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Variabilidad genética de
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en un hospital de la Ciudad de México
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RESUMEN

Introduccion. Las infecciones por Acinetobacter baumannii se presentan generalmente en forma de brotes epidé-
micos, con elevada tasa de mortalidad debido a la multirresistencia a antibidticos. El analisis molecular de los
brotes ha mostrado alta diversidad genética y la presencia de diferentes clones epidémicos, pero éstos no han sido
identificados en nosocomios de la Ciudad de México. Objetivo. Determinar la variabilidad genética de A. baumannii
en un hospital de la Ciudad de México. Material y métodos. Se amplifico el DNA de 12 aislados clinicos de A.
baumannii, multirresistentes, mediante RAPD con cuatro oligonucleétidos. A partir de los patrones polimérficos se
construy6 un dendrograma por UPGMA, un diagrama multidimensional por componentes principales y se calcu-
16 el coeficiente de correlacion cofenética (CCCr). La diversidad genética se calcul6 por el indice de Shannon (1) y
la diversidad genética de Nei, utilizando frecuencias alélicas, la heterocigosidad esperada para cada poblacién y la
heterocigosidad promedio. La estructura de reproduccion se determiné con el indice de asociacion (1,). Resulta-
dos. El dendrograma mostré la formacion de seis grupos (I-VI), sustentados por valores de bootstrap (> 73%), esta
agrupacion fue corroborada por el diagrama de componentes principales. Los estimadores de diversidad genética
mostraron que los grupos Ill 'y llb, fueron los mas y menos variables, respectivamente. Los valores de |, indicaron
un sistema de reproduccién clonal para los grupos llay Ilb, y recombinante para los grupos lll y VI. Conclusion. La
variabilidad genética entre los aislados de A. baumannii evidencid la presencia de nueve clones epidémicos en el
hospital.
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ABSTRACT

Introduction. Acinetobacter baumannii infections frequently occur as outbreaks with high mortality rate due to
multidrug resistance. Molecular analysis of outbreaks has shown high genetic diversity and the presence of different
epidemic clones, but these have not been identified in hospitals of Mexico City. Aim. Determine the genetic
variability of A. baumannii in a hospital in Mexico City. Material and methods. The DNA of 12 multiresistant
isolates of A. baumannii was amplified by RAPD using four random oligonucleotides. From the polymorphic
patterns a dendrogram was constructed by UPGMA, a multidimensional diagram of major components and
cophenetic correlation coefficient (CCCr) was calculated. Genetic diversity was estimated by Shannon index (I) and
Nei genetic diversity, using allele frequencies, expected heterozygosity for each population and the average
heterozygosity. The reproduction structure was determined by the rate of association (I,). Results. The dendrogram
showed the formation of six groups (I-V1), supported by bootstrap high values (> 73 %), this group was corroborated
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by the major components diagram. Estimates of genetic diversity showed that groups Ilb and Ill were the most and
least variables, respectively. The |, values indicated a clonal reproduction system for lla and Ilb subgroups, and
recombinant for Ill and VI groups. Conclusions. Genetic variability among isolates of A. baumannii revealed the

presence of nine epidemic clones in the hospital.

Key words. Acinetobacter baumannii, RAPD, genetic variability, epidemic clone.

INTRODUCCION

Las especies de Acinetobacter son ubicuas en la natura-
leza y se pueden encontrar en diferentes fuentes, como son
areas contaminadas con hidrocarburos, aguas residuales,
vertederos, asi como vegetales, animales y seres humanos.'
Particularmente, Acinetobacter baumannii es un cocobaci-
lo Gram-negativo, clinicamente significativo, que surgié
como patégeno importante a nivel mundial durante los
ltimos 20 anos, ya que presenta resistencia a la mayoria
de los antibi6ticos y desinfectantes disponibles.? A. bau-
mannii provoca grandes brotes y persiste entre pacientes
hospitalizados, y es capaz de contaminar superficies bi6ti-
cas y abidticas, como catéteres vasculares, urinarios, dis-
positivos para intubacién endotraqueal y derivaciones de
liquido cefalorraquideo. Asimismo, se ha evidenciado que
cepas de A. baumannii responsables de epidemias intrahos-
pitalarias muestran caracteristicas relacionadas con su vi-
rulencia y que pueden favorecer su propagacion y persis-
tencia en el medio hospitalario, como son la elevada
resistencia a la desecacién, habilidad para formar biopeli-
culas en superficies abioticas y adhesién a células epitelia-
les del huésped.? De manera que para controlar la propaga-
cion es necesario distinguir la cepa de Acinetobacter
causante del probable brote de la cepa no relacionada epi-
demiolégicamente.

Por otro lado, el aumento en las infecciones nosoco-
miales causadas por A. baumannii, asociado a su resisten-
cia a los antibiéticos, ademas del aumento en el nimero
de pacientes inmunodeprimidos, han sido factores impor-
tantes para el desarrollo de estrategias en la caracterizacion
de A. baumannii, ya que la mayoria de las infecciones eran
atribuidas a esta especie. A partir de la designacion de es-
pecies en 1986, fue posible identificar varios biotipos, aun-
que los métodos fenotipicos utilizados para la tipificacién
de las especies no mostraban resultados consistentes, por
lo tanto, varios métodos moleculares como la ribotipifica-
cion, electroforesis de campo pulsado, secuenciacion del
rRNA 168, tipificacién de secuencias multilocus, RFLP (po-
limorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion)
y RAPD (amplificacion al azar del DNA polimorfico), en-
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tre otros, han sido utilizados para genotipificar aislados de
Acinetobacter.*

Los analisis moleculares de aislados de Acinetobacter
han determinado alta diversidad genética, donde cada pa-
tron polimorfico es considerado un clon. Existen eviden-
cias de que en los hospitales persisten diferentes clones
epidémicos;® sin embargo, la identificacion de estos clo-
nes no ha sido estudiada en los nosocomios de la Ciudad
de México. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la
variabilidad genética de aislados de A. baumannii, para
identificar la presencia de clones epidémicos en un hospi-
tal de tercer nivel de la Ciudad de México.

MATERIAL Y METODOS
Aislados

Se analizaron 12 aislados de A. baumannii obtenidos
durante un brote en un hospital de tercer nivel en la Ciudad
de México. Los aislados procedian de siete pacientes de la
Unidad de Cuidados Intensivos de Adultos (Ab1-Ab7, Ab9,
Ab11y Ab12), un paciente de neonatos (Ab10) y otro de la
Unidad de Cirugia (Ab8) (Cuadro 1). Los aislados fueron
previamente identificados, a partir de cultivos puros, me-
diante el sistema automatizado BD Phoenix® (Becton-Dic-
kinson Diagnostic Systems, EUA); asimismo, se evalu6 su
susceptibilidad a antibioticos. Los antibidticos evaluados
fueron amikacina, cefepima, cefotaxima, ceftazidima, cef-
triaxona, ciprofloxacino, gentamicina, imipenenm, levofloxa-
cino, meropenem, piperacilina-tazobactam y trimetoprim
(Cuadro 2). La interpretacion de la sensibilidad se ajust6 a
los puntos de corte establecidos por el CLSI, 2015.°

Extraccion de DNA

El DNA de cada aislado se extrajo a partir de cultivos
frescos utilizando el Bacteria DNA Preparation Kit (Jena
Bioscience, GE), siguiendo las instrucciones de la casa co-
mercial. La concentracién del DNA extraido se determino
por espectrofotometria a 260y 280 nm (DS 11 Spectropho-
tometer, DeNovix, EUA).
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Cuadro 1. Aislados de A. baumannii.

=]
<
a
o
o
o
Z]

D

Aislado Muestra Servicio

Ab1 Aspirado percutaneo Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab2 Aspirado percutaneo Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab3 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab4 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab5 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab6 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab7 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab8 Expectoraciéon con trampa Unidad de Cirugia

Ab9 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab10 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Neonatos
Ab11 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos
Ab12 Expectoracion con trampa Unidad de Cuidados Intensivos Adultos

Cuadro 2. Susceptibilidad a antibioticos de aislados de A.
baumannii.

Antibiotico CMI/Conc Interpretacion
Amikacina > 32 R
Cefepina > 16 R
Cefotaximo > 32 R
Ceftazidima > 32 X
Ceftriaxona > 32 R
Ciprofloxacino > 2 R
Gentamicina > 8 R
Imipenem > 8 R
Levofloxacino > 4 R
Meropenem > 8 R
Piperacilina-Tazobactam > 64/4 R
Trimetoprin-Sulfametoxazol > 2/38 R

CIM/Conc: concentracion minima inhibitoria/concentracién. R:
resistente. X: antibidtico no relevante para el microorganismo
identificado.

Amplificacion al azar
del DNA polimérfico (RAPD)

Para la amplificacion del DNA de los aislados de A.
baumannii se utilizaron los oligonucleétidos 1253 (5'-
GTTTCCGCCC-3’), 1281 (5'-AACGCGCAAC-3’), 1283
(5-GCGATCCCCA-3")yR108 (5'-GTATTG CCCT-3").”8
La reacciones se |levaron a cabo en un volumen de 25 uL
conteniendo 10 ng de DNA, 100 pmoles de cada oligonu-
cledtido, MgCl, 2.5 mM, dNTP 0.2 mM (Jena Bioscience,
GE), y Tag DNA polimerasa 1 U (Jena Bioscience) en amor-
tiguador 1X. En todos los ensayos se incluy6 un testigo
negativo (mezcla de reaccion sin DNA). El programa de
amplificacion consistio en: un ciclo de 7 min a 94°C; se-

guido por 45 ciclos de 1 mina 92 °C, 1 min a 35°Cy 1
min a 72 °C, se llevo a cabo una extension final de 5 min
a 72 °C. Los productos de amplificacion se sometieron a
electroforesis en un gel de agarosa (Pronadisa, M, ES) al
1.5%, tedido con GelRed™ 30X (Biotium, EUA) en amor-
tiguador TBE 0.5X (45 mM Tris-Base, 45 mM &acido bori-
co, T mM EDTA y pH de 8.3) a 90 v. El marcador de
tamano molecular empleado fue el 100 bp DNA Ladder
(Jena Bioscience). Las imagenes de los geles se capturaron
en un fotodocumentador Molecular Imager® Gel Doc™ XR
(Bio-Rad Laboratories, Inc., EUA).

Analisis de datos

A partir de los perfiles de los fragmentos de DNA am-
plificados por RAPD revelados en el gel de agarosa, se cons-
truyé una matriz de presencia y ausencia de bandas. Estos
datos se procesaron para obtener una matriz de similitud,
utilizando el coeficiente de Jaccard.’ A partir de esta ma-
triz se construy6 un dendrograma por medio del UPGMA
(método de agrupamiento de pares con la media aritmética
no ponderada). Se calculé el coeficiente de correlacién
cofenética'® para determinar el grado de relacién entre la
matriz del dendrogramay la matriz de similitud original.
Para observar la relacion entre los aislados se construyé un
diagrama multidimensional por componentes principales.
Se establecié multidimensionalmente el ordenamiento de
los aislados, por el anélisis de arbol de tendido minimo.
Los andlisis se realizaron con el programa NTSYS-PC ver-
sion 2.0.™

La diversidad genética de los marcadores RAPD se cal-
cul6 a través del indice de Shannon (), suponiendo que
cada marcador fenotipico representa un locus distinto,'? y
ladiversidad genética de Nei, utilizando frecuencias alélicas. ™
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Ademas, la heterocigosidad esperada para cada poblacion
y la heterocigosidad promedio se calcularon utilizando las
frecuencias de alelos segtin el método bayesiano de Zhivo-
tovsky' con el programa PopGene version 1.31.

Para distinguir entre una estructura de reproduccion clo-
nal o recombinante, se utilizé el indice de asociacion (1),
una prueba estadistica que mide el grado de asociacién no
aleatoria entre los alelos en diferentes loci (desequilibrio
de ligamiento), implementado en LIAN version 3.5."°

RESULTADOS

Todos los aislados estudiados fueron identificados como
A. baumannii y mostraron resistencia a los antibioticos
probados (Cuadro 2).

Los patrones polimérficos generados con los diferentes
oligonucleotidos fueron distintos entre los aislados de A.
baumannii, revelando diversidad genética entre ellos.

Lafigura 1 muestra el agrupamiento entre los 12 aislados
estudiados, los cuales se asociaron en seis grupos: El grupo |
se formé con el aislado Ab10, obtenido de un paciente de la
Unidad de Cuidados Intensivos de Neonatos. El grupo I
presenté dos subgrupos: el lla incluy6 a los aislados AbT,
Ab2 y Ab7 obtenidos de un mismo paciente de la Unidad
de Cuidados Intensivos de Adultos, y el lIb que integré a los
aislados Ab5 y Ab6 obtenidos de otro paciente de la misma
unidad. La similitud entre los aislados de los subgrupos lla'y
Ilb fue de 81y 91%, respectivamente. El grupo lll se integrd
con los aislados Ab4 y Ab12, con 34% de similitud entre
ellos. El grupo IV incluyé al aislado Ab8, obtenido de un

Duarte-Escalante E y cols. Variabilidad genética de Acinetobacter baumannii.

paciente de la Unidad de Cirugia. El grupo V estuvo integra-
do por el aislado Ab3, y finalmente el grupo VI relacion6 a
dos aislados, Ab9 y Ab11, con una similitud de 66%. Los
aislados de los grupos Il, 1ll, V y VI fueron obtenidos de
pacientes ubicados en la Unidad de Cuidados Intensivos
Adultos. La agrupacion de los aislados estudiados fue sus-
tentada por valores altos de bootstrap (73-94%) y por el
valor de CCCr = 0.9647, p = 0.0004, el cual demuestra
que la relacién entre el dendrograma y la matriz de similitud
es verdadera y no producto del azar. Para corroborar el agru-
pamiento del dendrograma se elaboré6 un arbol de compo-
nentes principales, donde se confirmé el agrupamiento de
los aislados (Figura 2). Estos andlisis revelan la presencia de,
por lo menos, nueve clones diferentes en las unidades del
hospital.

Los estimadores de diversidad genética, nimero efecti-
vo de alelos, diversidad genética estimada por el indice de
Shannon (I) y la hetorocigosidad promedio mostraron que
el grupo menos polimérfico fue el grupo llb y el mas varia-
ble fue el grupo Il (Cuadro 3).

Los valores estimados de |, para los aislados de los subgru-
pos lla 'y b indicaron un sistema de reproduccion clonal,
mientras que los valores de |, para los grupos Il y VI mostra-
ron un sistema recombinante (Cuadro 4), lo que concuerda
con los estimadores de variabilidad genética obtenidos.

DISCUSION

La aparicion y propagacion de A. baumannii resistentes
a multiples farmacos son causantes de importantes infec-

CCCr= (.5847 |
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Figura 1. Dendrograma generado por UPCMA, a partir de los perfiles polimérficos de los aislados de A. baumannii, obtenidos
por RAPD, utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard. Los nimeros sobre las ramas corresponden a los valores de

bootstrap.
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Cuadro 3. Indicadores de diversidad genética de poblaciones de A. baumannii.

Poblacion P (%) n, h |

lla 6.67 1.051 + 0.206 0.028 + 0.109 0.040 + 0.156
]9} 2.22 1.015 + 0.105 0.009 + 0.061 0.013 + 0.090
1] 31.11 1.220 + 0.331 0.128 + 0.193 0.188 + 0.283
VI 11.11 1.078 + 0.224 0.046 + 0.131 0.067 + 0.192

P: polimorfismo. n : nimero efectivo de alelos. I: diversidad genética, indice de Shannon. h: heterocigosidad. la: aislados Ab1, Ab2, Ab7. Ib:
aislados Ab5, Ab6. II: aislados Ab4, Ab12. llI: aislados Ab3, Ab9, Ab 11; Ab8, Ab10.
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Figura 2. Arbol de componentes principales, que representa la
relacién entre los aislados de A. baumannii tipificados por
RAPD.

ciones nosocomiales, entre las que se incluyen bactere-
mia, neumonfa asociada a la ventilacién, meningitis, in-
fecciones de vias urinarias y quemaduras y se ha converti-
do en un grave problema en la practica clinica, por lo que
el diagnostico y la tipificacion molecular juegan un papel
importante en estudios epidemiologicos de cepas de A.
baumannii entre aislados estrechamente relacionados. La
utilizacion del RAPD en el presente trabajo se realizé con-
siderando que ha sido un método util, empleado por va-
rios investigadores'”?! para tipificar aislados de Acineto-
bacter, ademas tiene algunas ventajas sobre otros, como el
de evaluar huellas digitales a nivel de cepas a través de la
PCR, no requiere conocimiento previo de la secuencia dia-
na de DNA, utiliza oligonucleétidos cortos, no especifi-
cos, en condiciones de baja temperatura de alineamiento,
y los sitios diana de estos oligonucleétidos pueden variar
en namero y ubicacién sobre el genoma, de manera que el
tamano y numero de los fragmentos amplificados difieren,

Cuadro 4. Estructura de reproduccién de aislados de A.
baumannii.

Grupo Aislados l

lla Ab1, Ab2, Ab7 0.822 (< 0.001)
115) Ab5, Ab6 0.917 (< 0.001)
11l Ab4, Ab12 0.163 (< 0.001)
VI Ab9, Ab11 0.614 (< 0.001)

1, indice de asociacion.

por lo que se pueden obtener perfiles polimoérficos que
permiten genotipificar aislados o cepas.* A pesar de estas
ventajas, algunos investigadores han cuestionado la repro-
ducibilidad del método; sin embargo, el RAPD ha sido
empleado para tipificar con éxito, otros organismos como
los hongos, y ha mostrado una buena reproducibilidad.”
Los aislados de A. baumannii incluidos en este estudio
evidenciaron diferentes patrones polimérficos, no obstante
que todos los aislados, recuperados de pacientes afectados
durante un aparente brote de neumonia causado por esta
bacteria, presentaron el mismo perfil de resistencia a los
antibioticos probados. El dendrograma mostré que los ais-
lados Ab1y Ab2, obtenidos por aspiracion percutanea de
un paciente antes de la manifestacion de neumonia por A.
baumannii, y el aislado Ab7, procedente del mismo pa-
ciente cuando presentaba neumonfa, estan muy relaciona-
dos entre si, lo que sugiere que la infeccion del paciente
fue causada por la clona que se encontraba colonizando la
piel. Asimismo, en el caso de los aislados Ab5 y Ab6, que
fueron obtenidos de un mismo paciente, se observo que
también estan muy relacionados entre si, por lo que puede
considerarse una sola clona. Los aislados que formaron los
grupos Il (Ab4y Ab12) y VI (Ab9 y Ab11) mostraron baja
similitud entre ellos y ademas, de acuerdo con los estima-
dores de diversidad, resultaron ser los mas variables, por lo
que se puede considerar que cada aislado representa una
clona distinta. Los aislados Ab3, Ab8 y Ab10 formaron
grupos independientes, revelando variabilidad genotipica
entre ellos. Una probable explicacion de la diversidad ge-
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nética encontrada entre los aislados estudiados puede ser
la presencia de elementos moviles, como secuencias de
insercion, plasmidos o islas genémicas.?

Los hallazgos de este estudio permitieron demostrar que
lo que aparentaba ser un brote de neumonia por A. bau-
mannii multirresistente a los antibiéticos fue en realidad
una serie de casos esporadicos que coincidieron en tiempo
y espacio, ya que las infecciones fueron causadas por nue-
ve clonas distintas.

Es importante destacar la necesidad del estudio de la
variabilidad genética de los microorganismos causantes de
infecciones nosocomiales, como A. baumannii, ya que esta
variabilidad puede ser causante de la resistencia a los anti-
bidticos y del surgimiento de cepas mas virulentas, por lo
que conocer la epidemiologia molecular de estos microor-
ganismos puede ayudar en la implementacion de las medi-
das de prevencion y/o control de brotes.

CONCLUSIONES

La alta variabilidad genética encontrada entre los aisla-
dos de A. baumannii evidencié la presencia de nueve clo-
nes epidémicos en el hospital, un hecho significativo si se
considera que la diversidad genética puede generar cepas
mas virulentas y resistentes a antibioticos, lo que puede
repercutir directamente en el tratamiento de los pacientes
y en su estancia hospitalaria.
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