, en consecuencia fueron agrupados como el complejo
Acinetobacter baumannii- Acinetobacter calcoaceticus (Peleg y col., 2008;
Bergogne-Bérézin y Towner, 1996).

Debido a la dificultad para distinguir mediante métodos fenotipicos a los
aislados pertenecientes al complejo Acinetobacter baumannii- Acinetobacter
calcoaceticus, resulta conveniente desarrollar estudios mas completos,
empleando métodos que permitan tanto la identificacion definitiva del
microorganismo de interés, como la consideracion de los factores de riesgo
asociados a la infeccién. Entre los métodos que han adquirido mayor importancia
en los dltimos afos, se cuentan principalmente los métodos moleculares, lo que
ha llevado al desarrollo de la epidemiologia molecular (Chalbaud, 2012).

El desarrollo de técnicas moleculares ha permitido la identificacion y
clasificacion bacteriana, de modo que se alcance la descripcion de grupos
taxondmicos naturales y el estudio de sus relaciones (Martinez y col., 2004).

Dicho proceso ha llevado al desarrollo de la taxonomia molecular.
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La taxonomia se refiere al arreglo de organismos en grupos, al emplear
técnicas de biologia molecular, dicho arreglo se puede realizar a partir del estudio
del genoma del microorganismo, logrando asi una clasificacion certera. En el caso
de estudiar, identificar y clasificar microorganismos asociados a infecciones,
resulta provechoso el estudio basado en genes codificados en su genoma.

Se ha descrito que A. baumannii presenta cromosomalmente una isla de
resistencia. En dicha isla gendmica se encuentran genes que han sido asociados
a la resistencia a metales pesados, antisépticos y antibioticos. Ademas de exhibir
gran cantidad de genes fordneos obtenidos por transferencia horizontal, también
asociados a la resistencia a antimicrobianos, asi como secuencias asociadas a
transposones e integrones.

Entre los mecanismos de resistencia a antibiéticos, que han sido descritos
para A. baumannii, se cuentan dos mecanismos intrinsecos asociados a la
resistencia a B-lactamicos: una AmpC B-lactamasa y una serina tipo oxalinasa
OXA-51. La enzima OXA- 51, debido a que se encuentra codificada en el genoma
de la bacteria, ha sido ampliamente utilizada para la identificacion de aislamientos
asociados a brotes epidémicos.

Debido al amplio uso que se le ha dado al gen blasyeoxas1 COMo método para
la identificacion de cepas de A. baumannii asociadas a brotes epidémicos, nos
propusimos amplificar dicho gen para la identificacion definitiva de los aislados
empleados como muestra. Obtuvimos la amplificacion de la banda esperada de
353 pb en el 92,8 % de los aislados bajo estudio. Lo que nos indica que se tratan
de bacterias pertenecientes a la especie A. baumannii.

Se ha reportado que las especies de Acinetobacter, distintas a A. baumannii,

no producen ningun tipo de amplicon, cuando se amplifica blapo oxas1 (Turton y
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col., 2010). Lo que nos permite afirmar que, pese a no haber obtenido la banda
esperada de 353 pb, en todas las muestras evaluadas en el presente estudio
(carriles 6, 11 y 15 de la figura 8), todas produjeron algun tipo de amplicon
permitiendo sugerir que todas las muestras pueden ser clasificadas como A.
baumannii.

Desde un punto de vista epidemiologico, es importante identificar con
precisibn a Acinetobacter spp. y estudiar la distribucion de las especies para
determinar el tratamiento antimicrobiano adecuado. Un método molecular
ampliamente utilizado, para la identificacion de especies bacterianas es el estudio
de la sub unidad ribosomal 16S del DNA o la del conjunto de pb que separan la
sub unidad 16S de la sub unidad 23S en el genoma bacteriano, los espaciadores
internos transcritos (ITS por sus siglas en inglés).

En el presente estudio, nos planteamos el objetivo de identificar las muestras
empleadas, en consecuencia aplicamos un conjunto de pruebas que nos
permitieran corroborar que efectivamente todos los aislados eran A. baumannii.
Debido a la gran cantidad de reportes del uso de secuenciacién del gen que
codifica para la subunidad ribosomal 16S del DNA, aplicamos una prueba para
una regién de 426 pb del gen, especifica para A. baumannii.

Al emplear los iniciadores descritos por Lin y colaboradores en 2009,
especificos para A. baumannii, se obtuvo la banda esperada de 426 pb, para
todas las muestras empleadas (figura 7). La obtencion del amplicon se traduce
como un resultado positivo a esta prueba.

En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo, en todas las pruebas
empleadas para la identificacion de los aislados, nos permiten afirmar que todas

las muestras evaluadas son A. baumannii.
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Acinetobacter baumannii presenta una amplia variedad de mecanismos de
resistencia a agentes antimicrobianos, tanto de uso terapéutico, como de uso
profilactico en los hospitales. Ademas la plasticidad de su genoma permite la
incorporacion de material genético externo, lo que conlleva al desarrollo de cepas
multirresistentes. Considerando tales caracteristicas propias de la especie, no
resulta trivial la identificacibn con exactitud de los microorganismos aislados,
asociados a la infeccibn nosocomial. Ya que una buena identificacién de un
microorganismo asociado a una infeccién nosocomial, se traduce en la aplicacion
de tratamientos médicos adecuados y mas eficaces.

Una parte importante del estudio epidemiolégico de infecciones
nosocomiales ocasionadas por microorganismos, consiste en el estudio e
identificacion de las relaciones genéticas entre distintos aislados, bien sea dentro
de un mismo hospital como entre hospitales de un &rea determinada. Esta
informacion permite determinar el origen del microorganismo, las vias y patrén de
diseminacién, asi como determinar el numero de clones circulantes. La
informacion obtenida permite la implementacion de medidas adecuadas de
prevencion y control de brotes infecciosos.

Los estudios de genotipificacion de bacterias asociadas a infecciones
nosocomiales, tanto intrahospitalarias como interhospitalarias y comunitarias,
permite detectar infecciones cruzadas entre pacientes. Este tipo de estudios
también ha permitido determinar la fuente de infeccion en casos de bacteriemia
(Martin- Lozano y col., 2002)

En el presente trabajo nos propusimos estudiar las posibles relaciones
clonales entre microorganismos asociados a infecciones nosocomiales,

relacionadas al uso de catéteres, en pacientes del HUC. Para tal fin, empleamos
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dos métodos basados en la PCR. Una vez obtenidos los patrones de bandas,
comparamos con patrones generados por microorganismos, de la misma especie,
también asociados a infecciones nosocomiales pero en diferentes centros de
salud de la ciudad de Caracas (Ver tabla I).

Nueve de los aislados empleados para este estudio, fueron tomados en el
HUC, en los meses de mayo a septiembre de 2012. De estos aislados, 7
provienen de pacientes de la UTI. Uno proviene del Servicio de Cardiologia
(aislado 1115) y el otro (aislado 2868) proviene de la sala de medicina M1 (tabla
1). El estudio de genoatipificacion de los aislados nos permitio detectar tres grupos
de aislados relacionados entre si (Tabla 7).

Sin embargo dentro de cada grupo, el nivel de relacion entre aislados puede
variar de acuerdo a la cantidad de bandas que compartan, como consecuencia de
eventos mutacionales independientes.

En el grupo 1, por ejemplo, podemos encontrar dos aislados muy
relacionados que a la vez estan posiblemente relacionados a los otros aislados
pertenecientes al mismo grupo. Los patrones de bandas obtenidos, en conjunto
con el tratamiento estadistico realizado para la elaboracion del dendograma, para
las muestras 1127 y 1159, nos llevan a afirmar que se trata de aislados muy
relacionados. Dos aislados muy relacionados son aquellos cuyos patrones de
bandas difieren en 1 a 3 bandas. Este tipo de diferencias se deben a un Unico
evento mutacional y son observadas en ocasiones de cultivos sucesivos del
aislado o en casos de varias tomas de muestras del mismo paciente (Tenover y
col., 1995)

Los patrones de bandas obtenidos para las muestras 1115 y 1169

(provenientes de cardiologia y UTI, respectivamente) resultaron muy similares
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entre si, lo que nos permite agruparlos como posiblemente relacionados. De
acuerdo a los criterios demarcados por Tenover y colaboradores, en el afio 1995,
dos aislados posiblemente relacionados podrian distinguirse debido al hecho de
dos eventos mutacionales independientes. Esto bien podria deberse a que no
tengan relacion epidemiolégica o como consecuencia de aislados tomados en
largos periodos de tiempo (Tenover y col., 1995).

Llama la atencion que ambas muestras fueron tomadas en mayo de 2012, lo
gue nos permite descartar que las diferencias en los patrones se deban a una
separacion temporal entre las tomas de muestras. Sin embargo, se trata de
muestras provenientes de servicios diferentes dentro del Hospital. EI hecho de
que exista relacion entre muestras microbiologicas provenientes de ambientes
separados, que se diferencien por dos posibles eventos mutacionales, nos da
indicios de que quizd proceden de un ancestro comun, que permanece en
diferentes areas del hospital.

Sin embargo, la hipétesis de separacién temporal es aplicable a otro aislado,
perteneciente al mismo grupo y que, por lo tanto se encuentra relacionado a los
aislados hasta ahora mencionados. La muestra 2868, tomada en septiembre de
2012, se encuentra muy relacionada a la muestra 1169, tomada en mayo de
2012. El hecho que una muestra tomada en mayo presente un patron de bandas
similar a uno tomado en septiembre, también hace referencia a la proveniencia de
un ancestro comun. Ademas estos aislados también presentan una separacion
espacial ya que la muestra 2868 proviene de la sala de medicina M1.

La relacion entre aislados puede ser debido a la procedencia de un brote
infeccioso previo. Ha sido ampliamente reportado el aislamiento de cepas

relacionadas, en muestreos realizados luego de brotes infecciosos definidos. En
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un estudio realizado por Huber y colaboradores, en el afio 2014, en un hospital
docente de Kenia, reportan que entre 25 aislados tomados de pacientes,
encontraron secuencias genéticas y patrones de resistencia correspondientes a
muestras reportadas durante un brote infeccioso previo al estudio. El cual habia
sido erradicado tras la aplicacion de rigurosas medidas de control.

En el estudio realizado en el afio 2006 por Salazar de Vegas y
colaboradores, se reporta que cepas de A. baumannii relacionadas, fueron
aisladas esporadicamente antes y durante un brote infeccioso.

Por lo que podemos afirmar que no se trata de una excepcion, el hecho de
encontrar muestras relacionadas aun cuando exista una separacion temporal
entre tomas. El poder determinar estas relaciones, como las dos mencionadas,
con este tipo de estudio, permite conocer una probable via de dispersion del
organismo y aplicar medidas dirigidas especificamente a esta via de dispersion.

Los aislados pertenecientes al grupo 3 (muestras 1172 y 3547) quedan
definidos como muy relacionados, ya que sus patrones de bandas difieren en 3
bandas. Ambas muestras provienen de la UTI, sin embargo la muestra 1172 fue
tomada en mayo de 2012, mientras que la muestra 3547 fue tomada en
septiembre de 2012. Ambas muestras provienen de pacientes diferentes, la
muestra 1172 fue tomada de un paciente femenino, y la muestra 3547 de un
paciente masculino. Pese a que estas muestras estdn muy relacionadas entre si,
no comparten un patron similar a los obtenidos por las muestras pertenecientes a
los grupos 1y 4. En el caso de las muestras pertenecientes al grupo 3, quiza la
infeccion se deba a una contaminacion cruzada, aunque no se conoce el tiempo
de permanencia de ambos pacientes, o si coinciden temporalmente. Otra

explicacion es la existencia de algun reservorio asociado al servicio del cual
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fueron tomadas. Para afirmar la procedencia de la relacién entre ambos aislados,
seria necesario realizar un seguimiento, en el tiempo, del historial médico del
paciente. Esto es, si el paciente habia sido previamente hospitalizado, tanto en el
HUC como en otro centro de salud, si los pacientes que presentaron la infeccion,
de la cual deriva la toma de muestra, coincidieron en su estadia en el servicio de
UTI. Ademas es necesaria la relacién con posibles focos ambientales, que no se
incluyen en el presente trabajo. Esto es motivado a que ha sido ampliamente
reportado la determinacion de infecciones ocasionadas en pacientes, por
bacterias recuperadas de ambientes hospitalarios.

Chalbaud y colaboradores reportan que realizaron un estudio de
caracterizacion epidemiolégica de bacterias causantes de infecciones
nosocomiales en el HUC. En el estudio tomaron muestras tanto de ambiente de
diferentes servicios del hospital como de pacientes. Encontraron que dos aislados
ambientales estaban posiblemente relacionados a dos aislados de pacientes
(Chalbaud y col., 2012)

Otros dos aislados muy relacionados son los que constituyen el grupo 4.
Los aislados 1521 y 1166 presentan patrones de bandas que difieren, a lo sumo,
en 3 bandas. Lo que nos lleva a alegar que se trata de aislados muy relacionados.
Este conjunto de los aislados 1521 y 1166 presenta posible relacion entre si, pero
ninguna relacién con los aislados agrupados en 1 o en 4.

En el caso de este grupo de aislados no podemos afirmar que se trate de
una contaminacion proveniente del ambiente, o una infeccion cruzada de paciente
a paciente, debido a que no poseemos ningun tipo de informacién clinica de la

muestra 1521. Lo que imposibilita plantear hipdtesis acerca de la relacion entre
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aislados. Pero sin lugar a dudas constituyen un grupo clonal diferente del resto,
que podria estar siendo desplazado o podria estar comenzando a invadir.

Con base en el conjunto de pruebas de genotipificacion de los aislados
provenientes de pacientes con infecciones asociadas al uso de catéter, tomadas
en distintos servicios del HUC, podemos afirmar que las muestras 1115 y 1169
son clones indistinguibles. Estas muestras fueron agrupadas en el grupo clonal 1
y son provenientes de distintos servicios del HUC, aunque fueron tomadas en
mayo de 2012. Pueden ser consideradas como parte de una contaminacion que
esta generando infecciones a pacientes ingresados en el HUC.

Un aspecto relevante de los aislados empleados en el presente trabajo,
tomados en el HUC en los meses de mayo a septiembre de 2012, es que
provienen de pacientes con infecciones nosocomiales asociadas al uso de
catéteres.

Los catéteres proporcionan acceso directo al torrente sanguineo, facilitando
asi la administracion de tratamientos médicos, alimentacién parenteral o
productos sanguineos (Garcia y col., 2003). La principal complicacion de su uso
es el desarrollo de infecciones, siendo la bacteriemia la principal infeccion
asociada al catéter y la cuarta infeccion nosocomial mas frecuente (Seisdedos y
col., 2012).

Las fuentes de la infeccion asociada a catéter son la colonizacion de
microorganismos desde la piel del paciente o del personal médico- asistencial, la
contaminacion de las conexiones del catéter, la contaminacion proveniente de la
punta del catéter o por contaminacion de los fluidos en infusion (Seisdedos y col.,

2012; Brenner y col., 2003).
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Se ha reportado que la bacteriemia derivada de la conexion del catéter es de
origen extraluminal, es decir consecuencia de la colonizacion de microorganismos
de la flora cutanea del paciente o del personal, mientras que la bacteriemia de
origen intraluminal se relaciona a malas précticas asépticas cuando se manipula
el catéter, las agujas, los conectores o provenientes del fluido en infusion
(Mermel, 2011).

El estudio de las infecciones asociadas al uso de catéter, complementado
con técnicas moleculares permite determinar las fuentes de la infeccion, de esta
manera se establecen las medidas de control y prevencion adecuadas (Mermel,
2011).

En el presente trabajo se realizo la genotipificacion de aislados asociados a
infecciones relacionadas al uso de catéter, por ello llama la atencién la
determinacion de relaciones filogenéticas entre aislados provenientes de distintos
servicios del HUC o de tomas de muestras de periodos de tiempo diferentes.

Considerando que el desarrollo de la infeccion nosocomial puede ser
considerado como medida de la calidad de la atencién sanitaria prestada, y que
las manos del personal médico- asistencial podrian servir de reservorio a diversos
microorganismos que luego podrian infectar a los pacientes ingresados que se
encuentren inmunosuprimidos. Resulta fundamental el desarrollo de estudios que
permitan hacer seguimiento de los posibles focos y vias de infeccion mediante
métodos moleculares, cuyos resultados en conjunto con el reforzamiento de las
buenas practicas asépticas en el personal médico- asistencial, garantizan una
disminucion en la incidencia de infecciones nosocomiales asociadas a catéter.

Al realizar estudios de tipificacion, tanto para la identificacion correcta de un

género 0 especie, como para establecer la relacion genética entre
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microorganismos involucrados en un posible brote, resulta conveniente la
comparacion con microorganismos de la misma especie que permitan verificar
los resultados (Fontana y col., 2013)

En este caso la comparacién se realizo entre los 9 aislados provenientes del
HUC, tomados en mayo y septiembre de 2012, con 5 aislados provenientes de
varios centros de salud de la ciudad de Caracas (Ver tabla I). Los aislados 0207,
0507, 0607, 1007 y 1520, habian sido previamente evaluados e identificados
como A. baumannii (Cuaical y col., 2012)

Las pruebas de genotipificacion se aplicaron a los aislados 0207, 0507,
0607, 1007 y 1520. Al obtener los perfiles de bandas, se compararon con los
patrones de bandas generados por las mismas pruebas al aplicarlas a los
aislados provenientes del HUC. De dichas pruebas, la REP-PCR demostré una
gran variabilidad genética entre aislados provenientes de diferentes centros de
salud (figura 12). Con ERIC- PCR obtuvimos patrones de bandas que se
asemejan, entre todos los aislados evaluados, sin que llegase a establecerse
relacion entre todos (figuras 9y 10)

Los aislados provenientes de distintos centros de salud de
Caracas no mostraron relacién con los aislados provenientes del HUC. Sin
embargo, se encontr6 relacion entre dos aislados provenientes del Instituto
Médico La Floresta (0207 y 1007) y uno del HUC (1520). Este ultimo corresponde
a una toma realizada en mayo de 2007. Entre estos 3 aislados se encontr6
diferencias de 3 bandas, lo que los define como aislados muy relacionados entre
Si.

Los resultados obtenidos en las pruebas de genotipificacion de aislados

nosocomiales provenientes de distintos centros de salud de la ciudad de Caracas,
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nos permiten afirmar que las muestras 1520 y 1007 son clones indistinguibles.
Estas muestras fueron agrupadas en el grupo clonal 8 (tabla VI).

No se puede asegurar que la relacién entre los aislados provenientes de
diferentes centros de salud se deba clones circulantes. Para ello se requieren
estudios mas exhaustivos, que incluyan tanto la toma de muestras de ambientes
de ambos centros de salud y del personal que pudiera laborar en ambos centros,
asi como la evaluacion de la historia clinica de los pacientes hospitalizados en los
servicios de ambos hospitales, esto es verificar si han sido hospitalizados en uno
de los centros de salud incluidos en este estudio y luego trasladados a otro.

En el estudio realizado por Huber y colaboradores, reportan que en todos los
casos, el primer aislamiento de cada tipo de secuencia, que deseaban identificar,
fue tomado de pacientes provenientes de otros hospitales (Huber y col., 2014). Lo
que indica la introduccion y propagacion de cepas adaptadas a ambientes
hospitalarios. En el caso de las muestras analizadas en el presente trabajo, no
podemos afirmar que este sea el caso, ya que no conocemos el historial de los
pacientes en los que se detecto la infeccion por A. baumannii.

Otro posible vehiculo en la propagacién de microorganismos entre diferentes
centros de salud de un area determinada, puede ser el personal de salud, en caso
que el personal labore en mas de una centro asistencial. El estudio realizado en el
aflo 2005 por Pancholi y colaboradores, plantea la caracterizacion molecular de
69 aislados provenientes de manos y de ambiente de cuidadores, en Manhattan.
Los autores, encontraron cepas de A. baumannii tomadas de manos, las cuales
resultaron indistinguibles de algunas provenientes de ambiente (Pancholi y col.,
2005). Afirman que si bien, las cepas ambientales resultan susceptibles a los

agentes antimicrobianos, en el ambiente hospitalario pueden convertirse en
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patdgenos potenciales. Este estudio da indicios que las cepas de A. baumannii
podrian encontrar algun reservorio en la comunidad que sirva como fuente de
infeccion nosocomial.

Por lo expuesto podemos sugerir que existe la posibilidad de dispersion de
aislados nosocomiales de un hospital a otro, dentro de un éarea geografica
determinada. Sin embargo, los datos obtenidos en el presente estudio, resultan
limitados para explicar la relacion entre aislados provenientes de diferentes
centros de salud de la ciudad de Caracas.

Cabe destacar que es fundamental el desarrollo de estudios epidemiologicos
gque empleen técnicas moleculares para la determinacion de las relaciones
filogenéticas entre aislados nosocomiales asociados a pacientes cateterizados.
Motivado a que este tipo de estudios no son susceptibles a los cambios que
ejerzan sobre el microorganismo los factores ambientales. De esta manera se
establece de forma certera la fuente de la infeccion bacteriana, los focos de
contaminacion, asi como las vias de diseminacion. Los resultados obtenidos
permiten determinar posibles brotes infecciosos pero a su vez facilitan el
desarrollo de medidas prevencion y control especificas y en consecuencia
efectivas.

Una pieza clave en la prevencion de la infeccion nosocomial asociada al
catéter es la aplicacion de sistemas de vigilancia epidemioldgica que empleen la
genotipificacion bacteriana de los aislados nosocomiales. Permitiendo el
monitoreo de los clones circulantes y determinando si estos se mantienen en el
recinto hospitalario ocasionando infecciones. La informacion recabada, al ser

comunicada al personal que labora en el centro de salud, facilitaria el
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establecimiento de medidas que conlleven a la disminucion en la incidencia de

infecciones asociadas a dispositivos tipo catéter.
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9. Conclusiones

Se identificaron los aislados como A. baumannii, tanto por métodos
fenotipicos como por métodos genotipicos. Se realizo la genotipificacion de todos
los aislados mediante rep-PCR

Entre los aislados provenientes de infecciones de pacientes internos en el
HUC, tomados en los meses de Mayo a Septiembre de 2012, se establecieron 3
grupos clonales.

Se identificaron dos pares de clones indistinguibles. Un par proveniente del
HUC, de los servicio de UTI y Cardiologia. Y un par proveniente del HUC y del
Instituto Médico La Floresta.

Al realizar la comparacion de perfiles de patrones de rep-PCR obtenidos con
los aislados asociados a infecciones relacionadas al uso de catéter con aislados
de otros Centros de Salud, se obtuvieron patrones de bandas similares

ERIC y REP generan patrones de bandas sencillos, de facil interpretacion
para la genotipificacion de aislados nosocomiales de A. baumannii

El desarrollo de estudios de genotipificacion bacteriana de aislados
nosocomiales resulta fundamental para el estudio epidemiolégico de infecciones
asociadas al uso de catéteres, permitiendo el establecimiento de medidas de

prevencion y control de infecciones eficaces.
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10. Recomendaciones

Reforzar las recomendaciones al personal médico- asistencial y de servicio
de centros de salud, sobre la importancia de la higiene de las manos.

Reforzar la implementacion de planes de monitoreo, vigilancia y prevencién
de posibles brotes infecciosos en &reas de alta poblacion en hospital, ademas de
en aquellas en las que se encuentra la poblacion mas susceptible a padecer este
tipo de infecciones. Estos planes deben incluir técnicas de epidemiologia
molecular

Se recomienda realizar tomas de muestras asociadas a infecciones
nosocomiales asociadas al uso de catéteres, con toda la informacién posible, de
manera que se permita realizar estudios que conlleven a la determinacion de las
fuentes de infeccion, las vias de diseminacion y posibles focos. De esta manera
se pueden establecer medidas efectivas de prevencion y control de infecciones
nosocomiales.

Se recomienda complementar las medidas de prevencion y control de
infecciones nosocomiales asociadas al uso de catéteres, empleadas en los
hospitales, con técnicas moleculares, permitiendo hacer seguimiento y control de

calidad de las medidas implementadas.
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