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RESUMEN:

Introduccién: Acinetobacter baumannii resistente a los carbapenémicos es un problema de salud publica emergente
que causa dificultades en el manejo clinico-terapéutico de los pacientes. Las carbapenemasas producidas por estos
microrganismos inactivan los antibiéticos carbapenémicos. Metodologia: Un total de 283 aislados clinicos A. baumannii
resistentes a carbapenémicos fueron analizados empleando la reacciéon en cadena de la polimersasa (PCR) para la
amplificacidn y secuenciacion de la region de cada gen para la clase A (blakpc-like), B (blavim-iike) y D (blaoxa-23-like, blaoxa-24-
like, blaoxa-58 y blaoxs-143) de Ambler. Resultados: Fueron detectados 52 (18,4%) genes que codifican para las principales
betalactamasas que hidrolizan carbapenémicos. El gen blaoxa-23 se detecté en 23 (8,1%) aislados de los A. baumannii y
solo en 28 (9,9%) aislados se amplificé el gen blaoxa-58. Con respecto al gen blaoxa-72, solo se detectd en un aislado. No se
detectaron los genes blaoxa-143, blakpc-iike y blavim. Conclusion: Los genes blaoxa-23, blaoxA-72 y blaoxa-58 fueron detectados
en algunos aislados resistentes a los carbapenémicos. Por el contrario, los genes blaoxa-143, blakpc y blavim no se detectaron.
En un elevado nimero de A. baumannii (81,6%) resistentes a los carbapenémicos no se detectaron los genes para las
carbapenemasas evaluadas. Es posible que la resistencia en estos aislados este mediada por la combinacién de otros
mecanismos enzimaticos y/o no enzimaticos los cuales no fueron ensayados en el presente estudio.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii. Resistencia a carbapenémicos. Carbapenemasa tipo OXA. Metalo-betalactamasas
clase B. Betalactamasas. clase A.

Detection of carbapenemase genes in clinical isolates of
the Acinetobacter baumannii complex

ABSTRACT

Introduction: Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii is an emerging public health concern, causing challenges in
the clinical and therapeutic management of patients. The carbapenemases produced by these microorganisms inactivate
the carbapenem antibiotics. Methodology: A total of 283 clinical isolates of Carbapenem-resistant Acinetobacter
baumannii were analyzed by PCR for amplification and subsequent sequencing of the full coding region of each gene,
using specific primer pairs for Ambler clases A (blakpc-like), B (blavim-ike) and D (blaoxa-23-like, blaoxa-24-like, blaoxa-58 and
blaoxs-143). Results: Genes encoding key 3-lactamases involved in carbapenem hydrolysis were detected in only 52 (18.4%)
isolates. The blaoxa-23 gene was successfully amplified in 23 (8.1%) of the evaluated A. baumannii isolates, and blaoxa-58
was amplified in 28 (9.9%). The blaoxa-7z gene was detected in just one isolate. In contrast, blaoxs-143 and blaviM were not
present in any of the clinical isolates analyzed. Conclusion: The genes blaoxa-23, blaoxa-7z and blaoxa-58 were detected in
some carbapenem-resistant isolates. In contrast, the genes blaoxa-143, blakpc and blavim were not found in any of the clinical
isolates analyzed. A high proportion (81.6%) of A. baumannii isolates resistant to carbapenems did not present any of
the carbapenemase genes evaluated. It is possible that resistance in these isolates is mediated by a combination of other
enzymatic and/or non-enzymatic mechanisms not explored in this study.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Carbapenem resistance. OXA-type carbapenemases. Class B metallo-beta-
lactamases. Class A beta-lactamases.

ARTICULO ORIGINAL

Introduccion

Acinetobacter baumannii  (A. baumannii) es un
importante patégeno nosocomial que causa infecciones
graves como neumonia asociada con ventilacién
mecanica, infeccién del torrente sanguineo, infeccién
del tracto urinario, meningitis e infecciones de heridas,
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particularmente en pacientes recluidos en unidades
de cuidado intensivo (1, 2). Este microrganismo
se ha convertido en un reto sanitario en todo el
mundo debido a su resistencia a los antimicrobianos
y su capacidad de diseminacién (3). Ademas, la
resistencia a la desecacién permite al organismo
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sobrevivir en superficies inanimadas durante largos
periodos de tiempo, lo que contribuye a su transmisién
dentro del entorno hospitalario, lo que resulta en
brotes y persistencia endémica (1). Su resistencia
antimicrobiana intrinseca y adquirida es una grave
amenaza para el éxito del tratamiento de las infecciones
por A. baumannii (4). La resistencia creciente a los
carbapenémicos, que se ha intensificado durante las
Ultimas décadas, ha limitado de manera critica el uso
de estos antimicrobianos de primera linea para tratar
infecciones causadas por este microorganismo (3).
A. baumannii resistente a carbapenémicos ha sido
clasificado como patégeno de prioridad 1 (“critico”)
en la lista de la Organizacién Mundial de la Salud para
la investigacion y el desarrollo de nuevos antibidticos
(5), y los Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades (CDC) lo han situado en la categoria
de amenaza urgente para la salud publica. En 2017, se
estim6 que A. baumannii resistente a carbapenémicos
ocasioné aproximadamente 8.500 infecciones en
pacientes hospitalizados en los Estados Unidos, con
unas 700 muertes asociadas, reflejando su alta carga
clinica y epidemioldgica (6).

La resistencia a los carbapenémicos esta mediada
principalmente por las betalactamasas de clase
D hidrolizantes de carbapenémicos de tipo OXA
adquiridas [oxacilininasas (OXAs)], codificadas por
blaOXA-23-like, blaOXA-40-like, blaOXA-58-like, blaOXA-143-
like y bla0XA-235-like (7-9). Con menos frecuencia, la
resistencia a los carbapenémicos en A. baumannii esta
mediada por metalo-betalactamasas de clase B (MBL)
como IMP, NDM, SIM y VIM (1, 10) y solo raramente
por betalactamasas de clase A KPC y GES (11, 12).
Por lo tanto, este estudio fue disehado para evaluar
la distribucién de los genes (bla0XA23-like, blaOXA24-
like, blaOXA58, bloXA143, bla KPC-like y bla VIM-like)
involucrados en mecanismos de resistencia enzimatico
a carbapenémicos, en un grupo de aislados clinicos del
Complejo Acinetobacter baumannii.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas: En el presente estudio se analizaron
283 aislados clinicos de A. baumannii resistentes
a carbapenémicos provenientes de tres centros
hospitalario de la ciudad de Caracas: Hospital Dr. José
Maria Vargas, Hospital Domingo Luciani y Centro
Médico de Caracas. Los cuales fueron identificados
como  Complejo A.  calcoaceticus-baumannii
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empleando el sistema automatizado de identificacion
microbioldgica Microscand (Beckman Coulter, Inc.).
La identificacion definitiva de género y especie se llevd
a cabo mediante analisis de la secuencia del gen rrs que
codifica a la subunidad 16S del ARN ribosomal. La
susceptibilidad antimicrobiana de estos aislados a los
carbapenémicos evaluados (imipenem y meropenem)
fue determinada empleado el método de difusion
del disco y el nivel de resistencia por medio de las
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) en agar
(13).

Identificacion molecular de genes de resistencia: Los
aislados clinicos de A. baumannii en estudio fueron
analizados para detectar la presencia de una serie
de genes que codifican para las carbapenemasas
tipo OXA (bla0XA23-like, blaOXA24-like, blaOXA58 y
bloxA143), serinoenzimas (bla KPC-like) y metalo-
betalactamasas (bla VIM-like). Los genes que codifican
para las principales betalactamasas que hidrolizan
carbapenémicos, fueron detectados por PCR
amplificando la regién codificante completa de cada
gen y se usaron pares de iniciadores especificos (Tabla
1). Las bandas fueron detectadas por transiluminacién
con luz ultravioleta (FOTO/Prep) y documentada
fotograficamente. Los productos de PCR, previamente
purificados (QIAquick® - QIAGEN), fueron enviados
a la unidad de estudios genéticos y forenses (UEGF)
del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas
(IVIC) para ser secuenciados. Posteriormente, las
secuencias obtenidas fueron comparadas con aquellas
disponibles en el GenBank (htpp://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST), haciendo un BLAST para confirmar la
presencia de dichos genes en las cepas A. baumannii
analizadas.

Cepas controles

Como control de calidad para las reacciones de PCR
se utilizaron, una cepa de K. pneumoniae productora
de KPC cuya caracteristica de carbapenemasa fue
evaluada mediante deteccion fenotipica, y cedida por el
laboratorio de Bacteriologia del Hospital Dr. Domingo
Luciani; una cepa de Pseudomonas aeruginosa
productora de VIM proporcionada por el Instituto
Nacional de Higiene Rafael Rangel, las cepas A.
baumannii FER productora de OXA23, A. baumannii
CLA productora de OXA 40, y A. baumannii BMBF98
productor de OXA143, adquiridas en el Servicio de
Bacteriologia - Virologia - Higiene - Parasitologia.
Hospital Central Universitario de Bicetre-Francia.
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Tabla 1. Oligonucleétidos utilizados para la amplificacion y secuenciacion de los genes que codifican para las
principales betalactamasas que hidrolizan carbapenémicos.

Cebadores Blanco Secuencias N° pb Referencia
KPC-F blaKPC-2 GTA TCG CCG TCT AGT TCT GC 880 14
KPC-R GGT CGT GTT TCC CTT TAG CC

VIM-F blaVIM- ATT GGT CTATTT GAC CGC GTC 780 15
VIM-R TGC TAC TCA ACG ACT GAG CG

OXA23-F blaoxa23-like GAT GTG TCA TAG TAT TCG TCG 1058 15
OXA23-R TCA CAA CAA CTAAAA GCACTG

OXA24-F blaoxa24-like GTA CTA ATC AAA GTT GTG AA 825 15
OXA24-R TTC CCC TAA CAT GAATTT GT

OXA58-F blaoxa58-like CGA TCA GAATGT TCAAGC GC 528 16
OXA58-R ACGATT CTC CCC TCT GCG C

OXAI43-F blaoxal43 AGT TAA CTT TCAATAATT G 825 7
OXAI143-R TTG GAA AAT TAT ATA ATC CC

pb (pares de bases)
Fuente: Elaboracién propia

Resultados

Del conjunto de genes que codifican para las
carbapenemasas tipo OXA (bla0OXA23-like, blaOXA24-like,
bla0XA58 y blOXA143), serinoenzimas (bla KPC-like) y
metalo-betalactamasas (bla VIM-like), solo un grupo de
ellos lograron ser amplificado a partir de los aislados.
De los genes que codifican para las carbapenemasas tipo
OXA, el uso de iniciadores especificos para los genes
bla 0XA23-like permitié la obtencion de un amplicon
de 1058 pb. Este producto de PCR fue secuenciado
posteriormente y analizado mediante el programa
BLAST, el cual revel6 que la secuencia nucleotidica
presentaba una 99% de similitud con la secuencia del
gen bla 0XA23 incluida en la base de datos del GenBanck.
Dicho gen logré ser amplificado en 23 aislados (8,1%) de
los A. baumannii evaluados en el presente estudio (Figura
1). Los iniciadores especificos para el gen bla0OXA24-like
permitié la obtencion de un amplicon de1000 pb en 1
sola cepa (Figura 2). Una vez purificado el producto de
la PCR, el mismo fue secuenciado y analizado mediante
el programa BLAST. Este andlisis evidencié que la
secuencia nucleotidica tenfa un 99% de similitud con
la secuencia del gen bla 0xA72. De los aislados clinicos
analizados, 28 cepas generaron un amplicén de 528 pb
mediante PCR. La secuenciacién de estos productos y
su analisis por BLAST revelaron una similitud del 99%
con la secuencia del gen bla0XA-58 (Figura 3). Asimismo,
se evalud la presencia del gen bla0XA-143, para el cual
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Figura 1. Registro fotografico de un gel de agarosa al
0,8% donde se observan los amplificados del gen que
codifica para la carbapenemasa OXA 23. Lineas 1 y
19: 1Kb DNA Ladder (BioLabs), Linea 2 y 3: Control
positivo y negativo, Lineas 4-18 (41A-55A) y 20-36
(56A-72A) aislados clinicos provenientes del
Hospital Dr. Domingo Luciani

Fuente: Elaboracién propia.
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1000 pb

Figura 2. Amplificados del gen que codifica para la
carbapenemasa OXA 72. Lineas 1 y 11: 1IKb DNA
Ladder (BioLabs), Linea 2 y 3: Control positivo y
negativo, Lineas 4-10 (8C-14C) y 12-20 (15C-23C)
aislados clinicos provenientes del Centro Médico de
Caracas.
Fuente: Elaboracién propia

528 pb

Figura 3. Registro fotografico de un gel de agarosa al
0,8% donde se observan los amplificados del gen que
codifica para OXA 58. Linea 1: 100 pb DNA Ladder
(BioLabs), Linea 2 y 3: Control positivo y negativo,
Lineas 4-14 aislados clinicos provenientes del Centro
Médico de Caracas, Hospital Dr. Domingo Luciani y
Hospital Vargas.

Fuente: Elaboracion propia
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la técnica de PCR produjo un amplicon de 825 pb,
mostrando igualmente una similitud del 99% con la
secuencia depositada en GenBank. Sin embargo, dicho
gen no fue detectado en ninguna de las cepas incluidas
en este estudio.

Mediante la técnica de la PCR y utilizando iniciadores
especificos para amplificar los genes que codifican
para metalo-betalactamasas, solo se logré obtener el
amplificado correspondientes de las cepas control. Con
los iniciadores para los genes blavIM-like, se originé
un producto de 780 pb, el cual al ser secuenciado el
mismo tenfan un 100% de similitud con secuencia
correspondiente al gen blaviM-2 almacenado en la base
de datos del Genbanck. Sin embargo, no se logré detectar
estos genes en los aislados clinicos de A. baumannii
analizados. Empleando los iniciadores para los genes
blakPC-like se obtuvo un producto de PCR de 700 pb de
la cepa control que al ser secuenciado el mismo presentd
un 99% de similitud con la secuencia correspondiente al
gen blakPcC-19. Este gen tampoco logré ser amplificado
en las 283 cepas evaluadas.

Discusion

La produccion de OXA-23 es sefialada como el
mecanismo de resistencia a los carbapenémicos
encontrados con mayor frecuencia en los hospitales
de todo el mundo (17, 18). Pero en el presente estudio,
el gen asociado con este mecanismo de resistencia
solo fue detectado en el 8,1% (23/283). En un estudio
previo, en Caracas-Venezuela, se logré detectar blaoXA-
23-like en el 93,4% de los aislados de A. baumannii (17).
Desconociéndose los posibles factores que pudieran
influir en los resultados discrepantes obtenidos con
la presente investigacién. Existen estudios conducidos
en un mismo pais donde previamente se asocia la
resistencia a los carbapenémicos con la presencia de un
determinado tipo de carbapenemasa y posteriormente
se describe la prevalencia de otra enzima con actividad
carbapenemasa asociada con la resistencia a estos
antimicrobianos (19). El gen blaoxA-72, logré ser
amplificado en un solo aislado clinico de A. baumannii,
constituyéndose este estudio el primer reporte de
carbapenemasa tipo OXA-72 en Venezuela. La aparicion
de casos esporadicos con esta enzima, también ha
sido reportados en Colombia y Estados Unidos (20,
21). Por el contrario, otros autores han reportado la
diseminacién de un clon endémico de A. baumannii
productor de OXA-72, el cual fue el responsable de
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los brotes y de la alta frecuencia del gen blaOXA-72
(97%) que codifica para la carbapenemasa OXA-72
(19). El primer reporte de OXA-58 en Venezuela fue
documentado por Salazar E. et al. (22), quienes lograron
identificar la presencia de esta enzima en el 10% de
los aislados clinicos de A. baumannii. Siendo estos
resultados muy similares a los obtenidos en la presente
investigacion (9,9%). Por el contrario, en Bolivia se
logré detectar blaOXA-58-like en el 39,4% de los aislados
de A. baumannii (23).Y en Europa la enzima OXA-58
también ha sido identificada y considerada endémica
en paises como Francia, Turquia y Grecia (24). OXA-
143 fue descrita por primera vez en un aislado clinico
de A. baumannii multirresistente en Brasil durante
la realizacién de un estudio multicéntrico. Y luego
se describié una elevada prevalencia de blaoxA-143
(58,3%) (25). Inicialmente OXA-143 se encontraba
de forma exclusiva en Brasil, sin embargo, en Irdn se
describié que el 14,43 % de los aislados clinicos de
A. baumannii resistentes a carbapenémicos fueron
positivos para esta enzima (26). En cambio, en nuestro
estudio no se logré detectar la presencia de bla0XA-143.
En Puerto Rico se logré identificar la presencia de la
enzima KPC en el 3,4% de los Acinetobacter resistentes
a carbapenémicos (12). No obstante, porcentajes mas
elevados (22,5%) han sido reportados en México
(27). Por el contrario, en el presente estudio no se
logré detectar la presencia de blakPC-like. Un dato
importante para considerar es que la cepa empleada
como control positivo para la identificacién del gen
blakpC provenia de un aislado clinico de K. pneumoniae
y previamente se ha reportado, en un mismo hospital,
que inicialmente la presencia de blakPC-like fue
identificada en especies de Klebsiella y posteriormente
en A. baumannii. Sugiriendo la posible transmisién
horizontal, debido a que esta carbapenemasa ha sido
asociada con elementos genéticos méviles los cuales
pueden ser transferidos de una bacteria a otra (27,28).
Las enzimas VIM han sido identificadas muy raramente
en A. baumannii, asimismo en algunas regiones del
mundo solo pocos aislados son productores de metalo-
betalactamasas (29,30). En nuestro estudio no se logré
detectar la presencia de blaviM en ninguno de los
aislados clinicos evaluados, de manera similar a los
resultados reportados en Colombia (31). En Venezuela,
se ha reportado la presencia VIM, pero en aislados
de Pseudomonas aeruginosa y Klebsiella pneumoniae
resistentes a carbapenémicos (32,33). Razén por lo
cual es necesaria su deteccién continua, debido a la
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plasticidad genética de A. baumannii y el papel que
juegan los elementos mdviles en la trasmisiéon de la
resistencia (28). La mayoria de los estudios publicados
hasta la fecha hacen referencia a la adquisicién de
carbapenemasa tipo OXA como uno de los mecanismos
predominantes para adquirir resistencia a los
carbapenémicos en especies de Acinetobacter (17,18).
Sin embargo, en la presente investigacién se encontrd
un elevado porcentaje (81,6%) de aislados en las cuales
no fue posible evidenciar la presencia de ninguno de los
genes que codifican carbapenemasas. La disminucién
de la permeabilidad de la membrana externa pudiera
estar jugando un papel importante en la resistencia a
carbapenémicos (34), al igual que la sobreexpresion de
las bombas de eflujo parece contribuir en el incremento
dela Concentracion Inhibitoria Minima de meropenem
(21). Por otro lado, la hiperproduccién de AmpC reduce
significativamente la sensibilidad a cefalosporinas de
cuarta generacion y a los carbapenémicos, si se produce
también la pérdida de alguna porina relacionada con la
resistencia antimicrobiana o la expresion exagerada de
bombas de flujo (35).

Finalmente, este trabajo representa un aporte
importante a la epidemiologia molecular de A.
baumannii ya que en nuestro estudio se encontrd que
en un elevado nimero de aislados (231) resistentes a
carbapenémicos, no fue posible evidenciar la presencia
de ninguno de los genes que codifican carbapenemasas.
Esto nos permiten pensar que, pudieran estar presentes
otros mecanismos de resistencia a betalactamicos de
naturaleza no enzimaticas que probablemente sean
responsables de la resistencia a carbapenémicos o a la
presencia de otras carbapenemasas no evaluadas en el
presente estudio.

Conclusiones

Los genes blaOXA-23, bla0XA-72 y bla0XA-58 fueron
detectados en aislados resistentes a los carbapenémicos.
Por el contrario, los genes blaOXA-143, blakpc y blaviMm
no estuvieron presentes en ninguno de los aislados
clinicos evaluados. En un elevado nimero de A.
baumannii (81,6%) resistentes a los carbapenémicos
no fue detectado ningunos de los genes que codificara
las diversas carbapenemasa evaluadas. Es posible que
la resistencia en estos aislados este mediada por la
combinacién de otros mecanismos enzimaticos y/o
no enzimaticos los cuales no fueron ensayados en el
presente estudio.
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