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V. RESUMEN

El presente estudio se realizé con el objetivo de determinar el Patron de clonalidad por
REP y ERIC — PCR de cepas de Acinetobacter baumannii complex aislados de
colonizacion y/o infeccion en pacientes del Hospital Regional Lambayeque durante los
meses de Julio — Noviembre del 2015. Para lo cual se planted un disefid prospectivo
transversal y descriptivo. Las cepas de Acinetobacter baumannii complex obtenidas de
colonizacion y/o infeccion en pacientes de este nosocomio, fueron aisladas por métodos
convencionales. A los pacientes con resultado positivo se les reviso la Historia Clinica para
su correspondiente llenado de ficha clinico-epidemioldgica, posteriormente se obtuvo un
dendograma de fusion de los marcadores de REP — ERIC PCR. Del estudio se obtuvieron
24 cepas de Acinetobacter baumannii complex procedentes de pacientes colonizados y/o
infectados pertenecientes a los Servicios de Emergencias y Areas Criticas, de las cuales 20
cepas se agruparon en 5 cldsters con un rango de similitud > 88% y clusters independientes
que no se agruparon: AC17, AC4, AC22, y AC8. Ante ello se concluye que el preocupante
incremento de los aislamientos clinicos de Acinetobacter baumannii complex muestran una
propagacion y diseminacion sobre todo en Unidades de Cuidados Criticos exige a realizar
estudios enfocados a determinar linajes clonales que permitan evaluar la presencia de brotes

0 microbrotes que muestran en modo de propagacion y aumento epidemioldgico.

PALABRAS CLAVES: Patron de clonalidad, infeccion, colonizacién, clasters,

dendograma.



VI. INTRODUCCION

Acinetobacter baumannii complex. Es un microorganismo oportunista responsable de las
infecciones mas frecuentes y graves en pacientes ingresados a Unidades Criticas. Esta
bacteria presenta una elevada virulencia y mecanismos de resistencia que motivan su

cobertura empirica de forma precoz en las situaciones clinicas en que se presenta. (1)

La importancia clinica de este microorganismo radica en su capacidad de resistir
condiciones ambientales adversas, formar biofilms y adquirir genes que le confieren
multiresistencia. A si mismo su impacto no esta circunscrito a Unidades Criticas de un solo
nosocomio si no que clones de este pueden diseminarse a otros servicios, e inclusive a otros
hospitales. Dichos clones con frecuencia albergan genes que confieren resistencia a
Carbapenemes mediados principalmente por OXA — 23 y en la actualidad representan un

problema emergente a nivel hospitalario. (2)

La especie mas representativa y de importancia clinica del genero Acinetobacter es A.
baumannii complex. Existen cepas de esta especie que han tenido gran éxito en su
diseminacion y en la actualidad son un problema emergente que afecta a hospitales de
Europa y Asia principalmente. Las epidemias por Acinetobacter baumannii complex en esta
parte del mundo son causadas por un limitado nimero de cepas pertenecientes a linajes
clonales internacionales (IC), destacando los clones I, 11 y 11l originarios de Europa y los
recientemente reportados clones ST15, ST25, ST78 y ST84. (3)

La importancia de determinar linajes clonales radica en las diversas caracteristicas de
virulencia que estos presentan; de este modo, estudios recientes han determinado las
peculiaridades de ciertos clones en términos de resistencia a la desecacion, adherencia a las
superficies bidticas y abidticas e invasion de células epiteliales alveolares, encontrando que
las cepas IC — | presentan mayor resistencia a la desecacion, IC — 2 una mayor adherencia a
las superficies bioticas como abioticas, mientras que los genotipos emergentes ST25 y
ST78 presentan todas las caracteristicas antes mencionadas, Ademas de mayor adherencia

al epitelio alveolar lo cual se correlaciona con la capacidad de formar biofilms. (3)



Existen diversas técnicas para determinar los linajes clonales en Acinetobacter spp, de este
modo la Electroforesis en campo pulsado (ECP) es la técnica gold estdndar debido a su
elevado poder de discriminacion; Sin embargo su laboriosidad, tiempo requerido y elevado

costo son sus mas importantes limitaciones (4).

En este sentido existen otras técnicas moleculares de tipificacion basadas en la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), como la PCR de secuencias de ADN repetidas (REP-PCR),
la cual, es una técnica mas econdmica, menos laboriosa, y que generan patrones de bandas
mas faciles de interpretar que la ECP. REP — PCR es una técnica molecular muy empleada
en los estudios de brotes, se fundamenta en la utilizacion de cebadores que hibridan de
forma especifica con unas secuencias de ADN repetitivas (secuencias Rep), de funcion
desconocida que se encuentran dispersas por todo el genoma de muchas bacterias, hongos y

parasitos (4).

Existen 3 familias de secuencias repetitivas: las secuencias repetitivas palindromicas
extragénicas de 35 y 40 pb (secuencias REP), las secuencias consensos repetitivos
intergénicos de Enterobacterias de 124 y 127 pb (secuencias ERIC), y las secuencias o
elementos BOX de 154 pb (4).

El Hospital Regional Lambayeque es un nosocomio de nivel 3 - I, ubicado al norte del
Perl, el cual periédicamente presenta problemas con microorganismos de origen
hospitalarios, dentro de los cuales destaca Acinetobacter spp, el cual es principalmente
aislado en Areas Criticas y que durante el 2015 fue implicado en un probable brote en este
servicio. Por ello el objetivo del estudio fue caracterizar el patron de clonalidad de
Acinetobacter baumannii complex - MDR, empleando los marcadores REP y ERIC - PCR

en muestras de infecciones intrahospitalarias del Hospital Regional Lambayeque

6.1 Marco Teorico

a. Situacion Problematica



Segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud en paises en vias de
desarrollo entre un 15 a 20% de pacientes que ingresan a un nOSOCOMIo van a
padecer de infecciones intrahospitalarias, esto se incrementa en la Unidad de
cuidados Intensivos o el servicio de Neonatologia, ya sea porque estas
infecciones estan vinculadas al tiempo de uso de dispositivos invasivos
(cateteres, ventiladores respiratorios, entubados), como también al estado de
inmunosupresion en la que se encuentran los pacientes ingresados en estos

servicios (1).

Estas Infecciones son de suma importancia ya que pueden causar la muerte,
involucra un costo mayor en el tratamiento de la enfermedad o puede dejar
secuelas graves como discapacidad permanente. Los agentes etioldégicos mas
comunes causantes de estas infecciones son Enterobacterias (Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis), bacilos no fermentadores
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii complex), entre los Gram
positivos (Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Haemophilus

influenzae, Streptococcus pneumoniae y Enterococcus) (1).

La aparicién de cepas patdgenas y brotes intrahospitalarios se debe mayormente
al uso indiscriminado de antibioticos, ineficiente implementacion de medidas de
control y a la capacidad intrinsecas de algunas bacterias de vivir en medios poco
favorables para la mayoria de microorganismos logrando vivir en ambientes con

estrés de pH, salinidad, en superficies secas (biofilms) y hasta en desinfectantes

(1).

Una de las mas importantes es Acinetobacter baumannii complex con una
mortalidad registrada es entre un 50-60% variando segun diversos factores sobre
todo en pacientes entubados, con ventilacion mecanica y con una puntuacion
alta del sistema de clasificacion de severidad o gravedad de enfermedades
APACHE Il (Acute Physiology y crénica Evaluacion de la Salud) (1).

Por este motivo es de suma importancia conocer el linaje clonal, saber que

cepas se encuentran circulando en los distintos ambientes de atencién , hasta la



actualidad en el Hospital Regional Lambayeque no se ha realizado un estudio
mediante herramientas de epidemiologia molecular que permitan discriminar
entre infeccion versus contaminacion, el origen clonal frente a infecciones
recurrentes y asi discriminar entre re infeccion del mismo clon o infeccién de un
clon distinto, este estudio pretende determinar el patrén de clonalidad es decir
caracterizar las cepas circulantes de Acinetobacter baumannii complex e inferir
los focos infecciosos para proponer mecanismos de prevencion y control de
Infecciones por bacterias intrahospitalarias en este importante nosocomio, el de

mayor categoria a nivel Regional.

b. Antecedentes bibliograficos

b.1.- Antecedentes Internacionales:

Gulfem Ece et al. 2015 investigaron la susceptibilidad antimicrobiana y la
relacion clonal entre las cepas de Acinetobacter baumannii complex aisladas de
la UCI de un hospital en Turquia. La identificacion y la susceptibilidad
antimicrobiana de 33 cepas de Acinetobacter baumannii complex obtenidas se
realizaron mediante Vitek version 2.0 automatizada, y la relacién clonal entre
las cepas mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del consenso
intergénico repetitivo enterobacterial (ERIC), entre sus hallazgos las cepas se
clasificaron en siete grupos sobre la base de los resultados de huellas gendmicas.
Revelando que dos grupos fueron los principales responsables de la prevalencia
de Acinetobacter baumannii complex cepas en la UCI. Concluyendo que Las
cepas MDR Acinetobacter baumannii complex causaron un incremento en la
morbilidad y mortalidad, particularmente en las UCI. El uso de métodos
epidemioldgicos moleculares puede ayudarnos con la deteccion del patdgeno y

la prevencion de la propagacibn de estas cepas resistentes.(5)

Hanosh et al. 2014 realizaron un estudio para detectar Metallo-B-lactamasas,

cefalosporinasas y oxacilinasas y evaluar la diversidad genética en aislamientos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ece%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25825641

de Acinetobacter baumannii complex recuperadas de hemocultivos en Cinco
hospitales diferentes en Brasil de Diciembre de 2008 a Junio de 2009. En estas
hallaron una tasa de resistencia para Imipenem de 93,75% y 39,06% de
Polimixina B. Todas las cepas fueron positivas para al menos uno de los 10
genes estudiados. El diagnostico por ERIC-PCR
Revel6 un predominio de ciertos clones que diferian entre si. Sin embargo,
Se observo el mismo patron de banda en muestras de los diferentes hospitales
estudiados, Demostrando la correlacion entre los resultados genotipicos y
fenotipicos. Por lo tanto, ERIC-PCR Es un método apropiado para agrupar
rapidamente aislamientos genéticamente relacionados. Estas Los resultados
también muestran que la prevalencia de MDR Acinetobacter baumannii

complex puede variar entre los clones Diseminados en hospitales especificos.(6)

Pasanen et al. 2014. En Finlandia, realizaron un estudio con el objetivo de
examinar la prevalencia y la diseminacion clonal de especies del grupo
Acinetobacter baumannii complex multirresistente 'y sus genes de
carbapenemasas. Para ello evaluaron un total de 55 aislamientos de
Acinetobacter baumannii complex con PCR repetitiva (DiversiLab) para
analizar la clonalidad de los aislamientos, junto con el perfil de susceptibilidad
antimicrobiana para diversos antibioticos. Ademas, desarrollaron un nuevo
ensayo de PCR en tiempo real, que detecté los genes de carbapenemasas
clinicamente mas importantes solo en dos reacciones multiplex. El ensayo
detecta genes para KPC, VIM, IMP, GES-1 / -10, OXA-48, NDM, GIM-1,
SPM-1, IMI / NMC-A, SME, CMY-10, SFC-1, 1, tipo OXA-23, tipo OXA-
24/40, OXA-58 e ISAbal-OXA-51, y permite la deteccion segura de aislados
que albergan genes de carbapenemasas adquiridos. Por ultimo hubo una
distribucion clonal dependiente del tiempo de Acinetobacter baumannii complex
multirresistente que se correlacionaba fuertemente con el perfil génico de la
carbapenemasas, al menos en este material de estudio geograficamente
restringido. El nuevo analisis de deteccion de carbapenemasas fue capaz de
detectar todos los genes correctamente sugiriendo que podria ser adecuado para

fines de cribado epidemiologico en laboratorios clinicos.(7)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pasanen%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24465749

Ying C et al. 2012. En Shanghai, China. Investigaron las correlaciones entre
los aislamientos de Acinetobacter baumannii complex de los pacientes de la
unidad de terapia intensiva neuroquirargica. En este estudio determinaron las
concentraciones inhibitorias minimas de agentes antimicrobianos frente a 27
cepas clinicas y 28 aislamientos medioambientales mediante el método de
dilucién en agar. La genotipificacion Molecular se realizd por enterobacterial
repetitiva intergénica consenso PCR (ERIC-PCR), electroforesis en campo
pulsado (PFGE) y multi-locus secuencia de mecanografia (MLST). La presencia
de carbapenemasa y metalo-pB-lactamasas genes fueron analizados por PCR
especificos y secuenciacion del ADN. De los aislamientos clinicos de
Acinetobacter baumannii complex, el 25,9% fueron resistentes a la minociclina,
el 51,9% a cefoperazona-sulbactam, el 59,3% a imipenem y el 70% resistentes a
otros antimicrobianos. Los aislamientos ambientales fueron més sensibles en
comparacion con los aislamientos clinicos (P <0,05). Veintisiete aislamientos
clinicos comprendian tres genotipos ERIC-PCR, cuatro pulsotipos PFGE
principales y cinco tipos de secuencia MLST (ST) distintos (ST208, ST368,
ST191, ST195, ST540), todos pertenecientes a CC92 con una diferencia de
locus ellos. Las cepas de Acinetobacter baumannii complex aisladas de los
pacientes eran genéticamente similares a las cepas ambientales, con miembros
CC92 como la fraccibn mayor, pero con diferentes susceptibilidades

antibidticas.(8)

Higgins et al. 2012. En Alemania, estudiaron la reproducibilidad de las huellas
gendmicas Rep-PCR de DiversiLab entre dos laboratorios con el objetivo de
determinar si dichas huellas y el agrupamiento son especificos del laboratorio o
portatiles. En este estudio se utilizaron cien aislados no duplicados de
Acinetobacter baumannii complex. El aislamiento del ADN y rep-PCR se
realizaron por separado en dos laboratorios y los patrones de rep-PCR generados
en el laboratorio A se compararon con los del laboratorio B. Doce aislamientos

de Acinetobacter baumannii complex procesados en el laboratorio A mostraron


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Higgins%20PG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21903821

similitud de patron de > 98% con los 12 aislamientos correspondientes Probados
en el laboratorio B y se consideraron idénticos. Sesenta y cuatro aislamientos
mostraron 95-97,9% de similitud con sus correspondientes aislamientos.
Veintitrés aislamientos mostraron una similitud de 90-94% con los aislamientos
correspondientes, mientras que un aislamiento mostr6 sélo 87,4% de similitud.
Sin embargo, se conservo el agrupamiento intra-laboratorio: los aislados
agrupados en el laboratorio A también se agruparon en el laboratorio B.
Mientras que el agrupamiento se conservaba y reproducible en dos laboratorios
diferentes, demostrando la robustez de REP - PCR, la comparacion inter
laboratorio de las huellas genémicas individuales mostr6 mas variabilidad. Esta
comparacion  permite llegar a conclusiones sobre la clonalidad

independientemente del laboratorio donde se realiza el analisis.(9)

Zander, et al 2012. En Praga, Republica Checa. Investigaron sobre la
correlacion entre las variantes blaOXA-51 vy los linajes clonales mundiales de
Acinetobacter baumannii complex. Se secuenciaron los genes similares a
blaOXA-51 de 102 aislamientos de A. baumannii. Utilizando DiversiLab
secuencia repetitiva de PCR basada en PCR (REP - PCR) de mecanografia, 92
de estos aislamientos habian sido previamente asignados a WW1 a -8 y 10
fueron unclustered. Clustering de secuencias de ADN se realizd mediante el
método de unidn vecina y la correccion filogenética Jukes-Cantor. BlaOXA-51
variantes estaban en buena correlacion con DiversiLab definidos linajes
clonales. La tipificacion basada en secuencias de las variantes de blaOXA-51
tiene el potencial de ser aplicado para la caracterizacion epidemiologica de
Acinetobacter baumannii complex e identificar los linajes clonales 1 a 8 en todo
el mundo(10).

Dessel et al. 2004. En Finlandia, se han empleado las técnicas AFLP y PFGE
logro distinguir 23 genotipos de 47 aislados encontrando relacion obtenido por

ambas técnicas. Desde la llegada de técnicas rapidas y econdémicas de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zander%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22422849

secuenciamiento se han venido utilizando la secuencias de genes estructurales

para la discriminacion del Acinetobacter baumannii complex. (11).

Bartual et al. 2005. En Espafia se desarroll6 un esquema para la amplificacion
de 7 genes estructurales y su respectivo secuenciamiento (MLST), encontrando
concordancia con los resultados obtenidos por la electroforesis de campo
pulsado y AFLP, empleando 40 muestras clinica proveniente de hospitales

europeos (12)

Dettori M et al. 2014. Reporto la presencia del gen OXA-23 y ademas del gen
OXA-51 en aislados provenientes de un hospital al norte de Italia, la diferencias
en el patron de resistencia nos permite deducir el intercambio de clones en
hospitales de distintos continentes o la aparicion de nuevas cepas con el mismo
patrén, este ultimo estudio remarca la importancia de realizar estos estudios en
areas criticas para la adopcién de estrictos habitos de higiene, especialmente en
el lavado de manos y en el uso adecuado de la indumentaria del personal para
evitar la dispersion de cepas altamente patogénicas en los diversos ambientes
del hospital (13)

HOSAM et al. 2015. Determinaron la epidemiologia molecular y los
mecanismos de resistencia de 117 aislamientos de Acinetobacter baumannii
complex resistente a carbapenémicos en hospitales de Arabia saudita. Los
aislados se sometieron a evaluaciones de clonalidad basados en secuencias
repetitivas de REP — PCR. De todos ellos 16 grupos se relacionaron clonalmente
e incluso habia relacion entre grupos de diferentes hospitales. (14)

GULBUDAK et al. 2014. Determinaron patrones de clonalidad en
Acinetobacter spp. Aislados de muestras clinicas de pacientes hospitalizados
mediante el método de Rep-PCR. Entre octubre de 2011 y mayo de 2012, Se
incluyeron un total de 75 aislamientos de Acinetobacter en muestras clinicas de

pacientes hospitalizados con un Susceptibilidad a los antibi6ticos de los



aislados de Acinetobacter, de acuerdo con las recomendaciones de CLSI, disco
de Kirby-Bauer, fue probado por el método de difusién. Se determind la
resistencia a los antibioticos (resistencia a multiples farmacos). Como resultado
del analisis de relaciones clonales con Rep-PCR se identificaron un total de
ocho (A-H) clones, dos clones principales [A (7 subtipo), B (3 subtipo)]; para Se
determind que el clon era el tipo dominante. Un clon del 72% (n = 54) de 75
aislamientos de Acinetobacter. Encontrado para pertenecer 13 aislamientos
pertenecientes al clon B, dos aislamientos en los clones C y D, en otros clones.

Este trabajo se realiz6 en Turquia. (15)

BERRIN SARI et al. 2015. En Turquia. Desarrollaron un estudio con el fin de
investigar los genes de la Oxacilinasa responsables de la resistencia al
carbapenem en cepas de A. baumannii resistentes a maltiples farmacos (MDR) y
evaluar la relacion clonal entre estas cepas. Un total de 62 MDR cepas de
A. baumannii aisladas de diversas muestras clinicas, de pacientes hospitalizados
en unidades de cuidados intensivos (n = 42) y otras clinicas para pacientes
hospitalizados (n = 20) entre febrero y marzo de 2012, se incluyeron en el
estudio. Identificacion y susceptibilidad antibidtica de A. baumannii los
aislamientos se realizaron mediante el sistema automatizado Vitek-2
(bioMérieux,). (16)

La presencia de genes OXA productores de carbapenemasa (similar a blaOXA-
23, similar a blaOXA-40, similar a blaOXA-51 y similar a blaOXA-58) se
detectdé mediante PCR multiplex (sistema de prueba Hyplex® CarbOxalD,
Amplex Diagnostics, Alemania) y la relacién clonal entre aislamientos se
investigd mediante el método de rep-PCR (DiversiLab, bioMérieux,
Francia). Todos los aislamientos de A. baumannii fueron susceptibles a la
colistina. (16)

Todas las cepas fueron positivas para los genes blaOXA-23 y blaOXA-51,
mientras que los genes blaOXA-40 y blaOXA-58 no se detectaron en ninguno



de ellos. Cultivos simultaneos de muestras ambientales obtenidas de clinicas de
pacientes hospitalizados en las que las cepas MDR A. baumannii aisladas fueron
negativas en términos de A.baumannii crecimiento. En la evaluacion de la
relacion clonal entre aislamientos, 48 cepas (77.4%) mostraron una similitud

superior al 95% y formaron un grupo grande, llamado Cluster A. (16)

El andlisis por rep-PCR de estos aislamientos indic6 que una gran parte de
las cepas de A. baumannii estaban estrechamente relacionadas entre si, vy
probablemente de la misma fuente y ancestro comun, y se separaron brevemente
unas de otras. Estos datos enfatizan que las opciones de tratamiento son bastante
limitadas para pacientes hospitalizados y la necesidad de mejorar las medidas de

control de infecciones en nuestro hospital. (16)

SHIRMOHAMMADLOU et al. (2018). Desarrollaron un estudio en Iran en
un total de 100 aislamientos clinicos de A. baumannii de pacientes
inmunocomprometidos hospitalizados en UCI en Iran fueron investigados por su
susceptibilidad antimicrobiana y la presencia de genes de resistencia a la
antiséptica y carbapenemasa. Todos los aislamientos fueron resistentes a uno o
mas antibidticos, encontrandose la resistencia mas frecuente contra

ciprofloxacina e imipenem (100%) y piperacilina (99%). (17)

Las MIC de los biocidas se determinaron por el método de dilucién en agar. No
se observo resistencia aparente a los biocidas entre los 100 aislamientos de A.
baumannii. Todos los aislamientos fueron inhibidos efectivamente por las
concentraciones definidas de cetrimida, cloruro de benzalconio vy
glutardaldehido del usuario. EI gen intrinseco de P-lactamasa, similar a
blaOXA-51, se detecto en todos los aislamientos de A. baumannii. La
coexistencia de blaOXA-51 yblaOXA-23 se encontr6 en el 89% de los
aislamientos. Sin embargo, los genes blaOXA-58, blaSIM y blaIMP no se

detectaron en ningln aislado. Si bien los aislamientos de A. baumannii eran


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shirmohammadlou%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30175954

sensibles a los biocidas, los genes gac eran los mas comunes, con el gen

qacEA1, con una frecuencia del 91%. (17)

El estudio revel? la alta frecuencia de aislamientos de A. baumannii resistentes a
multiples farmacos y carbapenem en pacientes en UCI, con una alta prevalencia
de los genes blaOXA-23 y blaOXA-51. Sin embargo, no se observo resistencia
aparente a los biocidas en los aislamientos de A. baumannii. Parece que las
medidas apropiadas de vigilancia y control son esenciales para prevenir la

aparicion y transmision de MDR A. baumannii en Iran. (17)

Zahra Shamsizadeh et al. 2017 en Iran se realiz6 un estudio para demonstrar
que Acinetobacter baumannii resistente a los antibioticos se ha convertido en
uno de los patdgenos hospitalarios mas problematicos del mundo. Este estudio
fue disefiado para investigar la presencia de A. baumannii resistente a los
antibioticos en diversos entornos hospitalarios. Se tomaron muestras de aire,
agua y superficie inanimada en diferentes salas de cuatro hospitales y se analizé

la presencia de A. baumannii. (18)

Se confirmaron los aislamientos confirmados de A. baumannii para determinar
la susceptibilidad antimicrobiana y también se examiné la presencia de los tres
genes mas comunes que codifican la carbapenemasa tipo OXA. A. baumannii se
detectd en el 11% (7/64) de las muestras de aire con la mayor recuperacion en
unidades de cuidados intensivos (UCI). También se detectdé A. baumannii en
17% (7/42) 'y 2% (1/42) de muestras de superficie y agua,
respectivamente. Se recuperaron un total de 40 aislamientos de A. baumannii y
el analisis de la susceptibilidad antimicrobiana mostr6 la mayor resistencia a la
ceftazidima (92.5%, 37/40). EI 85% (34/40) y el 80% (32/40) de los
aislamientos también fueron resistentes a imipenem y gentamicina,
respectivamente. El analisis de los genes de resistencia mostré que el 77,5%
(31/40) de las cepas contenia OXA-23 y el 5% (2/40) de las cepas contenia
OXA-24, pero no se detecto OXA-58 en ninguna de las cepas. (18)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shamsizadeh%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29165152

Pilar Villalon Et al. 2011. En Madrid, analizaron la diversidad clonal de 729
cepas epidémicas de Acinetobacter baumannii aisladas de 19 hospitales
espafoles (principalmente de unidades de cuidados intensivos) durante un
periodo de 11 afos. La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE)
identifico 58 tipos de PFGE que fueron sometidos a pruebas de susceptibilidad,
secuenciacion del gen rpoB vy tipificacion de secuencias multilocus (MLST).
(19)

Todos los tipos de PFGE fueron resistentes a multiples farmacos; La colistina
fue el Unico agente al que todos los agentes patdgenos fueron susceptibles. Los
58 tipos de PFGE se agruparon en 16 clones en funcion de su similitud genética
(corte del 80%). Estos clones se distribuyeron en un grupo principal (grupo D),
tres grupos de medios (grupos A, B y C) y tres grupos menores (grupos E, F y
G). La secuenciacion del gen TherpoB y los resultados de MLST reflejaron una
distribucion clonal, de acuerdo con los resultados de PFGE, ST-79 y ST-80
podrian ser nuevos clones emergentes.(19)

Este trabajo confirma que PFGE y MLST son herramientas complementarias en
los estudios de clonalidad. Aqui, PFGE pudo demostrar el patrén monoclonal de
la mayoria de los brotes, la transmision inter e intrahospitalaria de bacterias y su
persistencia endémica en algunas salas. MLST permitié monitorear la evolucién
temporal y la distribucién espacial de los clones espafoles y permitid realizar

comparaciones internacionales. (19)

Ramazanzadeh et al. (2013) Determinaron la transmision de infecciones
bacterianas mediante el analisis genético de doscientas treinta cepas de
Escherichia coli, aisladas de diferentes muestras clinicas, se caracterizaron por
la técnica enterobacteriana repetitiva de consenso intergénico (ERIC) —PCR.
Los resultados y la similitud entre las cepas se determinaron sobre la base del
coeficiente de similitud de Jaccard en el programa SAHN del software NTSYS-
pc. (20)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramazanzadeh%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23825729

De este modo los perfiles ERIC — PCR permitieron la tipificacion de los 230
aislamientos en 205 tipos ERIC que se agruparon en veinte grupos principales
(CO1 - C20). EIl primer grupo represento el 4.34% del total de aislamientos. De
los 230 aislamientos, el 34,2% pertenecia al grupo filogenético D que se asocid
con muestras extraintestinales. El estudio hallo una alta diversidad en los
aislamientos de E. coli, lo que indica una baja tasa de infeccion hospitalaria en
nuestros hospitales universitarios. La mayoria de los aislamientos pertenecian al

grupo D filogenético. Trabajo realizado en Iran.(20)

D’Arezzo et al. (2009) estudiaron la epidemiologia molecular y la base genética
de la resistencia a los antibidticos en 88 cepas de Acinetobacter baumannii
resistentes a multiples farmacos (MDR) aislados durante 18 meses en pacientes
infectados en siete unidades de cuidados intensivos (UCI) en Roma. El anélisis
de ADN se realizd por RAPD-PCR y de macro restriccion identificandose dos
tipos clonales predominantes, genéticamente relacionados con los clones
epidémicos europeos | y Il, que representan el 98,9% de los aislados de la UCI
de A. baumannii. (21)

El tipo 1 se aislo de todas las UCI bajo encuesta. Integrones de clase 1 De 2.2 y
2.5 kb fueron detectados en aislamientos tipo 1 y tipo 2, respectivamente. Las
estructuras de integron fueron similares a las previamente determinadas. Para las
cepas epidémicas de A. baumannii de varios paises europeos, y sugiere un
reordenamiento / intercambio de integrones entre aislamientos Relacionados con
los clones epidémicos europeos | y Il. La resistencia al carbapenem se asocio
con la presencia del gen blaOXA-58 en aislamientos tipo 1. Los resultados
indican que el clon tipo 1 de A. baumannii tiene un alto potencial de

propagacion entre los hospitales. (21)

b.2.-Antecedentes Nacionales y Regionales:



No se encontraron antecedentes Nacionales, Regionales y Locales.

c. Base Tedrica

Las infecciones intrahospitalarias constituyen un grave problema de la salud
publica a nivel mundial por su elevada frecuencia y mortalidad, lo que se
traduce no sélo en un incremento en los dias de hospitalizacion y costos de
atencion, si no que constituyen un desafio ineludible para las autoridades de los
hospitales, al ser consideradas un evento adverso para el paciente que influye en
la calidad de atencion asi como los elevados costos del cuidado de los pacientes.
(22)

Las infecciones intrahospitalarias (I11H) se producen entre 48 a 72 horas de haber
ingresado en el hospital, y 72 horas posteriores al alta. Segun la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en los paises en vias de desarrollo el riesgo de
adquirir infecciones intrahospitalarias es del 15 % pero esto puede llegar hasta
un 25 % en paises en vias de desarrollo, donde existen mayormente medidas

deficientes de vigilancia y control. (23)

Esta cifra llegan a su valor mas alto en las Unidades de Cuidados Intensivos
(UCI) y neonatologia, esto se debe a la severidad de la enfermedad subyacente
que conlleva a una mayor frecuencia de intervenciones invasivas y al mayor uso
de antibioticos de amplio espectro entre otras causas. La neumonia asociada a
ventilador mecéanico, la infeccion del torrente sanguineo asociada a catéter
venoso central, e infecciones del tracto urinario asociadas a catéter urinario
producen alta mortalidad en pacientes que ingresan a estas unidades y son en su
mayormente causadas por patdgenos oportunistas con un perfil de resistencia a

antibidticos que limita su control. (23)

La resistencia a antibidticos es un problema creciente en la salud publica en todo

el mundo principalmente en microorganismo causantes de infecciones



intrahospitalarias, esto se debe mayormente al uso indiscriminado de
antibidticos en estos establecimiento cuyas cepas presentan cada vez mayor
nimero de genes de resistencia, aumentando la patogenicidad a través del
tiempo, estas cepas denominadas multidrogo resistente 0 MDR, pueden adquirir
esta capacidad por transmision horizontal de genes de resistencia (plasmidos y
transposones), por recombinacion cromosémica con ADN fordneo ( Intra
especifica o Inter especifica) o por mutaciones en diferentes loci de origen

Cromosémico o plasmidico. (24) (25)

El conocimiento adecuado de los clones bacterianos que circulan en el Hospital
Regional Lambayeque intrahospitalario es de vital importancia, para ello los
estudios epidemioldgicos permiten conocer la distribucion e identificar los
puntos criticos para un adecuado control ademas provee la capacidad de
diagnosticarlas con mayor rapidez un pronto tratamiento, estos estudios
epidemioldgicos se basa en métodos fenotipicos de poca estabilidad,

reproducibilidad o poder discriminatorio.

Ademas con elevados costos en el cultivo de bacterias de crecimiento lento y
poco apropiados para determinar las relaciones a nivel de sub especie, cepa o
clon; en cambio los métodos genotipicos no estan influenciados por el ambiente
siendo una alternativa con mayor estabilidad, reproducibilidad y poder
discriminatorio siendo capaz de resolver entre cepas muy emparentadas a nivel

de sub especie, cepa o clon.

Cuando se tiene diferentes aislamientos bacterianos se parte de la premisa que
todos estos aislados se encuentran filogenéticamente relacionadas por tal motivo
poseen un precursor clonal comdn con un nivel de similitud entre sus genotipos

mayor del que se pueda encontrar entre cepas seleccionadas al azar.

Una adecuada discriminacién entre las cepas en estudios de epidemiologia
molecular ayudara a discriminar entre infeccion versus contaminacion, el origen
clonal frente a infecciones recurrentes y asi discriminar entre re infeccion del

mismo clon o infeccidn de un clon distinto, datos importantes cuando se trata de



establecer relaciones entre cepas causantes de brotes de infecciones

intrahospitalarias.

Acinetobacter baumannii complex es una bacteria gran negativa ubicua
involucrada en la colonizacion e infecciones en pacientes hospitalizados
especialmente en unidades de cuidados intensivos causando infecciones como
neumonia, infeccidon en heridas e infecciones via sanguinea, la capacidad de
causar infecciones intrahospitalaria se le atribuye a la resistencia antimicrobiana,
a la capacidad de colonizar materiales inanimados Yy superficies secas
contribuyendo estas caracteristicas a incrementar el tiempo de supervivencia en

ambientes hospitalarios. (24) (26)

Se han usado diversos marcadores moleculares para conocer la distribucion e
identificar el nimero de clones circulantes de Acinetobacter baumannii complex

mediante estudios de epidemiologia molecular.

Desde fines del siglo XIX ha sido revisado el género Acinetobacter sufriendo a
lo largo del tiempo cambios taxondmicos, fue recién en 1971 donde se
determind que el género Acinetobacter baumannii complex comprende
solamente cepas oxidasa negativas caracteristica importante para la

caracterizacion fenotipica utilizada hasta la actualidad. (27)

d. Epidemiologia molecular

La epidemiologia molecular ha sido considerada como una nueva disciplina en
la cual se implementan técnicas moleculares en los estudios epidemioldgicos.
Debido a la epidemiologia molecular se ha incrementado el conocimiento sobre
un conjunto de organismos tales como bacterias, virus y parasitos causantes de
enfermedades infecciosas. Esta disciplina se ha convertido en un componente
importante en la investigacion de este tipo de enfermedades, lo que involucra un
mejor conocimiento de su distribucién y la posibilidad de diagnosticarlas con

mayor rapidez y ofrecer un mejor tratamiento. (28)



Tomando en cuenta la definicion actual de epidemiologia, algunos autores
mencionan que la epidemiologia molecular podria ser definida como la ciencia
que estudia las causas de la aparicion, propagacion, mantenimiento y descenso
de los problemas de salud en poblaciones mediante el uso de las técnicas de la
biologia molecular, como el estudio del ADN para identificar bio-marcadores
en muestras humanas, con la finalidad de prevenirlos o controlarlos. Es
decir, epidemiologia molecular es la biologia molecular ciencia experimental al

servicio del enfoque epidemioldgico salud pablica. (29)

Entre los objetivos de los estudios epidemioldgico-moleculares podemos
mencionar que permiten determinar la relacion clonal que existe entre varios
aislados de una misma especie. La informacién obtenida es util, cuando se
producen brotes epidémicos causados por cepas multirresistente, debido a que
permite determinar el nimero de clones circundantes, identificar la fuente de
contaminacion o reservorio y los vehiculos de transmision, evaluar la eficacia de
las medidas de control dirigidas a evitar la diseminacion de clones y diferenciar

entre infeccion y recidiva. (30)

Las infecciones nosocomiales siempre han generado preguntas a los
investigadores en diferenciar entre cepas de bacterias epidemiolégicamente
importantes de las insignificantes que muchas veces son fenotipicamente
indistinguible, por lo cual la epidemiologia molecular cumple un rol
significativo, Sin embargo, en un sentido mas amplio, los problemas y
perspectivas mas importante de la epidemiologia molecular en el campo de las
enfermedades infecciosas son la evolucion de microorganismos patégenos, el
mantenimiento de infecciones emergentes o re emergentes, las causas y
mecanismos de la formacién de nuevos patogenos y el banco de ADN e

identificacion de genes que codifican factores de patogenicidad. (31)

Los marcadores moleculares mayormente utilizados para estos estudios
epidemioldgico son la electroforesis de campo pulsado (PFGE) considerado la
técnica gold Standard, por otro lado el uso de marcadores conocidos como AP-
PCR, REP-PCR y ERIC-PCR también han sido empleados en estudios



epidemioldgicos con resultados variados por ultimo las nuevas técnicas de
secuenciamiento han abierto las posibilidades de obtener mayor informacion del
ADN en esto se basa la técnica de tipificacion por secuenciamiento de multi

locus o MLTS por sus siglas en ingles. (8) (32)

Son diversos los estudios que han demostrado la utilidad de MLTS para
determinar la diversidad clonal en A. baumannii-calcoaceticus, demostrando en
todos estos casos el poder de discriminacion ademas cuenta con un alto nivel de
resolucion y una clara concordancia con los resultados obtenidos por técnicas
mas laboriosas como son AFLP y PFGE, ademéas los resultados de la
genotipificacion por MLTS ofrece la posibilidad de trasferir los datos de la
tipificacion de laboratorio a laboratorios o comparar los resultados via Internet
(http://mlst.zoo.ox.ac.uk) de esta manera se puede considerar una poderosa

herramienta para estudios epidemioldgicos a nivel mundial. (33)

6.2. Problema

¢Las cepas de Acinetobacter baumannii complex, aislados de colonizacion o infeccion
en pacientes del Hospital Regional Lambayeque durante los meses de Julio —
Noviembre del 2015 estaran relacionadas al mismo linaje clonal?

6.3 Hipotesis

Las cepas de Acinetobacter baumannii complex no pertenecen al mismo linaje clonal
aislados de colonizacién o infeccion en pacientes del Hospital Regional Lambayeque

durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

6.4. Objetivos:

6.4.1 Objetivo General:



Determinar el Patron de clonalidad por REP y ERIC — PCR de cepas de Acinetobacter
baumannii complex; aislados de colonizacion o infeccion en pacientes del Hospital

Regional Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

6.4.2 Objetivos Especificos:

> Obtener cepas de Acinetobacter baumannii complex a partir de muestras bioldgicas
procesadas en el laboratorio de bacteriologia del Hospital Regional Lambayeque

durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

> Establecer las caracteristicas clinico-epidemioldgicas en los pacientes de las cuales
proceden las cepas de Acinetobacter baumannii complex aisladas en el Hospital

Regional Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

> Construir el dendograma a partir de las cepas de Acinetobacter baumannii complex
aisladas en el Hospital Regional Lambayeque durante los meses de Julio —
Noviembre del 2015.

6.5 Justificacion e importancia del estudio

Dentro de los patdgenos de mayor importancia en infecciones intrahospitalarias es
Acinetobacter baumannii complex con una tasa de mortalidad del mas del 50% de
pacientes infectados y esta mayormente asociado a dispositivos invasivos y a altos indices
de puntuacion del sistema de clasificacion de severidad o gravedad de la enfermedad
APACHE |1 en este proyecto se pretende conocer el patron de clonalidad y resistencia a
antibidticos de Acinetobacter baumannii complex aisladas en la Unidad de cuidados
Intensivos, la Unidad de cuidado intensivos neonatal, Unidad de cuidados intermedios,



salas quirdrgicas entre otros, y asi inferir los posibles reservorios para su vigilancia y
control. (1)(34)

Desde el afio 2012 donde se dio inicio a las actividades del Hospital Regional Lambayeque,
distintos patégenos se han venido adecuando al ambiente hospitalario, es importante
determinar si durante este periodo han adquirido genes de resistencia que complican su
eliminacién y son los causantes de muerte por sepsis presentados en areas criticas como son
los servicios de unidad de cuidados intensivos (UCI), Unidad de cuidados intermedio
(UCIN), salas quirargicas, UCI neonatologia entre otros, de esta manera caracterizar las
cepas de Acinetobacter baumannii complex que circulan en el hospital Regional
Lambayeque el cual permitira crear mecanismos de vigilancia y control evitando brotes
epidemioldgicos de infecciones intrahospitalarias causadas por este patdgeno, el uso de
marcadores moleculares posibilitard la construccion del mapa microbioldgico y diferenciar
a nivel de clon las distintas cepas aisladas, siendo imposible realizarlos por medio de
técnicas fenotipicas, del mismo modo las técnicas moleculares ayudara a conocer el patron
de clonalidad de las cepas en estudio, ello evitara la diseminacién de las cepas multidrogo
resistentes que actualmente circulan en la Unidad de Cuidados Intensivos, Unidad de
Cuidado Intensivos Neonatal y Unidad de Cuidados Intermedios, contribuyendo a su
eliminacién manteniendo la calidad del servicio que viene brindando este nosocomio el de

mayor complejidad en la Region Lambayeque.



6.6 Definicion y Operacionalizacion de variables

DIMENSIONES INDICADORES Valores,
DEFINICION | (Variables contenidas categorias 0
VARIABLE | 5\ CEPTUAL en la definicion (Definicion unidades de
conceptual) operacional) medida
Polimorfismo: Bases
Nucleotidicas que se Alto
encuentran en mas .
del 5% y en menos Medio
0, .
Es el grado de Patrones de del 95% de la Bajo
similitud entre las clonalidad poblacion.
C‘;f’gsr]:g?:;ise obtenidos por REP
. —ERIC PCR
Patrgn de muestras clinicas, | g oreadores | Bases nucleotidicas _
C|0nalldad de pertenecientes a |a Med|0
q ! moleculares que se encuentran en
A .CepaS e UCl, l-Jnldad de menos del 5% y ma’_s Bajo
cmetobac.t.er cuidados del 95% de la
baumannii Intermedio, UCI poblacion.
complex Neonatologia,
emergencia y PACIENTES Masculino
medicina. INFECTADOS O _
COLONIZADOS Sexo Femenino
Se define como la Edad dfil pdaclientteda.l Numeérico
. i momento del estudio
interaccion entre el Discreto

patégeno




(Acinetobacter
baumannii complex) y
el individuo
hospedero.

Procedimiento
invasivo empleado
dentro de las ultimas
72 horas antes de la
fecha del estudio

(Nominal)

Catéteres urinarios,
ventiladores
mecanicos. . .etc

Fecha de ingreso del Numérico
paciente al hospital Fecha(dd/mm/aa)
En caso de neonatos: Numeérico
Peso al nacer

Tipo de intervencion Nominal
quirdrgica

Diagnostico médico Nominal

principal

Ambiente
hospitalario:
Ambiente en el que
se encuentra el
paciente a la hora de
la toma de muestra,
puede incluir el
nlimero de cama.

(Cuantitativo
discreto)

Ambientel,2,3...

Los servicios
infectados por
las cepas de
Acinetobacter
baumannii
complex.

Areas de un
hospital (UCI,
Unidad de
cuidados
Intermedio, UCI
Neonatologia,
emergencia y
medicina) que
contienen pacientes
infectados por el
microorganismo.

Area dénde se
encuentran los
pacientes infectados.

-. Medicina.

-. Unidad de
cuidados criticos
(UCI)

-. Unidad de
cuidados criticos
intermedios
(UCIN).

-. Unidad de
cuidado critica
pediétrica (UCEP)

-. Emergencia.

Cualitativa




VII. MATERIAL Y METODOS

El presente estudio se realiz6 en el laboratorio de Bacteriologia y el laboratorio de
Biologia Molecular y Genética del area de Investigacion del Hospital Regional

Lambayeque.

7.1. MATERIAL BIOLOGICO.

Cepas de Acinetobacter baumannii complex aisladas aislados de colonizacion o
infeccion en pacientes del Hospital Regional Lambayeque durante los meses de Julio —
Noviembre del 2015.

7.2. TIPO DE INVESTIGACION: Prospectiva; la recoleccion de la informacion se
realiza de manera planificadas por el mismo investigador, de modo que este puede
disponer de las variables que desea estudiar. Transversal; La medicion se realizara en
una sola oportunidad.

7.3. DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS: Descriptivos.

7.4. POBLACION: La poblacion en estudio estuvo constituida por todas las cepas de
Acinetobacter baumannii complex aislados de colonizacion o infeccion en pacientes
del Hospital Regional Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del
2015.



7.5. MUESTRA: La muestra fueron cepas bacterianas de Acinetobacter baumannii
complex aislados de colonizacion o infeccion en pacientes del Hospital Regional

Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

Criterios de inclusion
+ Cepas bacterianas de Acinetobacter baumannii complex; aislados de
colonizacion o infeccion en pacientes del Hospital Regional Lambayeque

durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

+ Al paciente reincidente con la solicitud del analisis se tendra en cuenta

para validar la relacion clonal.

Criterios de exclusion:

+ Cepas positivas, pero diferentes tipos de aislamiento bacterianos para
Acinetobacter baumannii complex en pacientes del Hospital Regional
Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

+ Cepas positivas para Acinetobacter baumannii complex aisladas de
pacientes, procedentes de consultorio externo del Hospital Regional

Lambayeque.

7.6. TIPO DE MUESTREO: No probabilistico; el investigador selecciona muestras
basadas en un juicio subjetivo en lugar de hacer la seleccion al azar. Consecutivo; Aqui,
el investigador elige una sola persona o un grupo de muestras, realiza una investigacion

durante un periodo de tiempo.

7.7. TAMANO DE MUESTRA: El nimero de muestra estuvo conformado por 24
cepas bacterianas de Acinetobacter baumannii complex aislados de colonizacién o
infeccion en pacientes del Hospital Regional Lambayeque durante los meses de
Julio — Noviembre del 2015.

7.8. INSTRUMENTOS Y TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS:



IDENTIFICACION DE CEPAS DE ACINETOBACTER BAUMANNII COMPLEX:

Se realizaron las siembras de aislamientos primarios en el Agar Mac Conkey y
Agar Sangre, incubandose a 372 C por 16 — 18 H. Al dia siguiente se efectud el

cultivo en pruebas de identificacion primarias (35)

Las cepas obtenidas fueron registradas y almacenadas a temperatura ambiente
hasta su posterior analisis molecular. Los datos epidemioldgicos seran ingresados
en fichas seglin las recomendaciones de la norma técnica para Infecciones

Intrahospitalarias. Ficha en el anexo N° 01

PATRON DE CLONALIDAD MEDIANTE ERIC Y REP — PCR DE CEPAS DE
ACINETOBACTER BAUMANNII COMPLEX

La relacion clonal de cepas de Acinetobacter baumannii complex aisladas de los
diferentes servicios del Hospital Regional Lambayeque, fueron evaluadas
mediante los marcadores ERIC y REP — PCR (Instituto Nacional de salud, 2002).
La extraccion de ADN para las cepas se basé en el método de purificacion de
ADN gendmico bacteriano segin el manual de Current Protocols in Molecular
Biology (2003). La preparacion de los reactivos empleados se indica en el cuadro
N° 01. Para optimizar la extraccion de ADN gendémico, se trabajo con cultivos
bacterianos jovenes, el cual se obtuvo mediante la inoculacion de esta cepa en
caldo de BHI (Brain Heart Infusion) y posteriormente se incubé a 37° C por 16 —
18 horas, posteriormente se precipitdé por centrifugacion a 12 000 r.p.m por 5

minutos y se descarto el sobrenadante.

El ADN genomico total de los aislamientos fue extraido y purificado empleando
la técnica salting out; este ADN gendmico fue utilizado para el analisis por PCR
de los elementos repetitivos intergénicos consenso de enterobacterias (ERIC) y
elementos repetitivos extragénicos palindromos (REP). Ambos analisis, ERIC-

PCR y REP-PCR se realizaron empleando oligonucleétidos previamente



reportados por Versalovic Et al 1991(36) y siguiendo el método del mismo autor
(Tabla N° 02).

Todos los cebadores (“primers”) fueron sintetizados por Operon Biotechnologies
GmbH, Alemania. Para los analisis se utilizaron las mismas condiciones de PCR:
el volumen final de reaccion fue 12,5 ul, 0.75 puL de Tag ADN polimerasa
Platinum ® (Invitrogen), 200 UM de cada desoxinucleoétido trifosfato (A, G, Cy
T), 1 uL de MgCI2 (Invitrogen), 1.25 pL de cada cebador o “primer” y 100 ng de
ADN genémico como molde (tabla N° 03). Las condiciones termodinamicas de
PCR se describen en la (tabla N° 04). Terminado este paso 12.5 pl de los
productos de PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2%.
(Tabla N° 05).

7.9. ANALISIS ESTADISTICO

Los patrones de bandas Acinetobacter baumannii complex generados con los
marcadores moleculares ERIC-PCR y REP-PCR se estudiaron aplicando el
Analisis multivariado, utilizando el paquete estadistico del software Quantity
One® BIORAD Julio A. Et al 2009 (37); asimismo, la posicién de bandas se
normalizé con un marcador de peso molecular de 100 pares de bases.

CONSTRUCCION DE LA MATRIZ BINARIA DE DATOS

Se realiz6 una inspecciéon visual de los perfiles electroforéticos generados
producto de la amplificacion mediante ERIC-PCR y REP-PCR, de esta manera
se lograron identificar los patrones de bandas en cada cepa, estos caracteres se
ordenaron en pares de bases de acuerdo al tamafio que presentaron, a partir de
esto se armo una matriz con valores binarios de presencia (1) y ausencia (0) de
bandas por cada cepa y para ambos marcadores moleculares, donde las filas
correspondieron a los caracteres y las columnas a las cepas. La informaciéon se

ingreso en hojas de célculo de Microsoft Excel 2016 (Anexo N° 09).

ANALISIS MULTIVARIADO



Con la finalidad de entender el patrén de clonalidad a través de REP — ERIC PCR
entre todas las cepas en estudio, se realizd un andlisis de Loci (caracteres) y OTUs,
ordenados en una matriz bésica, siendo los Loci las filas y los OTUs las columnas
(Figura 01).

Se utiliz6 el paquete estadistico de Quantity one® (Biorad Pharos FX Plus®)
mediante este software se realizaron analisis de REP — ERIC PCR: agrupamiento
por UPGMA. En primer lugar, se calculé la similitud entre cada par de genotipos
considerando el coeficiente de DICE, expresan de manera cuantitativa el parecido
entre distintos OTUs, que permiten calcular las similitudes o las diferencias a través

de operaciones matematicas Julio Et al 2009 (37)

Estos coeficientes pueden variar entre un valor minimo de 0 (cuando el par de
individuos no tienen bandas en comdn) y un valor maximo de 1 (cuando todas las

bandas presentes en un individuo estan presentes en el otro).

Debido a esto se logra la construccion de una “matriz de similitud”. En la
comparacion de OTUi vs OTUj, se puede dar las siguientes Julio Et al 2009(37)
coincidencia del caracter presencia (1.1) en ambos genotipos, presencia en el
genotipo i y no en el j (1,0); ausencia en el genotipo i y no en el j (0,1) y

coincidencia de ausencias en ambos genotipos (0,0).

Esto se resume en la siguiente matriz.

OTU j
1 0
1 a b
OTU i
0 C d

Figura 1. Representacion de los valores entre OTUs en la construccion de la matriz de similitud

DICE: 2a/ (2a+b+c)



AGRUPAMIENTO UPGMA Y ELABORACION DEL DENDROGRAMA

Formada la matriz de similitud con el paquete estadistico del software Quantity
One® BIORAD, se llevé a cabo un agrupamiento UPGMA (Unweighted pair
group methodus ingarithmetic averages), el cual mediante un algoritmo
jerarquico reune a las cepas en grupos similares, este procedimiento se evidencio
graficamente en un dendograma. En este estudio se elabor6 un dendograma por
especie, combinando los datos obtenidos por ambos marcadores, aumentando asi
la especificidad de las pruebas y mejorando el agrupamiento generado Julio Et al
2009(37).

VIIl. RESULTADOS

Durante el periodo de Julio a Noviembre del 2015 fueron recolectadas 24 cepas de
Acinetobacter baumannii complex, procedentes de pacientes colonizados o infectados
pertenecientes a los servicios de emergencias y areas criticas del Hospital Regional

Lambayeque.

Las cepas de Acinetobacter baumannii complex fueron procesadas por REP y ERIC — PCR
obteniéndose 18 - 20 Amplicones los cuales estuvieron en un rango de 131 - 4063 pares de
bases (pb) para REP PCR (Ver Anexo N° 07) y de 115 — 2215 para ERIC PCR (Ver Anexo
N° 08). Generandose bandas polimdrficas dentro de las cuales se hallaron 5 agrupamientos

de clusters, los cuales se identifican con C1 — C5.

Las bandas obtenidas en el gel tras el proceso fueron analizadas por el software “Gel
Comeprar Il Applied Maths Company” tomando como coeficiente de similitud el 88%. De
este modo se pudo determinar que las cepas del clusters C1 estuvieron conformadas por
los subclusters Cla, Clb, Clc, C1d y el Cle; con sus correspondientes genotipos cada uno
de ellos. Al mismo tiempo se puede apreciar los clusters C2, C3, C4 y C5. Ver en anexo N°
10

En la tabla N° 06 se registraron caracteristicas clinico epidemioldgicas de los pacientes que

albergaban a estas bacterias, para ello se consideraron variables como: Fechas de ingreso,



servicios de procedencia, enfermedad de base, tratamiento, los procedimientos invasivos
(ventilacion mecanica, laparotomia explorativa, etc), y el tipo de muestra asi como la
calidad de la misma Vecchiola Et al 2008(1). (Ver grafico 07)

Los pacientes fueron categorizados de acuerdo con la enfermedad de base en infectados,
traumatizados, enfermedad cerebrovascular y otras patologias. Considerando pacientes
infectados aquellos cuyo motivo de ingreso fue sepsis, neumonia, obstruccion abdominal,
bronconeumonia e infeccidn respiratoria aguda. Los pacientes traumatizados incluian a
aquellos cuyo motivo de ingreso eran relacionados a accidentes. Con respecto a los
pacientes cerebrovascular, su motivo de ingreso fue intervencion operatoria. Finalmente,
los pacientes de otras patologias tenian un motivo de ingreso de enfermedad renal crénica,

falla sistémica y sindrome de Guillain-Barré Vecchiola Et al 2008(1).

IX. CUADROS Y GRAFICAS

Tabla N2 01. Preparacion de reactivos para la extraccion de ADN gendémico bacteriano,
segun el manual de Current Protocols in Molecular Biology (2003)

REACTIVO CONCENTRA | VOLUMEN FINAL CANTIDADES
CION FINAL
Buffer TE pH 8.0 Tris 10 mM 50 ml Tris 0.06 g
EDTA 1 Mm EDTA 0.01861 ¢
H20 estéril 50 mL
SDS 10% 50 ml SDS5¢g
H20 estéril 50 mL
NaCl 5M 100 ml NaCl 29.22 ¢
H20 estéril 100 mL
CTAB 10% 100 ml NaCl4.1¢
CTAB/NaCl NaCl 0.7 M CTAB10g
H20 estéril 100 mL
Cloroforma — OH C:1 50 ml Cloroformo 48 mL
isoamilico 24:1 OH isoamilico 2 mL
Fenol — Cloroformo — P:C: 1 100 ml Fenol 50 mL
OH 25:24:1 Cloroformo 48 mL
isoamilico OH isoamilico 2 mL

Buffer TE: El pH 8.0 se regula con NaOH en caso de acidez, y con HCI en caso de alcalinidad.




Preparacion del fenol: El envase de fabrica contiene 100 g de fenol cristalizado, al cual se
agregaron 250 mL de Tris base 0.5 M, y se llevo a un agitador magnético por 30" (pudiendo
mantenerlo por tiempos de 60" 0 90" ) a una temperatura de 70°C, seguido se dejé reposar
observandose la formacion de dos capas, se extrajo entonces el tris residual de la capa superficial,
ya que el fenol formado se ubicaré en el fondo; para seguir neutralizando se hicieron dos lavados
mas con 250 mL de Tris Base 0.1 M con 30"de agitacion.

*Tris Base 0.5 M: 30.285g de Tris base y 400 mL de H,O estéril
*Tris Base 0.1 M: 100 mL Tris Base 0.5 M y 400 mL de H,O estéril

Tabla N2& 02. Oligonuclettidos utilizados para el estudio molecular de las cepas
Acinetobacter baumannii complex aislados de colonizaciéon o infeccion en pacientes del
Hospital Regional Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

Oligonucle6tido | Secuencia Bases del DNA
ERIC 1R 5’- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA - 3° 21 bases
ERIC 2 5’- AAGTAAGTGACTGGGGTGAGAGCG -3 24 bases
REP 1R-I 5’- INICGICGICATCIGGC - 3° 11 bases
REP 2-1 5’- ICGICTTATCIGGCCTAC - 3° 15 bases

Fuente: Hoja de especificaciones segun Integrated DNA Technologies ®; I: representa al nucledsido inosina.

Tabla N° 03. Concentraciones del mix de reaccion para ERIC-PCR y REP-PCR para
volumen final de 12.5 pL

Componentes Concentracion inicial | Concentracion final | Volumen final
PCR Master Mix 2x 2X 1X 6.25 pL
Taq 50 U/ mL 0.625 U
Dntps 400 pM 200 uM




MgCl; 3mM 1.5mM
Primer F 10 uM 1uM 1.25 L
Primer R 10 uM 1uM 1.25 L
DNA | e e 2 uL
Taq Pol 50 U/ mL 0.375U 0.75 uL
MgCl; 25 mM 1mM 1puL
Volumen final | - | e 12.5 uL

Tabla N° 04. Las condiciones termodinamicas de PCR programadas en el termociclador
Eppendorf

A 1 ciclo 2 cicle 3 ciclo 4 ciclo 5 cicle

9407 || | 94e-1°

X45

>

TH®: Temperatura de hibridacion, 41.2°C para ERIC-PCR y 40.3°C para REP-PCR; X45: Cantidad de
45 ciclos

Tabla N° 05. Preparacion de reactivos para la corrida electroforética de las cepas Acinetobacter
baumannii complex aislados de colonizacion o infeccidn en pacientes del Hospital Regional
Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

MEDIO CONCENTRACION VOLUMEN CANTIDADES
FINAL FINAL




Gel de Agarosa 1% 1% 35 mL Agarosa 0.3 ¢

Buffer TAE 1X 30
mL Agua destilada 5
mL

Gel de Agarosa 2% 2% 85 mL Agarosa 1.6 ¢

Buffer TAE 1X 80
mL Agua destilada 5
mL

Buffer TAE 1X 1X 100 mL Buffer TAE 10X 10
mL Agua bidestilada
90 mL

* Buffer TAE 10X: El buffer se almacena a una concentracion 10X, en la cual no precipitan los solutos. Las
cantidades para preparar 1 litro de Buffer TAE 10X fueron: 48.4 g de tris base (hidroximetilaminometano),
11.4 mL de &cido acético glacial, 3.7 g 6 20 mL de EDTA 0.5 M pH 8.0 y agua bidestilada.



Tabla N° 6. Caracteristicas clinico epidemioldgicas de los pacientes.

. . . Fecha de ingreso al S.ENICIO de Fechade tomade Servicio entomade Enfermedad de Proceso Categorias Reaccion Calidad de
Aislamiento Tipo de muestra . ingreso al . - . .
nosocomio - muestra muestra base invasivo P.R inflamatoria la muestra
nosocomio

AC 13 Sec. Brong. 27/09/2015 EME 09/10/2015 UClI Infectado V.M MDR Negativa Mala

AC 23 Orina 07/09/2015 EME 17/09/2015 Med Infectado V.M XDR Positiva Regular

AC 24 Orina 09/09/2015 EME 21/09/2015 Med Infectado ~ CoParatomia o Positiva Buena
explorativa

AC 16 Sec. Brong. 03/10/2015 EME 09/10/2015 Eme Infectado / Enf. V.M XDR Positiva Buena

Cerebro vascular

AC 19 Sec. Brong. 04/10/2015 EME 12/10/2015 ucl Infectado V.M XDR Positiva Regular

AC 14 Sec. Brong. 01/10/2015 EME 05/10/2015 Eme Otras patologias V.M XDR Positiva Regular

AC 18 Sec. Brong. 04/10/2015 EME 12/10/2015 Med Infectado V.M XDR Negativa Mala

AC3 Sec. Brong. 03/07/2015 EME 09/07/2015 UClI Infectado V.M MDR Positiva Buena

AC 15 Sec. Brong. 08/09/2015 EME 03/10/2015 UCIN Infectado V.M XDR Positiva Regular

AC 2 LCR 18/09/2015 EME 20/10/2015 Med Traumatizado V.M XDR Positiva Buena

AC1 LCR 18/09/2015 EME 29/10/2015 Med Traumatizado V.M XDR Positiva Buena

AC 21 Sec. Brong. 04/10/2015 EME 26/10/2015 UCEP '"fZ;Z?:é iCa):ras V.M XDR Positva  Regular

AC20  Sec.Brong. 01/10/2015 EME 16/10/2015 UCEP '”fe;f:; é ifs"as V.M XDR  Posva  Buena

AC 10 Sec. Brong. 15/05/2015 EME 21/09/2015 ucCl Traumatizado V.M MDR Positiva Buena

AC 12 H. faringeo 15/05/2015 EME 25/09/2015 ucCl Traumatizado V.M MDR Negativa Mala
L. i .

AC 11 Sec. Brong. 09/09/2015 EME 21/09/2015 Med Infectado aparato_m ?  XxDR Negativa Mala
explorativa

AC 17 Sec. Brong. 01/10/2015 ucl 11/10/2015 UCIN Traumatizado V.M XDR Negativa Mala

AC 4 Sec. Brong. 01/07/2015 EME 13/07/2015 Med Infectado / V.M MDR  Negativa Mala

Traumatizado

AC 22 Sec. Herida 23/10/2015 EME 08/11/2015 Med Infectado V.M XDR Negativa Mala

AC 8 Sec. Brong. 10/08/2015 EME 13/09/2015 Eme Infectado V.M MDR Negativa Mala

ACS Sec. Brong. 04/07/2015 EME 17/07/2015 Eme Infectado / Ent. V.M MDR  Negativa Mala

Cerebro vascular

AC7 Punta de C.V.C 28/08/2015 EME 09/09/2015 Cirugia Infectado V.M XDR Negativa Mala

AC 6 Sec. Brong. 12/07/2015 EME 18/07/2015 Med Traumatizado V.M MDR Positiva Regular

AC9 Sec. Brong. 10/05/2015 EME 13/09/2015 UCI Traumatizado V.M MDR Negativa Mala

Fuente: Patron de clonalidad por REP y ERIC — PCR en cepas de Acinetobacter baumannii complex aislados de colonizacion o infeccion en pacientes del Hospital Regional Lambayeque durante los
meses de Julio — Noviembre del 2015.



Tabla N° 7. ANALISIS DE CORRESPONDENCIA MULTIPLEX (Que comparten mas de 3 caracteristicas).

GRUPO N° 05
-. Tiempo de hospitalizacién: 32 — 41 dias.

-. Servicio de procedencia: Medicina (2).

-. Alta probabilidad de infeccion, de acuerdo a la
calidad de la muestra.

AClc

CLUSTERS N° 05

GRUPO N° 04

-. Tiempo de hospitalizacién: 15 — 22 dias.

-. Servicio de procedencia: UCEP (2).

-. Alta probabilidad de infeccién, de acuerdo a la
calidad de la muestra.

- CLUSTERS N° 04

GRUPO N° 03
-. Tiempo de hospitalizacion: 126 — 133 dias.
-. Servicio de procedencia: Medicina (1) y UCI (2).

-. Alta probabilidad de infeccion, de acuerdo a la
calidad de la muestra.

GRUPO N° 01y 02

-. Tiempo de hospitalizacion: 08 — 25 dias.

-. Servicio de procedencia: UCI (4), Medicina (4),
r Emergencia (2), UCIN (1) y Cirugia (1).

-. Baja probabilidad de infeccion, de acuerdo a la

calidad de la muestra.

Fuente: Patron de clonalidad por REP y ERIC — PCR en cepas de Acinetobacter baumannii complex aislados de colonizacién o infeccion en pacientes del Hospital Regional
Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.
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COMENTARIO: Latabla N° 7.

Los pacientes que albergaban las cepas de Acinetobacter baumannii complex presentaron
caracteristicas clinicas las cuales fueron organizadas y analizadas en un cuadro de
correspondencia multiplex. En este los 5 clusters hallados mediante técnicas ERIC Y REP
PCR fueron organizados de acuerdo al ndmero de dias de estancias hospitalarias, al
servicio de procedencia.

De los 5 clusters el nimero 1 y 2 compartieron nicho ecolégico, estancia hospitalaria
cercana, la probabilidad de infeccidn es baja, de acuerdo a la calidad de la muestra, al
mismo tiempo los servicios relacionados son: UCI, Medicina, Emergencia, UCIN vy
Cirugia.

En el clusters 3 el tiempo de hospitalizacion fue mucho mas prolongado, los servicios
vinculados son: Medicina y UCI, la probabilidad es alta de infeccion, por la calidad de
muestra.

El clisters 4 presentan una estancia hospitalaria corta, el servicio es UCEP y la alta
calidad de la muestra que representa es buena.

El clusters 5 presenta una hospitalizacion reducida, el servicio de Medicina y la alta
probabilidad de infeccion, por la calidad de la muestra.



X. DISCUSION

Acinetobacter baumannii complex es una bacteria de gran importancia clinica, y es la que
produce el mayor incremento de mortalidad en el desarrollo de infecciones
intrahospitalarias, Vanegas Et al 2014(24). La epidemiologia molecular, cuenta con
implementacion de técnicas, para los diversos estudios epidemioldgicos. En este trabajo
empleamos métodos de REP — ERIC PCR; para determinar la relacién clonal, de los
microorganismos aislados. A si mismo estas técnicas son empleadas debido a su elevada
reproducibilidad, sencillez y bajo costo, faciles de realizar, lo cual las coloca como unas
técnicas ideales para este tipo de trabajo Vilchez Et al 2009(28).

El empleo de ambos marcadores permite incrementar la especificidad y sensibilidad de la
técnica y un mejor andlisis del dendograma. Ademas si ha este se le suma la deteccion de
genes de resistencia se convierte en una gran herramienta para caracterizar cepas

multiresistentes tal y como lo reporta Rakotonirina Et al 2013(38).

Los estudios de clonalidad permiten detectar la propagacion de clones epidémicos, esto es
importante para el estudio de infecciones intrahospitalarias donde se sospecha de trasmision
cruzada por parte del personal asistencial o entre los pacientes hospitalizados. De esta
manera autores como Reem Aljidam Et al. 2018(39) reportan que el incremento de
incidencia de Acinetobacter baumannii complex en su nosocomio se debid a la propagacion
de 7 clones epidémicos, caso similar es reportado por Gulfem Et al 2015(40) quienes
también hallaron 7 grupos clonales en areas criticas. Los 5 grupos clonales en este estudio
nos revelan que el Hospital Regional Lambayeque sufrié la presencia de microbrotes

durante el periodo de estudio.

Los clusters son un conjunto de genesque permiten revelar patrones similares en
aislamientos lo que les permite identificarse como clones. Estos, al ser hallados en un lugar
especifico (tal como un servicio hospitalario) son responsables de brotes o microbrotes
dependiendo del nimero de clones involucrados. En este sentido estudios como los de
Gulfem Et al 2015(40) describen la presencia de agrupamientos en el area de UCI. En el
presente estudio el dendograma nos revela que los grupos méas grandes correspondientes a

los clasters 1y 5 estuvieron conformados por clones procedentes de diferentes servicios del



Hospital Regional Lambayeque tales como Emergencia, UCI, UCIN, UCEP, Medicina, y
Cirugia. El hecho de encontrar 2 agrupamientos con tan variada procedencia nos indica dos
probables escenarios: El primero que se trate de una cepa ampliamente diseminada en todos
los servicios y que sea la responsable de los microbrotes. En el segundo, puede tratarse de
una cepa bien establecida en el hospital de origen endémico. En ambos casos seria

necesario un nimero mayor de aislamientos para confirmar estas teorias

En el presente estudio la muestra estuvo constituida por secreciones procedentes del aparato
bronquial. La calidad de la muestra es un factor critico para discriminar entre un
colonizacién y una verdadera infeccidn la guia de las Sociedad Esparfiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC) del afio 2008 estipula que una buena muestra
deberia contener menos de 10 células epiteliales y un nimero mayor a 25 leucocitos por

campos de 1.000 aumentos, Meseguer Et al 2008(41).

En el estudio se empled este criterio para clasificar a las muestras y determinar la presencia
de colonizacién o infeccion. En base a ello se hallaron que dentro de los agrupamientos mas
importantes; el clusters 1 estuvo conformado por cepas procedentes en su mayoria de casos
de probables infeccion, mientras que el cllsters 5 estuvo conformado por cepas de
colonizacion. Como se evidencia es dificil determinar infeccién o colonizacion con
herramientas fenotipicas por ello en la actualidad se emplean mucho las caracteristicas
clinico epidemioldgicas que presentan los pacientes en la determinacion de un proceso

infeccioso como tal.

Todos los aislamientos obtenidos en el presente estudio se caracterizaron por presentar
mdaltiple resistencia, a maltiples antibidticos siendo estos extremadamente resistentes, como
XDR (resistentes a uno 0 mas agentes antimicrobianos clave. Que para el caso del presente
estudio fueron los Carbapenémicos) y MDR (resistentes a tres o mas clases de

antimicrobianos) teniendo como referencia a Magiorakos Et al 2012(42)

La mayoria de estas bacterias son resistentes a Carbapenémicos, la bacteriemia y la
neumonia asociada al ventilador causada por XDR Acinetobacter baumannii complex se

encuentra asociada en tasas de mortalidad superiores al 50%. En general, aproximadamente



75,000 casos de infecciones XDR Acinetobacter baumannii complex ocurren anualmente
en el mundo, resultando en 30.000 muertes, Brad Spellberg Et al 2015(43)

Xl. CONCLUSIONES

Por lo expuesto los aislamientos Acinetobacter baumannii complex XDR en los distintos
servicios del hospital Regional Lambayeque asi como su relacion clonal ponen en evidencia
la preocupante exposicion de las distintas areas de este nosocomio a este tipo de
microorganismo. Asi mismo determind que no existe presencia de un solo clon si no varios
clones los cuales se comportan como microbrotes. Esto revela en evidencia el papel que
juegan las infecciones/colonizaciones por Acinetobacter baumannii complex en el ambito

nosocomial.

En la tabla N° 7, muestra cémo se han agrupado los clones. Este andlisis de
correspondencia mdaltiple agrupa variables con mas de tres caracteristicas, lo cual se
evidencia que las cepas de Acinetobacter baumannii complex se encuentran diseminadas
por diferentes servicio y al mismo tiempo ayuda a discernir, cuando se esta frente a una

infeccién/colonizacion.



XIl. RECOMENDACIONES

e Realizar el trabajo a un numero mayor de cepas para obtener resultados mas
representativos.

e Realizar estudios de clonalidad por REP y ERIC PCR en més servicios de un
hospital donde exista méas evidencia de infecciones intrahospitalarias

e Determinar no solo la clonalidad si no el tipo de clon que circula mediante técnicas
de secuenciamiento con el objetivo de buscar la probable presencia de clones
internacionales.

e Incluir en estudios de clonalidad solo en cepas de Acinetobacter baumannii
complex; si no otro microorganismo de importancia clinica tales como:
Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus, Staphylococcus aureus, etc.

e Determinar los patrones de resistencia a nivel genético con el fin de no solo
determinar la clonalidad de los microorganismos si no también los genes de

resistencia que estos albergan.
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XIV. ANEXOS

Anexo N° 01: La ficha de recoleccién de datos es la Direccion General de Epidemiologia

ESTUDIO DE PREVALENCIA DE INFECCIONES INTRAHOSPITALARIAS

FICHA DE REGISTRO DE DATOS DEL PACIENTE

|.- DATOS GENERALES:
1.1 DETERMINAR EL ESTABLECIMIENTO DE SALUD:

1.2 SERVICIO DE HOSPITALIZACION:

I1.- DATOS DEL PACIENTE:
2.1.- NUMERO DE HISTORIA CLINICA:
2.2.- FECHA DE INGRESO DEL PACIENTE:

I11.- PROCEDIMIENTO INVASIVO E INTERVENCION QUIRURGICA
3.1.- PROCEDIMIENTO INVASIVO N° 1:
3.2.- PROCEDIMIENTO INVASIVO N° 2:
3.3.- PROCEDIMIENTO INVASIVO N° 3:
3.4.- TIPO DE INTERVENCION QUIRURGICA:

IV.- DIAGNOSTICO MEDICO PRINCIPAL:

4.1.- OTROS DIAGNOSTICOS:
4.2.-

4.3.-

V.- ANTIMICROBIANOS
5.1 .- EL PACIENTE TIENE PRESCRIPCION DE ANTIMICROBIANOS

5.2.- ANTIMICROBIANO (NOMBRE GENERICO) VIA DE ADM.

N° FICHA:

FECHA:

EDAD:
SEXO:

FECHA:
FECHA:
FECHA:

Sl | | NO | |
rVO DE USO

VI.- INFECCION INTRAHOSPITALARIA (11H)
6.1.- EL PACIENTE PRESENTA IIH:

6.2.- TIPO DE IIH:
6.3.- DISPOSITIVO O PROCEDIMIENTO ASOCIADO A IIH:

6.4.- TIPO DE CULTIVO:

6.5.- GERMEN AISLADO:

6.6.- GERMEN ASOCIADO:

6.7.- RESISTENCIA ANTIMICROBIANA:

SENSIBLE

MULTIRESISTENTE | RESISTENCIA EXTENSA
(MDR) (XDR)

PANRESISTENTE (PDR)




Anexo N° 02 — Extraccién de ADN genoémico bacteriano, seguin el manual de Current Protocols in
Molecular Biology

Foto N° 03. Corrida electroforética de las cepas.

Cémara de corrida electroforética de la marca BIORAD



Anexo N° 04. Tincidn del gel con bromuro de etidio de las cepas

Anexo N° 05. Electroforesis de ADN gendémico en gel de Agarosa al 2%.




Anexo N° 06. Preparacion del mix de reaccion con ERIC — REP PCR para cepas Acinetobacter
baumannii complex aislados de colonizacién o infeccion en pacientes del Hospital Regional
Lambayeque durante los meses de Julio — Noviembre del 2015.

Anexo N°07. REP — PCR

. TACL A2 AC: ACH AGS ACH ACT AC3 AC3 ACID ACI1 ACI2 ACI3 ACL4 ACIS ACI6 ACIT ACI3 ACI9 ACIO ACZ] AC22 ACI3 ACH Y

B RN R

Corrida electroforética con buffer TAE 1X en gel de agarosa al 2%, con posterior tincién en solucién
de bromuro de etidio, fotografiado con el escaner molecular PHAROX FX Plus. [1; Marcador de peso
Molecular, AC1 a AC24: Patrones clonales.

ST <



Anexo N° 08. ERIC — PCR:

Y| AL AQ| MG AU AS NG AD MB AQ KD KU AR A AU4 ACS ACE ALD ACB ACH A0 K2 AR AQNM y

'

R T

Corrida electroforética con buffer TAE 1X en gel de agarosa al 2%, con posterior tincion en solucion
de bromuro de etidio, fotografiado con el escaner molecular PHAROX FX Plus. [1: Marcador de peso
Molecular, AC1 a AC24: Patrones clonales.



Anexo N° 9: MATRIZ BINARIAS DE LAS 24 CEPAS DE Acinetobacter baumannii
complex



913

989 1061 1096 1062 1181

954 1007

959

389 1005

409

891 1252 1211

1110 1305 4184 1142 4268 1172 1187 1185 1131

4.06E3pb rep

3454pbrep

2515pb-eric

2313pb-eric/2317pbrep

2189pbrep

2096pb-eric

1933pb-eric/1996pb rep

1892pbrep

1767pb-eric/1785pb rep

1686pb rep

1603pb-eric
1508pb rep
1430pb rep

1421pb-eric

1280pb-eric/1267pb rep

1085pb-eric/1153pb rep

994pb-eric

1

874.70pb-eric/877.89pb rep

886.19pb-eric

800.03pb rep

789.10pb-eric

774.52pbrep

717.82pbrep

707.68pb-eric

659.33pbrep

1
1

639.98pb-eric/605.03pb rep
578.00pb-eric/553.08pb rep

538.53pb-eric

498.75pb eric
471.48pbrep

447.77pb eric

420.95pb eric
412.62pbrep

396.98pb eric
379.49pbrep

368.85pb eric

350.98pb eric

326.21pb eric

1
1

315.31ph/329.54 pb re

296.97pb/295.87pb reg

284.11pb eric
277.68pbrep

258.30pb eric
238.37pbrep

1

237.48pb/190.41pb reg

213.87pb eric

202.33pb eric

181.77pb eric
177.89pb rep

1

160.12pb/159.17 pb re

144.39pb eric
138.84pbrep

1

133.25pb/131.06pb reg

115.86pb eric

51



Anexo N°10: CLUSTERS Y SUBCLUSTERS CON SUS CORRESPONDIENTES GENOTIPOS.
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