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RESUMEN

Obijetivo: Desarrollar un protocolo para la deteccion precoz y caracterizacion de cepas
bacterianas causantes de infecciones adquiridas por hospitalizacion en centros
hospitalarios de Centroamérica, con el fin de mejorar el tratamiento de pacientes

sometidos a intervencién en la UCI.

Metodologia: Se realizd un estudio observacional prospectivo con pacientes
diagnosticados con infecciones adquiridas en el hospital (IAAS). Se llevaron a cabo
pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos y analisis moleculares de genes de
carbapenemasa en aislados de Acinetobacter baumannii en un primer periodo de enero
de 2017 a diciembre de 2018.

De enero a diciembre de 2021, se recolectaron aislados clinicos de Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii complex y Klebsiella pneumoniae de muestras de esputo,
aspirados traqueales, heridas, sangre, catéteres y orina de pacientes diagnosticados con
IAAS. El perfil de susceptibilidad se determing utilizando el sistema automatizado Vitek
2 Compact (BIOUMERIEUX), empleando los puntos de corte establecidos por el
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Se realizaron secuencias de
cebadores para detectar genes de oxacilinasa mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), identificando la presencia del gen blaoxa72 y diferenciandolo del gen
blaoxa24 mediante la secuenciacion de un fragmento de ADN de 246 pb. Para K.
pneumoniae, las pruebas moleculares determinaron la presencia de los genes blakPC,
diferenciando entre blakKPC-1, blakPC-2 y blaKPC-3.

Resultados: Se incluyeron 180 pacientes con edades entre 16 y 93 afios en un estudio
realizado de enero de 2017 a diciembre de 2018. La tasa de mortalidad hospitalaria fue
del 35% (63/180). La ventilacion mecénica invasiva (VMI) fue indicada en el 50,4% de
los pacientes (91/180). La tasa de supervivencia general (SG) en pacientes tratados con

VMI fue del 49,5% (45/91), con una mediana de supervivencia de 65 dias. La tasa de
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SG en pacientes que no recibieron VMI fue del 80,9% (72/89), con una mediana de
supervivencia de 106 dias (HR 2,094; IC 95% 1,174-3,737; p = 0,012). El andlisis
multivariado concluyé que la neumonia asociada al ventilador es el factor mas
relacionado con la supervivencia general. En un subsecuente estudio realizado de enero
a diciembre de 2021 se obtuvieron 401 aislados de A. baumannii y K. pneumoniae de
223 y 120 pacientes, respectivamente. La mediana de edad fue de 65 afios. El 40,2% de
los pacientes fueron admitidos por neumonia bacteriana y el 35,9% por neumonia
relacionada con COVID-19. El 73,2% de los pacientes permanecio en UCI, y el 79,1%
requirié VMI. Después de una estancia media de 26 dias (RIC 16 a 40), fallecieron 192
pacientes. El andlisis multivariado revel6 que para A. baumannii, los factores
independientes de letalidad fueron COVID-19 (HR 2.260; IC 95% 1.562 - 3.269;
p<.001), APACHE Il (HR 1.059; IC 95% 1.022 - 1.098; p=.002), ITU (HR 1,813; IC
95% 1,077 - 3,051; p=0,025), VMI (HR 2,907; IC 95% 1,139 - 7,412; p=0,025) y
resistencia a tigeciclina (HR 2,117; IC 95%). Para K. pneumoniae, la COVID-19 fue el
Unico factor independiente de letalidad (HR 2,439; IC 95% 1,458 - 4,082; p=.001). Se
encontrd que el gen blaoxa72 estaba presente en 65 aislados de A. baumannii, mientras
gue en K. pneumoniae se hallaron genes blakPC, con 18 aislados de blakKPC-2 y 10 de
blakPC-3.

Conclusiones: Los resultados demostraron que el gen blaoxa72 es el principal
mecanismo de resistencia a los carbapenémicos en A. baumannii. Por otro lado, los genes
blaKPC-2 y blaKPC-3 estan presentes en K. pneumoniae y son el principal mecanismo

de resistencia a los carbapenémicos en Ecuador.

Palabras clave: Resistencia antimicrobiaana, carbapenemasas, oxacilinasas.

Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae
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ABSTRACT

Objective: To develop a protocol for early detection and characterization of bacterial
strains causing hospital-acquired infections in Central American hospitals, to improve

the treatment of patients undergoing ICU intervention.

Methodology: This prospective observational study included patients diagnosed with
hospital-acquired infections (HAIs). Antimicrobial susceptibility tests were performed,
followed by molecular analysis of carbapenemase genes in A. baumannii isolates. The
study was conducted in two phases: from January 2017 to December 2018 and from
January to December 2021. Clinical isolates of Acinetobacter calcoaceticus-baumannii
complex and K. pneumoniae were collected from sputum samples, tracheal aspirates,
wounds, blood, catheters, and urine of patients with HAIs. Susceptibility profiles were
determined using the Vitek 2 compact automated system (BioMérieux), with cut-off
points established by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Polymerase
chain reaction (PCR) was used to detect oxacillinase genes, differentiating between the
blaOXA-72 and blaOXA-24 genes by sequencing a 246 bp DNA fragment. For K.
pneumoniae, molecular tests identified the presence of the blakKPC gene, including
blakPC-1, blaKPC-2, and blakPC-3.

Results: A total of 180 patients (ages 16 to 93 years) were included in a study conducted
from January 2017 to December 2018. The in-hospital mortality rate was 35% (63/180).
Invasive mechanical ventilation (IMV) was used in 50.4% of patients (91/180), with an
overall survival rate of 49.5% (45/91) and a median survival of 65 days. Patients not
receiving IMV had an overall survival rate of 80.9% (72/89) and a median survival of
106 days (HR 2.094; 95% CI 1.174-3.737; p = 0.012). Multivariate analysis indicated

that ventilator-associated pneumonia was most significantly related to overall survival.
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A total of 401 isolates were analyzed, from 223 patients with A. baumannii and 120 with
K. pneumoniae included in a study conducted from January to December 2021. The
median age was 65 years. Of these patients, 40.2% were admitted for bacterial
pneumonia and 35.9% for COVID-19-related pneumonia. The majority (73.2%) were in
the ICU, and 79.1% required IMV. After a mean ICU stay of 26 days (IQR 16 to 40),
192 patients died. Multivariate analysis confirmed that COVID-19 (HR 2.260; 95% ClI
1.562-3.269; p < 0.001), APACHE Il score (HR 1.059; 95% CI 1.022-1.098; p = 0.002),
urinary tract infection (UTI) (HR 1.813; 95% CI 1.077-3.051; p = 0.025), IMV (HR
2.907; 95% CI 1.139-7.412; p = 0.025), and resistance to tigecycline (HR 2.117; 95%
Cl 1.138-3.922; p = 0.016) were associated with mortality. In K. pneumoniae, COVID-
19 was the only independent factor significantly associated with lethality (HR 2.439;
95% CI 1.458-4.082; p = 0.001). The blaOXA-72 gene was detected in 65 A. baumannii
isolates, while blakPC was found in K. pneumoniae, with 18 isolates containing
blakPC-2 and 10 containing blakPC-3.

Conclusions: The study found that blaOXA-72 is the primary mechanism of carbapenem
resistance in A. baumannii, whereas blakKPC-2 and blaKPC-3 are the main mechanisms

of carbapenem resistance in K. pneumoniae in Ecuador.

Keywords: Antimicrobial resistance, carbapenemases, oxacillinases, Acinetobacter

baumannii, Klebsiella pneumoniae.
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INTRODUCCION

Antecedentes.

En 1900, la enfermedad infecciosa fue la principal causa de muerte en el mundo,
situacion que se mantuvo hasta los afios 1940 y 1960, cuando se produjo el auge de los
antibidticos, comenzando con el descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming
a fines de la década de 1920. Aunque los antibioticos han revolucionado el campo de la
medicina y han sido cruciales en el aumento de la esperanza de vida en los Estados
Unidos, de 47 afios en 1900 a 74 afos para hombres y hasta 80 afios para mujeres en el
afio 2000 [1], actualmente la enfermedad infecciosa es la segunda causa de muerte a
nivel mundial, la tercera en naciones desarrolladas y la cuarta en Estados Unidos. En
todo el mundo, 17 millones de personas mueren cada afio por infecciones bacterianas.
En Estados Unidos, aproximadamente dos millones de personas son infectadas
anualmente con bacterias resistentes a los antibi6ticos, de las cuales 23,000 falleceran
como resultado de estas infecciones. En Europa, el nimero asciende a 25,000
defunciones anuales. Estos datos destacan que la resistencia a los antimicrobianos
(ARM) es una grave amenaza para la salud publica en Europa y en todo el mundo, con
consecuencias que incluyen costos crecientes, fracasos en tratamientos y aumento de
mortalidad [2].

Las infecciones bacterianas asociadas a la asistencia sanitaria (IACS), incluidas la
neumonia asociada a ventilador (VAP), la bacteriemia asociada a via central (CLABSI)
y la infeccion del tracto urinario asociada a catéter (CAUTI), son considerados
principales factores de riesgo para la salud y seguridad del paciente, ya que pueden

provocar estancias prolongadas en el hospital, sepsis y mortalidad en la UCI [3].

Los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta clasificaron 18
agentes patogenos resistentes a medicamentos en Estados Unidos en funcion de su nivel
de preocupacion, considerdndose amenazas urgentes o graves. Entre estos se incluye

Acinetobacter baumannii multidrogoresistente (MDR). Asimismo, la resistencia a los
20
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medicamentos de la bacteria intestinal Klebsiella pneumoniae se considera una amenaza

grave, ya que esta volviéndose resistente a los carbapenémicos [1].

El problema es global y estd bien documentado en EE. UU., Europa y América Latina,
donde se han reportado brotes de A. baumannii, siendo el primero en Brasil en 2003. La
situacion de resistencia de Acinetobacter baumannii MDR es especialmente preocupante
en los paises en desarrollo, como Ecuador, donde las condiciones y politicas de los
hospitales no siempre estdn actualizadas, aumentando el riesgo de infecciones
nosocomiales [4].

Es importante sefialar que las infecciones causadas por bacterias Gram-negativas
multirresistentes, particularmente Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y
Klebsiella pneumoniae, son intratables debido a mecanismos de resistencia intrinsecos,
como la produccion de dos tipos de betalactamasa, tipo AmpC y oxacilinasa,
representada por las variantes OXA-51/69 [5]. Klebsiella pneumoniae produce una
enzima llamada KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa), que descompone los
carbapenémicos. Otra enzima que destruye el antibiético es una metalo-betalactamasa,
gue se encuentra no solo en Klebsiella, sino también en otras enterobacterias como E.
coli [1].

El rapido aumento en la prevalencia de patégenos Gram-negativos resistentes a
fluoroquinolonas y aminoglucosidos, asi como a todos los B-lactamicos, incluidos
carbapenémicos, monobactam, cefalosporinas y penicilinas de amplio espectro, ha
llevado a reconsiderar la colistina como una opcion terapéutica valida. La colistina es
una clase antigua de antibidtico catidénico que actla alterando las membranas bacterianas
y provocando la muerte celular. Ha habido un aumento significativo en los estudios sobre
la colistina, centrdndose en su quimica, actividad antibacteriana, mecanismo de accion
y resistencia, farmacocinética, farmacodindmica y su nueva aplicacion clinica [6].
Recientemente, se ha descrito resistencia a la colistina mediada por plaésmidos a través
del gen mcr-1, lo que podria contribuir a la diseminacion de bacterias Gram-negativas

pan-resistentes [7].
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La resistencia a los antimicrobianos reduce la eficacia de los medicamentos y limita las
opciones de tratamiento disponibles. La magnitud del problema es mundial, y aunque el
impacto de la resistencia a los antimicrobianos en la salud y los costos para el sector de
la salud, asi como el impacto social, aln se desconoce [2], esta claro que tanto A.
baumannii como K. pneumoniae son dos bacterias ubicuas capaces de desarrollar
resistencia a los antimicrobianos por mdltiples mecanismos, como la acumulacién de
genes de resistencia. La principal amenaza radica en que dichos genes de resistencia son
transportados por plasmidos, facilitando su amplia diseminacién. Las bacterias, para
sobrevivir en condiciones ambientales adversas y moverse entre diferentes nichos, son
capaces de captar plasmidos de su entorno. De este modo, los plasmidos de resistencia
antimicrobiana son transferidos entre poblaciones bacterianas, teniendo esta
diseminacion consecuencias clinicas en el tratamiento de las diferentes infecciones sea

mas dificil, con la reduccion de la eficacia de los antibidticos [8].

Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii es un cocobacilo gram negativo gque se encuentra cominmente
en el ambiente, en suelos, superficies inanimadas, plantas e incluso en la piel. Tiene gran
importancia clinica, ya que puede colonizar e infectar a pacientes con enfermedades
crénicas, comorbilidades o que han sido sometidos a cirugias y otros procedimientos
invasivos, como catéteres vasculares, urinarios, alimentacion parenteral, traqueostomias
0 ventilacién mecénica (IMV). Estos pacientes pueden desarrollar una variedad de
cuadros clinicos, como bacteriemia, sepsis, neumonia asociada a ventilacion mecéanica
(VAP), meningitis posquirurgica, infecciones del tracto urinario e infecciones de heridas
quirdrgicas. Por lo tanto, se requieren antibiéticos de amplio espectro, a los cuales A.
baumannii puede mostrar diferentes grados de resistencia, incluyendo multirresistencia
(MDR) o no susceptibilidad adquirida a al menos un agente en tres categorias
antimicrobianas. La resistencia extensa (XDR) se define como la no susceptibilidad a al

menos un agente en todas menos dos categorias antimicrobianas, mientras que la

22



INTRODUCCION

panresistencia (PDR) es la no susceptibilidad a todos los agentes en todas las categorias
de antimicrobianos [9].

El término CRAB se refiere a Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, y
XCRAB se define como la resistencia de A. baumannii a betalactamasas,
aminoglucésidos, fluoroguinolonas y carbapenémicos, excluyendo tigeciclinay colistina
[10], [11]. La resistencia de A. baumannii a los carbapenémicos ha llevado a una alta
mortalidad en infecciones adquiridas en el hospital, y su creciente resistencia a los
medicamentos exige el desarrollo de nuevos antibidticos [12]. Este patégeno ha
despertado un gran interés en la Gltima década debido a su fenotipo MDR natural,
adquiriendo nuevos mecanismos de resistencia [13]. A. baumannii se considera una
bacteria oportunista asociada con alta morbilidad y mortalidad, especialmente en
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) [14], [15].

Acinetobacter spp. a menudo se transmiten a los pacientes a través de su persistencia en
superficies ambientales y la colonizacidn transitoria de las manos del personal de salud.
Aunque comlUnmente se afirma que Acinetobacter spp. causan infecciones
principalmente en pacientes inmunocomprometidos, las predisposiciones a la infeccion
incluyen la presion de colonizacién, la seleccion por exposicion a antibiéticos de amplio
espectro y la interrupcién de las barreras anatomicas (por ejemplo, la colocacion de
catéteres o tubos endotraqueales y lesiones traumaticas o quirurgicas en la piel).
Clinicamente, las infecciones por A. baumannii estan asociadas con ventilacion
mecanica, cateterizacion intravenosa y urinaria, cirugia, procedimientos invasivos y uso
prolongado de antimicrobianos de amplio espectro, especialmente en pacientes con
guemaduras, traumatismos o en UCI. Asi, aunque A. baumannii es en gran medida un
patogeno oportunista, las “oportunidades” que generalmente resultan en infecciones
clinicas son defectos en las defensas anatomicas del huésped y la alteracion de la flora

normal por la exposicién a antibiéticos de amplio espectro [16].

Este patdgeno nosocomial puede sobrevivir durante largos periodos en diferentes

superficies debido al desarrollo de biopeliculas [17]. Las infecciones principales
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incluyen (i) exposicion al IMV vy la consiguiente VAP; (ii) infecciones asociadas con
dispositivos intravasculares; (iii) infecciones de heridas quirurgicas; (iv) infecciones del
torrente sanguineo; (v) infecciones del tracto urinario; y (vi) meningitis posquirdrgica
[18]. Aunque es principalmente un patdgeno asociado con atencion médica, las
infecciones por A. baumannii también pueden ocurrir fuera de los centros de atencién
médica, como se ha informado en soldados heridos en la Guerra del Golfo [19] y en las
victimas del terremoto de Turquia [20], [21]. Ademas, A. baumannii se ha observado en
regiones tropicales y subtropicales como un patégeno adquirido en la comunidad,

asociado con una mortalidad relativamente alta[16].

Este organismo a menudo actlia como colonizador entre pacientes con comorbilidades,
exposiciones a antibio6ticos e ingresos recientes, lo que complica la identificacion de su
papel como patégeno causante de infecciones, especialmente en pacientes con
infecciones de sitios no estériles, como la neumonia y las infecciones de heridas [22].
Las infecciones atribuidas a este organismo se han reportado a nivel global y estan
aumentando en incidencia, siendo responsable del 2-10% de todas las infecciones gram
negativas en las Unidades de Cuidados Intensivos de EE. UU. y Europa [23].

La resistencia de A. baumannii a los antibioticos es el resultado de una combinacion de
mecanismos, que incluyen impermeabilidad de la membrana celular, aumento en la
expresion de bombas de eflujo y produccion de betalactamasas de espectro extendido
(ESBLs), metalo-B-lactamasas (MBL) y oxacilinasas que hidrolizan los carbapenémicos
[5]. La presion selectiva de potentes antimicrobianos en las unidades de cuidados
intensivos ha llevado a una prevalencia global de cepas de A. baumannii resistentes a

todos los betalactdmicos, incluidos los carbapenémicos.

En Ameérica Latina, se han reportado brotes de A. baumannii, el primero en Brasil en
2003. La situacion de Acinetobacter baumannii CRAB/XCRAB es especialmente
preocupante en los paises en desarrollo, como Ecuador, donde las condiciones y politicas
de los hospitales no siempre estan actualizadas, aumentando el riesgo de infecciones

nosocomiales [4].
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El género Acinetobacter incluye bacterias gramnegativas, estrictamente aerébicas, no
moviles, no fermentadoras, no esporuladas, catalasas positivas y oxidasas negativas que
son positivas para citrato, con un contenido de ADN guanina-citosina (G + C) del 39 al
47% [24], [25]. Actualmente, Acinetobacter es un género que comprende 144 especies,

incluidas 68 con nombres de especie y 76 taxones sin hombres de especie [26].

Habitats naturales de A. baumannii

Acinetobacter es un grupo heterogéneo de organismos que son tipicamente saprofitos de
vida libre y se encuentran de forma ubicua en el medio ambiente [27]. Sin embargo, las
diferentes especies del género generalmente se asocian con diversos habitats, incluidos

el suelo, aguas residuales, alimentos, animales y humanos [25].

A. baumannii esta presente en el microbiota normal de la piel humana, el tracto
respiratorio superior y el tracto gastrointestinal [28]. Existen evidencias que sugieren
que Acinetobacter spp. puede colonizar el tracto digestivo a través del consumo de
alimentos contaminados. Estos alimentos pueden actuar como reservorios de bacterias
gramnegativas, como Escherichia coli y Klebsiella spp., asi como de Acinetobacter spp.
[25].

Ademas de colonizar la piel, las membranas mucosas y diversos equipos hospitalarios,
A. baumannii se ha encontrado en grifos, lavabos, dispensadores de locién, colchones,
equipos respiratorios, almohadas, cortinas, mantas, teléfonos, tiradores de puertas, cubos

de basura, carros de acero y computadoras [28].

Caracteristicas morfologicas y fisiologicas

Acinetobacter baumannii es un patégeno gramnegativo [29] que mide de 1,0 a 1,5 pm
por 1,5 a2,5 um durante la fase rapida de su crecimiento, pero a menudo se convierte en

formas mas cocoides en la fase estacionaria. Generalmente, se presenta en pares o en
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largas cadenas de longitud variable [27]. Este microorganismo posee capacidades
metabdlicas versatiles para la degradacion de diversos compuestos, como &cidos
dicarboxilicos de cadena larga y compuestos aromaticos, participando activamente en el

ciclo de nutrientes en el ecosistema [26].

Las especies de Acinetobacter no son exigentes y se pueden cultivar facilmente en
medios de laboratorio regulares. En placas de agar sangre, las colonias muestran formas
y tamafios tipicos, siendo incoloras (blancas o de color crema), lisas 0 mucoides (cuando
tienen cépsula), lechosas y de 1 a 2 mm de diametro después de 18 a 24 horas de
incubacion a 37 °C [27]. La sencillez de sus requerimientos nutricionales y su capacidad
para crecer en un amplio rango de temperaturas son notables, ya que los aislados clinicos
pueden crecer entre 37 [30] y 42 °C, aunque para la mayoria de las cepas, la temperatura
Optima se sitla entre 33 y 35 °C. En la fase exponencial de crecimiento, son bacilos de
0,9 a 1,6 um de diametro y de 1,5 a 2,5 um de longitud, a menudo en pares o ensamblados

en cadenas mas largas de longitud variable y en un amplio rango de valores de pH [31].

Supervivencia en las condiciones mas duras y resistencia ala
desecacion.

A. baumannii tiene la capacidad de sobrevivir en superficies secas y en condiciones de
limitacién de nutrientes, lo que facilita su persistencia y transmision en entornos
naturales y médicos. Ademas, los dispositivos y equipos médicos colonizados pueden

servir como reservorios en brotes hospitalarios prolongados [27].

Uno de los principales factores que contribuyen al aumento de las infecciones
nosocomiales por A. baumannii es su capacidad para adherirse y colonizar superficies
bidticas y abidticas. Este organismo emplea una estrategia denominada "persistir y
resistir", en lugar de la tradicional expresion de toxinas de otros patdgenos. Junto con su
habilidad para sobrevivir en condiciones desfavorables, A. baumannii se convierte en un

patégeno formidable [32]. Esto se debe no solo a la adquisiciéon de multiples resistencias
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a los antibidticos, sino también a su excepcional resistencia a desinfectantes, antisépticos
y a la desecacion [33]. Su capacidad para formar biopeliculas en sustratos abidticos,
como superficies ambientales o dispositivos médicos (por ejemplo, catéteres o equipos
respiratorios), también es significativa [34]. En un estudio, A. baumannii ATCC 19606T
sobrevivié aproximadamente un mes en superficies secas, lo que es méas tiempo del
informado para la misma cepa en estudios anteriores; ademas, las cepas clinicas de A.
baumannii exhiben una resistencia a la desecacion significativamente mayor que las

cepas de laboratorio [33].

Virulencia y Patogenia

Aunque Acinetobacter baumannii se considera como un patégeno de bajo grado, [35]
[36] posee una variedad de factores de virulencia. Entre los determinantes de la
virulencia responsable de la patogenicidad de A. baumannii, se pueden mencionar:
porinas o proteinas de la membrana externa, vesiculas de membrana externa,

lipopolisacéarido polisacéridos capsulares, fosfolipasa y biopelicula, [34], [37], [38].

Proteinas de la membrana externa

Las proteinas de la membrana externa (OMP) que recubren la superficie de la membrana
externa[36] incluyen OmpA, la primera porina identificada y caracterizada. Esta proteina
es esencial para la colonizacion y diseminacion bacteriana in vivo, ya que se encuentra
en lamembrana externa de las bacterias gramnegativas y constituye un factor critico para
la virulencia. OmpA se adhiere a las células epiteliales del huésped e induce apoptosis

mediante la activacion de las caspasas [38].

Ademaés, OmpA interactla con el receptor tipo Toll 2 (TLR2) en las células epiteliales
pulmonares, lo que provoca la regulacién negativa y la internalizacion de ecadherina,
una proteina clave en la adhesion celular. Esto resulta en un aumento de la permeabilidad
epitelial pulmonar, induciendo una respuesta inflamatoria que puede facilitar la invasion

celular y, eventualmente, la muerte del huésped [36].
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Otra porina importante es CarO, que actia como un mediador de la susceptibilidad a los
carbapenémicos. Esta proteina es fundamental para el reconocimiento, la adhesion y la
invasion en lineas celulares epiteliales pulmonares [38]. CarO no solo esta asociada con
la resistencia a los carbapenémicos en A. baumannii, sino que también promueve la
adhesiéon celular [36]. Se ha vinculado a la adquisicion de resistencia a los
carbapenémicos, especialmente cuando se pierde o0 muta, ya que desempefia un papel
crucial en la permeacion selectiva de imipenem a través de la membrana externa de A.

baumannii [39].

Vesiculas de membrana externa

Los factores de virulencia de A. baumannii, que incluyen las proteinas de membrana
OmpA y ciertas enzimas que degradan tejidos, son transportados a las células huésped
por vesiculas de membrana externa [40]. Una vez dentro, estos factores se dirigen al
nicleo y a las mitocondrias, provocando apoptosis a través de la liberacidn de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la escisién del ADN. Este proceso activa el inflamasoma
NLRP3, desempefiando un papel proinflamatorio. Ademas, la capacidad de A.
baumannii para inducir inflamacién mediante la caspasa [36] facilita la transferencia
horizontal de genes y ayuda a proteger las células bacterianas de la respuesta inmune del
huésped [34].

Polisacaridos capsulares y Lipopolisacéaridos (LPS)

El lipopolisacarido (LPS) es un componente fundamental de la membrana externa de la
mayoria de las bacterias Gram-negativas. Este elemento proporciona integridad
estructural y actGa como una barrera de permeabilidad para moléculas pequefas
hidrofébicas. Ademas de estas funciones, debido a su alta abundancia en la membrana
externa, el LPS es reconocido por las células inmunes del huésped como un patrén

molecular asociado a microbios [38].
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Recientemente, se ha sugerido que la capa mas externa de la célula contribuye a la
rigidez, gracias a las propiedades de una molécula unica denominada lipopolisacarido
(LPS). Este componente se encuentra en la superficie de la membrana externa y es
esencial para el crecimiento. En el caso de Acinetobacter baumannii, una bacteria Gram-

negativa, se ha observado que puede desarrollarse sin LPS [41].

Desde el punto de vista estructural, el LPS estd compuesto por tres elementos: el lipido
A, un ntcleo de oligosacéridos y un antigeno O repetitivo. El lipido A es un glicolipido
que consta de dos moléculas de glucosamina unidas a lipidos por enlaces § 1-6. Por su
parte, el antigeno O es un inmundgeno significativo que consiste en oligosacaridos
repetidos, los cuales inducen la expresion de diversas citocinas proinflamatorias en el
huésped, tales como TNF-a, IL-8, CCL4 y el receptor TLR4 [37].

El lipopolisacarido también es responsable de la susceptibilidad de A. baumannii a la
colistina, un polipéptido catidnico que interactda con el lipido A, que tiene carga
negativa. Las cepas que carecen de LPS presentan menor integridad de la membrana en
comparacion con las cepas de tipo salvaje, aunque estas cepas deficientes en LPS

desarrollan resistencia a la colistina [38].

Enzimas

La fosfolipasa C (PLC), la fosfolipasa D (PLD) y la glicoproteasa CpaA son enzimas
clave en la toxicidad de A. baumannii. Estas fosfolipasas participan en la degradacion
especifica de los fosfolipidos, lo que permite a la bacteria liberarse en el citoplasma de
la célula huésped, rica en nutrientes, al destruir las membranas endosémicas o
fagosémicas [42]. El lipopolisacarido degrada principalmente la membrana de la célula
huésped y los fosfolipidos de la barrera mucosa, promoviendo asi la invasion bacteriana

y la aparicion de enfermedades [34].

La glicoproteasa CpaA, recientemente identificada, se presenta como un factor de

virulencia significativo en A. baumannii. No solo se dirige a proteinas glicosiladas,
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causando disfunciones en la coagulacién, sino que también escinde enlaces de
glicoproteinas humanas, como CD46 y CD55, provocando alteraciones en la activacion
del complemento. Esta glicoproteasa es secretada a través del sistema de secrecion tipo
I1 (T2SS), que media el transporte de proteinas efectores al ambiente extracelular. Los
fosfolipidos, siendo componentes principales de los surfactantes pulmonares, pueden

tener un papel crucial en la patogénesis al incrementar el riesgo de lesién pulmonar [36].

Factores relacionados con la biopelicula

La biopelicula es un complejo multicelular con una estructura tridimensional que juega
un papel crucial en la infeccién. Su formacion se produce en la superficie de las células
huésped y en dispositivos médicos permanentes, siendo fundamental en la patogénesis.
Ademas, la biopelicula disminuye la penetracidn de antibioticos, lo que contribuye al
desarrollo de resistencia a los medicamentos [34].

En la formacion de biopeliculas, ademéas de los exopolisacéridos, intervienen proteinas
extracelulares secretadas, adhesinas de la superficie celular, asi como subunidades de

flagelos y pili. Algunas de estas proteinas bacterianas tienen funciones de lectina [43].

Fimbrias/pili

La superficie de las células bacterianas estd a menudo cubierta por fimbrias o pili, que
son capas de proteinas compuestas por maltiples subunidades y que cumplen diversas
funciones. Hasta la fecha, se han identificado cuatro funciones principales de los pili:
motilidad espasmadica, adhesion celular, transferencia de genes horizontales y

formacion de biopeliculas [36].

A. baumannii expresa pili tipo 1V, que son esenciales para la motilidad espasmodica y la
competencia natural, ademas de contribuir a la adherencia a las células huésped. Se ha

observado que los aislados de A. baumannii obtenidos del esputo forman més
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biopeliculas in vitro en comparacion con los aislados de sangre, mientras que la situacion

es inversa en cuanto a la motilidad espasmadica [44].

El tratamiento con imipenem en aislados de A. baumannii resistentes a este antibiético
induce la expresion de genes responsables de la sintesis de pili tipo 1V, lo que sugiere

gue la capacidad de sobreproducir pili confiere una ventaja bioldgica a esta bacteria [37].

Proteina asociada a biopeliculas (Bap)

La proteina asociada a la biopelicula con un peso molecular de 854 kDa, es una proteina
de alto peso molecular, estd compuesto de 8620 aminoacidos. se considera una de las
proteinas bacterianas mas grandes, Bap se localiza en la matriz extracelular y es esencial
para la formacién, maduracién, y mantenimiento de biopeliculas. Sin embargo, no todas

las cepas de A. baumannii expresan Bap [38]

Deteccion de quorum (QS)

Las bacterias pueden controlar los cambios en el nimero de si mismas. u otras bacterias
en el microambiente circundante segin a la concentracion de moléculas sefial
especificas, pueden comunicarse entre si para coordinar genes. expresion, para adaptarse
a las condiciones ambientales cambiantes. en forma de grupos. Este fendmeno

bacteriano se llama deteccion de quérum [45].

El sistema deteccion de quorum puede considerarse como una herramienta de
comunicacién que tiene como objetivo controlar la supervivencia y la virulencia en
comunidades de bacterias [38] Muchas bacterias utilizan N-acil homoserina lactonas

(AHL) como moléculas de sefial QS.

Poli-N-acetilglucosamina (PNAG)
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Tanto S. aureus como A. baumannii produce poli-N-acetilglucosamina (PNAG) como
componente principal de su matriz de biopelicula y retienen PNAG en sus superficies
celulares. EI PNAG juega un papel fundamental en la adhesion de células de S. aureus
y A. Baumannii.

En el caso de A. baumanii parece desempefiar un papel en la integridad de la biopelicula
bajo fuerza de corte, PNAG ademas actla como mediador en la adhesion bacteriana, la
invasion y el huésped [38].

El PNAG fuertemente adherente en la superficie de A. baumannii puede contribuir a su
extraordinariamente larga tiempo de supervivencia en superficies abidticas en

condiciones desecadas, contribuyendo a su persistencia en entornos clinicas [46].

Exopolisacéarido capsular o capsula

La cépsula, es un importante factor de virulencia que comprende subunidades de
oligosacéridos repetitivas muy empaquetadas (K Unidades) y forma una capa protectora
sobre la superficie bacteriana que ayuda a las bacterias a evadir el sistema inmunoldgico
del huésped, mejora la resistencia a los compuestos antimicrobianos y ayuda resistir la
desecacién prolongada, con la consiguiente resistencia a diferentes compuestos
antimicrobianos y la capacidad de sobrevivir a la desecacién son las principales razones
detras del éxito de A. baumannii MDR como patdgeno nosocomial y la abolicion de la
capsula. de una cepa que de otro modo produciria capsulas afecta significativamente su

virulencia [38].

Bombas de eflujo

La baja permeabilidad de la membrana externa de A. baumannii dificulta la entrada de
antibioticos de gran tamafio a la célula. Ademés de esto, existen diferentes clases de
bombas de eflujo que expulsar los antibi6ticos fuera de la célula Hay seis clases de
bombas de eflujo, a saber:

Transportador del casete de union de ATP (ABC), facilitador principal superfamilia

(MFS), resistencia-nodulacion-division (RND), extrusion de compuestos toxicos y

32



INTRODUCCION

multidrogas (MATE), eflujo de compuestos antimicrobianos proteobacterianos (PACE)
y pequefios familia de resistencia a maltiples farmacos (SMR).

Los transportadores ABC son dependientes de la hidrolisis del ATP como fuente de
energia, otros utilizan gradientes de iones de hidrdgeno para transportar antimicrobianos
fuera de la célula. [38]. La primera bomba de eflujo RND (AdeABC) descubierta en A.
baumannii pertenece a la familia RND mas relevante clinicamente esta bomba confiere
resistencia a maltiples clases de antibioticos, incluidos aminoglucésidos, cloranfenicol,
betalactamicos, eritromicina, y fluoroquinolonas, etc. En comparacion con otras bombas
de eflujo de la familia RND, AdeABC se encuentra presente en cepas MDR de A.
baumannii, [47] se ha encontrado que estéa sobreexpresado en la mayor cantidad aislados
clinicos de A. baumannii MDR que lo convierten en el principal contribuyente al
fenotipo MDR[37] Se demostr6 un aumento de dos veces en las MIC de imipenem y
meropenem cuando el sistema AdeABC se expreso de forma constitutiva [45].

La familia de transportadores MFS es la méas diversa y presente en todos los dominios
de la vida, estan formados por 12-14 hélices transmembrana. dividido en dos dominios
presentes en la membrana interna estos transportadores se pueden dividir en tres grandes
categorias: (i) Simportadores que transportan dos compuestos en la misma direccion. (ii)
antiportadores que transportan dos compuestos en dos direcciones diferentes
direcciones; y (iii) uniportadores que transportan sélo un compuesto a lo largo de su

gradiente de concentracion. [37].

Factores metabdlicos o nutricionales.

Acinetobactina

Ademas de la notable caracteristica de resistencia a los medicamentos, el éxito de A.
baumannii como colonizador y como patégeno en el huésped también depende de su
capacidad para obtener nutrientes. El hierro es un micronutriente esencial para
supervivencia y reproduccion bacteriana es un cofactor para muchas enzimas
bacterianas, [48] debido a que el hierro libre puede inducir efectos toxicos en las células,
el hierro generalmente existe en combinacidn con otras proteinas, como lactoferrina,

transferrina y hemoglobina. Acinetobacter baumannii necesita sistemas de adquisicion
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de hierro de alta afinidad para adquirir el contenido de hierro que necesita mientras
infecta a un huésped. Hasta la fecha, se han detectado tres sider6foros mas comunes en
A.  baumannii, incluida  preacinetobactina-acinetobactina,  fimsbactinas vy

baumannoferrinas [36].

La acinetobactina es esencial para el uso eficiente del hierro de las glicoproteinas que se
unen al hierro del huésped, y a la supervivencia y diseminacion de A. baumannii en un
modelo murino de bacteriemia, estos hallazgos respaldan una afirmacion frecuente, pero
no completamente fundamentada, de que la acinetobactina es el sideréforo principal o

mas importante producido por A. baumannii [49].

El grupo HemO

La capacidad de A. baumannii para adquirir hierro de proteinas y hemo del huésped es
esencial para su supervivenciay virulencia. La mayoria de las cepas codifican un sistema

de captacion de hemo que incluye una hemooxigenasa putativa (hemO) [50].

El crecimiento 6ptimo de A. baumannii con hemo como fuente de hierro depende del
grupo de genes hemO. Se ha observado que muchas cepas epidémicas e hipervirulentas
poseen sistemas putativos para la captacion y metabolismo de hemo. Este grupo de genes
de utilizacion del hemo, que incluye la hemooxigenasa, esta presente en algunas cepas y
puede explicar su mayor virulencia. Sin embargo, también existe un grupo alternativo
de genes de utilizacion del hemo (denominado grupo de utilizacion del hemo 1), que esta

presente en todas las cepas analizadas [50].

El grupo de genes hemO es exclusivo del género Acinetobacter y carece de homologos
en otros géneros bacterianos. Se han identificado seis grupos de genes diferentes en A.
baumannii que codifican sistemas para la captacion activa de hierro, que incluyen: (i) el
transporte activo de Fe*" a través de la membrana citoplasmatica (grupo de genes feo);

(ii) la captacion de hemo mediante sistemas de transporte especificos y proteinas de
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union (grupos de genes hemT y hemO); y (iii) la sintesis y transporte de sider6foros
como baumannoferrina(s) (grupo de genes bfn), acinetobactina (grupo de genes bas/bau)
y fimsbactina(s) (grupo de genes fbs), que se unen al Fe** extracelular y lo transportan

activamente al interior de la célula [48].

El aumento de cepas de A. baumannii resistentes a multiples farmacos (XDR) resalta la
necesidad de desarrollar nuevas estrategias para combatir estas infecciones. La
capacidad para adquirir hierro es crucial para la virulencia de A. baumannii, y la
presencia de un grupo adicional de genes de utilizacion del hemo en cepas
hipervirulentas y asociadas a brotes sugiere que este locus puede contribuir al incremento
de su virulencia [50].

Mecanismos de resistencia antimicrobiana de Acinetobacter baumannii

La resistencia bacteriana es un fenémeno natural que surge de la interaccion de los
microorganismos con su entorno. Con el tiempo, las bacterias han desarrollado una
variedad de mecanismos para garantizar su supervivencia en condiciones adversas. Por
ello, se considera que las cepas bacterianas resistentes son aquellas que han adquirido

resistencia a uno o mas antimicrobianos.

La resistencia intrinseca (IR) se basa en determinantes de resistencia que permiten a las
bacterias producir enzimas capaces de eliminar el compuesto antimicrobiano o evitar su
unién a su sitio diana intracelular. Esta resistencia se caracteriza por mantener un nivel
constante de proteccion contra el antimicrobiano, incluso sin contacto previo con el

compuesto [51].

Las bacterias emplean dos mecanismos genéticos principales para defenderse de los
antibioticos: las mutaciones, que alteran el mecanismo de accion del compuesto, y la
adquisicidn de genes exdgenos mediante la transferencia horizontal de genes [34]. Los

mecanismos de resistencia a los antibidticos se dividen en dos categorias: enzimaticos,
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como la produccién de B-lactamasas, y no enzimaticos, que incluyen la alteracion de la
permeabilidad de la membrana, la activacion de bombas de eflujo y la modificacion del
sitio diana, [37], [52]. Ademés, la resistencia a antibidticos puede ser mediada por

elementos genéticos moviles [52].

La adquisicion de mutaciones o la insercion de elementos genéticos, como secuencias
de insercion, puede modificar la expresion de genes constitutivos que codifican enzimas,
sistemas de eflujo o proteinas de la membrana externa, contribuyendo a la resistencia a

diversos agentes antimicrobianos [24].

Las bacterias pueden adquirir y propagar genes responsables de la resistencia a los
antibidticos a través de elementos genéticos moviles. Los principales mecanismos de
resistencia incluyen tanto vias enzimaticas, como la produccion de B-lactamasas, como
no enzimaticas, como la alteracion de la permeabilidad de la membrana, la activacion de

bombas de eflujo y la modificacién del sitio diana, [37], [52].

Mecanismos enzimaticos
B-lactamasas

El rasgo caracteristico de estas enzimas es la capacidad de hidrolizar compuestos
quimicos con un anillo B-lactdmico, inactivando asi el compuesto antibacterian[52] las
B-lactamasas se agrupan en clases moleculares, A, B, Cy D [24].[37] Las clases A, Cy
D incluyen enzimas que tienen un sitio activo serina, mientras que las metaloenzimas de
clase B utilizan 1 o 2 iones de zinc en el sitio activo. Varias especies de Acinetobacter
poseen genes intrinsecos de B-lactamasa, como los miembros de la clase C. (AmpC;
cefalosporinas derivadas de Acinetobacter y enzimas clase D (OXA). Enzimas de clase
C de A. baumannii generalmente hidrolizan penicilinas y cefalosporinas, mientras que

los de clase D (OXA) generalmente hidrolizan los carbapenémicos [24] [53].

B-lactamasas de clase A

36



INTRODUCCION

Son la causa mas frecuente de resistencia a los B-lactdmicos penicilinas y cefalosporinas
con mayor eficacia que carbapenémicos, excepto algunas enzimas tipo KPC. Varias f3-
lactamasas de clase A, incluida TEM, SHV, GES, CTX-M, SCO, PER, VEB, KPC y
CARSB, han sido identificado en A. baumannii [37].

Los andlisis fenotipicos y bioquimicos han llevado a la identificacion de varios grupos
funcionales de pB-lactamasas de clase A, actualmente conocidos méas de 2000,
identificados principalmente en los bacilos gramnegativos [54].

Los tipos funcionales de B-lactamasas de clase A tienen diferentes variantes moleculares
hidrolizan de forma variable penicilinas, cefalosporinas, monobactamas, carbapenemas
y son inhibidas por acido clavulanico [55] y tazobactam y sulbactam. En A. baumannii,
se encontraron muchas B-lactamasas de clase A como TEM, GES, CTX-M, SHV, SCO,
PER, CARB, VEB o0 KPC [52].

B-lactamasas de clase B o las metalo-B-lactamasas (MBL)

Son un grupo unico de p-lactamasas tanto estructural como funcionalmente, se producen
generalmente en combinacion con una segunda o tercera B-lactamasa en aislados
clinicos. Se diferencian estructuralmente de las otras f-lactamasas por su requerimiento
de union zinc en el sitio activo [56] son parte del tercer grupo. de clasificacion funcional
desarrollado por Bush y Jacoby y tienen la capacidad de hidrolizar casi todos los
antibioticos B-lactamicos excepto los monobactamicos. Debido al metal de la enzima
activa. sitio, la actividad enzimatica de estos tipos de B-lactamasas puede inhibirse
mediante agentes quelantes como como &cido etilendiaminotetraacético (EDTA). Se
han informado varios MBL, como imipenemasas (IMP) [52] MBL codificada con
integron de Verona (VIM) MBL de Sao Paolo (SPM) imipenemasa de Alemania (GIM)
, MBL de Nueva Delhi (NDM) imipenemasa de Seul (SIM), Imipenemasa australiana
(AIM) e imipenemasa de Florencia (FIM) [57] En A. baumannii, una amplia Se ha
identificado una variedad de MB CTX-M, TEM, GES, POR, VEB [52].

Las betalactamasas de clase C
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Son cefalosporinasas codificadas cromosémicamente (cefalosporinasas derivadas de
acinetobacter, ADC), inherentes a todos los A. baumannii. La sobreexpresion de estas -
lactamasas de clase C plantean problemas terapéuticos porque pueden conferir
resistencia a cefamicinas (cefoxitina y cefotetdn), penicilinas, cefalosporinas vy
combinaciones de inhibidores de B-lactamasa. Como cefalosporinasa "serina", las f-
lactamasas AmpC no pueden ser inhibidas por acido clavulanico, pero pueden ser
inhibidas por cloxacilina [58] .

Acinetobacter baumannii tiene una cefalosporinasa AmpC intrinseca, varios
aislamientos clinicos de A. baumannii tienen el gen ampC transcrito a partir de un
promotor fuerte contenido dentro de un elemento de secuencia de insercién putativo
(secuencia similar a IS Abal ) que resulta en una alta resistencia a la ceftazidima [37]
[59] Se han descrito varias variantes de ADC, muchas de las cuales presentan resistencia
a antibioticos de espectro extendido, por ejemplo, ADC-30 proporciona resistencia no
solo a las cefalosporinas, sino también a los carbapenémicos y al sulbactam [59].

Las B-lactamasas de clase D

Se denominan OXA (oxacilinas), o p-lactamasas de clase D que hidrolizan
carbapenémicos CHDL con capacidad para hidrolizar oxacilina, tienen serina en el sitio
catalitico activo y estan incluidos en el grupo funcional dos de Bush (51) y clasificacion
de Jacoby. Actualmente, se han reportado mas de 750 tipos de OXA B-lactamasas [60].
En A. baumannii se han identificado hasta el momento seis grupos de Carbapenemasas
OXA representadas por: tipo OXA-51, OXA-23, OXA-40/24, OXA-58, OXA-143 y
OXA-48 [34] las enzimas relacionadas con OXA-51 son intrinsecas a A. baumannii y

se encuentran naturalmente en su cromosoma [61].

Datos recientes indican que las cepas de A. baumannii OXA-23-positivas se han
extendido por todo el mundo, a lugares como Francia, Bulgaria, Irdn [62], Serbia [63],
Los Emiratos Arabes Unidos, Tunez, Brasil, [64] Australia. Ademaés, los productores de

OXA-23 han estado en el origen de brotes hospitalarios en la Polinesia Francesa,
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Ecuador [65], Colombia, [66]Argentina [67] , Espafia [68] El reino unido, Turquia,
China [69] , [70] y Corea [34], [71].

Un segundo grupo de CHDL esta formado por OXA-25, OXA-26, OXA-40 y OXA-72
(un error de secuenciacion original en OXA-24 lo convierte ahora en OXA-40) por
Gltimo, OXA-72, que es OXA-24/40 con una sustitucién G224D, [19], [63] estas
enzimas difieren solo en unas pocas sustituciones de aminoacidos. OXA-24/0XA-40 se
identificé originalmente como codificado cromosémicamente en un aislado de A.
baumannii resistente a carbapenémicos recuperado de Espafa.[72]. Desde entonces, el
gen bla oxa-40 Se ha identificado en diferentes areas, especialmente en Portugal y Espafia,
pero también en los Estados Unidos. Curiosamente, el gen bla oxa-40 se ha identificado

como portador cromosémico o transmitido por plasmido [73].

Métodos de deteccidn de carbapenemasas.

La relevancia clinica de la deteccion rapida de carbapenemasas entre cepas de A.
baumannii es crucial debido a la seleccién de la terapia antibidtica adecuada también
como prevencion del desarrollo de los brotes.

Hasta la fecha se han introducido una serie de métodos, que difieren en principios,

precisién y tiempo de deteccion.

Entre las pruebas fenotipicas utilizadas en la deteccion de carbapenemasas, métodos
basados en la inhibicién de la actividad enzimética por inhibidores especificos merecen
atencion particular. Las técnicas basadas en cultivos de deteccion de metalo

betalactamasas: prueba de sinergia del disco doble.

Estos métodos, que permiten detectar carbapenemasas, en la practica microbiolégica de
rutina, se utiliza el disco de EDTA como inhibidor de enzimas. MBL (bioMériéux,
Francia). Otro método basado en el cultivo, utilizado para deteccion de carbapenemasas
entre A. baumannii estd representado por el ensayo de disco compuesto de acido
borénico (BAC) como inhibidor de KPC.
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Métodos basados es el cultivo

Seleccion de medios de cultivo y condiciones de incubacion

A. baumannii presenta una gran facilidad para crecer en los medios de cultivo
convencionales. Para el aislamiento de esta bacteria tanto en muestras clinicas como
ambientales, se utilizan medios habitualmente usados para el aislamiento de bacterias
gramnegativas, como por ejemplo agar MacConkey. Para aislar las poblaciones de A.
baumannii multirresistentes, se utiliza agar MacConkey suplementado con gentamicina
a una concentracion de 8 mg/L o incluso cefotaxima a una concentracion de 2 mg/L. El
uso de cefotaxima (incluso ceftazidima) a baja concentracion, permite no solo aislar A.
baumannii sino también otros bacilos gramnegativos multirresistentes de interés

nosocomial, como puede ser E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa o S. maltophilia [74].

Existen también otros medios cromogénicos como el CHROMagar Acinetobacter. Este
medio inhibe el crecimiento de la mayoria de los cocos grampositivos y levaduras y
emplea un método de identificacion que permite a las colonias de Acinetobacter crecer
de color rojo. Este medio, con la adicion de suplementos especificos, ha mostrado una
buena sensibilidad y especificidad para la deteccion de aislados de A. baumannii-A.
calcoaceticus resistentes a carbapenémicos, aunque adn se requieren un mayor ndmero
de estudios para su validacion clinica. En todos los casos, los medios de cultivo se

incubaran durante 48 h en aerobiosis a 35-37 <C.

Métodos fenotipicos

Para la deteccion de carbapenemasas en Acinetobacter baumannii complex se han
propuesto varios métodos fenotipicos como la prueba CarbAcineto NP que es una
modificacion proveniente de la prueba Carba NP, su principio es el cambio de pH ante
la presencia de una carbapenemasa, por otro lado, se puede utilizar la inactivacion del

carbapenem modificado (mCIM) e inactivacion del carbapenem modificado con EDTA
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(eCIM), los cuales determinan la presencia de una carbapenemasa mediante el halo de
inhibicion del disco, [75] y se han desarrollado protocolos automatizados como el
equipo MALDI-TOF para la identificacion de las mismas [76]. Ademmas de la deteccion
fenotipica por el método MALDI-TOF, se utiliza la prueba CarbAcineto NP y el método
de difusién basado en papel.

El principio de MALDI-TOF para la deteccion de carbapenemasas se basa en determinar
la hidrdlisis del imipenem de aislados bacterianos seleccionados [77]. Este método es
rapido y tiene alta sensibilidad y especificidad; sin embargo, requiere instrumentos muy
sofisticados y especialistas con capacitacion especifica. Ademas, la maquina es costosa
de mantener y sélo estaria disponible en hospitales terciarios o cuaternarios de paises de

ingresos bajos y medios.

La prueba CarbAcineto NP se desarrollé en 2014, modificada a partir de la prueba Carba
NP en términos de condiciones de lisis y cantidad de indculo bacteriano [78] El principio
de este método depende del cambio de color del indicador de pH, rojo fenol, debido al
cambio de pH en la solucion probada después de la incubacién de imipenem con un
aislado bacteriano probado. [79] Este método es rapido, facil de usar y no requiere
instrumentos especificos. Sin embargo, la interpretacion es bastante subjetiva, basada en
observaciones del cambio de color, y el kit de prueba todavia tiene un precio elevado
para la vigilancia de laboratorio de rutina, particularmente en entornos de recursos
limitados. Ademas, se observaron inconsistencias con la capacidad de detectar

carbapenemasas tipo oxa 51 [80].

El método de difusién en disco es uno de los méas simples y ampliamente utilizados en
la mayoria de los laboratorios para pruebas microbioldgicas rutinarias. No obstante, la
guia de criterios para este método necesita ser validada antes de su aplicacion en entornos
clinicos, especialmente para bacterias dificiles de detectar como Acinetobacter spp. Los
métodos més recientes para la deteccion de carbapenemasas en papel, segun la guia
CLSI, incluyen el método de inactivacion de carbapenemasas modificado (mCIM) y el
método de inactivacion de carbapenemasas modificado con EDTA (eCIM) [81]. Ambos
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enfoques se basan en medir el didmetro de la zona de inhibicién alrededor de un disco
de antibidtico y la presencia de crecimiento bacteriano dentro de esta zona después de la
incubacion con cepas sospechosas de producir carbapenemasas.

Sin embargo, estos métodos no son recomendables para infecciones por A. baumannii.
En respuesta a esto, se desarrolld el método sCIM en 2018 para simplificar el
procedimiento y mejorar la especificidad y sensibilidad para A. baumannii [82]. A pesar
de esto, todos los métodos de deteccion de carbapenemasas aun necesitan ser validados
antes de su uso en entornos clinicos para A. baumannii. Por lo tanto, en este estudio se
investigaron tres métodos fenotipicos para la deteccion de A. baumannii clinicamente
aislado y se evalud la eficacia de estas pruebas para detectar los tipos de betalactamasas
mas comunes en A. baumannii. A partir de los resultados, se propuso un nuevo algoritmo
para la deteccion de carbapenemasas en A. baumannii, teniendo en cuenta las

limitaciones de los paises de ingresos bajos y medianos.

Ademas, existen métodos moleculares para la deteccion de genes de carbapenemasas. El
ensayo Xpert Carba-R es un método automatizado que permite el diagnéstico in vitro de
diversos genes mediante el instrumento GeneXpert. Este método puede realizarse en
muestras de hisopado rectal (validado en EE. UU. [US-1VVD] y en la Unién Europea [EU-
IVD]) o en cultivos puros de aislamientos bacterianos no susceptibles a carbapenémicos
(también validado en EE. UU.). Los resultados estan disponibles en aproximadamente
48 minutos [83].

Otro equipo, FilmArray, facilita la deteccidn de acidos nucleicos mediante amplificacion
de ADN y la deteccidn de secuencias usando sondas. Ademas, los microarrays permiten

la deteccion de ADN mediante su hibridacion y adherencia sobre soportes solidos [84].

En la Figura 1 se muestra el algoritmo desarrollado para la deteccion temprana de A.

baumannii productor de carbapenemasas en entornos con recursos limitados [85].
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Carbapenem resistant
A. baumannii

|

18-20 h
sCIM
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Carbapenemase CarbAcineto NP ‘
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A. baumannii Positive/Indeterminate Negative
‘ 2h
A 4
Carbapenemase Non-Carbapenemase
producing producing
A. baumannii A. baumannii v

Figura 1. Algoritmo propuesto para la deteccion temprana de A. baumannii productor
de carbapenemasas en entornos con recursos limitados [85].

Diagnostico Molecular

La ausencia de concordancia entre las caracteristicas observables, morfolégicas y/o
fenotipicas del aislamiento en estudio y las correspondientes a la(s) cepa(s) de la especie
tipo, hacen que los métodos fenotipicos realicen la identificacion mas probable y no
definitiva, debido a esta discordancia en los analisis fenotipico la aplicacion de métodos
genotipicos pretende ser una prueba complementaria o alternativa para la identificacion
de especies hasta el momento se han descrito una variedad de genes utilizados para el

estudio taxondémico o filogenético de la poblacion bacteriana [86].
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Hasta la fecha se le ha dado importancia a dos técnicas esenciales para la identificacion
de genes como es el caso de la PCR y la secuenciacion, técnicas que permiten analizar
las secuencias de nucleGtidos que conforma dicho gen. Ademés, es importante
mencionar gue con ayuda de la secuenciacion es posible identificar las variaciones que

presentan los genes de una misma familia.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es fundamental para la biologia molecular
y es la técnica de laboratorio méas importante que se utiliza para la amplificacion de
acidos nucleicos. La PCR emplea ciclos de temperatura para sintetizar grandes
cantidades de ADN de progenie a partir de pequefias cantidades de ADN molde original
e implica los siguientes pasos repetidos dependientes de la temperatura: (1)
desnaturalizacion térmica del ADN bicatenario a ADN monocatenario, (2) hibridacion
de cebadores al ADN monocatenario y (3) elongacion del cebador por una ADN
polimerasa termoestable [87].

La secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing (NGS) es un grupo
de tecnologias disefiadas para secuenciar gran cantidad de segmentos de ADN de forma
masiva y en paralelo, en menor cantidad de tiempo y a un menor costo por base.Todas
las técnicas NGS comparten la capacidad de secuenciar una gran cantidad de fragmentos
de ADN de forma paralela en un corto lapso. Para lograr este objetivo, siguen un
abordaje metodoldgico semejante que se puede resumir en cinco pasos: 1) segmentacion
del ADN en varios fragmentos, 2) marcaje del ADN por medio de primers o adaptadores
gue indican el punto de partida para la replicacion, 3) amplificacion de los fragmentos
de ADN marcados con adaptadores por métodos basados en reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés), 4) secuenciacion o lectura de los fragmentos
de ADN y 5) reconstruccion de la secuencia completa por medio de secuencias de
referencia y exportacion a ficheros de almacenamiento de datos [88]. Este desarrollo
tecnologico ha llevado a la acumulacion progresiva de enormes cantidades de datos de
secuencias genémicas sin procesar. Actualmente, muchos genomas procariotas y

eucariotas han sido secuenciados
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Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae , perteneciente a la familia Enterobacteriaceae , es un habitante
natural del microbioma del tracto gastrointestinal de humanos y animales sanos. Es un
patdgeno oportunista comun asociado a los hospitales, que representa aproximadamente
un tercio de todas las infecciones por gramnegativos en general. [89].

El género Klebsiella se encuentra en una variedad de habitats, lo que refleja su amplia
distribucion. Klebsiella es un patégeno oportunista comun tanto en humanos como en
otros animales, ademas de ser parte de la flora residente o transitoria, especialmente en
el tracto gastrointestinal [90]. En los seres humanos, Klebsiella pneumoniae suele
colonizar el tracto gastrointestinal, la piel y la nasofaringe. Esta bacteria es una causa
importante de infecciones graves adquiridas en la comunidad, tales como neumonia

necrotizante, abscesos hepaticos pidgenos y endoftalmitis endégena.

Caracteristicas morfologicas

Klebsiella pneumoniae es una bacteria gramnegativa, encapsulada, inmaévil y anaerobia
facultativa. Las especies del género Klebsiella se caracterizan por ser catalasas positivas,
oxidasas negativas y mostrar variabilidad en la actividad de descarboxilasa: positiva para
lisina descarboxilasa (LDC) y negativa para ornitina descarboxilasa. Estas bacterias son
fermentadoras de lactosa y fijadoras de nitrégeno, y se han descrito 77 antigenos
capsulares K y 8 antigenos O distintivos para la serotipificacion de las especies de
Klebsiella [91].

K. pneumoniae puede cultivarse facilmente en medios de cultivo simples como el Agar
sangre. Sus condiciones Optimas de crecimiento son a 37°C y un pH de 7. Como
anaerobias facultativas, pueden crecer tanto en presencia como en ausencia de oxigeno.
Muchas especies pueden sobrevivir utilizando citrato y glucosa como fuentes de carbono

y amonio como fuente de nitrégeno [92].
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Habitat

Se encuentra de manera ubicua en la superficie de las mucosas de animales y en el medio
ambiente, como el agua y el suelo [93]. En los humanos, K. pneumoniae se concentra en
las superficies mucosas del tracto gastrointestinal, la piel y la nasofaringe. También
puede encontrarse en las manos de los pacientes [93]y en dispositivos médicos [94], asi
como en fuentes de alimentos como la carne, a travées de los cuales puede ingresar a la
circulacion sanguinea u otros tejidos, provocando infecciones. Otros hébitats incluyen
aguas residuales, agua potable, suelos, aguas superficiales, efluentes industriales y
vegetacion. En entornos de atencion médica, K. pneumoniae se disemina a través del

contacto directo entre personas, el equipo médico y los entornos contaminados [95].

Los estudios fenotipicos y genotipicos han revelado que K. pneumoniae incluye al menos
cuatro especies distintas, cada una con caracteristicas y habitats especificos. Las

asociaciones generales de habitat para las especies de Klebsiella son las siguientes:

K. pneumoniae: humanos, animales, aguas residuales, y suelos y aguas

contaminados;

o K. oxytoca: comun en la mayoria de los habitats;

o K. terrigena: aguas superficiales y suelos no contaminados, agua potable y
vegetacion;

o K. planticola: aguas residuales, aguas superficiales contaminadas, suelos y
vegetacion;

o K. ozaenae/K. rhinoscleromatis: detectadas con menor frecuencia,

principalmente en humanos [91] [92]

Factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae utiliza diversas estrategias para crecer y defenderse contra la
respuesta inmune del huésped. Hasta ahora, se han identificado cuatro clases principales

de factores de virulencia en K. pneumoniae:
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1. Cépsula: Incluye la produccion de una hipercépsula en cepas hipervirulentas.

2. Lipopolisacarido (LPS): Compuesto por lipido A, ndcleo y el antigeno O-
polisacarido, esencial para la resistencia del microorganismo a la muerte
mediada por el complemento.

3. Sideréforos: Moléculas que ayudan a captar hierro, un recurso vital para el
crecimiento bacteriano.

4. Fimbrias (pili): Estructuras que facilitan la adhesion a las superficies y tejidos

del huésped.

El LPS y el polisacarido capsular (CPS) son cruciales para la virulencia de K.
pneumoniae. EI LPS esta compuesto por lipido A, el nicleo y el antigeno O-polisacéarido,
y es fundamental para que la bacteria resista la muerte inducida por el sistema del
complemento. Por su parte, el polisacérido capsular forma la capa mas externa del
patdgeno y juega un papel crucial en la resistencia a la fagocitosis, actuando como una
barrera fisica contra las células polimorfonucleares. Estos componentes son esenciales
para la capacidad de K. pneumoniae de propagarse a través de la sangre y causar sepsis
[96].

Pili (Fimbrias)

La adhesion a las superficies de las células epiteliales es un paso crucial en la
colonizacién por Klebsiella pneumoniae. Esta bacteria puede adherirse a las células
eucariotas a través de factores de superficie como las fimbrias tipo 1 y tipo 3 [97]. Para
iniciar el proceso infeccioso, los microorganismos deben acercarse y mantenerse cerca
de las superficies mucosas del huésped, unirse a la célula huésped, y asi asegurar la

adherencia.

En las Enterobacteriaceae, la adhesion generalmente se media por distintos tipos de pili,
también conocidos como fimbrias. Los pili son proyecciones filamentosas no flagelares

en la superficie bacteriana. Estas estructuras pueden alcanzar hasta 10 um de largo y

47



TESIS DOCTORAL Luz Clara Abarca Coloma

tienen un didmetro de 1 a 11 nm, estando compuestas por subunidades de proteina
globular polimérica (pilina) con una masa molecular de 15 a 26 kDa [98].

Las fimbrias tipo 1 de K. pneumoniae son similares a las fimbrias tipo 1 de otras especies
de la familia Enterobacteriaceae y confieren una adhesion especifica a manosa. Estas
fimbrias permiten la adhesién a células traqueales ciliadas del hamster y a células
epiteliales de la vejiga de rata en condiciones in vitro [97]. Los pili tipo 1 facilitan la
colonizacién bacteriana en los tractos urogenitales y respiratorios. La adhesion de K.
pneumoniae a las células del tracto respiratorio puede llevar a la colonizacion de las vias
respiratorias superiores, seguido por una proliferacion de bacterias patdgenas
facultativas. Este proceso puede causar neumonia, particularmente en pacientes

sometidos a ventilacién mecénica a largo plazo [98].

Las fimbrias tipo 1 son proyecciones delgadas, similares a hilos, en la superficie de la
célula bacteriana y se encuentran en el 90% de los aislados clinicos y ambientales de K.
pneumoniae, asi como en casi todos los miembros de Enterobacteriaceae [94]. Las cepas
de K. pneumoniae que expresan pili tipo 3 se adhieren a células endoteliales, epitelios
del tracto respiratorio y células uroepiteliales. En los rifiones, estos pili median la
adhesién bacteriana a las membranas basales tubulares, las capsulas de Bowman y los

vasos renales [98].

Las funciones clinicamente mas importantes de las fimbrias pueden ser la formacion de
biopeliculas y la union a superficies abi6ticas, ya que la capacidad de K. pneumoniae de
unirse a superficies como catéteres permanentes u otros dispositivos le proporciona la

capacidad de sembrar sitios vulnerables y persistir en los pacientes [94].

Sideroforos

El crecimiento bacteriano dentro del tejido del huésped esta restringido no solo por los
mecanismos de defensa del huésped, sino también por la disponibilidad de hierro, un

elemento crucial para el crecimiento de las bacterias. El hierro desempefia un papel
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esencial como catalizador redox en proteinas involucradas en el transporte de oxigeno y

electrones [98].

Para adquirir hierro, muchos patégenos, incluyendo Klebsiella pneumoniae, emplean la
secrecion de sider6foros, que son moléculas con una alta afinidad por el hierro, superior
a la de las proteinas transportadoras del huésped. Los sideréforos tienen la capacidad de

captar hierro de las proteinas quelantes del huésped o extraerlo del entorno [94].

Entre los sider6foros mas comunes se encuentran los de tipo fenolato. El representante
maés conocido de este grupo es la enterobactina (también llamada enteroquelina). En el
género Klebsiella, se ha demostrado la produccion tanto de enterobactina como de

aerobactina, ambos sider6foros esenciales para la captura de hierro [98].

OMP

Las proteinas de la membrana externa (OMP) desempefian un papel crucial en la
virulencia de Klebsiella pneumoniae. La proteina OmpA recombinante de K.
pneumoniae (kpOmpA) se ha identificado como una potente proteina transportadora que
se une a células del sistema inmunoldgico, como macrofagos y células dendriticas.
kpOmpA no solo se internaliza en estas células, sino que también favorece la
presentacion cruzada de antigenos exdgenos y la induccién de respuestas citotdxicas.
Estas interacciones entre kpOmpA y las células inmunoldgicas podrian representar un

evento clave en la activacién de los mecanismos de defensa adquiridos del huésped.

Entre las proteinas de la membrana externa importantes para la virulencia de K.
pneumoniae se encuentran la proteina de membrana externa A (OmpA), la lipoproteina
asociada al peptidoglicano (Pal) y la lipoproteina de mureina (LppA), todas codificadas

por genes con nombres correspondientes [99].

Las células epiteliales bronquiales expuestas a kpOmpA muestran un aumento en la

expresion de moléculas de adhesion y una regulacién positiva en la secrecion de
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quimiocinas, las cuales estan implicadas en el reclutamiento de células inflamatorias
hacia los pulmones in vivo. Ademas de su papel como endotoxina y glucoproteina,
OmpA es un componente esencial de la pared bacteriana involucrado en el desarrollo de

mecanismos de defensa [100].

Porinas

Las porinas OmpK35 y OmpK36 son las principales proteinas de la membrana externa
en Klebsiella pneumoniae, y juegan un papel crucial al proporcionar canales que
permiten la entrada de una amplia gama de antibidticos en la pared celular de la bacteria.
Estas porinas son esenciales para la supervivencia bacteriana, ya que facilitan el

intercambio de sustancias, incluidos nutrientes y metabolitos toxicos.

Investigaciones anteriores han demostrado que algunos aislamientos clinicos de K.
pneumoniae productores de B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) carecen de
ambas porinas, OmpK35 y OmpK36 [101]. La restauracion de la expresion de OmpK35
0 OmpK36 en cepas de K. pneumoniae resistentes a los carbapenémicos ha reducido
significativamente la resistencia a antibidticos. En contraste, la eliminacion de OmpK36
en una cepa de K. pneumoniae K2 HV ha incrementado la resistencia a ciertos

antibidticos en condiciones de laboratorio [94].

Bombas y transportadores

Las bombas de eflujo que confieren resistencia a maltiples farmacos, codificadas por
bacterias, son fundamentales para la resistencia clinicamente significativa a los
antibidticos. Ademas de su papel en la resistencia a los antibidticos, estas bombas
también cumplen funciones fisiol6gicas importantes. Protegen a las bacterias de
sustancias naturales producidas por el huésped, como la bilis, las hormonas y otras

moléculas defensivas. Algunas bombas de eflujo, especialmente las de la familia de la
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division de nodulacion resistente (RND), también estan implicadas en la colonizacién y
persistencia de las bacterias en el huésped [102].

En Klebsiella pneumoniae, la bomba de eflujo AcrAB juega un papel importante en la
resistencia a las quinolonas y otros antibidticos. Experimentos utilizando cepas
virulentas 52145R con eliminacion (knockout) de los genes acrB y acrR han mostrado
gue la deficiencia en acrB aumenta la susceptibilidad a las quinolonas. Estos hallazgos
estan en linea con estudios previos que indicaron que la sobreexpresion de AcrB, debido
a mutaciones en acrR, contribuye a la resistencia a la ciprofloxacina en varios

aislamientos clinicos de K. pneumoniae [103]

Importancia Clinica de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ha ganado prominencia debido a su capacidad para causar una
amplia gama de enfermedades. Este patdgeno representa aproximadamente un tercio de
todas las infecciones por bacterias Gram-negativas y es responsable de condiciones
graves como infecciones del tracto urinario, cistitis, neumonia, infecciones en heridas
quirdrgicas, endocarditis y septicemia. También puede provocar neumonia necrotizante,
abscesos hepaticos pidgenos, endoftalmitis endogena, bacteriemia, meningitis y artritis
séptica. Las infecciones causadas por K. pneumoniae a menudo estan asociadas con altas
tasas de mortalidad, hospitalizacion prolongada y costos elevados [94], [99], [104],
[105].

Descubierta por primera vez en 1875 por Edwin Klebs en las vias respiratorias de un
paciente con neumonia, y posteriormente descrita por Carl Friedlander en 1882, K.
pneumoniae fue conocida como el bacilo de Friedldnder durante algun tiempo [106]
Originalmente, se la consideraba una causa importante de infecciones adquiridas en la
comunidad, incluyendo una forma grave de neumonia que conduce a necrosis, formacion

de abscesos pulmonares, shock y empiema [107].
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Sin embargo, en la década de 1970, la epidemiologia y el espectro de infecciones de K.
pneumoniae cambiaron dréasticamente. Esta bacteria se establecid en el entorno
hospitalario y se convirtié en una causa significativa de infecciones nosocomiales, como
infecciones del tracto urinario, infecciones respiratorias e infecciones asociadas al
torrente sanguineo [108], [109] K. pneumoniae ha provocado infecciones graves
principalmente en individuos inmunocomprometidos, incluyendo pacientes con
diabetes, alcohdlicos, aquellos en tratamiento con glucocorticoides, receptores de
trasplantes de 6rganos y personas con neoplasias malignas. La reciente aparicion y
propagacion de cepas hipervirulentas ha ampliado el grupo de personas susceptibles a

incluir a individuos sanos e inmunocompetentes [94].

Durante las décadas de 1970 y 1980, K. pneumoniae se convirtié en un modelo para el
estudio de plasmidos que codifican B-lactamasas de espectro extendido (ESBL), como
TEM y SHV, que son activos contra cefalosporinas de ultima generacion. Estos
plasmidos también portan genes que confieren resistencia a otros farmacos ademas de
las B-lactdmicas [93]. La resistencia a los antimicrobianos ha complicado el manejo de
las infecciones por K. pneumoniae, especialmente desde la década de 1980. Las
cefalosporinas, fluoroquinolonas y trimetoprima-sulfametoxazol se utilizan
comlnmente para tratar estas infecciones, pero la resistencia a estos agentes retrasa la
terapia empirica adecuada, aumentando asi la morbilidad y mortalidad en los pacientes
[109].

Carbapenemasas KPC

Las carbapenemasas de clase A, particularmente las KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemases), producidas por Klebsiella pneumoniae, son actualmente las enzimas
de mayor relevancia clinica debido a su rapida propagacion en los Gltimos afios a nivel
regional, interregional y endémico en varios paises [110]. EI primer caso de K.
pneumoniae que expresaba una carbapenemasa se identifico en Carolina del Norte en

1996 [111], lo que llevo a la denominacion de esta enzima como KPC. Este tipo de
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carbapenemasa permite a las bacterias resistir casi todas las B-lactamicas disponibles,
incluidas las carbapenémicas [94], y ha desencadenado una crisis global desde el afio
2000, con la répida propagacion de cepas de K. pneumoniae resistentes a multiples
farmacos (MDR) portadoras de carbapenemasas codificadas por plasmidos transmisibles
[93].

Hasta la fecha, se han descrito mas de 20 variantes diferentes de KPC, aunque las
variantes KPC-2 y KPC-3 son las m&s comunmente identificadas [109]. Desde su
descubrimiento, las enzimas KPC se han extendido a diversos paises y continentes [111].
Muchas de las bacterias portadoras de estas enzimas aun son sensibles a la colistina, la
tigeciclina y uno o mas aminoglucésidos [110], [111].

La aparicion de la metalo-p-lactamasa-1 de Nueva Delhi (NDM-1) en India, Pakistan y
el Reino Unido en 2010 ha suscitado gran interés y preocupacion global debido a su
mayor epidemiologia y posible impacto en la atencion sanitaria [112]. Desde entonces,
se han identificado otras carbapenemasas, como las de tipos IMP y VIM  [94], [106] ,
asi como carbapenemasas de clase D, como OXA-48, en cepas de K. pneumoniae [93].
Es importante destacar que estas carbapenemasas, incluida KPC, también se han
encontrado en otras especies bacterianas, contribuyendo a la creciente prevalencia global
de bacterias resistentes a los carbapenémicos, con una mayor incidencia en el sur de
Europa y Asia en comparacion con otras regiones del mundo. Recientemente, se ha
sugerido que la propagacion futura de enterobacterias productoras de carbapenemasas
estard dominada en entornos hospitalarios por K. pneumoniae que expresa diversos tipos
de carbapenemasas, principalmente KPC, VIM, NDM y OXA-48, mientras que en la
comunidad, E. coli sera la especie predominante con enzimas tipo NDM u OXA (OXA-
48 y OXA-181) [113].

Ademas, se ha identificado K. pneumoniae resistente a la colistina debido a la presencia
del gen mcr-1 [114]. Estos genes de resistencia se localizan en elementos genéticos
moviles, lo que facilita su propagacion tanto dentro de las especies bacterianas como

entre ellas, aumentando la dificultad en el tratamiento de las infecciones por K.
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pneumoniae. La primera genotipificacion de K. pneumoniae productora de KPC-2 en
Ecuador fue reportada en octubre de 2010 [115].

Durante los afios 2010-2012, se aislaron 22 K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos
de distintos pacientes hospitalizados en unidades de cuidados intensivos (UCI) de
hospitales terciarios ubicados en Quito, Azogues, Guayaquil y Cuenca. Estas bacterias
se aislaron de la sangre, orina, el tracto respiratorio, la piel y los tejidos blandos y fluido
pancreéatico [116].

MBL

Las metalo-B-lactamasas (MPL) constituyen una clase de enzimas pertenecientes a la
clase molecular B, que, a pesar de la gran diversidad en sus secuencias de aminoacidos,
comparten tres propiedades funcionales clave: (i) la capacidad para hidrolizar
antibidticos carbapenémicos, (ii) la resistencia a inhibidores de mecanismos
convencionales, y (iii) la susceptibilidad a agentes quelantes como el EDTA. Esta ultima
caracteristica se debe a su mecanismo Unico de hidrdlisis, que requiere cationes

divalentes, como el Zn?*, para facilitar el ataque nucleofilico al anillo B-lactamico [93].

Las metalo-B-lactamasas son particularmente preocupantes debido a: (1) sus amplios
perfiles de actividad que incluyen la mayoria de los antibidticos B-lactdmicos, incluidos
los carbapenémicos; (2) su capacidad para transferirse horizontalmente; y (3) la falta de
inhibidores clinicamente Utiles. Segln las secuencias conocidas, se han identificado tres

linajes principales, clasificados como subclases B1, B2y B3 [117].

Las metalo-B-lactamasas de las subclases B1 y B3 son enzimas de amplio espectro que
hidrolizan la mayoria de los antibidticos B-lactamicos, incluidos los carbapenémicos
[118]. El subgrupo B1 incluye, ademéas de las metalo-B-lactamasas cromosdmicas, las
enzimas adquiridas como VIM, IMP, GIM, SPM, SIM, AIM, DIM y NDM, de las cuales
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varias variantes de VIM, IMP y NDM se han encontrado en K. pneumoniae y otras
Enterobacteriaceae [93].

OXA-48

La carbapenemasa OXA-48 es una enzima B-lactamasa de clase D con una actividad
significativa sobre los carbapenémicos, aunque su eficiencia varia segin el tipo de
carbapenémico. A diferencia de otras B-lactamasas, OXA-48 muestra menos actividad
hidrolitica contra algunos carbapenémicos, siendo su accion mucho mas pronunciada
contra imipenem en comparacién con meropenem [119]. Esta enzima es una de las
muchas variantes de la familia OXA, que incluye mas de 440 variantes conocidas, de las
cuales 232 exhiben actividad carbapenemasa [117].

Caracteristicas de OXA-48:

e Identificacién y Distribucion: OXA-48 fue inicialmente identificada en 2001 en
una cepa de K. pneumoniae en Estambul, Turquia [110]. Desde entonces, se ha
convertido en una enzima prominente a nivel mundial, especialmente en
[109] Turquia, ciertos paises del norte de Africa, y algunas regiones de Europa
como Marruecos, Tunez, Espafia y Bélgica [117].

o Epidemiologia y Variabilidad: La K. pneumoniae productora de OXA-48 ha
sido identificada en una amplia gama de perfiles de susceptibilidad, lo que indica
una variabilidad en la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
carbapenémicos, dependiendo del contexto de permeabilidad del huésped. La
OXA-48 se encuentra en clones no relacionados de K. pneumoniae en toda
Europa, asi como en aislamientos de E. coli vinculados con clones previamente
asociados con B-lactamasas de espectro extendido (ESBL) [60]. Recientemente,
se ha identificado la presencia de K. pneumoniae productora de OXA-48
clonalmente relacionada en Francia, Paises Bajos y Marruecos.

e Derivados Mutantes: Un derivado mutante notable de OXA-48 es OXA-181,
que ha sido encontrado en pacientes transferidos desde India. Este mutante se
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distingue por su capacidad de conferir resistencia a una gama ain méas amplia
de B-lactdmicos [120].

La capacidad de OXA-48 para confundir la terapia antimicrobiana hace gque sea un
desafio significativo para el tratamiento de infecciones. La identificacion y monitoreo
de cepas productoras de OXA-48, asi como la comprension de su distribucidn geogréfica
y variabilidad en la actividad enzimética, son cruciales para desarrollar estrategias

efectivas de control y tratamiento.

Infecciones Causadas por Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter baumannii
Infecciones asociadas a dispositivos médicos (IAAS-DA)

Las infecciones asociadas a la atencién médica (IAAS) son un desafio critico en la salud
publica, especialmente en paises en desarrollo. Estas infecciones se definen como
aquellas adquiridas después de 48 horas del ingreso hospitalario, hasta 30 dias después
del alta, o hasta un afio en caso de implantes, que no estaban evidentes ni en incubacion

al momento del ingreso [3].
Impacto Global y en América Latina:

e Tasa de Incidencia: La incidencia de IAAS en los paises en desarrollo, como en
América Latina, es notablemente mas alta que en los paises desarrollados. Segin
la Organizacion Mundial de la Salud, entre 1995 y 2010, la prevalencia
combinada de IAAS en hospitales de paises de ingresos bajos y medios fue de
10,1 por 100 pacientes (IC del 95%, 8,4-12,2). En comparacion, en paises de
ingresos altos, la tasa fue de 7,6 por 100 pacientes (IC del 95%, 6,9-8,5) [121]

e Bacterias Gramnegativas: La mayoria de las IAAS, tanto en paises
desarrollados[122] como en desarrollo [123], son causadas por bacterias
gramnegativas, que son responsables de una parte significativa de estas

infecciones.

Infecciones Asociadas a Dispositivos:
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o Infecciones del Torrente Sanguineo Asociadas a la Via Central (CLABSI): Estas
infecciones se producen en pacientes que tienen una linea central colocada y son
una de las principales causas de infecciones asociadas a dispositivos (IAAS-
DA). Las CLABSI estan asociadas con una alta morbilidad, mortalidad y costos
adicionales. Estimaciones de los Estados Unidos indican que ocurren entre
30.000 a 40.000 casos de CLABSI anualmente. y un costo estimado de $45.000
por evento. [124] Las poblaciones con mayor riesgo son los pacientes en
unidades de cuidados criticos debido al uso extensivo de catéteres venosos
centrales. Ademas, los catéteres venosos centrales se colocan con frecuencia en
circunstancias de emergencia, se accede a ellos repetidamente a diario y se usan
durante periodos prolongados [125].

o Infeccidn del Tracto Urinario Relacionada con el Catéter (CAUTI): También es
una infeccién comun asociada a dispositivos y contribuye significativamente al
riesgo en la atencion médica y la seguridad del paciente. La infeccion del tracto
urinario asociada al catéter (CAUT]) se refiere a la infeccién del tracto urinario
que ocurre entre 48 horas después de la sonda permanente y 48 horas después
de la extraccion del catéter y es un componente importante de la infeccion
nosocomial, representando mas del 30% de los casos de infeccion nosocomial
[126].

Infecciones del Torrente Sanguineo (ITS) en Unidades de Cuidados Intensivos (UCI):

e Mortalidad y Costos: Las ITS asociadas a la atenciébn médica son causas
importantes de enfermedad febril grave y muerte. En los hospitales de la Union
Europea, se estima que la mortalidad atribuible a ITS en UCI es del 5,0%.
Ademas, estas infecciones resultan en una duracion adicional de la estadia en la
UCI de aproximadamente 14 dias, lo que conlleva 4505 muertes directas y 1,26
millones de dias adicionales de estadia en UCI anualmente en hospitales de
cuidados agudos de la UE [127].
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El aumento en la incidencia de IAAS y su impacto en la morbilidad y mortalidad resalta
la necesidad de implementar estrategias efectivas de prevencion y control, asi como una
vigilancia continua para mitigar el riesgo de estas infecciones. En muchos casos, la
enfermedad subyacente y el estado critico del paciente requieren procedimientos y
diagnosticos invasivos, que pueden contribuir inevitablemente al riesgo de colonizacion

del paciente por microbios exdgeno [128].

Neumonia asociada a la ventilacion mecanica (VAP)

La neumonia asociada a la ventilacion mecanica (VAP) es una complicacion bien
conocida de la ventilacion mecénica invasiva en pacientes en estado critico. La
formacion de biopeliculas en el tubo endotraqueal (TET) y la microaspiracion de
secrecion orofaringe es uno de los principales culpables del desarrollo de la VAP: el
flujo de aire mueve los patdgenos hacia las vias respiratorias distales, mientras que la
limpieza de la trdquea se ve obstaculizada debido a la reduccién del movimiento ciliar
traqueal y la tos alterada [129] serian mecanismos que contribuyen al desarrollo de
neumonia asociada a la ventilacion mecénica asistida.

La fuente del posible inoculo incluye la orofaringe, el area subglética, los senos
paranasales y el tracto gastrointestinal el acceso al tracto respiratorio inferior se produce
alrededor del manguito del tubo endotraqueal [130]. El principal factor de riesgo para la
NAVM es la presencia del TET, ya que altera los mecanismos naturales de defensa como
el reflejo de la tos y el aclaramiento mucociliar, y permite una comunicacion directa

entre el espacio orosupraglético y el tracto respiratorio inferior [131].

Infeccion del tracto urinario ITU

La prevalencia de infecciones del tracto urinario asociadas a la atencion médica (ITUA)

varia segun la region. Los estudios muestran una prevalencia del 12,9% en los EE. UU.,

del 19,6% en Europa y del 24% en los paises en desarrollo[132]. Dependiendo de la

poblacion de pacientes, Klebsiella pneumoniae puede ser la segunda o tercera causa mas

frecuente de 1TU, detras de Escherichia coli, que es responsable de la mayoria de las
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ITU [133]. En general, K. pneumoniae representa entre el 2% y el 6% de las ITU
nosocomiales y entre el 4,3% y el 7% de las ITU adquiridas en la comunidad [128]. Se
cree que, al igual que con la mayoria de las ITU, las infecciones causadas por K.

pneumoniae se originan de la siembra desde el tracto gastrointestinal [94].

El uso de catéteres e instrumentacidn en pacientes hospitalizados aumenta el riesgo de
ITU causadas por bacilos gramnegativos como Proteus, Klebsiella, Serratia y
Pseudomonas. En pacientes con diabetes mellitus, es mas comdn que las infecciones
sean causadas por Klebsiella, Enterobacter y Candida [132]. Los sintomas de estas
infecciones son similares a los causados por otros patdgenos bacterianos e incluyen
disuria (dolor o ardor al orinar), aumento de la frecuencia y urgencia de la miccion, y

hematuria (sangre en la orina).

Epidemiologia

El informe del Centro Europeo para la Prevenciény el Control de Enfermedades (ECDC)
en 2021 reveld variaciones significativas en la resistencia antimicrobiana segin la
especie bacteriana, el grupo antimicrobiano y la region geografica. La resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion y a los carbapenémicos fue generalmente mayor en
Klebsiella pneumoniae que en Escherichia coli. Aunque la resistencia a los
carbapenémicos fue poco comun en E. coli en la mayoria de los paises, el 33% de los
paises reportaron porcentajes de resistencia del 25% o mas en K. pneumoniae. La
resistencia a carbapenemasas también fue comdn en Pseudomonas aeruginosa y
especies de Acinetobacter, superando en porcentaje a K. pneumoniae, como se observé
en informes previos [129]. Estos informes exhaustivos destacan la aparicion y
diseminacion de enterobacterias resistentes a los carbapenémicos y otras bacterias

gramnegativas resistentes a maltiples farmacos [134].

La alta presencia de especies gramnegativas en las infecciones bacterianas, como

Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae, esté asociada con una alta resistencia
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a los antimicrobianos [127]. Los informes muestran una resistencia significativa en las
regiones norte-sur y oeste-este de Europa, con tasas méas altas en las regiones
meridionales y orientales que en las regiones del norte y oeste. Esto fue evidente para la
resistencia a cefalosporinas y carbapenémicos de tercera generacién en K. pneumoniae

y resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter spp. [129].

En respuesta a las preocupaciones sobre la resistencia a los antibiéticos, los CDC
lanzaron la Red Nacional de Seguridad en la Atencion Médica (NHSN). Los datos de la
NHSN de 2009-2010 mostraron que las tasas de resistencia a las infecciones asociadas
a lavia central (CLABSI) por carbapenémicos habian aumentado, con E. coli alcanzando
un 2% y K. pneumoniae un 12,8%. Para 2014, la resistencia a carbapenémicos en
bacteriemia asociada a CLABSI se detectd6 fécilmente entre Kilebsiella
(pneumoniae/oxytoca 9%), E. coli (1,9%), Enterobacter spp. (6,6%), P. aeruginosa
(25,8%) y Acinetobacter spp. (46,6%) [135].

En 2020, el NHSN de EE. UU. notificd 12,635 patdgenos en 1,906 hospitales, siendo
Candida (27,8%), Enterococcus faecalis (18,2%) y coagulasa negativos (15,0%) las tres
especies mas frecuentemente notificadas. Las enterobacterias resistentes a
carbapenémicos fueron 79,603, mientras que las especies de Acinetobacter resistentes a
carbapenémicos fueron 2,158 [136]. Aunque las tasas de resistencia a carbapenémicos
son mas altas en P. aeruginosa y Acinetobacter spp. en comparacién con los miembros
de Enterobacteriaceae, la incidencia general de infecciones con P. aeruginosa y

Acinetobacter spp. es menor que la observada para Enterobacteriaceae [135].

Se han observado altas tasas de resistencia en Klebsiella spp. en paises como Argentina,
Brasil, Chile, Guatemala, Honduras y Paraguay. La susceptibilidad de las enterobacterias
productoras de betalactamasa de espectro extendido a antibidticos como cefepima,
fluoroquinolonas, ampicilina/sulbactam, aminoglucésidos y piperacilina/tazobactam
también se ha visto comprometida, siendo la colistina el Gnico antibidtico con tasas de

susceptibilidad superiores al 90%. Ademas, se ha reportado un aumento constante en la
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prevalencia y en los tipos de betalactamasas de espectro extendido producidas por
enterobacterias en aislamientos de hospitales en América Latina [121].

Factores de riego del paciente

Los pacientes en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), que a menudo presentan
maltiples comorbilidades y reciben ventilacion artificial, inotropicos, cateterizacion
venosa central, cateterizacion urinaria, nutricion parenteral y otros apoyos, son

particularmente susceptibles a las infecciones asociadas a la atencion médica (IAAS)

[3].

Durante 2020, varios estudios documentaron un aumento alarmante en el uso de
dispositivos y en las infecciones asociadas a la atencion médica en los Estados Unidos,

especialmente en las UCI [137].

Varios factores contribuyen a este problema, como el consumo de antimicrobianos, la
propagacion clonal de microorganismos resistentes, los mecanismos de resistencia

especificos de cada especie, y la existencia de reservorios humanos y ambientales [2].

Las personas con inmunodeficiencias subyacentes tienen un riesgo significativamente
mayor de infecciones por cepas clasicas de K. pneumoniae en comparacion con la
poblacién general. Los factores de riesgo para la adquisicion de bacteriemia nosocomial
por K. pneumoniae incluyen malignidad, diabetes, enfermedad hepética cronica,
trasplante de 6rganos sélidos y dialisis. Un andlisis de regresion logistica multivariable
mostré que el ingreso médico, el ingreso después de una cirugia de emergencia 0 un
trauma, la derivacion desde otro hospital o la sala de operaciones, la presencia de
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, cancer, VIH, inmunosupresion, ventilacion
mecanica y terapia de reemplazo renal, junto con mayores puntajes de SAPS II, se

asociaron independientemente con un mayor riesgo de infeccion [138].
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Otros factores de riesgo para la infeccion nosocomial incluyen el tratamiento con
corticosteroides, quimioterapia (que puede coincidir en pacientes con malignidad),
trasplante u otros tratamientos que resulten en neutropenia. En el anélisis multivariado,
la infeccion por Acinetobacter se asocié con un mayor riesgo de muerte hospitalaria.
Dado el alto nivel de resistencia de Acinetobacter a muchos antibioticos, incluidos los
carbapenémicos, y la alta mortalidad asociada con este patdgeno, representa un desafio
continuo en la UCI. Las infecciones por especies de Pseudomonas también se asociaron

con un mayor riesgo de muerte hospitalaria, segun el estudio SOAP [138].

El mayor riesgo de mortalidad debido a la bacteriemia por K. pneumoniae se asocia con
varios factores del paciente, incluidos aquellos ingresados en la UCI, mayores de 65
afios, con neoplasia maligna subyacente, neumonia, ventilaciobn mecénica, catéteres

urinarios, o con antecedentes de alcoholismo [94]

Ademas, se observé una relacion entre el nimero de dias pasados en la UCI y la tasa de
infeccion: la tasa de infeccion aumenté del 32% para los pacientes con una estancia en
la UCI de 0 0 1 dia a mas del 70% para aquellos con una estancia de méas de 7 dias (P <
.001, prueba de tendencia de Cochran-Armitage). Esto fue particularmente cierto para
las infecciones por Staphylococcus aureus resistente a la meticilina, especies de

Acinetobacter, Pseudomonas y Candida [138].

Identificacion de Microorganismos

Para determinar el género y la especie de los microorganismos, se deben utilizar uno de
los métodos enumerados a continuacion:
1. Espectrometria de masas MALDI-TOF

2. Equipos automatizados para identificacién y antibiograma, como:

o VITEK?2
o MicroScan
o Phoenix

o MIDI
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o Sensititre

Ademas, se pueden emplear métodos de pruebas bioquimicas, como tiras API, métodos
de tubo y reactivos de mancha.
B. Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos (AST)
Se deben realizar pruebas para detectar la sensibilidad a los antimicrobianos utilizando
uno de los siguientes métodos [125]:

1. Difusion de disco

2. Equipos automatizados (p. €j., VITEK 2, MicroScan, Phoenix)
3. Difusién de gradiente (p. €j., Etest, tiras de analisis MIC [MTS])
4

Microdilucion en caldo (p. €]., Sensititre)

Métodos de deteccion de carbapenemasas.

La identificacion de carbapenemasas basandose Gnicamente en pruebas de sensibilidad
a los antibidticos presenta desafios. En particular, si se utilizan solamente pruebas de
sensibilidad para los carbapenémicos, incluso con los puntos de corte de deteccion
establecidos por el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos
(EUCAST) —0,5 mg/L para meropenem y 0,125 mg/L para ertapenem— se puede pasar
por alto alrededor del 20% de las Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas

(CPE), especialmente en regiones donde la prevalencia de OXA-48 es alta [139].

Ademas, algunas bacterias productoras de carbapenemasas pueden mostrar
concentraciones minimas inhibitorias (CMI) inferiores a los puntos de corte clinicos
propuestos por EUCAST. Por ello, el subcomité de EUCAST para la deteccion de
mecanismos de resistencia ha publicado recomendaciones especificas para la
identificacion de Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas (Directrices
EUCAST para la deteccion de mecanismos de resistencia y resistencias especificas de

importancia clinica y epidemiolégica) [140].

Interpretacion del antibiograma
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Tabla 1. Puntos de corte clinicos y valores de corte de deteccion para K. pneumoniae
productora de carbapenemasas. (segiin metodologia Comité Europeo de Pruebas de
Susceptibilidad a los Antimicrobianos EUCAST) 2021 [141].

Carbapenémicos | Punto de corte de la | Puntos de corte del halo de

CIM (mg/l) inhibicion del disco 10 ug

Sensible Resistente | Sensible | Resistente
Imipenem <2 >4 >23 <22
Meropenem <2 >4 >23 <16

Los sistemas automatizados pueden presentar discrepancias en la deteccion de todos los
tipos de productores de carbapenemasas. Por ello, los ensayos fenotipicos y las técnicas
moleculares son los métodos principales utilizados actualmente para su identificacion.
Para prevenir la propagacion de Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasas,
es fundamental identificar rapidamente los mecanismos especificos de resistencia. La
deteccion de carbapenemasas en Enterobacteriaceae incluye un paso de cribado seguido

de una confirmacion fenotipica y, opcionalmente, genotipica.

Se han propuesto varias tecnologias novedosas para la deteccion rapida de productores
de carbapenemasas. Entre ellas se encuentran métodos que detectan la actividad
hidrolizante de las carbapenemasas, como la prueba Carba NP y sus derivados, asi como
protocolos de espectrometria de masas MALDI-TOF. Ademads, existen técnicas
moleculares que identifican los principales genes codificadores de carbapenemasas.
Aungue algunas de estas pruebas pueden realizarse directamente en muestras clinicas,
como hemocultivos o heces, se utilizan con mayor frecuencia como pruebas

complementarias en colonias bacterianas tras los resultados de las pruebas de
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sensibilidad a los antimicrobianos. Sin embargo, esto implica un coste adicional para los
laboratorios clinicos.

En el caso de las pruebas combinadas de disco, se determina la sensibilidad a imipenem,

meropenem y ertapenem segun las recomendaciones del CLSI.

Los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) de Estados Unidos
han disefiado una prueba de deteccidon para Klebsiella spp. y Escherichia coli productoras
de carbapenemasas, basada en el enriguecimiento en caldo seguido de un subcultivo en
placas de agar MacConkey. El protocolo incluye la inoculacién de hisopos rectales o
perianales en caldo de soja tripticasa que ha sido inoculado previamente con un disco de
ertapenem o meropenem, incubacién durante la noche, subcultivo en placas de agar
MacConkey, incubacion adicional y seleccion de fermentadores de lactosa para
identificacion y pruebas de susceptibilidad.

Los métodos fenotipicos para la deteccion de carbapenemasas basados en inhibidores,
que diferencian entre carbapenemasas de serinas y metalo-p-lactamasas, podrian ser
incorporados en el flujo de trabajo del laboratorio. Sin embargo, no deben reemplazar

los métodos recomendados ni usarse en lugar de la identificacion de genes o enzimas.

Prueba de Hodge

La prueba de Hodge modificada es un método fenotipico cominmente utilizado para
detectar carbapenemasa productora de Enterobacteriaceae (CPE). Se basa en la mejora
del crecimiento de una cepa indicadora en la zona de inhibicion generada por la cepa de
prueba. Este método es sensible y especifico para detectar CRE productoras de KPC,
aunque presenta baja sensibilidad para las B-lactamasas de clase B, con una deteccion
inferior al 50%. Esta limitacion se puede superar con la adicion de Triton X-100, dando
lugar a la llamada prueba de Triton Hodge, que aumenta la sensibilidad para detectar
aislados productores de NDM a més del 90% y mejora la deteccion de otras

carbapenemasas [142].
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Pruebas bioquimicas colorimétricas

Las pruebas bioquimicas colorimétricas estan disefiadas para identificar la hidrolisis del
anillo B-lactdmico de un carbapenémico. Esta técnica es rapida, sensible y especifica, y
se adapta facilmente a laboratorios en todo el mundo. [143]. En este método, se
monitorea el cambio en el pH del sistema de reaccién causado por la hidrolisis de
imipenem, lo que se refleja en un cambio de color del indicador rojo fenol, evaluado
subjetivamente por el operador. Ademas, puede identificar preliminarmente tipos de
carbapenemasas basandose en tazobactam y EDTA. Posteriormente, se desarrolld la
prueba Blue-Carba, que sustituye el rojo fenol por azul de bromotimol como indicador
de pH, aumentando la sensibilidad del ensayo del 93,3% al 100%. Esta prueba detectd
todos los productores de carbapenemasas con una sensibilidad y especificidad del 100%,
y los no productores de carbapenemasas dieron resultados negativos. [144]. El tiempo
necesario para observar resultados positivos varia segun el tipo de carbapenemasa,
siendo mas rapido para KPC o MBL que para OXA.

Método de inactivacion de carbapenémicos

El método de inactivacion de carbapenémicos mide la actividad de carbapenemasas al
evaluar el didmetro de la zona de inhibicion de E. coli ATCC 25922 tras la inactivacion
del disco de carbapenem por la bacteria de prueba. Los resultados son altamente
consistentes con la presencia de genes de carbapenemasas, como KPC, NDM, VIM,
IMP, OXA-48 y OXA-23, confirmados por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).
Este método ofrece una alternativa de bajo costo a la prueba Carba NP, facilitando una

identificacion rapida de la actividad de las carbapenemasas [145].

Deteccién de Actividad enzimatica mediante MALDI-TOF

La aplicacion més utilizada y validada de la espectrometria de masas MALDI-TOF es la

identificacion de microorganismos. En este caso, el rango de masas de interés esta entre
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los 2.000 Day los 20.000 Da. La mayoria de los picos de masas que se obtienen en este
rango representan proteinas ribosémicas [77]. mediante espectrometria de masas. Este
método requiere una preparacion de muestra especifica y, dado que la matriz también
aparece en los espectros, la molécula objetivo debe tener una masa notablemente
diferente. Se ha desarrollado una medicion de doble longitud de onda que permite
evaluar la actividad hidrolitica de las carbapenemasas utilizando directamente células
bacterianas. Este enfogque ahorra tiempo, con una preparacion y una incubacion de
aproximadamente 40 minutos, aunque el tiempo de deteccion para OXA -48 usando
temocilina como marcador de resistencia para enzimas de tipo OXA-48 este ensayo
muestra una sensibilidad del 100% y una especificidad del 93% para detectar
productores de OXA-48. Si se prueba ertapenem mas inhibidores a los 60 minutos y
temocilina a los 15 minutos, la especificidad alcanza el 100%. En areas donde
predominan otros patrones de resistencia, se sugiere probar ertapenem mas inhibidores

después de 90 minutos [146].

Los métodos de deteccion basados en técnicas moleculares son considerados el estandar
de oro para identificar los genes de carbapenemasas. EI método tradicional de PCR para
detectar un solo gen puede ser laborioso y lento. Por esta razon, se ha propuesto y
desarrollado la PCR multiple, que permite una deteccion mas rapida con altos niveles de
sensibilidad y especificidad. Entre 2006 y 2012, se establecieron sistemas de PCR
multiplex en tiempo real, facilitando la deteccion répida de diversas carbapenemasas,
como KPC y OXA-48.

Las pruebas multiplex reducen el volumen de la muestra, el tiempo de analisis y el costo.
Debido a estas ventajas, se usa ampliamente para detectar acidos nucleicos, proteinas y
bacterias. un ensayo multiplex para detectar los genes KPC y NDM utilizando una
técnica de PCR asimétrica y una tira de prueba de flujo lateral basada en una sonda de
captura de codigo de barras [147].

Otros ensayos de mPCR en desarrollado para detectar NDM, KPC y OXA-48-like
junto con distinguir E. coli , K. pneumoniae , K. quasipneumoniae y K. variicola en

una sola reaccidn para deteccion rapida [148].
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Figura 2. Algoritmo Identificacion fenotipica de Enterobacteriaceae productores de

carbapenemasas [140].
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JUSTIFICACION

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los desafios mas importantes en la
medicina actual. En la Gltima década, este fendmeno ha afectado la capacidad de los
médicos para tratar infecciones, incrementando la morbilidad y mortalidad en los
pacientes. La disminucién de la eficacia de los antibiéticos también pone en peligro

procedimientos quirdrgicos que dependen de estos medicamentos.

Esta situacion es una amenaza global, especialmente para los paises de ingresos bajos y
medianos. En 2019, los Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC)
de EE. UU. estimaron que entre 3,62 y 6,57 millones de muertes estaban asociadas con
la resistencia bacteriana, de las cuales 1,27 millones se atribuyeron directamente a esta
causa. Regionalmente, la tasa de mortalidad fue més alta en Africa Subsahariana
Occidental, con 27,3 muertes por cada 100,000 habitantes, mientras que Australasia tuvo
la tasa mas baja, con 6,5 muertes por cada 100,000. Las infecciones de las vias
respiratorias inferiores representaron mas de 1,5 millones de muertes en 2019,

convirtiéndose en el sindrome infeccioso mas letal.

Las bacterias gramnegativas resistentes, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii y las Enterobacteriaceae
resistentes a los carbapenémicos, son especialmente preocupantes. Estas bacterias
frecuentemente causan infecciones dificiles de tratar. En 2017, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) publicé una lista de prioridades globales de bacterias resistentes a los
antibioticos, actualizada en 2024. Esta lista incluye microorganismos con "Prioridad
Critica", como Acinetobacter baumannii resistente a los carbapenémicos y
Enterobacteriaceae resistentes a las cefalosporinas de tercera generacion, destacando la

necesidad de investigar y desarrollar nuevos antibidticos.

La creciente incidencia de estos microorganismos gramnegativos, combinada con la falta

de alternativas antimicrobianas efectivas y las altas tasas de mortalidad asociadas,
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constituye una grave amenaza para la salud publica. Las consecuencias incluyen un
aumento en los costos, fracasos en los tratamientos y una mayor mortalidad. Es
fundamental centrar los esfuerzos en la deteccion de estos patogenos, ya que las
concentraciones minimas inhibitorias elevadas para los carbapenémicos no siempre son
evidentes. Evaluar opciones antibioticas efectivas y aplicar estrictas medidas de control
de infecciones son esenciales para combatir los organismos productores de

carbapenemasas.

HIPOTESIS

La mejora en la deteccién temprana y rapida caracterizacién de gérmenes
resistentes productores de carbapenemasas, como K. pneumoniae y A. baumannii, que
causan cuadros criticos de resistencia a antibi6ticos, es esencial para aumentar la
esperanza de vida de los pacientes afectados. La implementacion de métodos de biologia
molecular para lograr una confirmacion temprana de estos gérmenes resistentes podria
impactar positivamente en el tratamiento preciso y oportuno, y en la posterior

recuperacioén de los pacientes en areas criticas.
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Objetivo Principal

El objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es el desarrollo de un protocolo de
deteccion precoz y caracterizacion de cepas de bacterias causantes de infeccion adquirida
por hospitalizacién en centros hospitalarios de América del Sur, para mejorar el
tratamiento de pacientes sometidos a intervencion en la UCI.

Objetivos

Primer Obijetivo.

Realizar un estudio retrospectivo basado en estudios relevantes sobre la Resistencia a
Antimicrobianos de Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae, con busqueda
bibliogréfica critica que permita presentar una perspectiva sobre los siguientes aspectos:
i) incidencia; ii) gasto sanitario, iii) muertes o problemas derivados; iv) factores de
resistencia bacteriana; v) nuevos avances en investigacion, a nivel mundial y focalizado

en el sistema sanitario de Ecuador.

Segundo Objetivo.
Registrar todas las infecciones por Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae
ya sean comunitarias o asociadas a cuidados de la salud, en pacientes de consulta externa,

salas de observacion y UCI del Hospital Regional Dr. Teodoro Maldonado Carbo.
Tercer Objetivo.

Analizar factores de riesgo de los pacientes relacionados a estas infecciones como: sexo,
edad, comorbilidades, ingresos, cirugias, ventilacion mecanica, uso de catéteres

vasculares, técnicas invasivas, uso de antibioticos.

Cuarto Obijetivo.
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Identificar la susceptibilidad y/o resistencia a los antibidticos de los aislados clinicos de
Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae en salas de hospitalizacion y UCI
del Hospital Regional Dr. Teodoro Maldonado Carbo

Quito Objetivo
Identificar los mecanismos implicados en la resistencia antimicrobiana de los aislados
clinicos de Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae en salas de

Hospitalizacién y UCI del Hospital Regional Dr. Teodoro Maldonado Carbo.
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METODOLOGIA

Entorno experimental y poblacién de estudio.

Se presenta un estudio observacional, analitico, prospectivo y longitudinal de tipo
cohorte llevado a cabo en el servicio ambulatorio y en pacientes hospitalizados en el
HTMC entre enero de 2017 y diciembre de 2018. En el estudio se incluyeron pacientes
diagnosticados con infecciones adquiridas en el hospital (IAAS) que presentaban

aislamientos de Acinetobacter baumannii, ya sea por infeccion o colonizacion.

El protocolo de investigacion recibio la aprobacion del Departamento de Investigacion
del HTMC y del Comité de Etica (HLV-DOF-CEISH-027). Los pacientes o sus tutores
legales firmaron un formulario de consentimiento informado antes de ser incluidos en el

estudio.

Se recolectaron datos del Sistema de Registro de Historia Clinica AS-400 de los
pacientes aislados por infeccidn por Acinetobacter baumannii. La base de datos creada
incluye informacién sobre edad, sexo, area de residencia, ingresos hospitalarios previos,
comorbilidades, uso de catéteres centrales y vesicales, cirugias, terapia antibidtica

previa, localizacién de las muestras, tipo de infeccion y tratamiento administrado.

Recoleccién de muestras

Para la recoleccion de muestras, se obtuvieron aislados clinicos de Acinetobacter
baumannii de esputo, aspirados traqueales, heridas, catéteres y orina, asi como cultivos
de muestras de sangre y respiratorias. Las muestras fueron cultivadas en agar
MacConkey, sangre y chocolate. El aislamiento e identificacion de Acinetobacter

baumannii se realiz6 mediante técnicas microbioldgicas estandarizadas.

La confirmacion de cepas multirresistentes (MDR) de Acinetobacter baumannii se llevo

a cabo utilizando el sistema Vitek 2 compact (BIOUMERIEUX) para la identificacion
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de aislamientos y pruebas de susceptibilidad a agentes antimicrobianos, conforme a las
directrices del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Se evaluaron los
siguientes antibidticos: amikacina, ampicilina/sulbactam, cefepima, cefoxitina,
ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina, colistina, doripenem, ertapenem,
betalactamasas de espectro extendido (BLEE), gentamicina, imipenem, meropenem,
piperacilina/tazobactam y tigeciclina. Las cepas aisladas fueron clasificadas como
resistentes a mas de tres farmacos o multirresistentes (MDR), resistentes a todos los
medicamentos excepto uno o dos (XDR) y resistentes a todos los medicamentos, o pan-
resistentes (PDR).

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico utilizando el software R v4.0 (Fundacién R para
Computacion Estadistica; Viena, Austria), considerando un valor de p < 0,05 como
estadisticamente significativo.

Para las estadisticas descriptivas, las variables numéricas se presentaron como media y
desviacidn estandar (SD) o mediana y rango intercuartil (IQR), segun la distribucion de
los datos evaluada mediante la prueba de Kolmogoérov-Smirnov. Las variables
categoricas se describieron mediante porcentajes, incluyendo el intervalo de confianza

(1C) del 95% cuando fue pertinente.

En cuanto a la estadistica inferencial, se identificaron variables de estudio como factores
de riesgo potencial de mortalidad mediante un analisis de regresion de Cox (Hazard
Ratio, HR), utilizando la duracién de la estancia hospitalaria (dias) como tiempo y la
mortalidad como evento. Se aplicé un enfoque gradual, de modo que las variables que
mostraron asociaciones univariadas significativas con el evento fueron sometidas a una
regresion de Cox multivariada. En situaciones donde existieron variables de estudio
mutuamente excluyentes desde un punto de vista clinico, los autores tomaron decisiones

por consenso sobre qué variable no se incluyera en el analisis multivariado de Cox.
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Evaluacioén del perfil de la susceptibilidad

El perfil de susceptibilidad se determind utilizando el sistema automatizado Vitek 2
compact (BIOUMERIEUX), aplicando los puntos de corte establecidos por el Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI). Se evaluaron los siguientes antibiéticos:
ampicilina/sulbactam, cefepima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacina,
colistina, gentamicina, amikacina, imipenem, meropenem, ertapenem,
piperacilina/tazobactam y tigeciclina. Las cepas aisladas fueron clasificadas de acuerdo
a su resistencia: como multirresistentes (MDR) si no eran sensibles a al menos un
antibidtico en tres 0 mas categorias antimicrobianas; como extremadamente resistentes
(XDR) si no eran sensibles a al menos un antibiotico en todas las categorias, excepto en
dos; y como pan resistentes (PDR) si no eran sensibles a todos los agentes

antimicrobianos evaluados.

La informacion se obtuvo de los registros existentes en el software WHONET®,
permitiendo asi una evaluacion que busca establecer una base referencial sobre los
antibidticos a los que Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex y Klebsiella

pneumoniae presentan resistencia.

Reactivacion y seleccion de cepas puras.

Las cepas se preservaron en tubos que contenian caldo de infusidn cerebro-corazén con
un 5% de glicerol, almacenadas a -60/-80 °C. Este método de conservacién induce un
estado de inmovilidad en las bacterias, inhibiendo su reproduccion y crecimiento. Para
la reactivacion, se descongelaron las cepas durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se realizo la siembra bacteriana bajo condiciones de cultivo especificas
(ver Tabla 2). Al finalizar el periodo de incubacion, se evaluaron las caracteristicas

morfoldgicas de las cepas para determinar la pureza de los cultivos.
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Tabla 2. Condiciones de cultivo

Microorganismo Técnica Medio de Temperatura | Tiempo
cultivo
Acinetobacter Estriado Agar 35°C 24 H
calcoaceticus- baumannii | simple Macconkey
complex
Klebsiella pneumoniae Estriado Agar 35°C 24 H
simple Macconkey

Preparacion de las suspensiones TE.

Una vez que se seleccionaron las cepas puras, se procedié a preparar una suspensién de
TE 1X. Para esto se dispensé 500 pL de Buffer TE 1X en tubos eppendorf de 1.5 mL,
luego con ayuda de un palillo de madera se tomaron unas cuantas colonias para ser
diluida en el buffer.

Extraccion del ADN

Las muestras, previamente preparadas en suspensiones de TE 1X, fueron transportadas
a los laboratorios de biologia molecular para la extraccién de ADN utilizando el kit
Wizard® Genomic DNA Purification de Promega. El proceso comenzé con la adicion
de 150 pL de buffer Wizard® SV Lysis a la suspension. A continuacion, se ensamblé un
sistema compuesto por una Wizard® Minicolumn y un Collection Tube, que sirvié como

recipiente para el tratamiento de las muestras.

Después de un tiempo de incubacion de aproximadamente 5 minutos, la mezcla se
transfirié al contenedor, donde se elimind el residuo liquido mediante centrifugacion a
13,000 rpm durante 3 minutos. Luego, se afiadieron 650 puLL de Column Wash Solution

a la Minicolumn y se centrifug6 durante 1 minuto a 13,000 rpm. Este proceso de lavado
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se repitid un total de cuatro veces. Como paso adicional, se realizé una centrifugacion

con el contenedor vacio para evaporar cualquier residuo en la Minicolumn.

Una vez completados los lavados, se preparé la solucion de dilucion del ADN, que
consistia en 250 uL. de Nuclease-Free Water y 2 uL. de RNase. Finalmente, después de
10 minutos de incubacion, la solucion se transfirio al contenedor con la muestra

procesada, la cual se recuperé tras una centrifugacién de 1 minuto a 13,000 rpm.

Tabla 3. Secuencias de cebadores (primers) utilizadas para detectar los genes de
oxacilinasa mediante reaccion en cadena de la polimerasa.

Gen Primer Sequence (5'-3")

OXA -23 Oxa-23-like-F CATCAAGTTCAACCCAACCG
Oxa-23-like-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT

OXA- 40 Oxa-24-like-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
Oxa-24-like-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT

OXA-51 Oxa-51-like-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG
Oxa-51-like-R TGGATTGCACTTCATCTTGG

OXA- 58 Oxa-58-like-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
Oxa-58-like-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC

OXA-143 Oxa-143-F TTCTGTCAGTGCATGCTCATC
Oxa-143-R CAGGCATTCCTTGCTTCATT

Reconstitucién de cebadores.

Para la reconstitucion de los cebadores se afiadié un volumen de agua libre de nucleasas
10 veces mayor a la concentracion inicial de los primer liofilizados. En la Tabla 2 se
detalla las secuencias y la concentracion de los primers, ademas, del volumen que se
adiciond para alcanzar una concentracion al 100% de los mismos, es decir se prepar6

una solucion madre.
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Tabla 4. Set de cebadores complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii.

Primer Secuencia Concentracion | Volumen
inicial afiadido
Blaoxa72-Fw | 5>GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 3’ 32.2 nmol 322 uL.
Blaoxa72-Rv | 5> AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 3’ 27.9 nmol 27.9 uL
rpoB-Fw 5’GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 3° 25.9 nmol 259 uL
rpoB-Rv 5> AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 3 30.5 nmol 305 uL
Tabla 5. Set de cebaores de Klebsiella pneumoniae.
Primer Secuencia Concentracion | Volumen
inicial afiadido
BlaKPCFw | 5>GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 3* | 30.0 nmol 300 uL
BlaKPC-Rv | 5> AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 28.9 nmol 289 uL
3>

Preparacion de la MasterMix.

Para la elaboracion de la MasterMix se mezcl6 los siguientes componentes: Go Taq®

Green Master Mix de Promega, primer forward y reverse, agua y ADN. Las
condiciones de cada elemento se detallan en la Tabla 4.

Tabla 6. Componentes de la MasterMix.

Componentes Concentracion [ ] Volumen (uL)
Go Tagq ® Green Master Mix | [2X] 12.5 ulL
Primer forward [10 umol/ uL] 1 uL

Primer reverse [10 pmol/ pL] 1 pL

ADN - 5 uL

Agua - 10.5 uL.
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METODOLOGIA

Amplificacion de ADN (PCR).

La amplificacion de los genes se la realiz6 mediante el uso del termociclador de dos
bloques de la marca Bio Rad, para este proceso se utilizaron los siguientes protocolos,
los cuales son detallados en Tabla 7, Tabla 8 y Tabla 9.

e Protocolo de amplificacién para el gen rpoB

Tabla 7. Protocolo de la PCR para la amplificacién de rpoB.

Actividad Temperatura Tiempo Ciclo

Desnaturalizacion 94 °C 4 min 1

inicial

Desnaturalizacién 94 °C 45 seg 30

final

Alineacion 50 °C (Sénchez & | 1 min 30
Pérez, 2018)

Elongacién inicial 72 °C 1 min 30

Elongacion final 72 °C 6 min 1

Conservacion 4°C ) -

e Protocolo de amplificacion para el gen blaoxa72

Tabla 8. Protocolo de la PCR para la amplificacion de blaoxa72.

Actividad Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion 94 °C 4 min 1
inicial

Desnaturalizacion 94 °C 45 seg 30
final

Alineacion 52 °C 1 min 1
Elongacion inicial 72 °C 1 min 1
Elongacion final 72 °C 6 min 1
Conservacion 4°C o0 -

e Protocolo de amplificacion para el gen blakpc
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Tabla 9. Protocolo de la PCR para la amplificacion de blakpc.

Actividad Temperatura Tiempo Ciclo
Desnaturalizacion 94 °C 4 min 1
inicial

Desnaturalizacién 94 °C 30 seg 36
final

Alineacion 52.8°C 40 seg 1
Elongacion inicial 72 °C 50 seg 1
Elongacion final 72 °C 5 min 1
Conservacion 4°C ) -

Electroforesis.

Para la visualizaciéon de los productos de PCR, se prepar6 un gel de agarosa al 2%
disolviendo 4 g de agarosa en 200 mL de TAE 1X, a lo que se afiadieron 2 pL del
colorante Sybr Safe (Invitrogen®). También se prepararon 2 L de TAE 1X como buffer
de carga. Una vez montada la camara de electroforesis, se carg6 un volumen de 5 uL de
muestra en cada pozo. Las condiciones de corrida se establecieron en 80 V durante 70

minutos.

Se incluyeron controles positivo y negativo en el experimento. Para los controles
positivos, se utilizaron cepas de Acinetobacter calcoaceticus-baumannii complex que
habian sido previamente reportadas como portadoras del gen blaOXA-24. En el caso de
Klebsiella pneumoniae, se seleccionaron cepas en las que se habia confirmado la
presencia del gen blakPC. El control negativo consistié en la MasterMix sin ADN. La
revelacion de los geles se llevé a cabo utilizando un fotodocumentador de Bio Rad y el

software Quantity One de Bio Rad.
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METODOLOGIA

Purificacién de amplicones

La purificacidn de los amplicones se llevo a cabo tras verificar la amplificacidn positiva
de los genes, evidenciada por la visualizacion de bandas en el gel. Para esta purificacion,
se utilizé el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System de Promega.

Se tomad el tubo de PCR que contenia el resto de la muestra y se afiadié un volumen
equivalente de Membrane Binding Solution. Mientras la mezcla reposaba, se ensambld
un sistema colector con una SV Minicolumn y un Collection Tube. Luego, la muestra se
transfirié a la SV Minicolumn y se dejo incubar a temperatura ambiente durante un

minuto.

Tras el tiempo de incubacion, se centrifugd la muestra a 14,000 rpm durante un minuto,
desechando el liquido recogido en el Collection Tube. A continuacién, se realizaron los
lavados de la columna: primero, se afiadio 700 uL de Membrane Wash Solution y se
centrifugo a 14,000 rpm durante un minuto. Después de vaciar el tubo colector, se realizé
un segundo lavado con 500 pL. de Membrane Wash Solution, centrifugando la muestra

a 14,000 rpm durante cinco minutos.

Finalmente, la SV Minicolumn se trasladé a un tubo Eppendorf de 1.5 mL, se afiadieron
50 uL de Nuclease-Free Water y se dejé incubar durante un minuto antes de centrifugar

a 14,000 rpm durante un minuto para recuperar el ADN purificado.

Alineamiento y comparacion de las secuencias

Después de purificar los productos de la PCR, se enviaron para su secuenciacion a la
empresa Macrogen en Corea del Sur. Una vez recibidos los resultados, se llevd a cabo

el anélisis utilizando el software Geneious.

El anlisis comenzo6 con la limpieza de las secuencias, donde se eliminaron ruidos
localizados en los extremos. Posteriormente, se buscd secuencias de referencia para
realizar comparaciones y determinar el gen amplificado. Se realiz6 un alineamiento de

las secuencias forward y reverse, lo que permitio extraer una secuencia consenso. Esta
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secuencia se compard con las de referencia para identificar las mutaciones caracteristicas

de cada gen.

Tabla 10. Secuencias de referencia

Gen Codigo del Genbank Tamafio
Blaoxa72 MF781069.1 828 pb
Blaoxa24 AF509241.1 828 pb
Blakpc-1 AF297554.1 1377 pb
Blakpc-2 KJ151293.1 891 pb
Blakpc-3 AF395881.1 960 pb
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RESULTADOS

1°" Estudio (periodo: de enero 2017 a diciembre de 2018)
Epidemiologia de las Infecciones por Acinetobacter baumannii en el Hospital Teodoro
Maldonado Carbo

Se incluyd un total de 180 pacientes con infecciones por A. baumannii en este estudio. Se obtuvo
el consentimiento informado por escrito de todos los pacientes o de sus tutores legales para fines

de investigacion.

Los datos de los pacientes y las areas hospitalarias involucradas se resumen en la Tabla 11. Cuatro
unidades —la Unidad de Observacion del Adulto Mayor, la Unidad de Cuidados Intensivos, la
Unidad de Traumatologia y la Unidad de Cuidados Neurolégicos— fueron responsables de 129

de los pacientes infectados, lo que representa el 71% del total de casos incluidos en este estudio.

Tabla 11. Incidencia de infecciones en unidades hospitalarias

Unidad Hospitalaria Numero de % Incidencia relacionada con el
pacientes namero de pacientes en cada
infectados Unidad Hospitalaria

Unidad de Cuidados Neuroldgicos |18 2.65%

Sala de Endocrinologia 1 0.15%

Terapia Intensiva A-B-C 39 5.74%

Sala de Neurologia 2 0.29%

Sala de Traumatologia 18 2.65%

Observacion de Adultos 54 7.95%

Sala de Infectologia 3 0.44%

Sala de Medicina Interna 6 0.88%

Sala de Neumologia 10 1.47%

Emergencia 5 0.73%

Sala de Nefrologia 6 0.88%

Sala de Oftalmologia 1 0.14%

Consulta externa de Urologia 6 0.88%

Consulta externa de Ginecologia 3 0.44%

Alto Riesgo Obstétrico 4 0.59%

Sala de Cirugia Plastica 3 0.44%

Sala de Hematologia 1 0.14%
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Las caracteristicas demogréaficas de la poblacién de estudio se resumen en la Tabla 12. De los

pacientes con infecciones por A. baumannii, el 58% eran mujeres y el 42% hombres.

Tabla 12. Caracteristicas demogréaficas de la poblacidn incluida en el estudio

(n=180)
Edad en afos. Mediana (IQR) 57.5(38-71.3)
Pediatrico (<18 yo) 7 (3.9)
Adultos jovenes (18-39) 39 (21.7)
Adultos (40-64) 70 (38.9)
Adultos mayores (>65) 64 (35.6)
Genero (%)
Femenino 58 (32.2)
Masculino 122 (67.8)
Antecedente de diabetes, n (%) 47 (26.1)
Antecedente de Hipertension arterial, n (%) 81 (45.0)

IQR, Intercuartil rango

La mediana de dias de hospitalizacion fue de 31,5, se registraron un total de 63 muertes, lo que
representa una tasa de letalidad del 35% entre los pacientes infectados (ver Tabla 13)Las causas
de hospitalizacion para estos pacientes se detallan en la misma tabla, destacando las siguientes:
accidente cerebrovascular (32,2%), traumatismo de extremidades (13,9%) e insuficiencia renal

crénica (9,4%).
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Tabla 13. Caracteristicas Clinicas de los pacientes incluidos en este estudio

n =180
Letalidad hospitalaria (Muertes) 63 (35.0)
Sala de Hospitalizacion n (%0)
Servicio Ambulatorio 15 (8.3)
Hospitalizacion 66 (36.7)
Area Critica 99 (55.0)
Enfermedad de base n %
Accidente cerebrovascular 58 (32.2)
Trauma de extremidades 25 (13.9)
Insuficiencia renal cronica 17 (9.4)
Neumonia 16 (8.9)
Abdomen agudo quirdrgico 12 (6.7)
Cancer 11 (6.1)
Infecciones de piel y tejido celular subcutaneo 10 (5.6)
Infeccion del tracto urinario 9 (5.0
Preeclampsia/eclampsia/sindrome HELLP 8 (4.4)
/Artritis reumatoide 6 (3.3)

Las caracteristicas clinicas relacionadas con los diferentes tipos de infecciones se resumen en
Tabla 13. La neumonia represento el 49,9% de los pacientes infectados, el 13,9% de los pacientes
presentaron infecciones del tracto respiratorio, el 10% tuvo infecciones de herida quirdrgica, el
9,4% tuvo bacteriemia no relacionada con otros sitios de infeccion, el 3,3% sufrié infecciones

osteoarticulares y el 1,7% tuvo meningitis posquirurgica.

Factores de riesgo asociados con la mortalidad por Acinetobacter baumannii

En cuanto a los factores de riesgo asociados, 91/180 pacientes (50,4%) tenian neumonia asociada
a la ventilacién mecéanica. Un amplio analisis estadistico que relaciona diferentes factores con la

mortalidad por hospitalizacion.

Tabla 14. Infeccion en estudio: tipo de muestra, y posibles factores asociados (n=180).

Tipo de infeccion n (%)
Neumonia 88 (48.9)
Infeccidn del tracto urinario 25 (13.9)
Infeccidn de herida quirdrgica 18 (10.0)
Bacteriemia 17 (9.4)
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Infeccion de piel y tejidos blandos 13(7.2)
Infeccion del tracto respiratorio superior 10 (5.6)
Infeccidn osteoarticular 6 (3.3)
Meningitis posquirurgica 3(L.7)
Sitios anatémicos de aislamientos n (%)
Aspirado traqueal 71 (39.4)
Herida quirdrgica 34 (18.9)
Cultivo de orina 25 (13.9)
Esputo 17.(9.4)
Hemocultivo 7(3.9)
Hisopado rectal 6 (3.3)
Punta de catéter 8 (4.4)
Lavado broncoalveolar 4(2.2)
Cultivo de tejido 4(2.2)
Cultivo de liquido cefaloraquideo 3(1.7)
Liquido pleural 1(1.1)
Factores de riesgo asociados n (%)
Ventilacion mecanica asistida 91 (50.6)
Otras técnicas invasivas 157 (87.2)

La informacién sobre la infeccion adquirida se resume en las Tablas 15 y 16. A partir de la
regresion univariada de Cox, se concluy6 que los principales factores de riesgo asociados con la
alta mortalidad eran los antecedentes de enfermedad cronica, insuficiencia renal (p < 0,001),
hemodialisis (p < 0,001), resistencia a piperacilina-tazobactam (p = 0,004), antecedentes de
hipertension arterial (p = 0,003), exposicion a ventilacion mecénica invasiva (VMI) (p = 0,005),
resistencia a imipenem (p = 0,022) y resistencia a meropenem (p = 0,029) (Tabla 5). Un analisis
multivariado (Tabla 6) reveld que la exposicion a VMI fue el factor mas importante asociado con

la mortalidad de los pacientes (p = 0,012), sequida de la hemodidlisis (p = 0,022) y los
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antecedentes de hipertension arterial (p = 0,041). Es importante destacar la asociacion
potencialmente excluyente entre la hemodidlisis y los antecedentes de hipertension arterial: 20 de
80 pacientes con antecedentes de hipertensién arterial estaban en hemodialisis (25%), pero 20 de

27 pacientes en hemodialisis tenian antecedentes de hipertension arterial (74%).

Tabla 15. Relacion entre las distintas variables en estudio vs. muerte relacionada con la
infeccion en estudio

Variable HR (IC 95%; value-p)

Edad

1.023 (1.009-1.037;<0.001)

Genero (Femenino)

1.694 (1.003-2.883;0.050)

Hospitalizacién previa en los Gltimos 3 meses

0.985 (0.590 - 1.643, 0.950)

Historia de diabetes

1.602 ;( 0.950 -2.715; 0.079)

Historia de hipertensién arterial

2.140 (1.281-3.550; 0.003)

Historia de insuficiencia renal crénica

4.114 (2.133-7.891;<0.001)

Infeccion nosocomial 0.612 (0.245-1.561;0.300)

Exposicidn a la ventilacion mecénica invasiva 2.340 (1.299-4.175;0.004)

Técnicas invasivas 0.589 (0.215-1.673;0.310)

Colocacion de catéter venoso central 2.238 (0.958-5.199;0.062)

Hemodialisis 3.090 (1.617-5.859;<0.001)

Tiempo de permanencia en la UCI 0.994 (0.985-1.005;0.299)

Resistencia a la ceftriaxona 0.474 (0.113-1.992;0.310)

Resistencia a imipenem 0.433 (0.215-0.894,0.022)

Resistencia a la piperacilina mas tazobactam 0.477 (0.288-0.795;0.004)

Resistencia a la tigeciclina 0.773 (0.460-1.324;0.340)

Cl, intervalo de confianza; HR, cociente de riesgo

Tabla 16. Relacidn entre las diferentes variables en estudio vs. muerte relacionada con la
infeccion en estudio durante la estancia hospitalaria: regresion de Cox multivariante.

Variable HR (95% CI; p-Value)

1.732 (1.022-2.933; 0.041)
2.094 (1.174-3.737; 0.012)
2.201 (1.119-4.330; 0.022)
0.593 (0.239-1.468; 0.258)

0.594 (0.347—1.015; 0.056)

Historia de hipertension arterial

Exposicion a la ventilacién mecénica invasiva

Hemodialisis

Resistencia a imipenem y meropenem

Resistencia a piperacilina

Cl, intervalo de confianza; HR, cociente de riesgo
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Figura 2. Supervivencia global (SG) asociada a la ventilacion mecanica invasiva (VMI) en

pacientes con infeccion por A. baumannii.

En la Figura 2 se muestra que la tasa de SG en pacientes con VMI (curva roja) fue del 49,5 %
(45/91), con una supervivencia media de 65 dias (IC del 95 %: 1,90-2,70) en pacientes con
infeccion por A. baumannii. En contraste, la tasa de SG en pacientes sin VMI (curva azul) fue del
80,9 % (72/89), con una supervivencia media de 106 dias (IC del 95 %: 2,43-6,00). Se observd
un riesgo de muerte 2 veces mayor en los pacientes con VMI (HR 2,203; IC del 95 %: 1,244-
3,900; p = 0,005).
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Fenotipos de resistencia de Acinetobacter baumannii en El Hospital Teodoro
Maldonado Carbo de Guayaquil Ecuador

Finalmente, se analizaron las caracteristicas fenotipicas de las bacterias aisladas y su resistencia
a los antibidticos (Tabla 17). Un total de 85 aislamientos (47,22%) correspondieron a A.
baumannii multirresistente (MDR); 42 aislamientos (23,33%) fueron extremadamente resistentes
(XDR), y 1 aislamiento (0,5%) fue panresistente (PDR). La resistencia de Acinetobacter
baumannii a los antibidticos se registrd de la siguiente manera: 54% resistente a ampicilina-
sulbactam, 87% resistente a ceftazidima, 72% resistente a ceftriaxona, 80% resistente a
ciprofloxacina, 82% resistente a imipenem, 75,6% resistente a meropenem y 5% resistente a
tigeciclina. Ademas, el 87,7% de los pacientes recibié tratamiento antibiotico: 45 pacientes (25%)
fueron tratados con meropenem, 8 pacientes (4,4%) con imipenem y 62 pacientes (34,4%) fueron

trasladados a otros centros asistenciales.

Tabla 17. Fenotipos de resistencia de las bacterias aisladas en pacientes infectados.

Fenotipo de Resistencia

n (%)
MDR 85 (47.22)
PDR 1(0.5)
XDR 42 (23.33)
Resistencia antibidticos n (%)
Ampicilina mas sulbactam 98 (54)
Meropenem 136 (75.6)
Colistina 3 (2.5)
Tigecicline 9 (5)

Tendencias del tratamiento antimicrobiano en Acinetobacter baumannii MDR y XDR

En cuanto al tratamiento, se utiliz6 terapia combinada en los siguientes esquemas: ampicilina-
sulbactam mas colistina en 22 pacientes (12,7%); colistina mas meropenem en 45 pacientes
(25%); colistina mas tigeciclina en 6 pacientes (3,3%); meropenem mas tigeciclina en 3 pacientes
(1,6%); doxiciclina més fosfomicina en 1 paciente (0,5%); esquema triple con colistina,
doxiciclina y meropenem en 19 pacientes (10,5%); meropenem mas ampicilina-sulbactam mas
colistina en 7 pacientes (3,8%); y colistina, tigeciclina y meropenem en 3 pacientes (1,6%).
Ademas, se administré monoterapia con colistina, ampicilina-sulbactam, meropenem, tigeciclina

y doxiciclina (Tabla 18).
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Tabla 18. Esquemas de Antibidticos

+colistina

Frecuencia de prescripcion n (%)
Meropenem 81 (45.0)
Colistina 67 (37.2)
Tigeciclina 13(7.2)

Daoble esquema
Colistina + Meropenem 45 (25)
Ampicillina sulbactam + colistina 22 (12.5)
Colistina + Tigeciclina 6 (3.3)

Triple esquema
Colistina + doxiciclina + meropenem 19 (10.5)
Meropenem + ampicillina sulbactam + 7 (3.8)
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2% Estudio (periodo: de enero 2021 a diciembre de 2021)
Epidemiologia de Infecciones por Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae en

el Hospital Teodoro Maldonado Carbo de Guayaquil Ecuador

Durante el periodo de estudio, se incluyeron 306 pacientes y se registraron 401 aislamientos: 223
pacientes con A. baumannii y 120 pacientes con K. pneumoniae, con 37 pacientes en los que se
aislaron ambas bacterias. Se obtuvieron 287 aislamientos de A. baumannii y 157 de K.
pneumoniae, con la presencia de ambas bacterias en 43 aislamientos. A. baumannii fue
identificado en 172 de los 223 pacientes con un solo aislamiento, en 41 pacientes con dos
aislamientos, en 8 con tres, en 1 con cuatro y en 1 con cinco aislamientos. Por otro lado, K.
pneumoniae se identificé en 94 de los 120 pacientes con un solo aislamiento, en 17 con dos

aislamientos, en 7 con tres y en 2 con cuatro.

La Tabla 18 proporciona un resumen detallado de las caracteristicas demogréficas y clinicas de
la poblacién estudiada. La mediana de edad fue de 65 afios (RIC 52-73,8), con 120 mujeres
(39,2%). La hipertension arterial fue la comorbilidad més prevalente (55,9%), seguida de diabetes
mellitus tipo 1l (29,4%) e insuficiencia renal crénica (19%). Las principales causas de ingreso
hospitalario fueron neumonia bacteriana (40,2%), neumonia asociada a COVID-19 (35,9%) e
infecciones de piel y tejidos blandos (11,1%). Los pacientes con infeccion por A. baumannii
ingresaron por neumonia bacteriana con una frecuencia aproximadamente dos veces mayor que
los pacientes con infeccion por K. pneumoniae (46,2% frente a 26,7%; p<0,001), mientras que la
bacteriemia de origen desconocido fue mas comun en los pacientes con K. pneumoniae (13,3%
vs 0,4%; p<0,001). Ademas, durante la hospitalizacion se confirm¢ infeccion aguda por COVID-

19 en 17 pacientes adicionales.

Los pacientes fueron atendidos en Urgencias (8,2%), en unidades de hospitalizacion (18,6%) y
en la UCI (73,2%), con un 79,1% que requirié ventilacion mecénica invasiva (VMI). La estancia
hospitalaria media fue de 26 dias (RIC 16-40), y fallecieron 192 pacientes hospitalizados. No se
observaron diferencias demograficas o clinicas significativas adicionales entre los pacientes

infectados con A. baumannii y K. pneumoniae.

Tabla 18. Datos demograficos y clinicos de referencia

A. K.

(I\T-O?ESIG) baumannii pneumoniae ve?l-ue
- (n=223) (n=120)
~ . 65 (52 - 66 (54.5 - .6306
Edad (afios), mediana (IQR) 73.8) 73) 65 (50 - 74) 3
. 8571
Sexo (femenino), n (%) 120 (39.2) 91 (40.8) 47 (39.2) b
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A. K.
(Jféglﬁ) baumannii pneumoniae va?lIJe
- (n=223) (n=120)
Historial médico *, n (%)
. . 2574
Hipertension 171 (55.9) 129 (57.8) 61 (50.8) b
.8690
COVID-19 en curso 127 (41.5) 95 (42.6) 53 (44.2) b
. . 1.000
Diabetes mellitus 11 90 (29.4) 64 (28.7) 35 (29.2) b
L - 1.000
Insuficiencia renal cronica 58 (19.0) 40 (17.9) 21 (17.5) b
8711
Evento cerebrovascular 34 (11.1) 25 (11.2) 12 (10.0) b
T 9721
Hipotiroidismo 32 (10.5) 24 (10.8) 12 (10.0) b
. ) 1.000
Obesidad (BMI >25kg/m?) 31(10.1) 23 (10.3) 12 (10.0) b
Tumor solido 15 (4.9) 10 (4.5) 6550 00
. 1.000
Enfermedad Cardiovascular 10 (3.3) 7(3.1) 4(3.3) .
. .2865
Enfermedad autoinmune 8 (2.6) 4 (1.8) 5(4.2) .
Neoplasia hematoldgica 8 (2.6) 5(2.2) 4 (3.3) '72048
EPOC 6 (2.0) 5 (2.2) o7y 1000
Causa de admisién, n (%) <'ObOl
Neumonia bacteriana 123 (40.2) 103 (46.2) 32 (26.7)
Neumonia por COVID-19 110 (35.9) 79 (35.4) 51 (42.5)
Infeccidn de piel y tejidos
blandos 34 (11.1) 24 (10.8) 12 (10.0)
Infeccidn del tracto urinario 17 (5.6) 12 (5.4) 6 (5.0)
Bacteriemia de origen
desconocido 16 (5.2) 1(0.4) 16 (13.3)
Abdomen agudo 3(1.0) 2 (0.9 1(0.8)
Infeccion del SNC 2(0.7) 1(0.4) 2(1.7)
Endocarditis 1(0.3) 1(0.4) -
APACHE 11 al ingreso, n (%) 13(10-17) 13(11-17)  12(@-16) 2007



A. K.
(Jféglﬁ) baumannii pneumoniae va?lIJe
- (n=223) (n=120)
Complejidad hospitalizacion, n .9683
(%) g

Unidad de cuidados intensivos 224 (73.2) 166 (74.4) 89 (74.2)

Hospitalizacion 57 (18.6) 39 (17.5) 22 (18.3)

Sala de emergencia 25 (8.2) 18 (8.1) 9(7.5)
Requerimiento de VMI, n (%) 242 (791) 182 (81.6) 96 (80.0) 004
Duracion de la estancia (dias), 25 (16 - .0621
median (IQR) 26 (16 — 40) 39.5) 30 (19 —45) 3

. . . 6177
Letalidad hospitalaria, n (%) 192 (62.7) 145 (65.0) 74 (61.7) b

*Variables Categdricas No-mutuamente excluyentes.

APACHE, Puntuacion de Evaluacion Fisiolégica de Salud Aguda y Crénica ; BMI, indice de
masa corporal SNC, Sistema nervioso central ; EPOC, Enfermedad Pulmonar Obstructiva
Crénica ; COVID, Enfermedad por coronavirus; VMI, Ventilacién Mecénica Asistida ; IQR,
rango, intercuartil.

a. Prueba de suma de rangos de Wilcoxon con correccion de continuidad.

b. Prueba de Chi-cuadrado de Pearson.

c. Prueba exacta de Fisher para datos de recuento.

Mecanismos de resistencia Fenotipicos y genotipicos.

De una muestra de 306 aislamientos multirresistentes (MDR) segun antibiograma estandar, la
prueba de susceptibilidad a agentes antimicrobianos clasificé 41 de 306 casos (13,4%) como
MDR propiamente dicho, 263 de 306 (85,8%) como extremadamente resistentes (XDR) y 2 de
306 (0,7%) como panresistentes (PDR), sin diferencias significativas entre las infecciones por A.

baumannii y K. pneumoniae (p = 0,1434).

En cuanto a las B-lactamasas, se identificaron enzimas tipo OXA en 125 de los 223 aislamientos
de A. baumannii (56,1%), siendo las mas frecuentes: OXA-51 en 120 de 125 (96%), OXA-24 en
75 de 125 (60%), OXA-72 en 64 de 125 (51,2%), OXA-23 en 47 de 125 (37,6%), OXA-143 en
10 de 125 (8%) y OXA-58 en 3 de 125 (2,5%).

En la cohorte de K. pneumoniae, se identificaron carbapenemasas tipo KPC en 103 de los 120
aislamientos (85,8%), siendo los tipos KPC-2 y KPC-3 detectados solo en 18 de 103 (17,4%) y
en 10 de 103 (9,7%) casos, respectivamente. Ademas, la presencia de -lactamasas de espectro
extendido (BLEE) y metalo-f3-lactamasas tipo NDM fue menos frecuente, aislandose en 7 de 103
(5,8%) y en 11 de 103 (9,2%) de los casos, respectivamente (Tabla 19).
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Table 19 Fenotipos y Genotipos de Resistencia

Total A. baumannii K. pneumoniae
(N=306) (n=223) (n=120)
Resistance phenotype, n (%)
MDR 41 (13.4) 24 (10.8) 21 (17.5)
XDR 263 (85.9) 197 (88.3) 99 (82.5)
PDR 2(0.7) 2(0.9 -
A. baumannii
OXA, n (%) - 125 (56.1) -
OXA 23 - 47/125 (37.6) -
OXA 24 - 75/125 (60.0) -
OXA51 - 120/125 (96.0) -
OXA 58 - 3/125 (24.8) -
OXA 72 - 64/125 (51.2) -
OXA 143 - 10/125 (8.0) -
K. pneumoniae
KPC, n (%) - - 103 (85.8)
KPC 2 - - 18/103 (17.4)
KPC 3 - - 10/103 (9.7)
ESBL, n (%) - - 7 (5.8)
NDM, n (%) - - 11 (9.2)

ESBL, B-lactamases de espectro extendido; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; MDR,
multidrogoresistencia ; NDM, New Delhi metallo-B-lactamase 1; OXA, oxacilinasa; PDR,
pandrogoresistencia; XDR, extremoresistencia .

Tasa de resistencia a los medicamentos

La tasa de resistencia a los medicamentos segln el sitio anatémico de aislamiento se analiz6 en
287 aislamientos de A. baumannii provenientes de diversas muestras bioldgicas. Mas del 50% de
los aislamientos se obtuvieron de aspirados traqueales (55%), seguidos por hemocultivos (15,7%),
hisopos rectales (7,7%), lesiones en piel y tejidos blandos (6,3%), cultivos de catéteres (5,2%),
urocultivos (4,5%), esputos (2,1%), lavados broncoalveolares (1,7%), liquidos pleurales (0,7%),

muestras de tejido (0,7%) y liquidos asciticos (0,3%).

Méas del 50% de los aislamientos mostraron resistencia a ciprofloxacina (94,4%),
piperacilina/tazobactam (92,3%), imipenem (89,9%), meropenem (88,9%), cefepima (86,4%),

ampicilina/sulbactam (81,5%), ceftazidima (71,8%) y gentamicina (62%). En contraste, menos
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del 10% de los aislamientos fueron resistentes a tigeciclina (5,9%), amikacina (4,9%) y
minociclina (0,3%). No se observd resistencia a la colistina (0%).

La Tabla 20 describe en detalle la correlacion entre la tasa de resistencia a los medicamentos de
A. baumannii y los diferentes sitios anatomicos de aislamiento.
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Table 20. Tasa de farmacorresistencia en A. haumannii, segin el sitio anatdmico de aislamiento

Aspirado ) Hisopado Pielytejidos Cultivo  Cultivo Lavado Liquido Cultivo Liquido

Total Hemocultivo ) Esputo B .

traqueal rectal blandos cateter orina broncoalveolar  pleural de tejido ascitico

(N=287) (n=158) (n=45) (n=22) (n=18) (n=15) (n=13)  (n=6) (n=5) (n=2) (n=2) (n=1)

Ciprofloxacine 271 (94.4) 152 (96.2) 41(91.1) 22 (100.0) 17 (94.4)  15(100.0) 11 (84.6) 5 (83.3) 4 (80.0) 1(50.0) 2(100.0) 1 (100.0)

Piperacillin/tazobactam 265 (92.3) 151 (95.6) 42(93.3) 22(100.0) 14 (77.8)  15(100.0) 8(61.5) 4 (66.7) 4 (80.0) 2 (100.0) 2(100.0) 1 (100.0)

Imipenem 258 (89.9) 151 (95.6) 38(84.4) 20(90.9)  15(83.3)  15(100.0) 8(61.5) 3(50.0) 4 (80.0) 1(50.0) 2(100.0) 1 (100.0)

Meropenem 255 (88.9) 148(93.7) 38(84.4) 20(90.9)  15(83.3)  15(100.0) 8(61.5) 3(50.0) 4 (80.0) 1(50.0) 2(100.0) 1 (100.0)

Cefepime 248 (86.4) 140(88.6) 39(86.7) 20(90.9)  15(83.3)  13(86.7) 9(69.2) 4 (66.7) 4 (80.0) 1(50.0) 2(100.0) 1 (100.0)

Ampicillin/Sulbactam 234 (81.5) 128 (81.0) 41(91.1) 21(955)  13(72.2)  12(80.0) 10(76.9) 3(50.0) 3 (60.0) 1(50.0) 1(50.0) 1(100.0)
Ceptazidima 206 (71.8) 121(76.6) 34(75.6) 17(77.3)  12(66.7) 9(60.0) 5(385) 3(50.0) 2 (40.0) 1(50.0) 2 (100.0) -

Gentamicine 178 (62.0) 101(63.9) 29(64.4) 15(68.2) 10 (55.6) 6 (40.0) 7(53.8) 3(50.0) 4 (80.0) 1(50.0) 1(50.0) 1(100.0)
Tigecycline 17 (5.9) 12(7.6) 1(2.2) 3(13.6) - - 1(7.7) - - - - -
Amikacin 14 (49)  3(1.9) 1(2.2) 1(4.5) 6 (33.3) 2 (13.3) - - - - 1 (50.0) -
Minocicline 1(0.3) 1(0.6) - - - - - - - - - -
Colistin - - - - - - - - - - - -
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En una situacion similar, se obtuvieron 157 aislamientos de K. pneumoniae principalmente de
aspirados traqueales (40,8%), seguidos por hemocultivos (32,5%), cultivos de catéteres (8,3%),
lesiones en piel y tejidos blandos (7,6%), urocultivos (6,3%), esputos (3,2%), liquidos pleurales
(0,6%) y flujo vaginal (0,6%).

Maés del 50% de los aislamientos presentaron resistencia a ampicilina/sulbactam (99,4%),
ceftriaxona (99,4%), ceftazidima (99,4%), imipenem (98,7%), piperacilina/tazobactam (98,7%),
meropenem (96,8%), doripenem (96,2%), cefepima (90,4%), ciprofloxacina (88,5%) y amikacina
(56,7%). La resistencia a gentamicina fue del 45,9%. En comparacion con A. baumannii, K.
pneumoniae mostré una tasa de resistencia del 37,6% a la colistina. La tigeciclina presento la tasa

de resistencia mas baja, con un 12,1%.

La Tabla 21 detalla la correlacion entre la resistencia a los medicamentos de K. pneumoniae y los

diferentes sitios anatdmicos de aislamiento.
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Table 21. Tasa de farmacorresistencia en K. pneumoniae, segun el sitio anatomico de aislamiento

Tracheal Blood Catheter ~ Skin and soft Urine Pleural Vaginal
Total Sputum
aspirate culture culture tissue injury culture fluid discharge
(N=157) (n=64) (n=51) (n=13) (n=12) (n=10) (n=5) (n=1) (n=1)

Ampicillina/Sulbactam 156 (99.4) 63(98.4) 51(100.0) 13(100.0) 12 (100.0) 10 (100.0) 5(100.0) 1(100.0) 1(100.0)
Ceftriaxona 156 (99.4) 63(98.4) 51(100.0) 13(100.0) 12 (100.0) 10 (100.0) 5(100.0) 1(100.0) 1(100.0)
Ceptazidima 156 (99.4) 63(98.4) 51(100.0) 13(100.0) 12 (100.0) 10 (100.0) 5(100.0) 1(100.0) 1(100.0)
Imipenem 155(98.7) 62(96.9) 51(100.0) 13(100.0) 12 (100.0) 10 (100.0) 5(100.0) 1(100.0) 1(100.0)
Piperacillin/tazobactam 155(98.7) 63(98.4) 51(100.0) 13(100.0) 12 (100.0) 9 (90.0) 5(100.0) 1(100.0) 1(100.0)
Meropenem 152 (96.8) 60(93.8) 50 (98.0) 13 (100.0) 12 (100.0) 10 (100.0) 5(100.0) 1(100.0) 1(100.0)
Doripenem 151(96.2) 61(95.3) 51(100.0) 13(100.0) 10 (83.3) 9 (90.0) 5(100.0) 1(100.0) 1(100.0)
Cefepime 142 (90.4) 55(85.9) 46 (90.2) 13 (100.0) 12 (100.0) 10 (100.0) 4(80.0) 1(100.0) 1(100.0
Ciprofloxacina 139(88.5) 59(92.2) 42(82.4) 10 (76.9) 12 (100.0) 10 (100.0)  5(100.0) - 1 (100.0)
Amikacina 89 (56.7) 38(59.4) 28(54.9) 8 (61.5) 8 (66.7) 5 (50.0) 1(20.0) - 1 (100.0)
Gentamicina 72 (45.9) 35(54.7) 22 (43.1) 7 (53.8) 4 (33.3) - 4 (80.0) - -
Colistina 59 (37.6) 20(31.2) 20(39.2) 7 (53.8) 5(41.7) 5 (50.0) 1(20.0) - 1 (100.0)
Tigecyclina 19 (12.1) 3(4.7) 12 (23.5) 1(7.7) 1(8.3) 1(10.0) 1(20.0) - -
Nitrofurantoin 4 (2.5) - - - 2 (16.7) 2 (20.0) - - -
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Tendencias del tratamiento antimicrobiano en A. baumannii y K. pneumoniae

La poblacién de estudio fue tratada con cincuenta combinaciones diferentes de antibioticos, que
incluyeron monoterapia (44,4%), terapia doble (41,8%), triple (12,7%) y cuadruple (1%). Los
pacientes con aislamientos de A. baumannii fueron manejados principalmente con meropenem en
monoterapia (29,3%), seguidos por la combinacién doble de colistina y meropenem (13,6%),
amikacina y meropenem (3,8%) y el esquema triple de ampicilina/sulbactam, colistina y

meropenem (3,8%).

De manera similar, los pacientes con aislamientos de K. pneumoniae fueron tratados
principalmente con meropenem en monoterapia (31,7%), seguido por la combinacidon de colistina
y meropenem (6,6%), amikacina y meropenem (3,1%) y la combinacion triple de colistina,

doxiciclina y meropenem (2,1%).

La Tabla 22 detalla las veintiuna combinaciones de esquemas antibiéticos mas frecuentes, que

abarcaron el 85,3% de la poblacién estudiada (261 casos).

Este formato resalta claramente las combinaciones terapéuticas utilizadas y esta estructurado para

un enfoque cientifico preciso.
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Table 22. Combinaciones de esquemas antibidticos méas frecuentes, indicadas segun los

hallazgos del antibiograma

Total A. baumannii K. pneumoniae
(N=306) (n=223) (n=120)
Monoterapia (n=136; 44.4%)
Meropenem 111 (36.3) 84 (29.3) 38 (31.7)
Ampicilina/Sulbactam 6 (2.5) 6(2.1) -
Levofloxacina 6 (2.5) 4(1.4) 2(0.7)
Amikacina 4(1.7) 1(0.3) 4(1.4)
Doxiciclina 4(1.7) 3(1.0) 1(0.3)
Gentamicina 2 (0.8) 1(0.3) 1(0.3)
Doble esquema (n=128; 41.8%)
Colistina + Meropenem 51 (21.5) 39 (13.6) 19 (6.6)
Amikacina + Meropenem 19 (8.0) 11 (3.8) 9(3.1)
Ampicilina/Sulbactam + Meropenem 9(3.8) 7(2.4) 2(0.7)
Tigeciclina + Meropenem 9(3.8) 7(2.4) 4(1.4)
Ampicilina/Sulbactam + Colistina 5(2.1) 5(1.7) 1(0.3)
Levofloxacina + Meropenem 5(2.1) 5(1.7) 1(0.3)
Triple esquema (n=39; 12.7%)

Ampicilina/Sulbactam + Colistina + Meropenem 12 (5.1) 11 (3.8) 4(1.4)
Colistina + Doxiciclina + Meropenem 5(2.1) 2(0.7) 6(2.1)
Amikacina + Tigeciclina + Meropenem 4 (1.7) 4(1.4) -
Ampicilina/Sulbactam + Meropenem + Tigeciclina 2 (0.8) 1(0.3) 1(0.3)
Colistina + Gentamicina + Meropenem 2(0.8) 2(0.7) -
Colistina + Meropenem + Tigeciclina 2(0.8) 2(0.7) -

Quadruple esquema (N=3; 1%)

Ampicilina/Sulbactam + Amikacina + Colistina +

1(0.4) 1(0.3)
Meropenem
Ampicilina/Sulbactam + Doxiciclina + Levofloxacina +
1(0.4) 1(0.3)
Meropenem
Amikacina + Colistina + Meropenem + Tigeciclina 1(0.4) 1(0.3)
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Factores prondésticos relacionados con la letalidad.

El anélisis univariado mostré que la letalidad en la cohorte con A. baumannii se asocio
significativamente con mayor edad (HR 1,012; IC 95% 1,001 - 1,022; p = 0,031), sexo femenino
(HR 1,401; 1C 95% 1,005 - 1,951; p = 0,046), infeccion por COVID-19 (HR 2,717; IC 95% 1,932
- 3,820; p < 0,001), mayor puntaje APACHE Il (HR 1,048; IC 95% 1,016 - 1,081; p = 0,003),
estancia en UCI (HR 2,423; IC 95% 1,475 - 3,980; p < 0,001), requerimiento de ventilacion
mecanica invasiva (VMI) (HR 4,963; 1C 95% 2,030 - 12,140; p < 0,001) y resistencia a tigeciclina
(HR 2,480; IC 95% 1,418 - 4,335; p = 0,001). El evento cerebrovascular (ECV) se determin6
como un factor protector frente a la letalidad (HR 0,491; 1C 95% 0,281 - 0,856; p = 0,012).

En la Tabla 23 se detallan los resultados del analisis univariado para cada variable de estudio. El
andlisis multivariado confirmé que los factores independientes de letalidad en pacientes con A.
baumannii fueron la infeccién por COVID-19 (HR 2,260; IC 95% 1,562 - 3,269; p < 0,001), el
puntaje APACHE Il (HR 1,059; IC 95% 1,022 - 1,098; p = 0,002), la infeccion del tracto urinario
(ITU) (HR 1,813; IC 95% 1,077 - 3,051; p = 0,025), la VMI (HR 2,907; IC 95% 1,139 - 7,412; p
= 0,025) y la resistencia a tigeciclina (HR 2,117; IC 95% 1,173 - 3,824; p = 0,013). El ECV
continué siendo un factor protector frente a la letalidad (HR 0,503; IC 95% 0,282 - 0,897; p =
0,020).
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Tabla 23. Factores prondsticos relacionados con la letalidad en pacientes con aislamiento de A.
baumannii (n=223), basado en un modelo de regresion de Cox univariado y multivariado

Lethality rate
(n=145; 65%)

Univariate analysis
HR (95% CI; p-value)

Multivariate analysis
HR (95% CI; p-value)

Demographic and clinical baseline data

Edad(afios) mediana (IQR) 68 (59 - 75) 1.012 (1.001 - 1.022; .031)  1.009 (0.997 - 1.021; .124)
Sexo (femenino) 69 (47.6) 1.401 (1.005 - 1.951; .046)  1.097 (0.780 - 1.543; .592)
Hipertension 92 (63.4) 1.251 (0.890 - 1.759; .197) -
COVID-19 en curso 74 (51.0) 2.717 (1.932 - 3.82; <.001) 2.260 (1.562 - 3.269; <.001)
Diabetes mellitus 11 47 (32.4) 1.316 (0.925 - 1.874; .127) -
Falla renal crénica 32 (22.1) 1.484 (0.999 - 2.204; .051) -
Evento cerebrovascular 14 (9.7) 0.491 (0.281 - 0.856; .012)  0.503 (0.282 - 0.897; .020)
Hipotiroidismo 19 (13.1) 1.246 (0.768 - 2.022; .373) -
Obesidad (BMI >25kg/m?) 15 (10.3) 0.809 (0.473 - 1.386; .441) -
Tumores solidos 7 (4.8) 0.933 (0.436 - 1.999; .859) -
Enfermedad cardiovascular 7 (4.8) 1.194 (0.556 - 2.563; .649) -
Enfermedad Autoinmune 4(2.8) 0.424 (0.132 - 1.362; .150) -
Neoplasia hematol6gica 2(1.4) 0.520 (0.128 - 2.103; .359) -
EPOC 5(3.4) 0.856 (0.349 - 2.101; .735) -
APACHE I, mediana (IQR) 14 (12 - 18) 1.048 (1.016 - 1.081; .003)  1.059 (1.022 - 1.098; .002)
Hospitalizacién en UCI 127 (87.6) 2.423 (1.475 - 3.980; <.001)  1.813(1.077 - 3.051; .025)
Requerimiento de VMA 139 (95.9) 4,963 (2.030 - 12.14; <.001)  2.907 (1.139 - 7.412; .025)
Resistencia fenotipos y genotipos
XDR o PDR 138 (95.2) 1.461 (0.681 - 3.133; .330) -
OXA 23 30 (20.7) 0.775 (0.517 - 1.162; .217) -
OXA 24 56 (38.6) 1.151 (0.822 - 1.611; .413) -
OXA 51 81 (55.9) 0.898 (0.644 - 1.253; .527) -
OXA 58 3(2.1) 2.334 (0.740 - 7.368; .148) -
OXA 72 51 (35.2) 1.310 (0.930 - 1.845; .123) -
OXA 143 7 (4.8) 1.135 (0.530 - 2.432; .744) -
Resistencia Antimicrobianos
Amikacin 6 (4.1) 0.683 (0.301 - 1.549; .361) -
Ampicilina/Sulbactam 126 (86.9) 1.253 (0.754 - 2.084; .384) -
Cefepime 131 (90.3) 1.156 (0.638 - 2.091; .633) -
Ceftazidime 115 (79.3) 1.340 (0.886 - 2.027; .165) -
Ciprofloxacina 142 (97.9) 1.803 (0.574 - 5.671; .313) -
Gentamicina 99 (68.3) 1.313(0.911 - 1.892; .144) -
Imipenem 140 (96.6) 2.335 (0.863 - 6.320; .095) -
Meropenem 138 (95.2) 1.817 (0.800 - 4.125; .153) -
Piperacilina/tazobactam 142 (97.9) 3.931 (0.958 - 16.14; .057) -
Tigeciclina 13 (9.0) 2.480 (1.418 - 4.335; .001)  2.117 (1.173 - 3.824; .013)
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APACHE, Puntuacién de Evaluacién Fisiol6gica de Salud Aguda y Crénica ; BMI, Indice de masa
corporal; Cl, intervalo de confianza ; EPOC, Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica ; COVID,
Enfermedad por coronavirus; HR, Relacién de Riesgo ; UCI, Unidad de Terapia Intensiva; VMI,
Ventilacion Mecanica Asistida; IQR, rango de intercuartil; OXA, oxacilinasa; PDR, pandrogoresistencia
; XDR, resistencia extrema .

El andlisis univariado revel6é que la letalidad en la cohorte con K. pneumoniae se asocid
significativamente con una mayor edad (HR 1,017; IC 95% 1,004 - 1,029; p = 0,090),
insuficiencia renal cronica (CRF) (HR 1,824; I1C 95% 1,032 - 3,226; p = 0,039), infeccion por
COVID-19 (HR 2,545; I1C 95% 1,555 - 4,166; p < 0,001), resistencia a imipenem (HR 0,159; IC
95% 0,038 - 0,676; p = 0,013) y resistencia a meropenem (HR 0,362; IC 95% 0,144 - 0,912; p =

0,031). La Tabla 24 detalla los resultados del analisis univariado para cada variable de estudio.

El analisis multivariado confirm6 que la infeccién por COVID-19 es el Gnico factor independiente
de letalidad en pacientes con K. pneumoniae (HR 2,439; IC 95% 1,458 - 4,082; p = 0,001).
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RESULTADOS

Table 24. Factores prondsticos relacionados con la letalidad en pacientes con aislamiento de K. pneumoniae
(n=120), basados en un modelo de regresiéon de Cox univariado y multivariado

Tasa de letalidad
(n=74; 61.7%)

Andlisis univariadoHR
(95% CI; p-value)

Andlisis multivariadoHR
(95% CI; p-value)

Datos basales demograficos y clinicos

Edad (afios), mediana (IQR) 67 (61 - 75.5) 1.017 (1.004 - 1.029; .090)  1.010 (0.996 - 1.024; .138)
Sexo (femenino) 30 (40.5) 1.058 (0.659 - 1.700; .815) -
Hipertension 38 (51.4) 0.895 (0.564 - 1.418; .636) -
COVID-19 en curso 39 (52.7) 2.545 (1.555 - 4.166; <.001)  2.439 (1.458 - 4.082; .001)
Diabetes mellitus |1 22 (29.7) 1.160 (0.698 - 1.928; .568) -
Insuficiencia renal cronica 16 (21.6) 1.824 (1.032 - 3.226; .039) 1.759 (0.972 - 3.185; .062)
Evento cerebrovascular 7(9.5) 0.550 (0.251 - 1.205; .135) -
Hipotiroidismo 10 (13.5) 1.467 (0.748 - 2.876; .265) -
Obesidad (BMI >25kg/m?) 10 (13.5) 1.387 (0.709 - 2.715; .340) -
Tumor Sélido 2(2.7) 0.440 (0.108 - 1.799; .253) -
Enfermedad cardiovascular 3(4.1) 0.828 (0.260 - 2.640; .749) -
Enfermedad autoinmune 3(4.1) 0.529 (0.162 - 1.734; .293) -
Neoplasia hematologica 1(1.4) 0.594 (0.082 - 4.318; .607) -
EPOC 1(1.4) 0.317 (0.043 - 2.311; .257) -
APACHE Il, mediana (IQR) 13 (10-18) 1.025 (0.979 - 1.074; .290) -
Hospitalizacion en UCI 64 (86.5) 1.851 (0.946 - 3.620; .072) -
Requerimiento de VMA 68 (93.2) 2.071 (0.832 - 5.154; .118) -

Resistencia fenotipos y genotipos

XDR or PDR 59 (79.7) 0.705 (0.402 - 1.238; .224) -
KPC 63 (85.1) 0.821 (0.430 - 1.567; .550) -
KPC 2 9(12.2) 0.896 (0.441 - 1.820; .761) -
KPC 3 6(8.1) 0.957 (0.412 - 2.221; .918) -
ESBL 5(6.8) 1.958 (0.784 - 4.891; .150) -
NDM 5 (6.8) 0.540 (0.216 - 1.349; .187) -
Resistencia a antimicrobianos
Amikacin 43 (58.1) 0.947 (0.583 - 1.536; .824) -
Ampicillin/Sulbactam 73 (98.6) 0.207 (0.028 - 1.538; .124) -
Cefepime 67 (90.5) 0.760 (0.326 - 1.772; .525) -
Ceftazidime 73 (98.6) 0.260 (0.035 - 1.916; .186) -
Ceftriaxone 73 (98.6) 0.260 (0.035 - 1.916; .186) -
Ciprofloxacin 70 (94.6) 1.761 (0.552 - 5.614; .339) -
Colistina 25 (33.8) 0.738 (0.454 - 1.198; .219) -
Doripenem 71 (95.9) 0.159 (0.038 - 0.676; .013) -
Gentamicina 33 (44.6) 0.847 (0.534 - 1.344; .481) -
Imipenem 72 (97.3) 0.159 (0.038 - 0.676;.013)  0.261 (0.041 - 1.679; .157)
Meropenem 69 (93.2) 0.362 (0.144 - 0.912;.031)  0.451 (0.136 - 1.488; .191)
Piperacilina/tazobactam 73 (98.6) 0.260 (0.035 - 1.916; .186) -
Tigeciclina 10 (13.5) 1.209 (0.647 - 2.262; .551) -

APACHE, Puntuacién de Evaluacién Fisiologica de Salud Aguda y Cronica; BMI, indice de masa corporal; Cl, intervalo de
confianza ; EPOC, Enfermedad pulmonar obstructiva cronica ; COVID, Enfermedad por coronavirus; ESBL, B-lactamases de
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espectro extendido ; HR, relacion de riesgo ; UCI, Unidad de Terapia intensiva ; VMI, ventilacion mecanica asistida ; IQR,
rango de intercuartil ; KPC, Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM, New Delhi metallo-p-lactamase 1; PDR,
pandrogoresistencia; XDR, extremo drogo resistencia
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DISCUSION

Acinetobacter baumannii es reconocido como un patégeno oportunista que esta
causando brotes significativos de infeccion a nivel mundial [5], [14], [17]. Este
microorganismo puede provocar una amplia gama de cuadros clinicos, que incluyen
neumonias asociadas a ventilacién mecénica, infecciones relacionadas con dispositivos
intravasculares, infecciones del sitio quirdrgico, infecciones del torrente sanguineo, del

tracto urinario y de heridas [18].

Un analisis retrospectivo basado en datos de pacientes de 250 hospitales de EE.UU.,
utilizando la base de datos Premier Healthcare, abarcé el periodo del 1 de enero de 2014
al 30 de junio de 2019. Este estudio incluy6 a un total de 5,523 pacientes, de los cuales
2,047 (37,1%) presentaban A. baumannii resistente a carbapenémicos y 3,476 (62,9%)
eran sensibles a estos antibidticos. En general, A. baumannii se aisl6 con mayor
frecuencia de heridas (35,7%), sequido del tracto respiratorio (32,1%), sangre (13,7%),
orina (12,3%) y otras fuentes (6,3%) [149].

En el contexto del Hospital Teodoro Maldonado Carbo en Guayaquil, Ecuador, se
observé que la neumonia representd el 49,9% de los casos de infeccién por A. baumannii.
Otras infecciones incluyeron el tracto respiratorio (13,9%), infecciones de heridas
quirdrgicas (10%), bacteriemia no relacionada con otros sitios de infeccion (9,4%),
infecciones osteoarticulares (3,3%) y meningitis posquirtrgica (1,7%). Ademas, el
50,4% de los pacientes infectados presentaron neumonia asociada a ventilacion

mecanica.

En un estudio realizado por Ayobami et al., utilizando la base de datos EARS-Net en 28
paises europeos, incluyendo Noruega e Islandia, se report6 que las unidades de cuidados
intensivos (UCI) registraron una proporcion significativamente mayor de A. baumannii
resistente a carbapenémicos (54,0% [IC del 95%: 47,6-60,3%]) en comparacion con

otras unidades hospitalarias. Las unidades de medicina interna y las salas quirdrgicas

121



DISCUSION

mostraron proporciones de resistencia de A. baumannii a carbapenémicos del 30,8% (IC
del 95%: 25,1-37,1%) y del 33,0% (IC del 95%: 26,1-40,6%), respectivamente. Los
andlisis de regresion confirmaron que la probabilidad de encontrar A. baumannii
resistente a carbapenémicos en las UCI es marcadamente mayor en comparacion con
otras unidades hospitalarias. En contraste, la probabilidad de adquisicion de A.
baumannii resistente a carbapenémicos en unidades oncol6gicas es menor en
comparacion con unidades de medicina interna (OR: 0,61 [IC del 95%: 0,43-0,87, p =
0,006]). Se observaron proporciones sustancialmente méas altas de aislamientos
invasivos de Acinetobacter spp. recolectados en UCI en comparacién con otras unidades

hospitalarias en toda Europa [150].

En el Hospital Teodoro Maldonado Carbo, los pacientes fueron distribuidos
principalmente en cuatro éareas: la Unidad de Observacion del Adulto Mayor (54
pacientes, 8%), la Unidad de Cuidados Intensivos (39 pacientes, 5,7%), la Unidad de
Traumatologia (18 pacientes, 2,65%) y la Unidad de Cuidados Neuroldgicos (18
pacientes, 2,65%). Estas unidades representaron el 71% de los pacientes incluidos en el

estudio, de los cuales 57 pacientes (8,35%) estaban en la UCI.

Como era de esperarse, la mayoria de los aislamientos en este estudio provinieron de las
UCI, que son focos conocidos de transmision nosocomial de Acinetobacter spp. Este
estudio demuestra que la proporcion de A. baumannii resistente a carbapenémicos es
mas alta entre los aislamientos obtenidos en la UCI, donde los pacientes suelen tener
comorbilidades graves y estan expuestos a antibioticos y dispositivos que facilitan la
transmision de patdgenos [151]. Otros estudios han reportado que el ingreso a la UCI es
un factor de riesgo significativo para la adquisicién y aislamiento de infecciones por A.
baumannii resistente a carbapenémicos en diferentes regiones del mundo, como el norte
de Africa [150].

En nuestro estudio, la tasa de letalidad de los pacientes infectados por Acinetobacter
baumannii fue del 35%. Este resultado es comparable al reportado en el Manuel Gea

Gonzalez de México, donde el 33,3% de las muertes estaban asociadas a A. baumannii
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[152]. Sin embargo, el Hospital Nossa Senhora da Conceicdo en Porto Alegre, Brasil,
report6 una mortalidad en la UCI del 66% (101 pacientes) y una mortalidad hospitalaria
del 72% (111 pacientes) [153]. Ademas, un estudio realizado en China reveld que el
71,2% de los pacientes en UCI presentaron infeccion por A. baumannii, y el 86,5% de
los casos resistentes a multiples farmacos (XDR) sufrieron neumonia adquirida en el
hospital [154]. Otro estudio en el Hospital Nossa Senhora da Concei¢édo, Porto Alegre,
Brasil, mostré que el 45% de los 153 pacientes bajo ventilacion mecénica invasiva

(VMI) presentaron neumonia asociada a VMI con presencia de A. baumannii [153].

En nuestro analisis de los factores de riesgo asociados con la mortalidad en el Hospital
Regional de Guayaquil, Ecuador, encontramos que la insuficiencia renal crénica, el
tratamiento de hemodialisis (p < 0.001), la resistencia a piperacilina-tazobactam (p =
0.004), la exposicion a ventilacion mecanica asistida (p = 0.004), la resistencia a
imipenem (p = 0.022), la resistencia a meropenem (p = 0.029) y la hipertension arterial
(p = 0.003) fueron factores significativos. El andlisis multivariado revelé que la
exposicion a ventilacion mecénica asistida era el factor mas relevante asociado con la
mortalidad, con un valor de p = 0.013. Este hallazgo concuerda con el estudio de
Djordjevic et al., que identificd el uso de ventilacion mecénica, la estancia previa en otro
departamento y el uso previo de carbapenémicos como factores de riesgo de mortalidad
en pacientes con infecciones intrahospitalarias causadas por Acinetobacter baumannii

resistente a carbapenémicos (CRAB) [155].

Un estudio sobre la deteccion temprana y control de un brote de A. baumannii MDR en
un hospital de Quito, Ecuador, encontré que todos los pacientes involucrados fueron
transferidos de otros hospitales y recibieron tratamiento antibiético previo [4]. En
nuestro estudio en Guayaquil, el 87,7% de los pacientes recibieron antibiéticos previos,
de los cuales el 25% recibio6 meropenem y el 4,4% imipenem. Ademas, 34,4% de los

pacientes fueron referidos de otros centros asistenciales.

Un andlisis en un hospital estatal de Turquia, entre mayo de 2012 y abril de 2013,

identifico factores de riesgo para infeccion y colonizacién por A. baumannii resistente a
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carbapenémicos. Los factores independientes de riesgo incluyen colonizacion por CRAB
(p =0.000, OR = 8.25, IC del 95%: 3.51-19.40), uso de ventilador mecénico (p = 0.016,
OR = 3.38, IC del 95%: 1.25-9.15), estancia prolongada en UCI (>15 dias) (p = 0.000,
OR = 11.17, IC del 95%: 3.59-34.71) y antecedentes de uso de carbapenémicos (p =
0.000, OR =2.63, IC del 95%: 1.19-5.86) (164). Otros estudios también han informado
factores de riesgo como la duracién de la estancia en la UCI, la gravedad de la
enfermedad subyacente, ventilacién mecanica, procedimientos invasivos y el uso previo
de antibidticos. En el estudio de Li et al. (2017), se encontrd que la puntuacion APACHE
Il, la EPOC vy la enfermedad cardiaca fueron factores de riesgo independientes para
neumonia XCRAB [156].

Finalmente, un estudio multicéntrico en Turquia identificé factores importantes para la
mortalidad en pacientes con infecciones por A. baumannii, incluyendo el uso prolongado
de medicamentos en UCI, la bacteriemia asociada al ventilador, el uso de cefalosporinas
de tercera generacion antes del diagndstico de infeccion y la cirrosis hepéatica [157].

En nuestro estudio realizado en el Hospital Teodoro Maldonado Carbo en Guayaquil, la
resistencia de Acinetobacter baumannii a diversos antibidticos mostré patrones
preocupantes. Se observo una resistencia del 54% a ampicilina mas sulbactam, del 87%
a piperacilina mas tazobactam, del 72% a cefepima, del 66% a ceftazidima, del 72% a
ceftriaxona, del 80% a ciprofloxacino, del 82% a imipenem, del 73% a meropenem, del
5% a tigeciclina y del 2,5% a colistina. Estos resultados reflejan una tendencia similar a

la observada en otros hospitales a nivel mundial.

Un estudio previo en Guayaquil, de noviembre de 2012 a octubre de 2013, también
reporté altos niveles de resistencia: 94,2% de los aislamientos fueron resistentes a todos
los B-lactdmicos [65]. En comparacidn, estudios de vigilancia en Brooklyn, Nueva York,
con 1286 aislamientos de A. baumannii de 15 hospitales, encontraron que el 30% de los
aislados eran resistentes a tres 0 mas clases de antibioticos, incluyendo carbapenémicos,
fluoroquinolonas y aminoglucosidos [158], [159]. Ademas, un estudio multicéntrico en

Italia, de junio de 2017 a junio de 2018, document6 281 casos de bacteriemia por A.
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baumannii MDR, de los cuales el 34,8% se clasificaron como bacteriemia primaria. La
resistencia a los antibiéticos en estos casos fue alta: 1,4% a colistina, 87,3% a
gentamicina, 89,1% a amikacina y 100% a meropenem. El 98,6% de las cepas fueron
XDRy el 1,4% PDR [160]. En nuestro estudio, de 99 pacientes en area critica, el 47,22%
presentaron infecciones por A. baumannii MDR, el 23,33% por A. baumannii XDR y un

caso (0,5%) por A. baumannii PDR. De estos, 17 pacientes (9,4%) tuvieron bacteriemia.

Un estudio en Durban, Sudéfrica, de enero de 2008 a diciembre de 2014, encontr6 que
la resistencia de A. baumannii era del 53-60% para MDR, del 1-19% para XDR y del
1% para PDR [161] .Asimismo, un estudio multicéntrico en Turquia, de 6 meses, mostro
que la resistencia a amikacina era del 91,8%, a ampicilina/sulbactam del 99,4%, a
ceftazidima del 99,4%, a ciprofloxacina del 100%, a imipenem del 99,4%, a colistina del
1,2% y a tigeciclina del 1,7% [157].

Acinetobacter baumannii puede desarrollar diversos mecanismos de resistencia a los
antibidticos, resultando en cepas MDR, XDR y PDR. La produccion de carbapenemasas
es uno de estos mecanismos, clasificados como tipo A (serina carbapenemasas, como
KPC e IMI), tipo B (metalo-B-lactamasas, como IMP, VIM, SIM y NDM-1) y tipo D
(oxacilinas, como OXA), siendo estas Ultimas las méas prevalentes a nivel mundial, [162],
[163]. En nuestro estudio, las pruebas de biologia molecular no detectaron genes de B-
lactamasa intrinsecos, aunque no se descartd la produccion de tipos de oxacilina que
podrian justificar la resistencia, como OXA-24/40 u OXA-72 [65]. La resistencia
observada a imipenem y meropenem podria ser atribuida a mecanismos enzimaticos no

evaluados en este estudio.

Segun los estudios citados, Acinetobacter baumannii ha emergido como un patdgeno
oportunista exitoso en entornos nosocomiales debido a varias caracteristicas que
contribuyen a su supervivencia y persistencia. Su capacidad para tolerar la desecacion le
permite mantenerse viable en condiciones secas durante periodos prolongados, una
ventaja significativa en el entorno hospitalario [164]. Ademas, A. baumannii puede

adherirse a cubreobjetos de vidrio y formar biopeliculas, lo que incrementa
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considerablemente su supervivencia en comparacion con cepas que no forman
biopeliculas [165]. Esta capacidad de formar biopeliculas facilita la adherencia a
dispositivos médicos en pacientes en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), como
tubos endotraqueales, catéteres y sondas urinarias, contribuyendo a la alta frecuencia de

infecciones observadas en estos pacientes.

La mayor densidad de infecciones por A. baumannii en las UCI se atribuye a su habilidad
para sobrevivir en ambientes secos y formar biopeliculas que se adhieren a dispositivos
médicos. [164], [166]. Los dispositivos utilizados en la UCI, tales como los tubos
endotraqueales, son particularmente susceptibles a la colonizacion por A. baumannii, lo

que facilita la infeccion.

Uno de los procedimientos invasivos mas comunes en las UCI es la intubacion, que
reemplaza funciones fisiolégicas importantes como el calentamiento, la humidificacién
y la purificacion de la membrana respiratoria superior. Esto aumenta el riesgo de
desarrollar neumonia asociada a la ventilacion mecéanica (VAP) [167]. La formacion de
biopeliculas en el tracto endotraqueal y la microaspiracién de secreciones orofaringeas
contaminadas por flora endégena pueden desplazar patdégenos hacia el tracto respiratorio
distal. Ademas, la eliminacién de patégenos de la trdquea se ve reducida debido al
movimiento ciliar traqueal comprometido y a una tos debilitada, lo que favorece el
desarrollo de VAP [165].

Para prevenir la neumonia asociada a la ventilacion mecénica, se han implementado
varias estrategias en las UCI. Estas incluyen la interrupcion de la sedacion, el destete
temprano, la elevacién del cabecero de la cama y el cuidado de la salud bucal. Ademas,
algunas UCI han adoptado tubos endotraqueales recubiertos con sulfato de plata o con
fundas modificadas para minimizar la aspiracion y el drenaje de secreciones a través de
vias subgléticas continuas o intermitentes. También se han desarrollado nuevos
dispositivos para eliminar el biofilm del tubo endotraqueal, aplicar solucidn salina antes

de la succion y realizar una traqueotomia temprana [168].
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En cuanto al tratamiento antibiotico para Acinetobacter baumannii, la tendencia actual
favorece el uso de combinaciones de dos o tres agentes, que a menudo incluyen colistina
o tigeciclina. Algunos esquemas terapéuticos recomiendan altas dosis de tigeciclina,
como 100 mg cada 12 horas, en lugar de la dosis estandar de 50 mg IV cada 12 horas.
Para meropenem, se emplea una dosis estandar de 2 g cada 8 horas, mientras que la

colistina suele administrarse en dosis de carga [152].

En el Hospital Nossa Senhora da Conceicdo en Porto Alegre, Brasil, se utilizaron varias
combinaciones antibidticas: polimixina B mas meropenem, polimixina B mas
ceftazidima, polimixina B méas ampicilina-sulbactam, polimixina B més amikacina, y
combinaciones de ampicilina-sulbactam con polimixina B y tigeciclina, asi como
ceftazidima mas amikacina. La dosis de ampicilina-sulbactam en este hospital fue de 3
g IV cada 4 horas, y la de amikacina de 20 mg/kg/dia [153].

En nuestro estudio, de los 128 pacientes con resistencia a A. baumannii, 122 recibieron
el tratamiento adecuado mientras que 6 no lo hicieron debido a un diagnéstico tardio. La
terapia combinada incluyd colistina mas meropenem, ampicilina méas sulbactam, o
tigeciclina. Esto esta en linea con investigaciones previas que sugieren a la tigeciclina
como una opcién terapéutica efectiva contra A. baumannii [15]. En esquemas triples, se

utilizaron combinaciones de colistina, meropenem y ampicilina-sulbactam.

Los esquemas terapéuticos especificos en nuestro estudio fueron los siguientes:

e Ampicilina mas sulbactam y colistina: n = 22 (12,7%).
e Colistina mas meropenem: n = 45 (25%).
e Colistina més tigeciclina: n = 6 (3,3%).
e Meropenem maés tigeciclina: n = 3 (1,6%).
e Doxiciclina mas fosfomicina: n = 1 (0,5%).
e Esquemas triples:
o Colistina, doxiciclina y meropenem: n = 19 (10,5%).

o Meropenem, ampicilinay colistina: n = 7 (3,8%).
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o Doxiciclina, tigeciclina y meropenem: n = 3 (1,6%).
o  Colistina, doxiciclina y fosfomicina: n = 3 (1,6%).
e Monoterapia con colistina: n = 2.
e Combinaciones adicionales: ampicilina mas inhibidores de B-lactamasa (IBL),

meropenem, tigeciclina, colistina y doxiciclina.

Las dosis de meropenem variaron considerablemente entre los pacientes. Se
administraron 2 g 1V cada 8 horas a 47 pacientes, 1 g IV cada 8 horas a 13 pacientes, y
para aquellos con insuficiencia renal, se ajustaron las dosis segun la funcién renal: 1 g
cada 12 horas en 6 pacientes, 1 g IV al dia en 2 pacientes y 2 g IV cada 12 horas en 2
pacientes.

El impacto de la pandemia de SARS-CoV-2 en la propagacién de la resistencia a los
antibidticos en los entornos de atencién médica aln no se ha descrito completamente.
Sin embargo, el reciente aumento en la prevalencia de bacterias productoras de
carbapenemasas (CPB) puede atribuirse, en parte, a la pandemia de SARS-CoV-2.
Factores como las largas hospitalizaciones, el uso inadecuado de antibiéticos (ya sea en
terapias empiricas o como tratamientos dirigidos) y el incumplimiento de las medidas de
prevencion y control de infecciones han contribuido a la propagacién de bacterias Gram-
negativas productoras de carbapenemasas, particularmente Acinetobacter baumannii
(CRAB) y bacterias resistentes a carbapenémicos (CRE) [169]. Este fenémeno ha
resultado en un aumento en el nimero de infecciones a lo largo de los afios,
especialmente durante el afio 2020, coincidiendo con el auge de la pandemia de COVID-
19 [170].

Un estudio retrospectivo de cohortes en adultos hospitalizados en Wuhan mostré que la
mitad de los pacientes no sobrevivientes sufrian infecciones secundarias, y se observo
neumonia asociada al respirador en diez (31%) de los 32 pacientes que requirieron

ventilacién mecénica invasiva [171].
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En otro estudio realizado por Li, J., Wang, J., Yang, Y. et al., se report6 que la incidencia
de infecciones bacterianas secundarias (IBS) en pacientes hospitalizados con COVID-
19 en Wuhan, China, fue del 6,8%, cifra menor en comparacion con estudios previos
gue indicaban tasas entre el 10% y el 15%. De los cultivos realizados en 102 pacientes,
se aislaron 159 cepas bacterianas, siendo las bacterias Gram-negativas predominantes,
representando el 85,5% de los aislados. Las tres principales bacterias identificadas
fueron Acinetobacter baumannii (35,8%), Klebsiella pneumoniae (30,8%) vV
Stenotrophomonas maltophilia (6,3%). Ademas, se identificaron infecciones con
bacterias mixtas en 46 pacientes, principalmente A. baumannii combinada con K.
pneumoniae (41,3%). Las tasas de resistencia a carbapenémicos fueron del 91,2% para
A. baumannii y del 75,5% para K. pneumoniae [172]. Estos hallazgos son consistentes
con nuestro estudio, en el que se encontraron aislamientos de A. baumannii y K.

pneumoniae, ambos presentes en 43 muestras.

En un estudio reciente realizado en hospitales de Libia durante la tercera ola de SARS-
CoV-2, entre mayo Yy junio de 2021, se recogieron muestras de pacientes y se realiz6 un
analisis molecular para caracterizar la resistencia a carbapenémicos y colistina en cepas
bacterianas Gram-negativas. En este estudio, Klebsiella pneumoniae (n = 32) mostré que
la metaloenzima NDM fue la carbapenemasa méas prevalente. Por otro lado, en
Acinetobacter baumannii (n = 21), la enzima OXA-23 fue el gen de carbapenemasa mas

comun, detectado en 19 aislamientos [178].

En el Hospital Universitario Virgen de las Nieves de Granada (Espafia), durante un
periodo de seis afios, se observé un incremento en los episodios de bacterias productoras
de carbapenemasas en 2020 (37,54%). Las bacterias aisladas con mayor frecuencia en
estos episodios fueron Klebsiella pneumoniae (37,19% del total de episodios), seguida
de Acinetobacter baumannii (23,10%). En pacientes con SARS-CoV-2, se detectaron

varios grupos de carbapenemasas, incluidos OXA, VIM, KPC y NDM. En K.
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pneumoniae, se identificaron las carbapenemasas KPC-3, OXA-48 y NDM-5, mientras
que en A. baumannii se asocio la produccion de OXA-23 con el clonal ST2 [170].

En un estudio retrospectivo realizado en dos hospitales de Ciudad Real, se aislaron 156
cepas de Klebsiella pneumoniae portadoras del gen bla KPC-3, con un perfil Gnico
perteneciente a ST512 en 31 cepas estudiadas. De los pacientes infectados, el 25%
mostraron infecciones nosocomiales o relacionadas con la atencion sanitaria, y el 93%
presentaban alguna enfermedad de base. La tasa de mortalidad en el primer mes fue del
31% [173].

En Europa, se ha detectado la presencia del gen bla KPC-like (principalmente KPC-2 y
KPC-3) en aislamientos de Klebsiella pneumoniae provenientes de varios paises,
incluyendo Austria, Bélgica, Republica Checa, Alemania, Grecia, Italia, Rumania y el

Reino Unido. Esto demuestra una amplia diseminacion del gen en la region [174].

Un estudio realizado en el Centro Médico de la Universidad de Pittsburgh (UPMC)
encontrd que el 97% (106/109) de los aislamientos de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos albergaban el gen bla KPC. De estos, el 76% (81/106) codificaba KPC-
2 y el 24% (25/106) codificaba KPC-3. Todos los aislamientos fueron resistentes al
meropenem, aunque el 84% (92/109) y el 76% (83/109) fueron susceptibles a colistina

y gentamicina, respectivamente [175].

En nuestro estudio realizado en Guayaquil, Ecuador, se identificaron 103 de 120
pacientes con K. pneumoniae portadora de bla KPC (85,8%). De estos, solo el 17,4%
(18/103) codificaba KPC-2 y el 9,7% (10/103) codificaba KPC-3. Las enzimas BLEE y
NDM fueron menos frecuentes, con una prevalencia de 5,8% (7/103) y 9,2% (11/103),

respectivamente.

En un estudio de dos hospitales centrales en el norte de Portugal, que abarcé desde 2010
hasta 2020, se analizaron 102 aislamientos de K. pneumoniae resistentes a multiples
farmacos (MDR). Las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos revelaron una

alta tasa (>90%) de resistencia a la mayoria de los antibioticos B-lactamicos, excepto a
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los carbapenémicos y cefamicinas, con tasas de susceptibilidad que oscilaron entre 23,5-
34,3% y 40,2-68,6%, respectivamente [174].

En nuestro estudio, mas del 50% de los aislamientos mostraron resistencia a
ampicilina/sulbactam (9,4%), ceftriaxona (99,4%), ceftazidima (99,4%), imipenem
(98,7%), piperacilina/tazobactam (98,7%), meropenem (96,8%), doripenem (96,2%),
cefepima (90,4%), ciprofloxacina (88,5%) y amikacina (56,7%). La resistencia a
colistina fue del 37,6% y a tigeciclina del 12,1%. Las caracteristicas clinicas de nuestros
pacientes fueron similares a las descritas en otros estudios, con una mediana de edad de
65 afios (R1Q 52 a 73,8), siendo 39,2% mujeres y 60,8% varones.

En un estudio retrospectivo realizado en Albaha, Arabia Saudita, que abarcé dos afios y
analiz6 infecciones respiratorias por Acinetobacter baumannii multirresistente en
pacientes criticos, se recolectaron 115 muestras positivas de A. baumannii de pacientes
intubados en la UCI. La mayoria de los aislamientos provinieron del aspirado
endotraqueal (83/115), seguido del esputo (32/115). La edad de los pacientes oscilaba
entre 19 y 105 afios, siendo la mayoria de 65 a 84 afios (40%, 47/115). El 93% (107/115)
desarroll6 neumonia asociada a la ventilacion mecénica, y cinco de ellos desarrollaron
bacteriemia. Las cepas MDR representaron la mayoria de los aislamientos (62%),
mientras que las cepas XDR y PDR representaron el 35% vy el 3%, respectivamente.
Alrededor del 98% de los aislamientos fueron resistentes a carbapenémicos, y se observo
una mayor resistencia a la colistina (15%) en comparacion con la tigeciclina (3%).
Aproximadamente el 60% de los aislamientos fueron sensibles a los aminoglucésidos, y

el 85% fueron sensibles a tigeciclina y colistina [176].

En nuestro estudio, los ingresos hospitalarios por Acinetobacter baumannii se debieron
principalmente a neumonia bacteriana (40,2%) y neumonia relacionada con COVID-19
(35,9%). El 79,1% de los pacientes requirio ventilacion mecénica invasiva (VMI). Mas
del 50% de los aislamientos provinieron de aspirado traqueal (55%), mientras que el
resto se obtuvo de hemocultivos (15,7%). La resistencia a antibioticos mostré que méas

del 50% de los aislamientos eran resistentes a ciprofloxacino (94,4%),

131



DISCUSION

piperacilina/tazobactam (92,3%), imipenem (89,9%), meropenem (88,9%), cefepima
(86,4%), ampicilina/sulbactam (81,5%), ceftazidima (71,8%) y gentamicina (62%).
Menos del 10% eran resistentes a tigeciclina (5,9%), amikacina (4,9%) o minociclina

(0,3%), y se determind una tasa de resistencia del 0% para la colistina.

Segun el antibiograma estandar en nuestro estudio, A. baumannii se clasifico como MDR
(13,4%), XDR (85,8%) y PDR (0,7%), con predominio de cepas XDR. Estos resultados
son consistentes con un estudio realizado en un hospital universitario en Lituania en
2015, donde las cepas de A. baumannii se clasificaron como MDR (13,3%), XDR
(68,3%) y PDR (18,3%) [174].

Un estudio previo realizado en el mismo hospital en Guayaquil entre enero de 2017 y
diciembre de 2018 revel6 que el 47,22% de los aislamientos correspondian a A.
baumannii MDR, el 23,33% a XDR y el 0,5% a PDR, indicando un incremento en la

resistencia con el tiempo [177].

Durante la pandemia de COVID-19, en Albaha, Arabia Saudita, se reportd que las cepas
MDR representaron la mayoria de los aislamientos (62%), mientras que las cepas XDR

y PDR fueron el 35% vy el 3%, respectivamente [176].

En Polonia, un estudio de secuenciacion del genoma completo de 15 aislados
seleccionados identifico B-lactamasas de clase D (CHDL) intrinsecas y adquiridas. Se
encontraron los genes blaOXA-66 (similar a OXA-51; n = 15), ISAbal-blaOXA-23
(similar a OXA-23; n = 7), ISAba3-blaOXA-58-1SAba3 (similar a OXA-58; n =2) y
blaOXA-72 (similar a OXA-24; n = 6), los cuales contribuyeron a la resistencia a

carbapenémicos [175].

La resistencia a carbapenémicos estd principalmente asociada a la produccién de
carbapenemasas de clase D (186), siendo las B-lactamasas de clase D las mas comunes
en A. baumannii. Las subclases de CHDL asociadas con A. baumannii incluyen enzimas
cromosdmicas intrinsecas similares a OXA-51 y enzimas adquiridas similares a OXA-

23, OXA-24, OXA-58, OXA-143 y OXA-235 [178].
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Un estudio realizado en un hospital chino entre 2014 y 2016 encontré una alta
prevalencia y diseminacion clonal de A. baumannii productor de OXA-72. De los 107
aislamientos de Acinetobacter, 101 correspondian a A. baumannii. De estos, el 77,2%
fueron resistentes a carbapenémicos (meropenem o imipenem), y el 42,3% de los
aislados resistentes a carbapenémicos portaban el gen similar a blaOXA-23, mientras
que el 57,7% portaban el gen similar a blaOXA-24/40. Todos los aislamientos
albergaban el gen similar a blaOXA-51, y la secuenciacion de ADN mostré que los
amplicones similares a blaOXA-24/40 correspondian a blaOXA-72 [179].

En un estudio realizado en un hospital terciario en Varsovia, Polonia, entre 2009 y 2014,
se recolectaron 61 aislamientos no repetitivos de A. baumannii no susceptibles al
imipenem. El andlisis por PCR revel6 la presencia de genes intrinsecos similares a
blaOXA-51 y genes adquiridos similares a blaOXA-23 en el 23% de los aislamientos,
blaOXA-24 en el 64% y blaOXA-58 en el 10% [180].

En nuestro estudio, se identificaron B-lactamasas de tipo OXA en 125 de 223
aislamientos de A. baumannii (56,1%). Las B-lactamasas detectadas incluyeron OXA-
51 (96%), OXA-24 (60%), OXA-72 (51,2%), OXA-23 (37,6%), OXA-143 (8%) y
OXA-58 (2,5%). Un estudio anterior en Guayaquil también detect6 el gen blaOXA-
24/40 en 29 aislamientos pertenecientes al clon A, mientras que blaOXA-23 se detectd
en 4 aislamientos. La secuenciacién de ADN identific6 al amplicon blaOXA-24/40 como
blaOXA-72 [65].

En México, entre 2004 y 2011, el 84% de los aislamientos de A. baumannii fueron
resistentes a meropenem, el 71,3% a imipenem y el 78,3% de los aislamientos resistentes
fueron positivos para metalo-p-lactamasas, con el 49,6% de los aislamientos intermedios

o resistentes a carbapenémicos portando el gen blaOXA-72 [176].
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En un estudio de casos y controles realizado durante un brote de Klebsiella pneumoniae
KPC en un hospital del sur de Madrid, se identifico que la exposicion previa a
antibidticos era el unico factor con significacion estadistica para desarrollar infeccion,
con un Odds Ratio (OR) de 13 (IC 95%: 2,40-70,46). En cuanto a la mortalidad global,
se observo un mayor riesgo asociado a la presencia de neumonia (OR 25, IC 95%: 1,93-
323,55) y al uso de ventilacién mecénica invasiva (OR 15,33, IC 95%: 1,92-122,8). La
mortalidad atribuible se asocié significativamente solo con la ventilacion mecénica
invasiva (OR 18, IC 95%: 1,48-218,95) [181].

Un estudio multicéntrico de casos y controles, que incluy6 a 422 pacientes con infeccién
por K. pneumoniae resistente a carbapenémicos (CRKP) y 948 pacientes con infeccion
por K. pneumoniae sensible a carbapenémicos, realizado entre marzo y julio de 2017,
encontré que la exposicion a carbapenémicos fue el Unico predictor comin para
diferentes tipos de infeccion por CRKP. La mortalidad bruta a los 28 dias en pacientes
con CRKP fue del 24,2%, y se asoci6 de manera independiente con el sexo, la unidad de
admisioén y el tipo de infeccion [182].

En otro estudio, se identificaron 99 pacientes con infeccion por K. pneumoniae resistente
a carbapenémicos y 99 controles. La infeccion por CRKP se asocié de forma
independiente con un trasplante reciente de érganos o células madre (P = 0,008), la
recepcion de ventilacién mecanica (P = 0,04), una estancia hospitalaria prolongada antes
de la infeccion (P = 0,01), y la exposicién a cefalosporinas (P = 0,02) y carbapenémicos
(P < 0,001) [183]. Un estudio retrospectivo observacional en el Hospital Clinico de
Valladolid, realizado entre el 1 de marzo y el 31 de mayo de 2020, revel6 que los
principales factores de riesgo de infeccidn en pacientes ingresados en la UCI fueron la
ventilaciébn mecanica, el catéter venoso central, la sonda urinaria y el uso de

inmunomoduladores como interferdn beta-1b (IFN-B) y tocilizumab (p < 0,05) [184].

En el Hospital General de México, A. baumannii se asocié con una alta tasa de

mortalidad (72%). La mayoria de estas muertes se asociaron con aislamientos XDR o
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PDR en pacientes con COVID-19 atendidos en la Sala de Enfermedades Respiratorias
[176].

Un estudio prospectivo realizado en el marco del programa de vigilancia de la resistencia
a los antimicrobianos CARES en China, que incluyé 160 aislamientos de infecciones del
torrente sanguineo (80 aislamientos), neumonia adquirida en el hospital (50
aislamientos) e infecciones intraabdominales (30 aislamientos), mostré que los pacientes
no sobrevivientes presentaban una prevalencia significativamente mayor de enfermedad
pulmonar subyacente (P = 0,017), uso reciente de glucocorticoides (P = 0,023), uso de
canula arterial (P = 0,002), catéter venoso central (P = 0,001), intubacién endotraqueal
(P < 0,001) y traqueotomia (P = 0,029). La regresion logistica multivariante indic6 que
la resistencia a los carbapenémicos (P = 0,0011) fue un factor de riesgo independiente
para la mortalidad por todas las causas a los 30 dias [185].

En nuestro estudio, el analisis univariado mostr6 que la letalidad en la cohorte de A.
baumannii se asocié significativamente con mayor edad, sexo femenino, infeccion por
COVID-19, mayor puntaje APACHE, estancia en UCI y resistencia a tigeciclina. El
analisis multivariado confirm6 que los factores independientes de letalidad en A.
baumannii son la infeccién por COVID-19, el puntaje APACHE, la estancia en UCl y

la resistencia a tigeciclina.

El tratamiento antimicrobiano inapropiado ha demostrado estar asociado con una mayor
mortalidad en infecciones graves por Acinetobacter baumannii frente a cepas resistentes
a carbapenémicos. Los antibi6ticos carbapenémicos no parecen ser la opcién mas eficaz
en estos casos[186]. La controversia sobre el beneficio clinico de la monoterapia frente
a la terapia combinada persiste debido a la falta de evidencia definitiva proveniente de
ensayos controlados aleatorizados, siendo la mayoria de los estudios observacionales
[187].

En un estudio prospectivo realizado en 28 hospitales espafioles, se evaluaron 101

pacientes con sepsis por A. baumannii MDR. Se observo que el 67,3% de los pacientes
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recibieron  monoterapia, utilizando  carbapenémicos, colistina, tigeciclina,
ampicilina/sulbactam o tetraciclina. El 32,7% recibi6 terapia combinada. La neumonia
fue la infeccion méas frecuente (50,5%), y el 68,6% de estos casos se asocid con
ventilacion mecéanica asistida. Entre los regimenes combinados, se incluyé rifampicina,
gue no esta disponible en Ecuador debido a restricciones por su uso en tuberculosis. Un
estudio multicéntrico en Italia concluy6 que la adicién de rifampicina a la colistina no

redujo la mortalidad a los 30 dias en infecciones graves por A. baumannii XDR [188].

En el Hospital Siriraj en Bangkok, Tailandia, se compar6 la monoterapia con colistina
frente a una terapia combinada con colistina y fosfomicina intravenosa en pacientes con
infecciones por A. baumannii resistentes a carbapenémicos entre enero de 2010 y marzo
de 2011 [189].

En el Centro Médico de la Universidad de Pittsburgh (UPMC), se evaluaron diversos
regimenes de tratamiento para pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos. Los regimenes incluyeron ceftazidima-avibactam, administrada como
monoterapia 0 en combinacion con gentamicina, asi como otros tratamientos
combinados. Los pacientes recibieron monoterapia con aminoglucdésidos,
carbapenémicos, colistina, tigeciclina o ciprofloxacino, y terapia combinada con

diversos antibidticos [175].

En nuestro estudio en Guayaquil, Ecuador, los pacientes con K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos fueron tratados principalmente con meropenem (31,7%), colistina y
meropenem (6,6%), amikacina y meropenem (3,1%), y colistina, doxiciclina y

meropenem (2,1%).

Dado que el desarrollo de nuevos agentes antimicrobianos avanza lentamente, es crucial
optimizar el uso de los medicamentos disponibles. Esto debe lograrse mediante ensayos
clinicos aleatorizados adecuados que ofrezcan evidencia s6lida sobre la eficacia de las

opciones terapéuticas actuales.
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CONCLUSIONES

1. Se ha observado un aumento en los aislamientos de Acinetobacter baumannii y
Klebsiella pneumoniae en secreciones traqueales y en cuidados intensivos,
relacionado con la alta tasa de pacientes y ventilacién mecénica durante la
pandemia desde 2020.

2. Las cepas multirresistentes, extensamente resistentes y pandrogoresistentes
muestran alta resistencia a carbapenémicos, lo que subraya la necesidad de
alternativas terapéuticas como colistina y tigeciclina.

3. Esesencial prescribir carbapenémicos con precaucion, basandose en
antibiogramas para tratamientos personalizados.

4. La produccién de carbapenemasa KPC (KPC-2 y KPC-3) es el principal
mecanismo de resistencia en K. pneumoniae, complicando su deteccién y
contribuyendo a una alta mortalidad.

5. A. baumannii presenta resistencia a carbapenémicos mediante la produccién de
oxacilinasas (OXA-24, OXA-40, OXA-72), con posible propagacion clonal de
genotipos productores de OXA-72.

6. La pandemia ha intensificado la resistencia antimicrobiana en A. baumannii y
K. pneumoniae debido a sobrecarga de trabajo y falta de recursos.

7. Es crucial mantener vigilancia continua para controlar la diseminacion de estas
cepas y orientar politicas de control de infecciones.

8. Se deben implementar protocolos en pacientes con ventilacién mecanica o
hemodialisis para prevenir biopeliculas, neumonia asociada a la ventilacion, y
optimizar el manejo de secreciones.

9. Es necesario investigar nuevos antibidticos inhibidores de B-lactamasa y

promover el uso adecuado de los antibi6ticos existentes.
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ABREVIACIONES

CDC: Centro de Control y Prevencion de Enfermedades, por sus siglas en inglés
CIM: Concentracion minima inhibitoria

ARM: Resistencia a los antimicrobianos

IACS: Infecciones debidas a la asistencia sanitaria

VMI: Ventilacion Mecénica Asistida

IAAS: Infecciones asociadas a la atencién médica

VAP: Neumonia asociada a la ventilacion mecénica
CLABSI: Bacteriemia asociada a la linea central

CAUTI: la infeccion del tracto urinario asociado a catéter
UCI: Unidad de Cuidados intensivos

MDR: Multirresistencia

XDR: Resistencia extrema

PDR: Panresistencia

CRAB: Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémico
XCRAB: Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, con resistencia
extendida

MBL.: metalo-B-lactamasas

BSI: infecciones asociadas al torrente sanguineo

ITU: infecciones del tracto urinario

ITS: infeccion del torrente sanguineo

CIM: concentracion inhibitoria minima

CLSI: Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
CPE: Enterobacteriaceae productoras de carbapenemasas
GNB: Bacterias Gram-negativas

CPB: Bacterias productoras de carbapenemasas

CRE: Bacterias resistentes a carbapenémicos

IBS: Infecciones bacterianas secundarias
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MBL: Metalo-B-lactamasas
CHDL: B-lactamasas de clase D que hidrolizan carbapenémicos
EUCAST: Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos
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Abstract: Antibiotic overuse and the resulting antimicrobial resistance pose significant global public
health challenges, providing an avenue for opportunistic pathogens like Acinetobacter baumannii
to thrive. This study will report the trends of Acinetobacter baumannii antimicrobial resistance pat-
terns at the Hospital Teodoro Maldonado Carbo, Ecuador. An observational, analytical, longitudi-
nal, and prospective study was conducted involving patients diagnosed with hospital-acquired in-
fections. Antimicrobial susceptibility testing was performed, followed by molecular analysis of car-
bapenemase genes in Acinetobacter baumannii isolates. We included 180 patients aged from 16 to 93
years. The hospital mortality rate was 63/180 (35%). Invasive mechanical ventilation (IMV) was in-
dicated in 91/180 patients (50.4%). The overall survival (OS) rate in patients on IMV was 49.5%
(45/91), with a median survival of 65 days. The OS rate in patients not on IMV was 80.9% (72/89),
with a median survival of 106 days (HR 2.094; 95% CI 1.174-3.737; p = 0.012). From multivariate
analysis, we conclude that ventilator-associated pneumonia is the most related factor to OS.

Keywords: Acinetobacter baumannii; antimicrobial resistance; resistance; carbapenemase; colistin

1. Introduction

Acinetobacter baumannii is a gram-negative coccobacillus that can be found in the en-
vironment, soil, plants, inanimate surfaces, and even on the skin. Acinetobacter baumannii
has great clinical importance as it can infect patients with chronic diseases and comorbid-
itics, as well as those that have undergone surgery and other invasive procedures such as
vascular and urinary catheters, parenteral nutrition, tracheostomy, or invasive mechanical
ventilation (IMV). Such patients might develop several medical conditions like bactere-
mia, sepsis, ventilator-associated pneumonia (VAP), postsurgical meningitis, urinary tract
infections, surgical wound infections, etc. Therefore, it is necessary to administer a wide
range of antibiotics to which Acinetobacter baumannii could be resistant. Multiple drug re-
sistance (MDR) is defined as a bacterium with non-susceptibility to at least one agent in
three antimicrobial categories. Extensive drug resistance (XDR) indicates non-susceptibil-
ity to at least one agent in almost all the antimicrobial categories. Pan-drug resistance
(PDR) is non-susceptibility to all the antimicrobial categories [1,2].
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Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) and extended CRAB (XCRAB)
have been defined as the resistance of Acinetobacter baumannii to 3-lactams, aminoglyco-
sides, fluoroquinolones, carbapenems, and every drug except for tigecycline and colistin
[1,3]. Acinetobacter baumannii’s resistance to carbapenems has led to high mortality due to
hospital-acquired infections, and its increasing drug resistance calls for the development
of new antibiotics [4]. This pathogen has become very interesting over the last decade due
to its natural MDR phenotype, which acquires new resistance mechanisms [5]. Acinetobac-
ter baumannii is considered an opportunistic bacterium associated with high morbidity
and mortality, being a common Intensive Care Unit (ICU) guest [6,7].

Acinetobacter is often transmitted to patients through exposure to an infected envi-
ronment and through contaminated hands of health workers. The predisposition to these
infections is caused by the pressure of colonization, extended-spectrum antibiotic expo-
sure selection, and disruption of anatomic barriers (for example, catheter placement or
endotracheal tubes, and traumatic or surgical skin and integument lesions). Infections
with Acinetobacter baumannii are associated with IMV, intravenous and urinary catheteri-
zation, surgery, invasive procedures, and extended-spectrum antimicrobial procedures,
especially in patients presenting burns, traumatology patients, and those in the ICU [8].
This nosocomial pathogen can live for long periods on different surfaces due to the devel-
opment of biofilms [9]. The main infections include (i) IMV exposure and consequent VAP;
(i) infections associated with intravascular devices; (iii) surgical wound infections; (iv)
bloodstream infections; (v) urinary tract infections; and (vi) postsurgical meningitis [10].
Although it is mainly a pathogen associated with medical care, Acinetobacter baumannii
infections can also occur outside medical care facilities, as reported in wounded soldiers
of the Gulf War [11] and in the victims of the Turkey earthquake [12,13]. Furthermore,
Acinetobacter baumannii has been spotted in tropical and subtropical regions as a commu-
nity-acquired pathogen associated with relatively high mortality [8].

Often, this organism invades patients with comorbiditics, antibiotic exposure, and
recent hospitalization, which makes it complicated to determine whether it is the patho-
gen causing an infection of interest, particularly in patients with non-sterile localized in-
fections such as pneumonia and wound infection [14]. Infections caused by Acinetobacter
baumannii have been identified globally and are increasing. It is the cause of 2-10% of all
gram-negative infections in the ICU of the USA and Europe [15]. The resistance of Acineto-
bacter baumannii to antibiotics is due to a combination of mechanisms that include a wa-
terproof cell membrane, an increase in outflow pumps, extended spectrum p-Lactamases
(ESBL), Metallo-B-Lactamase (MBL), and carbapenem-hydrolyzing class D p-Lactamase
(CHDL) [16,17].

In Latin America, several cases of Acinetobacter baumannii have been reported. The
situation with Acinetobacter baumannii CRAB/XCRAB is especially worrying in developing
countries like Ecuador, where hospital conditions and policies are not updated, increasing
the nosocomial infection risk [18]. Here, we describe the healthcare-associated infections
causcd by Acinetobacter baumannii that were identified in different units at the Hospital
Teodoro Maldonado Carbo (HTMC), Guayaquil, Ecuador. The clinical and molecular ep-
idemiology of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii is analyzed together with pa-
tient characteristics such as comorbidities, gender, age, and surgeries in order to identify
the susceptibility profiles of patients to promote a more effective action protocol.

2. Results

A total of one hundred eighty (180) patients with Acinetobacter baumannii infections
were included in this study. Signed informed consent for research purposes was obtained
from all patients with Acinetobacter baumannii infection or their legal guardians. Patients
and hospital areas presenting such cases and their numbers are summarized in Table 1.
Four units, i.c., the Senior Observation Unit, Intensive Care Unit, and Traumatology and
Neurological Care Unit, were responsible for 129 infected patients, that is, 71% of the pa-
tients included in this study.
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Table 1. Infection frequency according to hospital units.

Number of Frequency Related to the

Hospital Unit Patients Infected Number of l?atients. in
each Hospital Unit

Neurological Care Unit 18 2.65%
Endocrinology Hospitalization 1 0.15%
Intensive Care Unit 39 5.74%
Neurology Unit 2 0.29%
Traumatology Hospitalization 18 2.65%
Senior Observation 54 7.95%
Infectiology Hospitalization 3 0.44%
Internal Medicine Unit 6 0.88%
Pulmonology Unit 10 1.47%
Emergency Unit 5 0.73%
Nephrology Unit 6 0.88%
Ophthalmology Hospitalization 1 0.14%
Urology Outpatient Service 6 0.88%
Gynecology Outpatient Service 3 0.44%
High Obstetrical Risk 4 0.59%
Plastic Surgery Hospitalization 3 0.44%
Hematology Unit 1 0.14%

The demographic characteristics of the study population are summarized in Table 2,
including 58% women and 42% men with Acinetobacter baumannii infections, identified
along a median of 31.5 days of hospitalization. Overall, 63 fatalities (35% mortality rate)
were observed in patients with Acinetobacter baumannii infections (Table 3). The causes of
hospitalization of infected patients are described in Table 3. The most predominant causes
were cerebrovascular accident (32.2%), limb trauma (13.9%), and chronic renal failure
(9.4%).

Table 2. Demographic characteristics of the studied population.

(n=180)

Age (years old, yo), median (IQR) 57.5 (38-71.3)

Pediatric (<18 yo) 7(3.9)

Young adults (18-39 yo) 39 (21.7)

Adults (40-64 yo) 70 (38.9)

Elderly (265 yo) 64 (35.6)
Gender (female), 1 (%)

Female 58 (32.2)

Male 122 (67.8)
History of diabetes, 1 (%) 47 (26.1)
History of high blood pressure, 1 (%) 81 (45.0)

IQR, interquartile range.
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Table 3. Clinical characteristics of patients included in the study.
(1 =180)
Hospital lethality, 1 (%) 63 (35.0)
Hospital department, n (%)
Outpatient service 15 (8.3)
Hospitalization 66 (36.7)
Critical area 99 (55.0)
Underlying disease, 1 (%)
Cerebrovascular accident 58 (32.2)
Limb trauma 25(13.9)
Chronic renal failure 17 (9.4)
Pneumonia 16 (8.9)
Acute surgical abdomen 12 (6.7)
Cancer 11 (6.1)
Skin and subcutancous tissuc infections 10 (5.6)
Urinary tract infection 9 (5.0)
Preeclampsia, eclampsia, or HELLP syndrome 8(44)
Rheumatoid arthritis 6(3.3)

Clinical characteristics related to the different types of infections are summarized in
Table 4. Pneumonia represented 49.9% of infected patients, 13.9% of patients had urinary
tract infections, 10% had surgical wound infections, 9.4% had bacteremia not related to
other sites of infection, 3.3% suffered from osteoarticular infections, and 1.7% had surgical
meningitis. Regarding associated risk factors, 91/180 patients (50.4%) had IMV-associated
infections.

Table 4. Infection under study: type, study sample, and possible associated factors.

(1 =180)
Type of infection, n (%)
Pneumonia 88 (48.9)
Urinary tract infection 25(13.9)
Surgical wound infection 18 (10.0)
Bacteremia not related to other sites of infection 17 (9.4)
Skin and soft tissue infection 13(7.2)
Upper respiratory tract infection 10 (5.6)
Osteoarticular infection 6(3.3)
Postsurgical meningitis 3(1.7)
Anatomical sites of isolation, 1 (%)
Trachcal aspirate 71(394)
Urine culture 25(13.9)
Surgical wound 18 (10.0)
Sputum 17 (9.4)
Tissue sample 12 (6.6)
Bronchoalveolar lavage 10 (5.5)
Blood culture 9 (5.0)
Catheter culture 8(4.4)
Rectal swab 6(3.3)
Cerebrospinal fluid 3(1.7)
Pleural fluid jRGE D)
Associated risk factors, 1 (%)
Invasive mechanical ventilation (IMV) 91 (50.6)

Other invasive techniques 157 (87.2)
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An extensive statistical analysis relating different factors with mortality due to hos-
pital-acquired infection is summarized in Tables 5 and 6. Univariate Cox regression con-
cluded that the main risk factors associated with high mortality were a history of chronic
renal failure (p < 0.001), hemodialysis (p < 0.001), piperacillin plus tazobactam resistance
(p=0.004), a history of high blood pressure (p =0.003), IMV exposure (p =0.005), imipenem
resistance (p = 0.022), and meropenem resistance (p = 0.029) (Table 5). A multivariate anal-
ysis (Table 6) revealed that IMV exposure was the most important factor associated with
the patients” mortality (p = 0.012), followed by hemodialysis (p = 0.022) and a history of
high blood pressure (p = 0.041). It is important to highlight the potential mutually ex-
cluded association between hemodialysis and a history of high blood pressure: 20/80 pa-
tients with a history of high blood pressure were under hemodialysis (25%), but 20/27
patients under hemodialysis had a history of high blood pressure (74%).

Table 5. Relationship between different variables under study vs. death related to the infection un-
der study during hospital stay: univariate Cox regression.

Variable HR (95% CI; p-Value)
Gender (female) 1.694 (1.003-2.883; 0.050)
Prior hospitalization in the last 90 days 0.985 (0.590-1.643, 0.950)
History of diabetes 1.602 (0.950-2.715; 0.079)
History of high blood pressure 2.140 (1.281-3.550; 0.003)

History of chronic renal failure
Nosocomial infection
Invasive mechanical ventilation (IMV) exposure
Time spent under mechanical invasive ventilation
Invasive techniques practice
Central venous catheter placement
Hemodialysis

Time spent in the Intensive Care Unit
Ceftriaxone resistance
Imipenem resistance
Meropenem resistance

Piperacillin plus tazobactam resistance
Tigecycline resistance

4.114 (2.133-7.891; <0.001)
0.612 (0.245-1.561; 0.300)
2.203 (1.244-3.900; 0.005)
1.003 (0.989-1.018; 0.620)
0.598 (0.215-1.673; 0.310)
2.238 (0. 958-5.199; 0.062)
3.090 (1.617-5.859; <0.001)
0.994 (0.985-1.005; 0.299)
0.474 (0.113-1.992; 0.310)
0.433 (0.215-0.894; 0.022)
0.439 (0.209-0.920; 0.029)
0.477 (0.288-0.795; 0.004)
0.773 (0.460-1.324; 0.340)

CI, confidence interval; HR, hazard ratio.

Table 6. Relationship between different variables under study vs. death related to the infection un-
der study during hospital stay: multivariate Cox regression.

Variable HR (95% CI; p-Value)
History of high blood pressure 1.732 (1.022-2.933; 0.041)
Invasive mechanical ventilation exposure 2.094 (1.174-3.737; 0.012)
Hemodialysis 2.201 (1.119-4.330; 0.022)
)
)

Imipenem or meropenem resistance 0.593 (0.239-1.468; 0.258
Piperacillin resistance 0.594 (0.347-1.015; 0.056
CI, confidence interval; HR, hazard ratio.

Figure 1 shows the overall survival (OS) associated with invasive mechanical venti-
lation (IMV) in patients with Acinetobacter baumannii infection. The OS rate in patients on
IMV (red curve) was 49.5% (45/91), with a median survival of 65 days (95% CI 1.90-2.70).
The OS rate in patients not on IMV (blue curve) was 80.9% (72/89), with a median survival
of 106 days (IC 95% 2.43-6.00). A 2x risk of death was seen in patients on IMV (HR 2.203;
1C 95% 1.244-3.900; p = 0.005).
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Figure 1. Kaplan—Meier curve of the survival probability over hospital stay (days) associated with

invasive mechanical ventilation (IMV) in patients with Acinetobacter baumannii infection.

Finally, the genetic characteristics of the isolated bacteria and their antibiotic re-
sistance were analyzed (Table 7). A total of 85 (47.22%) corresponded to Acinctobacter
baumannii MDR; 42 (23.33%) corresponded to XDR, and 1 (0.5%) corresponded to PDR.
Acinctobacter baumannii resistance was recorded as follows: 54% resistant to ampicillin
plus sulbactam, 87% resistant to ceftazidime, 72% resistant to ceftriaxone, 80% resistant to
ciprofloxacin, 82% resistant to imipenem, 75.6% resistant to meropenem, and 5% resistant
to tigecycline. In addition, 87.7% of the patients were given antibiotic therapy as follows:
45 (25%) were given meropenem, 8 (4.4%) were given imipenem, and 62 patients (34.4%)
were transferred to other healthcare centers.

Table 7. Resistance phenotypes of the isolated bacteria in infected patients.

(n =180)

Phenotype pattern, n (%)

MDR 85 (47.22)

PDR 1(0.5)

XDR 42 (23.33)
Antibiotic resistance, 1 (%)

Ampicillin plus sulbactam 98 (54)

Meropenem 136 (75.6)

Colistin 3(2.5)

Tigecycline 9(5)
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Regarding treatment, combined therapy was used: ampicillin plus sulbactam and
colistin: 22 (12.7%); colistin plus meropenem: 45 (25%); colistin plus tigecycline: 6 (3.3%);
meropenem plus tigecycline: 3 (1.6%); doxycycline plus fosfomycin: 1 (0.5%); triple
scheme with colistin-doxycycline-meropenem: 19 (10.5%); meropenem plus ampicillin
plus sulbactam plus colistin: 7 (3.8%); and colistin-tigecycline-meropenem: 3 (1.6%).
Monotherapy with colistin, ampicillin plus sulbactam, meropenem, tigecycline, and
doxycycline was also administered (Table 8).

Table 8. Antibiotic schemes.

Frequency of Prescription (n=180)

Monotherapy, 1 (%)

Meropenem 81 (45.0)

Colistin 67 (37.2)

Tigecycline 13(7.2)
Double scheme, 1 (%)

Colistin + meropenem 45 (25)

Ampicillin sulbactam + colistin 22 (12.5)

Colistin + tigecycline 6(3.3)
Triple scheme, 1 (%)

Colistin + doxycycline + meropenem 19 (10.5)

Meropenem + ampicillin sulbactam + colistin 7 (3.8)

Colistin + tigecycline + meropenem 3 (1.6)

3. Discussion

Acinetobacter baumannii is an opportunist pathogen responsible for large infection
outbreaks worldwide [19-21]. Pneumonia associated with Acinetobacter baumannii infec-
tion, as we have shown here, has been described before in other studies. In our study, the
mortality rate of infected patients was 35%. This was similar to the study at the Manuel
Gea Gonzalez hospital in Mexico, in which 33.3% of deaths were associated with Acineto-
bacter baumannii [22]. Furthermore, in a study carried out in China, 71.2% of ICU patients
presented with Acinetobacter baumannii infection, and 86.5% XDR of these cases suffered
from hospital-acquired pneumonia [23]. Another study carried out in Porto Alegre, Brazil,
at the Nossa Senhora da Conceicao Hospital with 153 patients under IMV showed that
45% of those patients presented pneumonia associated with IMV with the presence of
Acinetobacter baumannii [24].

In our study, the thirty-day mortality rate of infected patients was 35%, similar to the
study at the Manuel Gea Gonzalez hospital in Mexico, with 33.3% of global mortality as-
sociated with Acinetobacter baumannii [22]. In the study carried out at a hospital in China,
the mortality rate was 42.8% [20]. Furthermore, the mortality rate found at the ICU at the
Nossa Senhora da Conceicao in Porto Alegre, Brazil, was 66% [24].

Regarding antimicrobial susceptibility, our results were slightly higher than antibi-
otic resistance patterns found in other studies carried out in hospitals worldwide. For in-
stance, in a study performed in two medical centers in Guayaquil City, 33 out of 35 isolates
of Acinetobacter baumannii presented resistance to all B-lactam antibiotics (94.2%) [25],
higher than the 75.6% demonstrated in the present study. Surveillance studies in Brook-
lyn, NY, including 1286 Acinetobacter baumannii patient isolates from 15 hospitals, showed
that 30% were resistant to three or more types of antibiotics (carbapenems, fluoroquin-
olones, and aminoglycosides) [26,27]. A multicenter study was carried out from June 2017
to June 2018 in 12 tertiary healthcare centers in ltaly, including all hospitalized patients
with MDR Acinetobacter baumannii bacteremia. A total of 281 cases were detected, and 98
cases (34.8%) were classified as primary bacteremia. Infected patients were isolated from
the following hospital units: 83% of the patients were from the ICU, 9.7% from the general
medical unit, 3.6% from the surgical unit, and 1.7% patients from the emergency unit.
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Those patients presented resistance to the following antibiotics: colistin, 1.4%; gentamicin,
87.3%; amikacin, 89.1%; and meropenem, 100%. Based on the information above, 98.6% of
Acinetobacter baumannii strains were XDR and 1.4% were considered PDR [28]. Comparing
the information in this study, these were the results: outpatient service: 8.3%; hospitaliza-
tion: 36.7%, critical arca: 55%. It was observed that 47.22% presented Acinetobacter bau-
mannii MDR infections, 23.33% presented Acinetobacter baumannii XDR infections, and 1
case (0.5%) corresponded to Acinetobacter baumannii PDR infections. Of all these patients,
9.4% had bacteremia.

A study carried out at a medical complex in Durban, South Africa, from January 2008
to December 2014 showed that, in the sepsis group, Acinetobacter baumannii was resistant
to multiple drugs (MDR) in 53-60%, extremely resistant (XDR) in 1-19%, and pan-re-
sistant (PDR) in 1% [29].

In a prospective multicenter study carried out in Turkey for 6 months on the evalua-
tion of antimicrobial resistance to multiple drugs in Acinetobacter baumannii infections, re-
sistance rank results were as follows: amikacin, 91.8%; ampicillin/sulbactam, 99.4%;
ceftazidime, 99.4%; ciprofloxacin, 100%; imipenem, 99.4%; colistin, 1.2%; and tigecycline,
1.7% [30].

Acinetobacter can develop several mechanisms to resist antibiotic treatment, which
results in strains that are resistant to every antibiotic [31]. Tt also leads to an increasing
trend in MDR strains; XDR strains; and, on a lower level, PDR strains, which restricts
treatment options. The production of carbapenems is among the resistant mechanisms,
and they can be classified as follows: type A: serine carbapenem (KPC, IMI); type B: MBL
(IMP, VIM, SIM, and NDM-1); or type D: oxacillin (OXA), the last one being the most
common in the world [21,32]. Molecular biology tests were negative in the search for in-
trinsic -lactamase genes. The production of other types of oxacillin that justify resistance,
such as OXA 24/40 or OXA 72, was not disregarded [25]. In the present study, resistance
in the isolations was observed to imipenem and meropenem. Therefore, carbapenem re-
sistance can be the result of previous enzymatic mechanisms not assessed in this study.

In our study, the risk factors associated with high mortality agree with those found
in the study of Djordjevic [33]. It was evident that the mortality risk factors in patients
with hospital-acquired infections caused by CRAB were exposure to IMV, having been
treated in other hospital units, and having been medicated with carbapenems. At the pub-
lic hospital of Turkey, the risk factors of Acinetobacter baumannii resistance to infection with
carbapenems found in the analysis showed that the use of IMV had a rank of p = 0.016;
stays shorter than 15 days in the ICU had a rank of p < 0.001; and a history of using car-
bapenems had a rank of p < 0.001, among other independent risk factors [34]. The multi-
center study carried out in Turkey showed that long-term supply of drugs at the ICU,
bacteremia associated with ventilation, use of third-generation cephalosporins before the
diagnosis of an infection, and liver cirrhosis were important risk factors in the mortality
of patients infected with Acinetobacter baumannii |30]. According to the cited studies, due
to some characteristics, such as tolerance to desiccation, Acinetobacter baumannii has be-
come a successful opportunistic pathogen in the nosocomial environment [35]. Its ability
to become attached to glass coverslips and to form biofilms greatly increases its survival
chances in dry conditions compared to strains that do not form biofilms [36]. This charac-
teristic allows them to stick to medical devices in patients in the ICU, where high frequen-
cies of Acinetobacter baumannii infections can be detected.

One of the most common invasive procedures carried out in hospital intensive care
units is intubation. This procedure eliminates physiological functions such as warming,
humidification, and purification of the superior respiratory membrane. Therefore, the risk
of developing pneumonia associated with IMV assistance is increased [37]. Biofilm for-
mation in the endotracheal tract and micro suction of oropharyngeal secretions contami-
nated by endogenous flora moves pathogens towards the distal respiratory tract, while
the removal of pathogens from the trachca is reduced duc to ciliary tracheal low move-
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ment and deteriorated cough [36]. These are relevant mechanisms that cause the develop-
ment of VAP. Among the prevention methods for pneumonia associated with TMV, we
have the following categories: interruption of sedation, carly weaning, high level of the
bed headboard, and oral health care. The chosen Intensive Care Units have added new
endotracheal tubes covered with silver sulfate or with modified sleeves to avoid aspiration
and secretion drainage through continuous or intermittent subglottic vias. There are also
new devices to eliminate the biofilm from the endotracheal tube, to apply saline solution
before suction, and to perform early tracheostomy [38,39].

Regarding antibiotic treatment, the current tendency is the use of a combination of
two or three therapies that include colistin or tigecycline. Some schemes use high doses of
tigecycline, like 100 mg every 12 h and standard doses of 50 mg IV every 12 h. For mero-
penem, a 2 gm dose every 8 h is used as a standard dose, and a loading dose is used for
colistin [22]. Antibiotics used at the Nossa Senhora da Conceicao from Porto Alegre, Bra-
zil, were the following: polymyxin B plus meropenem, polymyxin B plus ceftazidime, pol-
ymyxin B plus ampicillin-sulbactam, polymyxin B plus amikacin, ampicillin-sulbactam
plus polymyxin B plus tigecycline, and ceftazidime plus amikacin. Ampicillin sulbactam
was also used ina 3 gm IV dosc every 4 h and a dose of amikacin of 20 mg per kg of weight
per day [24]. In the study described herein, of the 128 patients presenting resistance, 122
received proper treatment, and 6 patients did not receive the intended treatment for Aci-
netobacter baumannii due to a late diagnosis. The combined therapy included colistin plus
meropenem, ampicillin plus sulbactam, or tigecycline, like in the double therapy. This is
in agreement with other studies that have suggested tigecycline as a therapy option
against Acinetobacter baumannii [7]. In cases of triple schemes, colistin and meropenem
plus ampicillin sulbactam were used.

4. Materials and Methods
e Experimental setting and study population

This observational, analytic, prospective, longitudinal cohort-type study was per-
formed in outpatient service and hospitalized patients at the HTMC between January 2017
and December 2018. Patients diagnosed with hospital-acquired infections (HAI) who had
been isolated due to Acinetobacter baumannii infection and colonization were included in
this study. The research protocol was approved by the Research Department of the HTMC
and by the Ethics Committee (HLV-DOF-CEISH-027). Patients or their legal guardians
were required to sign an informed consent form before being included in this study.

On the premises, data were gathered from the Medical Record Registration System
of the AS-400 of the patients who had been isolated due to Acinetobacter baumannii infec-
tion. Information from all patients was collected, and a database was created including
age, gender, area to which the person belonged, prior hospital admissions, comorbidities,
usc of central and vesical catheters, surgeries, prior antibiotic therapy, sample collection
location, type of infection, and treatment given to the patient.

¢  Collection of samples

Clinical isolates for Acinetobacter baumannii were collected from sputum samples, tra-
cheal aspirates, wounds, catheters, and urine. Blood sample cultures and respiratory sam-
ples were grown in MacConkey, blood, and chocolate agar. The process of isolating and
identifying Acinetobacter baumannii was performed utilizing microbiological techniques
described in the standardized proceeding manuals.

Acinetobacter baumannii MDR strain confirmation was performed through the auto-
mated Vitck 2 compact (BIOUMERIEUX) system for the identification of isolates and tests
of susceptibility to antimicrobial agents, as established by the Clinical and Laboratory
Standards Institute guidelines (CLSI). The following antibiotics were tested: amikacin,
ampicillin/sulbactam, cefepime, cefoxitin, ceftazidime, ceftriaxone, ciprofloxacin, colistin,
doripenem, ertapenem, extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), gentamicin,
imipenem, meropenem, piperacillin/tazobactam, and tigecycline. Isolated strains were
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classified as resistant to more than three drugs, or multidrug-resistant (MDR); resistant to
all drugs but one or two, or extensively drug-resistant (XDR); and resistant to all drugs,
or pan-drug-resistant (PDR).

e Statistical analysis

Technical considerations. A p-value < 0.05 was statistically significant. Data were ana-
lyzed in R v4.0 (R Foundation for Statistical Computing; Vienna, Austria).

Descriptive statistics. Numeric variables were described by mean (standard deviation,
SD) or median (interquartile range, IQR), in agreement with the statistical distribution
(Kolmégorov-Smirnov test). Categorical variables were described by percentages, with
the corresponding 95% confidence interval (CI) when appropriate.

Inferential statistics. There were study variables established as potential mortality risk
factors through Cox regression (Hazard Ratio, HR), considering hospital stay (days) as
time and mortality as the event. Following a stepwise approach, study variables with sig-
nificant univariate associations with the event continued to multivariate Cox regression.
In the case of mutually exclusive study variables in clinical terms, the authors decided by
consensus which study variable must not continue to the multivariate Cox regression.

5. Conclusions

The most frequent type of infection associated with healthcare for Acinetobacter bau-
mannii at the HTMC was pneumonia. The most important factor associated with mortality
was IMV and the consequent VAP, followed by hemodialysis and history of chronic renal
failure. Early diagnosis in patients with risk factors in critical areas and prompt treatment
for Acinetobacter baumannii infections could decrease mortality.

The high rates of resistance to carbapenems recorded in all the studies performed in
MDR, XDR, and PDR strains urge us to use other therapeutic options, such as colistin and
tigecycline, which show lower resistance. These factors also recommend discontinuing the
use of carbapenems and using antibiograms for specific treatment, as well as personaliz-
ing the treatment for cach patient.

Novel protocols should be applied in patients under IMV or hemodialysis, such as
devices to avoid biofilms from the endotracheal tube, secretion drainage through contin-
uous or intermittent subglottic vias, application of saline solution before suction, and early
tracheostomy.
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