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RESUMEN

La resistencia bacteriana constituye un problema critico de salud publica a nivel mundial,
especialmente en patdogenos oportunistas como Acinetobacter baumannii, reconocido por su
capacidad de persistir en entornos hospitalarios y adquirir multiples mecanismos de resistencia
a carbapenémicos. La limitada informacion regional resalta la importancia de caracterizar
fenotipica y genotipicamente cepas provenientes del Hospital Regional del Cusco. Se
analizaron 50 cepas proporcionadas por el Hospital Regional del Cusco a partir de muestras de
orina, sangre, secreciones, aspirados, puntas de catéter y fluidos de drenaje. Estas fueron
identificadas por CHROMagarTM Acinetobacter y pruebas bioquimicas, el 42 % (21/50)
correspondid a Acinetobacter baumannii confirmado por su crecimiento a 44°C. Para la
deteccion fenotipica de carbapenemasas se us6 los métodos de oCIM y rCIM-A, el cual reveld
positividad del 95,2% (20/21) de las cepas, con alta resistencia a Meropenem (100 %),
Imipenem (95,2%) y Ertapenem (85,7%). Solo el 4,7% presentd metalobetalactamasas por
eCIM. A nivel molecular, mediante PCR convencional, se identificaron los genes de resistencia
blaoxs-23 en un 19,1% (4/21) y blanpu en el 4,8% (1/21), no amplifico el gen blamp. En el
contexto de la region del Cusco, el gen blaoxa-23 ha sido reportado previamente; sin embargo,
el gen blanpy constituye un nuevo hallazgo en Cusco. Este enfoque favorece la vigilancia
epidemioldgica, la deteccion temprana de brotes, la evaluacion de estrategias de control y
optimizacion del tratamiento antimicrobiano, aportando evidencia clave para politicas de salud
frente a la resistencia bacteriana.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii, Carbapenemasas, Blaoxa-23, Blanpm, Blamp



INTRODUCCION

La resistencia bacteriana es un desafio critico para la salud publica global, al comprometer la
eficacia de tratamientos esenciales y generar alta morbimortalidad. Segin estimaciones
recientes de la OMS y IHME, las infecciones causadas por bacterias MDR que provocan
aproximadamente 5,2 millones de muertes al afio, superando la mortalidad combinada por VIH,
tuberculosis y malaria. Asimismo, se estima que 1 de cada 5 muertes por infecciones en nifios
menores de 5 afios esta relacionada con estas bacterias. De no implementarse medidas
efectivas, se proyecta que para 2050 las muertes podrian superar los 10 millones anuales, con
un impacto econdmico global de hasta 100 billones de dolares (OMS, 2025; Naghavi et al.,
2024).

Acinetobacter baumannii es un patégeno oportunista de gran relevancia clinica, conocida por
su maquinaria genética versatil, que le permite adquirir mecanismos de resistencia y sobrevivir
en entornos hospitalarios por su resistencia a la desecacion y desinfeccion (Gedefie et al.,
2021). Los principales mecanismos de resistencia a antimicrobianos son: las bombas de
expulsion, defectos de permeabilidad en porinas de la membrana, la modificacion de sitios
target y produccion de pB-lactamasas (Abdi et al., 2020; Gedefie et al., 2021; Zhou et al., 2023).
Esta bacteria es frecuentemente aislada de muestras clinicas como sangre, orina y secreciones
respiratorias en el entorno hospitalario (Alkasaby & Sayed, 2017).

Los carbapenémicos son antibidticos B-lactdmicos de ultima generacion, utilizados para tratar
infecciones bacterianas graves y resistentes a otros antibioticos. No obstante, su eficacia se ve
amenazada por la produccion de carbapenemasas, enzimas capaces de hidrolizar estos
antibidticos, lo que constituyen un problema creciente a nivel mundial.

En el Peru, la resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter baumannii representa un

problema de salud publica, con caracteristicas moleculares diversas (Mayta et al., 2025).
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Enlaregion de Cusco, la vigilancia ha identificado de manera consistente genes de oxacilinasas
tipo OXA en aislamientos clinicos, destacando blaox4-24 en brotes hospitalarios, y sin evidencia
de blanpm en los reportes locales (Pariona et al., 2026). Estas variaciones regionales evidencian
la necesidad de fortalecer la vigilancia molecular para orientar estrategias de prevencion y
control de infecciones (Mayta et al., 2025; Pariona et al., 2026).

En este contexto, el presente estudio tuvo como objetivo caracterizar fenotipica y
genotipicamente cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos,
proporcionados por el Hospital Regional del Cusco, 2023, con el fin de contribuir a la vigilancia

molecular y a la optimizacion de la gestion clinica de infecciones asociadas.

11



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Tras la pandemia por COVID-19, la resistencia antimicrobiana (RAM) ha mostrado un
incremento sostenido, evidenciando un retroceso en los avances previos en su control. Datos
recientes muestran que las infecciones de origen hospitalario han incrementado en un 20%
durante la pandemia, manteniéndose por encima de los niveles prepandemia (CDC, 2025b). A
nivel mundial, la OMS reporto en su informe de vigilancia GLASS 2025 que 1 de cada 6
infecciones bacterianas fue resistente a antibioticos, con incrementos documentados en mas del
40% de los antibioticos evaluados entre 2018 y 2023, con aumentos anuales entre 5% y 15%.
Asimismo, la RAM continua consolidandose como una crisis en Salud publica global, con al
menos 1,27 millones de muertes directas y cerca de 5 millones de muertes asociadas a nivel
mundial, lo que refleja su impacto creciente en los sistemas sanitarios y la urgencia de fortalecer
las estrategias de vigilancia y uso racional de antimicrobianos (OMS, 2025; Murray et al.
2022).

En el Pert, la presencia de cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos ha
sido confirmada a nivel nacional. Segiin (Mayta et al., 2025), en el marco del Programa
Nacional de Vigilancia de Resistencia Antimicrobiana, se analizaron 771 aislamientos de
Acinetobacter baumannii provenientes de 61 hospitales en 18 regiones, identificando los genes
de carbapenemasas mas frecuentes: blaoxs-24 en 524 aislamientos (67,8 %), blaox-23 en 224
aislamientos (29,0 %), y combinaciones menores como blaoxu-23 + blaoxa-24 en 12 aislamientos
(1,5 %) y blanpy + blaoxa-ss en 1 aislamiento (0,1 %), confirmando que las oxacilinasas tipo
OXA son el principal mecanismo de resistencia de Acinetobacter baumannii a nivel nacional.
Los hallazgos (Pariona et al., 2026) evidenciaron que en hospitales de Lima, los clones
predominantes ST2 portaban blaoxs-72, mientras que los clones emergentes ST79 y ST1079
estaban asociados con blaoxu-23, demostrando la emergencia de nuevos linajes resistentes y la

alta diversidad clonal de Acinetobacter baumannii. Asi mismo, los reportes del INS 2024-2025
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confirman ademas la circulacion de cepas CRAB en distintos establecimientos de salud,
reforzando la importancia de la vigilancia molecular a nivel nacional.

Sin embargo, en la regién Cusco existe una limitada evidencia sobre caracterizacion fenotipica
y genotipica de Acinetobacter baumannii, particularmente en relacion con los mecanismos
moleculares de resistencia y su correlacion con los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana.
Esta falta de informacion dificulta la toma de decisiones terapéuticas basadas en evidencia local
y limita el disefio de estrategias efectivas de control y vigilancia.

Por lo tanto, se formula la siguiente pregunta de investigacion:

(Cuales son las caracteristicas fenotipica y genotipica de las cepas de Acinetobacter baumannii

resistentes a carbapenémicos, proporcionados por el Hospital Regional del Cusco, 2023?



JUSTIFICACION

La resistencia de Acinetobacter baumannii a carbapenémicos representa un desafio
significativo para la salud publica. Segun la Lista de Patogenos Bacterianos Prioritarios (BPPL)
2024 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), esta bacteria se clasifica como de
prioridad critica. De acuerdo con los datos mas recientes (CDC., 2025), el Acinetobacter
baumannii carbapenemasas resistente continiia siendo un patéogeno prioritario en Estados
Unidos, con altas tasas de resistencia y un impacto clinico relevante. Las tasas globales de
resistencia son alarmantes: 36-46 % en EE. UU., y alin mayores en Asia y Latinoamérica
(66-86 %). Ademas, muchos aislados de CRAB albergan carbapenemasas, siendo blaoxu-23 la
mas reportada (Blosser, 2024).

Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos esta implicado en infecciones
nosocomiales graves en unidades de cuidados intensivos (UCI), asociadas a mortalidad
superior al 20 % y mas del 40 % en casos de bacteriemia (Boutzoukas & Doi, 2025). A nivel
global, la OMS y los Estados Miembros han establecido un Plan de Accion Mundial contra la
Resistencia a los Antimicrobianos 2030, orientado a reducir la mortalidad, fortalecer la
vigilancia y fomentar la investigacion bajo un enfoque multisectorial “one health” (OMS,
2025). En este marco, el Plan Multisectorial para enfrentar la Resistencia a los Antimicrobianos
de Perti, aprobado mediante Decreto Supremo N°010-2019-SA, se encuentra alineado con
estas directrices globales, promoviendo la vigilancia integrada, la investigacion cientifica y la
implementacion de acciones multisectoriales para el control de la resistencia a los
antimicrobianos (MINSA, 2019) (INS, 2023).

A nivel regional, la importancia de esta problematica se hizo evidente tras brote de
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos en el Hospital Antonio Lorena, donde se
identifico el mecanismo blaoxs-24. La deteccion oportuna del brote, la remision de cepas al

Instituto Nacional de Salud y la aplicacion inmediata de medidas segin la NTS N°203-
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MINSA/CDC-2023 demostraron tanto la gravedad del riesgo como la necesidad de contar con
informacion molecular actualizada para fortalecer la vigilancia microbiologica y las acciones
preventivas en establecimientos de salud. Aunque el brote fue controlado, su aparicion
confirma la urgencia de mejorar la identificacion genotipica y el monitoreo continuo en
hospitales de la region.

Los resultados de este estudio permitiran fortalecer la vigilancia hospitalaria mediante la
identificacion precisa de los mecanismos de resistencia presentes y la caracterizacion de
carbapenemasas en Acinetobacter baumannii. Esto apoyara la toma de decisiones clinicas y
administrativas, la planificacion de estrategias preventivas y el refuerzo de medidas de control
de infecciones, como el aislamiento por contacto, la higiene de manos y la vigilancia activa en
areas criticas. De manera complementaria, se garantizard la transferencia de resultados al
hospital mediante informes técnicos y reuniones de retroalimentacion con los servicios
involucrados, asegurando que la informacioén generada se pueda aplicar de manera practica
para mejorar la prevencion, vigilancia y control de infecciones hospitalarias (Mayta et al.,
2025).

Al generar datos locales disponibles para el Cusco, la investigacion contribuirda a orientar
decisiones oportunas y a consolidar una base de conocimiento que podra ser utilizada para guiar
capacitaciones futuras y fortalecer las practicas institucionales de vigilancia y prevencion de la

resistencia a los carbapenémicos.

vil



OBJETIVOS

Objetivo general
Caracterizar fenotipica y genotipicamente cepas de Acinetobacter baumannii resistente
a carbapenémicos, proporcionados por el Hospital Regional del Cusco, 2023.
Objetivos especificos
e Identificar las cepas de Acinetobacter por métodos microbioldgicos convencionales.
e Determinar fenotipicamente las cepas de Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenémicos mediante los métodos oCIM, rCIM-A y eCIM con EDTA.
e Determinar por técnicas moleculares (PCR) la presencia de los genes blaox4-23, blanpm

y blayp en Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos

viii



OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

Variable Tipo de
variable
Caracterizacion Cualitativa
fenotipica de Nominal
Acinetobacter
baumannii
Caracterizacion Cualitativa
genotipica de Nominal
Acinetobacter
baumannii

Definicion Indicadores

conceptual

Proceso de Sensibilidad
identificar y
describir
caracteristicas
observables de
Acinetobacter
baumannii, que
incluye
aspectos
bioquimicos y de
resistencia a los
antibioticos.
Presencia de la
banda

Acinetobacter
baumannii adquiere
genes de resistencia

que tienen

informacion
para la
produccion de
proteinas
(enzimas) que

Ausencia de la
banda

hacen perder la
eficacia del
antibidtico,
confiriendo

resistencia al

microorganism
o frente al
antibiotico

Instrumento de
medida

El caliper y
Manual del CLS

Electroforesis

X1X



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de la investigacion

1.1.1. Antecedentes internacionales

Rojas et al. (2026) Realizaron una revision sistematica y metaanalisis con datos de paises bajos
de América latina y el Caribe, incluyendo Peru, Brasil, Argentina, Ecuador, Colombia entre
otros, en el contexto de unidades de cuidados intensivos (UCI). El estudio incluyo 25
investigaciones publicadas entre 2015 y 2025, encontrando una prevalencia global de
resistencia a carbapenémicos de 28,88%. A nivel de especies, Acinetobacter baumannii
presentd la mayor prevalencia (72,58%), especialmente en América del sur, evidenciando su
alta circulacion en entornos hospitalarios criticos. Asimismo, se identifico el predominio de
carbapenemas tipo blaoxu-23 en la region; se reportd presencia en mayoria de aislados de UCI
en Brasil (hasta 15/16 y 72%) y en Paraguay (100%), asociados a clones internacionales como
IC2 (ST2) e IC5 (ST79). También se detectaron otros genes relevantes como blaoxa-24, blamp,
bla ox4-48-iike y blayiu-1, incluso en combinaciones, lo que evidencia una alta diversidad genética
y capacidad de diseminacioén. Desde el enfoque fenotipico, se reportaron altos niveles de
resistencia en pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, confirmando la limitada eficiencia de
los carbapenémicos frente a este patdgeno. Este antecedente muestra que Acinetobacter
baumannii resistentes a carbapenémicos es principal patégeno en UCI, lo que respalda la
necesidad de fortalecer la vigilancia y control de resistencia antimicrobiana.

Datta et al. (2025) En India, del hospital universitario terciario del oeste, se desarrolld el
estudio observacional y transversal que evalud la diversidad genética de 36 aislamientos de
Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos, productores de metalo-f-lactamasas
(MBL) y clasificados como extremadamente resistente a farmacos (XDR). La identificacion

fenotipica se realiz6 mediante métodos microbiologicos del sistema automatizado VITEK 2.



Todos los aislamientos resultaron positivos para el gen intrinseco blaox4-s1, y se identificaron
genes adquiridos de carbapenemasas en el 97,22% de los que predominé el gen blaoxa-23
(97,22%), blayi (77,78%), blanpy (50%) y blamr (2,78%). Ademas, en el 91,67% de los 33/39
aislados se detectd la coexistencia de genes de oxacilinasa y MBL, lo que sugiere una alta
complejidad genotipica en la resistencia a carbapenémicos. Respecto a la formaciéon de
biopeliculas, el 83,33% de los aislados mostro esta capacidad, aunque no se encontrd una
asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de genes de resistencia y la
formacion de biopeliculas. En términos de susceptibilidad antimicrobiana, se observo
sensibilidad del 100% a colistina y del 25% a minociclina.

Pillonetto et al. (2025), Evaluaron la prevalencia y distribucion de bacterias Gram negativas
productoras de carbapenemasas en América Latina y el Caribe mediante un estudio
observacional retrospectivo (2015 - 2020). El andlisis incluyo América Latina y el Caribe.
Abarcé 12 paises durante 2015 al 2020 en el cual analizaron un total de 58,909 aislamientos
bacteriano mediante técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), enfocandose en
microorganismos como Enterobacteriales, Acinetobacter baumannii 'y Pseudamona
aeruginosa. En el complejo Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos, evidencid
alta carga de determinantes genéticos de resistencia, con predominio casi absoluto de f-
lactamasas tipo oxacilinas; aproximadamente el 90% de los aislamientos portaron el gen
blaoxa-23, consoliddndose como la carbapenemasa adquirida més prevalente y con mayores
tasas de deteccion en Sudamérica (Brasil, Paraguay, Pert, Ecuador y Colombia), en
comparacion con centro América.

Santajit et al. (2023) En Tailandia, identificaron 995 aislamientos de Acinetobacter baumannii
provenientes del Hospital Maharaj Nakhon Si Thammarat. Determinaron la susceptibilidad
antimicrobiana por el método de difusion en disco y por ensayos de (PCR) determinaron la

presencia de los genes blaoxas; en un 100% (172 aislamientos), blaoxazz en 93,60% (161



aislamientos), blaymn en 79,65% (137 aislamientos), blanpy en 12,21% (21 aislamientos) y
blapp en 0,58% (01 aislamiento). Ademés de la presencia de genes relacionados con
biopeliculas en genes pga B (13,39%), csu E (11,05%), una coexistencia de 65, 70% y una
ausencia de genes en las cepas de 9,30%. Utilizaron el gen intrinseco blaoxss; como prueba de
identidad para Acinetobacter baumannii. Segun los resultados obtenidos el predominio de
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos y productores de biopeliculas siendo un
factor de riesgo. El estudio caracterizd dichos factores que podrian contribuir a controlar la
seleccion y difusion del fenotipo de Acinetobacter baumannii en hospitales mejorando la

calidad de la atencion.

1.1.2. Antecedentes nacionales

Pariona et al. (2026) Realizaron un estudio en el Hospital Nacional Dos de Mayo, en Lima,
Perti, con el objetivo de caracterizar genéticamente aislamientos de Acinetobacter baumannii
multirresistentes y determinar su estructura clonal y mecanismos de resistencia a
carbapenémicos. Se desarrolld un estudio descriptivo en el que analizaron 19 aislamientos
clinicos provenientes de pacientes de pacientes de UCI entre 2023 y 2024, mediante pruebas
de susceptibilidad antimicrobiana y secuenciacion del genoma completo complementado con
analisis bioinforméatico para identificar tipos de secuencias, genes de resistencia y relaciones
filogenéticas. Los resultados evidenciaron que todos los aislamientos presentaron un perfil
extensamente resistente (XDR), con sensibilidad unicamente a colistina, y predominio del clon
ST2 portador del gen blaoxs.7> asociado a resistencia a carbapenémicos. Asimismo, se
identifico la emergencia de los clones ST79 y ST1079 portadores del gen blaoxa-23, que sugiere
la aparicion de nuevos linajes resistentes en el contexto hospitalario peruano. Los autores
concluyeron que existe una alta diversidad clonal y diseminacion de cepas resistentes a
carbapenémicos, resaltando la necesidad de fortalecer la vigilancia gendmica y las estrategias

de control de infecciones en el pais.



Pons et al. (2025) Realizaron un estudio en el Hospital de tercer nivel en Lima, Pert, con el
objetivo de caracterizar aislamientos de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos
durante la pandemia de COVID-19. Se desarroll6 un estudio descriptivo en que se analizaron
40 aislamientos clinicos mediante identificacion automatizada (VITEK-2), pruebas de
susceptibilidad antimicrobiana y deteccion de genes de resistencia mediante PCR,
complementado con electroforesis en gel de campo pulsado y secuencia del genoma completo.
Los resultados evidenciaron que todas las cepas presentaron un perfil exactamente resistente,
con alta resistencia a multiples antibioticos y predominio del gen blaoxa-24ike €n un 90% de los
aislamientos, seguido de blaoxu-23 iike €n un 10%. Asimismo, se identific6 un clon predominante
genéticos de resistencia y relacion clonal entre aislamientos. Los autores concluyeron que
existe una alta diseminacion de cepas altamente resistentes y clonalmente relacionadas en el
ambito hospitalario, lo que representa un importante problema de salud publica y resalta la
necesidad de fortalecer la vigilancia molecular de este patdgeno.

Mayta et al. (2025) Realizaron un estudio retrospectivo y observacional en el marco del
Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos en Peru, con el
objetivo de identificar y caracterizar genes de carbapenemasas en bacterias criticas durante la
pandemia de COVID-19. Se analizaron 2049 aislamientos resistentes a carbapenémicos
provenientes de 61 hospitales en 18 regiones del pais (72%), incluyendo 771 aislamientos de
Acinetobacter baumannii. Los resultados evidenciaron una alta frecuencia global de genes de
carbapenemasas (84,6%). En Acinetobacter baumannii predominé el gen blaoxs-24 (67,8%),
seguido de blaoxs-23 (29%), confirmando el predominio de oxacilinasas como principal
mecanismo de resistencia en esta especie en el Perl. Asimismo, se identificaron combinaciones
genéticas en menor proporcion, como blaoxa-23+ blaoxa-24 (1,5%), blanpu + blaoxa-24 (0,3%) y
blanpyu + blaoxa-ss (0,1%), lo que evidencia la emergencia de perfiles genotipicos mas

complejos. A diferencia de otros microorganismos, no se detectd blagpc ni genes tipo VIM en



Acinetobacter baumannii, mientras que blanpy tuvo una presencia limitada en esta especie.
Estos hallazgos confirman la diversidad de mecanismos de resistencia a nivel nacional y la
predominancia de carbapenemasas tipo OXA en Acinetobacter baumannii. Este estudio es
relevante para el contexto de Cusco, ya que evidencia que, a nivel nacional, los genes mas
frecuentes en Acinetobacter baumannii son blaoxa-23y bla ox4-24, mientras que la deteccion de
blanpm y la ausencia de algunos genes en estudios locales sugieren variaciones regionales en
la distribucion de estos determinantes, resaltando la importancia de la vigilancia molecular

continua.

1.1.3. Antecedentes locales

Cruz y Macedo (2022) En Cusco, mediante un estudio retrospectivo estudiaron factores
asociados a la susceptibilidad antimicrobiana frente al uso de antibioticos de reserva en
pacientes con neumonia del Hospital Nacional Adolfo Guevara Velasco ESSALUD, en 231
microorganismos con las siguientes frecuencias: Acinetobacter baumannii (45,9%), P.
aeruginosa (18,6%) y K. pneumoniae (38,5 %) de los cuales se identificd Acinetobacter
baumannii resistentes a Ampicilina/Sulbactam ( 90,24 %), Cefepima (95,12 %) e Imipenem
(95,12 %), Meropenem (94,4 %), Piperacilina / Tazobactam (95,12 %) y sensibilidad a las
Polimixinas. En cuanto al factor de susceptibilidad antimicrobiana, se encontré asociacion
estadisticamente significativa (p<0,05) para tratamiento antibidtico previo y hospitalizacion
prolongada, susceptibilidad al uso de ventilador mecénico.

Canaza (2018) En Cusco, elaboré el Mapa Microbiologico de los pacientes hospitalizados del
Hospital Nacional Adolfo Guevara Velasco EsSalud - Cusco durante octubre del 2016 a octubre
del 2017, con el fin de conocer la prevalencia de resistencia y sensibilidad de microorganismos
frente a los antimicrobianos. Durante el estudio se recopil6 la informacion de 924 muestras que
se procesaron con el sistema estadistico SPSS v.22. Los aislamientos con mayor prevalencia

provenian del género masculino y del grupo etario de pacientes mayores de 60 afios. Del cual



el 55.5% fueron bacterias Gram negativos y un 44.5% de Gram positivos. La distribucion de
microorganismos por el tipo de muestra en un 33.7% provenientes de esputo, 19.9% de
urocultivos, 17.9% de hemocultivos, 11.5% de secrecion de herida, 9.1% de aspirado bronquial
y 3.8% por punta de catéter. Obteniendo la mayor prevalencia en E. coli (25.3%) seguidamente
de S. aureus (19.2%), S. epidermidis (11.1%), Acinetobacter baumannii (9.5%), K. pneumoniae
(5.8%), P. aeruginosa (5.2%), S. haemolyticus (4.7%), E. faecium (2.8%), E. faecalis (2.1%),

S. pneumoniae (1.8%), S. hominis (1.7%) y E. cloacae (1.7%).

1.2.Generalidades

1.2.1. Aspectos generales del género Acinetobacter

El género Acinetobacter fue descubierto por Beijerinck en 1911 quien lo nombré como
Micrococcus calcoaceticus, fue aislado a partir de suelo en un medio mineral de acetato de
calcio. El nombre Acinetobacter del género fue sugerido originalmente por Brisou y Prevot
(1954) que proviene de 2 vocablos griegos akinetos, es decir, inmovil (Almasaudi, 2016).

Son un grupo complejo de bacterias saprofitas de cocobacilos Gram negativos no
fermentadores (BGNF), pertenecientes a la familia Moraxellaceae, cuenta actualmente con 82
especies con nombres publicados y 24 especies con nombres publicados no verificados o
asignados provisionalmente (Sheck et al., 2023). No formador de esporas, pleomorfico ya que
es mas esférica en la fase estacionaria y bacilar en la fase exponencial e inmoévil de
aproximadamente 2 um que suelen presentarse en pares o largas cadenas (Benoit et al., 2020).
Siendo 20°C a 30°C su temperatura Optima de crecimiento en medios de cultivo habituales y
sin requerimientos especiales (Guerrero et al., 2019), estos fueron aislados en el medio
ambiente y algunas especies que destacan por su importancia clinica son fenotipicamente
indistinguibles que comparten filogenéticamente un complejo (Acb). Asi mismo presentan

ciertas diferencias respecto a las manifestaciones clinicas, factores epidemiologicos y



resistencia a antibioticos. Pero tienden a acumular gran cantidad de mecanismos de resistencia

que influyen la transferencia horizontal de genes, transformacion natural, obtencion de

mutaciones y desplazamiento de genes intrinsecos y adquiridos (plasmidos) (Castanheira et al.,

2023; Dahal et al., 2023).

La membrana: En Acinetobacter baumannii se compone principalmente de
fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, &4cido fosfatidico y cardiolipina. En fase
estacionaria predominan derivados como lisofosfatidiletanolaminanas,
lisofosfatidilgliceroles y acil-PG. La cardiolipinas representa mayor al 10% del total de
lipidos, incluye variantes como monolisocardiolipinas y di-lisocardiolipinas, cuya
distribucion depende del estrés ambiental (Vergoz et al., 2024). El lipido A, componente
de los lipopolisacaridos, es clave en la resistencia a antibioticos como la colistina. Sus
modificaciones estructurales (acilacion, fosfoetanolamina, galactosamina) afectan la
permeabilidad de la membrana y la virulencia. El lipopolisacarido también activa
receptores Toll. Estos componentes lipidicos influyen directamente en la persistencia
antibidtica de Acinetobacter baumannii (Vergoz et al., 2024).

Capsula: Es un factor crucial de proteccion frente a desecacion, desinfectantes,
antimicrobianos y antibioticos. Mutaciones o alteraciones estructurales en los genes
responsables de su sintesis reducen significativamente la virulencia in vivo. Ademas,
Acinetobacter baumannii presenta variacion de fase, alterando entre colonias épocas y
translicidas; estas ultimas muestran menor produccion de capsula, lo que disminuye su
resistencia y persistencia en el huésped (Akoolo et al., 2022).

Pilus y fimbrias: Son apéndices proteicos filamentosos, poliméricos y rigidos
ensamblados. Los pilus son mas largos que las fimbrias cortas y abundantes, pero mucho
mas pequetios que los flagelos (Ahmad et al., 2023). En Acinetobacter baumannii el pilus

Csu permite el ensamblaje estructural de biopeliculas que protegen frente a la colistina,



este mismo pilus media la adherencia bacteriana incrementando la capacidad de
colonizacion tisular. Las fimbrias curli contribuyen a la etapa tardia de maduracion de las

biopeliculas. Ademas de brindarle estabilidad y resistencia (Ahmad et al., 2023).

1.2.2. Posicion taxonomica

El género Acinetobacter incluye un grupo heterogéneo de bacterias, de los cuales el complejo
Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ABC) que fue agrupado por Gerner-Smidt (1991)
debido a la gran similitud y compleja diferenciacion fenotipica, actualmente incluye a 6
especies Acinetobacter baumannii (genoespecie 2) , A. nosocomialis (genoespecie 13), A. pitti
(genoespecie 3), A. seifertii (genoespecie 4), A. dijkshoorniae (genoespecie 14) y A.
calcoaceticus (genoespecie 1), que han sido considerados las mas problematicas para los
médicos y cientificos, excepto la ultima especie ambiental (Vijayakumar et al., 2019).
Dominio: Bacteria
Filo: Pseudomonadota
Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Moraxellales
Familia: Moraxellaceae
Género: Acinetobacter

Especie: Acinetobacter baumannii (Bouvet y Grimont 1986)

Fuente: (Nacional Center for Biotechnology Information, n.d; Bouvet y Grimont, 1986 )

1.2.3. Caracteristicas bioquimicas y metabolicas de Acinetobacter baumannii

Las cepas del complejo ABC, son cocobacilos Gram negativos, no fermentadores de glucosa y
aerobias estrictas (Kulkarni et al., 2017). Pero existen informes de que Acinetobacter
baumannii sobrevivid al menos 28 dias en ausencia de oxigeno. Son sacaroliticas, catalasa

positiva, citrato positivo e inmoviles; aunque algunos autores sostienen que posee movimiento



espasmodico. Considerados pototrofos por su capacidad de crecer en medios con minimos
requerimientos nutricionales para su crecimiento (Ren & Palmer, 2023).

Desde el punto de vista metabolica, Acinetobacter baumannii presenta una elevada flexibilidad
para aprovechar diferentes fuentes de carbono, entre ellas acidos grasos organicos,
aminoacidos, etanol y determinados azucares. Su metabolismo central del carbono comprende
principalmente las vias de Entner- Doudoroff, pentosas fosfato, ciclo del acido tricarboxilico,
via del glicolato y gluconeogénesis. La mayoria de las especies de Acinetobacter spp. no utiliza
directamente la glucosa como fuente de carbono debido a la ausencia de sistemas especificos
para la fosforilacion; en las cepas capaces de utilizarla, esta es inicialmente oxidada a
gluconolactona y posteriormente a gluconato, el cual puede incorporarse a la via de Entner-
Doudoroff. Esta diversidad metabdlica permite a Acinetobacter baumannii adptarse a la
disponibilidad variable de nutrientes y desempefia un papel importante en su supervivencia y
persistencia durante la infeccion (Ren y Palmer, 2023)

1.3.Importancia clinica

El complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii son las principales especies causantes de
infecciones graves en la unidad de cuidados intensivos (UCI) del género. Destacando
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos al ser clasificado en la categoria de

prioridad critica segun la lista de patogenos bacterianos prioritarios (BPPL) (Jian et al.,2022)

1.3.1. Infecciones causadas por Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii era considerado como un patdgeno oportunista de baja virulencia
hasta la década de 1990. Pero en los ultimos afos por la comprension de su epidemiologia,
resistencia a lo carbapenémicos y etiologia en numerosas infecciones hospitalarias es
considerado uno de los 6 patogenos bacterianos ESKAPE resistentes a los antibidticos y
altamente virulentos (Ramirez et al., 2020). Segin CDC, es un patéogeno exitoso que causa

infecciones de la piel, la sangre, tejidos blandos, la region urinaria y respiratoria (neumonia).



Los pacientes hospitalizados, los asociados a ventiladores, catéteres, con heridas abiertas,
personas con sistemas inmunitarios debilitados, enfermedad pulmonar cronica o diabetes y
pacientes de UCI son mas susceptibles y de mayor riesgo (CDC, 2025) (Ramirez et al., 2020).
El gran éxito de esta bacteria va mas alla de la resistencia a los farmacos clasicos. Este
microorganismo es resistente al ambiente de regimenes prolongados de secado y desinfeccion.
A menudo, esto se debe a las caracteristicas moleculares “genoma versatil” que promueven la
persistencia ambiental, la resistencia a la desecacion superviviendo hasta de 100 dias en
ambientes hostiles, los sistemas de secrecion, los glicocomplejos de superficie, sistemas de
adquisicion de proteinas, la formacion y motilidad de biopeliculas. Ademas de los
micronutrientes que contribuyen a la patogenia (Harding et al., 2017; Oda et al., 2021).
1.4.Antibidticos carbapenémicos

Son una subclase de antibidticos B-lactdmicos como las cefalosporinas, penicilinas y
monobactamicos (comparten estructura quimica del anillo betalactamico). Los carbapenémicos
(Imipenem, Meropenem, Biapenem, Ertapenem y Doripenem) tienen un anillo de cinco
miembros y se diferencian de otros B-lactdmicos en que el C-1 que contiene azufre que es
sustituido por un carbono introduciendo un doble enlace entre C-2 y C-3 (Armstrong et al.,
2021; Jeon et al., 2015) como se observa en la Figura 1. Al ser moléculas pequefias y su
naturaleza zwitterionica, con gran carga positiva y negativa en solucion les permiten penetrar
la pared celular y la membrana externa de Gram negativos. Poseen alta afinidad por la PBP-2,
PBP-3, PBP-4 Y PBP-1b (Iyer, 2022). Por una actividad antibacteriana de amplio espectro,
estabilidad entre todos los B-lactdmicos y ser un inhibidor irreversible de la serina D y D
transpeptidasas implicadas en la biosintesis de peptidoglicanos a nivel de la membrana celular,
usadas para infecciones por bacterias Gram negativas multirresistentes (aerdbicas) hace que se
considere como antibidticos de ultimo recurso (Jeon et al., 2015; Sawa et al., 2020). Los

carbapenémicos son antibioticos B-lactimicos de Ultima generacion, disefiados para tratar
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infecciones bacterianas graves y resistentes a otros antibidticos. Sin embargo, su eficacia puede
verse comprometida por enzimas [-lactamasas. Estas enzimas incluyen las
metalobetalactamasas (clase B) y oxacilinasas (clase D). Las metalobetalactamasas hidrolizan
el anillo B-lactdmico del antibidtico utilizando zinc en su estructura, mientras que las
oxacilinasas degradan sin requerir el metal. Ambas clases hidrolizan el antibidtico generando
asi resistencia frente a este (Wu et al., 2023).

La OMS actualiz6 la "Lista de Antimicrobianos de Importancia Critica de la OMS”, destacando
a los carbapenémicos como medicamentos extremadamente importantes y de alta prioridad
para la medicina humana. Esta actualizacién busca optimizar el uso de antimicrobianos y
reducir su uso innecesario en sectores no humanos, como el animal, vegetal y ambiental, para
frenar la propagacion de la resistencia a los antimicrobianos (RAM). La lista de
antimicrobianos de importancia médica (MIA) de la OMS, junto con el marco AWaRe y la
colaboracion de organismos internacionales, guia politica para el uso responsable de
antimicrobianos. La inclusion prioritaria de los carbapenémicos responde a la amenaza de
bacterias multirresistentes como Acinetobacter baumannii, destacando la importancia del
enfoque “one health” para combatir la resistencia antimicrobiana de forma integral (OMS,

2024).
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Figura 1
Representacion esquematica de las estructuras de carbapenémicos

Carbapenem R1 R2

Imipenem H — S \/\NHCH=NH

O
Meropenem CH,
—s
NH
O
Ertapenem CH, _SAQ)‘\N/©\COOH
NH H

Doripenem CH, — _Q/\NHSO NH
NH 2 2

Fuente: (Iyer, 2022)

1.4.1. Imipenem

Es un antimicrobiano administrado por via intravenosa perteneciente al subgrupo de
carbapenémicos, identificado como una tienamicina semisintética de amplio espectro con
actividad antibacteriana frente a Gram negativas y Gram positivas multirresistentes, tanto en
condiciones aerobias como anaerobias. Su efectividad se potencia cuando se administra en
combinacion con la cilastatina (PubChem., 2024). El Imipenem actia como bactericida al
inhibir la sintesis de la pared celular especificamente en la tercera y ltima etapa del proceso.
Su mecanismo de accidn consiste en unirse de manera irreversible a las proteinas de unién a
las penicilinas (PBPs), enzimas transpeptidasas que catalizan la formacion de enlaces cruzados
en el peptidoglicano evitando su formacion que causa debilidad de la pared (Young, 2021). Al

bloquear la actividad de las PBP-2 y PBP-1B, se interrumpe la sintesis lo que provoca la lisis
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celular. Ademas, su estructura inica le permite penetrar facilmente la membrana celular externa

de bacterias Gram negativas por porinas como OprD y otros (Young, 2021).

1.4.2. Meropenem

Es un acido carbapenemcarboxilico de amplio espectro, en sus anillos de azetidina y pirrolina
tienen al sustituyente 1-hidroximetil y 5-(dimetilcarbamoil) pirrolidin-3-iltio siendo mas
estable que el Imipenem por la presencia del grupo 1- -metilo en el C1 del anillo carbapenem.
Que actua como barrera esférica frente a la hidroélisis por B-lactamasas de tipo serinico (Hussain
et al., 2025). Actia como alergeno de farmacos y antibacterianos en Gram positivas y Gram
negativos, no requiere de inhibidor enzimatico de administracion intravenosa en pacientes
inmunodeprimidos e infecciones (PubChem.,2021). El Meropenem ejerce su accion bacteriana
mediante la inhibicion irreversible de las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs), enzimas
esenciales en la sintesis del peptidoglicano, dichas dianas especificas son la PBP 2 (codificado
por la mdrA en E. coli), cataliza la transglicosilacion y transpeptidacion, esencial para la
elongacion del sacculus; y la PBP 3 (codificado por ftsl) participa en la division celular,
formando el anillo de division celular, formando el anillo de division (septum) (de Souza et al.,
2025). E1 Meropenem forma un complejo acil-enzima estable con residuo serinico activo de la
transpeptidasa, bloqueando irreversiblemente la actividad enzimatica. Esto impide la
reticulacion del peptidoglicano, reduciendo la resistencia mecanica de la pared celular por la
disminucion de enlaces pentapéptidos (D-Ala-D-Ala) y se genera la activacion del sistema SOS

y autolisinas desencadenando el sistema osmotico y muerte celular (de Souza et al., 2025).

1.4.3. Ertapenem

Es un Meropenem (1-3 metil-carbapenem) en la que uno de los dos grupos metilos unidos al
nitrogeno de la amida se sustituye por hidrogeno y el otro por un 3-carboxifenilo. Usualmente

usado en el tratamiento de infecciones intraabdominales, ginecologicas, neumonias y urinarias
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(PubChem., 2024). Su efecto bactericida se debe a la inhibicion de la sintesis de peptidoglicano
de la pared bacteriana, por su mayor afinidad se une a PBP 2 y PBP 3, aunque también reconoce
PBP 1a, 1b, 4 y 5 (Nowak & Paluchowska, 2016) Bloquea la transpeptidacion al ocupar los
sitios activos de la PBPs, impide la formacion de los enlaces cruzados del peptidoglicano, el
cual debilita la pared celular desencadenando lisis osmdtica y muerte bacteriana. Su estabilidad
se mantiene frente a las B-lactamasas de espectro extendido (ESBL), ya que no es sustrato de
esas enzimas. No obstante, puede ser hidrolizado por metalo-B-lactamasas (IMP, VIM, NDM)

(Nowak & Paluchowska, 2016)

1.4.4. Doripenem

Es un carbapenem 1-B-metilado que ejerce una rapida accion bactericida al acetilar e inactivar
las proteinas fijadoras de penicilina (PBPs). en E. coli tiene mayor afinidad por el PBP-2 y
PBP-4, mientras en Acinetobacter baumannii tiene afinidad por el PBP-2 y PBP-3 bloqueando
la sintesis de peptidoglicano, debilitando y generando lisis osmoética concluyendo en muerte
celular (Jamwal et al., 2024). Mas estable frente a la deshidropeptidasa renal lo que el
Imipenem. Actiia en complejas infecciones de tracto urinario, intraabdominal e incluyendo la
pielonefritis uniéndose a las PBP para evitar la reticulacion estructural del peptidoglicano

(PubChem., 2021).

1.4.5. Mecanismo de accion de los p - lactamicos

Los carbapenémicos son antibioticos B-lactamicos de amplio espectro que actuan uniéndose
irreversiblemente a las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), inhibiendo la sintesis del
peptidoglicano y causando la lisis bacteriana. Su alta afinidad por las PBP interfiere con
funciones clave de la pared celular, lo que les confiere un potente efecto bactericida y baja
toxicidad para el huésped, ya que las células eucariotas animales no poseen pared celular.

Diferentes carbapenémicos tienen afinidad selectiva por PBP especificas: el Imipenem se une
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fuertemente a multiples PBP, el Meropenem acttia sobre PBP2 y PBP3. Ademaés, mantienen su
eficacia en un amplio rango de pH (5,5 - 8,5) y penetran rapidamente las células bacterianas
(Bush & Bradford, 2016). Como se observa en la Figura 2, las etapas de formacion de la pared
celular bacteriana explican los puntos de accion de estos antibioticos, mientras que la Figura 3
ilustra con mayor detalle el mecanismo de accidn de los B-lactdmicos, mostrando como el anillo

B-lactdmico se une a las PBP e impide la sintesis del peptidoglicano.

Figura 2
Etapas de formacion de la pared celular bacteriana
3. Accidn de las PBP: unidn
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Fuente: adaptado (Suarez & Gudiol, 2009).

Figura 3
Mecanismo de accion de lo p -lactamicos
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Fuente: adaptado (Suarez & Gudiol, 2009).
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1.5.Resistencia bacteriana
La resistencia es considerada como la capacidad de la pérdida de la susceptibilidad frente a
propiedades letales (bactericidas) o inhibidoras de crecimiento (bacteriostaticas) de un agente
antibidticos y las han clasificado en resistencia intrinseca y resistencia adquirida (Morier.,
2021).
a. Resistencia intrinseca: Llamada también resistencia natural al ser propia, como es el
caso de Acinetobacter baumannii. Poseen resistencia basal a B-lactamicos , macrolidos
y lincosamidas, fenicoles, acido fusidico y fluoroquinolonas. Ademas de sus
mecanismos de defensa codificadas cromosdmicamente una cefalosporinasa ADC y la
oxacilinasa OXA 51; impermeabilidad natural de la membrana y actividad de eflujo
basal del cual se caracterizd tres sistemas codificados por los operones adeABC,
adeFGH y adelJK (Blosser., 2024; Lupo et al., 2018).
b. Resistencia extrinseca: Esta se da por dos procesos como la mutacion y por
transferencia de genes.

e Plasmidos: El término fue acufiado por Lederberg al referirse a pequenas
moléculas de ADN extracromosomico, estos se pueden dividir en plasmidos no
transmisibles y la otra mitad en conjugativos y movilizables, la capacidad de
conjugacion esta determinada por el tamafio y nimero de copias que se
mantienen dentro de la célula huésped (Dewan & Uecker, 2023; NIH, 2024).
Estos son los vehiculos perfectos de la transmision de genes carbapenemasas
(blaox4) y metalo B-lactamasas. En un andlisis de 813 plasmidos completos de
Acinetobacter baumannii permitio clasificarlos en cuatro grupos principales
segun los genes de replicacion rep: R1, R3, RP y un grupo “sin rep” basada en
la identidad de la proteina Rep y su implicancia de propagacion de genes de

RAM (Scoffone et al., 2025). El R1, codifica la proteina Pfam01446 no asociada
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a la resistencia antimicrobiana, en contraste del R3 (con proteina Rep 3,
Pfam01051) asociados a los clones globales como GC1 y GC2 que contienen
carbapenemasas como blaoxa-ss, blaoxa-71'y blaoxa-24 al igual que son albergados
como tet39, sul2 y mcr que le brinda resistencia a tetraciclina, sulfonamidas,
macroélidos y colistina. El plasmido tipo RP, contienen RepPriCT 1, del sub tipo
RP-T1 que incluye el blaoxs-23y aphA6 que le da resistencia a carbapenemasas
y amikacina. mientras que el grupo “sin rep” posee al plasmido pRAY que porta
el gen aadB que da resistencia a tobramicina, gentamicina y kanamicina, pero
también abarca pldsmidos pA297-3 y pNDM-BKO que albergan genes como
sul2, msr-mph(E), bla PER-7, armA y blanpm (Scoffone et al., 2025).

Transposones: Conocidos como genes saltarines, son secuencias de ADN
moéviles de un lugar a otro del genoma, en las especies patdgenas de
Acinetobacter el transposon IS (1Kb) que codifica para la transposasa que es la
responsable de la escision, reconocimiento y union de genes de resistencia a los
antibioticos al codificar fuertes promotores externos aumentando la expresion
de dichos genes o al alterar genes que codifican dianas, transportadores y
porinas (Rodriguez., 2024). Las secuencias de insercion ISAba actian como
potentes elementos reguladores y disruptores genéticos, capaces de transformar
genes silenciados o0 moderadamente activos en potentes efectores de resistencia,
mediante promotores insertados, disrupcion de genes estructurales o
reguladores, y activacion de bombas de eflujo. Estas permiten a Acinetobacter
baumannii desarrollar una amplia gama de resistencia a antibioticos. Elementos
como ISAbal o ISAbal 125 pueden insertarse aguas arriba de genes
introduciendo promotores fuertes que elevan su transcripcion incrementando la

expresion de blaoxu-23, blaoxa-s1, ampC, sul2, eptA. la secuencia promotora ES

17



Abal25 que incrementa la expresion de blanpy con el elemento genético
Tn6924. Ademas de que las insercion adelJK activa el promotor ISAbal
impulsando bomba AdelJK que le brinda a Acinetobacter baumannii resistencia
a aminoglucoésidos, B-lactamicos, tetraciclinas y tigeciclina (Scoffone et al.,
2025).
e Integrones: Son secuencias de ADN que facilitan la adaptabilidad y evolucion
de las bacterias con sitios de integracion o serie de cassettes que a través de
mecanismos especializados captura y expresa genes (Sabbagh et al., 2021).
Dichos elementos genéticos se identifican por la presencia de 3 componentes:
el gen Intl (integrasa), el sitio de recombinacion attl y el promotor Pc. Se
distinguen dos tipos principales (integrones moviles e integrones
cromosémicos) que albergan multiples casetes de genes expresados por el
promotor haciéndolo fenotipicamente resistentes (Prakash et al., 2024). En los
ultimos afios se ha descrito en Acinetobacter baumannii. La incrustacion del
integron de clase I In86 que contenia el gen blamp, Sull, aac(6')-31 y aadA
(Sabbagh et al., 2021). Ademas, se subraya la prevalencia de la clase 1 (Intl 1)
como portador clave de genes de resistencia a cloranfenicol, rifampicina y
aminoglucosidos netamente en Acientobacter baumanii (Prakash et al., 2024).
1.6.Mecanismos de resistencia
Los mecanismos de resistencia a los [B-lactdmicos (carbapenémicos) en Acinetobacter
baumannii, especialmente incluyen:
a) Bombas de expulsion relacionadas a la resistencia frente al Imipenem, Tigeciclina,
Aminoglucosidos, Fluoroquinolonas, Cloranfenicol, Tetraciclina, Fosfomicina, etc.

(Abdi et al., 2020).
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b) Defectos de permeabilidad en porinas de la membrana como OmpA, OmpW, Omp47 y
CarO, relacionados con la resistencia frente al Aztreonam, Acido nalidixico y
Carbapenémicos por la interaccion con carbapenemasas (Zhou et al., 2023).

c) La wvariaciéon de sitios target induce a la resistencia frente a Quinolonas,
Aminoglucosidos, Trimetroprima y Tetraciclina (Gedefie et al., 2021).

d) Enzimas modificadoras que son el mecanismo de resistencia mas importantes frente a

los Aminoglucosidos y la produccion de B-lactamicos (Wu et al., 2023).

1.6.1. Enzimas Carbapenemasas

Son una clase diversa de enzimas codificadas a partir de elementos genéticos moviles o
cromosdmicamente. Existen 4 clases de enzimas degradadoras del anillo estructural de los -
lactdmicos (Wu et al., 2023). Ambler clasific6 molecularmente las carbapenemasas por su
dependencia de los cationes divalentes de la activacién enzimatica, dividiéndolas en
metalobetalactamasas (clase B dependientes de =zinc) y no metalobetalactamasas
(independientes de zinc A, C y Clase D) (Jeon et al., 2015; Sawa et al., 2020). Las enzimas
mencionadas hidrolizan Carbapenémicos y B-lactamicos . Las metalobetalactamasas (clase B)
y oxacilinasas (clase D) son reportadas con mayor frecuencia en Acinetobacter baumannii, por
ello la investigacion busca determinar genes que codifican a metalobetalactamasas como

blanp, blanpym 'y oxacilinasa como blaox42; (Otiniano & Rivera, 2021).

e Gen blanpm: Es la metalobetalactamasa Nueva Delhi, fue aislado por primera vez de
un paciente sueco con infeccidn urinaria causada por K. pneumoniae el 2008. El gen se
localiza en plasmidos (o, en algunos casos en cromosoma) y codifica una proteina de
aproximadamente 27,5 kDa y 269 aminoacidos que pertenecen al grupo B de la
clasificacion de Ambler al poseer 1 ion de zinc en su sitio activo al igual que blawe y

blavim. Su primer reporte en Acinetobacter baumannii Carbapenémicos resistentes fue

19



en Brasil en 2014. Actualmente presenta mas de 40 variantes se han depositado en el
GenBank en méas de 60 especies bacterianas (Wenjing et al., 2019). Entre varias
carbapenemasas, las metalo- B-lactamasas de Nueva Delhi se consideran del tipo mas
potente capaz de hidrolizar todos los antibioticos p-lactdmicos , excepto al aztreonam.
Sin embargo, los productores de NDM-1 también producen enzimas que hidrolizan el
aztreonam, lo que confiere a estos patdgenos una resistencia absoluta (Nahar et al.,
2024). En Acinetobacter baumannii, el plasmido pNDM-AB-1(49 kb) fue el vehiculo
que transportaba el blanowm al aislado AB-1. Se encuentra inserto en el transposon novel
Tn6924 (3,9 kb), impulsado por 1ISAbal25 que consta de ISAba 125 izquierdo (IRL)
clase 1S3 que aporta la secuencia promotora 35 (TTGACA) 18 bp 10 (TATAAT)
responsable de la sobre expresion de carbapenemasas; blanom (813pb); ble MBL; (le
brinda resistencia a bleomicina y mantiene el marco de lectura estabiliza la expresion)
y ISAbal25 derecha (IRR completa el transposon) (Adler et al., 2023) como se observa

en la Figura 4.

Figura 4
Estructura del gen blanpyu en Acinetobacter baumannii

Fuente: adaptado de (Adler et al., 2023)

Gen blaiyp: Se detectd en P. aeruginosa 'y Acinetobacter spp. Por primera vez en Japon
(1990) estos genes codifican a la Imipenemasas (IMP). Actualmente se han reportado

mas de 91 variantes a nivel mundial. Esta localizado en un plasmido de 36 kb, dentro
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de un casete genético movil insertado en un integron de clase 1 denominado In31, dicho
elemento genético accesorio, permite su transferencia horizontal a nivel de las
diferentes especies bacterianas de elementos genéticos accesorios, permitiendo su
transferencia horizontal a nivel de las diferentes especies bacterianas propagandose a
nivel mundial (Li et al., 2023). Propagéndose a nivel mundial (Li et al., 2023). Este
integron pertenece a un grupo de derivados de transposones defectuosos relacionados
con Tn402. El integron In31 contiene cinco casetes genéticos: blamp, aacA4 y tres
casetes que codifican para el gen catB para cloranfenicol acetiltransferasa, alelo qac
que produce una proteina de resistencia y proteinas de funcion desconocida (Khalid,
2024). En Acinetobacter baumannii es un cassette de 738 pb localizado dentro de
integrones clase 1 (tipos In73, I1n992, In722, etc.) y se encuentra flanqueado por IS26,
ISCR1 o ISPal7, que proporcionan promotores fuertes y facilitan la inserciéon en
plasmidos conjugativos (IncL/M, incP-2 o gigantes > 300 kb) o en el cromosoma
mediante cointegrados 1S26.

Gen blaoxa-23: Este gen fue el primer aislamiento de una oxacilinasa con actividad
carbapenemasa en Acinetobacter baumannii en el afio 1985 aislados de un hemocultivo
de un paciente en el Reino Unido, tiene un reporte de 18 variantes (alelos) del gen, este
codifica a la carbapenemasa blaox 23 (complejo con Meropenem) su ubicacion esta
asociada a un transposon, siendo el gen mas reportado en CRAB (Jeon et al., 2015).
Esta enzima estd distribuida por todo el mundo al ser parte de transposones como
Tn2006, Tn2007, Tn2009, Tn2008 y Tn2008B (Huang et al., 2019; Mugnier et al.,
2010). El gen blaox4-23, se encuentra insertado en un transposén compuesto flanqueado
por dos elementos 1ISAbal, lo que favorece su movilidad y expresion. El transposon
presenta una enzima de restriccion tipo lIL (Mmel), lo que sugiere funcion reguladora

o protectora. En la secuencia de insercion blaoxa-23 estd precedido por el promotor
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ISAbal asociado con la sobreexpresion del gen (Mmatli et al., 2025). La Figura 5
muestra el transposon Tn6681 (2,7kb), flanqueando por ISAbal y que porta blaoxa-23,
ISAba 14 y genes de conjugacion; al transferirse por el plasmido pM 19 al receptor M19,
Tn6681 puede integrarse en su cromosoma creando una duplicacion de 9pb y

expandiendo la resistencia a carbapenémicos.

Figura 5
Estructura del gen blapx4-23y diseminacion de plasmido conjugativo que contiene el
transposon Tn6681 en Acinetobacter baumannii

Fuente: adaptado de (Zong et al., 2020)

Acinetobacter baumannii ha desarrollado diversas estrategias para sobrevivir frente a los
antibidticos. Entre ellas se encuentran la produccion de enzimas betalactamasas, enzimas
modificadoras de aminoglucésidos, el uso de bombas de eflujo que expulsan los fArmacos del
interior celular, asi como alteraciones en la permeabilidad y en los sitios donde actian los
antibidticos. La presencia simultdnea de esos mecanismos ha reducido con el tiempo las
alternativas terapéuticas disponibles para controlar las infecciones que provoca esta bacteria.

Los mecanismos mas relevantes de resistencia se presentan en la Tabla 1.
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Tabla 1
Clasificacion de B-lactamasa presentes en Acinetobacter baumannii

dlew:ecsz;:ti::l(i)a M(ﬁ!&i?ﬁar Proteina Plasmido o cromosoma Elementos genéticos
(Ambler)
TEM-1 Plasmido a
TEM-92 Plasmido a
GES-1 Plasmido a
GES-5 Plasmido a
GES-11 Plasmido a
GES-12 Plasmido a
GES-14 Plasmido Integron
Clase A KPC-2 A a
KPC-3 A a
KPC-4 A a
KPC-10 A a
CTX-M-2 Plasmido a
CTX-M-15 Plasmido a
OCS-1 Plasmido a
VEB-1 Plasmido a
Imp.-1 Plasmido Integron
Imp-2 Plasmido Integron
IMP-5 A Integrén
IMP-6 A Integron
B-Lactamasas IMP-8 Plasmido
IMP-11 A Integron
IMP-19 Plasmido
IMP-24 Plasmido
Clase B NDM-1 Cromosdmico ES Abal25
NDM-2 Cromosomico ES Abal25
NDM-3 Plasmido
VIM-1 A Integron
VIM-2 Plasmido Integrén
VIM-3 Plasmido Integron
VIM-4 Plasmido Integron
VIM-11 Plasmido Integrén
SIM-1 A Integron
Clase C AmpC Cromosdmico a
e OxA) | OXA2I Plasmido a
grillj‘seolg(f_‘;%) OXA-128 Plasmido a
gﬁ?ge&f_‘%) OXA-37 Plasmido a
gflﬁseo?(fzg) OXA-23 Plasmido o cromosoma En 2006’2](3882007, En
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OXA-133 Plasmido a
0OXA-239 Plasmido a
OXA-24 Cromosomico a
OXA-25 Cromosomico a
OXA-26 Cromosomico a
Clase D (Sub L.
arupo OXA-24) OXA-40 Plasmido o cromosoma a
OXA-72 Plasmido a
OXA-143 Plasmido a
OXA-182 Plasmido a
OXA-51 Cromosomico a
OXA-64, OXA-
65, 0XA-66, Plasmido a
OXA-68, OXA-
70, OXA-71
0XA-69, OXA-
75, OXA-76, Plasmido a
OXA-77
0OXA-79, OXA-
80, OXA-104, Plasmid
OXA-106~ asmido a
Clase D (Sub 0OXA-112
grupo OXA-51) (X A-82, OXA-
83, OXA-83, Plasmido a
OXA-84
OXAS6.0XA iy :
OXA-88, OXA-
91, 0XA-93, Plasmido a
0XA-94, OXA-
95, OXA-96
OXA-92 Plasmido a
OXA-113 Plasmido a
Clase D (Sub 8§2:32 Plasmido o cromosoma Elemento RE
grupo OXA-58) OXA-97 Plasmido o cromosoma Elemento RE
Clase D (Sub , .
grupo OXA235) OXA-253 Plasmido a
Clase D (Sub
grupo OXA- OXA235 Plasmido a
143)

Fuente: Elaborado en base a (Lee et al., 2017; Yang et al., 2020)
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1.7.Microsatélites de arrastre

Fenomeno microbioldgico observado durante las pruebas fenotipicas de deteccion de
carbapenemasas. Se observan como colonias pequefias (microsatélite) que rodean el
crecimiento de arrastre de la cepa de prueba. Dichas colonias estan distribuidas aleatoriamente,
apareciendo dentro de la zona de inhibicion donde no se esperaria crecimiento por presencia
de antibiotico (Mitteregger et al., 2022b). Mientras que Chen en el 2013 lo deduce como la
presencia de diferentes fenotipos en una sola muestra clinica de un Unico paciente, dicho
fenomeno se puede deber a una infeccion cruzada durante la hospitalizacion, mutaciones

naturales, induccion de genes de resistencia y adquisicion horizontal de genes.
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOLOGIAS

2.1 Area de estudio

Hospital Regional del Cusco

El Hospital Regional de Cusco con categoria de nivel III-1 segun la Resolucion Directoral RD-
N.° 508-2005-DRSC-DEGDRRHH, es una institucién de Salud Publica que fue inaugurado el
23 de julio de 1964, se encuentra ubicado entre la Av. Cultura S/N. Distrito de Wanchaq,
provincia de Cusco, departamento Cusco (Hospital Regional del Cusco, 2021) (Figura 6).
Ubicado a una altitud de 3350 metros y latitud sur 71° de longitud Oeste a partir del Meridiano
de Greenwich. Es dirigida por una Direccién Ejecutiva conjuntamente con los Organos de
Control Institucional y el Comité de Gestion Institucional. Posee 12 distintos departamentos
con 32 servicios, como Emergencia, Consulta externa, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI),
Unidad de quemados, Hospitalizacion, Unidad de Cuidados Intensivos Neonatal (UCIN),
Pediatria, Ginecologia entre otros servicios, asi mismo desarrollan programas preventivos

(Hospital Regional del Cusco, 2024).
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Figura 6
Ubicacion del Hospital Regional del Cusco

Nota: Se observa la ubicacion del Hospital Regional del Cusco, establecimiento de salud de nivel I1I-1 situado

en la Av. Cultura S/N, distrito de Wanchaq, provincia y departamento de Cusco.

2.2 Materiales

2.1.1. Material bioldgico

Cepas de Acinetobacter ssp. carbapenemasas resistente: Las 50 cepas de Acinetobacter
spp. proporcionadas por el laboratorio de microbiologia del Hospital Regional del
Cusco con la pertinente autorizacion (Proveido N°161 2023-GR CUSCO/GERESA-
HRC-DE-OCDI). Dichas cepas fueron obtenidas a partir de muestras bioldgicas como:
orina (5 muestras), sangre (5 muestras), aspirado traqueal y bronquial (30 muestras),
secreciones (5 muestras), drenaje y catéter (5 muestras), provenientes de diferentes

areas del Hospital Regional del Cusco (Anexo 1).
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e Cepas patron

v

v

Cepa patron Escherichia coli ATCC 25922 (Control negativo)

Cepa patron Acinetobacter baumannii ATCC 19606 para la identificacion
fenotipica (Control positivo)

Cepa patron Escherichia coli NCTC 13476 para blamp

Cepa patron Klebsiella pneumoniae BAA 2146 para blanpy

Cepa de Acinetobacter baumannii positivo para el gen bla,y.-23 (secuenciada)

2.1.2. Material de laboratorio

e Equipos

v

v

Autoclave (Austester)

Balanza analitica (Ohaus)

Bafio Maria (JSR)

Centrifuga refrigerada eppendorf de sobremesa (Biofuge Primo R)
Congeladora a -20°C (Double Action)

Congelador a -80°C (Fiocchetti)

Cabina de bioseguridad (Telstar)

Camara electroforética (Consort)

Espectrofotometro (Thermo Scientific modelo 6132YP102346)
Fotodocumentador (Bio Rad)

Fuente de potencia (Bio Rad)

Horno Pasteur (Brinder)

Horno Microondas (LG)

Incubadora(P-Selecta)

Mechero bunsen (Biobase)

Nanodrop (Thermo Scientific)

28



v

v

v

v

Refrigerador (Chest Freezer)
Purificador de agua (Wasserlab)
Termociclador (Proflex)

Vortex (Lavenet)

e Reactivos

v

v

v

Agarosa (Cleaver Scientific)

Agua para PCR

Buffer GelStain 10000X (TransGen Biotech)

Buffer TAE 1X (Sigma)

Colorante Gram

dNTPs (Promega)

Glicerol 20%

Reactivo de Kovacs

Marcador de peso molecular de 100pb GeneRuler (Thermoscientific)
MgCl2 (Promega)

Taq ADN polimerasa marca Gotaq Flexi DNA(Promega)

Peroxido de hidrogeno

e Primers forward y reverse para carbapenemasas

blaoxa-23 de 501 pares de base (Pb)

F: 5’-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3’

R:5-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3’

Fuente: (Mostachio et al., 2009)

blanpy de 512 pares de base (Pb)

F: 5'-AGCACACTTCCTATCTCGAC -3’

R: 5'- GGC GTA GTG CTC AGT GTC-3'
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Fuente: (Ranjbar et al, 2020)
blajypde 232 pares de bases (Pb)
F: 5'-ACCGCAGCAGACTCTTTGCC-3’
R: 5'-ACAACCAGTTTTGCCTTACC-3'
Fuente: (Davoodi et al, 2015)

e Medios de cultivo
v’ Agar cromogénico Acinetobacter (CHROMagar TM)
v’ Agar citrato de Simmons (Himedia)
v’ Agar Tripticasa de soya-TSA(Merck)
v Agar Muller Hinton (Merck)
v" Agar Hierro tres azucares-TSI (Merck)
v’ Agar Lisina Hierro-LIA (Merck)
v Agar Urea (Oxoid)
v’ Agar Sangre Base (Merck)
v’ Agar Movilidad Indol Ornitina - MIO(Merck)
v" Caldo Tripticasa de Soya - TSB (Merck)
v" Caldo Cerebro Corazén -BHI (Merck)

e Discos de sensibilidad
v" Meropenem MEM (10 ug) (Bioanalyse)
v Imipenem IMP (10 ug) (Bioanalyse)
v" Ertapenem ETP (10 ug) (Bioanalyse)

e Material de vidrio
v" Placas petri
v Pipetade 5mLy 10 mL

v’ Probetas de 50 mLy 100 mL
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v" Placas Petri de 90 mm
v" Frascos de 100 mL, 500 mL y 1000 mL
v Tubos de tapa rosca de 5 mL
e Otros materiales
v' Calibrador Vernier
v Agujas y Asas de siembra
v" Alcohol de 70°
v' Barbijo
v' Crioviales
v Criobox
v Tips (20 uL, 100 uL y 1000 pL)
v' Gasa estéril
v Guantes
v' Hisopos estériles
v’ Jabon
v Mascarilla
v Micropipetas (10-100 pLy 100 -1000 pL)
v' Portaobjetos
v' Pinzas metalicas estériles
v" Tips de 10 uL, 20 uL y 1000 puL

v Tubos tipo Eppendorf 1.5 mL
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2.3. Métodos

2.3.1. Tipo de investigacion

El presente estudio es de tipo transversal descriptivo. Alineada en el area de conocimiento de
ciencia de vida y la linea de investigacion en microbiologia segun la resolucion D-2205-2022-
FC UNSAAC.

2.3.2. Recoleccion, aislamiento y conservacion de cepas de Acinetobacter spp.

El laboratorio de Microbiologia del Hospital Regional del Cusco, proporcion6 50 cepas de
Acinetobacter spp. resistentes a carbapenémicos que fueron recolectadas durante los meses de
marzo a diciembre del 2023. Cada cepa fue replicada a partir de una colonia en un vial con
Agar Tripticasa de Soya (TSA) debidamente identificado. Posteriormente, se trasladaron en
cadena de frio (4°C) al Laboratorio Institucional de Microbiologia e Inmunologia de la Facultad
de Ciencias Biologicas, para su procesamiento y conservacion.

2.3.3. Criopreservacion de cepas de Acinetobacter spp.

Las 50 cepas de Acinetobacter spp. fueron subcultivadas para la seleccionar de una unidad
formadora de colonia, que luego fue inoculada en caldo TSB e incubada a 37 °C durante 24
horas en volumen de 1 mL. Tras una homogeneizacion, se colocaron alicuotas de 200 puL de la
suspension bacteriana en crioviales de 1,5 mL previamente rotulados que contenian 600 pL de
glicerol esterilizado al 20%. en proporcién 1:3 Los crioviales se homogeneizaron y temperaron
gradualmente a 0°C y -20°C para finalmente ser almacenados en un congelador a -80°C. Para
determinar la viabilidad de las reservas congeladas, se descongelan de forma aleatoria multiples
viales cada cierto tiempo que fueron sembrados para confirmar su viabilidad de las cepas

(Gutiérrez et al., 2015; Nielsen et al., 2015).
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2.3.4. Identificacion de cepas de Acinetobacter spp.

A partir de las cepas de Acinetobacter spp. criopreservadas, se tomod una alicuota que fueron
cultivada en caldo Tripticasa de Soya (TSB) e incubado por 24 horas a 37° C. Posteriormente
cultivadas en agar cromogénico Acinetobacter (CHROMagar ™) y agar Mac Conkey (Merck)
se incubaron nuevamente durante 24 horas a 37° con el fin de obtener colonias aisladas (Casas

& Castillo, 2019).

2.3.4.1. Pruebas bioquimicas

Se realizaron pruebas bioquimicas diferenciales basadas en caracteristicas fenotipicas descritas
en manuales clasicos de microbiologia (Holt et al., 1994, citado en Adogaye et al., 2021), tales
como Agar Tres Aztcares Hierro (TSI), Agar Lisina Hierro (LIA), Agar Urea, medio Movilidad
Indol Ornitina (MIO) y Agar citrato de Simmons, complementado con la prueba de catalasa
usando el método de Cappuccino y Sherman (2014).

A. Agar Lisina Hierro (LIA): Cada cepa de Acinetobacter baumannii fue inoculada
mediante puncidn en el fondo y estrias en la superficie del medio LIA, se incubo a
37°C durante 24 horas. Este medio permite evaluar la capacidad bacteriana de
fermentar glucosa, asi como las reacciones de descarboxilacion y desaminacion de la
lisina y produccion de &cido sulthidrico (H2S) (Sapakota, 2022).

B. Triple Aztcar Hierro (TSI): Cada cepa de Acinetobacter baumannii. fue sembrada en
superficie y profundidad en el Agar TSI, procediendo a la incubaciéon a una
temperatura de 37°C por 24 horas. Acinetobacter baumannii es una bacteria no
fermentadora de azlcares, la reaccion en el tubo es gas negativo, acido sulthidrico
(H2S) negativo y pico alcalino sobre base alcalina (K/K) o (K/NC). Algunas pueden

metabolizar las peptonas aerobicamente o anaerobicamente provocando liberacion de
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amoniaco (NH3), haciendo que el indicador de pH rojo de fenol (pH 7) vire a un rosa
intenso (pH > 8,4) (Amini et al., 2024) (ASM,2016).

. Medio de Movilidad-indol-ornitina (MIO): Para determinar la movilidad, produccion
de indol y actividad de la enzima ornitina descarboxilasa en Acinetobacter baumannii
las cepas fueron inoculadas mediante puncion central a % de profundidad del medio
semisoélido y se incubaron a 37°C durante 24 horas (Ederer & Clark, 1970; Lopardo
et al., 2020).

. Citrato de Simmons: Cada cepa de Acinetobacter baumannii fue inoculada en
superficie mediante estria con asa estéril en el medio de Citrato de Simmons, Unica
fuente de carbono. Aquellas bacterias que poseen la enzima citrato permeasa
metabolizan el citrato a través del ciclo de acido tricarboxilico, generando productos
alcalinos (carbonatos y bicarbonatos) que elevan el pH. Como consecuencia el
indicador azul de bromotimol vira a color azul, lo que confirma la capacidad de
Acinetobacter baumannii para utilizar el citrato como fuente de carbono por la accion
del citrato permeasa. (Smith & Selby, 2018).

. Agar Urea: Las cepas de Acinetobacter baumannii fueron inoculadas en la superficie
mediante estrias en el medio urea e incubadas a 37 °C durante 24 horas. Este medio
contiene urea como sustrato y rojo de fenol como indicador de pH, que vira de amarillo
a rojo en presencia de productos alcalinos generados por la hidrélisis de urea. Dicha
reaccion es catalizada por la enzima ureasa, la cual libera amoniaco y diéxido de
carbono, alcalinizando el medio (Winn et al., 2017).

. Prueba de Catalasa: Se tomd una colonia de cada cepa de Acinetobacter baumannii.
sobre un portaobjetos debidamente rotulado, se agrego 1 gota de perdxido de
hidrogeno (H203z). La reaccion positiva que evidencid Acinetobacter baumannii por

la enzima catalasa que descompone el (H202) en agua (H20) se evidencio la liberacion
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Tabla 2

de oxigeno (O2) en forma de burbujas (Aryal, 2022). Esta prueba esta basada en que
la enzima antioxidante que protege a las bacterias de la toxicidad del peroxido de
hidrégeno, un subproducto del metabolismo aerobico. Esta reaccion rapida es visible.
En condiciones aerdbicas se utiliza 3% de H>O2, mientras que en condiciones
anaerobias se utiliza 15% de H,O: (Sapakota, 2022)

Crecimiento a 44°C: Las 50 cepas de Acinetobacter spp. fueron cultivadas en Agar
Sangre, y se incubaron a 44°C por 24 horas. Se observo el crecimiento en aquellas
cepas que eran Acinetobacter baumannii, siendo la Unica especie del complejo
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus con la capacidad de crecer a esa temperatura
(Bouvet & Grimont, 1986) como lo menciond (Asif et.al., 2018). En la siguiente Tabla
2 se detallan las caracteristicas bioquimicas que comparten y se diferencian dentro del

complejo.

Caracteristicas bioquimicas del complejo Acinetobacter calcoaceticus — baumannii

Pruebas Especies

Acinetobacter A. . . e A.

baumannii nosocomialis A pitti A calcoaceticus  A. seifertii dijkshoorniae
Movilidad - - - - - -
Indol - - - - - -
Ornitina - - - - - -
Urea - - - - - -
Citrato + + + + + T
Catalasa + + + + + +
Gas - - - - - -
H»0, - - - - - -

K/K K/K (Ingﬁaci K/K K/K K/K
LIA (Inclinacion (Inclinacion on (Inclinacién (Inclinacid (Inclinacion
alcalina) alcalina) . alcalina) n alcalina) alcalina)
alcalina)

.. .. -(y _(Y.. . -(y ..
Hemdlisis - (y hemdlisis) hemolisis) hem;llsls - (y hemolisis) hemolisis) - (y hemolisis)
Crecimiento

+ + + + + +
a37C°
Crecimiento
A 4] Co + + + + + +
Crecimiento n i i i i -

a44Ce
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2.3.5. Determinacion fenotipicas de carbapenemasas

2.3.5.1. Método de Inactivacion de Carbapenemicos Optimizado (0CIM) para

Acinetobacter baumannii

El método modificado de inactivacion de carbapenem (mCIM) fue mejorado por el oCIM, ya
que el CLSI indica que el mCIM no es aplicable para el Acinetobacter baumannii por su baja
sensibilidad y especificidad. El oCIM permite la deteccion objetiva y precisa de Acinetobacter
baumannii productor de carbapenemasas al evaluar los factores de indculo, volumen del caldo
de incubacién y tiempo de incubacion del disco MEM, obtuvieron una sensibilidad de 92,94%
(85.27-97,37%) y especificidad del 100% (47.82-100%). Esta fundamentada en la capacidad
enzimatica de hidrolizar a los Carbapenémicos usando el Meropenem (MEM) de 10 pg
presente en el papel filtro del disco de sensibilidad (Zhang et al., 2023). El método consta de
los siguientes pasos, que de manera grafica se presenta en la Figura 7:

e A partir de un cultivo fresco de 24 hrs. en Agar Sangre Bovina.

Se tom6 un in6culo bacteriano de 10uL, con una densidad de ODsoo 9.6 de

absorbancia equivalente a 4,00 McFarland aproximadamente a una absorbancia de

9.6 a 600 nm en el espectrofotometro (Thermo Scientific modelo 6132YP102346)

e Se coloco el inoculo en 400uL de caldo tripticasa de soya (TSB)

e Se homogenizo por 10 a 15 segundos en Vortex (Lavenet)

e Luego, se agrego el disco de sensibilidad de Meropenem (10pg)(Bioanalyse) en cada
cepa.

e Se incubo en aerobiosis a 35°C +/-2 por 6 hrs.

e Posteriormente, se retiraron los discos a través de la pared del tubo presionando
suavemente.

e Se colocaron en Agar Muller Hinton (Merck) con E. coli ATCC 25922, previamente

haber evaluado la turbidez en espectrofotometro de 0.80 - 0.13 en 625 nm
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equivalente a 0.5 McFarland. Después de haber extendido con hisopo la E. coli
ATCC 25922 dejarlo secar por 10 min.

e Se anadieron los sensidiscos preincubados de Meropenem (10ug) (Bioanalyse) al
Agar Muller Hinton (Merck) con E. coli ATCC 25922. Posteriormente se incubaron
en anaerobiosis a 37°C +/-2 por 18 o 24 hrs.

¢ Finalmente, se realizo la lectura e interpretacion

Interpretacion
e 0oCIM positivo: Un didmetro de zona de inhibicion de 6 — 20 0 <22
e 0oCIM indeterminado: Un didmetro de zona de inhibicion de 23-25 mm
e 0oCIM negativo: Un didametro de zona de inhibicién de > 26 mm

Figura 7
Procedimiento del Método de Inactivacion de Carbapenémicos Optimizado (0CIM)

Fuente: basado en (Zhang et al., 2023)
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2.3.5.2. Método de Inhibicion de los Carbapenemicos Rapido (rCIM-A) para

Acinetobacter baumannii

El método modificado de inactivacion de carbapenenmasas (mCIM) es prometedor en la
deteccion de carbapenemasas en enterobacterias mediante la hidrolisis del Meropenem. Pero
se ve obstaculizado por un rendimiento en tiempo de obtencion de resultados y la baja
confiabilidad para Acinetobacter baumannii (CLSI, 2018). Por ello investigadores tuvieron el
reto de desarrollar nuevos métodos fenotipicos con mayor confiabilidad y en menos tiempo de
deteccion en Acinetobacter baumannii de ello surge el CIM rapido (rCIM-A) con una
sensibilidad (97,4%) y especificidad (92.9%) utilizando discos de Ertapenem, Imipenem y
Meropenem con una corta incubacion como se detalla en la Figura 8 y en los siguientes pasos
(Mitteregger et al., 2022b):

e A partir de un cultivo fresco de 24 hrs. en Agar Sangre Bovina.

Se tomo un indculo bacteriano de 10uL, con una densidad de OD 600 equivalente a

4,00 McFarland.

e Se coloco cada in6culo en 400uL de caldo tripticasa de soya (TSB) méas Triton TM
X-100 al 0,1 % en 3 diferentes tubos por 1 cepa.

e Se homogenizo por 10 a 15 segundos en Vortex (Lavenet).

e Luego, se agregaron los discos de sensibilidad de Meropenem (10ug) (Bioanalyse),
Imipenem (10pg) (Bioanalyse) y Ertapenem (10ug) (Bioanalyse) cada uno
individualmente en un tubo tapa rosca que contiene la cepa bacteriana de estudio.

e Se incubaron en aerobiosis a 37°C +/-2 por 2 hrs.

e Posteriormente, se retiraron los discos a través de la pared del tubo presionando

suavemente.
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e Se valuo la turbidez en espectrofotometro de 0.80 - 0.13 en 625 nm equivalente a 0.5
McFarland de E. coli ATCC 25922 y distribuirlo homogéneamente con hisopo en
Agar Muller Hinton (Merck) dejarlo secar por 10 min.

e Se colocaron los discos preincubados de Meropenem (10pg) (Bioanalyse),
Imipenem (10ug) (Bioanalyse) y Ertapenem (10ug) (Bioanalyse) en Agar Muller
Hinton (Merck) con E. coli ATCC 25922.

¢ Finalmente, se incubaron en anaerobiosis a 35°C +/-2 por 18 0 24 hrs. Y se realiz6
la lectura.

Interpretar
e 1CIM positivo: Zona de inhibicion de < 25,5 mm
e rCIM negativo: Zona de inhibicién de > 26 mm

Figura 8
Método de Inhibicion de los Carbapenemicos rapido (rCIM-A)

Fuente: basado en (Mitteregger et al., 2022b)

39



2.3.5.3. Método modificado de inactivacion de Carbapenemicos con el agregado de EDTA

(eCIM)

Este método discrimina entre las carbapenemasas dependientes de serina y dependientes de un

metal (MBL, ejemplo de enzimas NDM, IMP y VIM) que estd basado en sus mecanismos

hidroliticos que requieren de iones de zinc para la catalisis y son inhibidas por agentes quelantes

de metales como el EDTA (Sfeir et al., 2019), dicho método posee la sensibilidad y

especificidad general de 100% que fue adoptado por el CLSI. El eCIM es valido cuando el

mCIM es positivo (CLSI, 2018). Se detalla los pasos en la Figura 9, asimismo en lo siguiente:

Se afiadieron 20 puL de una soluciéon de EDTA 0.5 M a un tubo que contenga 2 mL
de caldo tripticasa-soya para cada aislamiento, con el fin de alcanzar una
concentracion final de 5 mM de EDTA.

Se suspendi6 una asada 10uL de cepa de Acinetobacter baumannii al caldo
tripticasa-soya previo agitando en vortex por 10 -15 segundos

Se introdujo del disco de Meropenem en la suspension completamente sumergido.
Se incubaron la mezcla a 35°C +/- 35 durante 4 horas.

Se preparo una suspension de E. coli ATCC 25922 con tubidez de 0.5 McFarlan en
solucion salina.

Dentro de los 15 min. Se sembro6 en una placa Muller-Hinton con E.coli usando un
hisopo estéril, dejar secar la placa por 3 min.

Se retiro el disco de Meropenem del caldo eliminando el exceso de liquidos y colocar
en la placa sembrada.

Se incubo las placas invertidas a 35°C durante 18 — 24 hrs. finalmente se midieron

los halos de inhibicidn e interpretaron.

Interpretacion

e MBL positivo: Incremento de zona de inhibicion > Smm de eCIM vs mCIM
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e MBL negativo: Incremento de zona de inhibicion < 4mm de eCIM vs mCIM

Figura 9
Método Modificado de Inactivacion de Carbapenémicos con agregado de EDTA

Fuente: basado en (CLSI, 2018).

2.3.6. Caracterizacion genotipica de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos

mediante PCR convencional
2.3.6.1. Extraccion de ADN mediante el método de Boiling

La extraccion de ADN bacteriano es un procedimiento que implica la destruccion de las
membranas celulares para liberar el material genético, seguido de su separacion de otros
componentes celulares. En este estudio, la extraccion se realizd mediante el método de
ebullicion (Boiling), el cual consiste en someter las células a altas temperaturas para lisarlas y
liberar el ADN, que posteriormente puede ser utilizado en técnicas moleculares como PCR.
Este método es rapido, econdmico y eficiente, y garantiza la obtencion de ADN adecuado para

lisis posteriores (Shin et al., 2021)
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Para la extraccion de ADN plasmidicos de Acinetobacter baumannii se desarrollaron los
siguientes pasos (Yadav et al., 2025):
e Las 21 cepas identificadas como Acinetobacter baumannii fueron cultivadas en
agar TSA por 24 horas a 35°C +/-2, hasta la obtencion de colonias aisladas.
e Se transfiri6 una colonia (1puL) a un criovial que contiene suero fisiologico al
0.85% estéril.
e Se homogeneiz6 por 15 segundos, se colocaron los crioviales de un criobox.
e Se inocularon 100 puL de suero fisioldgico con suspension bacteriana en 100 uL
de buffer TE en un tubo de PCR correctamente rotulado.
e Se sometid a lisis térmica a 95°C por 10 minutos en el termociclador.
Posteriormente se centrifugé a 13000 rpm durante 60 segundos.
¢ Finalmente, se colocd un 1 pL de sobrenadante hacia el master mix y proceder
con la PCR (ver en Tabla 4 y Tabla 3)

Figura 10
Protocolo de extraccion de ADN plasmidico en cepas de Acinetobacter baumannii

Fuente: Basado a (Shin et al., 2021)
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2.3.6.2. Amplificacion mediante la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR)

Utilizando la técnica de la PCR convencional se hizo la identificacion de los genes blaoxa-23,
blanpm 'y blamp. Al ser un proceso inicial caliente que activa la enzima, las reacciones se pueden
ensamblar el trabajo de temperatura ambiente a transferirlo a un termociclador. Por ello no
requiere un proceso de extraccion de ADN como tal. Las cepas patron controles positivos
fueron incluidas en todos los experimentos de PCR junto a las cepas patron controles negativos

(Casas & Castillo, 2019); en la Tabla 3 y Tabla 4 se detalla el master mix y las condiciones de

la PCR.
Tabla 3
Master mix para la PCR de los genes carbapenemasas en cepas de Acinetobacter spp.
Reactivo blanpm blaimp blaoxa-23
Inicial Final Volumen Inicial Final Volumen Inicial Final Volumen
Go 5X 1X Sul 5X 1X Sul 5X 1X Sul
TaqBuffer
25 L5mM  1,5pl 25mM  2mM 2 ul 25 2,5mM  2,5ul
MgCI2
mM mM
10 2 mM 0.5ul 1I0mM  02mM  0.5ul 10 0,5uM  0.5ul
bNTPs
mM mM
Primers F 10uM  02uM  0.5pl 10 uM 0,2 uM 0.5ul 10uM  0,5uM  0.5ul
Primers R 10uM  02uM  0.5pl 10 uM 02uM  0.5pl 10uM  0,5uM  0.5pl
Taq 50Nl 1U 0.2ul 6 Ulul 1U 0.2ul 5U0Mnl 1U 0.2ul
polimerasa
15.8ul 15.3ul 14.8ul
Agua PCR H " "
ADN 1pl - lpl - lul -
bacteriano
Volumen 24 nl 24 pl 24 pl
Total
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Tabla 4

Condiciones de amplificacion para la PCR de genes carbapenemasas en cepas de
Acinetobacter baumannii

Condiciones de blanpm blaiyp blaoxa-23
amplificacion

Te Tiemp Ciclos T° Tiemp Ciclos T° Tiempo  Ciclos

0 0

Extraccion de 95°C  10min 1 95°C  10min 1 95°C 10 min 1
ADN bacteriano
por lisis por calor
Desnaturalizacion  95°C 5 min 95°C 5 min 95°C 3 min
Desnaturalizacion  95°C  30seg 30 95°C  30seg 15 95°C 1 min 30
Hibridacion
Extension 55°C 30 seg 53°C 45 seg 55°C 1 min
Extension final 72°C 1 min 72°C 1 min 72°C 1 min

72°C  10min 1 72°C 1 min 1 72°C 10 min 1

Fuente: Tablas basadas en (Casas & Castillo, 2019; Hou & Yang, 2015) (Davoodi et al, 2015)

2.3.6.3. Electroforesis

Se utilizo la electroforesis en gel de agarosa, la cual permite visualizar la separacion de nuestros

productos de amplificacion (en caso lo hubiera) para su visualizacion bajo iluminacién UV o

un fotodocumentador (Sharma et al., 2023) se sigui6 los siguientes pasos:

e Se prepar¢ el buffer TAE 1X

o Se elabord un gel de agarosa al 1.5% de concentracion, agregando 10 pL del buffer GelStain

10000 X para los genes blaoxa-23, blanpm y blammp.

e Secargd 10 uL de marcador de peso molecular en el primer pocillo, en los siguientes se cargd

el blanco (B), agua (A), control positivo, negativo y muestras.

e Se realizo la corrida electroforética bajo condiciones especificas, las cuales se detallan en la

Tabla 5.
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Tabla 5
Condiciones de corrida de electroforesis

Genes Agarosa Voltaje Tiempo
Carbapenémicos

GEN NDM 1.5% 90V 1 hora y 30 minutos
GEN OXA 1.5% 90V 1 hora y 20 minutos
GEN IMP 1.5% 90V 1 hora y 30 minutos

La medicion de las bandas de amplificacion se estim6 en base al marcador molecular de 100

pb y al control positivo

2.3.7. Aspectos éticos

El presente estudio se realiz6 utilizando cepas de Acinetobacter spp. proporcionadas por el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital Regional del Cusco, contando con la autorizacién
institucional correspondiente segiin el PROVEIDO N°161-2023-GR CUSCO/GERESA-HRC-
DE-OCIDI. Las cepas fueron proporcionadas de pacientes atendidos en el hospital; sin
embargo, no se utilizaron muestras biologicas directas ni se accedio a historias clinicas o datos
personales identificables. En este contexto, el estudio se desarrolld en concordancia con los
principios €ticos establecidos en la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica Mundial
(World Medical Association,2024). De acuerdo con esta normativa, se garantizd la
confidencialidad y el anonimato de los pacientes mediante el uso de codigos, evitando la
revelacion de su identidad. Asimismo, al tratarse de material microbioldgico secundario y no
aplicar la participacion directa de seres humanos, no fue necesario solicitar consentimiento

informado individual, conforme a la normativa ética vigente.
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CAPITULO III: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Resultados de la identificacion de genes de Carbapenemasas en cepas de
Acinetobacter baumannii

Las 50 cepas de Acinetobacter spp. proporcionadas por el Hospital Regional del Cusco, estas
cepas fueron sometidas a un proceso de aislamiento e identificacion microbioldgica a través de
pruebas diferenciales y selectivas. Para ello se cultivaron en el agar cromogénico Acinetobacter
(CHROMagar TM) el cual altamente selectivo y diferencial, permitiendo una caracterizacion
cualitativa y morfologica acordes en Acinetobacter spp. Asi mismo se realizo las pruebas
bioquimicas haciendo uso de los medios de cultivo: Hierro tres azucares (TSI), Agar Lisina
Hierro (LIA), Movilidad indol ornitina (MIO), Citrato de Simmons y Caldo urea; adicionando
la prueba de la catalasa. En el cual el 100% de cepas crecieron en el medio diferencial y
selectivo indicando que todas pertenecen al género Acinetobacter siendo corroborado por las

pruebas bioquimicas y catalasa de la cepa control como se muestra en la Figura 11.
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Figura 11
Cepa de Acinetobacter baumannii ATCC 19606 en CHROMagar ™, pruebas
bioquimicas

Nota: A) Cultivo bacteriano de la Acinetobacter baumannii ATCC 19606 en CHROMagar ™ tomo la coloracion
roja distintiva de Acinetobacter en agar cromogénico selectivo y diferencial. B) Diferenciacion Bioquimica: TSI
(K/K), Gas (-), H2S(-), LIA (K/K), Movilidad (-), Indol (-) Ornitina (-), Citrato (+) y Ureasa (-). C)Prueba de la

catalasa (+). Los resultados nos brindan la certeza de que se trata de una cepa de Acinetobacter.

Se utilizé un enfoque combinado de medio cromogénico que permite una identificacion visual
rdapida y eficaz de colonias presuntivas de Acinetobacter spp. y pruebas bioquimicas
convencionales como TSI, LIA, MIO, UREA, Citrato de Simons y Catalasa dichas pruebas se
puede observar en la Figura 12 y Anexo 2, las cuales fortalecen la validez de la identificacion
taxonomica a nivel de género. Particularmente, los resultados obtenidos en la cepa
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 (Control positivo) fueron consistentes. Dicha cepa
patron permite establecer una linea de comparacion confiable, asegurando la correcta

interpretacion de las caracteristicas fenotipicas.
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Figura 12
Crecimiento bacteriano, pruebas bioquimicas y catalasa de AB6

Nota: A) Cultivo en CHROMagar ™ de AB6 con la coloracion roja distintiva por la presencia de sustratos
cromogénicos que son escindidos por enzimas producidas por Acinetobacter en agar cromogénico lo que lo hace
selectivo y diferencial. B) Diferenciacion Bioquimica: TSI (K/K) el viraje del pico hacia un rosa intenso (pH>
8,4) se debe a que AB6 metaboliza las peptonas liberando NH el cual genera un cambio del pH del rojo de fenol
(pH7), Gas (-), H2S(-), LIA (K/K), Movilidad (-), Indol (-) Ornitina (-), Citrato (+) y Ureasa (-). C)Prueba de la

catalasa (+). Los resultados nos brindan la certeza de que se trata de una cepa de Acinetobacter

En el presente estudio, se determind que el 100% (50/50) de las cepas corresponden al género
Acinetobacter, empleando el medio cromogénico selectivo diferencial CHROMagarTM
Acinetobacter. El cual ha demostrado ser efectivo en la deteccion preliminar de Acinetobacter
spp. con una especificidad del 91,60 % y una sensibilidad del 94,70 %, segun reportes previos
(Ajao et al., 2011) estas caracteristicas convierten al CHROMagarTM en una herramienta
diagndstica confiable, particularmente 1til en laboratorios donde se requiere una identificacion
rapida y eficaz a nivel del género. No obstante, este estudio no consider6 la morfologia colonial

como criterio de identificacion, dado que existen evidencias contradictorias sobre su valor
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diagnostico. Por ejemplo (Ajao et al., 2011) observaron que las colonias de Acinetobacter
baumannii MDR eran colonias redondas y lisas, mientras que los aislamientos de Acinetobacter
baumannii no MDR aparecen como colonias mucoides. En contraste, (Scoffone et al., 2025)
senala que la morfologia colonial es variable dentro del género Acinetobacter, por lo que no
constituye un rasgo diferencial confiable. esta discrepancia justifica la exclusion de la
morfologia como criterio en este estudio.

3.1.1. Resultados de crecimiento de Acinetobacter baumannii a una Temperatura de 44° C

Las 50 cepas proporcionadas de Acinetobacter spp. se cultivo en agar sangre bovina e incub6
a 44°C durante 24 horas. Del cual solo 21/50 (42%) de cepas crecieron a esas condiciones de
temperatura resultando ser Acinetobacter baumannii corroborado por el crecimiento de la cepa
patron Acinetobacter baumannii ATCC 19606 como se observa en la Figura 13 (a) y Anexol.

Figura 13
Crecimiento de Acinetobacter baumannii a una temperatura de 44°C

Debido a que la identificacion fenotipica precisa a nivel de especies del complejo Acinetobacter
baumannii-calcoaceticus, es un reto muy complicado debido a la estrecha relacion,
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas similares como lo menciond (Vijayakumar et al.,
2019). No obstante, para el reconocimiento de Acinetobacter baumannii especie de mas

importancia clinicas de este complejo, segiin (Asif et.al., 2018). Sin embargo, (Otiniano y
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Rivera, 2021) obtuvo que el 100% (51/51) de cepas provenientes del Hospital Nacional de
Referencia en Lima se traban de Acinetobacter baumannii. Se puede deducir que la capacidad
de crecimiento de Acinetobacter baumannii a diferentes temperaturas esta ligada a que la
bacteria forma biopeliculas que protegen en las fluctuaciones de la temperatura (Dekic et al.,
2018). Asi mismo genera un mecanismo adaptativo llamado hemoviscosidad en la cual la
bacteria cambia la composicion lipidica de su membrana celular especificamente
glicerofosfolipidos (GPL) como la fosfatidiletanolamina (PE) y el fosfatidilglicerol (PG).
Ademds de poseer enzimas como la desaturasa que le permite sintetizar 4cidos grasos
insaturados (Dessenne et al., 2024).

3.2. Caracterizacion fenotipica de Acinetobacter baumannii resistente a Carbapenémicos

3.2.1. Resultados del Método Optimizado de Inactivacion de Carbapenémicos (0CIM)

para Acinetobacter baumannii

Las 21 cepas de Acinetobacter baumannii fueron evaluadas mediante el método optimizado de
inactivacion de carbapenémicos (0CIM), el cual detectd una positividad del 95,2 % (20/21)
como productoras de carbapenemasas, mientras que el 4,8 % (1/21) presentd un resultado
indeterminado para carbapenemasas. Estos resultados, tomando como referencia la cepa
control, indican que la mayoria de las cepas analizadas poseen enzimas que confieren
resistencia a los carbapenémicos. Los hallazgos se presentan en la Tabla 6 y Figura 15, y
sugieren una elevada frecuencia de mecanismos enzimaticos asociados con la resistencia a los

carbapenémicos.
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Figura 14
Método de oCIM, en las cepas control positivo y negativo

A B

Nota: A) cepa de Klebsiella pneumoniae BAA 2146 con ausencia de zona de inhibicion que indica hidrolisis
enzimatica del Meropenem por la presencia de enzimas de tipo carbapenemasas B) cepa de Acinetobacter
baumannii ATCC 19606 con presencia de zona de inhibicion y ausencia de microsatelitismo debido a la ausencia

de enzimas carbapenemasas.

Tabla 6
Determinacion de carbapenemasas por oCIM en Acinetobacter baumannii

Meétodo optimizado de inactivacion de Carbapenémicos (0CIM)

Fenotipo productor Cantidad Porcentaje (%)
de carbapenemasa

Carbapenemasa 20 95.2%

positivo

Carbapenemasa 1 4,8%

indeterminado

Carbapenemasa 0 0
negativo

TOTAL 21 100

51



Figura 15
Método de 0oCIM, cepas productoras de carbapenemasas sus zonas de inhibicion en
Acinetobacter baumannii

Nota: Se observa el crecimiento de cepa E. coli ATCC 25922 alrededor de los sensidiscos de Meropenem que
fueron preincubados independientemente en cepas de Acinetobacter. baumannnii como AB36, AB37, AB38, y
AB40 en los cuales podemos ver que el sensidisco de MEM fueron inactivados por la presencia de
carbapenemasas, mientras que en la AB39 podemos observar crecimiento de Acinetobacter baumannii alrededor
del sensidisco (microsatélites de arrastre) y un halo de inhibicion de 17 mm el cual nos indica que si hay presencia

de carbapenemasas

La deteccion fenotipica precisa de la producciéon de carbapenemasas en Acinetobacter
baumannii representa un desafio, debido a la ausencia de métodos estandarizados
recomendados por el (CLSI, 2018). Métodos como la prueba de Hodge modificada excluye
Acinetobacter baumannii por las guias actuales el cual solo se recomienda en Enterobacteriales
(CLSI, 2016). E1 mCIM no es aplicable a Acinetobacter baumannii (CLSI, 2022) y la prueba

Carba NP ha dejado de recomendarse por su baja sensibilidad y reproducibilidad (CLSIL,2018).
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Aunque existen variantes como CarbAcineto NP (Dortet et al., 2014), CIMTris (Uechi et al.,
2017), mCIM ajustado (Zhang et al., 2023) y sCIM (Khuntayaporn et al., 2021) ninguna ha
sido adoptado oficialmente, en parte por su baja sensibilidad o especificidad y la aparicion de
falsos positivos. En contraste, el método optimizado de inactivacion de carbapenémicos
(oCIM) ha demostrado una sensibilidad de (92,94 %) y especificidad (100 %). Por este motivo,
en este estudio se utilizoé el método oCIM que permitié detectar en este estudio la produccion
de Carbapenemasas en el 95,2% (20/21) de cepas de Acinetobacter baumannii, lo que indica
una alta prevalencia de mecanismos enzimaticos de resistencia a carbapenémicos en los
aislamientos clinicos evaluados. Una cepa 4/8% mostr6 resultado indeterminado, posiblemente
por la baja expresion enzimdtica o presencia exclusiva del gen blaoxs-51 que posee baja
produccion de Carbapenemasas. Como lo confirma el segtn estudios realizados por (Zhang et
al., 2023) utilizaron 90 cepas clinicas del cual 85 cepas se confirmaron como carbapenemasas
positivas mientras que los 5 restantes se trataban de cepas con baja produccion de

carbapenemasas porque solo contenian blaox4-si.

3.2.2. Resultados de Método Modificado de Inactivacion de Carbapenémicos con el

agregado de EDTA (eCIM)

La deteccion fenotipica de carbapenemasa de tipo NDM se realiz6 a las 21 cepas de
Acinetobacter baumannii de los cuales solo 1/21 (4,7%) presentaban Carbapenemasas de tipo

MBL, como se observa en la Tabla 7, Figura 16 y Figura 18.
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Tabla 7
Resultados fenotipicos de carbapenemasa de tipo de MBL en Acinetobacter baumannii

Método modificado de inactivacion de carbapenemes con el agregado EDTA

(eCIM)
Fenotipo productor Cantidad Porcentaje (%)
de Carbapenemasas
MBL positivo 1 4.8%
MBL negativo 20 95.2%
TOTAL 21 100

Figura 16
Prueba de eCIM, control positivo (K. pneumaniae BAA 2146)

Nota: Se observa la presencia del halo de inhibicion generada por el sensidiscos de Meropenem mas 20 uL de
EDTA 0.5 M que fue pre incubado con cepas de K. pneumoniae BAA 2146, el EDTA actua como quelante cuando

la cepa produce carbapenemasas tipo MBL dependientes del zinc
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Figura 17
Prueba de eCIM, Acinetobacter baumannii productora de carbapenemasa de tipo MBL

Nota: Se observa presencia de halos de inhibicion de los sensidiscos de Meropenem mas 20 uL de EDTA 0.5 M
que fueron preincubados independientemente en cepas de A. baumannnii como AB26, AB27, AB28, AB 29 y AB30.
Sin embargo, la formacion del halo de inhibicion no es determinante para confirmar la presencia de
carbapenemasas de tipo MBL, ya que esta prueba se realiza siempre en cuando previamente fue identificada como

productor de carbapenemasas.

El método eCIM utiliza la capacidad del EDTA para quelar los iones de zinc, los cuales son
esenciales para la actividad catalitica de las MBL. De esta manera, la inhibicion de estas
enzimas permite la acciéon del meropenem, evidenciada por la presencia de un halo de
inhibicion alrededor del sensidisco (CLSI, 2023). La baja prevalencia de MBL (4,8 %)
observada en las cepas estudiadas coincide con lo reportado por Sfeir et al. (2019), quienes

sefialaron la predominancia de carbapenemasas del tipo oxacilinasa en comparacion con las
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MBL, debido a que su distribucion puede variar segin factores epidemioldgicos. Asimismo, el
método eCIM presenta ciertas limitaciones, por lo que se recomienda complementarlo con otras
pruebas fenotipicas y técnicas moleculares, a fin de reducir la posibilidad de resultados falsos
positivos o negativos. Esto se debe a que la presencia o ausencia de un halo de inhibiciéon puede
estar influenciada por otros mecanismos de resistencia, como las bombas de eflujo o la pérdida

de porinas, que no son especificos de las MBL (Lasko et al., 2020).

3.2.3. Resultados del Método de inhibicion de los Carbapenemicos rapido (rCIM-A)

El método rCIM-A, brinda un buen rendimiento al usar el triton como permeabilizante con 3
discos de sensibilidad y la obtencion de resultados en corto tiempo lo establece como una buena
opcion diagndstica fenotipica al poseer una especificidad 92,9 % y sensibilidad de 97,4%. Los
controles positivos, negativo (Figura 17 y Figura 18) y 21 cepas de Acinetobacter baumannii
fueron evaluados su resistencia a Meropenem mas triton al 0,1%, obteniendo un 100% de
resistencia al Meropenem, 95,2% resistente al Imipenem y 85,7% resistente al Ertapenem que
resultaron poseer las enzimas hidroliticas llamadas carbapenémicas como se observo en la
Tabla 8 y Figura 20.

Tabla 8
Resultados del rCIM-A, aplicados a las cepas de Acinetobacter baumannii

Fenotipo Metodo de Inhibicion de Carbapenemicos rapido (rCIM)

productor de rCIM con Meropenem rCIM con Imipenem  rCIM con Ertapenem

Carbapenemasas N° % N° % N° %
Resistente 21 100 20 95,2 18 85,7
Intermedio 0 0 1 4,8 3 14,3
Total 21 100 21 100 21 100
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Figura 18
Prueba de rCIM, control positivo K. pneumoniae BAA 2146

Nota: Se observa la ausencia de halo de inhibicion en los sensidiscos preincubados rCIM (MEM), rCIM (IMP) y
rCIM ( ETP) lo que indica la hidrolisis enzimatica completa del Meropenem, Imipenem y Ertapenem

Figura 19
Prueba de rCIM, control negativo Acinetobacter baumannii ATCC 19606

Nota: Se observa la presencia de halo de inhibicion en los sensidiscos preincubados rCIM (MEM), rCIM (IMP)
yrCIM (ETP) lo que indica que la cepa Acinetobacter baumannii ATCC 19606 no produce enzimas que hidrolizan

al Meropenem, Imipenem y Ertapenem.
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Figura 20

Prueba de rCIM, resistencia de las cepas de Acinetobacter baumannii al Meropenem,
Imipenem y Ertapenem.

Nota: A) Se observa la resistencia al Meropenem de las cepas ABI (15 mm), AB2 (6mm), AB3 (6mm), AB4 (15
mm) y ABS (21 mm) con presencia de microsatélites. B) Se observa la resistencia al Ertapenem de las cepas AB1
(20 mm), AB2 (22mm) con presencia de microsatélites, AB3 (13 mm), AB4 (18 mm) y AB5 (28 mm) resulto ser
rCIM negativo. C) Se observa la resistencia completa de todas las cepas al Imipenem

Con el fin de brindar mayor certeza en la identificacion fenotipica se complementa con el
método de inhibicion de los carbapenémicos rapido (rCIM-A) el cual cuenta con especificidad
92,9% y de sensibilidad de 97,4%, lo cual se maximizo al afiadir 0,1%(vol/vol) de Triton ™

X-100. Se obtuvo el 100 % de resistencia al Meropenem, 95,2% al Imipenem y 85,7% al

Ertapenem para la obtencion de dichos resultados se tomaron en cuenta la presencia de
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microsatélites de arrastre (Mitteregger et al., 2022b). Mientras que (Mitteregger et al., 2022a)
indica que la més alta sensibilidad lo obtuvo por el disco de Imipenem (97,4%), estos resultados
en comparacion con los de nuestro estudio existe una pequefia variacion. Estos métodos
fenotipicos son de bajo costo, con una factibilidad y alta reproducibilidad en el laboratorio de
microbiologia

3.3. Resultados de la deteccion molecular (PCR) de genes blaoxa4-23, blanpym 'y blaivp en
Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos

3.3.1. Resultados de la deteccion genotipica de Metalobetalactamasas

La deteccion de genes codificantes de Metalobetalactamasas (blanpy y blamp) en 21 cepas de
Acinetobacter baumannii. mostrd que 1 cepa (4,8%) contenia el gen blaypuy y sin hallazgos de
blanp (Figura 21). Se identificaron la presencia de dichos genes en las cepas recolectadas como
se observa en la Tabla 9 y Figura 21.

Tabla 9

Deteccion molecular por PCR convencional del gen blanpy y blaivr en cepas de
Acinetobacter baumannii

Gen N° de aislamientos (n=21) Porcentaje
blanpu 1 4,8%
blap 0 0%
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Figura 21
Electroforesis de PCR para el gen blanpu

Nota: Electroforesis de cepas de Acinetobacter baumannii para el gen blanpy (512 pb), pocillo 1:Marcador de
peso molecular (escaleras de 100 pb), 2: control positivo (Klebsiella pneumoniae BAA 2146), 3:control negativo
(Acinetobacter baumannii ATCC 19606), 4: agua de grado molecular, 5: blanco (master mix), pocillos del 6 al
19: cepas de Acinetobacter baumannii. con el pocillo 17: Positivo para el gen blaypy (512 pb)

Figura 22
Electroforesis de PCR para el gen blajyp

Nota: Electroforesis de cepas de Acinetobacter baumannii. para el gen blapwp (232 pb), pocillo 1: Marcador de
peso molecular (escaleras de 100 pb), 2: control positivo (E. coli NCTC 13476), 3:control negativo (Acinetobacter
baumannii ATCC 19606), 4: agua de grado molecular, 5: blanco (master mix), pocillos del 6 al 19: cepas de
Acinetobacter baumannii.
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3.3.2. Resultados de la deteccion genotipica de oxacilinasa

El anélisis de las 21 cepas de Acinetobacter baumannii. Se identifico el gen blaoxs-23en 4 cepas
(19,1%), siendo el gen con mayor presencia en las cepas de Acinetobacter baumannii.
provenientes de los diferentes servicios del Hospital Regional del Cusco como se puede
observar en la Tabla 10, Figuras 23 y Figura 24.

Tabla 10

Presencia del gen blapx4-23 en cepas de Acinetobacter baumannii provenientes del
Hospital Regional del Cusco.

Gen N° de aislamientos (n=21) Porcentaje
blaoxi-23 4 19,10%
Figura 23

Electroforesis de PCR para el gen blaox-23

Nota: Electroforesis de cepas de Acinetobacter baumannii. para el gen blaoxa.23 (501 pb),pocillo 1: marcador de
peso molecular de 100pb, 2: control positivo (Acinetobacter baumannii  positivo para el gen blasy,.23
“secuenciada” ), 3:control negativo (Acinetobacter baumannii ATCC 19606), 4: agua de grado molecular, 5:
blanco (master mix), pocillos del 6 al 19: cepas de Acinetobacter baumannii. 11, 12, 13,14 y 17: Positivo para el

gen blaoxa-23 (501 pb).
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Figura 24
Presencia de genes oxacilinasa y metalobetalactamasas en cepas de Acinetobacter
baumannii

La deteccion molecular, en la busqueda de genes de resistencia metalobetalactamasa (blanpy y
blanp) y oxacilinasas (blaoxu-23) en Acinetobacter baumannii del Hospital Regional del Cusco
evidencio la presencia del gen blaox4-23 (19,1%), blanpm (4,8%) y sin hallazgos de blamp. Estos
hallazgos adquieren relevancia en el dmbito hospitalario de la Region Cusco. Todos los
resultados tanto fenotipicos y genotipicos se detallan en el Anexo 2.

En comparacion con estudios internacionales, particularmente en Asia, se evidencia una menor
magnitud del problema. En India, report6 el blaoxs-23 (97,2%) y blanpu en la mitad de ellos,
con una coexistencia de genes en un (91,6%), reflejando alta presion antibidtica y complejidad
(Datta et al., 2025). De manera similar, en fenotipica lo cual evidencia un escenario de
resistencia sumamente complejo. De manera similar, en Tailandia se observé al 93,6% para
blaoxs-23y del 12,2% para blaypm, con coexistencia parcial de genes (Santajit et al., 2023). En
contraste, la menor frecuencia y ausencia de coexistencia en el presente estudio sugieren una
fase menos avanzada de diseminacion en Cusco; no obstante, esto no implica bajo riesgo, sino

una etapa temprana susceptible de rapida expansion sin medidas de control.
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En América Latina y el caribe, donde predomina blaox-23 en aproximadamente el 90% de los
aislamientos de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (Pillonetto et al., 2025;
Rojas et al., 2026), la frecuencia encontrada en este estudio es considerablemente menor. Esto
podria estar relacionado con diferencias en presion antibiodtica, circulacion de clones
internacionales de alto riesgo o limitaciones diagndsticas. Asimismo, la ausencia de
combinaciones genéticas contrasta con la diversidad regional y podria reflejar tanto menor
complejidad como subestimacion de otros genes evaluados.

A nivel nacional, los resultados coinciden parcialmente con estudios que reportan alta
diversidad de genes de resistencia incluyendo blanpwm, blamp y variantes de blaoxs (Mayta et
al., 2025; Pariona et al., 2026). En Cusco, previamente no se habia documentado blanpy en
Acinetobacter baumannii; el presente estudio identifico este gen en 1/21 (4,8%). Hallazgo que
constituye evidencia de la circulacion local de determinantes de alta relevancia epidemiologica.
En contraste, estudios en Lima reportan emergentes clones portadores de blaoxs-23 y otras
variantes, con frecuencia de hasta 10% para blaox4-23 y 90% para blaoxa-24 (Pons et al.,2025),
lo que indica que, sin intervencioén, Cusco podria evolucionar hacia un escenario de mayor
complejidad genética y resistencia.

A nivel local, las condiciones hospitalarias favorecen la diseminacion de Acinetobacter
baumannii resistentes: altas tasa de resistencia a carbapenémicos como Imipenem (95,1%),
Meropenem (94,4%) y Cefepima (95,1%), junto con factores clinicos como hospitalizacion
prolongada y uso de ventilacion mecanica (Cruz Justiniani & Macedo Osorio, 2022), asi como
brotes documentados con blaoxa-24 (Hospital Antonio Lorena, 2025). En este contexto, incluso
la baja frecuencia de blaoxs-23 (19,1%) y blanpm (4,8%) es critica, ya que ambos genes estan
asociados a clones con alta capacidad de propagacion y persistencia intrahospitalaria.

La ausencia de blamp en los 21 aislados analizados podria reflejar baja circulacion actual; sin

embargo, la movilidad de pacientes y la transferencia horizontal de genes representan un riesgo
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de introduccion futura. De manera similar la falta de coexistencia de genes, observada en este
estudio, podria sugerir menor presion selectiva local o limitarse por el tamaio reducido de la
muestra y la bisqueda restringida de determinantes.

En conjunto, la menor frecuencia y complejidad genética detectadas no deben interpretarse
como escenario favorable. Por el contrario, constituye una ventana critica de intervencion,
evidenciando una fase inicial de diseminacion que requiere fortalecer la vigilancia molecular,
ampliar la deteccion de genes de resistencia y optimizar politicas de uso racional de antibidticos

para prevenir la rapida progresion hacia escenarios de alta resistencia y dificil control.
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1.

CONCLUSIONES

De las 50 cepas proporcionadas por el Hospital Regional del Cusco, mediante la
identificaciéon microbiologica se determind que el 42 % (21/50) correspondid a
Acinetobacter baumannii.

La caracterizacion fenotipica mostré que el 95,2% (20/21) de las cepas de
Acinetobacter baumannii fueron productores de carbapenemasas, con resistencia del
100% a Meropenem, 95,2% a Imipenem y 85,7% de resistencia a Ertapenem.

Ademas, el 4,7% (1/21) presentd carbapenemasa tipo MBL

. El andlisis por PCR convencional detect6 los genes blaoxs-23 en 19,1% (4/21) y

blanpy en 4,8% (1/21) primer reporte para cusco en Acinetobacter baumanii de las

cepas, mientras que el gen blayp no fue identificado.
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1.

RECOMENDACIONES

Desarrollar mas técnicas fenotipicas para la identificacion a nivel de especie, dentro
del complejo Acinetobacter calcoaceticus- baumannii.

Ampliar y consolidar la vigilancia molecular enfocandose en los genes detectados
localmente blaoxa-24, blaoxs-23 y blanpy e incluyendo de manera exploratoria otros
genes como blamp vy blaoxa-4s o0x4-58 0x4-235, ox4-143, mediante estudios
multicéntricos y longitudinales que permitan monitorear la aparicion de nuevos
genes, coexistencia de genes y evolucion clonal.

Optimizar la prevencion y control intrahospitalario, integrando el uso racional de
antibioticos basado en evidencia local, desinfeccion ambiental, manejo adecuado de
pacientes criticos y vigilancia de brotes, para limitar la diseminacién de clones

resistentes y reducir la morbilidad y mortalidad asociadas.
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Anexo 1: Resultados de las pruebas de la diferenciacion bioquimica de las 50 cepas de Acinetobacter spp. provenientes del Hospital

Regional del Cusco.

Tabla 11

Resultados de las pruebas de la diferenciacion bioquimica de las 50 cepas de Acinetobacter spp

PRUEBAS BIOQUIMICAS
MIO AGAR
MOVILIDA CROMOGE CRECIMEI
CEPA TSI Gas H2S LIA D INDOL |ORNITINA UREA CITRATO NICO CATALASA |NTO a 40°C RESULTADOS
A Complejo 4. calcoaceticus
Bl K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
A
B2 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
A
B3 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
A Complejo 4. calcoaceticus
B4 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
A Complejo A. calcoaceticus
BS K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
A Complejo 4. calcoaceticus
B6 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
A
B7 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
A
B8 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
A Complejo A. calcoaceticus
B9 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
A
B10 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
A
B11 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
A
B12 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
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Complejo A. calcoaceticus

B13 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo 4. calcoaceticus

B14 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii

B15 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo 4. calcoaceticus

B16 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii

B17 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo 4. calcoaceticus

B18 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo A. calcoaceticus

B19 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii

B20 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii

B21 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo 4. calcoaceticus

B22 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo 4. calcoaceticus

B23 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo 4. calcoaceticus

B24 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii

B25 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo A. calcoaceticus

B26 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo A. calcoaceticus

B27 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Repetir Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo A. calcoaceticus

B28 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii

B29 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo A. calcoaceticus

B30 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii

84




Complejo A. calcoaceticus

B31 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo A. calcoaceticus -
B32 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No baumannii
Complejo 4. calcoaceticus
B33 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo 4. calcoaceticus
B34 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
B35 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
B36 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo A. calcoaceticus
B37 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo 4. calcoaceticus
B38 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
B39 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
B40 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
B41 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo 4. calcoaceticus
B42 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo 4. calcoaceticus
B43 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
Complejo A. calcoaceticus
B44 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
B45 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo A. calcoaceticus
B46 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
B47 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
Complejo A. calcoaceticus
B48 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
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A Complejo A. calcoaceticus
B49 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo No - baumannii
A
B50 K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si Acinetobacter baumannii
C
ontrol (-) A/A Positivo Negativo K/k Positivo Positivo Positivo Negativo Negativo Positivo Positivo No E. coli ATCC 25922
C Acinetobacter baumannii
ontrol (+) K/K Negativo Negativo K/k Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo Positivo Positivo Si ATCC 19606
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Anexo 2: Resultados de las pruebas fenotipicas y genotipicas en Acinetobacter baumannii carbapenemasa resistente provenientes del

Hospital Regional del Cusco.

Tabla 12
Resultados de las pruebas fenotipicas y genotipicas en Acinetobacter baumannii carbapenemasas resistentes
RESULTADOS
RESULTADOS DE PRUEBAS FENOTIPICAS GENOTIPICOS
METODO DE METODO MODIFICADO DE GEN | GEN | GEN
INHIBICION INACTIVACION DE NDM | OxA23 | IMP
OPTIMIZADO CARBAPENEMES CON EL
AGREGADO EDTA METODO RAPIDO DE INHIBICION  [RST
SERVICIO DE TIPO DE eCIM rCIM rCIM rCIM
CEPA PROCEDENCIA MUESTRA oCIM SAT. | RST SAT. RST (MEM) |RST| (IMP) |RST| (ETP) |SAT.
AB2 Medicina C Esputo 23|SI | 20]SlI ) 0 R 0 R 18 Sl R |[NO ([NO NO
Secrecion
AB3 Emergencia abdominal 23|SlI | 2118l ) 0 R 0 R 10 Sl R [NO [NO |[NO
AB7 Cirugia B Asp. Tragueal 18(sl R 18(sl ) 0 R 0 R| 14 | sl | R [NO [NO |NO
Consultorio
AB8 externo Asp. Traqueal 0 R 20(sl ) 0 R 0 R 0 SI | R [NO [NO [NO
AB10 Medicina B Asp. Bronquial 15|SI R 6|Sl ) 14 R 0 R 16 Sl R [NO [NO NO
AB11 Emergencia Sangre 17({NO R 2418l ) 15 R 0 R 0 Sl R INO [NO |[NO
AB12 UCl Asp. Traqueal 17(SI R 23|NO ) 11 R 0 R 0 Sl R |SI NO NO
AB15 Emergencia Orina 23|SI | 6|Sl ) 15 R 0 R 0 Sl R [NO [NO NO
AB17 UCI Asp. Traqueal 248l | 26|SI ) 18 R 0 R 0 SI R [NO [NO NO
AB20 Emergencia Secre. abdomen 22|NO | 24|81 ) 10 R 0 R 0 SI R [NO [NO |NO
AB21 Emergencia Asp. Traqueal 17(sl R 19(SI ) 16 R 25 R 25 Sl R INO [NO |[NO
AB25 Medicina B Asp. bronquial 23|SI | 2218l ) 0 R 13 R 0 Sl R [NO [NO |[NO
AB29 Medicina A Sangre 141SI R 21|SI ) 17 R 0 R 25 Sl R [NO [NO NO
AB35 Emergencia Asp. traqueal 15(SI R 19(SI ) 15 R 0 R 0 Sl R [NO [NO |[NO
AB36 ucl Asp. traqueal 0 R 17/l ¢) 14 R 0 R| 14 | SI | R |NO |NO |NO
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AB39 ucCl Cateter 17|SI R 22(Sl () 15 R 14 R 17 SI [ R [NO |SI NO
AB40 UcCl Asp. traqueal 0 R 23Sl ) 24 R 0 R 25 Sl R |NO |[SI NO
AB41 ucCl Asp. traqueal 17|SI R 15|81 () 16 R 13 R 19 SI | R [NO |[SI NO
AB45 ucCl Secrecion 23|SlI | 13|81 () 18 R 15 R 21 SI [ R INO |NO |NO
AB47 ucCl Asp. traqueal 17|SI 20(SlI () 10 R 13 R 10 SI' | R [NO [NO |NO
AB50 Consulta externo | Asp. Bronquial 18(Sl 2418l ) 22 R 0 R 22 Sl R |NO |[SI NO
Control (-) E.
coli ATCC
25922 24|SI
Control (+)
Acinetobacter
baumannii
ATCC 19606 27|NO S 23|SlI ) 29 26 25|NO NO |NO |NO
Klebsiella
pneumoniae
BAA 2146 6[NO R 25|NO +) 0 0 0[NO NO |SI NO
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