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RESUMEN

Con el objeto de analizar la resistencia antimicrobiana in vitro en cepas de Acinetobacter
sp., aisladas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” (HUAPA),
Cumanad, estado Sucre, durante el periodo comprendido entre los meses junio-diciembre
de 2008,se estudiaron 265 aislados identificados previamente como Bacilos Gram
Negativos no Fermentadores (BGNNF), provenientes de pacientes hospitalizados y
ambulatorios, atendidos en dicha institucion. La identificacion a nivel de género de los
aislados de Acinetobacter sp. se realizdo mediante pruebas bioquimicas convencionales.
La susceptibilidad antimicrobiana se determind mediante la prueba de difusion en agar.
Para la deteccion fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se utilizo el
método de disco combinado y para la deteccion de metalo-B-lactamasas (MPBL) se
realizé la prueba de doble disco. La B-lactamasa tipo AmpC inducible se detectd al
observar achatamiento delhalo de inhibicion entre los discos de ceftazidima e imipenem
y piperacilina tazobactam e imipenem en el antibiograma.Se identificaron 85 aislados de
Acinetobacter sp., de éstos, 79 se obtuvieron de pacientes hospitalizados y 6 de
pacientes ambulatorios. Con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana, las cepas de
Acinetobacter sp. presentaron porcentajes de resistencia ante la mayoria de los -
lactdmicos, los cuales fueron superiores al 54,0%, a excepcion de las carbapenemas,
donde los porcentajes de resistencia fueron inferiores al 35,0%. Se detectaron 23
aislados de Acinetobacter sp. productoras de BLEE, mediante el método de disco
combinado. Se observaron 19 aislados productores de AmpC inducible y uno productor
de MBL. El fenotipo I (SAMF, TICR, PIPR, CTXR, CAZR, FEP®, IPM®, MEM®) fue el
mas frecuentemente hallado entre las cepas ante los antimicrobianos B-lactamicos. Con
respecto a los aminoglucosidos, los porcentajes de cepas de Acinetobacter sp.
resistentesfueron inferiores al 51,0%, siendo, el fenotipo A (GENS, NNS, NETS, AMKS,
SPT®) el mayormente observado. Seguido por el fenotipo B (GEN®, NN®, NET®,
AMKR, SPTY). La resistencia de las cepas de Acinetobacter sp. ante las quinolonas fue
superior al 55,0%, siendo el fenotipo o (NAR, CIPR, LVX®) el mayormente encontrado.
Los B-lactdmicos fueron los mas utilizados como terapia antimicrobiana previa, tanto en
pacientes hospitalizados como ambulatorios. Se concluye que, el aislamiento de cepas de
Acinetobacter sp. multirresistentes no depende del tipo de muestra, ni de la terapia
antimicrobiana previa y, tampoco estd condicionado al servicio médico donde se
encuentre el paciente.



INTRODUCCION

Las bacterias del género Acinetobacter son bacilos cortos gramnegativos (1,5 a
2,5 pm por 1,0 a 1,5um), generalmente, se disponen en parejas, cadenas o agrupados
irregularmente.No fermentan la glucosa y son aerobios estrictos, inmdviles, catalasa
positivo y oxidasa negativo, crecen bien en todos los medios de cultivo utilizados de
rutina y su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30 a35°C (Bergogne-Bérézin y
Towner, 1996; Salazar y Nieves, 2005).Después de 24 horas de crecimiento en agar
sangre, las colonias de Acinetobacter sp. presentan un tamafio entre 0,5 y 2,0 mm de
diametro, son traslicidas a opacas, convexas y enteras. La mayoria de las cepas crecen

bien en agar Mac Conkey, donde crecen colonias rosado palido (Konemanet al., 2008).

Originalmente, el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey habia
clasificadoeste género dentro de la familia Neisseriaceae. Sin embargo,basados en los
datos taxondmicos mas recientes, se propuso que los miembros del género Acinetobacter
se clasifiquen en la familia Moraxellaceae(Towner, 2006; Peleg et al., 2008).El género
Acinetobacter incluye al menos 33 genoespecies, de las cuales, s6lo 25 han podido ser
nombradas (Salazar et al., 2006; Nemec et al., 2009; Anandham et al., 2010; Nemec et
al., 2010; Nemec et al., 2011; Radice et al., 2011).

Acinetobacter sp. forma parte de la microbiota de la piel y, de acuerdo a Diomedi
(2005), hasta 31,0% del personal de salud es portador de bacilos gramnegativos en sus
manos, de los cuales, Acinetobacter sp. es el segundo microorganismo (7,5%) mas
comunmente aislado. Ademads, los miembros de este género estdn cada vez mas
implicados como presunto agente causal o contribuyendo en numerosos procesos
infecciosos. Estas bacterias también habitan en el suelo, el agua y alcantarillado. Otros
reservorios de dicho organismo pueden incluir una gama de superficies secas y humedas,
y los equipos en el medio hospitalario, asi como los pacientes y el personal del mismo
(Bergogne-Bérézin y Towner, 1996; Vila et al., 2007; Koneman et al., 2008; Opazo et
al., 2009).

Acinetobacter baumannii es la especie hallada con mayor frecuencia en

muestrasclinicas humanas, seguida de A. iwoffii, A. haemolyticus, A. johnsonii, A. pittii,



la genoespecie 6 y A. nosocomialis(Salazar et al., 2006; Dijkshoornet al.,
2007;Konemanet al., 2008; Nemec et al., 2011; Casellas, 2012).

En los ultimos afios, las bacterias del género Acinetobacter han adquirido
importancia epidemiolédgica de forma gradual y ascendente, debido a su emergencia
como patdogeno oportunista causante de un gran nuamero de infecciones
intrahospitalarias, y por la multirresistencia que se observa en la mayoria de los aislados,
lo cual constituye un factor limitante para el tratamiento (Espinosa et al., 2008; Aguirre
et al., 2009; Vizcaino, 2009; Teme et al., 2010).Acinetobactersp.afecta, especialmente, a
pacientes inmunocomprometidos que han sido sometidos a cirugia mayor o traumatismo,
o aquellos con enfermedades subyacentes graves, tales como: quemaduras,
inmunosupresion y tumores malignos.Entre las infecciones se incluyen: neumonia,
principalmente asociadas a ventilacion mecanica, septicemia, endocarditis, meningitis,
sepsis de la herida y la piel e infeccion del tracto urinario (Vila et al., 1993; Diomedi,
2005; Towner, 2006; Enoch et al., 2007; Pérez et al., 2007, Maragakis y Perl, 2008;
Hernandez et al., 2010).

La sociedad americana de enfermedades infecciosas publico una lista de alarma
para llamar la atencion sobre los seis microorganismos mdas peligrosos en estos
momentos, no s6lo por su virulencia, sino por ser resistentes a la gran mayoria de los
antibidticos disponibles en la actualidad, en el cuarto lugar de dicha lista se encuentraA.
baumannii (Prada, 2006; Fernandez-Canigia y Dowzicky, 2012).

Los mecanismos de resistencia que se han descrito frente a los antimicrobianos
B-lactamicos, en especies de Acinetobacter incluyen: la produccion de P-lactamasas
cromosoOmicas o plasmidicas, alteraciones de las proteinas de union a la penicilina, y
permeabilidad reducida de la membrana externa; ademas se ha sugerido la existencia de
bombas de expulsion activa frente a estos antimicrobianos (Diomedi, 2005; Heritier et
al., 2005; Poirel et al., 2005; Vila y Marco, 2010; Radice et al., 2011). La produccion de
B-lactamasas es el mecanismo mas estudiado en este microorganismo y, posiblemente, el
de mayor importancia; en la tabla 1 se muestran las -lactamasas hasta ahora descritas
(Vila, 1998; Vila y Marco, 2002; Heritier et al., 2005; Poirel et al., 2005; Peleg et al.,

2008; Vila y Marco, 2010). Existe una gran variedad de dichas enzimas, las cuales



tienen la misma funcion, pero se diferencian en la secuencia de aminodcidos y en su

afinidad por diferentes sustratos B-lactamicos (Koneman et al., 2008).

Tabla 1. B-lactamasas descritas en Acinetobacter spp.

Clase Tipo de B-lactamasas

A 2b: TEM-1, TEM-2, CARB-5, SCO-1
2be: PER-1, -2y -7, VEB-1, y -1a, TEM-92, SHV-5,
SHV-12, CTX-M-2
2f: KPC-2, -3, -4y -10, GES-11,-12y -14

B IMP-1, -2, -4,-5,-6 y -11, VIM-1 y -2, SIM-1, NDM-1
y -2

C ADC-1,-3,-4,-6y-7

D OXA-21, OXA-37, OXA 51/69, OXA-23, -27, -49,

OXA-24/40, -25, -26, -72, OXA-58, -96, -97, OXA-143

Tomado de: Dijkshoornet al., 2007; Bogaerts et al., 2010; Vila y Marco, 2010.

La produccion de enzimas inactivantes es el principal mecanismo de resistencia
ante los aminoglucoésidos entre las especies de Acinetobacter, cada una tiene un sustrato
diferente que confiere a la bacteria un perfil especifico de resistencia, ellas son: las
enzimas acetiltransferasas (AAC), dentro de las que se encuentran: la AAC (3)-11, la
cual confiere resistencia a kanamicina, tobramicina, gentamicina y netilmicina; la AAC
(6")-I proporciona resistencia para kanamicina, tobramicina, amikacina y netilmicina; la
AAC (2") inactiva gentamicina, tobramicina y netilmicina y la AAC (3°)-1 confiere
resistencia a gentamicina. En el caso de las enzimas adeniltransferasas (ANT), la ANT
(2")-1 confiere resistencia a kanamicina, tobramicina y gentamicina y la ANT (3") a
estreptomicina y espectinomicina. Las aminoglucosido-fosfotransferasas (APH),
particularmente, la APH (2°") inactiva gentamicina, kanamicina, tobramicina,
netilmicina y amikacina y la APH (3") confiere resistencia a kanamicina y amikacina.
Sin embargo, la APH (37)-VI confiere resistencia, principalmente, a amikacina (Shaw et

al., 1993; Bergogne-Bérézin y Towner, 1996; Vila y Marco, 2010).



También se ha detectado la presencia de genes que le confieren resistencia a A.
baumannii frente a tetraciclina. Asimismo, se han descrito bombas de expulsion activa
especificas para este antimicrobiano (Huys et al., 2004; Pérez et al., 2007; Peleg et al.,
2008).

Acinetobacter posee una membrana externa adicional que actiia como barrera de
permeacion y, ademds, presenta bombas de expulsion activa que se encuentran
expresadas de manera constitutiva, lo cual se traduce en una menor susceptibilidad a los
antimicrobianos, lo que, sumado a otros mecanismos de resistencia, genera un fenotipo
de multirresistencia (Diomedi, 2005; Opazo et al., 2009; Hernandez et al., 2010; Vila y
Marco, 2010).

Segtin Carmonaet al. (2000), los primeros reportes de resistencia bacteriana, a
nivel mundial, comenzaron hace, aproximadamente, 40 afios. La resistencia puede darse
de forma natural o intrinseca,cuando en bacterias de una misma especie existen
mecanismos permanentes determinados genéticamente, no correlacionables con el
incremento de dosis del antimicrobiano, y de forma adquirida, debido a la modificacion
de la carga genética de la bacteria, la cual puede aparecer por mutacion cromosémica o
pormecanismos de transferencia genética (Cordiés et al., 1998; Pérez, 1998; Silva, 2006;
Yoneyama y Katsumata, 2006).

Entre los factores mas importantes relacionados con la aparicion de resistencia
bacteriana se encuentran: el empleo de antibioticos de amplio espectro en pacientes
hospitalizados por largos periodos, sobre todo en areas relativamente limitadas como las
unidades de cuidados intensivos, la dosis y la duracion inadecuada de la terapia
antimicrobiana y el desconocimiento de los perfiles de sensibilidad de los diferentes
gérmenes circulantes en las diferentes areas o instituciones de salud (Espinosa, 2008;
Gomez et al., 2008).

Segiin Koneman et al. (2008), las especies de Acinetobacter son resistentes a una
amplia variedad de antibidticos, existiendo una resistencia universal a penicilina,
ampicilina y cefalotina, y la mayoria de las cepas son resistentes al cloranfenicol.

Diversos reportes han comunicado altas tasas de resistencia antimicrobiana en

Acinetobacter sp., sus patrones de resistencia varian segun especies aisladas y zona



geografica (Diomedi, 2005; Picazo et al., 2006). Garcia-Pefiuela et al. (2006) afirman
que, pese a haber aumentado la resistencia de A. baumannii a todas las familias de
antibioticos y de forma generalizada en todo el mundo, todavia se aprecian importantes
diferencias entre lugares geograficamente distantes. En su estudio, al comparar patrones
de sensibilidad de cepas de A. baumannii de diferentes origenes, se obtuvieron
mayoresporcentajes de resistencia en cepas provenientes de Espafia frente a cepas de
China paralos siguientes antibioticos: colistina, imipenem, ceftazidima, sulbactam,
ofloxacina, tobramicina y amikacina; ademas, sugieren que las diferencias existentes en
las tasas de resistencia podrian estar relacionadas con la expresion de diferentes
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos entre los aislamientos de este

microorganismo.

Al respecto, Fernandez-Cuenca et al. (2004)publicaron una revision sobre varios
estudios realizados en Espafia, en los que se ha evaluado la sensibilidad in vitro de A.
baumannii a los antimicrobianos, donde observaron que existe una gran diversidad de
clones de este microorganismo aislados en Espana, siendo el patron mas frecuente, el
caracterizado por la resistencia a doxiciclina, ceftazidima, sulbactam, imipenem,

gentamicina y amikacina.

Picazo et al. (2006), en un estudio realizado en 40 hospitales de Espafia sobre los
patrones de sensibilidad a antimicrobianos de las bacterias multirresistentes, reportaron
que la mayoria de los aislamientos de A. baumannii fueron resistentes a ticarcilina,
piperacilina,piperacilina-tazobactam,  trimetoprim-sulfametoxazol,  ciprofloxacina,
levofloxacina y gentamicina (entre el 70,0 y el87,0% de cepas resistentes). La tasa de
resistencia a imipenem, que en los afios 2001-2004 se habia mantenido en torno al

27,0%, aument6 hasta el 47,8% en dicho estudio.

En Venezuela se estd vigilando la resistencia bacteriana desde el afio
1987,cuando se cred el Programa Venezolano de Vigilancia de Resistencia Bacteriana a
los Antimicrobianos (PROVENRA), en el cual, actualmente participan 49 laboratorios
de microbiologia publicos y privados del pais, entre los cuales se encuentra el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA). Este programa forma parte de un

Sistema Internacional de Vigilancia de la Resistencia WHONET, que depende de la



Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en el que participan 53 paises del mundo. Las
cifras del periodo 1998 a 1999 demostraron altos porcentajes de cepas de Acinetobacter
sp., resistentes para cefalosporinas, aminoglucésidos y quinolonas, con la mejor
actividad para los carbapenemas, para Acinetobacter sp., por lo que este microorganismo

constituye un problema creciente, debido a su multirresistencia(Carmona et al., 2000).

En un estudio publicado por Pedroza et al. (2002), se reportan aislados de A.
baumannii provenientes de 3 centros hospitalarios de Caracas, que revelan la presencia
de patrones complejos de resistencia multiple. Mas del 80,0% de las cepas presentaron
resistencia a antimicrobianos como: ceftriazona, cefotaxima, ampicilina/sulbactam y
amoxacilina/acido clavulanico, los cuales son de uso frecuente en el tratamiento de las
infecciones causadas por este microorganismo. Ademas, se observo resistencia hasta de
100,0%, frente a antibidticos como amoxacilina y cefotaxima.También, Narvaez et al.
(2005), afirman que la resistencia a miultiples antimicrobianos es un fenémeno
frecuentemente asociado a la presencia de plasmidos transmisibles, convirtiéndose
¢éstosen los agentes responsables de la diseminacion de la resistencia entre diferentes

especies bacterianas en un ambiente hospitalario.

Estudios publicados por Salazar et al. (2006) y Salazar et al. (2007), reportan
aislamientos de cepas de Acinetobacter RUH 1139 y A. baumanni, provenientes de
pacientes hospitalizados de la Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos (UCI-A) y de
la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto Auténomo Hospital
Universitario de Los Andes (IAHULA), respectivamente; los cuales muestran fenotipos
de resistencia a multiples farmacos. Ademas, existen aislamientos de A. baumannii,
donde se observa que todas las cepas fueron resistentes a la gentamicina y tetraciclina,
90,0% a amikacina y cefotaxima, y el 85,0% a ciprofloxacina. La resistencia de las
cepas a la ceftazidima, cefepima e imipenem fue de 40,0; 50,0 y 10,0%,
respectivamente.

Figueroa (2001), en su estudio de resistencia a antibidticos en bacterias
patogenas, aisladas en pacientes del HUAPA, obtuvo que el mayor porcentaje de

resistencia se presentd en los bacilos gramnegativos, entre los que se encuentra



Acinetobacter sp., con un 50,0% de cepas resistentes, siendo el fenotipo mas observado:
CEF®, CIP®, TOB", SAM®, CL*.

A nivel mundial, el incremento de infecciones intrahospitalarias, causadas por
cepas multirresistentes de Acinetobacter sp.,ha originado un aumento en el estudio de la
actividad in vitrode diversos agentes antimicrobianos contra dichas cepas; sin embargo,
a nivel nacional son pocos los trabajos publicados que reportan informacion al respecto.
Por lo que, el presente trabajo estuvo dirigido a analizar la resistencia antimicrobiana
invitro en cepas de Acinetobacter sp., aisladas, durante el Gltimo semestre del afio 2008,
de pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.

Cumana, estado Sucre.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas

Se estudiaron 265 aislados identificados previamente como Bacilos Gram
Negativos no Fermentadores (BGNNF), obtenidos a partir de muestras provenientes de
pacientes hospitalizados en los diferentes servicios médicos y ambulatorios (consultas de
ginecologia-obstetricia, traumatologia, medicina interna, pediatria, urologia, personal y
redes ambulatorias) atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”.
Cumana, estado Sucre, durante el periodo junio-diciembre de 2008. Los aislados
bacterianos se encuentran preservados en el Laboratorio de Bacteriologia Clinica del
Departamento de Bioandlisis de la Escuela de Ciencias, Nucleo de Sucre, Universidad

de Oriente.

Recoleccion de datos

Para la recoleccion de los datos clinicos, se realizoé una revision de la historia de
los pacientes que tenian cultivos positivos para BGNNF, dicha historia fue recolectada
en una encuesta aplicada a cada uno de los pacientes, previo consentimiento de los

mismos (Anexos 1y 2).
Subcultivo de cepas

Con el objeto de probar la viabilidad y pureza de los aislados, cada cepa
conservada se coloc6 en caldo infusiéon cerebro corazon. Luego, los mismos se
cultivaron en agar Mac Conkey (BBL™) y, posteriormente, se observo el crecimiento
bacteriano. En cada ocasion, el material fue incubado durante toda la noche a 35°C. Con
la finalidad de verificar que los cultivos correspondian a Acinetobacter sp., las colonias
caracteristicas de no fermentador, se identificaron a nivel de género mediante el método
bioquimico convencional, segtin lo descrito por Koneman et al. (2008) y Castillo (2009),

el cual incluia: caracteristicas morfoldgicas, tintoriales y de colonias, motilidad, prueba



de oxidasa, oxidacion de la glucosa, xilosa, hemdlisis en agar sangre, hidrolisis de la
gelatina al 4,0%, crecimiento a 37, 42 y 44°C, respectivamente.

Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad a los agentes antimicrobianos se determin6 mediante la prueba
de difusion en agar, siguiendo las recomendaciones descritas por Bauer et al. (1966) y
por el Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios, del inglés: Clinical Laboratory
Standard Institute (CLSI, 2011), para ello, se tomaron colonias del cultivo puro
seleccionado y se prepard un indculo en solucién salina estéril, ajustandolo con un tubo
patron de 0,5 Mac-Farland. Luego, se tom6 un hisopo estéril y se impregnd en la
suspension bacteriana, rotando el algodon contra las paredes del tubo para descartar el
exceso de suspension.

Se sembré la superficie del agar Mueller Hinton (Oxoid, LTD) en tres
direcciones diferentes, dejando reposar la placa por 5 minutos. Luego, se aplicaron los
discos antibioticos sobre la superficie del agar. Posterior a las 18-24 horas de incubacion
a 35°C, se realiz6 la lectura de los halos de inhibicion, interpretindose como sensible
(S), intermedia (I), o resistente (R), seglin las categorias de interpretacion establecidas
por el CLSI (2011) para Acinetobacter sp. Los agentes antimicrobianos utilizados
fueron: ampicilina (10 pg), ticarcilina (75 pg), acido nalidixico (30 pg), amikacina (30
ng), netilmicina (30 pg), espectinomicina (100 pg), amoxicilina/acido clavulanico (30
ng), ampicilina sulbactam (20 pg), cefepima (10 pg), cefotaxima (10 pg), ceftazidima
(30 pg), ciprofloxacina (10 pg), gentamicina (10 pg), imipenem (10 pg), levofloxacina
(5 ng), meropenem (10 pg), piperacilina (100 pg), tobramicina (10 pg), tetraciclina (30
ng), trimetoprim sulfametoxazol (10 pg), ceftriaxona (30 pg) y piperacilina tazobactam
(100 png/10 pg), ceftazidima/acido clavuldnico (30 pg/10 pg), cefotaxima/acido
clavulanico (10 pg/10 pg) (todos de la marca BBL™). Se utilizaron los puntos de corte
recomendados para Acinetobacter sp., por el CLSI (2011).La colocacion de los discos en
la placa de Mueller Hinton se hizo tomando en consideracion las plantillas sugeridas por
el Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” para el antibiograma estandarizado

(Anexo 3).



Las cepas utilizadas como controles, tanto para las pruebas bioquimicas como
para las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, fueronEscherichia coli ATCC 25922
y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Deteccion fenotipica de B-lactamasas

La deteccion fenotipica de B-lactamasas de expectro extendido (BLEE) se realiz6
mediante el método de disco combinado segun lo descrito por Lezameta et al.(2010). Se
evidencio la produccion de la enzima cuando los discos de ceftazidima/acido clavulanico
y cefotaxima/acido clavulanicopresentaron diferencias en las zonas de inhibicion >5 mm
a las producidas por los discos de ceftazidima y cefotaxima solos (Lezameta et al.,
2010). Como método alternativopara la deteccion de BLEE se utiliz6 €l de sinergia del
doble disco.Se considerd sinergia positiva al observar una ampliacion o distorsion en el
halo de inhibicion entre los discos de 4cido clavulanicoy ceftazidima o cefepima (Jarlier
etal., 1988).

La deteccion fenotipica de AmpC inducible se realizd6 al observar un
achatamiento del halo de inhibicion entre los discos de ceftazidima e imipenem.
Adicionalmente, para detectar dicha enzima se emplearon los discos piperacilina
tazobactam e imipenem (Martinez, 2009). Y se sospechd la presencia de AmpC
desrreprimida o hiperproducida al observar resistencia en los discos de ticarcilina,
cefotaxima, ceftazidima y cefepima, sin produccion de BLEE (Vila y Marco, 2010).

La deteccion de metalo-B-lactamasas (MPBL) también se realizd mediante la
prueba de sinergia del doble disco. Se evidencid la produccién de la enzima al observar
una sinergia en forma de campana entre imipenem y/o meropenem con el agente
quelante empleado EDTA/SMA (acido etilendiaminotetraacético/Mercaptoacético de
Sodio) (Sociedad Argentina de Bacteriologia, Asociacion Argentina de Microbiologia -

SADEBAC-AAM, 2010).
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Analisis estadistico

Se realizdé un anélisis estadistico descriptivo de los resultados obtenidos, los
cuales se representaron en tablas y figuras. Para asociar los fenotipos de resistencia con

los factores clinicos se aplico la prueba estadistica Chi-cuadrado (Jiménez, 2000).
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RESULTADOS

De los 265 aislados bacterianos identificados como BGNNF, 160 (60,4%)
correspondieron a Pseudomonas sp., 85 (32,1%) a Acinetobacter sp., y 20 (7,5%) a otros
BGNNF no identificados. De los aislados de Acinetobacter sp., el 92,9% (79) se obtuvo
de 67 pacientes hospitalizados y el 7,1% (6) de 6 pacientes ambulatorios.

El servicio de donde se aislo el mayor porcentaje de cepas de Acinetobacter sp.
provenientes de pacientes hospitalizados fue en el area de medicina (36,5%), seguido
por retén (22,4%), UCI/Adulto (11,8%) y UCI/Pediatrico (10,6%), y en menor
porcentaje se ubicaron los aislados de pediatria (5,9%), cirugia traumatica (2,4%),
cirugia blanda (1,2%), unidad de dialisis (1,2%) y post-parto (1,2%). En el caso de las
cepas de Acinetobacter sp. de origen ambulatorio, éstas se obtuvieron de los servicios de
redes ambulatorias (3,5%), consulta de traumatologia (1,2%), consulta de reumatologia
(1,2%) y particular (1,2%).

La figura 1 sefala la susceptibilidad in vitro de las cepas de Acinetobacter sp.
mostradas ante diferentes agentes antimicrobianos ensayados, observandose que dentro
de los antibidticos B-lactamicos, todas las cepas fueron resistentes ante la ampicilina,
asimismo, un alto porcentaje de las mismas resultd resistente a ampicilina sulbactam
(77,6%), piperacilina (74,1%), piperacilina tazobactam (62,4%) y ticarcilina (74,1%); en
el caso de las cefalosporinas ensayadas, el mayor porcentaje de resistencia se observo
ante cefotaxima, con 80,0%, seguido de ceftriaxona, ceftazidima y cefepima con 67,1%,
61,2% y 54,1%, respectivamente. Ante las carbapenemas, imipenem y meropenem, hubo
menor porcentaje de cepas resistentes (31,8% y 30,6%, respectivamente).

En relacion a los aminoglucdsidos probados, el mayor porcentaje de resistencia
se observd ante la espectinomicina (50,6%). Mientras que, ante gentamicina,
tobramicina, netilmicina y amikacina, el porcentaje de cepas resistentes fue menor
(44,7%). En cuanto a las quinolonas, el 67,2 y 65,9% de las cepas fue resistente al acido
nalidixico y la ciprofloxacina. Ante levofloxacina, hubo menor porcentaje de cepas
resistentes (55,3%). Por ultimo, ante tetraciclina y el trimetoprim sulfametoxazol, las

cepas  presentaron  porcentajes de  resistencia de 50,6 'y @ 61,2%.
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Figura 1. Distribucion porcentual de la susceptibilidad antimicrobiana in vitro de las cepas de Acinetobacter sp. frente a
diferentes agentes antimicrobianos, aisladas de pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”.
Cumand, estado Sucre. Durante el periodo junio-diciembre de 2008. Método de Kirby y Bauer. AMP: ampicilina, SAM:

ampicilina/sulbactam, PIP: piperacilina, PTZ: piperacilina/tazobactam, TIC: ticarcilina, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, CRO: ceftriaxona, FEP:
cefepima, IMP: imipenem, MEM: meropenem, GN: gentamicina, NN: tobramicina, NET: netilmicina, AMK: amikacina, SPT: espectinomicina, NA:
acido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, LVX: levofloxacina, TE: tetraciclina, SXT: trimetoprim sulfametoxazol.
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En la tabla 2 se muestra la distribucién porcentual de las -lactamasas detectadas
fenotipicamente en el antibiograma de las cepas de Acinetobacter sp., encontrandose que
se detectdé BLEE, con el método de disco combinado, en 23 de los aislados (27,1%),
correspondiendo el 25,9% a cepas de origen hospitalario y 1,2% a cepas de origen
ambulatorio. También se observaron mayormente B-lactamasas tipo AmpC en cepas
hospitalarias (21,2%). En este estudio solo fue detectada, fenotipicamente, MPBL en un
aislamiento (1,2%), obtenido de un paciente hospitalizado. No se detecto BLEE por el

método de sinergia del doble disco.

Tabla 2. Distribucion porcentual de B-lactamasas de espectro extendido, B-lactamasas
tipo AmpC y metalo-p-lactamasas, detectadas fenotipicamente en el antibiograma de
cepas de Acinetobacter sp. de origen hospitalario y ambulatorio, aisladas en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumand, estado Sucre. Durante el periodo
junio-diciembre de 2008.

BLEE" AmpC MBL
Origen N°® (%) N°® (%) N° (%)
Hospitalarias 22 (25,9) 18 (21,2) 1(1,2)
Ambulatorias I (1,2) 1 (1,2) 0(0,0)
Total 23 (27,1) 19 (22,4) 1(1,2)

BLEE: B-lactamasa de espectro extendido; AmpC: B-lactamasa tipo AmpC; MPL: metalo-B-lactamasa;

método de disco combinado; N°: nimero de cepas; (%): porcentaje.

La figura 2 muestra la produccion fenotipica de AmpC en una cepa de
Acinetobacter sp. de origen hospitalario, donde se observa un achatamiento del halo de
inhibicion entre los discos de ceftazidima e imipenem y piperacilina tazobactam e
imipenem.

La figura 3 sefala la produccion fenotipica de BLEE en una cepa de
Acinetobacter sp. de origen hospitalario, mediante el método de disco combinado. En la
placa con agar Mueller Hinton se observa que, la diferencia del halo de inhibicion entre
el disco de ceftazidima (6 mm) y el de ceftazidima/dcido clavuldnico (15 mm) es de 9
mm,; la diferencia entre los discos de cefotaxima (6 mm) y cefotaxima/acido clavulanico

(13 mm) es de 7 mm, esta diferencia confirma la presencia de BLEE.
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Figura 2. Produccion fenotipica de B-lactamasas tipo AmpC en cepas de Acinetobacter
sp. de origen hospitalario.

Ceftazidima/Ac. Clavulinice  Ctiotaxima

Ceftazidima

Cefotaxima/Ac. Clavulinico

Figura 3. Produccion fenotipica de B-lactamasas de espectro extendido en cepas de
Acinetobacter sp. de origen hospitalario. Método disco combinado.

La figura 4 muestra la produccion fenotipica de MPL en una cepa de
Acinetobacter sp. de origen hospitalario, alli se observa una sinergia en forma de
campana entre imipenem y meropenem hacia el EDTA/SMA.

Basados en el andlisis de los resultados de susceptibilidad de las cepas de
Acinetobacter sp., aqui estudiadas, ante los antibidticos B-lactamicos, se obtuvieron

nueve (9) fenotipos diferentes,los cuales fueron designados arbitrariamente con nimeros
romanos, siendo el fenotipo I (SAMY, TICK, PIPX, CTX®, CAZR, FEP, IPM®, MEM®),

el mas frecuentemente hallado (24,7%) entre las cepas de Acinetobacter sp.(Tabla 3).
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Figura 4. Produccién fenotipica de metalo-p-lactamasa en cepa de Acinetobacter sp. de
origen hospitalario.

En la tabla 3 también se observa que el mayor nimero de aislados con BLEE se
ubicaron dentro de los fenotipos I y II, con 10 cepas, respectivamente. Mientras, que las
B-lactamasas tipo AmpC fueron mayormente observadas en los fenotipos IVy V (6 y 5
cepas, respectivamente). En este estudio el unico aislado donde se detectd
fenotipicamente la presencia de MBL se ubicd en el fenotipo 1.

En la tabla 4 se observan los fenotipos de las cepas de Acinetobacter sp. ante los
aminoglucésidos. De acuerdo a la susceptibilidad presentada por las cepas a éstos
antimicrobianos, se establecieron cinco (5) fenotipos diferentes, los cuales fueron
designados arbitrariamente con letras del alfabeto. El fenotipo A (GENS, NNS, NETS,
AMK?®, SPT®) y el fenotipo B (GEN®, NN¥, NET®, AMK®, SPT®) fueron los mas
frecuentemente observados (45,9% y 43,5%).

De acuerdo con los resultados desusceptibilidadantimicrobiana presentados por
las cepas de Acinetobacter sp. a las quinolonas, se establecieron cuatro (4) fenotipos
diferentes, los cuales fueron identificados arbitrariamente con letras del alfabeto griego.
El fenotipo a (NAR, CIPX, LVX®) fue el mas frecuentemente hallado en este estudio
(56,5%) (Tabla 5).
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Tabla 3 fenotipos de las cepas de Acinetobacter sp. ante B-lactamicos, aisladas de pacientes atendidos en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcald. Cumand, estado Sucre. Durante el periodo junio-diciembre de 2008.

Agentes antimicrobianos

Femotipos SAM  TIC  PIP CIX CAZ FEP IPM MEM  Cepas  BLEE' ML AmpC
N (%) NE NN

I R R R R R R R R 21 24] 10 1
I R R R R R R 5 3 19 224 10
II1 R R R R R I 5 3 10 1138 3
IV 3 3 S 3 3 3 5 3 10 118 - - ]
v 3 3 I R 3 5 5 3 o 106 - - ]
VI R R R R 3 R R R 1
VII R R R R R 5 5 3 4 47
VIII R R R I 3 5 5 3 4 47 - - 2
IX R 3 S 3 3 5 5 3 - SN - - 3

SAM: ampicilina’sulbactam; TIC: ticarcilina; PIP: piperaciling; CTX: cefotaxima; CAZ: caftazidima; FEP: cafapima; IFM: imipenem; MEM: meropenem;
R resistents; I intermadio; 5: sensible; BLEE: f-lactsmaszs de sspactro extendido; AmpC: f-lactamass ipo AmpC; MEL: metalo-f-lactamasa; - matodo
disco combinado; N°. nimero; N°*: nimero da c2pas positivas; (%) porcentsje.
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En la tabla 6 se muestran los fenotipos encontrados en cepas de
Acinetobacter sp. de procedencia ambulatoria y hospitalaria, la reagrupacion de los
fenotipos anteriormente descritos se realizé de acuerdo a los agentes antimicrobianos de
uso frecuente para tratar infecciones causadas por estos microorganismos. Dichos
fenotipos fueron designados con niimeros ardbigos de manera arbitraria. En los aislados
hospitalarios, el fenotipo mas frecuente fue el 1 (22,8%), seguido del 3 (19,0%), 2
(11,4%) y 7 (10,1%). En el caso de las cepas de origen ambulatorio, los fenotipos
hallados fueron: 1 (50,0%), 17 (33,3%) y 4 (16,7%).

Segun los criterios de la Sociedad Argentina de Infectologia, SADI (2010), se
consider6 como multirresistente a cepas con resistencia al menos, a 2 6 3 clases de
antimicrobianos o a un numero variable de drogas individuales, resistencia in vitroa 5 6
mas de los siguientes antimicrobianos: ticarcilina, aztreonam, ceftazidima, ampicilina
sulbactam, imipenem, tobramicina o amikacina y ciprofloxacina. Luego del analisis se
desprende que, del total de aislados de Acinetobacter sp. estudiados, 53 (67,1%) cepas,
aisladas de pacientes hospitalizados, resultaron multirresistentes y otras 2 (33,3%) se
obtuvieron de pacientes ambulatorios, los cuales se agruparon en 12 fenotipos. De estos,

el fenotipo 17 estuvo presente en cepas tanto hospitalarias como ambulatorias (Tabla 6).

De acuerdo a las definiciones anteriores, los fenotipos encontrados en las cepas
de Acinetobacter sp. se reagruparon bajo las categorias multirresistentes, no
multirresistentes y sensibles, para poder establecer una mejor asociacion entre dichos
fenotipos y los factores clinicos, tomandose en cuenta sélo las cepas aisladas de los

pacientes hospitalizados.

El aislamiento de Acinetobacter sp. en los pacientes ambulatorios fue poco
frecuente, por tal motivo, no fue posible establecer una asociacion entre los fenotipos de
los aislados y los factores clinicos.

En relacion a la terapia antimicrobiana previa recibida por pacientes
ambulatorios, los B-lactamicos fueron los mayormente empleados (fenotipos 17 y 1),
seguido por las quinolonas (fenotipo 1). Por ultimo, se ubicaron los pacientes que no

utilizaron tratamiento (fenotipos 1y 4).
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Tabla 4. Fenotipos de las cepas de Acinetobacter sp.ante los aminoglucosidos, aisladas
de pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”.
Cumana, estado Sucre. Durante el periodo junio-diciembre de 2008.

Agentes antimicrobianos

Fenotipos GN NN NET AMK SPT Cepas

N° (%)
A S S S S S 39 459
B R R R R R 37 43,5
C S S S S R 5 5,9
D S R R R R 2 2,4
E R S S S S 2 2.4

GN: gentamicina; NN: tobramicina; NET: netilmicina; AMK: amikacina; SPT: espectinomicina; R:
resistente; I: intermedio; S: sensible; N°: numero; (%): porcentaje.

Tabla 5. Fenotipos de las cepas deAcinetobacter sp.ante las quinolonas, aisladas de
pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana,
estado Sucre. Durante el periodo junio-diciembre de 2008.

Agentes antimicrobianos

Fenotipos NA CIP LVX Cepas
N° (%)
o R R R 48 56,5
S S S 27 31,8
Y R R S 9 10,6
0 R S S 1 1,2

NA: acido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; LVX: levofloxacina; R: resistente; I: intermedio; S: sensible;
N: numero; (%): porcentaje.

La tabla 7 muestra la asociacion entre los fenotipos de las cepas de Acinetobacter
sp. y la terapia antimicrobiana previa recibida por pacientes hospitalizados, atendidos en
el HUAPA, alli se observa que los B-lactamicos fueron los antimicrobianos mayormente
empleados como tratamiento previo al aislamiento de este microorganismo (61,2%).
Ademas, dentro de este grupo se ubicoé el mayor porcentaje de aislamientos con
fenotipos de multirresistencia (40,3%). Al aplicar la prueba de Chi cuadrado (x*), no se

obtuvo asociacion significativa entre las variables estudiadas.
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Tabla 6. Fenotipos de las cepas de Acinetobactersp. de acuerdo a los agentes antimicrobianos utilizados cominmente en
pacientes atendidos en el Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumana, estado Sucre. Durante el periodo junio-
diciembre de 2008.

e N e T

. Agentes Antimicrobianos Cepas Hospitalarias Cepas Ambulatorias
i CAZ TFEP IPM MEM GN AMK CIP LVX N (%) N (%)
1 5 5 5 5 5 5 3 5 18 228 3 50.0
P E E E E E E E E 9 114 - -
3* 14 14 5 5 14 4 E R 13 19.0 - -
4 5 5 5 5 5 5 E R 1 13 1 16.7
3 R I 5 5 5 5 g g 2 25 - -
6* 5 R R R 5 5 R g 5 6.3 - -
s R I 5 5 R R R R 8 10.1 - -
g+ R R 5 5 5 R R R 2 25 - -
g¥ 5 5 5 5 R 4 R R 3 3.8 - -
10 R 5 5 5 5 5 E 3 1 13 - -
11* 14 5 5 5 E 5 E R 1 13 - -
2 4 5 5 5 R 4 4 4 . 23 - -
13+ 14 4 5 3 5 5 4 4 2 23 - -
14* 24 24 R 14 5 5 R R 4 5,1 - -
13 24 R R E 5 5 g g 4 5,1 - -
16 R 4 4 R 4 5 E R 1 13 - -
17+ R R R 4 5 5 R 5 1 13 X 333
Total 19 100 il 100

N nimero da cepas; (%) poroentaje; CAZ: cefmzidima; FED: cefepima; [DM: imiperem; MEM: meropenam, G gentemicing; ANME: amikacina; CIP:
ciproflomacina; LVI: levoflomacing; 5: senzible; I: intermedio; B meistents | *: copas multrmssistentes.
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Tabla 7. Asociacion entre los fenotiposde las cepas de Acinetobacter sp. y la terapia
antimicrobiana previa recibida por pacientes hospitalizados, atendidos en el
HospitalUniversitario “Antonio Patricio de Alcald”. Cumana, estado Sucre. Durante el
periodo junio-diciembre de 2008.

TERAPIA ANTIMICROBIANA PREVIA

B- B- lactamicos TOTAL Significancia
FENOTIPOS lactamicos + otros’ Otros? ST

N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Multirresistentes 22 32,8 5 7,5 10 149 6 9,0 43 64,2

No 3 4,5 2 3,0 2 3,0 1 1,5 8 12,0 X2: 5,63 NS
Multirresistentes
Sensibles 5 7,5 4 6,0 2 30 5 7,5 16 239
TOTAL 30 44,8 11 16,4 14 209 12 179 67 100

NS= no significativo; x2(6;0,05)=12,592;N°: namero de pacientes; (%): porcentaje; ST: sin tratamiento; ': p-
lactamicos + glicopéptidos + macroélidos, B-lactamicos + glicopéptidos + aminoglucésidos, B-lactamicos +
macrélidos, B-lactimicos + lincosamidas + quinolonas, B-lactamicos + SXT, B-lactimicos + quinolonas; *:
aminoglucésidos + lincosamidas, aminoglucésidos + quinolonas + linezolid, quinolonas, quinolonas +
lincosamidas, quinolonas + glicopéptidos, glicopéptidos, linezolid, lincosamidas.

En la tabla 8 se muestra la asociacion entre los fenotipos de las cepas de
Acinetobacter sp. yel tipo de muestra obtenida de infecciones de pacientes
hospitalizados, alli se observa que el mayor porcentaje de aislamientos de estos
microorganismos se obtuvo de las muestras de secreciones, seguido por sangre y esputo.
Ademas, dentro de las secreciones se ubico el mayor porcentaje de cepas con fenotipos
de multirresistencia (39,2%). Al aplicar la prueba de Chi cuadrado (x*), no se obtuvo
asociacion significativa entre las variables estudiadas.

En la tabla 9 se encuentra la asociacion entre los fenotipos de las cepas de
Acinetobacter sp. y los servicios médicos de atencion a los pacientes hospitalizados en el
HUAPA, alli se observa que el mayor porcentaje de aislamientos de Acinetobacter sp.
con fenotipos de multirresistencia se obtuvo en el area de medicina (28,4%). En UCI
también predominaron aislamientos con fenotipos multirresistentes (17,9%). En retén y
pediatria se encontraron aislamientos de Acinetobacter sp. con fenotipos
multirresistentes, no multirresistentes y sensibles.. Al aplicar la prueba de Chi cuadrado

(x*), no se obtuvo asociacion significativa entre las variables estudiadas.
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Tabla 8. Asociacion entre los fenotipos las cepas de Acinetobacter sp. yel tipo de
muestra obtenida de infecciones de pacientes hospitalizados, atendidos en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumand, estado Sucre. Durante el periodo
junio-diciembre de 2008.

TIPO DE MUESTRAS

FENOTIPOS Secreciones' Sangre Esputo  Otros’ TOQOTAL Significancia

N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Multirresistentes 31 39,2 9 114 6 76 7 8,9 53 67,1

No Multirresistentes 3 3,8 1 1,3 2 25 2 25 8 10,1 Xzz 12,16 NS
Sensibles 3 3,8 8 10,1 3 38 4 51 18 228
TOTAL 37 46,8 18 22,8 11 13,9 13 165 79 100

NS= no significativo; x2(6;0,05)= 12,592; N°: niimero de cepas; (%): porcentaje; I Secreciones respiratorias,
de heridas quirtrgicas, ulceras, abscesos; *: Tubo endotraqueal, orina, punta de catéter, liquidos, catéter
venoso umbilical.

Tabla 9.Asociacion entre los fenotipos de las cepas de Acinetobacter sp. y los servicios
médicos de atencion a los pacientes hospitalizados, atendidos en el Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”. Cumand, estado Sucre. Durante el periodo
junio-diciembre de 2008.

SERVICIO
FENOTIPOS MED Retén UCI' Pediatri Otros’ TOTA  Significanci
a L a
N %) N (%) N (%) N (%) N (% N (%)
o o o o )
Multirresistente 19 28, 7 10, 12 17, 2 3,0 4 60 44
No 3 3 0 0 2 3,0 0 0 8 12,0
Multirresistente
s
4.5 4.5
Sensibles 5 7 10, 1 1,5 1 1,5 1 1,5 15 224
75 5
TOTAL 27 40, 17 25, 13 19, 5 75 5 1,5 67 100
3 4 4

NS: no significativo; x2(8;0,05)= 15,507; N°: numero de pacientes; (%): porcentaje; MED: medicina; UCI:
unidad de cuidados intensivos; ': UCl/adulto + UCl/pediatrico; 2, Cirugia traumatica, cirugia blanda,
unidad de dialisis, post- parto.
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DISCUSION

Los BGNNF estan conformados por un grupo heterogéneo de microorganismos y
constituyen, aproximadamente, el 15,0% de todos los aislamientos en los laboratorios de
microbiologia clinica, se comportan usualmente como patdgenos oportunistas y,
recientemente, han cobrado notoria importancia por su incidencia en infecciones
hospitalarias (Ferrero, 2005; Rodriguez y Maggi, 2005; Vizcaino, 2009). En el caso
especifico de Acinetobacter sp., su incidencia se ha incrementado durante las tltimas
décadas, la cual ha sido atribuible al crecimiento de la poblacion susceptible, como
resultado de la multiplicacion de actos quirargicos y exploratorios, asi como también, al
aumento de cepas resistentes de este microorganismo, este ultimo es producto de
fendmenos de seleccion por el abuso de agentes antimicrobianos.Sin embargo, a pesar
de su papel en las infecciones hospitalarias, hay cada vez mas casos de infecciones
adquiridas en lacomunidad(Ferrero, 2005; Sanchez et al., 2005; Dijkshoornet al., 2007).

En el presente estudio, para el periodo junio-diciembre de 2008, Acinetobacter
sp. ocupd el segundo lugar en frecuencia de aislamiento dentro de los BGNNF
cultivados en el laboratorio de bacteriologia del HUAPA. Ademas, el mayor porcentaje
de los aislados fue obtenido de pacientes hospitalizados (92,9%) con respecto a los
ambulatorios (7,1%). Estos resultados coinciden con los reportados por Aleman (2008),
quien también trabajé con una poblacion de pacientes hospitalizados y ambulatorios en
el mismo centro hospitalario. También concuerdan con los reportados por Rodriguez y
Maggi (2005) y Morales et al. (2007), quienes concluyen que, Acinetobacter sp. se
encuentra dentro de los principales BGNNF implicados en procesos infecciosos de
pacientes ingresados o adquiridos en un centro hospitalario.

Segun Pinzoén et al. (2006), Acinetobacterpersiste en el ambiente por su
versatilidad para utilizar diferentes fuentes de carbono y crecer en diferentes condiciones
de temperatura, pH y humedad; esto lo hace capaz de sobrevivir en fomites, areas
inertes, superficies de equipos, soluciones de limpieza y pacientes criticos, favoreciendo

su persistencia en el ambiente hospitalario, ya que los pacientes infectados pueden actuar
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COMO reservorios.

El servicio de hospitalizacion de donde se aisld Acinetobacter sp. en mayor
porcentaje fue el area de medicina (36,5%), seguido por retén (22,4%), UCI/Adulto
(11,8%) y UCI/Pediatrico (10,6%). En el estudio realizado por Aleman (2008), para el
periodo enero-junio de 2004, en este mismo centro asistencial, se obtuvo que las areas
médicas donde se encontraron mayores aislamientos de Acinetobacter sp.
correspondieron a retén, observacion pediatrica, medicina y UCI. Como se puede
observar, en ambos estudios, coinciden como principales areas de aislamiento de
Acinetobacter sp. medicina, retén y UCI.Cabe resaltar que, para este trabajo de
investigacion, no se tomaron en cuenta las muestras provenientes de las areas de
observacion adulto, observacion pediatrica, asi como las de emergencia de adultos y
pediatrica, lo cual explicaria que el predominio de aislamientos de Acinetobacter sp. en
el presente estudio haya sido de medicina, retén y UCI.

Otros investigadores, tanto a nivel nacional como internacional, afirman que
Acinetobacter se aisla, principalmente, de pacientes atendidos en UCI (Dominguez et
al., 2000; Pedroza et al., 2002; Iglesias et al., 2004; Vizcaino, 2009).

Posiblemente, la alta frecuencia de aislados de Acinetobacter sp. en el servicio de
medicina del HUAPA se deba a que la misma se divide en 3 areas de atencion (A, By
C), encontrandose alli una mayor cantidad de pacientes atendidos en comparaciéon con
otros servicios médicos, como UCI o retén, por lo que, las probabilidades de aislar este
microorganismo en pacientes hospitalizados en cualquiera de las areas de medicina son
aun mayores.

También se obtuvo un alto porcentaje de aislados en retén, ésto puede deberse,
entre otras causas, a que los neonatos son pacientes inmunologicamente inmaduros y la
mayoria presenta factores que propician la colonizacion por parte de estos
microorganismos como: prematuridad, bajo peso al nacer, utilizacion de catéter,
ventilacion mecanica y largos periodos de tiempo hospitalizados (Manet et al., 2010).

Con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana, en el presente estudio, todas las
cepas de Acinetobacter sp. fueron resistentes a ampicilina. Estos resultados son similares

a los encontrados por Tovar (2009), en aislados de Acinetobacter spp, provenientes de
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Mérida. Sin embargo, difieren de los encontrados por Iglesias et al. (2004), en Espania,
en aislados de Acinetobacter spp, recolectados durante el periodo 1998-2000, donde la

resistencia frente a ampicilina fue del 83,3%.

También se obtuvo un alto porcentaje de cepas de Acinetobacter sp. resistentes a
ticarcilina, piperacilina y ampicilina sulbactam, que van desde el 74,0% al 78,0%, y
62,4% ante piperacilina tazobactam. Estos resultados difieren de los reportados por
Vizcaino (2009), en Porlamar, en aislamientos de A. baumannii, recolectados durante el
periodo enero-julio 2007, quien obtuvo porcentajes de cepas resistentes de este
microorganismo, ante ampicilina sulbactam y piperacilina, superiores al 85,0%.
Igualmente, difieren de lo hallado por Iglesias et al. (2004), en Espafa, en aislamientos
de Acinetobacter spp, donde obtuvieron tasas de resistencia ante piperacilina,
piperacilina tazobactam y ampicilina sulbactam, de 50,0%, 75,0% y 17,0%,

respectivamente.

Cabe resaltar que, la mayoria de los estudios de susceptibilidad antimicrobiana se
basan en la especie A. baumannii, la cual, es aisladacon mas frecuencia y reconocida
como la especie de mayorimportanciaclinica, ademas deser, de manera significativa,
laespecie més resistentealos agentes antimicrobianos. Aunque existen otras especies,
como A. iwoffii, mucho mas sensibles (Vila y Marco 2002; Vila y Marco 2010). Sin
embargo, en el presente estudio no estaba dentro de los objetivos planteados la
identificacion a nivel de especies de las cepas de Acinetobacter, por lo que se

recomienda tomar en cuenta las especies para futuras investigaciones de este tipo.

De las cefalosporinas ensayadas en el presente estudio, el mayor porcentaje de
cepas de Acinetobacter sp. resistentes se presentd ante cefotaxima (80,0%), y menor
porcentaje ante ceftriaxona (67,1%), ceftazidima (61,2%) y cefepima (54,1%). Estos
resultados son similares a los encontrados por Salazar et al. (2007), en M¢érida, en
aislados de A. baumannii, donde las cepas tuvieron el mayor porcentaje de resistencia
ante cefotaxima. Asi mismo, coincide con lo reportado por Bell et al. (2006), en aislados
de Acinetobacter spp, obtenidas de las naciones del pacifico asiatico, donde las tasas de
resistencia ante ceftazidima y cefepima se ubicaron en 61,0% y 55,8%, respectivamente.

Sin embargo, difieren de lo obtenido por Iglesias et al. (2004), en aislados de
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Acinetobacter spp, donde todas las cepas fueron resistentes ante cefepima, el 73,3% ante
cefotaxima y el 41,6% ante ceftazidima.

Los porcentajes de resistencia de las cepas de Acinetobacter sp., ante las
carbapenemas, fueron inferiores al 35,0%. Estos resultados coinciden con los
encontrados por Sanchez et al. (2005), en Caracas, y Salazar et al. (2007), en Mérida, en
aislamientos de A. baumannii, donde obtuvieron que de todos los P-lactamicos
ensayados, el menor porcentaje de cepas resistentes se presentd ante las carbapenemas.
Asi mismo, coincide con lo reportado por Ferrero (2005), en Argentina, en aislados de
Acinetobacter sp., y Fernandez et al. (2009), en Bolivia, en aislados de A. baumannii, en
los cuales las carbapenemas presentaron la mejor actividad in vitro, al observarse el
menor porcentaje de cepas resistentes. Sin embargo, también se ha publicado queel
aislamiento de cepas de Acinetobacterresistentes a carbapenemas es cada vez mas
frecuente. Al respecto, la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) (2011), en su
Informe Anual de la Red de Monitoreo/Vigilancia de la Resistencia a los Antibidticos
correspondiente al afio 2009, en hospitales de Venezuela, reportan aislamientos de A.
baumannii con porcentajes de resistencia ante las carbapenemas superiores al 55,0%.
Igualmente, se han encontrado elevadas tasas de resistencia a estos antimicrobianos en el
Sur de Europa,también estdn comenzando a reportarse en hospitales de Brasil y

Colombia (Van Looveren et al., 2004; Schimithet al., 2010; Machado et al., 2011).

Aunque, en el presente estudio las carbapenemas presentaron la mejor actividad
in vitro, se debe tener en cuenta que su uso debe ser controlado, ya que, en ocasiones,
estos antimicrobianos constituyen el Ultimo recurso terapéutico disponible en el
tratamiento de las infecciones intrahospitalarias por bacterias gramnegativas

multirresistentes.

En relacion a la susceptibilidad antimicrobiana ante los aminoglucésidos
ensayados, en la presente investigacion, los resultados muestran que el 50,6% de las
cepas de Acinetobacter sp. fue resistente a espectinomicina. En la bibliografia
consultada, no se encontrd reporte alguno sobre los porcentajes de resistencia de aislados
de Acinetobacter sp. ante este agente antimicrobiano, que permitieran establecer

comparaciones al respecto (Iglesias et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Bricefio y Suarez,
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2006; Garcia-Pefiuela et al., 2006; Salazar et al., 2007). No obstante, en este estudio,
dicho antimicrobiano se tomé en cuenta como posible marcador de la presencia de una

enzima modificante de aminoglucésidos (Vila y Marco 2010).

Con respecto a gentamicina, tobramicina, netilmicina y amikacina, el 44,7% de
los aislados de Acinetobacter sp. resultaron resistentes ante estos antimicrobianos. Estos
resultados son similares a los reportados por Briceno y Suarez (2006), en Mérida, en
aislamientos de A. baumannii, recolectados durante el periodo 2000-2003, donde
obtuvieron una resistencia ante netilmicina del 42,9%. Asi mismo, coincide con lo
reportado por Garcia-Penuela et al. (2006), en Espana, en aislamientos de A. baumannii,
donde observaron una resistencia ante amikacina del 41,9%. En cuanto a la tobramicina,
dichos autores obtuvieron 14,9% de cepas resistentes, lo cual difiere. Otros
investigadores, a nivel nacional e internacional, reportan resultados diferentes a los aqui
encontrados (Iglesias et al., 2004; Sanchez et al., 2005; Salazar et al., 2007).

En este estudio, los porcentajes de resistencia de las cepas de Acinetobacter sp.
ante el 4cido nalidixico y la ciprofloxacina fueron superiores al 65,0% vy, ante
levofloxacina, fue superior al 50,0%. Bell et al. (2006), en aislados de Acinetobacter
spp, obtenidas de las naciones del pacifico asidtico, reportaron porcentajes de cepas
resistentes ante levofloxacina del 50,6%, dato que coincide del aqui encontrado. Sin
embargo, estos hallazgos difieren de los reportados por Salazar et al. (2007), en Mérida,
en aislados de A. baumannii, donde observaron una resistencia ante ciprofloxacina del
85,0%, superior a las obtenidas en la presente investigacion. Igualmente, difieren de lo
reportado por Iglesias et al. (2004), en Espafia, en cepas de Acinetobacter spp, donde
obtuvieron una resistencia ante el acido nalidixico y la ciprofloxacina del 50,0%, inferior

a la observada en el presente estudio.

En relacion a la tetraclina y al trimetoprim sulfametoxazol, los porcentajes de
Acinetobacter sp. resistentes fueron superiores al 50,0% y 60,0%, respectivamente.
Estos resultados difieren de los reportados por Salazar et al. (2007), en Mérida, en
aislamientos de A. baumannii, donde todas las cepas fueron resistentes a tetraciclina. Por
otro lado, Iglesias et al. (2004) encontraron que el 29,2% de las cepas de Acinetobacter

spp fue resistente a trimetoprim sulfametoxazol, resultado que es inferior a lo observado
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en el presente estudio.

En resumen, se observan discrepancias en las tasas de resistencia observadas en
las cepas del HUAPA, con respecto a otros hospitales, tanto a nivel nacional como
internacional, lo cual podria deberse a que cada institucion crea su esquema de rotacion
de antibidticos, para asi poder disminuir los efectos de la presion selectiva y evitar la
multirresistencia bacteriana.

En la presente investigacion, al utilizar el método de disco combinado se detecto
la presencia de BLEE en 23 aislados de Acinetobacter sp. Esta técnica ha sido
estandarizada por el CLSI para confirmacion de BLEE en enterobacterias, como E. coli,
Klebsiella sp. yProteus sp. pero, a pesar de ello, Martinez et al. (2003) y Mattar y
Martinez (2007) sefialan que esta técnica ha sido adaptada por los microbidlogos a otros
gérmenes de importancia clinica.

Por otro lado, las BLEE no pudieron ser detectadas fenotipicamente en el
antibiograma mediante el método de sinergia del doble disco, tanto en aislados
provenientes de pacientes hospitalizados como ambulatorios, lo cual coincide con lo
reportado por Ferrero (2005), quien también empleo este método para detectar BLEE en
cepas de Acinetobacter sp. en pacientes de las mismas procedencias.

Segiin Lezameta et al. (2010), el método de disco combinado es sencillo y
practico, pero, para bacterias que ademas de producir BLEE produzcan otros
mecanismos de resistencia, como la produccion de B-lactamasas tipo AmpC, dificulta la
identificacion de la presencia de BLEE. Asi mismo, Martinez (2007) afirmaque es dificil
diferenciar ambas situaciones atendiendo s6lo a la actividad de antimicrobianos, por ello
se han propuesto diversos métodos en los que el empleo de inhibidores de AmpC

(cloxacilina, derivados del 4cido boronico) facilita el reconocimiento de la BLEE.

En el presente estudio, en las cepas estudiadas, a pesar de no haber utilizado
inhibidores de AmpC, el método de disco combinado resulto ser eficaz para la deteccion
de BLEE, si se compara con los resultados obtenidos por el método de sinergia del doble
disco. No obstante, los falsos negativos ain pueden existir, por lo que no se descarta
totalmente la presencia de BLEE en los demas aislados, donde dicho método no fue

capaz de poner en evidencia la produccion de dicha enzima, y sin embargo, se observo la
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resistencia a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, entre otros -lactamicos.
Segiin Radice et al. (2011), no puede descartarse la presencia de BLEE, aun
cuando los ensayos fenotipicos empleados resulten negativos. Asi mismo, en el Centro
de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), en Estados Unidos (1999), se afirma
que la hiperproduccion de una B-lactamasa, por parte del microorganismo, que ademas

producen BLEE, también puede llegar a causar falsos negativos en pruebas fenotipicas.

Al respecto, Pino et al. (2007), en Chile, estudiaron 69 cepas de A. baumannii
que mostraron resistencia, al menos, a una cefalosporina de tercera generacion, de las
cuales, solo 7 cepas fueron positivas para la deteccion de BLEE por el método de
sinergia en presencia de cloxacilina. Estos investigadores observaron que al no utilizar
cloxacilina en el antibiograma, el nimero de cepas donde se detectd la presencia de
BLEE fue menor. De sus resultados concluyen, que en ocasiones la presencia de la
enzima AmpC puede llegar a enmascarar la produccion fenotipica de BLEE en cepas
productoras de dichas enzimas, resultando asi en un falso negativo. Ademas, sugieren
que el principal mecanismo de resistencia de A. baumannii ante B-lactamicos, se debe a
la produccion de enzimas del grupo AmpC, ya que solo en un bajo porcentaje de los

aislados se evidencio la produccion de BLEE.

Cabe resaltar que las BLEE fueron detectadasmayormente en aislamientos de
Acinetobacter sp. de pacientes de origen hospitalario, asi también, la unica cepa
productora de MBL fue aislada de un paciente hospitalizado. Lo cual coincide con lo
expresado por Gobernado (2005), donde afirma que en el ambiente hospitalario los
pacientes son mas vulnerables y presentanmés factores de riesgoque los hacen
susceptibles a la infecciébn por bacterias capaces de adquirir y/o desarrollar estos
mecanismos de resistencia. En relacion a la produccién fenotipica de AmpC, su
presencia en aislados de Acinetobacter sp., tanto de pacientes de origen hospitalario
como ambulatorio no es relevante, ya que las bacterias pertenecientes a este género
expresan dicha enzima a bajo nivel como parte de su resistencia natural frente a los 3-

lactamicos (Pino et al., 2007; Vila y Marco, 2010).

Llama la atencién la presencia de una cepa ambulatoria productora de BLEE,

dentro de los aislados estudiados. Cabe destacar que, dicha cepa fue aislada de un
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paciente que estaba siendo tratado con B-lactamicos para el momento de la toma de
muestra. Segun Gobernado (2005), dichas enzimas se detectan mas en las bacterias
aisladas de pacientes a los que se le ha administrado antimicrobianos durante largos
periodos de tiempo, sobre todo cefalosporinas y fluoroquinolonas. Por lo que, es posible
que la administracion desmedida e inadecuada de agentes antimicrobianos, sin importar
el origen del paciente, esté¢ influyendo en la aparicion de cepas capaces de desarrollar

estos mecanismos de resistencia.

En cuanto a los fenotipos obtenidos frente a los B-lactamicos en este estudio, se
observa que el fenotipo I fue el mas frecuente entre las cepas; del cual se puede inferir la
presencia conjunta de varios mecanismos de resistencia, dado que aqui se ubicaron las
cepas que mostraron resistencia a todos los B-lactdmicos, por lo que resulta dificil poder
dilucidar los mecanismos presentes. Al analizar el fenotipo Ide 21 aislados de
Acinetobacter sp., se detecto la presencia de BLEE en 10y ninguno con fenotipo AmpC
inducible, lo cual explicaria la resistencia observada ante los antimicrobianos, como las
aminopenicilinas, carboxipenicilinas, ureidopenicilinas y cefalosporinas de tercera y
cuarta generacion, pero no explicaria la resistencia observada ante las carbapenemas por
parte de estos aislados (Naas et al., 2006; Pino et al., 2007; Vila y Marco, 2010). Sin
embargo, también es posible que la sobreexpresion de AmpC, esté involucrada en la
resistencia observada ante ampicilina, ticarcilina, piperacilina, cefotaxima, ceftazidima,
cefepima e inhibidores de B-lactamasas, en estas cepas. Varios autores sugieren que la
sobreexpresion de dicha enzima en Acinetobacter es el mecanismo mas frecuente de
resistencia a B-lactamicos (Vila y Marco, 2002; Hernandez et al., 2010; Vila y Marco,
2010; Radice et al., 2011). Se ha descrito que Acinetobacter sp. tiene resistencia natural
frente a los B-lactdmicos, especialmente ante las aminopenicilinas, ya que las bacterias
pertenecientes a este género presentan una cefalosporinasa cromosémica conocida como
AmpC, también denominada ADC (del inglés: Acinetobacter derived cephalosporinase),
la cual confiere resistencia ante aminopenicilinas, cefalosporinas de primera y segunda
generacion (Pino et al., 2007). Dicho mecanismo de resistencia se pone en evidencia al
observarse que todas las cepas resultaron resistentes a ampicilina, sin embargo, en el

presente estudio sélo se detectd fenotipicamente la produccion inducida de esta enzima
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en el 22,4% de las cepas.

La resistencia observada anteaminopenicilinas (ampicilina), carboxipenicilinas
(ticarcilina) y ureidopenicilinas (piperacilina) en los aislados de Acinetobacter sp.
pertenecientes al fenotipo I también puedeestar relacionada con la presencia de
betalactamasas de espectro ampliado (BLEA), como las tipo TEM-1, TEM-2, OXA-21y
la carbenicilinasa, CARB- 5. Recientemente, sehadescritolapenicilinasaSCO-1en

diversas especiesde Acinetobacter aisladas enArgentina (Vila y Marco, 2010).

En el presente estudio, tan s6lo en un aislado perteneciente al fenotipo I se
detect6 la produccion fenotipica de MBL. Cabe mencionar, que en dicho aislado no se
detectd la presencia de BLEE. Diversos autores aseguran que la resistencia de
Acinetobacter a carbapenemas parece estar esencialmente asociada a la produccion de
enzimas de tipo OXA y, con menor frecuencia, a la produccion de MBL (Oliver, 2004;
Browm y Amyes, 2006; Poirel y Nordmann, 2006; Tafur et al., 2008). Por lo tanto, se
puede inferir que en el fenotipo I, la resistencia a carbapenemas pudiera estar mediada,
principalmente, por la produccion de enzimas oxacilinasas, en combinacion con los otros
mecanismos de resistencia ya mencionados, que aunque, son indistinguibles

fenotipicamente en el antibiograma pudieran estar presentes.

LasMBL se caracterizan porpresentar un fenotipo de resistencia a todos los
antibidticos B-lactdmicos, excepto aztreonam, no son inhibidas por el 4cido clavuldnico
pero si por el EDTA (Tafur et al., 2008). Por otro lado, las oxacilinasas se caracterizan
por hidrolizar débilmente a las carbapenemas, a las cefalosporinas de manera variable al
igual que al 4&cido clavulanico, pero no hidrolizan aztreonam, y todas son
predominantemente penicilinasas con gran poder hidrolitico frente a oxacilina. Al
respecto, la B-lactamasa OXA-58 se ha reportado, en afios recientes, en cepas de A.
baumannii, tanto a nivel nacional como internacional, demostrando su capacidad
hidrolitica frente a las carbapenemas (Heritier, 2005; Poirel et al., 2005; Peleg et al.,
2006; Salazar et al., 2007; Fernandez et al., 2008; Fernandez et al., 2009). Estas enzimas
son capaces de conferir una mayor resistencia a las carbapenemas, siempre y cuando la
bacteria exprese algiin otro mecanismo de resistencia, como el cierre de porinas y la

sobre expresion de bombas de expulsion activa (Tafur et al., 2008).
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Cabe mencionar que, A. baumannii posee una [-lactamasa cromosOmica
intrinseca denominada OXA-51, la cual presenta poca actividad carbapenemasa. No
obstante, se ha observado que puede tener lugar una sobre expresion del gen blapxa.si
asociada a la secuencia de insercion ISAbal que aumentaria su actividad carbapenemasa

(Feizabadi et al., 2008; Vila y Marco 2010).

Ademéas de la presencia de oxacilinasas, la resistencia mostrada por las cepas de
Acinetobacter sp. a todos los a-lactamicos ensayados en el fenotipo I, sin la observacion
de BLEE ni de metalo-a-lactamasas, también permite sospechar la presencia de la
enzima KPC, la cual, se caracteriza por hidrolizar penicilinas, cefalosporinas de todas las
generaciones, monobactamicos y carbapenemas, son inhibidas por el 4cido clavulanico
pero no por el EDTA (Navarro et al., 2011). Al respecto, la RedWHONET-Argentina
(Grupo Colaborativo del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas -
ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran") (2010), senala que las carbapenemasas tipo KPC
siempre cursan con alta resistencia a imipenem. La produccién de carbapenemasas es,
sin duda, el mecanismo de resistencia mas estudiado en estos microorganismos
(Feizabadi et al., 2008; Gupta 2008; Moubareck et al., 2009; Zarrilli et al.,
2009;Bogaerts et al., 2010; Robledo et al., 2010; Schimithet al., 2010). Estas enzimas
pueden estar codificadas en el cromosoma bacteriano o estar presentes en elementos

genéticos moviles (Tafur et al., 2008).

Cabe destacar que, los aislados pertenecientes al fenotipo I presentaron halos de
inhibicién para imipenem que oscilaron de 6 a 13 mm y, para meropenem, de 6 a 11
mm, dichas variaciones permiten suponer que la resistencia observada ante las
carbapenemas no solo se debe a la produccion de carbapenemasas, sino que pueden estar
involucrados otros mecanismos de resistencia como los no enzimaticos, entre los que se
encuentran: disminucion de la permeabilidad de la membrana causada por pérdida o
reduccion en la expresion de porinas, sobreexpresion de bombas de expulsion activa y
alteraciones en las proteinas de union a las penicilinas (Navon-Venezia et al., 2005;
Suarez et al., 2006; Maragakis y Perl, 2008; Zarrilli et al., 2009).

Al respecto, se ha descrito la expresion disminuida de 3 proteinas de membrana

en aislamientos de A. baumannii resistentes a imipenem: una proteina con una masa
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molecular de 33-36 kM;; otra denominada CarO de 29 kM, y, finalmente, una proteina
de 43 kM, que presenta homologia con la OprD de P. aeruginosa (Vila y Marco, 2010).
Asi mismo, se ha publicado que la ausencia de una PBP de 73,2 kM, (PBP2a) podria
relacionarse con resistencia a imipenem y meropenem de bajo nivel, mientras que la
ausencia simultanea de PBP y otra de 70,1 kM; (PBP2b) se asocia con niveles de
resistencia mas elevada frente a ambos compuestos (Fernandez-Cuenca et al., 2003; Vila
y Marco, 2010). Segiin Huang et al. (2010), la sobreexpresion de la bomba de expulsion
tipo AdeABC también puede contribuir a niveles mas altos de resistencia a los B-

lactdmicos, incluidas las carbapenemas.

Como se menciono en parrafos anteriores, en las cepas que mostraron resistencia
a todos los B-lactdmicos se puede pensar en la presencia de carbapenemasas, sin
embargo, no se realizaron ensayos fenotipicos que permitieran la confirmacion de
carbapenemasas en estos aislados, como los test microbioldgicos de Hodge y Masuda
(Torres, 2005; Navarro et al., 2011). Ademas, en los antibiogramas realizados no se
empleo aztreonam, el cual permitiria sospechar el tipo de carbapenemasa presente en los
aislados. En el caso de la existencia de las enzimas tipo OXA y ML aztreonam es
sensible y para las tipo KPC y GES es resistente. Aun asi, el empleo de este
antimicrobiano no es suficiente para diferenciar el tipo de carbapenemasa presente, para
esto se han propuesto métodos fenotipicos basados en inhibidores especificos de estas
enzimas. La sinergia con acido boronico pero no con cloxacilina es positiva para la
presencia de la enzima KPC u otra carbapenemasa de clase A. La sinergia con acido
bordnico y con cloxacilina demuestra la posible presencia de AmpC con pérdida de
porinas o de carbapenemasa de clase A con AmpC; mientras que, la sinergia con
EDTA/SMA o con 4cido dipicolinico es positiva para la presencia de la enzima MBL.
Para las carbapenemasas de tipo OXA no es posible utilizar un método fenotipico como
el propuesto con las carbapenemasas de clase A o B, ya que no existen inhibidores
especificos de enzimas de clase D. Por este motivo, se recomienda confirmar la

presencia de estas enzimas por métodos moleculares (Navarro et al., 2011).

En Venezuela, son escasos los estudios que evidencien el tipo de mecanismo de

resistencia involucrado en la resistencia a las carbapenemas, segin Torres (2005), en
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susinvestigaciones ha demostrado que de 100 cepas de BGNNF (P. aeruginosa y A.
baumannii) resistentes a carbapenemas, aproximadamente, un 40,0% muestra actividad
hidrolitica carbapenemasa y, de este porcentaje, alrededor de un 25,0% fueron
detectadas como MBLs, de la misma manera, se ha observado que mayoritariamente son
MBLs de la familia VIM y que en dichos aislados se evidencia la presencia de

integrones clase 1.

Pinzoén et al. (2006) realizaron un estudio, en Colombia, donde obtuvieron que 17
de los 18 aislamientos resistentes a imipenem eran productores de carbapenemasas;en
dicho estudio no se evidencio la expresion de MBL mediante la prueba de sinergismo de
doble disco, ni se detectaron los genes mediante PCR, sin embargo, en todos los
aislamientos resistentes a imipenem se detectd el gen blapxa.2; y la presencia de dos p-
lactamasas que sugieren que una pueda corresponder a alguna de las enzimas del grupo
OXA-23, y la otra a la OXA-51, o la OXA-58, ambas asociadas con resistencia a
carbapenemas. Ademads, concluyen que, los resultados microbioldgicos permiten
suponer la presencia de otros mecanismos de resistencia a carbapenemas en los
aislamientos estudiados, tales como la pérdida de proteinas de la membrana externa,
reduccion de la expresion de proteinas de las mismas, alteraciones en la afinidad de

PBP, ademas de la sobreexpresion del gen blapgxazs.

En relacion a los fenotipos II, IIT y VII, éstos se caracterizaron por la resistencia a
ampicilina sulbactam, ticarcilina, piperacilina, cefotaxima y ceftazidima, pero difieren
en cuanto al resultado de cefepima, en el fenotipo II fue resistente, intermedio en el Il y
sensible en el VII. En los 3 fenotipos, el mecanismo de resistencia involucrado, en parte,

puede deberse a la produccion de BLEE e hiperproduccion de AmpC.

En la presente investigacion, de 19 cepas pertenecientes al fenotipo II, 10
resultaron positivas para la produccion de BLEE; en el fenotipo III se reagruparon 10
cepas, de las cuales, 3 cepas fueron positivas para dicha enzima, sin embargo, en el
fenotipo VII no se ubicaron cepas positivas para la produccion de BLEE ni de
AmpC.Estos hallazgos indican que en los 13 aislados pertenecientes a los fenotipos II y
III, la resistencia se debid a la produccion de BLEE. Sin embargo, en las 20 cepas

restantes que no resultaron positivas para dicha enzima (fenotipos II, III y VII), se
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infiere que el principal mecanismo de resistencia involucrado se deba a la
hiperproduccion de AmpC (Vila y Marco, 2002; Vila y Marco, 2010). Ademas, en estos
ultimos aislados también es posible que haya produccion de BLEE y debido a lo
comentado de la hiperproduccion de AmpC, no se detecta en las pruebas fenotipicas,

dando un falso resultado negativo.

En relacién a las BLEE, las derivadas de la familia TEM y SHV, generalmente,
tienen mayor actividad sobre ceftazidima que sobre cefotaxima y cefepima. Aunque, en
algunos casos se puede observar cefepima intermedio (Casellas, 2011; Radice et al.,
2011). Por lo que es posible, que las BLEE detectadas en el fenotipo III pertenezcan a
las familias TEM o SHV. Asi mismo, aquellas cepas del fenotipo VII en caso de tener

BLEE podrian tratarse de dichas familias.

Por otro lado, se encuentran las BLEEs derivadas de la familia CTX-M, las
cualestienen mayor actividadsobre cefotaxima, ceftriaxona y cefepima, que sobre
ceftazidima. Mientras, que las BLEEs derivadas de PER y VEB se caracterizan por
conferir resistencia de alto nivel a cefepima, aunque en algunos casos se puede observar
sensibilidad disminuida (Vila y Marco, 2010; Radice et al., 2011). Igualmente, las BLEE
detectadas en el fenotipo I1I podrian pertenecer a las familias PER o VEB. Mientras que,
debido a la resistencia marcada a cefepima por parte de las cepas ubicadas en el fenotipo
I, las BLEE detectadas podrian tratarse de las familias CTX-M, PER o VEB.

En A. baumannii se han encontrado diferentes tipos de BLEEs derivadas de la
familia TEM, SHV, PER, VEB y CTX-M, siendo la PER-2 y CTX-M-2 las mas
frecuentes en Sudamérica (Celenza et al., 2006; Vila y Marco, 2010).

Segun Vila y Marco (2010), una BLEE tipo oxacilinasa (OXA-37) se describid
en el 27% de las cepas de A. baumannii aisladas de diversos hospitales espafoles,
caracterizadas por presentar resistencia a ampicilina, ticarcilina, piperacilina, cefotaxima
y ceftazidima, con sensibilidad a cefepima e imipenem. Por lo que, es posible que una
OXA-37 esté presente en las cepas que presentaron el fenotipo VII.

La descripcion de BLEE en esta bacteria enfatiza su capacidad de albergar
multiples mecanismos de resistencia, seria interesante en prdximas investigaciones,

identificar molecularmente las posibles BLEE detectadas en los antibiogramas de las
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cepas ensayadas.

En el presente estudio se obtuvieron 17 aislados pertenecientes al fenotipo II con
halos de inhibicién para imipenem y meropenem que oscilaron de 16 a 23 mm. Por otro
lado, el fenotipo III presentd 7 aislados con halos de inhibicion para dichos
antimicrobianos que oscilaron entre 17 y 22 mm. Segun el CLSI (2011), considera que
halos por encima de 16 mm de didmetro es suficiente para que una cepa identificada
comoAcinetobacter sp., sea considerada sensible ante imipenem y meropenem. Sin
embargo, cabe resaltar que, aunque los aislados estudiados resultaron sensibles ante las
carbapenemas en los fenotipos II y III, no se descarta la presencia de carbapenemasas o
la presencia de bombas de expulsion activa o la disminucion de la permeabilidad de la
membrana por pérdida o reduccion en la expresion de porinas. Al respecto, el
SADEBAC-AAM (2010) sefiala que se debe sospechar la presencia de carbapenemasas

con halos de imipenem y/o meropenem menores o iguales a 21 mm.

En el mismo orden de ideas, Gonzalez (2009), realizd un estudio sobre los
mecanismos de expulsion de imipenem en cepas clinicas y ambientales de Acinetobacter
sp. de origen nosocomial, donde se dedujo que halos de inhibicidon por debajo de 22 mm
de didmetro para imipenem pueden indicar la presencia de un mecanismo de resistencia
relacionado con la entrada y salida de dicho agente antimicrobiano en cepas de
Acinetobactersp., ya que dichos halos aumentaron considerablemente cuando la cepa era
cultivada en medios con reserpina y/o phe-arguinil-B-naftilamida, los cuales son
inhibidores de bombas de expulsion activa. Vila (1998) afirma que la presencia de estos
mecanismos pueden conferir resistencia de bajo nivel en la célula bacteriana, es decir,
tomando en cuenta los puntos de corte establecidos para dicha bacteria, la presencia de
algunos de estos mecanismos de resistencia pudiera modificar levemente la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de un agente antimicrobiano, sin que en la cepa
en cuestion se llegue a detectar fenotipicamente el mecanismo de resistencia.

Con respecto al fenotipo V, este se caracterizo por la resistencia a cefotaxima,
con piperacilina intermedio. En 7 de los 9 aislados ubicados en dicho fenotipo se
observo la produccion de AmpC inducible. En el resto de las cepas de dicho fenotipo

donde no se observo la produccidon de AmpC inducible, se puede deducir que el
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mecanismo de resistencia involucrado se deba a un moderado nivel de expresion de
AmpC (Vila 'y Marco, 2010).

Por otro lado, se encuentra el fenotipo VI, el cual se caracterizd por presentar
resistencia a todos los [P-lactamicos ensayados, con excepcion de ceftazidima que
permanecié sensible. Cabe destacar que, en este fenotipo ninguna de las cepas fue
positiva para la produccion de BLEE, AmpC ni MBL en el antibiograma. Ademas, se
descarta la presencia de enzimas KPC y GES, debido a que ceftazidima permanecio
sensible (Red WHONET-Argentina, 2010). De acuerdo a estos resultados, el posible
mecanismo de resistencia involucrado se deba, principalmente, a la expresion de una
oxacilinasa, especificamente, podria ser la OXA- 23, debido a que ésta se caracteriza por
hidrolizar débilmente al imipenem, conferir resistencia a las penicilinas y al &cido
clavulénico, pero es variable en las cefalosporinas de tercera generacion. No obstante,
debido a su baja actividad contra las carbapenemas, es posible que en este fenotipo estén
presentes otros mecanismos de resistencia, tales como: pérdida de porinas y la
sobreexpresion de bombas de expulsion activa. En A. baumannii se ha reportadoel gen
blapxa-23contenido en el cromosoma y en plasmidos (Van Looveren et al., 2004;Tafur et

al., 2008; Mugnier et al., 2010).

Al respecto, Ritvirool et al. (2009), en Tailandia, demostraron la presencia de la
OXA-23 en aislados de A. baumannii resistentes a carbapenemas. Ellos estudiaron 13
aislados, de los cuales, 12 presentaron resistencia a carbapenemas. Estos ultimos fueron
resistentes a cefotaxima, ceftriazona, ceftazidima y cefepima con excepcién de un
aislado, que present6 ceftazidima sensible. En los 12 aislados se detect6 el gen blapgxa-23.
Ademas, estos autores concluyen que la presencia del gen blapxa_23 no es suficiente para
explicar la resistencia a carbapenemas. Otros mecanismos, incluyendo pérdida de
porinas, disminucion de la afinidad de las proteinas ligadoras de penicilina y las bombas
de expulsion activa, pueden estar asociados con la resistencia a carbapenemas en estos

aislados.

También, Mugnier et al. (2010), en su estudio de diseminacion del gen blapxa.2s,
a nivel mundial, obtuvieron 20 aislados de A. baumannii resistentes a carbapenemas de

15 ciudades. Todos los aislados fueron altamente resistentes a ticarcilina, y la mayoria
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presentd alto nivel de resistencia a ceftazidima, con excepciéon de 2 aislados que
resultaron sensibles. A todos los aislados se les detectd una copia del gen blapxa_»3, con
excepcion de 4 aislados que presentaron 2 copias del gen. Ademads, estos autores
concluyen, que la diseminacion del gen blapxa,s esta asociada con plasmidos que

albergan transposones y elementos ISAbal.

En Brasil, Argentina y Colombia, la OXA-23 ha sido reportada en diversos
aislamientos de A. baumannii (Villegas et al., 2007; Schimith et al., 2010). Sin embargo,
en Venezuela no se hallé publicacion sobre estudios al respecto.

De acuerdo a estos hallazgos, resulta preocupante la posible presencia de esta
enzima dentro de las cepas estudiadas, debido a que los genes que la codifican se
encuentran presentes en plasmidos transferibles, lo que hace posible la diseminacion de
los genes entre las cepas presentes en los diferentes servicios de hospitalizacion. Por lo
tanto, es necesaria la confirmacion molecular del gen que codifica para esta enzima, lo

cual no fue objeto de estudio en este trabajo.

De acuerdo a la resistencia obtenida en el fenotipo VIII y la presencia de 2 cepas
con produccion de AmpC inducible, se puede predecir que, posiblemente, en el resto de
las cepas de dicho fenotipo el mecanismo de resistencia involucrado se deba a la
expresion moderada de AmpC, ya que todas las cepas de este fenotipo fueron resistentes
a las penicilinas e inhibidores de B-lactamasas con cefotaxima intermedio (Vila y Marco,
2002). En relacion a los fenotipos IV y IX, ambos corresponden con fenotipos silvestres
de Acinetobacter sp. (Crespo, 2002; Vila y Marco 2010).

En la presente investigacion se obtuvieron diferentes fenotipos ante los
aminoglucoésidos, siendo el fenotipo A, el mas frecuentemente hallado entre las cepas y
caracterizado por la sensibilidad exhibida ante todos los aminoglucésidos ensayados. En
contraposicion a lo anterior, el fenotipo B se caracterizo por presentar resistencia a todos
los aminoglucdsidos ensayados. Cabe destacar, que la diferencia entre ambos fenotipos
es apenas del 2,4% de las cepas, es decir, tienen porcentajes casi iguales, por lo que no
se descarta que con el tiempo debido al uso indiscriminado de aminoglucésidos como
tratamiento contra éstas infecciones, los aislados pertenecientes al fenotipo A comiencen

a adquirir resistencia y formen parte del fenotipo B o de cualquiera de los otros
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fenotipos.

Al analizar los posibles mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos
presentes en el fenotipo B, se sugiere la combinacion de diversas enzimas modificantes
de aminoglucosidos y, tal vez, a la disminucion de la acumulacion de estos
antimicrobianos en la célula bacteriana, lo cual se ha relacionado con la sobre expresion

de un sistema de expulsion activa (Vila y Marco 2002; Vila y Marco 2010).

En las especies de Acinetobacter se han descrito diversas enzimas modificantes
de aminoglucoésidos que juegan un papel fundamental en la resistencia frente a estos
antimicrobianos (Shaw et al., 1993; Bergogne-Bérézin y Towner, 1996). Al respecto,
Vila y Marco (2002) sefialan que las enzimas APH (37)-VI, la cual afecta a la amikacina,
la ANT (3°), que afecta a la estreptomicina y espectinomicina, y la AAC (6")-1, que
afecta a la kanamicina, tobramicina, amikacina y netilmicina, son las mas
frecuentemente halladas en estos microorganismos. Igualmente, Moniri et al. (2010), en
Iran, en un estudio de epidemiologia molecular de la resistencia a aminoglucésidos en
Acinetobacter spp, obtuvieron que de 60 aislados de este microorganismo, el 21,7%
contenia 3 genes de resistencia a los aminoglucésidos (aphA6, aacClyaadAl), los cuales
codifican para las enzimas: APH (3")-VI, AAC (3)-I, ANT (3""), respectivamente.

Ademas, dichos aislados se ubicaron dentro de las cepas multirresistentes.

En Venezuela, especificamente, en el estado Mérida,Salazar et al. (2007),
abordaron la caracterizacion molecular de mecanismos de resistencia a varios agentes
antimicrobianos, entre ellos, los aminoglucésidos, en aislados de A. baumannii, donde
obtuvieron que de 20 aislados de este microorganismo, 3 presentaban los genes que
codifican para la enzima APH (37)-Vla, que confiere resistencia a kanamicina y
amikacina. Asi mismo, en el trabajo realizado por Larez (2008), se reportd la presencia
de los genes que codifican para la misma enzima, en 17 de 23 aislados de Acinetobacter
RUH 1139, también provenientes de Mérida, los cuales se ubicaron dentro del fenotipo
de total resistencia a los aminoglucdsidos. Ademas, no encontrd los genes aac(6’)-1b y
aac(6°)-Ih, por lo que dicho autor infiere que la resistencia mostrada por las cepas, ante
los aminoglucodsidos, sea debido a la produccion de otras enzimas no probadas en dicho

estudio, o tal vez, a la sobre expresion de un sistema de expulsion activa, como el tipo
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AdeABC, que afecta a varias clases de antimicrobianos, entre los que se encuentran los
aminoglucosidos. Esta bomba pertenece a la familia RND (del inglés: resistance
nodulation cell division) y se encuentra constituida por una proteina de fusion de
membrana (AdeA), una proteina transportadora multidroga (AdeB) y una proteina de
membrana externa (AdeC). Se ha descrito otra bomba de expulsion denominada AdeM,
relacionada con la resistencia frente a gentamicina. Dicha bomba pertenece a la familia
MATE (del inglés: multidrug and toxic compound extrusion) y esta compuesta por una

sola proteina de membrana (Vila et al., 2007; Opazo et al., 2009).

El fenotipo C se caracterizd por resistencia a espectinomicina. Los resultados
permiten inferir que la resistencia a este antimicrobiano puede ser debida a la presencia

de la enzima ANT (3"") (Vila y Marco, 2010).

Es de hacer notar que, en Espafia, Vila et al. (1993) obtuvieron que el 15,0% de
sus aislados clinicos de A. baumannii contenia la enzima ANT (3""), la cual modifica
estreptomicina y espectinomicina. Mientras que, Moniri et al. (2010), en Iran,
obtuvieron que el 41,7% de los aislados de Acinetobacter spp contenia el gen que
codifica para la misma enzima. Tal como lo afirman Bergogne-Bérézin y Towner
(1996), se observan variaciones geograficas en relacion a la frecuencia de una u otra

enzima modificante de aminoglucoésidos.

En relacion al fenotipo D, el mismo se caracterizd por la resistencia a
tobramicina, netilmicina, amikacina y espectinomicina. La presencia de la enzima AAC
(6")-1 explicaria la resistencia a tobramicina, netilmicina y amikacina, pero no la
resistencia a espectinomicina; mientras, que la enzima ANT (3"") explicaria la
resistencia a espectinomicina, pero no a tobramicina, netilmicina y amikacina. Segin
Vila y Marco (2010), la frecuente presencia de 2 o mas enzimas en una misma cepa de
Acinetobacter sp. determina patrones de resistencia dificiles de presuponer a expensas
del perfil fenotipico.

Por tultimo, el fenotipo E se caracterizoé por presentar resistencia a gentamicina.
Este hallazgo sugiere que el mecanismo de resistencia se deba a la presencia de la
enzima AAC (3')-I, que afecta especificamente a este antimicrobiano (Vila y Marco,

2010). Al respecto, Van Looveren et al. (2004) sefialan que el gen que codifica para la
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enzima AAC (3")-1 ha sido frecuentemente encontrado en aislamientos de Acinetobacter
spp, en Bélgica (36 de 45 aislados). Sin embargo, Vila et al. (1993) solo encontraron
esta enzima en 2 de 54 aislamientos en Espana.

De lo anteriormente comentado, se sugiere la confirmaciéon de las posibles
enzimas modificantes de aminoglucésidos presentes en estos aislados, mediante la
deteccion de sus genes.

En la presente investigacion también se establecieron diferentes fenotipos de
resistencia a las quinolonas entre las cepas de Acinetobacter sp., siendo el fenotipo a el
mas frecuentemente observado, caracterizado por la resistencia a todas las quinolonas
ensayadas en este estudio. En este fenotipo se puede inferir la combinacién de
mecanismos de resistencia, como las mutaciones en los genes gyrA y parC, mas la
presencia de bombas de expulsion activa (Vila y Marco 2002; Vila y Marco, 2010).

Los genes gyrA y parC estan localizados en la region QRDR (del inglés:
quinoloneresistance determining region) y codifican las subunidades A de la ADN
girasa o topoisomerasa II y la topoisomerasa IV, respectivamente, encargadas del super
enrollamiento del ADN. Ambas enzimas son las proteinas diana de las quinolonas, por
lo que, una mutacion en estos genes ocasionaria disminuciéon de la afinidad del
antibidtico por la enzima (Vila y Marco 2002; Diomedi, 2005; Vila y Marco 2010).

Vila y Marco (2010) sefialan que A. baumannii presenta un nivel basal de
resistencia intrinseca, ya sea por permeabilidad disminuida a las quinolonas o a la
expresion constitutiva de alguna bomba de expulsion activa, por lo que, una mutacioén en
gyrA ya supone una adquisicion de resistencia, tanto al acido nalidixico como a la
ciprofloxacina. Sin embargo, es necesaria una doble mutacion en los genes gyrA y parC,
muchas veces acompafiado de una sobre expresion de un sistema de expulsion activa,
para generar un fenotipo caracterizado por resistencia a todas las quinolonas.

Por otro lado, el fenotipo y se caracterizd por presentar resistencia al acido
nalidixico y a la ciprofloxacina, lo que sugiere s6lo una mutacion en el gen gyrAmas la

presencia de bombas de expulsion activa (Vila y Marco 2002; Vila y Marco, 2010).

En A. baumannii el sistema de expulsion activa AdeABC se ha relacionado con

susceptibilidad reducida a fluoroquinolonas. Mientras, que el sistema AdeM se ha
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asociado con una mayor resistencia frente a las mismas, especificamente norfloxacina,
ofloxacina y ciprofloxacina (Vila et al., 2007; Nordmann y Poirel, 2008; Opazo et al.,
2009; Radice et al., 2011).

En un estudio realizado por De la Fuente et al. (2007), con el fin de investigar la
presencia de mutaciones en gyrA y gyrB y su relacion con la resistencia a
fluoroquinolonas en cepas de bacilos Gram negativos aislados en hospitales de Chile,
obtuvieron que, de 24 aislados de A. baumannii, 18 presentaron una mutacion en el
coddn 83 del gen gyrA 'y, presentaron CIM para ciprofloxacina superiores a 128 pg/ml.

Igualmente, Martinez y Mattar (2010), en Monteria(Colombia), investigaron la
mutacion en el gen gyrA de aislamientos hospitalarios de A. baumannii, donde
obtuvieron que 12 aislados de este microorganismo presentaron mutacion del gen gyrA,
lo cual sugiere, que este es el principal mecanismo implicado en la resistencia de estas
bacterias a las fluoroquinolonas, debido a la ausencia de mutaciones en el gen parC y a
la ausencia del sistema de salida AdeB. No obstante, sefialan que es posible que existan
en estos aislamientos otros mecanismos de resistencia no contemplados en dicho
estudio, como la expresion de bombas de expulsion activa de tipo AdeM o el sistema de
tipo AdelJK.

Los fenotipos B y o corresponden con fenotipos silvestres, donde no estin
presentes mecanismos de resistencia adquiridos.

En el presente estudio se aislaron cepas de Acinetobacter sp. multirresistentes de
pacientes hospitalizados tratados con una gran variedad de agentes antimicrobianos,
siendo los B-lactdmicos, los mayormente empleados como tratamiento de primera linea,
contra estas infecciones. En el caso de los pacientes ambulatorios, las cepas

multirresistentes se observaron en aquellos que recibieron unicamente -lactamicos.

Al respecto, Mattar y Martinez (2007), sefialan que en latinoamérica el 50,0% de
las infecciones hospitalarias son tratadas con antibioticos B-lactamicos y cerca del 70,0%
de las infecciones de los pacientes extrahospitalarios son tratados con cefalosporinas. La
multirresistencia observada en las cepas de Acinetobacter sp., en la presente
investigacion, aisladas tanto de pacientes hospitalizados como ambulatorios del

HUAPA, probablemente sea un reflejo del consumo empirico y generalizado de agentes
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antimicrobianos, principalmente, B-lactamicos, lo cual ejerce una presion selectiva que
favorece la colonizacion de la poblacion de cepas resistentes.

También, llama la atencion que, el 9,0% de las cepas de Acinetobacter sp. que
presentaban el fenotipo multirresistente fueron aisladas de pacientes sin tratamiento
antimicrobiano previo. Desde el punto de vista epidemioldgico, es posible que estos
aislados sean producto de la adquisicion de genes de resistencia a través de plasmidos
transferibles que se encuentren circulando entre los distintos servicios y, de alli su
multirresistencia; seria interesante comprobar esta hipotesis en proximas
investigaciones.

Igualmente, resulta interesante el hecho de que a los pacientes a los que se les
suministraron combinaciones de B-lactdmicos con otras familias de antimicrobianos se
les aislo menor cantidad de cepas Acinetobacter sp. multirresistentes, que aquellos a los
que se le administraba Ginicamente B-lactamicos. Al respecto, Hernandez et al. (2010),
demostraron que el tratamiento empirico y definitivo adecuado en infecciones causadas
por A. baumannii multirresistentes se asociaba estadisticamente con menor mortalidad,
especialmente, con el uso de combinaciones de antimicrobianos.

En relacion a la asociacion entre los fenotipos de las cepas de Acinetobacter sp. y
la terapia antimicrobiana previa recibida por los pacientes, se obtuvo que no hubo
asociacion estadisticamente significativa entre dichas wvariables, es decir, que el
aislamiento de cepas de Acinetobacter sp. multirresistentes es independiente de la

terapia antimicrobiana previa recibida por el paciente.

En la presente investigacion se obtuvo que las secreciones, seguida por sangre y
esputo, fueron las muestras de donde se aisl6 el mayor porcentaje de cepas de
Acinetobacter sp. multirresistentes. Al respecto, varios autores a nivel nacional e
internacional, reportan aislamientos de Acinetobacter spp multirresistentes aisladas
principalmente de secreciones (Dominguez et al., 2000; Pedroza, et al., 2002; Fernandez
et al., 2009; Vizcaino, 2009; Teme et al., 2010). Sin embargo, otros autores reportan
aislamientos de A. baumannii multirresistentes causantes de bacteriemias, especialmente

en pacientes en estado critico (Aguirre et al., 2009; Rodriguez et al., 2010).
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En cuanto al tipo de muestra de donde se aislaron las cepas de Acinetobacter sp.
en los pacientes hospitalizados, los resultados revelan que no hubo asociacion
estadisticamente significativa entre esta variable y la caracteristica de multirresistencia
en las cepas, lo que indica que el aislamiento de cepas de Acinetobacter sp.
multirresistentes es independiente del tipo de muestra. Sin embargo, cabe resaltar que el
chi cuadrado experimental (x’= 12,16) estuvo muy cerca del chi cuadrado tedrico (x>
12,592) en dicha asociacion, por lo se puede pensar que si el aislamiento de cepas de
Acinetobacter sp. hubiese sido mayor, posiblemente, la asociacion entre éstas variables

hubiese sido estadisticamente significativa.

En relacion a los servicios médicos, en los pacientes recluidos en medicina y UCI
predominaron los aislamientos de Acinetobacter sp. con fenotipos multirresistentes. Esto
puede deberse a que los pacientes que se encuentran en dichos servicios se caracterizan
por pasar largos periodos de tiempo hospitalizados, ademés de la severidad de su
enfermedad y de los multiples procedimientos invasivos que se utilizan para su
monitorizacion, diagndstico y tratamiento, por lo que tienen un mayor riesgo de
presentar infecciones intrahospitalarias. A ello se suma, el uso intensivo de
antimicrobianos muy potentes y de muy amplio espectro que selecciona una microbiota
tipicamente multirresistente en estos servicios y como consecuencia en las infecciones

surgidas en las mismas (Bellido, 2008; Aguirre et al., 2009).

Varios autores, a nivel nacional e internacional, reportan aislamientos de
Acinetobacter spp multirresistentes, principalmente, en UCI. Siendo la especie A.
baumannii la mayormente relacionada (Pedroza et al., 2002; Paz et al., 2008; Aguirre et
al., 2009; Vizcaino, 2009; Teme et al., 2010).

En relacion a la asociacion entre los fenotipos de las cepas de Acinetobacter sp. y
los servicios médicos donde se encontraban los pacientes hospitalizados en el HUAPA,
los resultados revelan que dichas variables son independientes, es decir que el
aislamientos de cepas de Acinetobacter sp. multirresistentes no va a depender del
servicio médico donde se encontraba el paciente. No obstante, igual que el caso anterior
el chi cuadrado experimental (y°= 13,77) estuvo muy cerca del chi cuadrado teérico (y°=

15,507) en dicha asociacion. De estos resultados se desprende que el nimero muestral de
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aislados de Acinetobacter sp., donde se busque establecer asociaciones con las variables

aqui analizadas, debe ser mayor en futuros estudios.
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CONCLUSIONES

Acinetobacter sp. ocupo el segundo lugar en frecuencia dentro de los Bacilos
Gram Negativos no Fermentadores aislados en el HUAPA.

De los antimicrobianos ensayados en este estudio, las carbapenemas presentaron
la mejor actividad in vitro, al observarse el menor porcentaje de cepas resistentes.

Entre las cepas de Acinetobacter sp., ante los p-lactamicos, el fenotipo I (SAMK,
TICK, PIPR, CTX®, CAZR, FEPY, IPMR, MEMR) fue el mas frecuentemente hallado.

Entre las cepas de Acinetobacter sp., ante los aminoglucosidos, el fenotipo A
(GEN®, NN°, NET®, AMK®, SPT®) fue el mayormente observado. Seguido por el
fenotipo B (GEN®, NN®, NET®, AMKR, SPTX).

En las cepas de Acinetobacter sp., ante las quinolonas, el fenotipo a (NAX, CIP¥,
LVX®) fue el mas frecuentemente hallado.

Los B-lactamicos fueron los mas utilizados como terapia antimicrobiana previa,
tanto en pacientes hospitalizados como ambulatorios.

El aislamiento de cepas de Acinetobacter sp. multirresistentes no depende del
tipo de muestra, ni de la terapia antimicrobiana previa y, tampoco esta condicionado al

servicio médico donde se encuentre el paciente.
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RECOMENDACIONES

Promover el uso racional de los antimicrobianos por parte del personal médico y
en la comunidad, para evitar la multirresistencia bacteriana.

Realizar un monitoreo constante de los fenotipos de resistencia observados en el
laboratorio, con el fin de dirigir medidas al control y mas atn a la prevencion de la
diseminacion de los aislados resistentes.

Debido a que existen especies de Acinetobacter mas resistentes que otras, se
recomienda la identificacion a nivel de especies de las cepas de Acinetobacter sp. aqui
estudiadas.

Determinar la CMI de las cepas de Acinetobacter sp., frente a los
antimicrobianos ensayados en esta investigacion, a fin de confirmar la resistencia o
sensibilidad de los aislados aqui estudiados, asi como para definir la sensibilidad o
resistencia de aquellas cepas que resultaron intermedias mediante el método de difusion
en agar, frente a algunos antimicrobianos.

Desarrollar estudios genéticos, que permitan la confirmacién de los posibles
mecanismos de resistencia aqui analizados en las cepas de Acinetobacter sp., frente a los

B-lactamicos, aminoglucosidos y quinolonas.
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ANEXO

ANEXO 1
CONSENTIMIENTO VALIDO

Bajo la coordinacién de fa Doctora Eisa Salazar, Profesora de Ia
Universidad de Oriente, nicleo de Sucre, se estd realizando ef proyecio de
“investigacién intitulado “EPIDEMIOLOGIA DE CEPAS BACTERIANAS,
AISLADOS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS Y AMBULATORIOS QUE
ACUDEN AL HOSPITAL “ANTONIO PATRICIO DE ALCALA". CUMANA .
ESTADO SUCRE.

) El Objetivo de este trabajo de investigacion es: Analizar la situacion
epidemioldgica de cepas bacierianas, aislados de pacientes hospitalizados y
ambulatorios del Hospital “Antonio Patricio de Alcais”, Cumana, estado Sucre.

Yo: " . ‘

Ch___ Nacionalidad:

Estado Civit: Domicitiado en:

W

Siendo mayor de edad, en uso pleno de mis facultades y sin que ‘medie .
coaccién ni violencia alguna en completo conocimiento de fa naturaleza, forma,
duracion, propésito, irconvenientes y riesgos relacionados con el estudio
médico declaro mediante I presente:

; 9 Ha!zer sido informado (a) de manera dara y sencilia por parte del grupo
de investigacion de este proyecto de todos los aspectos relacionados con
el proyecto de investigacion intitulado: "EPIDEMIOLOGIA DE CEPAS
BACTERIANAS, AISLADOS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS Y
AMBULATORIOS QUE ACUDEN AL HOSPITAL “ANTONIO PATRICIO
DEALCALA". GUMANA. ESTADO SUCRE. .

2. Tener conocimiento claro de que el abjetivo del trabajo antes sefialado
es: Analizar la situacion epidemiolégica de cepas bacterianas, aislados

* de pacientes hospitalizados y ambulatorios del Hospital “Antonio Patricio _
de Alcald”, Cumand4, estado Sucre. ) : '

3. Conocer bien el Protocolo Experimental expuesto por el investigador en ,

el cual se establece que mi participacion en el trabajo consiste en:
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Donar de manera voluntaria la muestra de acusrdo al tipo de infeccién: la cual
seré obtenida por el personal médico especializado y autorizado.
4. Que la muestra que acepto donar sers utilizada Gnica y exclusivamente
~ para obtener aistados bacterianos.
Que ¢l equipo de personas que realiza esta investigaéién me han
garantizado confidencialidad relacionada tanto a mi identidad como 2
cualquier otra informacion relativa a mi persona a la que tenga acceso
por conceplo de mi participacion en el proyecto antes mencionado.
~ 6. Que bajo ningin concepto podré restringir el uso para fines académicos
de los resultados obtenidos en el presente estudio, -
Que mi participacion en dicho estudio no implica riesgos ¢ inconveniente
alguno Ppara mi salud.
Que cualquier pregunta que fenga en relacion a este estudio me serd
respondida oportunamente por parte del equipo de la investigacion con
Quienes me puedo comunicar por e teléfono: 04147999750, con la Br,
Leidy Gémez.
. Que bajo ningiin concepto se me ha ofrecido i pretendo recibir ninglin
beneficio de tipo economico producto de los hallazgos que pueda
producirse en el referido proyecto de investigacion,
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DECLARACION DEL VOLUNTARIO

Luego de haber leido, comprendido y aclaradas mis interrogantes con respecto
a este formafo de consentimiento Y por cuanto @ mi participacién en este
estudio es totalmente voluntaria, acuerdo: w
s s Awptarhsmndidom&eﬁudadaseneinﬁmya!a vez autorizar al
equipo de investigadores a reafizar e} referido estudio en la muestra
bbbgimqueacépmdmarpamhsm.kﬂmdosanﬁeﬁmneme.
‘2. Reservarme el derecho de revocar esta autorizacion y donacion en
cualquier momento sin que efio conlleve algun tipo de consecuencia

negativa para mi persona.
Firma del voluntario; -
Nombre y Apetlido:
cl
Lugar:
Fecha:
Firma del testigo: Firma del testigo:
Nombre y Apellido: g Nombre y Apellido:
cl C.I: '
Lugar: i Lugar:
Fecha: ' Fecha:
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ANEXO 3

Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel!”

Ciudad Urreersitana UCY. Les Chaguaramos.,
Carneas - Replhses Boimariana de Venezuela Goa. 1041
Telelono: (0058-0272) 219 1622
hup e irhir.gob ve
RIF: (5-20000401.1

b) Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter spp.

A. batimarnii
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Resumen (abstract):

Con el objeto de analizar la resistencia antimicrobiana in vitro en cepas de Acinetobacter sp.,
aisladas del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (HUAPA), Cumana, estado
Sucre, durante el periodo comprendido entre los meses junio-diciembre de 2008, se estudiaron
265 aislados identificados previamente como Bacilos Gram Negativos no Fermentadores
(BGNNF), provenientes de pacientes hospitalizados y ambulatorios, atendidos en dicha
institucion. La identificacion a nivel de género de los aislados de Acinetobacter sp. se realizo
mediante pruebas bioquimicas convencionales. La susceptibilidad antimicrobiana se determind
mediante la prueba de difusion en agar. Para la deteccidon fenotipica de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) se utilizo el método de disco combinado y para la deteccion de metalo-f3-
lactamasas (MPL) se realiz6 la prueba de doble disco. La B-lactamasa tipo AmpC inducible se
detectd al observar achatamiento del halo de inhibicion entre los discos de ceftazidima e
imipenem y piperacilina tazobactam e imipenem en el antibiograma.Se identificaron 85 aislados
de Acinetobacter sp., de éstos, 79 se obtuvieron de pacientes hospitalizados y 6 de pacientes
ambulatorios. Con respecto a la susceptibilidad antimicrobiana, las cepas de Acinetobacter sp.
presentaron porcentajes de resistencia ante la mayoria de los B-lactdmicos, los cuales fueron
superiores al 54,0%, a excepcion de las carbapenemas, donde los porcentajes de resistencia
fueron inferiores al 35,0%. Se detectaron 23 aislados de Acinetobacter sp. productoras de BLEE,
mediante el método de disco combinado. Se observaron 19 aislados productores de AmpC
inducible y uno productor de MPL. El fenotipo I (SAMY, TIC®, PIP}?, CTX®, CAZ®, FEP,
IPM®, MEM®) fue el mas frecuentemente hallado entre las cepas ante los antimicrobianos -
lactamicos. Con respecto a los aminoglucosidos, los porcentajes de cepas de Acinetobacter sp.
resistentesfueron inferiores al 51,0%, siendo, el fenotipo A (GEN®, NN°, NET®, AMK?®, SPT®) el
mayormente observado. Seguido por el fenotipo B (GEN®, NN¥, NET®, AMKFX, SPT"). La
resistencia de las cepas de Acinetobacter sp. ante las quinolonas fue superior al 55,0%, siendo el
fenotipo o (NA®, CIPX, LVX®) el mayormente encontrado. Los B-lactamicos fueron los mas
utilizados como terapia antimicrobiana previa, tanto en pacientes hospitalizados como
ambulatorios. Se concluye que, el aislamiento de cepas de Acinetobacter sp. multirresistentes no
depende del tipo de muestra, ni de la terapia antimicrobiana previa y, tampoco esta condicionado
al servicio médico donde se encuentre el paciente.
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Articulo 41 del REGLAMENTO DE TRABAJO DE PREGRADO (vigente a partir
del IT Semestre 2009, segtin comunicacion CU-034-2009):“Los trabajos de grados son
de la exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente, y solo podra ser utilizados para
otros fines con el consentimiento del Concejo de Nucleo respectivo, quien debera
participarlo previamente al Concejo Universitario, para su autorizacion”.
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