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I. Revision bibliografica

1. Género Acinetobacter: Acinetobacter baumannii

1.1. Perspectiva historica

La historia del género Acinetobacter se remonta hasta principios del siglo XX, en
1911, cuando Beijerinck, un microbiélogo holandés, describié un organismo llamado
Micrococcus calcoaceticus que fue aislado del suelo tras cultivarlo en un medio con
calcio-acetato (Beijerinck, 1911). Durante las siguientes décadas, se describieron
organismos similares que fueron asignados al menos a 15 géneros y especies
diferentes, incluyendo Diplococcus mucosus (Von Lingelsheim, 1908), Micrococcus
calcoaceticus (Beijerinck, 1911), Alcaligenes haemolysans (Henriksen, 1973), Mima
polymorpha (DeBord, 1939), Moraxella Iwoffi (Audureau, 1940), Herellea vaginicola
(DeBord, 1942), Bacterium anitratum (Schaub y Hauber, 1948), Moraxella Iwoffi var.
glucidolytica (Piechaud et al., 1951), Neisseria winogradskyi (Lemoigne et al., 1952),
Achromobacter anitratus (Brisou, 1953), y Achromobacter mucosus (Mannheim y

Stenzel, 1962).

La designacion actual del género Acinetobacter (del griego akiwvetoo [akinetos],
inmaviles), fue inicialmente propuesta por Brisou y Prévot en 1954 para diferenciar los
microorganismos inmoviles de los méviles dentro del género Achromobacter (Brisou y
Prevot, 1954). Aunque no fue hasta 1968 cuando este nombre fue mdas ampliamente
aceptado (Baumann et al., 1968a). Baumann et al. publicaron un extenso estudio y
concluyeron que las diferentes especies mencionadas anteriormente pertenecian a un
Unico género, para el que se propuso el nombre de Acinetobacter y, que no era posible
realizar mas subclasificaciones en diferentes especies basandose en caracteristicas
fenotipicas (Baumann et al., 1968a). Estos resultados permitieron el reconocimiento
oficial del género Acinetobacter por el “Subcomité sobre la taxonomia de Moraxella 'y
bacterias relacionadas” en 1971 (Lessel, 1971). En la edicion de 1974 del Manual de
Bergey de Bacteriologia Sistematica (Lautrop, 1974), el género Acinetobacter estaba en
la lista, con la descripcion de una sola especie, Acinetobacter calcoaceticus. En el
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I. Revision bibliografica

documento “Approved List of Bacterial Names”, en contraste, se incluian dos especies
diferentes, A. calcoaceticus y A. Iwoffii, basdandose en el hecho de que algunos
Acinetobacter eran capaces de acidificar la glucosa mientras que otros no (Skerman et
al., 1980). En la literatura y segun las mismas propiedades, |la especie A. calcoaceticus
fue subdividida en dos subespecies o biovares, A. calcoaceticus bv. anitratus
(anteriormente llamado Herellea vaginicola) y A. calcoaceticus bv. Iwoffii
(anteriormente llamado Mima polymorpha). Sin embargo, estas designaciones nunca

fueron oficialmente aprobadas por taxénomos.

1.2. Taxonomia actual

En las ultimas décadas la taxonomia del género Acinetobacter se ha sometido a
un amplio desarrollo. En 1986 se logré un gran avance en la larga y complicada historia
del género. Bouvet y Grimont, basandose en estudios de hibridaciéon DNA-DNA (DDH),
diferenciaron 12 grupos de DNA o genoespecies, algunos de los cuales recibieron
nombres de especies, incluyendo A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus, A.
johnsonii, A. junii y A. Iwoffii (Bouvet y Grimont, 1986). El trabajo realizado por Bouvet
y Jeanjean, Tjernberg y Ursing, y Nishimura et al. (Bouvet y Jeanjean, 1989; Nishimura
et al., 1988; Tjernberg y Ursing, 1989) dio lugar a la descripcién de mds especies de
Acinetobacter, aunque algunas de las especies descritas como diferentes resultaron ser
iguales. Por ejemplo, A. Ilwoffii y Acinetobacter genoespecie 9 o Acinetobacter
genoespecie 14, descrita por Bouvet y Jeanjean (14BlJ) y Acinetobacter genoespecie 13,

descrita por Tjernberg y Ursing (13TU).

En 1991, mediante datos taxondmicos, se propuso que los miembros del
género Acinetobacter debian ser clasificados en la nueva familia Moraxellaceae dentro
del orden Gammaproteobacteria, que incluye los géneros Moraxella, Acinetobacter,

Psychrobacter y organismos relacionados (Rossau et al., 1991).

10
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Posteriormente, se describieron 10 especies mas de Acinetobacter, incluyendo
3 especies de origen humano, A. parvus, A. schindleri, y A. ursingii (Nemec et al., 2001;
Nemec et al., 2003) y 7 especies aisladas de fangos activados (recuperados de plantas
de aguas residuales) llamadas A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A. tjernbergiae, A.
towneri, A. tandoii, y A. gerneri (Carr et al., 2003), incrementando el nimero actual de

especies gendmicas validamente descritas.

Cuatro de las especies nombradas anteriormente, estan estrechamente
relacionadas y son dificiles de distinguir unas de otras mediante propiedades
fenotipicas. Estas especies son Acinetobacter calcoaceticus, especie ambiental aislada
de suelos y aguas, y rara vez de muestras clinicas humanas; Acinetobacter baumannii,
la especie de mayor importancia clinica y epidemiolégica (Karageorgopoulos y Falagas,
2008; Peleg et al., 2008); y dos especies gendmicas a las que se les ha asignado
nombre recientemente, Acinetobacter pittii (Nemec et al., 2011) (anteriormente
genoespecie 3) (Bouvet y Grimont, 1986) y Acinetobacter nosocomialis (Nemec et al.,
2011) (anteriormente genoespecie 13TU) (Tjernberg y Ursing, 1989). Debido a su alta
similitud, se ha propuesto referirse a estas cuatro especies como el complejo A.
calcoaceticus-A. baumannii (ACB) (Gerner-Smidt et al., 1991). Desde una perspectiva
clinica, esto podria no ser apropiado, ya que el complejo combina tres de las especies
de mayor relevancia clinica (A. baumannii, A.pittii y A. nosocomialis) con una especie
ambiental (A. calcoaceticus). Posteriormente, mediante hibridacion DNA-DNA se
definieron otros dos grupos pequefios dentro del complejo ACB, que se denominan

"between 1y 3"y "close to 13TU" (Gerner-Smidt y Tjernberg, 1993).

Actualmente, el género comprende 32 especies con nombres validos
(www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html) y 8 especies gendmicas que han sido
definidas por hibridacion DNA-DNA (Dijkshoorn et al., 2007). De todas éstas, la que se
ha identificado con mas frecuencia es A. baumannii. Recientemente se ha comprobado

la participacion de A. nosocomialis y de A. pittii en infecciones nosocomiales, pero con

11
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menor mortalidad asociada que A. baumannii (Chuang et al., 2011; Wisplinghoff et al.,

2012).

1.3. Caracteristicas microbioldgicas. Identificacion de especies

El género Acinetobacter sp. esta constituido por cocobacilos Gram-negativos,
aerobios estrictos, catalasa-positiva, oxidasa-negativa, inméviles y no fermentadores.
Son bacilos cortos y dificiles de decolorar, por lo que, mediante la tincién de Gram
pueden ser identificados tanto como cocos Gram-negativos como Gram-positivos
(Figura 1). Las especies de Acinetobacter de origen humano crecen bien en los medios
de cultivo habitual, tales como agar sangre de oveja o agar triptona de soja,
incubandolos a 37°C. Estos organismos forman colonias lisas, a veces mucosas, de
color blanco grisaceo. Las colonias del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii se
asemejan a las de la familia Enterobacteriaceae, con un didmetro de 1.5 a 3 mm
después de incubar durante la noche, mientras que la mayoria de las otras especies de
Acinetobacter producen colonias mas pequefias y mas translicidas. A diferencia de las
enterobacterias, algunas especies de Acinetobacter no pertenecientes al complejo A.
calcoaceticus-A. baumannii, no crecen en agar McConkey. Los aislamientos de la
especie A. haemolyticus y otras especies, aun no bien definidas, como Acinetobacter
genoespecie 6, 13BJ, 14BJ, 15BJ, 16 y 17, pueden mostrar hemolisis en Agar sangre de
oveja, una propiedad que no esta presente en los aislamientos de Acinetobacter

pertenecientes al complejo A. calcoaceticus-A. baumannii (Peleg et al., 2008).

Para la recuperacién “selectiva” de Acinetobacter de muestras clinicas,
muestras de colonizacién y muestras ambientales, demostré ser util el cultivo de
enriquecimiento a pH bajo en un medio mineral liquido aireado suplementado con
acetato u otra fuente de carbono adecuada y con nitrato como fuente de nitrégeno
(Baumann, 1968b). Existe un medio selectivo que facilita el aislamiento de
Acinetobacter de poblaciones mixtas bacterianas, el medio LAM "Leeds Acinetobacter
Medium" (Jawad et al., 1994).
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La identificacidon de A. baumannii es compleja y es dificil diferenciar mediante
métodos fenotipicos el género Acinetobacter de otras bacterias Gram-negativas no

fermentadoras similares.

Existe un esquema de identificacion fenotipica propuesto y modificado por
Bouvet y Grimont basado en 28 pruebas fenotipicas que incluyen el crecimiento a
37°C, 41°C y 44°C, la produccién de acido de glucosa, la hidrdlisis de gelatina, y la
asimilacion de 14 fuentes de carbono distintas (Bouvet y Grimont, 1987). En un estudio
realizado por Seifert et al., este esquema de identificaciéon simplificada permitié la
discriminacion entre 11 de las 12 genoespecies inicialmente descritas e identifico
correctamente a nivel de especie el 95,6% de los 136 aislados estudiados de
Acinetobacter procedentes de muestras de piel humana (Seifert et al., 1997). En
cambio, no permitio la identificacion de las genoespecies mds recientemente descritas.
En particular, las especies mds importantes en clinica, A. baumannii y Acinetobacter
genoespecie 13 TU, no se pueden distinguir mediante este esquema, mientras que A.
calcoaceticus y Acinetobacter genoespecie 3 soélo pueden diferenciarse por sus
propiedades de crecimiento a diferentes temperaturas (Gerner-Smidt et al., 1991).
Desafortunadamente, las pruebas fenotipicas simples que son cominmente utilizadas
en los laboratorios de diagndstico para la identificacidon a nivel de especie de otros
géneros bacterianos son inadecuadas para la identificacién inequivoca de las especies

de Acinetobacter mas comunes.
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Figura 1. Tincién de Gram de A. baumannii.

La hibridacion DNA-DNA es de los pocos métodos que han sido validados para
la identificacion de especies de Acinetobacter y sigue siendo el método de referencia

(Bouvet y Grimont, 1986).

Tanto la hibridacién DNA-DNA como el sistema de identificacidon fenotipica de
Bouvet y Grimont son métodos laboriosos y no son adecuados para los laboratorios de
microbiologia clinica (Bouvet y Grimont, 1987). De hecho, estos métodos estan
disponibles sélo en unos pocos laboratorios de referencia en todo el mundo. Por tanto,
la diferenciacién fenotipica de A. baumannii de otras genoespecies pertenecientes al
complejo A. calcoaceticus-A. baumannii resulta practicamente imposible con los

métodos fenotipicos convencionales de identificacion bacteriana.

La identificacién de especies con los sistemas comerciales de identificacidon
manual y semiautomatizada que se utilizan actualmente, tales como el APl 20NE
(BioMérieux, La Balme Les Grottes, France), Vitek 2 (BioMérieux, La Balme Les Grottes,
France), Phoenix (Becton Dickinson), y los sistemas de MicroScan Walkaway (Dade
MicroScan), también son insatisfactorios (Bernards et al., 1995; Bernards et al., 1996;
Horrevorts et al., 1995). Esto puede ser debido, en parte, a su limitada base de datos y

también al hecho de que los substratos utilizados para la identificacion de las especies
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bacterianas no han sido adaptados especificamente para identificar Acinetobacter. Con
el uso de estos sistemas, las tres especies clinicamente mas relevantes del complejo A.
calcoaceticus- A. baumannii no pueden ser diferenciadas; de hecho, A. baumannii,
Acinetobacter pittii (anteriormente Acinetobacter genoespecie 3), y Acinetobacter
nosocomialis (anteriormente Acinetobacter genoespecie 13TU) se identifican de
manera uniforme como A. baumannii. Por lo tanto, al referirse a estas especies parece
apropiado utilizar el término de grupo A. baumannii en lugar de complejo A.
calcoaceticus-A. baumannii ya que estas especies comparten caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas importantes (Dijkshoorn et al., 1993; Lim et al., 2007; Seifert y Gerner-
Smidt, 1995) y también elimina la confusion resultante de la inclusion de especies

ambientales como A. calcoaceticus.

Para poder diferenciar las genoespecies de este complejo, asi como otras
especies de Acinetobacter, se requiere el uso de métodos moleculares de
identificacidon bacteriana. Actualmente estan disponibles varios métodos genotipicos
como el andlisis de restricciéon del gen 16S ARNr [ARDRA, "amplified 16S ribosomal
RNA (rRNA) restriction analysis"] (Vaneechoutte et al., 1995) (Figura 2), el analisis de
huellas de alta resolucién mediante amplificacién de fragmentos polimérficos (AFLP,
"amplified fragment length polymorphism") (Janssen et al., 1997; Nemec et al., 2001)
(Figura 2), ribotipificacion (Gerner-Smidt, 1992), huella del ARNt espaciador
(Ehrenstein et al., 1996), analisis de restriccion de las secuencias intergénicas 165-23S
ARNr (Dolzani et al., 1995), analisis de secuencias de la region espaciadora del gen
ARNr 16S-23S (Chang et al., 2005), y el andlisis de la secuencia del gen rpoB y los
espaciadores que la flanquean (La Scola et al., 2006). ARDRA vy el andlisis AFLP son
actualmente los métodos de referencia mds ampliamente aceptados y validados para
la identificaciéon de especies de Acinetobacter, con una gran biblioteca de perfiles
disponible tanto para cepas de referencia como para cepas clinicas, mientras que la
huella del ARNt espaciador aunque, por lo general, también es adecuado para la
identificacion de especies, no discrimina entre A. baumannii y Acinetobacter
genoespecie 13TU. Tanto la ribotipificacion como el analisis de la regién espaciadora

15



I. Revision bibliografica

del gen ARNr 16S-23S discriminan entre las especies del complejo A. calcoaceticus-A.
baumannii, pero no se han aplicado a otras especies de Acinetobacter, y la
secuenciacion del gen rpoB, aunque es muy prometedora, se tiene que validar. Todos
estos métodos han contribuido a una mejor comprensién de la epidemiologia y la
importancia clinica de las especies de Acinetobacter durante los Ultimos afos, pero son
demasiado laboriosos para ser aplicados en el dia a dia de la microbiologia diagndstica

y su uso, hasta el momento, se limita principalmente a los laboratorios de referencia.

Digesti ith
ellﬁfon?crlle‘:;es 1 1 P% ?6; Tglr\iﬂ;:;rion
EcoRl and Msel o g
AN AN AN AN
M IFREFREFT E
WIPVGVGTE M IGTM
Ligation with

EcoRl- and Msel- l
specific adaptors

e e

Restriction digestion with five enzymes

High-resclution | F| i
electrophoretic sepaation
500 bp —
= Cfol Alul tbol Rsal Mspl
S Geol electrophorasis
_: - —| D O O Oy
50 b37 =t i
600 bpo{ = S —
= —_—
Comparison with databases —
using cluster analysis
e —— _—
—_—
— —
7 _—
100 bp—| s
= I
L Comparison of pattems with librany of

profiles of reference strains for all species

Figura 2. Métodos genotipicos para la identificacién de Acinetobacter. A) AFLP, B) ARDRA.
(Dijkshoorn et al., 2007).

Se han desarrollado nuevos métodos que incluyen la identificacion de A.
baumannii mediante la deteccién del gen blaoyxasiiike, Un gen intrinseco en esta
especie que codifica una carbapenemasa (Turton et al., 2006a), |la espectrometria de
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masas de los productos de ionizacidon por "electrospray" (PCR-ESI-MS) (Ecker et al.,
2006), y un método simple basado en la PCR descrito por Higgins et al. (Higgins et al.,
2007) que estudia las diferencias entre los genes gyrB de A. baumannii 'y Acinetobacter
genoespecie 13TU para diferenciarlas rapidamente. Se han obtenido resultados
prometedores con espectrometria de masas MALDI-TOF ("Matrix Assisted Laser

Desorption lonization Time-of-Flight").

La identificacidon de los microorganismos mediante MALDI-TOF se basa en la
comparacion del espectro proteico generado con una base de datos de referencia de
perfiles proteicos. No requiere un procedimiento previo de extraccién ya que se utiliza
directamente una colonia bacteriana o incluso, se puede realizar directamente desde
una muestra clinica y es una técnica rapida (aprox. 90 microorganismos/hora). Permite
la identificacién a nivel de género y especie, en ocasiones subespecies. En un estudio
publicado en 2014, mediante MALDI-TOF MS (Bruker Biotyper) se identificé con
precision el 98,6% (142/144) de los aislamientos de Acinetobacter baumannii, el 72,4%
(63/87) de A. nosocomialis, y el 97,6% (41/42) de A. pittii (Hsueh et al., 2014).
Recientemente se ha realizado un estudio por Lee et al. en el que se comparan tres
sistemas: el Vitek®MS (BioMérieux, La Balme Les Grottes, France), Vitek®2
(BioMérieux, La Balme Les Grottes, France) y MicroScan® (Siemens). En él se analizan
187 aislamientos y concluyen que el sistema Vitek®MS es superior a Vitek®2 vy
Microscan® en la identificacién de Acinetobacter de hemocultivos, con menos errores
en la identificacién y mayor discriminacién entre los aislamientos pertenecientes al

grupo de Acinetobacter de los no pertenecientes a este grupo. (Lee et al., 2015).

La necesidad de identificacién de especies de Acinetobacter en los laboratorios
clinicos ha sido cuestionada por algunos investigadores (Gerner-Smidt et al., 1991).
Desde el punto de vista del control clinico y de las infecciones, sin embargo, es
necesario distinguir entre las especies del grupo A. baumannii y las especies que no se
encuentran en este grupo, ya que estos ultimos microorganismos rara vez estan

implicados en infecciones, son generalmente sensibles a una amplia variedad de
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antimicrobianos, y las infecciones que causan son a menudo leves. Desde la
perspectiva de la investigacioén, los estudios clinicos con métodos adecuados para la
identificacion de las especies de Acinetobacter, incluidas las del grupo A. baumannii,
son obligatorios para conocer mejor la epidemiologia, patogenia, sensibilidad
antibiodtica y resultados clinicos de las distintas especies de este género tan diverso

(Dijkshoorn et al., 2007; Lee et al., 2011a; Lee et al., 2011b; Wisplinghoff et al., 2012).

1.4. Epidemiologia

La mayoria de especies de Acinetobacter se han aislado de muestras clinicas vy,
aunque no todas se han considerado clinicamente significativas, casi todas han tenido
alguna significacion como patégenos humanos y es importante definir cual es su

reservorio: ambiental y/o humano.

La investigacion epidemioldgica de A. baumannii se ha producido
principalmente en el contexto del entorno clinico, siendo muy poco conocidos los

reservorios ambientales potenciales de este organismo

1.4.1. Reservorio ambiental

Los miembros del género Acinetobacter se consideran organismos ambientales
desde que se demostré que las especies pertenecientes a este género se pueden
recuperar de todas las muestras obtenidas de suelo y aguas superficiales mediante un
cultivo de enriquecimiento (Baumann, 1968b). Estos hallazgos han contribuido a la
idea errénea de que A. baumannii estd omnipresente en la naturaleza (Fournier y

Richet, 2006).

Varias especies de Acinetobacter tienen su habitat en suelo y agua.
Acinetobacter genoespecie 3, A. calcoaceticus, A. johnsonii, A. haemolyticus, y
Acinetobacter genoespecie 11 se han aislado de suelo, medios acudticos, plantas de
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tratamiento de aguas residuales (Berlau et al., 1999a) y de lodos activados (Carr et al.,
2001; Okabe et al., 2010; Peleg et al., 2008). A. baylyi, A. bouvetii, A. grimontii, A.
tiernbergiae, A. towneri, y A. tandoii se encuentran comunmente en ambientes
naturales pero ocasionalmente se han aislado de lodos activados y no se han

encontrado asociados con humanos (Chen et al., 2008; Peleg et al., 2008).

A. baumannii se ha descrito como un microorganismo propio del suelo, pero
probablemente las especies de Acinetobacter aisladas en el suelo y en el agua
correspondan a otras especies no identificadas y no A. baumannii. De hecho, hay poca
evidencia de que A. baumannii sea un residente tipico del suelo. Todos estos datos
indican, que A. baumannii tiene una baja prevalencia en la comunidad y que su

presencia en el medio ambiente es escasa.

Acinetobacter spp. también se ha relacionado con contaminacién de alimentos.
Se ha aislado de verduras, frutas y tubérculos (Berlau et al., 1999a; Peleg et al., 2008).
Estas bacterias también se han implicado en el deterioro de carne, pescado y huevos,
incluso cuando se almacenan en condiciones adecuadas de refrigeracidon o después de
la irradiacion gamma adecuada (Peleg et al., 2009; Towner, 2006). Varios estudios que
analizan las verduras procedentes de Reino Unido y Hong Kong muestran que el 17% y
51%, respectivamente, de las verduras analizadas fueron positivas para el cultivo de

Acinetobacter (Berlau et al., 1999b; Houang et al., 2001).

Acinetobacter baumannii se ha asociado con infeccion y diseminacién
epidémica en animales (Boerlin et al., 2001). Se ha encontrado ocasionalmente como
agente etioldgico de septicemias en pollos y mastitis en vacas (Francey et al., 2000;
Vaneechoutte et al.,, 2000), aunque nunca se ha estudiado sistemdticamente la

presencia de estos microorganismos como parte de su flora normal.

Hay pocos datos disponibles en cuanto a la incidencia medioambiental de A.
baumannii, y de otras especies del género, pero se han encontrado en porcentajes
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variables en vegetales, pescado, carne y en el suelo (Berlau et al., 1999a; Carr et al.,
2001; Chen et al., 2008; Okabe et al., 2010; Peleg et al., 2008, Towner, 2006). No
obstante, aun no estd claro si estos hallazgos hacen referencia a un reservorio
ambiental de A. baumannii o reflejan el contacto con humanos o animales colonizados

y/o infectados.

En conclusién, la mayoria de las especies del género Acinetobacter (A.
calcoaceticus, Acinetobacter genoespecie 3, A. johnsonii, A. Iwoffii, A. radioresistens y
Acinetobacter genoespecie 11) son microorganismos que se encuentran en el
ambiente (agua, plantas, vegetales y suelo). Sin embargo, aunque algunos estudios han
encontrado A. baumannii en muestras de suelo (Houang et al., 2001) y en verduras,
no parece ser un microorganismo ubicuo y no se observa con frecuencia en la

naturaleza (Peleg et al., 2008).

1.4.2. Reservorio humano

Acinetobacter es parte de la flora de piel humana y puede colonizar la cavidad
oral, faringe e intestino (Anstey et al., 2002; Chu et al., 1999). Hasta un 43% de los
individuos no hospitalizados estan colonizados por este microorganismo (Berlau et al.,
1999b) y un 25% son portadores fecales (Dijkshoorn et al., 2005). El porcentaje de
pacientes colonizados en un hospital pueden llegar a ser del 75% (Savov et al., 2002).
Las especies que se aislan con mads frecuencia son A. johnsonii, A. Iwoffii, A.
radioresistens, A. baumannii, A. calcoaceticus, A. haemolyticus y Acinetobacter

genoespecie 3y 13.

En dos estudios europeos, A. Iwoffii fue la especie aislada con mas frecuencia
de la piel de individuos sanos, con indices de portadores del 29% y 58% (Berlau et al.,
1999b; Seifert et al., 1997). La tasa de portadores de Acinetobacter (incluyendo gen.
sp. 13TU) oscilé del 0,5 a 3%, mientras que para la gen. sp. 3 las tasas variaron de 2 a
6% (Berlau et al., 1999b; Seifert et al., 1997). En pacientes hospitalizados la tasa de
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portadores de las especies de Acinetobacter fue superior, un 75% (Seifert et al., 1997).
Dijkshoorn et al. estudiaron la colonizaciéon fecal por Acinetobacter y encontraron una
tasa de portadores del 25% entre individuos sanos predominando A. johnsonii y
Acinetobacter genoespecie 11. Por el contrario, A. baumannii, se encontrd rara vez en
las heces humanas (0,8%) (Dijkshoorn et al., 2005), y Acinetobacter genoespecie 13TU
no se aisld (Berlau et al., 1999b; Dijkshoorn et al., 2005; Seifert et al., 1997). En un
estudio en Hong Kong, las tasas de portadores de A. baumannii, gen. sp. 3 y gen. sp.
13TU en la piel de individuos sanos fue del 4, 32 y 14%, respectivamente (Chu et al.,
1999). Asi, las tasas de portadores de gen. sp. 3 y gen. sp. 13TU en este estudio fueron

notablemente superiores que en los estudios europeos.

Estos hallazgos indican que, al menos en Europa, las tasas de colonizacién por

A. baumannii en la comunidad son relativamente bajas.

Se ha observado también variabilidad estacional en la colonizacion por
Acinetobacter spp. En Hong Kong, Chu et al. mostraron un porcentaje mayor de
colonizacidon durante el verano (53% de los estudiantes de medicina y enfermeras
colonizados) frente a un 32% en invierno (Chu et al., 1999). Tal variabilidad estacional
en la colonizacién de la piel explica la variacién estacional observada en la prevalencia

de A. baumannii en muestras clinicas (McDonald et al., 1999).

A. baumannii coloniza e infecta pacientes hospitalizados en estado critico o

debilitados por sus comorbilidades, siendo una bacteria comin en unidades de

cuidados intensivos y unidades de quemados.

1.4.3. A. baumannii multirresistente en el hospital

La caracteristica mds importante de A. baumannii es la aparicién epidémica y

endémica de cepas multirresistentes en el hospital. Las cepas epidémicas suelen ser
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introducidas en el hospital por un paciente colonizado, a partir del cual la cepa puede

extenderse a otros pacientes y al ambiente.

Un esquema que representa la dinamica de A. baumannii en una planta de
hospitalizacién se muestra en la figura 3. Una cepa epidémica pertenece generalmente
a un paciente que esta colonizado. Una vez en la planta, la cepa puede extenderse a
otros pacientes y su entorno. A. baumannii puede sobrevivir en condiciones secas
(Jawad et al., 1998) y durante los brotes se ha recuperado de varios sitios en el
entorno de los pacientes, incluyendo cortinas de la cama, muebles y el equipamiento
del hospital (van den Broek et al., 2006). Estas observaciones, asi como el éxito que la
limpieza y la desinfeccidn de las habitaciones de los pacientes han tenido en la
disminucion de los brotes destacan el papel del medio hospitalario como reservorio
para A. baumannii durante los brotes. Las bacterias se pueden diseminar a través del
aire a distancias cortas mediante gotitas de agua y a través de la descamacion de la
piel de los pacientes que estan colonizados (Bernards et al., 1998), pero el modo mas
comun de transmision es a través de las manos del personal sanitario. Los pacientes
gue estan colonizados o infectados por una determinada cepa A. baumannii pueden
tener esta cepa en diferentes partes del cuerpo durante dias e incluso semanas
(Dijkshoorn et al., 1987), y la colonizacién puede pasar desapercibida si no se aislé el

microorganismo en las muestras clinicas (Dijkshoorn et al., 1989; Joly-Guillou, 2005).
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Contaminated equipment

Airborme transmission

Susceptible patient

Figura 3. Visidon general de la dindmica entre pacientes, bacterias y ambiente
hospitalario (Diikshoorn et al.. 2007).

El ambiente hospitalario constituye un reservorio y una fuente de infeccién
para el paciente ingresado (Ldpez-Cerero, 2014). Hay tres factores principales que
posiblemente contribuyen a la capacidad de A. baumannii para persistir durante largos
periodos de tiempo en el ambiente hospitalario: la resistencia a los principales
antimicrobianos, a la desecacion, y a los desinfectantes. La facilidad que A. baumannii
tiene para desarrollar resistencia a los antimicrobianos, incluyendo los de amplio
espectro, como los carbapenems, colistina y tigeciclina puede proporcionar a ciertas
cepas una ventaja selectiva en ciertos lugares, como las unidades de cuidados
intensivos, donde los microorganismos se enfrentan a una gran exposicion a los

antimicrobianos (Kempf y Rolain, 2012, Pérez et al., 2007).
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La tolerancia a la desecacidon de A. baumannii, ha sido demostrada en algunos
estudios. Jawad et al. compararon los tiempos de supervivencia en cubreobjetos de
vidrio de 22 cepas aisladas de ocho brotes hospitalarios bien definidos con los tiempos
de supervivencia de 17 cepas esporadicas. La media general de tiempo de
supervivencia fue de 27 dias, con un rango de 21 a 33 dias (Jawad et al., 1998). No
hubo diferencias en los tiempos de supervivencia entre las cepas del brote y
esporddicas; todas las cepas de A. baumannii estudiadas tienen la capacidad de
sobrevivir durante mucho tiempo en superficies secas y por lo tanto, un mayor
potencial de propagacion epidémica. También se ha demostrado que las cepas de A.
baumannii sobreviven a la desecacion mucho mejor que otras especies de
Acinetobacter, tales como A. johnsonii, A. juniiy A. Iwoffii (Jawad et al., 1996; Musa et
al., 1990). Esto, junto con su mayor sensibilidad a los agentes antimicrobianos
comunmente utilizados, puede explicar el por qué las cepas de Acinetobacter
pertenecientes a estas especies han sido implicadas muy raramente en los brotes
hospitalarios. La mayoria de las cepas de A. baumannii tuvieron tiempos de
supervivencia que eran considerablemente mads largos que los encontrados para
Escherichia coli y otras enterobacterias, pero similares a los observados para
Staphylococcus aureus. Estas observaciones, asi como la transmisién aérea de
Acinetobacter spp. en salas de hospital (Allen y Green, 1987; Bernards et al., 1998),
pueden explicar la aparicion de repetidos brotes después de la desinfeccién
incompleta de superficies secas contaminadas. La supervivencia prolongada de A.
baumannii en un entorno clinico, por ejemplo, en los rieles de las camas, se ha
asociado con un brote en curso en una UCI y muestra que los vectores secos pueden
ser reservorios secundarios donde A. baumannii puede sobrevivir (Catalano et al.,
1999). Se ha especulado que la resistencia a los desinfectantes puede contribuir
también a la epidemicidad del organismo en un entorno clinico, pero la asociacién de
la resistencia a los biocidas y la tendencia a la propagacién de la epidemia nunca ha

sido estudiada sistematicamente.
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2. Multirresistencia en A. baumannii. Mecanismos de resistencia

En los ultimos afios se estd produciendo a nivel mundial un preocupante
aumento en la resistencia de A. baumannii a los antimicrobianos (Gales et al., 2011;
Miyakis et al., 2011; Rhomberg y Jones, 2009; Rodloff et al., 2008; Turner, 2009), con la
alarmante apariciéon de cepas que son resistentes a practicamente todos los
antibioticos disponibles (Pérez et al., 2007). Este organismo es, por lo general,
intrinsecamente resistente a un nimero de antibidticos de uso comun, incluyendo
aminopenicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacion y cloranfenicol
(Seifert et al., 1993a; Vila et al., 1993). También tiene una notable capacidad para
adquirir mecanismos que confieren resistencia a betalactamicos de amplio espectro,

aminoglucédsidos, fluoroquinolonas y tetraciclinas (Bergogne-Bérézin y Towner, 1996).

Hasta la década de los afios 70 las cepas de A. baumannii eran sensibles a los
antimicrobianos, pero por factores tanto propios como externos han desarrollado
multirresistencia (MR). Estas cepas MR son resistentes a 3 o mds familias de
antibidticos, todas las penicilinas y cefalosporinas (incluyendo las combinaciones con
inhibidores de las betalactamasas), fluoroquinolonas y aminoglucésidos. Si ademds son
resistentes a los carbapenems reciben el nombre de extremadamente resistentes
(XDR), y si amplian la resistencia a colistina y tigeciclina se las denomina panresistentes

(PDR) (Falagas y Karageorgopoulos, 2008).

La emergencia de especies de Acinetobacter baumannii multirresistente
(ABMR) se debe tanto a la presidon selectiva ejercida por el uso de antibidticos de
amplio espectro como a la transmision de cepas entre pacientes, aunque la
contribucién relativa de cada mecanismo no esta adn clara (Bonomo y Szabo, 2006;
Maragakis y Perl, 2008). Un factor importante que favorece la aparicion de
multirresistencia es la capacidad de adquirir y acumular genes de resistencia que
codifican diferentes mecanismos de resistencia como betalactamasas (Damier-Piolle et
al., 2008). En el proceso de adquisiciéon de estos genes son de gran importancia los
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elementos genéticos moviles, tales como plasmidos, transposones e integrones
(Gonzdlez et al., 2004). Adicionalmente, la membrana externa de A. baumannii posee
una baja permeabilidad a ciertos antimicrobianos y, de manera constitutiva, expresa
bombas de expulsidon, lo cual se traduce en una menor sensibilidad a los

antimicrobianos.

Esta tendencia a la multirresistencia es dificil de cuantificar a nivel global
debido a la escasez de estudios de vigilancia a gran escala desde la década de 1970 a la
década de 1990 vy las dificultades en la comparacién de los informes locales. Las tasas
de resistencia pueden variar segun el pais y el hospital, y dependerd de factores
bioldgicos, epidemioldgicos o metodoldgicos. Desde un punto de vista mds local las
tasas de resistencia, sobre todo a carbapenems, son muy variables, dependiendo del
area geografica (Gales et al., 2011; Miyakis et al., 2011; Pérez et al., 2007; Rhomberg y
Jones, 2009; Rodloff et al., 2008; Turner, 2009). En algunos paises europeos y del
continente asiatico la situacidn actual es alarmante debido a la circulacion de clones de
A. baumannii panresistentes o extremadamente resistentes que producen infecciones
para las que no hay alternativas terapéuticas eficaces (Chen et al., 2011; Park et al.,
2010). Después de realizarse el primer estudio nacional multicéntrico en Espafa (GEIH-
Ab 2000) (Ferndndez-Cuenca et al., 2004) para determinar la sensibilidad
antimicrobiana en A. baumannii, solo se han realizado algunos estudios en los que se
ha analizado la actividad antimicrobiana o la situacion de la resistencia antimicrobiana
desde una perspectiva global (Gimeno et al., 2010, Guembe et al., 2008; Picazo et al.,
2006; Villalon et al., 2011). Por ejemplo, las pruebas de sensibilidad local, sin
correccion de las cepas epidémicas multirresistentes predominantes, tiende a
sobreestimar el nivel de resistencia (Seifert et al., 2006). También se ha mostrado que
los aislados multirresistentes de dreas geograficamente distantes pueden estar
relacionados clonalmente, mientras que las cepas sensibles son genotipicamente
heterogéneas (Dijkshoorn et al., 1996, Nemec et al., 1999) lo que sugiere que el
problema de la resistencia podria estar asociado con un nimero limitado de linajes de
A. baumannii.
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Como se ha comentado anteriormente, existen problemas en la evaluacién de
la literatura publicada sobre la epidemiologia de ABMR. La mayoria de los estudios de
vigilancia indican los porcentajes de cepas sensibles (o resistentes) a una variedad de
antibidticos. Sin embargo, pocos evalian el porcentaje de resistentes a multiples
antibioticos. Por otra parte, cuando se han producido dichas evaluaciones, se han
utilizado una variedad de definiciones de multirresistencia. Este hecho ha
obstaculizado claramente la comparacién de la epidemiologia de ABMR en diferentes

regiones del mundo (Peleg et al., 2008).

2.1. Mecanismos de resistencia en A. baumannii

Se han descrito una amplia variedad de mecanismos de resistencia a
antimicrobianos para A. baumannii (Pérez et al., 2007; Poirel y Nordmann, 2006a). A
pesar de las dificultades para estimar la tendencia a la resistencia, el potencial de A.
baumannii para desarrollar resistencia contra practicamente todos los farmacos
disponibles es incuestionable. El rapido surgimiento global de cepas de A. baumannii
resistentes a todos los betalactamicos, incluyendo carbapenems, muestra la capacidad
de este organismo para responder con rapidez a los cambios en la presidn selectiva del
medio ambiente (Peleg et al., 2008). Esta resistencia a carbapenems, betalactamicos
de amplio espectro que se introdujeron en 1985 y que, desde hace afos, han sido los
agentes mas importantes para el tratamiento de infecciones por ABMR, es de
particular preocupacion. Aunque los aislados clinicos de A. baumannii mostraron ser
sensibles a estos farmacos en los primeros estudios (Seifert et al., 1993a; Vila et al.,
1993), los brotes hospitalarios causados por cepas resistentes a carbapenems ya se
habian informado a principios de 1990s (Tankovic et al., 1994) y, en la actualidad, la
frecuencia de estas cepas en algunas dreas puede exceder del 25% (Turner y
Greenhalgh, 2003). También se ha descrito la resistencia a la polimixina (Li et al.,
2006a) y tigeciclina (Peleg et al., 2007a), lo que indica que A. baumannii puede causar

infecciones que son completamente refractarias al arsenal antimicrobiano disponible.
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La resistencia de A. baumannii a los antibidticos estd mediada por todos los
principales mecanismos de resistencia conocidos en bacterias incluyendo la
modificacion de los sitios diana, inactivacién enzimatica, eflujo activo y disminucién de

la entrada de farmacos. Algunos los posee de forma innata y otros son adquiridos.

Un estudio realizado por Fournier et al. describe las secuencias del genoma de
aislamientos de A. baumannii sensibles y de resistentes. En él demuestra la presencia
de gran cantidad de genes de resistencia en este organismo (Fournier et al., 2006). En
la cepa resistente se identificd una isla de resistencia denominada AbaR1. La mayoria
de los marcos de lectura (ORF, "open reading frames") en esta regién gendmica, se
originaron a partir de otros organismos Gram-negativos. En total se identificaron 52
genes de resistencia, y 45 de ellos (86,5%) fueron localizados en la isla de resistencia
AbaR1 (Fournier et al.,, 2006). El entorno genético de estos determinantes de
resistencia proporciona mas evidencia de la diversidad genética, con una amplia gama
de elementos genéticos mdviles identificados, entre ellos tres integrones de clase 1
(Figura 4), transposones, y la secuencia de insercidn (IS). Se estudié una cepa sensible
de A. baumannii (SDF) de la misma regidon geogréfica. Se identificé una estructura
similar (AbaG1) en el ORF tipo ATPasa homoélogo, pero carecia de los determinantes de
resistencia (Fournier et al., 2006). Para evaluar si este punto caliente se conserva entre
las cepas de A. baumannii, se seleccionaron otras 22 cepas clinicas. Setenta y siete por
ciento tenia una ORF ATPasa intacta, sin embargo, también tenia un fenotipo de
multirresistencia (Fournier et al., 2006), lo que indica que los determinantes de
resistencia se pueden insertar en otras areas del genoma. Del mismo modo, la
secuencia publicada del genoma de A. baumannii ATCC 17978 demostré una amplia
gama de marcadores de resistencia, pero sélo uno dentro de la ubicacion homéloga a
la descrita por Fournier et al., que muestra de nuevo la flexibilidad genética de este

patégeno (Smith et al., 2007).

Actualmente, se sabe que los transposones son importantes en la diseminacion
de los determinantes genéticos de resistencia en Acinetobacter spp. (Devaud et al.,
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1982; Palmen y Hellingwerf, 1997). Muchos de estos transposones contienen
integrones (predominantemente de clase 1). Los integrones son elementos genéticos
moviles y por lo tanto, estan localizados dentro de plasmidos o transposones que
actuan como vehiculos para la difusidon de la resistencia facilitando rdpidamente la
transferencia entre las bacterias (Corvec et al., 2008; Hujer et al., 2006; Ikonomidis et
al., 2005; Queenan y Bush, 2007; Torres et al., 2010). Contienen un gen int y casetes de
genes que se pueden movilizar a otros integrones o a sitios secundarios en el genoma
bacteriano (Poirel et al., 2005a; Severino y Magalhaes, 2004, Turton et al., 2005). Al
igual que en otras bacterias Gram-negativas, un fenotipo MDR en A. baumannii resulta
de la coexistencia de determinantes de resistencia frente a diferentes clases de
antibiodticos, dando lugar a casetes genéticos MDR. La seleccion y la difusion de los
elementos moviles que llevan estos genes de resistencia pueden aumentar en el
contexto clinico por el uso indiscriminado de antibidticos (Seward, 1999; Weldhagen,

2004).

IJ
GTTRRRY GTTHRREY

int

Inseried cassete

t s-ronserved segment | | Aconserved segment

Figura 4. Esquema de integron de clase | (Ledn et al., 2010).

2.1.1. Resistencia a betalactdmicos

En la actualidad, A. baumannii es resistente a la mayoria de betalactamicos,
incluidos los carbapenems, considerados el tratamiento de elecciéon en infecciones
nosocomiales por cepas de A. baumannii sensibles a estos antimicrobianos ya que in
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vitro han demostrado actividades superiores a las de otros antimicrobianos. La
resistencia a carbapenems esta aumentando de forma considerable y constituye un
primer paso para la aparicion de multirresistencia (Poirel y Nordmann, 2006a; Richet et
al., 2001), considerandose por si misma, suficiente para definir un aislamiento de A.
baumannii como altamente resistente (Kluytmans-Vandenbergh et al., 2005; Poirel y

Nordmann, 2006q).

En la tabla se describen los principales fenotipos de resistencia a

betalactamicos en A. baumannii (Tabla 1).

Tabla 1. Fenotipos de resistencia a antibidticos betalactamicos en Acinetobacter
baumannii (modificado de Vila v Marco. 2010).

AMP TIC PIP CTX CAZ CEF IMP Mecanismo de resistencia
S S S S S S S -
R S S S S S S Bajo nivel de expresion de AmpC
R R R/r R R R/r S Elevado nivel de expresion de AmpC
R R R/r R R S S BLEEs*
R R S S S S R/r Carbapenemasa**
R R R R R R R Carbapenemasa+AmpC

AMP: ampicilina; CAZ: ceftazidima; CEF: cefepima; CTX: cefotaxima; IMP: imipenem; PIP:
piperacilina; R: resistente; r: sensibilidad disminuida; S: sensible; TIC: ticarcilina.

* Patron que genera la OXA-37.

** La CMI generada por la presencia de oxacilinasas con actividad carbepenemasa puede
ser baja pero si concomitantemente tiene lugar una disminucion de una porina asociada
a la resistencia a carbapenems se observa un incremento en la CMI.

Mecanismos enzimdticos

El mecanismo mds importante de resistencia a betalactdmicos es la
degradacion enzimatica por betalactamasas (Bou y Martinez-Beltrdn, 2000; Corvec et
al., 2003; Danes et al., 2002; Ruiz et al., 2007a). Sin embargo, a menudo varios
mecanismos (enzimaticos y no enzimaticos) trabajan conjuntamente para producir el

mismo fenotipo (Bou et al., 2000a; Ferndndez-Cuenca et al., 2003; Quale et al., 2003).
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Las especies de Acinetobacter poseen una amplia variedad de betalactamasas
que hidrolizan y confieren resistencia a penicilinas, cefalosporinas y carbapenems. Se
han identificado mas de 50 enzimas diferentes en A. baumannii (Dijkshoorn et al.,
2007), que pertenecen a los 4 tipos de enzimas segun la clasificacion molecular de
Ambler (Ambler et al., 1991): A, C, D (serin-beta-lactamasas) y B (metalo-beta-

lactamasas).

Existen dos tipos de betalactamasas intrinsecas que se encuentran en todos los

aislamientos de A. baumannii:

v’ Cefalosporinasa tipo AmpC (clase C de Ambler): codificada cromosdmicamente
también denominada como cefalosporinasa derivada de Acinetobacter (ADC,
"Acinetobacter derived cephalosporinase") (Bou y Martinez-Beltrdn, 2000; Hujer et al.,
2005; Hujer et al., 2006; Perilli et al., 1996; Ruiz et al., 2007a). A diferencia de las
enzimas AmpC que se encuentran en otros organismos Gram-negativos, en A.
baumannii no se produce la expresion inducible de AmpC (Bou y Martinez-Beltradn,
2000; Héritier et al., 2006). Varios estudios sugieren que la sobreexpresion de esta
cefalosporinasa es el mecanismo mas frecuente de resistencia a betalactamicos (Bou y
Martinez-Beltran, 2000; Corvec et al., 2003; Danes et al., 2002; Ruiz et al., 2007a). Esta
cefalosporinasa cromosdmica se expresa a bajo nivel y en estos casos no confiere
resistencia a ceftazidima. Sin embargo, la sobreexpresion del gen blagmpc se asocia a la
presencia de una secuencia de insercién (ISAbal) insertada en el promotor de dicho
gen (Ruiz et al., 2007a; Segal et al., 2004; Turton et al., 2006b). Esta secuencia de
insercion, factor determinante en la regulacién de la sobreexpresion de esta enzima
(Corvec et al., 2003; Héritier et al., 2006; Ruiz et al., 2007a; Segal et al., 2004), posee
un promotor que es utilizado por la RNA polimerasa para expresar dicha
cefalosporinasa. La hiperproduccién de AmpC confiere resistencia a ticarcilina,
piperacilina, cefotaxima, ceftazidima, cefepima y aztreonam sin afectar a cefoxitina o
carbapenems (Tabla 1). Diversos estudios han demostrado que, de manera general,
aproximadamente el 50% de los aislamientos clinicos de A. baumannii presentan una
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hiperproduccién de AmpC (Corvec et al., 2003; Danes et al., 2002). La secuencia de
insercion ISAbal se encuentra aproximadamente en el 69% de los aislamientos clinicos
y, de éstas, en aproximadamente el 78%, la ISAbal se encuentra insertada en la regién
del promotor del gen blagmyc, confiriendo resistencia a ceftazidima (Vila y Marco,

2010).

v' OXA-51/69, la cual estd codificada cromosémicamente y ha sido encontrada en
todas las cepas estudiadas (Héritier et al., 2005a; Turton et al., 2006b; Woodford et al.,
2006). El primer gen descrito fue blaoxasi1, (Brown et al., 2005) pero hasta la actualidad
se han encontrado mas de 45 derivados de la OXA-51/69 (Brown y Amyes, 2005;
Heéritier et al., 2005a; Nowak et al., 2012; Poirel et al., 2010; Turton et al., 2006b).
Colectivamente son denominados como blaoxasiike- LOS genes que codifican OXA-
51/69 se identificaron en diferentes colecciones de aislamientos de A. baumannii
recuperados de areas geograficas extensas (Héritier et al., 2005a; Merkier y Centron,
2006). Algunas de estas variantes han sido identificadas en cepas de A. baumannii
resistentes a carbapenems diseminadas por todo el mundo (Brown y Amyes, 2005;
Evans et al., 2007; Turton et al., 2006b). En condiciones normales esta enzima presenta
una actividad carbapenemasa débil. Sin embargo, se ha observado que puede tener
lugar una sobreexpresion del gen blaoxas: asociada también a la insercién de la
secuencia ISAbal en el promotor de dicho gen (Figueiredo et al., 2009a; Figueiredo et
al., 2009b; Ruiz et al., 2007a; Turton et al., 2006b), pudiendo derivar en resistencia a

carbapenem (Figueiredo et al., 2009a; Hu et al., 2007).

Entre las betalactamasas adquiridas en A. baumannii se encuentran:

Betalactamasas de espectro extendido (BLEEs)

Las BLEEs, pertenecientes a la clase A de Ambler, hidrolizan penicilinas,
cefalosporinas de estrecho y amplio espectro, y el monobactdmico aztreonam
(Anderson y Gums, 2008; Paterson y Bonomo, 2005; Queenan et al., 2007). Por el
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contrario, las BLEEs no degradan eficientemente cefamicinas, carbapenems e
inhibidores de betalactamasas. Desde su descripcidn inicial se han descrito mds de 200
BLEEs diferentes, lo que plantea un riesgo significativo para la salud publica y para los
pacientes hospitalizados en unidades de cuidados intensivos. La mayoria de las BLEEs
son de las familias SHV, TEM, y CTX -M, con menor frecuencia BES, GES- 1, VEB y PER
(Naas et al., 2008).

Se han descrito diversos tipos de BLEEs en A. baumannii como PER (PER-1),
identificada en el 31% de los aislamientos clinicos de A. baumannii en Turquia
(Vahaboglii et al., 1997), también en Corea del Sur, Bélgica y Francia (Naas et al,
2006a; Naas et al., 2007a; Yong et al., 2003); PER-2, descrita en Sudamérica (Celenza
et al., 2006; Pasteran et al., 2006); BLEE tipo oxacilinasa (OXA-37), detectada en
Espaia en el 27% de las cepas de A. baumannii aisladas de diversos hospitales (Navia
et al., 2002). También otras BLEEs tales como CTX-M-2, TEM-92, SHV-5, SHV-12 y VEB-
1 (Al Naiemi et al., 2005; Endemiani et al., 2007; Naas et al., 2007b; Nagano et al.,
2004, Poirel et al., 2003). Esta ultima BLEE fue descrita en un clon de A. baumannii
causante de un brote epidémico en Francia y posteriormente se encontré en diversos
hospitales de todo el pais y del sur de Bélgica. La resistencia a ampicilina, ticarcilina y
piperacilina también se ha relacionado con la presencia de betalactamasas plasmidicas
de amplio espectro como las tipo TEM-1, TEM-2, OXA-21 y la carbenicilinasa, CARB-5
(Devaud et al., 1982; Paul et al., 1989; Vila et al., 1993; Vila et al., 1997a). En el afio
2007 se describid la penicilinasa SCO-1 en diversas especies de Acinetobacter aisladas

en Argentina (Poirel et al., 2007a).

La evaluacién de la prevalencia real de estas enzimas en A. baumannii se ve
obstaculizada por las dificultades en la deteccién de laboratorio, especialmente en
presencia de AmpC (Peleg et al., 2008). El significado clinico de estas betalactamasas
también es poco conocido dada la potencia de los otros determinantes de resistencia

(Pérez et al., 2007).
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Carbapenemasas

Los carbapenems son, generalmente, mdas activos y mas resistentes a las
betalactamasas, incluidas las betalactamasas de espectro extendido y las
betalactamasas cromosdmicas desrreprimidas tipo AmpC debido principalmente a las
caracteristicas de las cadenas laterales presentes en su estructura quimica (Bonfiglio et
al., 2002). La resistencia a estos compuestos no se debe sélo a la presencia de un Unico
mecanismo, sino a una combinacion de mecanismos clasificados como enzimaticos y
no enzimaticos, siendo el mecanismo de resistencia mds importante la hidrélisis
enzimatica. Por lo que, son mas preocupantes las betalactamasas con actividad

carbapenemasa (Queenan y Bush, 2007).

Estas enzimas pertenecen a cualquiera de las tres clases moleculares de
acuerdo con la clasificacion molecular de Ambler (Ambler, 1980), aunque las
carbapenemasas mas extendidas en A. baumannii son las betalactamasas de la clase D.
En el esquema de clasificacién funcional de Bush y Medeiros las carbapenemasas se

encuentran principalmente en los grupos 2F y 3 (Queenan y Bush, 2007).

v' Carbapenemasas de clase A:

Estas carbapenemasas incluyen betalactamasas que poseen serina en su sitio
activo y son inhibidas por acido clavulanico (KPC, GES, SME, NMC, e IMI). Forman parte
del grupo funcional 2f de Bush (Bush et al., 1995) y se han descrito principalmente en
Enterobacteriaceae, sin embargo, las enzimas tipo KPC y tipo GES se han detectado en
cepas de A. baumannii resistentes a carbapenems aisladas en Puerto Rico y Paris,

respectivamente (Bonnin et al., 2011; Robledo et al., 2010).

v' Carbapenemasas de clase B (Metalobetalactamasas):
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Las betalactamasas de la clase B son carbapenemasas dependientes de zinc,
denominadas metalobetalactamasas (MBLs) (Poirel y Nordmann, 2006a; Queenan y
Bush, 2007; Vila y Marco, 2010; Walsh et al., 2005). Estas forman parte del grupo
funcional 3 (Bush et al., 1995; Queenan y Bush, 2007). Tienen la capacidad de hidrolizar
todos los betalactdmicos (incluyendo carbapenems), excepto el monobactam,
aztreonam (Thomson y Bonomo, 2005), propiedad que puede ayudar a su deteccién en
el laboratorio. Son resistentes a los inhibidores de betalactamasas disponibles
comercialmente (acido clavuldnico y tazobactam), pero sensibles a la inhibicién por los
quelantes de iones metdlicos como el EDTA, un quelante del zinc (Zn) y otros cationes
divalentes. Esta inhibicién por EDTA puede ser restaurada mediante la adicion de Zinc.
A pesar de que las MBLs se identifican menos cominmente en A. baumannii que las
carbapenemasas de tipo OXA, sus actividades hidroliticas hacia carbapenems son

significativamente mas potentes (de 100 a 1.000 veces) (Poirel y Nordmann, 2006a).

Las familias mas comunes de metalobetalactamasas incluyen las enzimas VIM,
IMP, GIM, y SIM. ComUnmente se encuentran codificadas en integrones. La mayoria de
estos genes adquiridos en A. baumannii se han encontrado dentro de integrones clase
1, que a menudo se encuentran en casetes de genes de resistencia, junto con genes
gue codifican enzimas modificadoras de aminoglucésidos (Houang et al., 2003; Lee et
al., 2005a; Riccio et al., 2000; Tsakris et al., 2006a; Zarrilli et al., 2004). Las cepas de A.
baumannii que llevan integrones son significativamente mas resistentes a los farmacos

que las cepas sin integrones (Gu et al., 2007).

De los cinco grupos descritos hasta la fecha (Walsh et al., 2005), s6lo se han
identificado tres en A. baumannii (Ruiz et al., 2007b): el grupo IMP con IMP-1,-2,-4,-5,-
6y -11 (Chu et al., 2001; Cornaglia et al., 1999; Da Silva et al., 2002; Gales et al., 2003;
Houang et al., 2003, Jeong et al., 2006; Koh et al., 2007; Lee et al., 2003a; Nishio et al.,
2004; Sader et al., 2005a; Shibata et al., 2003; Takahashi et al., 2000; Tognim et al.,
2006; Zarrilli et al., 2004), el grupo VIM con VIM-1y -2 (Lee et al., 2003a; Lim et al.,
2007; Tsakris et al., 2006a; Wroblewska et al., 2007; Yum et al., 2002), y finalmente
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SIM-1, sélo descrita en Corea del Sur (Lee et al., 2005a; Poirel y Nordmann, 2006a; Ruiz
et al., 2007b; Zarrilli et al., 2009). Las variantes de IMP y VIM confieren un elevado
nivel de resistencia a carbapenems (CMI >32 mg/l), ademas confieren resistencia a
todos los betalactdmicos excepto aztreonam, mientras que la presencia de SIM-1
genera niveles de resistencia a imipenem entre 8-16 mg/l (Walsh et al., 2005).
Recientemente se ha descrito un nuevo tipo de MBL denominada NDM-1 (New Dehli
metallo-beta-lactamase) identificada inicialmente en cepas de Klebsiella pneumoniae y
Escherichia coli procedentes de India y Pakistan, pero actualmente descritas en otras
especies de Enterobacterias (Nordmann et al., 2011; Yong et al., 2009) y en cepas de A.
baumannii de todo el mundo (Géttig et al., 2010; Kaase et al., 2011; Karthikeyan et al.,
2010).

Varias regiones geograficas, como Espaifa, Singapur, Grecia y Australia, han
demostrado la presencia de enzimas, tipo OXA (se detallaran en el apartado posterior)
y tipo MBL en una misma cepa (Canduela et al., 2006; Koh et al., 2007; Peleg et al.,
2006a; Tsakris et al., 2006a). A diferencia de las enzimas tipo OXA, las MBLs se

encuentran mas comunmente en integrones.

Existen métodos fenotipicos sensibles para la deteccién de MBL en A.
baumannii. Estos son faciles de realizar y econémicos por lo que se pueden incorporar
en las pruebas rutinarias de cualquier laboratorio de microbiologia. Uno de ellos es el
E-test que contiene imipenem con o sin EDTA. El principal inconveniente de estos
métodos es que no son fiables porque puede haber resultados falsos positivos (Omair
et al., 2012). Adema3ds, no todas las metalobetalactamasas hidrolizan facilmente la
nitrocefina, el popular indicador colorimétrico de actividad betalactamasa (Matthew et

al., 1975).
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v' Carbapenemasas de clase D (Oxacilinasas)

Las carbapenemasas de clase D pertenecen al grupo de las oxacilinasas de clase
D o betalactamasas tipo OXA ("Oxacillin-hydrolyzing"). Se definieron inicialmente como
enzimas que hidrolizaban cloxacilina y oxacilina mas rapido que la bencilpenicilina
(Bush et al., 1995), de ahi su denominacion como oxacilinasas, en contraste con la
relativamente lenta hidrdlisis de oxacilina por las clases Ay C (Danel et al., 2007). Esta
definicion no parece tener valor desde que se ha descrito que estas enzimas en
realidad inactivan cloxacilina y oxacilina pobremente, incluso a veces preservan estos
sustratos. Sin embargo, todas las betalactamasas de clase D hidrolizan
significativamente amino y carboxipenicilinas. Por lo general no son inhibidas por acido
clavulanico, tazobactam y sulbactam (con algunas excepciones, por ejemplo, OXA-2 y
OXA-32 son inhibidas por tazobactam pero no por sulbactam y clavulanico, y OXA-53
es inhibida por acido clavulanico) (Danel et al., 2007; Mulvey et al., 2004; Naas y
Nordmann, 1999; Poirel y Nordmann, 2002). Sus actividades pueden ser inhibidas in
vitro mediante cloruro de sodio (NaCl). Esta propiedad no la comparten las
betalactamasas de otras clases, por lo que resulta una caracteristica atil para la
identificacion in vitro. El NaCl a una concentracién de 100 mM inhibe totalmente las
actividades de la mayoria de las betalactamasas de la clase D (por ejemplo, OXA-25y
OXA-26) (Afzal-Shah et al., 2001; Aubert et al., 2001; Girlich et al., 2004; Héritier et al.,
2003; Poirel et al., 2004; Poirel et al., 2005a)

Las enzimas tipo OXA son un grupo cada vez mds amplio que incluye mas de
150 miembros (http://www.lahey.org/Studies/) (Higgins et al., 2009). Se clasifican en
varios grupos: betalactamasas clase D de espectro estrecho (con los subgrupos OXA-1,
OXA-2 y OXA-10), ES-OXA ("expanded spectrum oxacillinase") y CHDLs ("carbapenem-

hydrolyzing class D beta-lactamase") (Drawz y Bonomo, 2010; Poirel et al., 2010).
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En A. baumannii las CHDLs son las carbapenemasas mas prevalentes (Bonomo y
Szabo, 2006; Bush et al., 1995; Peleg et al., 2008; Poirel y Nordmann, 2006a; Poirel et
al., 2010; Queenan y Bush, 2007; Zarrilli et al., 2009).

Ademas de carbapenems (imipenem pero no siempre meropenem), inactivan
penicilinas y cefalosporinas (Nordmann y Poirel, 2002; Pérez et al., 2007; Poirel y
Nordmann, 2006a; Poirel et al., 2007b). En general, la hidrdlisis de imipenem, aunque
es lenta, es mas rapida que la del meropenem. Se ha debatido la contribucion exacta
de estas enzimas a la expresién fenotipica de resistencia a carbapenems. Sin embargo,
en el afio 2005 se demostrd, usando experimentos “knockout” o complementacion,
que las CHDLs adquiridas como OXA-23, OXA-40 y OXA-58 identificadas en A.

baumannii si contribuyen significativamente a esta resistencia (Héritier et al., 2005b).

Aunque las CHDLs tienen una eficiencia catalitica inferior para hidrolizar
carbapenems en comparacién con las MBLs (100 a 1000 veces menor), es importante
considerarlas como potencialmente peligrosas ya que su discreta actividad
carbapenemasa puede incrementarse por la presencia de promotores fuertes
presentes en secuencias de insercion como ISAbal (Turton et al., 2006b; Segal et al.,
2005). Al igual que las MBLs, son resistentes a la inhibicién por clavulanico y
tazobactam. La mayoria de CHDLs, in vitro, son sensibles a la inhibicién por NaCl. La
actividad frente a los carbapenems se puede intensificar si estan presentes otros
mecanismos de resistencia, como el aumento de la expresién de bombas de eflujo y la

pérdida de porinas (Luo et al., 2011; Opazo et al., 2009; Vila et al., 2007).

La localizacion cromosdmica de muchos de los genes que codifican
carbapenemasas tipo OXA sin duda ha contribuido a la lenta difusién de estos genes.
Mediante el uso inadecuado de los carbapenems los genes de codificaciéon plasmidica
para estas oxacilinasas probablemente se extiendan, debido al aumento de la presién

selectiva (Poirel y Nordmann, 2006a; Walther-Rasmussen y H@iby, 2006).
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Las CHDLs estan divididas en 9 subgrupos diferentes basdandose en la igualdad
en la secuencia de aminoacidos (Queenan y Bush, 2007; Walther-Rasmussen y H@iby,
2006). Cinco de ellos han sido identificados en A. baumannii, y los aislamientos fueron

encontrados en Europa, América del Sur, Asia y Polinesia Francesa.

La primera enzima tipo OXA con capacidad de hidrolizar carbapenems procedia
de una cepa clinica de A. baumannii aislada en 1985 en un hospital escocés, e
inicialmente fue llamada ARI-1 ("Acinetobacter resistant to imipenem") (Paton et al.,
1993). Este gen fue secuenciado y ahora es denominada como OXA-23 (Donald et al.,
2000; Scaife et al., 1995). El gen blapya.»3 fue localizado en un plasmido (45 kb) que fue
transferido a Acinetobacter junii (Scaife et al., 1995). Sin embargo, actualmente los
cinco principales subgrupos filogenéticos (basados en la homologia de las secuencias
variables) (Garnacho-Montero y Amaya-Villar, 2010) de CHDLs han sido descritos en A.
baumannii: tipo OXA-23, tipo OXA-40, tipo OXA-51, tipo OXA-58 y tipo OXA-143
(Higgins et al., 2009; Higgins et al., 2010; Peleg et al., 2008).

El subgrupo mas grande es el tipo OXA-51, que como se comento
anteriormente, corresponde a las enzimas codificadas cromosémicamente y por lo
tanto son CHDLs que ocurren de forma natural en A. baumannii, de ahi su elevada
prevalencia (Brown et al., 2005; Coelho et al., 2006a; Héritier et al., 2005a; Hujer et al.,
2006; Turton et al., 2006a; Vahaboglu et al., 2006, Wroblewska et al., 2007; Zhou et
al., 2007). Las enzimas incluidas en este subgrupo difieren en 1 a 15 aminodcidos

(Evans et al., 2008; Walther-Rasmussen y H@iby, 2006).

El subgrupo tipo OXA-23 incluye los siguientes derivados de A. baumannii:
OXA-27 y OXA-49 (Poirel et al., 2010; Zarrilli et al., 2009), y se han encontrado
principalmente mediadas por plasmidos. Aunque el subgrupo de carbapenemasas tipo
OXA-23 se ha descrito principalmente en A. baumannii, en 2002 se detecté en un
aislado de Proteus mirabilis resistente a carbapenem (Bonnet et al., 2002). Es
importante destacar que, las enzimas tipo OXA-23 se han detectado en las cepas de A.
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radioresistens (Poirel et al., 2008a), lo que podria ser el reservorio natural de estas
enzimas. Actualmente este tipo de enzima contribuye a la resistencia a carbapenem en
A. baumannii en todo el mundo como Francia (Corvec et al., 2007), Bulgaria (Stoeva et
al., 2008), Irdn (Feizabadi et al., 2008), los Emiratos Arabes Unidos (Mugnier et al.,
2008), Tunez (Mansour et al., 2008), Brasil (Dalla-Costa et al., 2003), y Australia
(Valenzuela et al., 2007). Ademas, cepas productoras de OXA-23 han sido responsables
de brotes en hospitales de la Polinesia Francesa (Naas et al., 2005), Colombia (Villegas
et al., 2007), el Reino Unido (Coelho et al., 2006a), Turquia (Meric et al., 2008), China
(Wang et al., 2007; Zong et al., 2008), y Corea (Kim et al., 2008a).

El tercer subgrupo estd representado por OXA-58, que fue identificada por
primera vez en ABMR aislado en Francia (Poirel et al., 2005a). Se han descrito dos
variantes dentro de este subgrupo: OXA-96 y OXA-97 (Koh et al., 2007; Poirel et al.,
2008b). OXA-58 hidroliza penicilinas y carbapenems a niveles bajos. Se detecté una
hidrdlisis débil de cefpiroma, y una hidrdlisis menos débil de cefepima, ceftazidima y
cefotaxima. La velocidad de hidrdlisis de imipenem y meropenem fue 10 y 100 veces
inferior, respectivamente, que la de las bencilpenicilinas (Poirel et al., 2005a). En la
mayoria de los aislados de A. baumannii productores de OXA-58 informados en todo el
mundo el gen blaoxass S€ encuentra en un plasmido, lo que puede explicar su amplia
distribucién (Coelho et al., 2006a; Marqué et al., 2005; Peleg et al., 2006b; Peleg et al.,
2008). Se ha descrito en aislados de Europa, Argentina, Australia, y Estados Unidos
(Castanheira et al., 2008; Coelho et al., 2006a; Coelho et al., 2006b; Hujer et al., 2006;
Marqué et al., 2005; Peleg et al., 2006a). OXA-58 a menudo se asocia con brotes
hospitalarios y ha participado en brotes en Francia, Bélgica, Italia, Turquia, Grecia y
Estados Unidos (Bertini et al., 2006, Bogaerts et al., 2006; Giordano et al., 2007;
Héritier et al., 2005c; Hujer et al., 2006; Poirel et al., 2006, Vahaboglu et al., 2006).
También ha sido identificada en otras especies de Acinetobacter, tales como A. junii en
Rumania (Marqué et al., 2005) y Australia (Peleg et al., 2006a), Acinetobacter
genoespecie 3 en Espafia (Marti et al., 2008a), y Acinetobacter fenotipo 6/ct13TU en
Espana (Marti et al., 2008b). OXA-97 comparte las mismas propiedades hidroliticas y se

40



I. Revision bibliografica

ha identificado en aislados de A. baumannii de Tunez (Poirel et al., 2008b). OXA-96, ha

sido identificada en A. baumannii en Singapur (Koh et al., 2007).

El cuarto subgrupo corresponde al tipo OXA-24/40, originalmente llamado
OXA-24, con tres variantes, OXA-25, OXA-26 y OXA-72, que han sido identificadas en
plasmidos (Afzal-Shah et al., 2001; Lu et al., 2009). Estas enzimas difieren solamente
en unas pocas sustituciones aminoacidicas. OXA-24/0XA-40 fue identificada
originalmente en el cromosoma de un aislado de A. baumannii resistente a
carbapenem en Espafia (Bou et al., 2000a; Bou et al., 2000b). El gen blagya40 ya se ha
descrito en diferentes areas, sobre todo en Portugal y Espafia (Da Silva et al., 2004;
Peixe, 1999; Quinteira et al., 2007; Ruiz et al., 2007b), pero también en Estados Unidos
(Lolans et al., 2006; Qi et al., 2008). Curiosamente, el gen blaoxa40 S€ encuentra
codificado tanto en el cromosoma como en pldsmidos (Quinteira et al., 2007). Se ha
identificado en un pldsmido de dos aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
resistentes a carbapenem en Espaia (Sevillano et al., 2009). OXA-40 no es inhibida por
NaCl (Héritier et al., 2003). OXA-25 y OXA-26 se han descrito en aislamientos de A.
baumannii resistentes a carbapenem recuperados de Espafia y Bélgica,
respectivamente (Afzal-Shah et al., 2001); y OXA-72 en aislados de A. baumannii de
China, Corea del Sur, Taiwan, y Bahrein (Lee et al., 2009a; Lu et al., 2009, Mugnier et
al., 2009; Wang et al., 2007). No se ha descrito que este grupo de enzimas esté

asociado con secuencias de insercion (Peleg et al., 2008).

En 2009, Higgins et al. describieron una nueva CHDLs, la OXA-143, que se
identificd en una cepa de A. baumannii resistente a carbapenem aislada en Brasil en
2004. Esta enzima se encontrd en un plasmido y tiene una homologia en la secuencia
del 88% de aminoacidos con OXA-40, el 63% con OXA-23, y el 52% con OXA-58 (Higgins
et al., 2009), lo que representa un nuevo subgrupo de CHDLs (Higgins et al., 2009;
Poirel et al., 2010). OXA-143 hidroliza penicilinas y carbapenems pero no hidroliza
significativamente cefalosporinas de amplio espectro, como se observa en otras
CHDLs. Al igual que en las ultimas enzimas, OXA-143 muestra una elevada afinidad por
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los carbapenems, pero con bajas tasas de hidrodlisis (Afzal-Shah et al., 2001; Poirel et
al., 2005a; Poirel et al., 2008b). A pesar de esta hidrélisis débil, es muy probable que
OXA-143 contribuya significativamente a la resistencia a imipenem y meropenem,
como se ha demostrado previamente con OXA-23, OXA-40, y OXA-58 (Héritier et al.,
2005b).

Los genes blaoya se han relacionado con una variedad de estructuras genéticas
diferentes, especialmente en las secuencias de insercidn, que tienen un papel
importante en la expresidn de estos genes, especificamente ISAbal, ISAba2, ISAba3 o
IS18 en el caso de A. baumannii (Poirel y Nordmann, 2006b; Segal et al., 2005; Turton
et al., 2006b). Estos elementos pueden contener regiones promotoras que conducen a
la sobreexpresion de determinantes de resistencia aguas abajo, lo que representa un
mecanismo real de resistencia a los carbapenems, o al menos una disminucién en la
sensibilidad (Turton et al., 2006b). Muchos de los genes de oxacilinasas presentes en
los aislados de A. baumannii se han detectado como casetes de genes en integrones.
Sin embargo, la mayoria de los genes de CHDLs fueron identificados en plasmidos,
pero no en forma de casetes genéticos dentro de integrones (Walther-Rasmussen y

Hdiby, 2006).

Por lo general, estos elementos se han descrito en asociacion con blaoxa2s3
(Corvec et al., 2007; Hujer et al., 2006; Naas et al., 2005; Turton et al., 2006b;
Valenzuela et al., 2007; Zhou et al., 2007) y blaoxa ss (Giordano et al., 2007; Poirel et al.,
2005a; Poirel et al., 2006; Poirel y Nordmann, 2006b; Tsakris et al., 2006b), pero
también pueden promover la resistencia a carbapenem en asociacién con blagyas: al
mejorar la expresiéon de esta carbapenemasa intrinseca (Turton et al., 2006b).
Curiosamente, ciertos elementos IS, especialmente ISAbal, parecen relativamente
Unicos en A. baumannii (Segal et al., 2005). Los elementos IS son también importantes
para la expresidn de la resistencia a otros antibidticos en este microorganismo (Poirel
et al., 2005b; Poirel et al., 2003; Ribera et al., 2003a; Ruiz et al., 2007a; Ruzin et al.,
2007).
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Dada la multiplicidad de mecanismos de resistencia a betalactdmicos en A.
baumannii (Poirel y Nordmann, 2006a), es dificil determinar la aportacidon de las
oxacilinasas adquiridas que hidrolizan carbapenems a la resistencia a carbapenem.
Este tema ha sido abordado por Héritier et al. Compararon los perfiles de sensibilidad
mediante el estudio de plasmidos naturales y recombinantes que contenian los genes
blaoxa-23, blaoya-ao, Y blaoxass (Héritier et al., 2005b). Con los genes blaoxa23 Y blaoxa-ao
se obtuvieron CMIs mas altas de imipenem que blaoxass, Y todos los genes blaoxa
produjeron CMIs mas altas de imipenem en presencia de una bomba de eflujo AdeABC
("ATP-binding cassette") sobreexpresada. Se observd sensibilidad a carbapenems
cuando se inactivd el gen blaoxa4o. Curiosamente, los pldsmidos naturales que
contenian los genes blaoxa23 Y blaoxass, obtenidos a partir de aislados clinicos,
generaron mayores niveles de resistencia a carbapenems que sus respectivos
pldsmidos recombinantes en huéspedes similares (Héritier et al., 2005b). Esta
discrepancia se debe probablemente a la presencia de elementos IS en los plasmidos

naturales.

La distribucion geografica de estos subgrupos de CHDLs es bastante
heterogénea. En Espafia, analizando 83 aislamientos clinicos pertenecientes a 28
clones distintos, se encontrd que el 19% poseian carbapenemasa tipo OXA-58, el 42%
OXA 24/40y el 13% poseian el elemento genético ISAbal insertado en el promotor del
gen blaoxas1, o que favorece la sobreexpresién de dicho gen. En el mismo estudio no
se detectaron carbapenemasas tipo OXA-23, VIM o IMP sugiriendo una baja
prevalencia de este tipo de carbapenemasas en aislados de A. baumannii en Espafa
(Ruiz, 2007b). Por regla general, las cepas que poseen una oxacilinasa tipo OXA24/40
presentan una CMI de imipenem < 32 mg/I, mientras que las que poseen una OXA-58

la CMI es de 16 mg/I (Vila y Marco, 2010).
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Mecanismos no enzimdticos

Se han descrito mecanismos no enzimaticos que contribuyen a la resistencia a
betalactdmicos, incluyendo la resistencia a carbapenems. Estos mecanismos incluyen
cambios en las proteinas de membrana externa (OMPs, "outer membrane proteins")
(Bou et al., 2000a; Costa et al., 2000; del Mar et al., 2005; Ferndndez-Cuenca et al.,
2003; Gribun et al., 2003; Limansky et al., 2002; Mussi et al., 2005; Quale et al., 2003;
Siroy et al., 2005; Siroy et al., 2006), bombas de eflujo de multiples farmacos (Héritier
et al., 2005b; Higgins et al., 2004a; Magnet et al., 2001), y alteraciones en la afinidad o
la expresidn de las proteinas de unidn a penicilina (Ferndndez-Cuenca et al., 2003;

Gehrlein et al., 1991; Obara y Nakae, 1991; Siroy et al., 2006).

v Modificaciones en proteinas de membrana externa

Se sabe muy poco sobre las proteinas de membrana externa de A. baumannii,
pero se han descrito aislamientos clinicos resistentes a betalactdmicos por la pérdida

de estas proteinas de membrana (Vila et al., 2007).

Se ha demostrado que la pérdida de la proteina de 29 kDa, conocida como
CarO, se asocia con la resistencia a imipenem y meropenem (Limansky et al., 2002;
Mussi et al., 2005; Siroy et al., 2005). Esta porina forma canales no especificos (Siroy et
al., 2005). La pérdida de esta porina en A. baumannii resistente a imipenem parece
secundaria a la interrupcion del gen carO por distintos elementos de inserciéon (Mussi
et al, 2005). También se han descrito brotes de A. baumannii resistentes a
carbapenem por la reduccién de la expresion de OMPs de 47-, 44-, y 37- kDa en cepas
de A. baumannii endémicas en Nueva York (Quale et al., 2003) y la reduccién de la
expresion de OMPs de 22- y 33- kDa en asociacion con OXA-24 en Espaia (Bou et al.,
2000a). Otras OMPs relevantes identificadas para la resistencia a betalactamicos
incluyen la HMP-AB ("heat-modifiable protein") (Gribun et al., 2003), homdloga a
OmpA de Enterobacteriaceae y OmpF de P. aeruginosa (Vila et al., 2007); una proteina
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de 33- a 36- kDa (Clark, 1996; del Mar et al., 2005); una proteina de 43- kDa que
muestra una homologia significativa con OprD ("outer membrane porine") de P.
aeruginosa (Dupont et al.,, 2005) y que ha sido descrita en aislamientos resistentes a
imipenem, y OmpW, que es homdloga a las proteinas OmpW encontradas en E. coliy
P. aeruginosa (Siroy et al., 2006; Vila et al., 2007). Curiosamente, cuando se realizaron
estudios protedmicos comparativos entre una cepa de ABMR y una cepa de referencia,
no se observaron diferencias en la expresiéon para Omp33/36 o OprD, pero la expresion
de CarO vy las isoformas estructurales de OmpW eran diferentes (Siroy et al., 2006).
Todavia se requieren otros estudios para dilucidar el significado de estas porinas y su

prevalencia general en A. baumannii multirresistente.

v' Bombas de expulsion de multiples farmacos

El genoma de una cepa de A. baumannii multirresistente codifica una amplia
gama de sistemas de flujo de salida de multiples farmacos (Fournier et al., 2006). La
bomba multifarmacos AdeABC (Figura 5), perteneciente a la familia RND ("resistance-
nodulation-cell division"), es la mejor estudiada hasta el momento. Este sistema de
flujo tiene un perfil de sustrato que incluye betalactdmicos (incluyendo carbapenems)
(Héritier et al., 2005b; Higgins et al., 2004a), aminoglucésidos, eritromicina,
cloranfenicol, tetraciclinas, fluoroquinolonas, trimetoprim, tigeciclina y bromuro de
etidio (Héritier et al., 2005b; Higgins et al., 2004a; Magnet et al., 2001; Marchand et
al., 2004; Nemec et al., 2007; Peleg et al., 2007b; Ruzin et al., 2007). Cepas
completamente sensibles que contienen los genes que codifican AdeABC pueden
producir espontdneamente mutaciones de resistencia en los genes adeS y adeR, que
regulan la expresion de AdeABC (Marchand et al., 2004). La regulacion aguas arriba de
AdeABC es hasta ahora el Unico mecanismo que se ha demostrado que disminuye la

sensibilidad a multiples clases de antimicrobianos en A. baumannii.

De manera importante, en el afo 2005 se relacioné a la bomba AdeABC con
una menor sensibilidad frente a carbapenems (Héritier et al., 2005a). En el trabajo de
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Opazo et al. (Opazo et al., 2009) se informa del aislamiento de una cepa con una
mutacion puntual en un gen regulador de la expresiéon de AdeABC, lo que se traduce
en la sobreexpresion de la bomba, disminuyendo a la mitad la CMI de meropenem e
imipenem, en comparacion con los valores de CMI de la cepa salvaje (Héritier et al.,
2005a; Poirel y Nordmann, 2006a). Sin embargo, en el afio 2008, Huang et al.
asociaron esta bomba directamente con la resistencia a meropenem (Huang et al.,

2008).

Aamgz, B-Eact,
Clo, Eri, Tet,
Flu. Tig. BrEL.
Tri

Extracelular

MMembrana externa

Espacio perniplasmiaco

Membrana imterna

Citoplasma

o

Figura 5. Representacién esquematica de la bomba multidroga AdeABC de A.
baumannii. Amg: aminoglucésidos, B-lact: betalactamicos, Clo: cloranfenicol, Eri:
eritromicina, Tet: tetraciclina, Flu: fluoroquinolonas, Tig: tigeciclina, BrEt: bromuro
de etidio, Tri: trimetoprim. La bomba AdeABC se encuentra constituida por la
proteina AdeA, la cual corresponde a una proteina de fusion de membrana, AdeB,
que corresponde a la proteina transportadora multidroga y AdeC que representa a
una proteina de membrana externa. Los distintos antimicrobianos son expulsados
desde el interior celular mediante un mecanismo de antiporte en relacién con los
protones (Opazo et al., 2009).

v’ Alteracidn de las PBPs ("Penicillin Binding Proteins")

Finalmente, se ha descrito que la ausencia de una PBP de 73,2 kDa (PBP2a)
podria relacionarse con resistencia a imipenem y/o meropenem de bajo nivel (CMI de
4mg/l), mientras que la ausencia simultanea de esta PBP y otra de 70,1 kDa (PBP2b) se
asocia con niveles de resistencia mas elevados frente a ambos compuestos (CMI de 8—

32mg/l) (Juan et al., 2008; Vila y Marco, 2010).
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2.1.2. Resistencia a aminoglucdsidos

La resistencia a aminoglucdsidos, ademads de deberse a la bomba de multiples
farmacos AdeABC, comentada anteriormente, se ha atribuido al menos a nueve
enzimas modificantes distintas, que se pueden encontrar en diferentes combinaciones
en algunas cepas (Doj et al., 2004; Seward et al., 1998). La correlacion entre fenotipos

de resistencia a los aminoglucésidos y enzimas modificantes se resume en la tabla 2.

Tabla 2. Fenotipos de resistencia a aminoglucdsidos en Acinetobacter
baumannii (modificado de Vila y Marco, 2010).

GM TOB NET AK SP Mecanismo de resistencia
S S S S S Sin EMA* 0 aph A1/APH (3')-1**
R S S S S aac C1*¥**/AAC (3)-I****
R R R S S aac C2/AAC (3)-11
S R R R S aac A4/AAC (6')-1
S S S S R aad A1/ANT (3") (9)
R R S S S aad B/ANT (2")-I
S S S R S aph A6/APH (3')-VI
R R R R R Enzimas + bombas de eflujo (AdeABC)

AK: amikacina; GM: gentamicina; NET: netilmicina; R: resistente; S: sensible; SP:
espectinomicina; TOB: tobramicina.

*EMA, enzima modificante de aminoglucdsidos.

**|os sustratos de este enzima son kanamicina, neomicina, lividomicina y paromomicina.
***Gen.

****proteina.

En cepas de A. baumannii multirresistente es muy frecuente la presencia de
genes que codifican estas enzimas modificantes de aminoglucésidos en integrones de
clase 1 (Houang et al., 2003b; Lee et al., 2005a; Nemec et al., 2004a; Riccio et al., 2000;
Seward et al., 1998; Tsakris et al., 2006a; Turton et al., 2005; Zarrilli et al., 2004). Se
han descrito todas las principales clases de enzimas, incluyendo acetiltransferasas,
nucleotidiltransferasas, y fosfotransferasas (Hujer et al., 2006, Nemec et al., 2004a).
También se ha descrito la metilacién del 16S ARNr por cepas de A. baumannii (armA)
de Japon, Corea, y Estados Unidos (Doi et al., 2007; Lee et al., 2006; Yamane et al.,

2005). Este mecanismo de resistencia emergente confiere resistencia de alto nivel a
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todos los aminoglucdsidos clinicamente utiles, incluyendo gentamicina, tobramicina y

amikacina (Doi y Arakawa, 2007).

Entre los fenotipos de resistencia cabe destacar por su frecuencia el de
resistencia a todos los aminoglucésidos, que puede ser debida a la combinacién de
diversas enzimas modificantes, o tal vez a la disminucion de la acumulacidén de estos
antibioticos relacionada con la sobreexpresion de un sistema de expulsién activa
codificado en el operén AdeABC (Magnet et al., 2001).

Ademas de la bomba de eflujo AdeABC, que con menos eficacia transporta
amikacina y kanamicina debido a su naturaleza mas hidréfila (Magnet et al., 2001), los
aminoglucésidos (gentamicina y kanamicina), son también sustratos de AdeM, bomba
perteneciente a la familia MATE ("multidrug and toxic compound extrusion") (Su et al.,

2005).

2.1.3. Resistencia a quinolonas

Las modificaciones en las subunidades A de la ADN girasa o topoisomerasa IV a
través de mutaciones en los genes gyrA y parC, respectivamente, han sido bien
descritas en A. baumannii (Hamouda y Amyes, 2004; Higgins et al., 2004a; Seward y
Towner, 1998; Vila et al., 1995; Vila et al., 1997b). Estas mutaciones interfieren con la
union al sitio diana, provocando una menor afinidad de la quinolona por su diana.
Similar a los aminoglucdsidos, muchas quinolonas también son sustratos para bombas
de eflujo de varios farmacos (Ribera et al., 2002), incluyendo la bomba AdeABC de la
familia RND (Higgins et al., 2004a; Magnet et al., 2001) y la bomba AdeM de la familia
MATE ("multidrug and toxic compound extrusion") (Su et al., 2005). Hasta el momento,
no se ha descrito la resistencia a quinolonas mediada por plasmidos, por los genes gnr,

en A. baumannii.
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2.1.4. Resistencia a tetraciclinas y glicilciclinas

Se han descrito ampliamente dos mecanismos de resistencia a tetraciclinas en
A. baumannii. El primer mecanismo se ha asociado con los genes que codifican la
bomba de eflujo especifica de tetraciclinas (Huys et al., 2005a). Hasta el momento, las
bombas mads descritas en A. baumannii son aquellas codificadas por los determinantes
tet (A) y tet (B) (Guardabassi et al., 2000; Ribera et al., 2003a; Ribera et al., 2003b).
Ambas son bombas multidrogas pertenecientes a la superfamilia MFS ("major
facilitator superfamily") (Pao et al., 1998; Vila et al., 2007) y estan mediadas por
transposones. El sistema Tet (A) confiere resistencia a la tetraciclina, pero no a
minociclina, un agente con mayor actividad frente a A. baumannii. El sistema Tet (B)
determina el flujo de salida tanto de tetraciclina como de minociclina (Guardabassi et

al., 2000; Huys et al., 2005a; Marti et al., 2006; Vila et al., 2007).

El segundo mecanismo es la proteccidn ribosémica que estd mediada por los
determinantes tet (M) y tet (O) (Fluit et al., 2005; Ribera et al., 2003b). El gen tet (M)
codifica una proteina, la cual sirve para proteger el ribosoma de la tetraciclina,

doxiciclina, y minociclina.

Ademas de las bombas de eflujo especificas de tetraciclina y la proteccion
ribosomal, esta clase de antimicrobianos también es sensible a los sistemas de flujo de
multiples farmacos (Peleg et al., 2007b; Ruzin et al., 2007), tales como la bomba

AdeABC (Magnet et al., 2001).

2.1.5. Resistencia a polimixinas

Polimixina B y polimixina E (colistina, intravenosa colistimetato de sodio) son
antibidticos peptidicos aislados por primera vez en 1947, y que se han utilizado cada
vez mas como un tratamiento de "ultimo recurso"” de las infecciones causadas por A.
baumannii multirresistente. Desafortunadamente, ya se han informado cepas de A.
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baumannii resistentes a colistina que han generado una gran alarma (Gales et al.,
2001; Gales et al., 2006; Li et al., 2006b; Reis et al., 2003; Urban et al., 2001). En 2001,
Urban et al. describieron un caso de A. baumannii resistente a Polimixina B (Urban et
al., 2001). La heterorresistencia es un problema aterrador que ya se ha descrito para
este microorganismo (Li et al., 2006a). El impacto de la heterorresistencia necesitara
ser evaluado y monitorizado de forma prospectiva mediante el estudio de los
resultados en los pacientes sometidos a tratamiento con colistina. Se piensa que la
resistencia a la colistina estd mediada por cambios en la membrana celular bacteriana
(modificaciones en el lipopolisacarido) que interfieren con la capacidad de este
antibidtico para unirse a la diana correspondiente (Li et al., 2005). Se teme que esta

resistencia se hara mds generalizada con el aumento del uso de polimixinas.

2.1.6. Resistencia a otros antibioticos

La prevalencia de la resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol en A. baumannii
es alta en muchas regiones geograficas (Gu et al., 2007; Van Looveren y Goossens,
2004). Como se menciond anteriormente, los integrones son muy comunes en cepas
de A. baumannii con un fenotipo de multirresistencia. La regién 3" conservada de un
integréon frecuentemente contiene un gen gac fusionado a un gen sul, confiriendo
resistencia a los antisépticos y sulfonamidas, respectivamente (Walsh et al., 2005). Por
consiguiente, la resistencia a sulfonamida ha demostrado ser altamente predictiva de
cepas de A. baumannii portadoras de integrones (Chen et al., 2006; Gu et al., 2007).
Del mismo modo, los genes que codifican la resistencia a trimetoprim (dhfr) y
cloranfenicol (cat) también se han descrito dentro de estructuras de integrones en A.
baumannii (Gu et al., 2007; Houang et al., 2003; Lee et al., 2005a; Tsakris et al.,
2006q). El eflujo de salida también puede contribuir a la resistencia contra estos

agentes (Su, 2005).

A pesar de los progresos en la elucidacion de la funcidn y la base genética de los
mecanismos de resistencia particulares, el conocimiento de los factores genéticos que
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contribuyen a la resistencia a multiples farmacos en A. baumannii es limitada. Aunque
la resistencia a multiples farmacos puede estar asociada con algunos linajes
epidémicos (Dijkshoorn et al., 1996; Nemec et al., 2004b), cepas MDR estrechamente
relacionadas pueden diferir mucho entre si en términos de la presencia de
determinantes de resistencia particulares y sus combinaciones (Nemec et al., 2004a).
Una observacion importante realizada por Fournier et al. es la facilidad de adquisicidn
horizontal de genes de resistencia que ha tenido un papel crucial en el desarrollo de A.

baumannii resistente a multiples farmacos (Fournier et al., 2006).

3. Papel patégeno de A. baumannii

A. baumannii es un patdégeno oportunista que se ha relacionado con varios
tipos de infeccidon que afectan fundamentalmente a pacientes gravemente enfermos
y/o ingresados en unidades de alto riesgo del hospital. En la produccién de infeccion
intervienen tanto la virulencia del microorganismo (Factores de patogenicidad) como

el estado del paciente (Factores de riesgo)

3.1. Factores de patogenicidad

El hecho de que la colonizacién por A. baumannii sea mas comun que la
infeccion, incluso en pacientes con factores de riesgo, hace pensar que la
patogenicidad de esta especie sea generalmente baja. Sin embargo, una vez que se
desarrolla una infeccidn, ésta puede ser grave. Los estudios sobre los factores de

epidemicidad y patogenicidad de A. baumannii se encuentran aln en una etapa inicial.

En un estudio realizado en el afio 2007 se secuencié el ADN de una sola cepa de
A. baumannii. Se identificaron 16 islas gendmicas que contenian los posibles genes de
virulencia relacionados con la biogénesis de la envoltura celular, resistencia a los
antibioticos, percepcién del quérum (o quorum sensing), la biogénesis de pilis y el
metabolismo de lipidos (Smith et al., 2007)
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En la figura 6 se resumen los mecanismos que podrian tener un papel en la
colonizacidn, la infeccién y la propagacion del microorganismo. Se requieren estudios
genéticos, moleculares y experimentales para dilucidar estos mecanismos en mas

detalle (Dijkshoorn et al., 2007).

Colonizacidn del
tracto respiratorio

Neumonia

Invasion e infeccion

Colonizacién de la
de la sangre

piel

Infeccion del
tracto urinario

Colonizacién e
infeccidon de heridas

Colonizacion

e Adherencia a las células huésped
e Resistencia a agentes inhibidores 'y
condiciones de piel y superficies mucosas
e Formacién de biofilm

e Quorum sensing

Infeccion

e Elusion de la respuesta inflamatoria

e Citotoxicidad

e Adquisicion de hierro

e Resistencia al suero y activacidon del

complemento

Supervivencia en el ambiente
e Resistencia a la desecacion, desinfectantes y antibidticos
e Uso de varios sustratos para crecer
e Formacién de biofilm en superficies, equipamiento y
dispositivos
e Quorum sensing para la regulacion, por ejemplo, de la
formacion de biofilm

Figura 6. Factores que contribuyen a la permanencia de A. baumannii en el ambiente, infeccion y
colonizacién (Dijkshoorn et al., 2007).

Entre los factores que pueden contribuir a la patogenicidad de A. baumannii pueden

destacar:
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1.- Capacidad de supervivencia en el ambiente

La supervivencia y proliferacidon en el ambiente se debe a ciertas caracteristicas
como resistencia a la desecacion, desinfectantes y antibidticos (Jawad et al., 1998;
Wisplinghoff et al., 2007), versatilidad metabdlica (Bouvet y Grimont, 1986; Diomedi,
2005), capacidad de formacién de biofilm (Tomaras et al., 2003) y, probablemente,
actividad quorum sensing (Smith et al., 2007). Finalmente, también se requieren
mecanismos adecuados de respuesta a estrés para la adaptacion a diferentes

condiciones.

2.- Capacidad de colonizacion: Mecanismos implicados

La adherencia a las células del hospedador se considera el primer paso para la
colonizacién. Esta adherencia se ha demostrado en modelos in vitro usando células
epiteliales bronquiales (Lee et al., 2005b). Los pilis y los azucares hidrofobos de la
cadena lateral del lipopolisacarido (LPS) podrian promover esta adhesion (Haseley et

al., 1997).

Un factor necesario para la supervivencia y la permanencia en la piel y en las
superficies mucosas es la resistencia del microorganismo a la accién de agentes
inhibidores como los antibidticos, asi como resistencia a las condiciones protectoras de
la piel (sequedad, bajo pH, microorganismos de la flora normal y lipidos tdxicos) y las
de las membranas mucosas (presencia de moco, lactoferrina, lactoperoxidasa y
desprendimiento de células). Su capacidad de formacién de biofilm permite la
colonizacion de superficies mucosas y dispositivos médicos, como catéteres
intravasculares y tubos endotraqueales (Tomaras et al., 2003). Estos biofilms
proporcionan un nicho para las bacterias, desde los que podrian colonizar pacientes y

dar lugar a infecciones del tracto respiratorio o del torrente sanguineo.
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El quorum sensing es otro factor implicado en la colonizacién. La percepcidn del
quérum o quorum sensing es un mecanismo de regulacidon de la expresidn génica en
respuesta a la densidad de poblacién celular. Las células involucradas producen y
excretan sustancias, llamadas autoinductores, que sirven de sefal quimica para inducir
la expresidn genética colectiva. Este mecanismo podria controlar diversos procesos
metabdlicos, incluyendo la formacién de biopeliculas (Antunes et al., 2011; Bergogne-

Bérézin y Towner, 1996; Smith et al., 2007).

3.- Capacidad de infeccion: Mecanismos implicados

En experimentos in vitro y en animales se han identificado varios factores que

podrian tener un papel en la infeccion por A. baumannii. Por ejemplo:

- La capacidad de producir respuesta inflamatoria. El lipopolisacarido (LPS)
ha demostrado ser el principal componente inmunoestimulador que
conduce a una respuesta proinflamatoria en modelos animales (Brade y
Galanos, 1983, Knapp et al., 2006).

- La citotoxicidad. La proteina A de la membrana externa de A. baumannii
se ha asociado con induccidn de citotoxicidad in vitro, causando muerte
celular (Choi et al., 2007).

- Los mecanismos de adquisicién del hierro (Dorsey et al., 2003) y la
resistencia a la actividad bactericida del suero humano (Jankowski et al.,
1992) son importantes para sobrevivir en el torrente sanguineo durante

una bacteriemia.

En conjunto, la variedad de circunstancias ambientales y factores implicados en
la colonizacién e infeccidn de los pacientes, demuestra la extraordinaria capacidad de
A. baumannii de adaptarse a condiciones variables. Esta capacidad sugiere que, este

organismo debe poseer, ademas de otros factores, mecanismos eficaces de respuesta
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a estrés. Junto con su resistencia a los antibidticos, estos mecanismos podrian explicar

el éxito de determinadas cepas de A. baumannii en los hospitales.

3.2. Factores de riesgo

Diversos estudios se han ocupado de averiguar los factores de riesgo que

predisponen a los individuos a la adquisicién, y la infeccién por ABMR. Estos factores

son similares a los que han sido identificados para otros organismos resistentes a

multiples farmacos e incluyen:

Factores del huésped tales como cirugia mayor, traumatismo grave (en
particular, quemados-trauma), inmunosupresién, prematuridad en recién
nacidos.

Factores de exposicidon tales como estancia anterior en UCI, duracién de la
estancia en un hospital o unidad de cuidados intensivos, la residencia en
una unidad en la que A. baumannii es endémica y la exposicion a equipos
médicos contaminados.

Factores que estan relacionados con el tratamiento médico, como
ventilacién mecanica, presencia de dispositivos permanentes (tales como
catéteres intravasculares, catéteres urinarios y tubos de drenaje), el
numero de procedimientos invasivos que se llevan a cabo y tratamiento
antimicrobiano previo (Garcia-Garmendia et al., 2001), es decir, lo
habitual para la colonizacién e infeccion por patdégenos oportunistas
(Bergogne-Bérézin y Towner, 1996; Cisneros et al., 2005; Sheng et al.,
2010; Ye et al., 2010).

También han sido identificados otros factores de riesgo como la
hidroterapia utilizada para el tratamiento de pacientes con quemaduras y
el tratamiento de lavado pulsatil que se utiliza para el desbridamiento de

heridas (Maragakis et al., 2004; Wisplinghoff et al., 1999).
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Asi mismo, se han descrito factores de riesgo asociados a mayor
mortalidad como el tipo de infeccién, enfermedad grave subyacente,
inmunosupresion, fallo respiratorio, necesidad de ventilacién mecanica,
cronicidad, estancia anterior en UCI y colonizacién previa por A. baumannii,
comorbilidades (enfermedad cardiovascular, tumores malignos, mal estatus
funcional, puntuacién = 4 seguln el indice de Pitt de prevision de mortalidad por
sepsis) y tratamiento inadecuado (Esterly et al., 2011; Falagas et al., 2006a;
Peleg et al., 2008; Sheng et al., 2010; Ye et al., 2010).

3.3. Infecciones causadas por A. baumannii

Es dificil valorar la frecuencia y la importancia de A. baumannii como agente
etioldgico de diferentes infecciones. Por una parte, en la gran mayoria de las
publicaciones sobre las manifestaciones clinicas de las infecciones por Acinetobacter,
los métodos utilizados para la identificacién de especies no permitian la diferenciacién
a nivel de especie en el género Acinetobacter spp. y en particular las especies incluidas
en el complejo A. calcoaceticus- A. baumannii (A. baumannii, A. nosocomialis, A. pittii y
A. calcoaceticus), algo relevante desde el punto de vista clinico por el diferente
comportamiento que presentan las distintas especies en relacidn con su patogenicidad
y sensibilidad a los antimicrobianos (Cantdn y Ruiz-Garbajosa, 2013). Adicionalmente,
en ocasiones es dificil diferenciar entre infeccion y colonizaciéon por A. baumannii
(Joly-Guillou, 2005), existiendo una gran controversia sobre si las infecciones causadas
por este organismo conducen a resultados desfavorables (Blot et al., 2003, Falagas et
al., 2006a; Falagas y Rafailidis, 2007; Garnacho et al., 2003a). Sin embargo, parece
estar demostrado que el aislamiento de A. baumannii en pacientes hospitalizados es
un indicador de enfermedad grave, con una mortalidad asociada de aproximadamente

del 30% (Wilson et al., 2004).
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3.3.1. Modo de adquisicion

Acinetobacter baumannii se asocia mas a menudo con infecciones

nosocomiales que comunitarias.

Infecciones comunitarias

Las infecciones por A. baumannii adquiridas en la comunidad (CA-AB) son
clinica y epidemiolégicamente distintas a las infecciones nosocomiales (Zeana et al.,
2003). Son poco frecuentes, menos del 10% de todas las infecciones por A. baumannii
(Chen et al., 2005; Falagas et al., 2007) pero las manifestaciones clinicas suelen ser
mas graves, con un rango de mortalidad que va desde el 30 hasta el 62% (Chen et al.,
2005; Elliott et al., 2005; Falagas et al., 2007; Leung et al., 2006). Las cepas de A.
baumannii que causan estas infecciones comunitarias son sensibles a los
antimicrobianos (Leung et al., 2006; Zeana et al., 2003) y, se cree que no actlan como
reservorios para infecciones nosocomiales (Zeana et al., 2003). La mayoria de las
infecciones CA-AB se producen en individuos con comorbilidades subyacentes, que
residen en zonas de climas tropicales y subtropicales (Falagas et al., 2007). Se han
descrito en regiones del Asia Pacifico como Taiwan (Wang et al., 2002), Hong Kong
(Leung et al., 2006), Singapur (Ong et al., 2009), Corea (Chong et al., 2010) y Australia
(Anstey et al., 1992) y, en menor medida, en regiones no tropicales (Chen et al., 2005).
A. baumannii es cada vez mas reconocido como una causa poco comun pero
importante de neumonia adquirida en la comunidad. La mayoria de los casos descritos
se han asociado con condiciones subyacentes, como alcoholismo, tabaquismo,

enfermedad pulmonar obstructiva crénica y diabetes mellitus.

También se han producido infecciones asociadas a los desastres naturales y
victimas de la guerra. Un cuadro caracteristico de A. baumannii es la infeccién de la
herida asociada a desastres naturales o de origen humano, como el Terremoto de
Marmara que se produjo en 1999 en Turquia, el atentado de Bali en 2002 vy
operaciones militares (Davis et al., 2005; Kennedy et al., 2005, Onciil et al., 2002). Se
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han descrito un elevado niumero de infecciones de heridas profundas, infecciones de
heridas por quemaduras y casos de osteomielitis asociados con victimas repatriadas
del conflicto de Irak (Davis et al., 2005). Los aislados a menudo eran resistentes a
multiples farmacos. Basandose en la idea errénea de que A. baumannii es ubicuo, se
ha argumentado que el organismo podria haber sido inoculado en el momento de la
lesion, ya sea de la piel previamente colonizada o desde el suelo contaminado. Sin
embargo, datos recientes indican claramente que la contaminacion del entorno de los
hospitales de campafa y la transmision de infecciones entre las instalaciones de
atencion sanitaria han tenido un papel importante en la adquisicion de este

microorganismo en estas circunstancias (Scott et al., 2007).

Infecciones nosocomiales

Las diferentes especies de Acinetobacter spp. son patégenos oportunistas que
han sido implicados en infecciones nosocomiales que afectan principalmente a
pacientes en estado critico. Estas infecciones se atribuyen principalmente a A.
baumannii, aunque A. pittii y A. nosocomialis también han sido implicadas. Las
infecciones nosocomiales que son causadas por otras especies de Acinetobacter, tales
como A. johnsonii, A. junii, A. lwoffii, A. parvus, A. radioresistens, A. schindleri y A.
ursingii, son raras y principalmente estan restringidas a bacteriemias relacionadas con
el catéter (Dortet et al., 2006, Nemec et al., 2001; Nemec et al., 2003; Seifert et al.,
1993b; Seifert et al., 1994a). Estas infecciones causan mortalidad minima y su curso
clinico es usualmente benigno, aunque ocasionalmente se han observado casos de
sepsis muy grave (de Beaufort et al, 1999). Los brotes nosocomiales,
excepcionalmente producidos por estas especies (por ejemplo, A. junii), se han

relacionado con infusion de liquidos contaminados (de Beaufort et al., 1999).

Los multiples factores identificados para la adquisicion de infecciones
nosocomiales por Acinetobacter incluyen enfermedad grave (Lortholary et al., 1995),
infeccion o sepsis previa (Garcia-Garmendia et al., 2001; Lortholary et al., 1995),
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ventilacion mecanica prolongada, antibioterapia previa, colonizacion previa por
Acinetobacter y estancia prolongada en unidad de cuidados intensivos (Allen y
Hartman, 2005; Lortholary et al., 1995, Mahgoub et al., 2002; Wisplinghof et al., 2000).
La identificacidon de factores de riesgo es importante para la instauracién de medidas

de prevencion de colonizacion e infeccién.

3.3.2. Tipo de infecciones

Acinetobacter baumannii puede causar una multitud de infecciones incluyendo

neumonia, bacteriemia, infecciones del tracto urinario, infecciones de piel y tejidos

blandos y meningitis (Allen y Hartman, 2005).

Neumonia

Neumonia adquirida en el hospital. En la mayoria de las instituciones, los

aislamientos de A. baumannii proceden de las vias respiratorias de los pacientes
hospitalizados. En muchas circunstancias, es muy dificil distinguir si se trata de una
colonizacidn de las vias respiratorias o de una neumonia. Sin embargo, es indiscutible,
qgue A. baumannii es capaz de producir verdadera neumonia asociada a ventilacién
mecdnica (NAVM). En extensos estudios de vigilancia de Estados Unidos, entre el 5y el
10% de los casos de neumonia adquirida en la UCI se debieron a A. baumannii (Gaynes
y Edwards, 2005). Sin embargo, es muy probable que en ciertas instituciones, la
proporciéon de neumonia adquirida en la UCI debida a A. baumannii sea mucho mas
alta. Por lo general, los pacientes con infecciones por A. baumannii se encuentran
ingresados durante un tiempo prolongado en UCI (Garnacho-Montero et al., 2005), si

bien en situaciones de brote, puede ocurrir una adquisicién temprana de la infeccién.

Neumonia adquirida en la comunidad. La neumonia adquirida en la comunidad

por A. baumannii se ha descrito en las regiones tropicales de Australia y Asia (Anstey et
al., 1992; Anstey et al., 2002; Bick y Semel, 1993, Gottlieb y Barnes, 1989; Leung et al.,
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2006). La enfermedad ocurre mas frecuentemente durante la temporada de lluvias en
personas con un historial de abuso de alcohol y, a veces, puede requerir ingreso en UCI
(Anstey et al., 2002). Se caracteriza por un curso clinico fulminante, bacteriemia
secundaria, y una tasa de mortalidad del 40 al 60% (Anstey et al., 2002; Chen et al.,
2001; Leung et al., 2006). La fuente de la infeccidn puede ser la colonizacién de la
garganta, que se produce hasta en el 10% de residentes de la comunidad con el
consumo excesivo de alcohol (Anstey et al., 2002). Los australianos indigenas en el
Territorio del Norte estan sobrerrepresentados en relacién con la poblacion en general
en los indices de neumonia bacteriémica extrahospitalaria causada por A. baumannii 'y

otros patégenos (Anstey et al., 1992; Elliott et al., 2005).

Bacteriemia

En un amplio estudio de bacteriemia nosocomial en Estados Unidos (1995-
2002), A. baumannii fue el décimo agente etioldgico mas comun, siendo responsable
del 1,3% de todas las bacteriemias nosocomiales monomicrobianas (0,6 bacteriemias
por 10.000 admitidos) (Wisplinghoff et al., 2004). A. baumannii fue una de las causas
mas comunes de bacteriemia adquirida en la UCI comparado con las no adquiridas en
esta unidad (1,6% frente a 0,9% de bacteriemias, respectivamente, en esos lugares). La
mortalidad global de bacteriemia por A. baumannii fue del 34% al 43,4% en la UCl y del
16,3% fuera de la UCI, representando la tercera tasa de mortalidad mas alta en la UCI,
sélo superado por las infecciones por Pseudomonas aeruginosa y Candida sp. Las
infecciones por A. baumannii se adquirian tras producirse otras infecciones (después
de una media de 26 dias desde el momento del ingreso en el hospital) (Wisplinghoff et
al., 2004). Por lo tanto, se desconoce si la alta tasa de mortalidad se debié a que los
pacientes cursaban con enfermedad subyacente grave o si el microorganismo tuvo una
mortalidad atribuible significativa. En el estudio mencionado no describen las fuentes
de las bacteriemias, pero tipicamente son atribuidas a neumonia subyacente, infeccién

del tracto urinario o infeccién de herida (Seifert et al., 1995).
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Infecciones del tracto urinario (ITU)

A. baumannii es una causa ocasional de ITU, siendo responsable sélo del 1,6%
de las infecciones urinarias adquiridas en la UCl en un estudio realizado en Estados
Unidos (Gaynes y Edwards, 2005). Normalmente, la infeccidn por este microorganismo
se asocia con la presencia de sonda o colonizacidn. No es habitual que este organismo

cause ITU no complicada en pacientes ambulatorios sanos.

Heridas traumdticas y otras heridas

A. baumannii puede causar ocasionalmente infecciones de piel y tejidos
blandos. Este organismo fue el agente etioldgico del 2,1% de las infecciones de piel y
tejidos blandos adquiridas en la UCI, segin un estudio realizado en Estados Unidos
(Gaynes y Edwards, 2005). Es un patdgeno bien conocido en unidades de quemados y
puede ser dificil de erradicar en tales pacientes (Trottier et al., 2007). Sin embargo, su
contribucién a un peor prondstico en los pacientes con quemaduras es debatida
(Albrecht et al., 2006, Wisplinghoff et al., 1999). A. baumannii se ha aislado
comunmente de heridas de victimas de combate de Irak o Afganistan (Johnson et al.,
2007a; Murray et al., 2006; Petersen et al., 2007; Scott et al., 2007, Whitman, 2007;
Yun et al., 2006). Fue el organismo mas comunmente aislado (32,5% de los casos) en
una evaluacion de las victimas de combate con fracturas de tibia (Johnson et al.,
2007a). Sin embargo, parece que en esta localizacién tiene baja patogenicidad. Tras
tratamiento inicial, el organismo nunca fue aislado de cultivos de seguimiento en
ninguno de los pacientes con fracturas abiertas de tibia y no parecen contribuir
directamente a la persistencia de falta de uniéon o a la necesidad de amputacién

(Johnson et al., 2007a).
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Meningitis

La meningitis nosocomial post-neurocirugia por A. baumannii es una entidad
cada vez mas importante. La epidemiologia microbiana de la meningitis nosocomial
estd evolucionando para incluir mas patégenos Gram-negativos (Briggs et al., 2004;
Durand et al., 1993; Palabiyikoglu et al., 2006; Siegman-Igra et al., 1993), por lo que no
sorprende que A. baumannii multirresistente sea uno de los patdégenos implicados
(Metan et al., 2007a; Nguyen et al., 1994; Nuiez et al., 1998; O’Neill et al., 2006). Los
pacientes que con mas frecuencia sufren este tipo de infeccion son aquellos que han
sido sometidos a neurocirugia y que tienen un drenaje ventricular externo (Metan et
al., 2007b). La mortalidad puede ser alta, hasta un 70%, aunque la causa de la

mortalidad es a menudo dificil de discernir (Metan et al., 2007b).

Otras manifestaciones

Existe un pequefio nUmero de casos clinicos de endocarditis por Acinetobacter
(Menon et al., 2006; Olut y Erkek, 2005; Rizos et al., 2007; Starakis et al., 2006; Valero
et al., 1999) La mayoria de casos, pero no todos, se producen sobre valvulas
protésicas. Acinetobacter spp. puede causar endoftalmitis o queratitis, a veces en
relaciéon con el uso de lentes de contacto o tras una cirugia ocular (Corrigan et al.,
2001; Kau et al., 2002; Levy et al., 2005; Lindbohm et al., 2005). Sélo se ha descrito un
caso de una cepa de A. haemolyticus productor de toxina Shiga, que se asocié con
diarrea con sangre en un nifio de 3 meses de edad (Grotiuz et al., 2006). Hay que tener
en cuenta que la identificacion de especies sigue siendo un problema en estos

informes.

3.4. Impacto clinico

Dada la predileccién de A. baumannii por colonizar e infectar pacientes en

estado critico, que a menudo tienen un mal prondstico con independencia de las
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complicaciones infecciosas secundarias, ha sido dificil determinar el verdadero impacto
clinico de este agente patdgeno y, todavia existe mucho debate en la literatura sobre

este tema (Falagas et al., 2006a; Falagas et al., 2006b; Sunenshine et al., 2007).

Los problemas que existen para valorar el impacto clinico son:

-Diferencias _metodoldgicas. Existe una heterogeneidad metodoldgica

significativa entre los estudios, por lo que ha sido dificil obtener conclusiones. La
mayoria de los estudios utilizan unas cohortes combinadas o estudios caso-control,
pero las definiciones utilizadas para caso y grupo control son claramente diferentes
entre los estudios. Por ejemplo, las definiciones de caso incluyen: pacientes solo con
infeccidn por A. baumannii (Albrecht et al., 2006; Garnacho et al., 2003a; Sunenshine
et al., 2007), o incluyen infeccién y colonizacion (Abbo et al., 2007; Loh et al., 2006;
Lortholary et al., 1995; Playford et al., 2007), o infeccién de un sitio (Blot et al., 2003;
Garnacho et al., 2003a; Grupper et al., 2007; Kwon et al., 2007; Wisplinghoff et al.,
1999), o infeccion de multiples sitios (Abbo et al., 2007; Albrecht et al., 2006;
Sunenshine et al., 2007). En algunos estudios también se incluyen los pacientes con

infecciones polimicrobianas (Blot et al., 2003; Wisplinghoff et al., 1999).

-Diversidad en los controles. La heterogeneidad en los controles es lo que

realmente distingue un estudio de otro. En algunos estudios los controles incluyen
pacientes colonizados por A. baumannii, o aquellos sin infeccion por este
microorganismo, o incluye pacientes con infeccion por A. baumannii sensible a
farmacos pero no aquellos pacientes infectados por cepas de A. baumannii resistentes
(Blot et al., 2003; Garnacho et al., 2003a; Wisplinghoff et al., 1999). Esta variedad de

controles impide comparar los resultados obtenidos de diferentes estudios.

-Gravedad del paciente. El rigor con que se consideran los factores de gravedad

de la enfermedad y las comorbilidades varia, y por lo tanto, introducen confusidon al

comparar los datos publicados en la literatura.

63



I. Revision bibliografica

-ldentificacién de especie. La calidad en la identificacién de especies en muchos

estudios no es la éptima y también puede afectar a los resultados.

Otro tema que permanece sin resolver es la mortalidad atribuible. Por ejemplo,
en un estudio realizado por el Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC,
"Centers for Disease Control and Prevention"), en el que se ajustaron los factores
variables y se utilizaron unas definiciones claras para la comparacion de los grupos, no
hubo un aumento significativo en la mortalidad entre las personas infectadas por A.
baumannii multirresistente y las que no tenian la infeccidon por este microorganismo
(odds ratio [OR], 6,6; 95% intervalo de confianza [95% IC]: 0,4 a 108,3) (Sunenshine et
al., 2007). Sin embargo, la estancia en el hospital y en UCI fue significativamente mas
larga en aquellos pacientes con infeccidn por A. baumannii multirresistente. Estos
resultados concuerdan con los obtenidos en otros estudios (Albrecht et al., 2006; Blot
et al., 2003; Loh et al., 2006; Garnacho et al., 2003a), pero contrastan con muchos
otros (Abbo et al., 2007; Garcia-Garmendia et al., 1999; Grupper et al., 2007, Kwon et
al., 2007; Lortholary et al., 1995).

Curiosamente, cuando se compararon directamente los resultados de
bacteriemia por A. baumannii con los de los pacientes que tenian bacteriemia por
otros organismos Gram-negativos, incluyendo Klebsiella pneumoniae, se observé un
aumento significativo de la mortalidad para A. baumannii (Jerassy et al., 2006;
Robenshtok et al., 2006). Otro estudio mostré un aumento significativo de la
mortalidad con la infecciéon o colonizacién por A. baumannii en comparacién con la
infeccidn o colonizacién por Pseudomonas multirresistente utilizando un analisis de
Kaplan-Meier (Gkrania-Klotsas et al., 2006). Sin embargo, ninguno de estos estudios
utilizé un método formal y estandarizado para ajustar por gravedad la enfermedad o
comorbilidades, tales como la escala APACHE, Mc-Cabe, o la puntuacidon de Charlson
(Charlson et al., 1987; LeGall et al., 1986). Se desconoce si las diferencias entre los
estudios pueden explicarse puramente por la metodologia. La mayoria de los estudios
estan realizados en un area geografica determinada vy, es posible, que las diferencias
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de virulencia entre cepas de diferentes areas origine la diversidad en los resultados.
Esta idea concuerda con la mayor gravedad observada en pacientes infectados por A.
baumannii procedentes de la comunidad en comparacién con los de pacientes
infectados en el hospital, incluyendo una alta incidencia de bacteriemia, sindrome de
dificultad respiratorio agudo, coagulacidn intravascular diseminada, y la muerte (Leung

etal., 2006).

Muchos estudios describen altas tasas de mortalidad general en pacientes con
bacteriemia o neumonia por A. baumannii (Cisneros et al., 1996; Seifert et al., 1995).
Sin embargo, A. baumannii afecta principalmente a pacientes con enfermedad de base
grave y un mal prondstico. Por lo tanto, se ha argumentado que la mortalidad que se
observa en pacientes con infecciones por A. baumannii es causada por su enfermedad
subyacente, mds que como una consecuencia de la infeccion por A. baumannii. En un
estudio de casos y controles, Blot et al. (Blot et al., 2003) estudiaron si A. baumannii
contribuye de forma independiente a la mortalidad y concluyeron que la bacteriemia
por A. baumannii no estd asociada con un aumento significativo de la mortalidad
atribuible. Se han obtenido hallazgos similares para la neumonia por A. baumannii por
Garnacho et al. (Garnacho et al., 2003a). Por el contrario, en las ultimas revisiones de
cohortes y estudios de casos y controles, Falagas et al. (Falagas et al., 2006a; Falagas y
Rafailidis, 2007) concluyeron que la infeccién por A. baumannii se asocié con un
aumento de la mortalidad atribuible, que va desde 7,8 hasta 23%. Estas conclusiones
contradictorias muestran que el debate sobre el impacto clinico de A. baumannii esta

aun por resolver.

3.5. Tratamiento de las infecciones por A. baumannii multirresistente.

La amplia gama de determinantes de resistencia intrinsecos y adquiridos que
han surgido en A. baumannii hace que las infecciones causadas por este
microorganismo sean un grave problema de salud debido a las escasas opciones
terapéuticas disponibles (Alvarez et al., 2002; Martinez et al., 2002). Segin lo
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determinado por la Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América, A. baumannii
es uno de los patégenos "alerta roja" que amenazan en gran medida la utilidad de
nuestro arsenal antibacteriano actual (Talbot et al., 2006). Antes de la década de 1970,
era posible el tratamiento de las infecciones por Acinetobacter con una gran variedad
de antibidticos, incluidos los aminoglucdsidos, betalactamicos, y las tetraciclinas
(Bergogne-Bérézin y Towner, 1996). Sin embargo, ha aparecido la resistencia a todos
los antibidticos conocidos en A. baumannii (Falagas y Bliziotis, 2007; Landman et al.,
2002), lo que provoca que la mayoria de médicos se encuentren sin opciones
terapéuticas. Ni las penicilinas de amplio espectro ni las cefalosporinas se consideran
efectivas para el tratamiento de infecciones graves por A. baumannii. Incluso si los
aislados se consideran sensibles de acuerdo con los ensayos in vitro, sus valores de
concentracion minima inhibitoria estan generalmente cerca del punto de corte clinico.
Las fluoroquinolonas se han mantenido activas contra las cepas esporadicas de A.
baumannii pero ahora la resistencia estd muy extendida entre las cepas epidémicas de
A. baumannii, 1o que hace que estos antimicrobianos ya no sean Uutiles. Los
aminoglucésidos, tobramicina y, en particular, amikacina, a menudo conservan su
actividad frente aislados resistentes de A. baumannii, sin embargo, estos compuestos
rara vez se utilizan solos y generalmente se aplican en combinaciéon con otros

antibioticos.

Complica el problema el hecho de que, un gran numero de empresas
farmacéuticas han abandonado el descubrimiento y desarrollo de antibidticos. La
escasez de antibidticos, especialmente para microorganismos Gram-negativos, ha
estimulado la atencién de los principales organismos de investigaciéon y de gobierno
(National Institutes of Health, 2006; Talbot et al., 2006). Desafortunadamente, en este
momento, muy pocos estan en proyecto terapéutico (Rice, 2006), y los nuevos agentes
con actividad contra organismos Gram-negativos son modificaciones de clases
existentes. Se requieren con urgencia nuevas dianas antibidticas y mecanismos de

accion.
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Teniendo en cuenta la situacién terapéutica actual, la optimizacion del uso de
los antimicrobianos existentes es critica. Para lograr este objetivo, se requiere una
comprensién a fondo de los pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos que
predicen la eficacia maxima del farmaco, reducir al minimo la evolucién de la
resistencia a los fdrmacos, asi como una evidencia basada en estrategias terapéuticas

para las cepas muy resistentes a farmacos.

Dada la amplitud y diversidad de determinantes de resistencia en A. baumannii,
la terapia debe basarse en los resultados de las pruebas de sensibilidad realizadas
adecuadamente. La seleccidén de antibidticos para el tratamiento empirico es un reto y
debe basarse en los datos de sensibilidad recientes a nivel institucional. El tiempo de
inicio de una terapia eficaz afecta claramente a los resultados del paciente (lbrahim et
al., 2000; Kollef et al., 1999), y esto puede incluir a pacientes con infecciéon por A.
baumannii (Falagas et al., 2006¢c; Kwon et al., 2007). Se ha analizado el impacto clinico
de la terapia empirica sobre los resultados de los pacientes con bacteriemia por A.
baumannii. Varios estudios deducen que la administracion de terapia empirica no
adecuada es un factor predictivo independiente de una mayor mortalidad (Kwon et al.,
2007; Lin et al., 1998; Rodriguez-Bafo et al., 2003), mientras que otros no han podido
confirmar estos hallazgos (Albrecht et al., 2006; Choi et al., 2005; Falagas et al., 2006c¢;
Grupper et al., 2007; Sunenshine et al., 2007). Tales diferencias pueden relacionarse
con el pequeno numero de pacientes incluidos en estos estudios y la consiguiente falta

de poder estadistico.

Los antibidticos actuales mas activos para el tratamiento de las infecciones por
A. baumannii, mejor en combinacidon que monoterapia y administracién temprana, son
los carbapenems, sulbactam, colistina, tigeciclina, amikacina y rifampicina (Gobernado,

2011).
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3.5.1. Carbapenems

Hasta el momento, los carbapenems por via intravenosa son los agentes de
eleccidn para las infecciones graves por cepas de A. baumannii sensibles, con buena
distribucién en los distintos tejidos, incluyendo pulmonar y LCR. Sin embargo, aunque
estos antibidticos son todavia activos contra la gran mayoria de las cepas de A.
baumannii en todo el mundo, la utilidad clinica de esta clase de antimicrobianos esta
cada vez mas en peligro por la aparicion de mecanismos de resistencia enzimaticos y
no enzimaticos, que a menudo actian conjuntamente (Bou et al., 2000a; Quale et al.,
2003). Se esta describiendo un aumento de la frecuencia de cepas resistentes a
carbapenems en todo el mundo, desafiando a una de las ultimas lineas de defensa mas
potentes. Para las cepas resistentes a carbapenems, la asociacién de los mismos con
sulbactam ha mostrado, in vitro y en modelos animales experimentales, resultados

sinérgicos o parcialmente sinérgicos (Kiffer et al., 2005, Ko et al., 2004).

3.5.2. Sulbactam

Sulbactam es uno de los tres inhibidores de betalactamasas disponibles
comercialmente. A diferencia del acido clavulanico y tazobactam, tiene actividad
antimicrobiana intrinseca clinicamente relevante contra muchas especies de
Acinetobacter (Brauers et al., 2005; Corbella et al., 1998, Higgins et al., 2004b; Levin,
2002; Levin et al., 2003; Obana y Nishino, 1990; Rodriguez-Herndndez et al., 2001),
mediada por su PBP2 (proteina de unién a la penicilina) (Noguchi y Gill, 1988). Ademas
de inhibir las betalactamasas de espectro extendido, no causa induccién de las mismas
y es bactericida frente A. baumannii. Su actividad es tiempo-dependiente (Rodriguez-
Herndndez et al., 2001). Sulbactam esta comercialmente disponible en una
formulacién combinada con ampicilina o cefoperazona y también como agente Unico
en Francia, Alemania y Espaiia (Brauers et al., 2005; Levin, 2002). La sensibilidad in
vitro de las cepas de A. baumannii a sulbactam varia ampliamente, dependiendo de la
region geogréfica (Levin, 2002).
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A pesar de la ausencia de ensayos clinicos aleatorizados, sulbactam ha
mostrado resultados prometedores frente a las cepas de A. baumannii con diferentes
perfiles de sensibilidad. Utilizando estudios de tiempo-mortalidad, algunos autores han
demostrado una actividad bactericida contra cepas sensibles mds que las de
resistencia intermedia de A. baumannii (Obana y Nishino, 1990; Rodriguez-Herndndez
et al., 2001), mientras que otros han demostrado la actividad bacteriostatica (Corbella

etal, 1998).

Urban et al. desarrollaron un pequefio estudio que evaluaba la eficacia clinica
del sulbactam durante un brote de A. baumannii resistentes a los carbapenems,
aminoglucésidos y otros betalactamicos (Urban et al., 1993). Todos los aislamientos
fueron resistentes a multiples farmacos, pero fueron sensibles a imipenem, sulbactam
y polimixinas. Como se sefiala en ese estudio, el uso de un régimen con sulbactam para
las infecciones mas leves puede ser una estrategia apropiada para limitar el uso
excesivo de carbapenem. Actualmente, hay mas datos disponibles que apoyan la

eficacia del tratamiento con sulbactam para las infecciones graves por A. baumannii.

Sulbactam, administrado sélo o en combinaciéon con ampicilina ha demostrado
ser eficaz para el tratamiento de las infecciones graves por ABMR, neumonias
asociadas a ventilacién mecanica (Urban et al., 1993; Wood et al., 2002) y, a pesar de
su escasa penetracion en el SNC, para meningitis hospitalarias por A. baumannii
(Jiménez-Mejias et al., 1997). Desafortunadamente, la resistencia a sulbactam es

comun en ciertas areas geograficas, y este fenotipo sin duda aumentara con el tiempo.

3.5.3. Polimixinas (Colistina)

La aparicion de cepas de A. baumannii resistentes a todos los antimicrobianos
utilizados habitualmente ha llevado a la necesidad de renacimiento de los antibiéticos
polipeptidicos conocidos como Polimixinas (colistina o polimixina E y polimixina B). Su
mecanismo de accion ha permitido, durante mas de medio siglo, que la mayoria de los
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bacilos Gram-negativos patdégenos oportunistas, como Pseudomonas aeruginosa y A.
baumannii, retengan su sensibilidad al antibidtico y sea util en infecciones causadas
por ellos (Falagas y Kasiakou, 2005; Gounden et al., 2009). Hay dos formas de colistina
comercialmente disponibles, colistin sulfato para la administracién oral y topica, y CMS
(colistimetato sddico), también conocido como colistin metanosulfonato sédico, para
uso parenteral (Li et al., 2006b). Ambas formas estan disponibles para la nebulizacién,
lo que mejora la penetracidon pulmonar de este farmaco y permite incrementar la
evolucidn favorable de las neumonias por este microorganismo (Rattanaumpawan et

al., 2010).

Teniendo en cuenta que las polimixinas fueron descubiertas hace 50 anos, no
fueron sometidas al proceso riguroso de desarrollo de farmacos, por lo tanto, los
conocimientos de los parametros farmacolégicos fundamentales que regulan la
dosificacién para la eficacia mdxima y minima toxicidad son escasos. Como
consecuencia, existe confusion entre los clinicos y en la literatura en cuanto a
formulaciones, nomenclatura y dosificacién (Falagas y Kasiakou, 2006; Li et al., 2006b;
Li et al., 2006c). Son necesarios estudios que aporten esta informacion para evitar
poner en peligro este valioso antimicrobiano (Antoniadou et al., 2007; Falagas y

Bliziotis, 2007, Li et al., 2006a; Reis et al., 2003).

In vitro, la colistina demuestra actividad bactericida dependiente de Ia
concentraciéon frente a cepas de A. baumannii con diversos perfiles de sensibilidad
(Montero et al., 2002; Owen et al., 2007; Rodriguez-Herndndez et al., 2004). Sin
embargo, Li et al. (Li et al., 2006a) encontraron heterorresistencia en 15 de los 16
aislados de Acinetobacter sensibles a la colistina estudiados in vitro. Pases seriados de
los aislamientos en presencia de colistina hizo aumentar la proporcion de
subpoblaciones resistentes a la colistina. Owen et al. (Owen et al., 2007) también
encontraron evidencia in vitro de heterorresistencia, lo que sugiere que la terapia de

combinacidon puede ser aconsejable para evitar la aparicién de la resistencia a la
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colistina durante la monoterapia. Aun estd por determinar si este fendmeno es

clinicamente relevante.

En cuanto a la eficacia de la colistina para el tratamiento de la infeccién por A.
baumannii, en general, es muy alentadora, tanto en poblaciones adultas como
pediatricas, con respuestas favorables o curativas que van desde el 57 % a >80 %
(Falagas et al., 2006d; Garnacho-Montero et al., 2003b; Goverman et al., 2007;
Holloway et al., 2006; Kallel et al., 2006; Koomanachai et al., 2007; Levin et al., 1999;
Markou et al., 2003; Michalopoulos et al., 2005a; Ouderkirk et al., 2003; Reina et al.,
2005; Sobieszczyk et al., 2004) en pacientes gravemente enfermos con diversas
infecciones por A. baumannii multirresistente (incluyendo neumonia, bacteriemia,
sepsis, infeccién intraabdominal e infeccidn del SNC) (Maragakis y Perl, 2008; Shirawi

etal., 2006).

Muchos estudios in vitro y en animales apoyan el papel de la terapia combinada
con colistina. En particular, la colistina en combinacién con un carbapenem y/o
rifampicina parece la combinacion mds prometedora (Giamarellos-Bourboulis et al.,
2001; Hogg et al., 1998; Manikal et al., 2000, Montero et al., 2004; Pantopoulou et al.,
2007; Song et al., 2007; Tascini et al., 1998, Timurkaynak et al., 2006; Yoon et al.,
2004). Desafortunadamente, hay muy pocos datos en humanos disponibles para
apoyar estos estudios in vitro. Muchos de los datos clinicos sobre la eficacia de
colistina provienen de series de casos no controlados y retrospectivos, que a menudo
incluyen poblaciones heterogéneas. En muchos de estos estudios, la mayoria de los
pacientes ademas de la colistina, recibieron una mezcla de otros antimicrobianos, mas
comunmente carbapenems, pero también quinolonas, aminoglucésidos, sulbactam,
rifampicina y otros (Berlana et al., 2005; Falagas et al., 2006d; Koomanachai et al.,
2007; Kwa et al., 2005, Markou et al., 2003; Michalopoulos et al., 2005a;
Michalopoulos et al., 2005b; Ouderkirk et al., 2003; Sobieszczyk et al., 2004). En
ausencia de un buen grupo de control, es dificil sacar conclusiones acerca de los
beneficios potenciales de la terapia combinada (Motaouakkil et al., 2006; Petrosillo et

71



I. Revision bibliografica

al., 2005; Sobieszczyk et al., 2004). La utilidad clinica de la sinergia in vitro sigue
estando poco clara. La mayoria de resultados para la terapia combinada son
comparables a las tasas de curacién informadas para el tratamiento solo con colistina
parenteral, y la amplia variedad de otros agentes utilizados limitan la capacidad de
sacar conclusiones con respecto a la terapia combinada. Actualmente se desconoce si
la terapia combinada va a proteger a la colistina de la aparicion de resistencia, pero un
modelo farmacodindmico in vitro sugiere que esto puede ser posible (Kroeger et al.,
2007). Por lo tanto, son necesarios estudios clinicos controlados para determinar si
cualquier combinacion de antimicrobianos es una estrategia terapéutica util

(Maragakis y Perl, 2008).

Aunque la resistencia de A. baumannii contra las polimixinas sigue siendo rara
(Li et al., 2006a), ya se han comunicado casos de cepas resistentes posiblemente como
resultado de alteraciones en la membrana celular externa o por mecanismos de
bombas de eflujo (Falagas y Kasiakou, 2005; Gales et al., 2006; Li et al., 2006b;
Maragakis y Perl, 2008; Shirawi et al., 2006; Urban et al., 2001). Se han descrito tasas
de resistencia a las polimixinas tan altas como 3,2% para las cepas de A. baumannii
multirresistente (Gales et al., 2006), con las mayores tasas en Corea del Sur (Ko et al.,

2007).

3.5.4. Tigeciclina

La tigeciclina fue el primer antibiético glicilciclina desarrollado y es uno de los
pocos antimicrobianos nuevos que tiene actividad contra las bacterias Gram-negativas
que abarca no sélo a la mayoria de Enterobacteriaceae, sino también - al menos in
vitro — a A. baumannii multirresistente (ABMR) (Dijkshoorn et al., 2007). Este
antimicrobiano, con actividad bacteriostatica frente a especies de Acinetobacter
multirresistente (Pachon-lbdiiez et al., 2004; Seifert et al., 2006), ha aportado una
nueva perspectiva en el tratamiento de las infecciones por A. baumannii. La tigeciclina
bloguea la sintesis proteica de las bacterias, pero su caracteristica Unica es su
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capacidad para evadir los mecanismos de resistencia principales a las tetraciclinas:
proteccion ribosomal, y los condicionados por bombas de eflujo (Fluit et al., 2005;

Petersen et al., 1999).

El amplio espectro de la tigeciclina, junto con la posibilidad de su asociacién con
colistina y otros antibidticos como amikacina, ha abierto la puerta para su empleo en
el tratamiento de infecciones causadas por ABMR tanto en piel como en tejidos
blandos, asi como en bacteriemias y neumonias asociadas a ventilacibn mecanica
(Jamal et al, 2009); no obstante, como es dificii mantener concentraciones
terapéuticas adecuadas en el plasma con las dosis habituales, por su rapida
distribucién, su utilidad tanto en neumonias como en bacteriemias es cuestionada

(Chan et al., 2010).

Ya se han descrito resistencias de alto a nivel en algunas cepas, determinadas
por la suprarregulacién de bombas de eflujo codificadas cromosémicamente (Anthony
et al., 2008; Insa et al., 2007; Jones et al., 2007; Livermore, 2005; Maragakis y Perl,
2008; Navon-Venezia et al., 2007; Peleg et al., 2007a; Reid et al., 2007; Rice, 2006).
Peleg et al. detectaron, en enfermos con bacteriemia tratados con tigeciclina, cepas de
A. baumannii multirresistente con disminucidn de sensibilidad a la misma e infecciones
de brecha (Peleg et al., 2007a). Dos estudios documentan la sobreexpresion de una
bomba de flujo multifarmaco en aislados de Acinetobacter con disminucidon de la
sensibilidad a tigeciclina (Peleg et al., 2007b; Ruzin et al., 2007). Dados estos hallazgos
y la preocupacién acerca de si se pueden lograr picos de concentraciones séricas
adecuados, es mejor reservar el tratamiento con tigeciclina para los casos en los que

no existan otras opciones terapéuticas validas (Peleg et al., 2007a).
La importancia clinica de la resistencia a este compuesto en A. baumannii es un
tema controvertido, pues no hay acuerdo en los puntos de corte a usar y, ademas,

dependiendo del medio de cultivo empleado para determinar la sensibilidad (en
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funcién de su concentracion de manganeso) pueden obtenerse falsas resistencias

(Fernandez-Mazarrasa et al., 2009).

3.5.5. Aminoglucdsidos

Los aminoglucésidos, particularmente amikacina y tobramicina, son opciones
terapéuticas para la infecciéon por cepas de A. baumannii sensibles, pero dadas las
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas, normalmente se deben usar en
combinacién con otros antimicrobianos (excepto en infecciones urinarias). No
obstante, hay cepas de A. baumannii multirresistente que muestran sensibilidad
intermedia a amikacina o tobramicina, en relacion con enzimas modificadoras de
aminoglucdsidos o mecanismos de bombas de eflujo (Maragakis y Perl, 2008; Murray y

Hospenthal, 2005).

3.5.6. Rifampicina

En cuanto a la rifampicina, la mayor parte de la evidencia sobre su eficacia en el
tratamiento de infecciones por A. baumannii deriva de modelos experimentales.
Diversos estudios in vivo e in vitro han demostrado que rifampicina tiene el mayor
poder bactericida dentro de los antibiéticos testados y que en monoterapia es eficaz
en el tratamiento de neumonia experimental causada por A. baumannii multi- y
panresistente en ratones inmunocompetentes (Maragakis y Perl, 2008; Vila y Pachdn,
2008). También hay estudios que demuestran que la rifampicina en asociacién con
imipenem, colistina y sulbactam tiene efecto sinérgico (Giamarellos-Bourboulis et al.,

2001; Yoon et al., 2004).

3.5.7. Otros

Otros agentes con actividad contra organismos Gram-negativos incluyen

doripenem, un nuevo carbapenem parenteral, y la nueva generaciéon de cefalosporinas
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con actividad contra Staphylococcus aureus resistente a la meticilina (MRSA),
ceftobiprole y ceftaroline. En este punto, ninguno de estos agentes parecen tener
ventajas significativas sobre los antimicrobianos actuales para A. baumannii, pero los
datos in vitro que se tienen para doripenem sugieren una ligera ventaja sobre
meropenem (Fritsche et al., 2005; Jones, 2007; Mushtaq et al., 2004; Mushtaq et al.,

2007). Los datos clinicos aun estan pendientes.

3.5.8. Terapia combinada

La terapia combinada antimicrobiana parece ser una alternativa razonable para
combatir a A. baumannii multirresistente, convirtiéndose asi en un darea de gran
interés (Rahal, 2006). Esta estrategia tiene como objetivo crear una combinacién
activa de dos agentes frente a organismos resistentes. Ademas de mejorar la eficacia,
la terapia combinada también puede ayudar a prevenir la aparicién de resistencia
cuando al menos un agente es activo in vitro (Chait et al., 2007; Pachdn-lbaiiez et al.,
2006). La falta de ensayos clinicos controlados hace dificil evaluar el papel de la
sinergia o la terapia combinada en el tratamiento de la infeccidon por A. baumannii
multirresistente. La mayoria de los datos disponibles proceden de series de casos,
modelos animales o estudios in vitro. Aunque existen un numero considerable de
estudios in vitro, y de estudios en animales que han utilizado un modelo murino de
neumonia (Montero et al., 2004; Pantopoulou et al., 2007; Petrosillo et al., 2005;
Saballs et al., 2006), diferentes estudios han demostrado resultados contradictorios
para las mismas combinaciones de antibidticos (Herndndez et al., 2010). Los estudios
de terapia combinada con sulbactam o las polimixinas constituyen el grupo principal y
mas prometedor. También se han estudiado otras combinaciones mediante técnicas in
vitro y en modelos animales, incluyendo diversas combinaciones de quinolonas,
betalactamicos, y/o amikacina (Bonapace et al., 2000; Chang et al., 1995; Drago et al.,
2004; Jung et al., 2004, Roussel-Delvallez et al., 1996). Los resultados del tratamiento
combinado con quinolonas son variados, con pérdida de eficacia cuando se usé
ciprofloxacino para A. baumannii resistentes a este antibiético (Ermertcan et al., 2001),
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asi como una menor actividad de levofloxacino combinado con imipenem o amikacina
en un modelo de neumonia en ratén (Joly-Guillou et al., 2000). Curiosamente, se
observé mejora en la actividad cuando se combind aztreonam con otro betalactamico
frente a un selecto grupo de cepas de A. baumannii productoras de
metalobetalactamasas (MBLs) (Sader et al., 2005b). Montero et al. estudiaron un
modelo de neumonia por A. baumannii multirresistente en ratones y encontraron que
las combinaciones de rifampicina con imipenem, tobramicina o colistina, tenian las
mayores tasas de curacidon (Montero et al., 2004). Sin embargo, después de realizar un
pequefio estudio clinico preliminar, el mismo grupo sugirié otra combinacién para la
infeccion por A. baumannii con un patrén de resistencia similar (Saballs et al., 2006).
En un estudio realizado en cerdos, la combinacién de imipenem y amikacina resulté
peor que el imipenem en monoterapia para el tratamiento de las neumonias causadas
por Acinetobacter resistente a imipenem, a pesar de la sinergia demostrada in vitro
para estos dos agentes (Bernabeu-Wittel et al., 2005). Desafortunadamente, en
algunas regiones geograficas, se requieren medidas terapéuticas desesperadas,
incluyendo el uso de multiples agentes antibacterianos que de manera aislada se prevé
gue tengan poca actividad frente a la infeccion por una cepa de A. baumannii, segun lo

determinado por pruebas estandarizadas de laboratorio (Peleg et al., 2008).

En conclusidn, la experiencia clinica con la terapia combinada es limitada. A la
luz de los pocos agentes que estan actualmente disponibles para el tratamiento de
infecciones por A. baumannii multirresistente, se necesitan con urgencia estrategias de
tratamiento alternativas (farmacos no tradicionales, terapia combinada, dosis
mayores, tiempos de administracion mas prolongados, o diferentes vias de
administracién para algunas infecciones) (Cooper et al., 2011; Neonakis et al., 2011) y
nuevos agentes, como antibiéticos peptidicos de origen eucariota, (magainina,
cecropina A, cecropina P1, e indolicidina, melitina, mastoparan y otros), con alta
afinidad por los fosfolipidos anidnicos de la membrana citoplasmatica bacteriana
(bactericidas), y con accién sinérgica con antibidticos convencionales (Vila-Farres et al.,
2011). También se estd estudiando el uso potencial del aceite esencial de la planta
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Artemisia dracunculus, con propiedades antiflngicas y antitumorales (Jazani et al.,
2011). Otra alternativa, no antibidtica, puede ser la inmunizaciéon pasiva y activa,
usando una vacuna inactivada con cuerpos celulares enteros y suero inmune, o con
multiples antigenos de superficie de la membrana bacteriana de A. baumannii,
generando respuesta inmunitaria humoral y celular capaz de reducir la carga
bacteriana postinfeccidn, la concentracién de citoquinas proinflamatorias séricas vy

proteccion de los ratones contra la infecciéon (McConnell et al., 2011).

4. Brotes nosocomiales de A. baumannii MR. Epidemiologia molecular

El aumento observado de cepas de A. baumannii resistentes a carbapenems se
ha asociado casi exclusivamente a la aparicién de brotes hospitalarios (Coelho et al.,
2006b; Manikal et al., 2000; Marais et al., 2004). Se ha sugerido que cualquier aislado
clinico de A. baumannii con resistencia a multiples antibidticos puede ser un indicador
de la existencia de un brote. Varios investigadores han observado que las tasas de
resistencia en cepas de A. baumannii epidémicas son significativamente mayores que
las de las cepas de A. baumannii esporadicas (Dijkshoorn et al., 1996; Heinemann et al.,
2000; Jawad et al., 1998; Koeleman et al., 2001a). Esto contribuye a que los brotes
nosocomiales causados por A. baumannii sean muy dificiles de controlar (Rodriguez-
Bario et al., 2009; Valencia et al., 2009) y a que las opciones terapéuticas para tratar
las infecciones que causan sean escasas o nulas (Kempf y Rolain, 2012; Vila y Pachdn,

2008).

4.1. Brotes nosocomiales

Las infecciones por Acinetobacter baumannii en forma de brotes nosocomiales

han experimentado un incremento a nivel mundial en los ultimos 15 afios (Villegas y

Hartstein, 2003), especialmente en las unidades de criticos (Valencia et al., 2009).
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Una vez introducido en el hospital, Acinetobacter baumannii tiene un patrén
epidemioldgico caracterizado por brotes de cepas multirresistentes, con la
consecuente endemia de multiples cepas y de cepas epidémicas predominantes en
cualquier momento. Las hospitalizaciones prolongadas se encuentran entre los
principales factores que contribuyen a mantener la endemia de A. baumannii. Los
estudios epidemioldgicos demuestran que A. baumannii se encuentra como principal
patégeno causante de infecciones en hospitales de paises europeos como Espafia (Ruiz
et al., 2003), ltalia (Gombac et al., 2002) e Inglaterra (Spence et al., 2004). En Estados
Unidos, se describen brotes epidémicos en hospitales de Nueva York (Landman et al.,
2002), Pensilvania (Adams-Haduch et al., 2008) y California (Valentine et al., 2008); en
los paises asidticos en Corea (Lee et al., 2004), Taiwan (Liu et al., 2006), Japén (Nishio
et al., 2004) y China (Yu et al., 2004); también en paises del Pacifico Sur (Naas et al.,
2005) y paises de Latinoamérica como Chile (Silva et al., 1999), Argentina (Barbolla et
al., 2003), Brasil (Levin et al., 1996) y Colombia (Pinzén et al., 2006; Villegas y
Hartstein, 2003).

En la mayoria de los brotes producidos por A. baumannii multirresistente se ha
aislado el microorganismo en el equipamiento sanitario (superficies, palas de
laringoscopio, humidificadores o tiradores de puertas, entre otros). No es infrecuente
que coexista mas de un clon epidémico de Acinetobacter con las cepas endémicas
propias, esto hace mas dificil detectar y controlar la transmision (Oteo et al., 2007).

Dependiendo de las circunstancias locales, y de que cepa se trate, el patrén de
un brote puede variar. Puede haber una fuente comuin o multiples fuentes y algunas
cepas tienen una mayor capacidad de diseminacion que otras. A. baumannii causa
desde brotes circunscritos asociados con un reservorio ambiental especifico a
complejas situaciones de endemia o pseudoendemia en los que la existencia de
reservorios multiples (pacientes colonizados, superficies secas, reservorios humedos)
hace muy complejo el control, que precisa de programas globales que incluyen

numerosas medidas (Rodriguez-Bafio et al., 2009).
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En una situacion de brote por Acinetobacter multirresistente, los expertos
recomiendan fundamentalmente extremar las medidas de prevencién estandar y de
control de infeccidn ya existentes, como son la higiene de manos, la limpieza
minuciosa de superficies, las precauciones de barrera y la concienciacién por parte del
personal sanitario y no sanitario de la importancia del problema. Aunque clasicamente
se ha considerado a Acinetobacter spp. como un microorganismo poco virulento, nadie
duda hoy que las infecciones producidas por A. baumannii multirresistente suponen
una amenaza para un determinado grupo de pacientes. Los brotes epidémicos y
endémicos que aparecen cada vez en mds hospitales suponen un verdadero problema
sanitario de dificil control y erradicacidon que en la mayoria de las ocasiones comportan

una elevada morbimortalidad (Cataldn y Aguado, 2010).

La contribucion del laboratorio de microbiologia al estudio de brotes
nosocomiales causados por A. baumannii se centra, fundamentalmente, en actividades
gue son compartidas con otros servicios o unidades, como integrante de la comisién
de infecciones y politica de antibidticos del hospital, y del equipo de control de
infeccion nosocomial, y en actividades especificas del laboratorio de microbiologia

(Ferndndez-Cuenca et al., 2011), que incluye la tipificacion molecular.

Tanto la identificacion a nivel de especie como el fenotipo de resistencia
obtenido en el antibiograma pueden tener relativa utilidad como marcadores
epidemioldgicos para establecer la relaciéon clonal entre las cepas implicadas en un
brote, aunque esto no es lo mds frecuente. A veces, la aparicion de un fenotipo de
(multi) resistencia que aparece o se detecta por primera vez en el laboratorio
constituye un indicio o sospecha para pensar en la posibilidad de estar ante el inicio o

el comienzo de un brote (Ferndndez-Cuenca et al., 2011).
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4.2. Estudios de poblacion de A. baumannii

El estudio epidemiolégico molecular de las enfermedades infecciosas tiene por
objeto determinar la relacién clonal que existe entre varios aislados de una misma
especie. Esta informacién es muy util, sobre todo cuando se producen brotes
epidémicos causados por cepas multirresistentes, porque permite determinar el
numero de clones circulantes, identificar la fuente de contaminacidn o reservorio y los
vehiculos de transmision, evaluar la eficacia de las medidas de control dirigidas a evitar
la diseminacion de clones y diferenciar entre una cepa del brote de otras concurrentes

(Maslow et al., 1993).

El estudio epidemiolégico de los brotes ha permitido determinar la existencia
de diferentes linajes clonales, agrupados en 3 clones europeos (EC I, Il y lll) (Dijkshoorn
et al., 1996; Nemec et al., 2004b; van Dessel et al., 2004), que se encuentran
ampliamente distribuidos. También son denominados clones internacionales (IC), que
mediante MLST (multilocus sequence typing) se corresponden con los complejos
clonales (CC) CC1, CC2 y CC3, respectivamente (Diancourt et al., 2010; Karah et al.,
2012). Estos clones se han analizado por diferentes métodos de tipificacién genotipica,
tales como el anadlisis AFLP, ribotipificacién, analisis de macrorrestriccion por
electroforesis en gel de campo pulsado y, mas recientemente, por la secuencia tipo
obtenida mediante MLST (estos sistemas se detallaran mas adelante). Las cepas que
pertenecen a estos clones son, por lo general, altamente resistentes a los antibiéticos,
aunque dentro de un clon puede haber variacion en la sensibilidad a los antibiéticos. Al
parecer, estos clones son cepas genéticamente estables que son particularmente
exitosas en el ambiente hospitalario y evolucionan poco a poco durante su
propagacion. Estd por determinar si estas cepas tienen factores de virulencia
particulares o una capacidad mejorada para colonizar pacientes. Su amplia difusiéon se
podria explicar por la transferencia de pacientes entre hospitales y regiones en el

transcurso del tiempo, aunque en muchos casos no hay evidencia de esto. También es
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posible que circulen a tasas bajas en la comunidad y sean capaces de expandirse en los

hospitales bajo presion selectiva de los antibidticos.

Estos clones agrupan a la mayor parte de los aislados multirresistentes, que con
frecuencia son productores de carbapenemasas de tipo OXA (OXA-23, OXA-24, OXA-
58, OXA-143) y causantes de brotes nosocomiales, mientras que la poblacion mas
sensible se distribuye en otras lineas no epidémicas (Diancourt et al., 2010; Higgins et

al., 2010; Karah et al., 2012).

Adicionalmente, la tipificacion y posterior comparacion de las cepas epidémicas
de diferentes hospitales permite determinar la transmisién interhospitalaria. Por
ejemplo, durante un periodo de brotes en los Paises Bajos que afecté a ocho
hospitales, se encontré una cepa comun en tres de estos hospitales y otra cepa comun
fue encontrada en otros dos (van den Broek et al., 2006). Se han descrito
observaciones similares de propagacion interhospitalaria de cepas resistentes a
multiples fdrmacos en zonas geograficas concretas como Republica Checa (Nemec et
al., 1999), Reino Unido (Turton et al., 2004), Portugal (Da Silva et al., 2007) y Estados
Unidos (Quale et al., 2003).

4.3. Epidemiologia global

Como se ha mencionado anteriormente, la combinacién de la capacidad de
resistencia en el medio ambiente y su amplia gama de determinantes de resistencia
hace que A. baumannii sea un patégeno nosocomial con éxito (Nordmann, 2004).
Como tal, A. baumannii se perfila como una de las causas de numerosos brotes
globales (Villegas y Hartstein, 2003), mostrando cada vez mayores tasas de resistencia
(Figura 7). Estas cepas MDR a menudo se expanden y causan brotes a lo largo de
ciudades enteras, paises, y continentes. Hay informes de A. baumannii multirresistente
de hospitales en Europa, América del Norte, Argentina, Brasil, China, Taiwan, Hong
Kong, Japdn y Corea y de zonas tan remotas como Tabhiti, en el Pacifico Sur (Barbolla et
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al., 2003; Houang et al., 2001; Lee et al., 2004, Levin et al., 1996; Liu et al., 2006; Naas
et al., 2005; Nishio et al., 2004; Quale et al., 2003; Van Looveren y Goossens, 2004; Yu
et al., 2004). Se ha demostrado la importacion de las cepas MDR de dreas con altas
tasas de resistencia a los antimicrobianos a dreas con tasas histéricamente bajas, como

desde Espafia hasta Noruega (Onarheim et al., 2000).

Figura 7. Aislamientos de Acinetobacter resistente a carbapenems (Resumen anual de
datos de sensibilidad a meropenem [MYSTIC], 2004. Datos obtenidos de la base de datos
MYSTIC (www.mystic-data.org) (Pérez et al., 2007).

Europa

Las infecciones por A. baumannii han sido un problema clinico importante en
muchas partes de Europa (Van Looveren y Goossens, 2004) (Figura 8). Desde principios
de la década de 1980, se han investigado, mediante técnicas de tipificacion molecular,
estos brotes de infecciones por A. baumannii, principalmente en Inglaterra, Francia,
Alemania, Italia, Espafia y Paises Bajos (Bergogne-Bérézin y Towner, 1996; Fournier y
Richet, 2006; Villegas y Hartstein, 2003). En la mayoria de los casos, se detectaron una
o dos cepas epidémicas en una determinada situacién epidemiolégica. La transmision
de tales cepas se ha observado entre hospitales, probablemente a través de los

pacientes colonizados (Da Silva et al., 2007; Turton et al., 2004, van den Broek et al.,

82



I. Revision bibliografica

2006). La distribucién de A. baumannii multirresistente no se limita a hospitales dentro
de una ciudad, sino que también ocurre a escala nacional. Ejemplos de esto son la
propagacion de los llamados clones del Sudeste y los clones | y Il de OXA-23 en el
sudeste de Inglaterra (Coelho et al., 2006b; Turton et al., 2004), la difusion del clon de
A. baumannii multirresistente en Portugal (Da Silva et al., 2007), la diseminacién del
clon interhospitalario de A. baumannii productor de BLEE-VEB-1 de un total de 55
centros médicos en el norte y sureste de Francia (Naas et al., 2006b), y la propagacion
de un clon de A. baumannii resistente a amikacina observado en nueve hospitales en
diversas regiones de Espaia (Vila et al., 1999). La transferencia internacional de los
pacientes colonizados conduce a la introduccidon y posterior diseminacion de la
epidemia de cepas de A. baumannii multirresistentes de los paises del sur de Europa a
los del norte, como Bélgica y Alemania (Bogaerts et al., 2006; Schulte et al., 2005).
Estos acontecimientos muestran la importancia de la deteccion adecuada y posible
aislamiento de los pacientes transferidos de los paises con altas tasas de organismos

resistentes a los antibidticos.

Figura 8. Los paises que han informado un brote de A. baumannii
resistente a carbapenem. En rojo se encuentran los paises con brotes
notificados antes de 2006, y en amarillo los informados desde 2006
(Peleg et al., 2008).
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Ademas de estos brotes interhospitalarios, los clones internacionales de A.
baumannii se han descrito en hospitales de toda Europa (incluyendo hospitales de
Bélgica, Dinamarca, Republica Checa, Francia, Espaia, Paises Bajos, Reino Unido, Italia,
Grecia y Turquia) (Dijkshoorn et al., 1996; Nemec et al., 2004b; van Dessel et al., 2004;
Wroblewska et al., 2007). Inicialmente detectados por AFLP “clustering” con un nivel
de similitud superior al 80%, la relacién epidemiolégica de estos clones fue confirmada
por ribotipificacion (Nemec et al., 2004b; van Dessel et al., 2004), electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE) (van Dessel et al., 2004), y mas recientemente, mediante
“multilocus sequence typing” (MLST) (Bartual et al., 2005). En contraste, los brotes en
multiples sitios mencionados anteriormente, sin relacién ni espacial ni temporal,
podrian establecerse entre los brotes de los clones europeos en diferentes centros
médicos y la contribucién real de estos tres clones generalizados a la carga global de la

epidemia de cepas de A. baumannii quedaria por determinar.

4.4. Control de la infeccion nosocomial

Dado el tremendo desafio que plantea A. baumannii multirresistente y la
emergencia y difusiéon de los mecanismos de resistencia a cualquier agente, se debe
buscar exhaustivamente las soluciones existentes, mas alld de la terapia antibidtica
(Courvalin, 2005). Entre ellos, el control de las infecciones es crucial, sobre todo dada

la capacidad de A. baumannii de causar brotes.

Cuando un brote no tiene un Unico foco como origen la presidon de
colonizacidn, es decir, la proporciéon de pacientes ya colonizados o infectados por A.
baumannii MR, puede aumentar la probabilidad de transmisiones cruzadas entre
pacientes (Bonten et al., 1998, D'Agata et al., 2000; Playford et al., 2007). Las
estrategias para el control de los brotes de A. baumannii multirresistente incluyen
cribado de pacientes y/o personal, precauciones de aislamiento de contacto,
agrupamiento de pacientes, disminucion de las cargas de trabajo, cierre temporal de la
unidad a nuevos ingresos y uso racional de antimicrobianos (Chang et al., 2009;
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D'Agata et al., 2000; Enoch et al., 2008; Fierobe et al., 2001; Jamal et al., 2009; Simor
et al., 2002). La caracterizacién genotipica de los aislados resulta fundamental en el
control del brote, la identificacidon de la fuente de contagio y los reservorios implicados

(Villalén et al., 2011).

Las precauciones de contacto, el lavado de manos y la descontaminacién de las
manos con alcohol, aunque se conocen universalmente, rara vez se aplican
rigurosamente (Boyce y Pittet, 2002; Pittet, 2004). Se esta a favor de la aplicacién de la
descontaminacion meticulosa del medio ambiente y de los bafios agresivos de
clorhexidina como medidas temporales de control de brotes. Estas medidas son caras,
requieren un gran trabajo, y deben probarse en ensayos prospectivos. Sin embargo, la
ventaja de las medidas de control de la infeccion recae en la prevencién de la
diseminacion de los clones MDR. La aplicacion de herramientas moleculares, como
PFGE y REP-PCR, en la investigacién de brotes para establecer la clonalidad entre los
aislamientos permite un desarrollo de las medidas de control de la infeccién mas
efectivas y ayuda en la identificacion de fuentes ambientales (Maragakis et al., 2004;

Wilks et al., 2006).

La restriccion del uso de antibidticos, especialmente aquellos con actividad de
amplio espectro y los identificados como antibidticos de en ultima instancia, es un
complemento necesario de cualquier estrategia de control de la infeccion. Se ha
recomendado la implementacidn de sistemas de monitorizacién de la resistencia a los
antimicrobianos y la relaciéon con su uso, asi como un programa de administraciéon de
éstos. Es probable que todo esto tenga un impacto sobre A. baumannii
multirresistente, ya que se identifican y restringen particularmente aquellos
antimicrobianos especificos que favorecen la aparicidn y la difusién de este organismo

(Owens y Rice, 2006).

Por todo lo comentado anteriormente, es fundamental la actuacion
multidisciplinar dentro del equipo de control de infecciones para detectar
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precozmente los casos de brote, establecer las medidas de control para evitar su
diseminacion actuando tanto en los pacientes como en el personal sanitario y
mantener un estrecho contacto entre los servicios implicados y la Administracién. Los
brotes epidémicos infecciosos en los hospitales son un problema importante por sus
posibles consecuencias en términos de morbilidad y mortalidad, alteraciéon del
funcionamiento de los servicios sanitarios, cierres de salas hospitalarias, aumento de
costes, y malestar y ansiedad entre los pacientes, el personal sanitario y en la
comunidad en general (Baggett et al., 2007, Hansen et al., 2007). Por estos motivos,
cuando existe un brote los recursos dedicados son elevados y no suelen existir
restricciones, pero cuando lo que hay es una endemia o un brote epidémico
mantenido, existen muchas mas dificultades en su control, debido a que lo que se

considera «habitual» o «normal» es mas complejo de combatir.

4.5. Epidemiologia molecular

Como ya se ha comentado, la prevalencia de A. baumannii en hospitales ha
aumentado en todo el mundo (Cisneros et al., 2005; Lolans et al., 2006; Naas et al.,
2006a; Nemec et al., 2008; Yong et al., 2003), y, por lo tanto, es esencial la busqueda
de métodos de tipificacion molecular adecuados para las investigaciones
epidemioldgicas y los estudios de control de infecciones. El proceso de tipificacion es
importante epidemioldgicamente para el reconocimiento de brotes de infeccién, en la
deteccion de la transmisidn cruzada de patégenos nosocomiales, en la deteccion de
fuentes de infeccidn y particularmente, en el reconocimiento de cepas virulentas de un

microorganismo determinado (Corvaldn et al., 2003).

La identificacidon a nivel de especie y el fenotipo de resistencia puede servir
para establecer la relacién entre los aislamientos. Sin embargo, en otros casos es
necesario utilizar métodos con mayor capacidad de discriminacién, basados en
técnicas moleculares. Estas técnicas se deben emplear exclusivamente para el estudio
de brotes bien definidos.
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Los objetivos de estas técnicas son:

1. Determinar la fuente de infeccién y la magnitud del brote.

2. Determinar el mecanismo de transmision de los patdégenos nosocomiales.

3. Evaluar la eficacia de las medidas preventivas.

4. Monitorizar las infecciones nosocomiales en dreas de alto riesgo donde es facil la

transmisidn cruzada (UCls).

Los métodos de identificacion genotipica deben ser reproducibles, sensibles,
aplicables a diferentes microorganismos, baratos y de valor epidemioldgico

demostrado.

Actualmente, las técnicas de tipificacion molecular se deben aplicar tanto a los
microorganismos implicados en la infeccién como a los elementos moéviles de
transmisién horizontal (plasmidos, integrones, transposones) y genes especificos. La
utilizacidn de estas técnicas es especialmente relevante en el estudio de endemias en
las que es importante reconocer grupos clonales que permitan definir problemas
asociados a clones especificos o en casos de alodemias. Algunas de las técnicas de

tipificacion molecular mas utilizadas se detallan en la tabla 3.

Los sistemas de tipificacion molecular utilizados en A. baumannii son, en orden
histérico, perfil de pldsmidos (Hartstein et al., 1990; Seifert et al., 1994b);
ribotipificacion (Brisse et al., 2000; Dijkshoorn et al., 1996; Gerner-Smidt, 1992; Seifert
y Gerner-Smidt, 1995); PFGE (Bou et al., 2000c; Gouby et al., 1992; Seifert y Gerner-
Smidt, 1995); andlisis de DNA polimdrfico amplificado al azar (Graser et al., 1993;
Grundmann et al., 1997; Koeleman et al., 1998); “repetitive extragenic palindromic
sequence-based” PCR (REP-PCR) (Huys et al., 2005b; Snelling et al., 1996), el andlisis
AFLP, un método de huella dactilar gendmica de alta resolucién (Dijkshoorn et al.,
1996; Janssen y Dijkshoorn, 1996; Koeleman et al., 1998); PCR del gen de la integrasa
(Koeleman et al., 2001b); PCR “infrequent-restriction-site” (Yoo et al., 1999), y mas
recientemente, MLST (Bartual et al., 2005) y multilocus PCR-ESI-MS (Ecker et al.,
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2006). La electroforesis en campo pulsado (PFGE) todavia se considera el "gold
estandar" para la tipificacion de los aislamientos bacterianos (Seifert y Gerner-Smidft,

1995), pero, como veremos mas adelante, presenta una serie de inconvenientes.

PRINCIPALES TECNICAS DE TIPIFICACION MOLECULAR Y SU FUNDAMENTO

Técnica Fundamento
Perfil plasmidico Numero y tamafio de plasmidos.
Perfil de restriccion o . ., . L
s Tamafio de fragmentos tras digestién con enzimas de restriccion.
plasmidica
PFGE Comparacion de perfiles de fragmentos tras digestién con enzimas de
baja frecuencia de corte.
Ribotipia RFLP + hibridacién con sondas de genes de ARN ribosdmico.
AP-PCR Amplificacion con cebadores arbitrarios.
REP-PCR Amplificacion de secuencias palindrémicas extragénicas repetidas.
MLST Amplificacion y comparacion de polimorfismos en determinados
genes.

Tabla 3. Principales técnicas de tipificacién molecular.

4.5.1 Andlisis de pldsmidos

La mayoria de las especies de Acinetobacter contienen pldsmidos autéctonos.
El analisis plasmidico se ha utilizado con éxito para la tipificaciéon epidemioldgica de las
cepas de A. baumannii (Hartstein et al., 1990; Nemec et al., 1999; Seifert et al., 1994b),
y el perfil de plasmidos es uno de los pocos métodos que también se ha aplicado al
estudio de la epidemiologia de las especies de Acinetobacter ajenas al grupo A.
baumannii (Seifert et al., 1994a; Seifert et al., 1994c; Seifert et al., 1997). A pesar de
que el método es bastante robusto, la interpretacién de los resultados debe incluir la
consideracién de que muchos plasmidos son facilmente transferibles y pueden ser
ganados o perdidos. Esto contribuyd a la sustitucion del perfil de plasmidos por

métodos moleculares mas sélidos para estudios epidemioldgicos de Acinetobacter spp.
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4.5.2 Ribotipificacion

La ribotipificacién fue desarrollada principalmente para identificar
Acinetobacter spp., en particular cepas del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii, a
nivel de especie (Gerner-Smidt, 1992). En este método se utilizan las enzimas EcoRl,
Clal y Sall para la restriccion de la ADN cromosémico purificado, seguido de
electroforesis, transferencia, e hibridacion con digoxigenina-11-UTP marcado con
sonda de ADNc derivada del ARNr de E. coli. Sin embargo, el poder discriminatorio de
la ribotipificacion es limitado, y la PFGE (que se detalla mas adelante) y otros métodos
son menos laboriosos y mas discriminatorios (Seifert y Gerner-Smidt, 1995; Silbert et
al., 2004). Utilizando un sistema de ribotipificacion automatizada (RiboPrinter; DuPont
Qualicon, Wilmington, DE) (Brisse et al., 2000, Rhomberg et al., 2006; Silbert et al.,
2004) se han obtenido resultados mds precisos con un poder discriminatorio
comparable al de PFGE. La ribotipificacion automatizada genera resultados mas
rapidamente que la PFGE, pero es costoso y requiere un equipo especializado que esta
disponible sélo en unos pocos laboratorios que realizan investigaciones

epidemioldgicas moleculares de alto rendimiento.

4.5.3 PFGE-RFLP

La técnica de electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE, "pulsed-field gel

Ill

electrophoresis") es considerada actualmente el “gold standard” de los métodos de

tipificacion molecular. Incluso frente a los métodos basados en la secuencia que ya

estan disponibles y que estan desafiando a la PFGE como "gold estandar" para la
tipificacion de muchas especies bacterianas, para Acinetobacter, la PFGE sigue siendo
el método de referencia. Es un método bastante laborioso que requiere varios dias
antes de generar un resultado. En este método el ADN genémico de A. baumannii es
digerido con una enzima de restriccién de corte infrecuente, generalmente se utilizan
Apal y / o Smal (Bou et al., 2000c; Gouby et al., 1992; Seifert y Gerner-Smidt, 1995).

Posteriormente, los fragmentos resultantes son separados en un gel de agarosa
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sometido a un campo eléctrico cuya polaridad es cambiada a intervalos variables
(Figura 9). El campo pulsado permite una separacion clara de fragmentos de ADN de
gran tamaino molecular (10-800 kb), los patrones resultantes de la electroforesis se
comparan visualmente o utilizando programas informaticos especializados que
también permiten el almacenamiento de los perfiles en una base de datos. La técnica
de PFGE ha probado ser altamente discriminatoria en la tipificacion de muchas
especies bacterianas (Olive y Bean, 1999), pero presenta una serie de desventajas. Al
igual que con otros de los llamados sistemas de tipificacién comparativos que se basan
principalmente en una comparacién de patrones de huellas moleculares digitales de
un numero limitado de cepas, la comparacion entre laboratorios ha sido siempre un
problema con la PFGE aunque se ha demostrado que ésta se puede alcanzar con la
suficiente estandarizacion de los protocolos entre laboratorios (Seifert et al., 2005).
Este enfoque permitiria el reconocimiento de las cepas epidémicas y la deteccidn
temprana de brotes multihospitalarios o en todo el pais, sobre todo si los casos estan
separados geograficamente. Como se ha visto con otras especies, el poder
discriminatorio de PFGE puede ser demasiado alto para estudios poblacionales y
epidemioldgicos a gran escala. Otra desventaja es que puede perder su poder
discriminatorio cuando se analizan aislamientos de areas geogréficas diferentes

(Seifert et al., 2005).

B A

Figura 9. Esquema de la distribucidon de electrodos en el sistema CHEF de
electroforesis en campo pulsante. El angulo sefialado (1202) es el angulo de
reorientacion entre el campo eléctrico Ay el B (Cercenado y Cantdn, 2005).
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Como alternativa a PFGE se han planteado numerosas técnicas de tipificacion

basadas en amplificacién por PCR (Arbeit, 1995; Olive y Bean, 1999).

4.5.4 Métodos de tipificacion basados en PCR

La PCR ("polymerase chain reaction") permite que determinados /oci genéticos
sean amplificados y examinados en busca de variaciones caracteristicas de cada cepa.
Inicialmente los loci son amplificados con partidores especificos, sometidos a analisis
de RFLP ("restriction fragment lenght polymorphism") y visualizados por electroforesis.
Esta metodologia se ha utilizado en el analisis de diversos loci, los que como condicién
deben presentar heterogeneidad dentro de la misma especie. Sin embargo, el principal
inconveniente de estos ensayos radica en la limitada regién del genoma que puede ser
examinada, hecho que resulta en un menor poder de discriminacién en comparacién

con la PFGE (Corvalan et al., 2003).

Otro grupo de métodos basados en amplificacidon por PCR son los denominados
RAPD ("random amplified polymorphic DNA") y Rep-PCR ("repetitive-PCR"). E| RAPD
implica la amplificacién de fragmentos aleatorios de ADN gendmico con pequeiios
cebadores (10 pb) cuya secuencia es inespecifica y no es dirigida a un locus genético
determinado sino que, a bajas temperaturas de alineamiento, hibrida de forma
arbitraria en ciertos sitios cromosdmicos con suficiente afinidad para permitir la
iniciacion de la polimerizacion (Arbeit, 1995; Olive y Bean, 1999). De este modo, la
presencia de estos sitios en dos puntos en hebras de ADN complementarias en
direccidén opuestas una a la otra permite la amplificacion del fragmento entre estos dos
puntos. El nimero de localizaciones de estos puntos varia segun la cepa. Este ensayo
ha sido utilizado con éxito para evaluar la relacién entre aislamientos de Acinetobacter
(Graser et al., 1993), ademads sirve para la tipificacion de cualquier microorganismo
(por ej. bacterias o levaduras). Presenta un alto poder de discriminacién. Sin embargo,

posee baja reproducibilidad y es de dificil interpretacion.
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El método REP-PCR (Bou et al., 2000c; Snelling et al., 1996) utiliza cebadores
consenso para las secuencias repetitivas altamente conservadas presentes en casi
todas las especies de bacterias. Con ellas hibridan estos cebadores e inician la
amplificacion (van der Zee et al., 1999). Estas secuencias repetitivas se ubican
tipicamente en varios sitios del genoma bacteriano. Asi, cuando dos secuencias
repetidas son localizadas una cerca de la otra, la regidon flanqueada puede ser
efectivamente amplificada. Para este efecto se han utilizado principalmente
secuencias repetitivas extragénicas palindrémicas, identificadas en muchos miembros
de la familia Enterobacteriaceae. La misma estrategia se ha usado con otras secuencias
repetitivas, como secuencias de los operones ribosomales, secuencias de insercidon y
secuencias Shine Dalgarno (sitio de fijacién de ribosoma). La REP-PCR es posiblemente
el método de genotipado mas rdpido con utilidad en estudios epidemioldgicos
moleculares en los que esta implicado A. baumannii. Los patrones de bandas de ADN
son también relativamente faciles de interpretar (Bou et al., 2000c). La automatizacion
posiblemente facilite este tipo de estudios, sobre todo cuando estd implicado un
numero importante de cepas, a costa de incrementar el coste econémico de la prueba
(Carretto et al., 2008). Este método ha mostrado buena reproducibilidad, bajo costo,
baja complejidad y un poder de discriminacion que depende de la secuencia repetitiva

analizada (van der Zee et al., 1999).

Ambos métodos, RAPD y REP-PCR, no requieren equipo especializado y son
métodos rdpidos, faciles y de bajo costo que permiten agrupar las cepas de A.
baumannii con diferentes grados de relacidn genotipica. El poder discriminatorio de
estos métodos, sin embargo, es inferior al de PFGE. La reproducibilidad
interlaboratorios de los patrones (huellas digitales) generados por PCR se demostré en
un estudio, utilizando cuatro cebadores diferentes (DAF4, ERIC-2, M13, y REP1 mas
REP2) y un protocolo altamente estandarizado (Grundmann et al., 1997), pero estos
hallazgos no pudieron ser confirmados en estudios posteriores. Huys et al. (Huys et al.,
2005b) utilizaron los patrones (huellas dactilares) de REP-PCR con un primer (GTG)s
para distinguir a los miembros del clon Ill de A. baumannii multirresistente
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paneuropeo de los clones conocidos como | y Il (Dijkshoorn et al., 1996). En general,
los métodos de tipificacion basados en la PCR permiten una estimacién rapida de la
relacion epidemioldgica en un entorno definido (Wisplinghoff et al., 2000; Wroblewska
et al., 2004), pero no son adecuados para estudios epidemioldgicos comparativos a
gran escala. Queda por demostrar si con una estandarizacion mas rigurosa y una
automatizacion de REP-PCR, tales como el sistema de DiversiLab (BioMérieux), que
incluye un sistema de deteccidn basado en microfluidos, permitira la tipificacién de
una cepa bacteriana con una mayor reproducibilidad interlaboratorios (Healy et al.,

2005).

4.5.5 Anadlisis AFLP

El andlisis AFLP se establecid en la década de 1990. Se trata de un método de
toma de huellas digitales de ADN altamente sensible por el cual el ADN se digiere con
enzimas de restriccion, seguido por una amplificacion selectiva, separacién
electroforética de fragmentos, y visualizacion. Es un método bastante engorroso y caro
por lo que, en general, se lleva a cabo en un procedimiento semiautomatizado, con
deteccion laser de fragmentos en una plataforma de secuenciacién. Los complejos
perfiles resultantes son digitalizados y analizados con un software apropiado. Aparte
de ser una herramienta poderosa en taxonomia bacteriana (Janssen et al., 1996;
Nemec et al., 2001), este método de toma de huellas digitales de alta resolucién
también se ha encontrado util para la caracterizacion de las cepas de Acinetobacter a
nivel de subespecies y para la investigacién de brotes (Dijkshoorn et al., 1996;
Dobrewski et al., 2006; Janssen y Dijkshoorn, 1996; Janssen et al., 1997; Koeleman et
al., 1998; van Dessel et al., 2004; Wroblewska et al., 2004). A pesar de que el analisis
de AFLP es un método relativamente robusto, se requiere un alto nivel de
estandarizacién y una amplia experiencia en la interpretacion de los patrones de
bandas, aunque estédn disponibles programas de ordenador sofisticados para ayudar
en el analisis de patrones. Por lo tanto, este método esta restringido a laboratorios de
referencia y no es adecuado para los anadlisis epidemiolégicos de rutina. Ademas, los
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datos no son facilmente comparables entre laboratorios, principalmente debido a la
falta de reproducibilidad cuando se utilizan diferentes plataformas de secuenciacién.
Aunque la agrupacion obtenida con el analisis AFLP compara bien a los grupos
derivados de PFGE en estudios a pequefa escala (D'Agata et al., 2000; Silbert et al.,
2004; van Dessel et al., 2004), nunca se ha realizado una comparacién completa y

detallada de estos dos métodos de tipificacion.

Como ya se comentd anteriormente en el apartado 1.3 “Caracteristicas
microbioldgicas. Identificacion de especies”, algunos de los métodos gendmicos, en
particular la ribotipificacién y AFLP, son capaces de diferenciar entre si las especies
pertenecientes al complejo A. calcoaceticus-A. baumannii con un alto grado de

discriminacion (Dijkshoorn et al., 1996; Gerner-Smidt, 1992).

4.5.6 MLST

El dltimo paso en el desarrollo de estrategias para tipificacion ha sido el
surgimiento de técnicas basadas en secuenciacion de ADN, favorecidas por la aparicion
de técnicas de secuenciacion automatica (Arbeit, 1995, Olive y Bean, 1999). La
secuenciacion completa de algunos microorganismos y su posterior andlisis han
sentado las bases para el desarrollo de nuevos ensayos que permiten discriminar entre
diferentes clones. Junto con ello, la creaciéon de una red abierta para la comparacion
objetiva de secuencias de determinados genes bacterianos denominado "Multilocus
sequence typing" (MLST) constituye otro avance en la tipificacion de microorganismos
(Maiden et al., 1998). El MLST, que utiliza varios genes "housekeeping”, ya ha sido
utilizado para tipificar muchas bacterias patégenas (Harbottle et al., 2006; Heym et al.,
2002; Johnson et al., 2007b; Tanabe et al., 2007), incluyendo A. baumannii (Bartual et
al., 2005; Park et al., 2009; Wisplinghoff et al., 2008). El esquema de MLST, que fue
desarrollado para A. baumannii por Bartual et al., se basa en la secuenciacién de
fragmentos de ADN de 305 a 513-pb de las regiones conservadas de los siguientes 7
genes "housekeeping” constitutivos: gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, y rpoD (Bartual
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et al., 2005). Con las secuencias se genera un perfil alélico que se compara en una base
de datos con otros perfiles alélicos de cepas aisladas en diferentes partes del mundo.
MLST es un método de caracterizacidon altamente discriminativo. Su poder
discriminatorio es comparable al de PFGE vy al del analisis de AFLP, de ahi que el MLST
esté emergiendo como una alternativa a la PFGE (Bartual et al., 2005). MLST se utiliza
principalmente para estudios epidemioldgicos mundiales, pero también ha sido
utilizado con éxito para la investigacidon a corto plazo de brotes (Feaver et al., 1999).
Sin embargo, el MLST es caro y laborioso y por lo tanto, no es adecuado para el andlisis
de rutina de brotes u otros andlisis a escala limitada de la epidemiologia de A.
baumannii. Queda por determinar si este esquema de tipificacion es apropiado para el
estudio de la estructura poblacional de A. baumannii y quizd otras especies de
Acinetobacter, como se muestra con éxito cuando este método se aplicd a otros
microorganismos. Hasta la fecha, el MLST es uno de los pocos sistemas llamados de
tipificacion de libreria usados para el estudio epidemioldgico de A. baumannii, es decir,
un sistema de tipificacién donde los datos de tipificacidon se traducen en un cdodigo
numérico que puede ser obtenido de una manera idéntica en los diferentes
laboratorios utilizando el mismo protocolo (Figura 10). Se proporciona un método
portatil que puede ser adecuado para el estudio epidemiolégico global y permitir el
reconocimiento de clones de A. baumannii epidémicos, multirresistentes y virulentos y
el seguimiento de su diseminacién nacional e internacional. Aunque MLST tiene
muchas ventajas frente a otros métodos de tipificaciéon molecular, ain quedan muchas
preguntas sin respuesta, incluyendo si se requieren varios loci para obtener un
esquema robusto vy si los criterios para la seleccidon de los genes "housekeeping" son

suficientemente fiables para revelar la estructura poblacional de las cepas analizadas.
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Figura 10. Analisis mediante la técnica de MLST (Cercenado y
Cantdn, 2005).

4.5.7. PCR-ESI-MS

PCR-ESI-MS  ("Polymerase Chain Reaction-Electrospray lonization Mass
Spectrometry"”) es una forma de MLST de alto rendimiento que se puede utilizar para
la identificaciéon de especies de A. baumannii, como Acinetobacter genoespecie 3 y
13TU y, ademas, determinar la clonalidad (Ecker et al., 2006). Las regiones conservadas
de seis genes "housekeeping" (trpE, adk, efp, mutY, fumC y ppa) son amplificados de
cada aislamiento, los productos de la amplificacion se purifican, y posteriormente son
ionizados y aerosolizados hacia un espectrofotémetro de masas. Tiene una buena
correlacién con la tipificacion por PFGE. Como ventaja importante, el método de
genotipado mediante PCR-ES-MS es muy rapido (sdlo 4 h), proporcionando resultados

de tipificaciéon en una escala de tiempo que no se logra con la mayoria de los sistemas.
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4.5.8. Genes blaoxa_s1-iike

Los genes blapyasiike SON Unicos para A. baumannii y pueden ser utilizados
como marcadores para la identificacién de esta especie (Héritier et al., 2005a).
También han sido utilizados con éxito como uno de los tres loci en un sistema de
tipificacion basado en la PCR que es capaz de asignar los aislamientos de A. baumannii
a grupos de secuencias (SGS, "sequence group") que parecen correlacionarse con los
principales linajes epidémicos dentro de la especie (Turton et al., 2007). Esto plantea la
cuestion de si los genes blaoya-si-ike POr si mismos podrian ser utilizados en un sistema

de tipificacion.
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Il. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS






Il. Planteamiento y objetivos

Acinetobacter baumannii multirresistente esta considerado en la actualidad
como un patégeno emergente, ya que en los ultimos afos se ha incrementado de
forma alarmante el numero de aislamientos responsables de infecciones nosocomiales
graves. Ademads, muchos de estos aislamientos son multirresistentes, lo que complica
enormemente el tratamiento y empeora el prondstico del paciente infectado por estos

microorganismos.

Con frecuencia, A. baumannii multirresistente es una bacteria endémica en
algunos hospitales y responsable de numerosos brotes. Su gran capacidad para
sobrevivir en el ambiente y para desarrollar resistencia a multiples antibidticos, entre
ellos los carbapenems, ha facilitado su difusién en el ambiente hospitalario dando
lugar, en ocasiones, a importantes brotes nosocomiales con grave repercusién sobre la
morbilidad y mortalidad de los pacientes afectados. Estos pacientes pueden adquirir la
bacteria tanto desde reservorios ambientales como desde otros pacientes infectados o
colonizados a través del personal sanitario. El estudio de la relacién clonal de las cepas
aisladas en un determinado hospital es fundamental para conocer la diseminacién de

éstas.

La resistencia a carbapenems en A. baumannii se ha incrementado
sustancialmente en los ultimos afos llegando en la mayoria de hospitales espafioles a
niveles de resistencia del 90%. La mayoria de estas bacterias resistentes a
carbapenems son productoras de carbapenemasas, las cuales se encuentran asociadas
a integrones de clase |, frecuentemente localizados en plasmidos o transposones, por
lo que la transferencia y diseminacién esta asegurada en el ambiente hospitalario si no

se toman las medidas de control adecuadas.

Por todo esto, es importante conocer los mecanismos de resistencia a

carbapenems en las cepas de un determinado hospital y realizar estudios moleculares

para establecer clones y conocer la capacidad de transmisibilidad de las mismas.
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Il. Planteamiento y objetivos

El objetivo principal de este estudio fue determinar el mecanismo de
resistencia a carbapenems, tanto por métodos fenotipicos como genotipicos, en
aislamientos clinicos de Acinetobacter baumannii obtenidos durante un periodo de 2
afios en dos unidades de alto riesgo del Hospital Clinico Universitario Virgen de la
Arrixaca, asi como conocer la epidemiologia molecular de los mismos mediante
diferentes métodos de tipificacion molecular. Ademas, se plantean los siguientes

objetivos secundarios:

1. Determinar la sensibilidad de los aislamientos de A. baumannii a diferentes

antimicrobianos.
2. Determinar la distribucién de los diferentes clones de A. baumannii en las
dos unidades de alto riesgo del Hospital Clinico Universitario Virgen de la

Arrixaca en el periodo estudiado.

3. Comparar diferentes métodos de tipificacién para el estudio de cepas de A.

baumannii.

4. Comparar los métodos fenotipicos de deteccién de carbapenemasas en A.

baumannii con la deteccion genotipica.
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1. Seleccién y obtencidn de los aislamientos de Acinetobacter baumannii

Se realizd un estudio retrospectivo en el que se analizaron las cepas de
Acinetobacter baumannii aisladas en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia del
Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca (HCUVA) durante un periodo de 2
afos (enero 2010-diciembre 2011). Las cepas procedian de pacientes adultos (mayores
de 14 aios) ingresados en la Unidad de Reanimacion (REA) y en la Unidad de Cuidados
Intensivos (UCI) del HCUVA. EI HCUVA es un hospital de tercer nivel que atiende a una
poblaciéon aproximada de 450.000 personas, siendo el hospital de referencia de la
Comunidad Auténoma de Murcia, cuenta con 873 camas de las cuales 24 se sitdan en

REAy 32 en UCI.

2. Identificacidn y sensibilidad antibiética

La identificacion bioquimica de los aislamientos se realizd6 mediante el sistema
automatizado Vitek2® (bioMérieux, La Balme Les Grottes, France). Se utilizé la tarjeta
de Gram-negativos (ID-GN). Este sistema sélo permite la identificacién del complejo
Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii que incluye varias especies (A.
baumannii, A. pittii, A. nosocomialis, A. calcoaceticus). Para identificar dentro de este
complejo a la especie A. baumannii, se detectd la presencia del gen que codifica la
“oxacilinasa 51-like”, carbapenemasa intrinseca Unicamente en esta especie, mediante
PCR (ver mas adelante apartado 5). La identificacidn a nivel de especie de las cepas del
complejo A. calcoaceticus-A. baumannii en las que no se detectd el gen “oxacilinasa
51-like”, se realiz6 mediante el espectrofotometro de masas MALDI-TOF Autoflex
(Bruker Daltonics, Leipzin, Germany), que permite la identificacion automatica
utilizando la tecnologia MALDI-TOF ("Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-
of-Flight"). Esta técnica se realizé en el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia del

Hospital Universitario de Salamanca.
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El estudio de la sensibilidad antibiotica se realizé mediante el sistema Vitek2®
(bioMérieux, La Balme Les Grottes, France), utilizando la tarjeta AST-N114 que
contiene los siguientes antibidticos: amikacina, ampicilina/sulbactam, aztreonam,
cefepime, ceftazidima, ciprofloxacino, colistina, cotrimoxazol, gentamicina, imipenem,
levofloxacino, meropenem, minociclina, piperacilina, piperacilina/tazobactam,
tigeciclina y tobramicina. La interpretacion de los resultados se realizd por el sistema
experto del instrumento siguiendo las recomendaciones del "Clinical and Laboratory
Standards Institute" (CLSI) 2010 (CLSI, 2010). La sensibilidad a amikacina se realizd

mediante difusidn con disco.

La sensibilidad en algunos aislamientos procedentes de secreciones
respiratorias, infecciones de piel y partes blandas (IPPB) y de catéteres venosos se
realiz6 mediante difusién con discos en agar Mueller-Hinton 2 (bioMérieux, La Balme
Les Grottes, France) siguiendo las recomendaciones del "Clinical and Laboratory
Standards Institute" (CLSI) 2010 (CLSI, 2010). Se testaron los siguientes antibiéticos:
amikacina, cefepime, ceftazidima, ciprofloxacino, colistina, gentamicina, imipenem,

piperacilina, piperacilina/tazobactam, tigeciclina y tobramicina.

Cada una de las cepas estudiadas se clasific6 como “Sensible” y “ Resistente”
para cada uno de los antibidticos testados. En el grupo de “Resistente” se incluyeron
las cepas resistentes y las cepas con sensibilidad intermedia siguiendo las normas de
interpretacion del CLSI (CLSI, 2010). A su vez, cada una de las cepas analizadas se
clasificaron como multirresistentes (MDR), extremadamente resistentes (XDR) y
panresistentes (PDR) siguiendo los criterios de resistencia propuestos por Magiorakos
et al. (Magiorakos et al., 2012). MDR se define como la resistencia adquirida al menos
a un agente en 3 o mas familias de antimicrobianos. De igual forma, las bacterias que
solo fueron sensibles a uno o 2 antimicrobianos/familias se consideraron como
resistencia extrema, y las que fueron resistentes a todos los antimicrobianos testados

se consideraron panresistentes.
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3. Tipificacién molecular de los aislamientos

La tipificacion molecular se realizdé mediante las técnicas de REP-PCR
("Repetitive extragenic palindromic"), RFLP-PFGE ("Restriction fragment length
polymorphisms analysis by pulsed-field gel electrophoresis") y MLST ("Multilocus

sequence typing"). Se tipificé un aislamientos de A. baumannii por paciente.

3.1. REP-PCR

La REP-PCR es una técnica de tipificacion genotipica en la que se utilizan
oligonucleédtidos disefiados a partir de secuencias palindromicas extragénicas
altamente conservadas y que se repiten a lo largo del genoma (Stern et al., 1984). La
técnica se basa en que este tipo de secuencias se encuentran dispersas en el
cromosoma, presentando orientaciones diferentes y separadas por distancias
variables. Es una técnica que se caracteriza por su simplicidad, rapidez y relativo bajo
coste. Esta técnica de tipificacion se realiz6 a todas las cepas del estudio (un
aislamiento por paciente) segun el protocolo de Grundman et al. (Grundman et al.,

1997).

v’ Extraccion del ADN

Las cepas archivadas a -802C se descongelaron, se cultivaron en placas Mueller-
Hinton 2 (bioMérieux, La Balme Les Grottes, France) y se incubaron durante 24 horas a
37°C. Para la extraccidn del ADN se utilizé una técnica basada en la centrifugacion y en
un proceso de choque térmico, siguiendo el siguiente protocolo:

- Se resuspendieron de 3 a 4 colonias en 100 pl de agua destilada estéril

contenida en un tubo eppendorf estéril de 1,5 ml.

- A continuacidn, el tubo se calentd durante 15 min a 95°C en un termobloque.
- Inmediatamente, se enfrid en hielo durante 10 min.
- Después de centrifugar el tubo a 15000 rpm durante 30 segundos, se recogio el

sobrenadante y se depositd en un nuevo tubo eppendorf estéril de 1,5 ml.
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- El ADN total estaba preparado para usar o conservar a -202C para posterior

estudio.

v" Reaccidn de PCR

Las PCRs se realizaron en un volumen total de 25 ul, que contenia 12,5 pl de
MasterMix (Promega), y 5 ul de los cebadores REP-1 y REP-2 (Tabla 4). Las condiciones
de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion a 95°C (5 min), 30 ciclos de 95°C (30 s),

52°C(30s) y 72°C (1 min), y una extensioén final a 72°C (5 min).

Tabla 4. Cebadores utilizados en REP-PCR.

Cebador Secuencia (5’ 2 3’)

REP-1 IIIGCGCCGICATCAGGC

REP-2 ACGTCTTATCAGGCCTAC

v Deteccidn y separacion de los amplificados

En todas las técnicas de PCR utilizadas, los productos obtenidos tras la
amplificacién se separaron y detectaron mediante electroforesis convencional en geles
de agarosa al 1,5% en TBE 0,5X. Se utiliz6 SYBR® Safe DNA Gel Stain (Lifetechnologies)
a una concentraciéon de 10000X como agente intercalante fluorescente entre las dos
cadenas de ADN en el momento de fusién de la agarosa. Una vez solidificado el gel, se
cargaron los pocillos con las muestras, constituidas por 10 pl del amplificado con
tampon de carga 1X. Para determinar el tamafio del producto amplificado se utilizé un
marcador de peso molecular de 100 pares de bases ("DNA ladder" 100 pb,
Invitrogen®). Las condiciones de la electroforesis fueron: 100 voltios, 400 amperios
durante 70 minutos. La visualizacion de los amplificados se realizd en un

transiluminador de luz ultravioleta (U: Genius, Syngene®).
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Los patrones de bandas se consideraron iguales cuando presentaron el mismo
numero de bandas y la misma distancia de migracién. Los aislados se consideraron no
relacionados genéticamente cuando se detectaron 2 o mas bandas de diferencia entre
estos. Las variaciones en la intensidad de las bandas o en la forma no se tuvieron en
cuenta de acuerdo con Snelling et al. (Snelling et al., 1996). Cada patron de bandas

diferente se designd con una letra mayuscula.

3.2. PFGE-RFLP

La PFGE-RFLP es la técnica de referencia en la caracterizacion clonal de
microorganismos. Posee un elevado poder de discriminacidn y una excelente
reproducibilidad (Van Belkum, 1994). El principal inconveniente de esta técnica de
tipificacion molecular es que es muy laboriosa y larga, ya que la mayoria de los
protocolos requieren mas de 4 dias para poder obtener y analizar los patrones de

bandas (Ferndndez-Cuenca, 2004).

Todas las cepas estudiadas mediante REP-PCR se tipificaron mediante PFGE-
RFLP en el CHEF-DR™II (Bio-Rad) utilizando una endonucleasa de baja frecuencia de
corte (Apal), siguiendo el protocolo descrito por Seifert et al. (Seifert et al., 2005). La
interpretacion se realizé siguiendo los criterios establecidos por Tenover et al.

(Tenover et al., 1995).

v’ Extraccién del ADN

Se realizd la extraccidon del ADN a partir de un cultivo de 18 horas en el medio
de cultivo sdélido agar Mueller-Hinton (MH) (bioMérieux, La Balme Les Grottes, France)
con el siguiente protocolo:

- Se resuspendieron de 3 a 4 colonias en un tubo Falcon de pico que contenia 5

ml de tampdn de lavado SE [75 mM NaCl (pH 8), 25 mM EDTA (pH 8)].

- A continuacién, se centrifugd a 3500 rpm durante 5 min, se descartd el

sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 5 ml de tampdn de lavado SE.
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- Se repitid la centrifugacién, se descartd de nuevo el sobrenadante y se
resuspendio el sedimento en 3 ml de tampdn de lavado SE.

- Finalmente, se ajustd la concentracion celular bacteriana mediante
espectrofotémetro, obteniendo un valor de densidad éptica entre 1,8 y 1,9 (10’

cfu/ml aproximadamente) a una longitud de onda de 600 nm.

v Elaboracion de bloques de agarosa

Para elaborar los bloques de agarosa se tomé 1 ml de la solucién celular
bacteriana ajustada a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se centrifugé a 13000 rpm
durante 5 min. A continuacidn, se retird el sobrenadante con pipeta y se resuspendio
con 500 pl de TE [10 mM Tris-HCI (pH 8), 0,1 mM EDTA (pH 8)]. Se agitd, se anadieron
700 pl de agarosa de bajo punto de fusidon al 2% y se rellenaron los moldes para

bloques.
v’ Lisis celular
La lisis celular se llevd a cabo en tubos Falcon de 50 ml en los que se afiadieron
3 ml del tampdn de lisis [50 mM de Tris-HCI (pH 8), 50 mM EDTA (pH 8), 1% SarKosyl],
los bloques y a continuacion, 1 mg/ml (150 pl) de proteinasa-K (20 mg/ml) (Promega®).

Los tubos se incubaron a 55-56°C en bafio durante aproximadamente 20 horas.

v Lavados de los blogues

Con el fin de eliminar posibles interferencias tras el proceso de lisis celular, se
realizaron 5 lavados de los bloques a temperatura ambiente:

19. Se retiraron los bloques de la solucion de lisis.

29, Se realizé un lavado 5 ml de agua destilada durante 5 min.

32, A continuacidn se realizaron 4 lavados con 3 ml de tampdn TE de lavado

[10mM Tris-HCI (pH 8), 1 mM EDTA (pH 8)] durante 45 min cada uno.
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v" Digestién del ADN con enzima de restriccion

La digestion del ADN se realizd con el enzima de restriccion Apal (Promega®),
gue es un enzima de baja frecuencia de corte (5'-GGGCCCC-3°). Para ello, se cortd un
fragmento del bloque (aproximadamente medio cm) y se afiadié en un tubo eppendorf
de 1,5 ml, que contenia 300 pl del tampdn a concentracion 1X del enzima de
restriccion. Se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 min. A continuacién, se
retird este tampodn y se anadieron de nuevo 300 pl del tampdn 1X. Finalmente, se

afadieron 30U del enzima Apal.

v Electroforesis en campo pulsante

Se prepard un gel de agarosa al 1% en tampoén TBE (Tris/Borate/EDTA) a una
concentraciéon 0,5X. Una vez solidificado, se introdujo en cada pocillo del gel el
fragmento de bloque correspondiente. A continuacién, se rellend el espacio libre de
cada pocillo con agarosa de sellado al 1%. Finalmente, se separaron los fragmentos
digeridos por el enzima de restriccion usando el sistema CHEF-DR™ Il (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Las condiciones electroforéticas fueron las siguientes:

= Temperatura: 14 ¢C
=  Pulsos de tiempo: intervalos desde 5a 20 s
= Voltaje: 6 V/cm

= Tiempo: 19 horas

v' Tincidn del gel y revelado

Para la tincién de los fragmentos obtenidos, se sumergio el gel en una solucién
de bromuro de etidio en tampdn TBE 0,5X a una concentracion de 0,5 pg/ml durante
15-20 min, a temperatura ambiente y protegido de la luz. A continuacidn, se lavo el gel
en tampon TBE 0,5X durante 20 min y se visualizd en un transiluminador de luz

ultravioleta (U: Genius, Syngene®).
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v Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura e interpretacion de los patrones de bandas obtenidos se llevé a cabo
sobre la fotografia del gel segun los criterios definidos por Tenover et al. (Tenover et
al., 1995). Mediante esta técnica se compara la similitud genética de una serie de
cepas, de modo que comparamos cada cepa con el resto de la serie. Ninguna banda de
diferencia se considera cepas iguales, una banda de diferencia se interpreta como
relacion clonal, dos bandas de diferencia como posiblemente relacionados y un
numero mayor de tres bandas distintas se interpreta como aislados no relacionados
clonalmente (Tenover et al., 1995). Los diferentes patrones de bandas se designaron

con niumero romano.

3.3. MLST

Se tipific6 mediante MLST dos cepas de cada uno de los dos patrones
mayoritarios que se obtuvieron por PFGE-RFLP, segun el protocolo descrito por Bartual
et al. (Bartual et al., 2005). La extraccién de ADN se realizé mediante la técnica basada
en la centrifugacion y en un proceso de choque térmico descrita previamente
(Apartado 3.1). Se realizd la amplificacién de los fragmentos variables de 7 genes
conservados: citrato sintasa (g/tA), DNA girasa subunidad B (gyrB), glucosa
deshidrogenasa B (gdhB), factor recombinante homologo (recA), chaperona 60-kDa
(cpn60), glucosa-6-fosfato isomerasa (gpi), RNA polimerasa factor sigma (rpoD),
presentes en el genoma de A. baumannii. Los cebadores, tamafo de los amplicones y
los genes se muestran en la tabla 5. Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacién

a 94 2C (1 min), 30 ciclos a 94 2C (2 min), 55 2C (1 min) y extensién a 72 2C (2 min).
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Tabla 5. Cebadores usados en MLST y genes conservados en A. baumannii.

Secuencia (5" > 3') Tamaiio del amplicén Gfenes
(pb) diana

Citrato F1 AAT TTA CAG TGG CAC ATT AGG TCC C 799 gltA
Citrato R12 GCA GAG ATA CCA GCA GAG ATA CACG
gyrBF TGA AGG CGG CTT ATC TGA GT 909 ayrB
gyrBR GCT GGG TCTTTT TCCTGA CA
GDHB 1F GCT ACTTTT ATG CAA CAGAGCC
GDH SECF ACCACATGCTTT GTT ATG 775 gdhB
GDHB 775R GTT GAGTTG GCG TATGTTGTG C
GDH SECR GTT GGC GTATGT TGT GC
RA1 CCT GAATCT TCY GGT AAA AC 425 recA
RA2 GTT TCT GGG CTG CCA AAC ATT AC
cpn60 F GGT GCT CAA CTT GTT CGT GA 479 cpn60
cpn60 R CAC CGA AAC CAG GAG CTTTA
gpi F GAA ATT TCC GGA GCT CAC AA 508 api
gpi R TCA GGA GCA ATACCCCACTC
rpoD R ACC CGT GAA GGT GAA ATC AG 492 rpoD
rpoD F TTC AGC TGG AGCTTT AGC AAT

v Purificacion de los amplificados

Tras la amplificacién por PCR, permanecen en la mezcla de reaccién junto con
las copias del amplificado muchos restos de dNTPs y oligonucledtidos sin consumir.
Todos estos restos pueden interferir en la posterior reacciéon de secuenciacién. Para
evitarlo, los amplificados fueron purificados mediante un método enzimatico
comercial que hidroliza todos estos restos utilizando enzimas hidroliticas, una
exonucleasa y fosfatasa alcalina (lllustra ExoStar 1- Step, GE Healthcare) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

v Secuenciacion de los amplificados

La secuenciacién de los amplificados se realizd segun el método de Sanger en el
secuenciador automatico ABIPrism 337-DNA "sequencer" mediante electroforesis
capilar y terminadores fluorescentes BigDye™ de Applied Biosystems en un laboratorio

externo (Sistemas Gendmicos®, Valencia).
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El andlisis de las secuencias de los 7 genes se realizé con el software Chromas
Lite v.2.01 y fueron comparadas con las incluidas en la base de datos de Oxford
obteniendo el correspondiente perfil alélico y secuencia tipo ST

(http://pubmlst.org/abaumannii).

4. Deteccidon fenotipica de carbapenemasas mediante el test de Hodge y el

Etest® MBL

La deteccion fenotipica de carbapenemasas se realizd a un aislamiento por
paciente, independientemente de que en el antibiograma se observara una expresién
fenotipica compatible con la presencia de carbapenemasas (sensibilidad disminuida o
resistencia a alguno de los carbapenems). Esta deteccidn fenotipica se realizé
mediante el test de Hodge y la deteccién de metalobetalactamasas utilizando tiras de

Etest con imipenem y EDTA (Etest® MBL).

El test de Hodge se realizd siguiendo las recomendaciones del "Clinical and
Laboratory Standard Institute" (CLSI) 2012 (CLSI/, 2012) tanto en el procedimiento
como en la interpretacion de los resultados. Se realizé el test de Hodge de cada cepa
por duplicado utilizando dos placas diferentes de Mueller-Hinton: Mueller-Hinton 2
(MH2) (bioMérieux, La Balme Les Grottes, France) y Mueller-Hinton E (MHE)
(bioMérieux, La Balme Les Grottes, France). Se inocularon ambas placas con una
suspension de la cepa Escherichia coli ATCC 25922 sensible a carbapenems en solucion
salina con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala de McFarland. Se colocé un
disco de meropenem (10 ug) en el centro de cada placa y se inocularon 3-5 colonias de
las cepas a estudio formando una estria radial desde 2-3 mm del disco de imipenem
hacia el borde de la placa. Tras la incubacion de las placas a 35+22C durante 16-20
horas se realizd la lectura visual del test por dos observadores. Se examind
visualmente el margen del halo de inhibicion en la zona adyacente a la estria y se
considerd un resultado positivo ante la presencia de una zona de inhibicion

distorsionada a los lados de la estria debido al crecimiento de la cepa indicadora
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(E.coli) y un resultado negativo ante la ausencia de una zona de inhibicién

distorsionada a los lados de la estria.

Para detectar la presencia de carbapenemasas tipo metalobetalactamasas se
realizo la deteccidn fenotipica mediante el Etest® MBL (AB Biodisk, Solna, Sweeden)
gue contiene imipenem (IMP) mas IMP-EDTA. Se inoculd una suspension de la cepa a
estudio en solucién salina con una turbidez equivalente a un 0,5 de la escala de
McFarland en MH2 y MHE. Se aplicd la tira de Etest® MBL sobre el agar. Se incubaron
las placas a 35+22C durante 16-20 horas y se leyeron los valores de CMI de IMP e IMP-
EDTA. Para la interpretacién de los resultados se calculé el cociente resultante de
dividir la CMI del imipenem con la CMI del imipenem-EDTA. La prueba se considerd

positiva si el cociente fue 8 o si la diferencia de las CMls fue de 3 o mas diluciones.

5. Deteccidn y caracterizacion genotipica de oxacilinasas mediante técnicas

moleculares basadas en reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La deteccion de carbapenemasas mediante métodos moleculares se llevd a
cabo por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando cuatro "sets” de
cebadores que incluyeron las oxacilinasas mds frecuentemente implicadas en la
resistencia a carbapenems en Acinetobacter sp. (Tabla 6). El grupo OXA C se utilizé
para la identificacién de la especie A. baumannii dentro del complejo A. calcoaceticus-

A. baumannii.

v’ Extraccion del ADN

La extraccidn de ADN se realizé tal y como se indica en el apartado 3.1.
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v Deteccidn de genes codificantes de oxacilinasas

La detecciéon de oxacilinasas se realizé a un aislamiento de cada paciente
incluido en este estudio, mediante amplificacion de diferentes genes (Tabla 6) por PCR

a partir de ADN total.

Las diferentes reacciones de PCRs se realizaron en un volumen total de 25 pl,
que contenia 12,5 pl de MasterMix (Promega), y 5 pl de los cebadores especificos. Las
secuencias de los cebadores, las temperaturas de hibridacién y los genes incluidos en
cada "set" se muestran en la tabla 6. La amplificacion se realizé en el termociclador
Mastercycler epgradient (Eppendorf) con las condiciones descritas por Hujer et al.
(Hujer et al., 2006). Las condiciones fueron: desnaturalizacidn a 95 2C (30 s), 30 ciclos
[temperatura especifica de cada grupo de cebadores (1 min), y extension a 72 °C (1

min/kb producto)].

Tabla 6. Cebadores especificos utilizados para la deteccion de oxacilinasas y

genes diana.
Cebador Secuencia (5’ = 3’) Genes diana
"set A" blaoxa-2a, blaoxa-2s,
OXA A FOR ATGAAAAAATTTATACTTCC blaoxa-26, blAoxa-33,
OXA A VER TTAAATGATTCCAAGATTTTC blagxa.ao, blagya-72
"set B"
blaoxa-»3, blaoxa-27,
OXA B FOR TCTGGTTGTACGGTTCAGC
blaoya.as
OXA B VER AGTCTTTCCAAAAATTTTG
blaoxa-s1, blaoxass,
llset cll
blaoxa-a, blaoxa-so,
OXA C FOR ACAGAARTATTTAAGTGGG
blaoxaz0, blaoxa71,
OXA CVER GGTCTACAKCCMWTCCCCA
blaoya.7s, blaoxa7s
"set OXA-58"

OXAS8FOR  ATGAAATTATTAAAAATATTGAGTTTAG  blaoyass bldoxass
OXA 58 VER TTATAAATAATGAAAAACACCCAAC
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En cada "set" de cebadores se incluyd un control positivo y un control negativo
de la PCR. Como control positivo se utilizé una cepa de A. baumannii que amplifica
para el "set C", ya que este contiene el grupo de genes tipo blaoxa-si.ike, OXacilinasa que
se expresa de forma intrinseca en este microorganismo. Como control negativo se

utilizé agua libre de nucleasas.

v Deteccion y separacion de los amplificados en gel de agarosa.

Purificacion y secuenciacion.

Los productos de PCR se analizaron con geles de agarosa tal y como se ha
descrito previamente en el apartado 3.1. La purificacidn y secuenciacién también se

realizé como se ha descrito previamente (apartado 3.3)

v Interpretacion de los amplificados

La lectura e interpretacion de las secuencias obtenidas se realizé con el
software Chromas Lite v.2.01. La herramienta informatica BLAST disponible en

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov se utilizd para comparar dichas secuencias con las

depositadas en la base de datos http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sBlast.cgi (NCBI,
Nacional Center for Biotechnology).
La alineacion de algunas de las secuencias obtenidas se realizd mediante la

herramienta Clustal Omega (EMBL-EBI) version 1.2.1.

6. Deteccidn y caracterizacidon genotipica de metalobetalactamasas mediante

técnicas moleculares basadas en reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La deteccién genotipica de metalobetalactamasas (MBLs) se realizé a 9
aislamientos de A. baumannii resistente a carbapenems (se seleccionaron de forma
aleatoria 2 cepas de cada patron definido mediante PFGE). Se realizé la amplificacidon

por PCR de los genes mas frecuentes identificados en A. baumannii (Tabla 7),
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clasificados en 3 grupos de cebadores. En cada grupo de cebadores se usé como
control positivo una cepa de Pseudomonas aeruginosa portadora del gen que codifica
la enzima VIM. Como control negativo se utilizd agua libre de endonucleasas. Las
condiciones de PCR fueron: desnaturalizacion a 94 2C (5 min); 35 ciclos a 94 eC (20 s),

559C (45's)y 72 °C (30 s).

Tabla 7. Cebadores especificos para la detecciéon de MBLs, tamafio del amplicdn y genes

Tamaiio del Genes
amplicon (pb) GIERE]

Cebador Secuencia (5’ 2 3’)

IMP-FOR GAATAG(A/G)(A/G)TGGCTTAA(C/T)TCTC

IMP-REV CCAAAC(C/T)ACTA(G/C)GTTATC 188 blawe
VIM-FOR GTTTGGTCGCATATCGCAAC 280 bl
VIM-REV AATGCGCAGCACCAGGATAG ViM
SIM-FOR GTACAAGGGATTCGGCATCG c60 b
SIM-REV TGGCCTGTTCCCATGTGAG sim

La deteccion y separacion de los amplificados en gel de agarosa, asi como la
purificacidon, secuenciacién e interpretacion de los amplificados se realizé siguiendo el

protocolo del apartado anterior.

Adicionalmente, se realizé la deteccion de metalobetalactamasas mediante
PCR a tiempo real con la técnica Xpert® Carba-R (GeneXpert, Cepheid) a 5 cepas en las
que mediante PCR convencional no se detectaron los genes codificantes de las
oxacilinasas OXA-23, OXA-24 y OXA-58, estudiadas en este trabajo, pero se habian
obtenido resultados positivos en las pruebas fenotipicas de deteccion de
carbapenemasas y MBL (Test de Hodge y Etest® MBL, respectivamente). Esta técnica
de diagndstico cualitativo permite la deteccidon y la diferenciacion rapida de las
secuencias de los genes que codifican estas carbapenemasas: KPC, NDM, VIM, IMP-1y
OXA-48. Ademas de incluir los reactivos para la deteccién de las secuencias de estos

genes, incluye un control de procesamiento de muestras (SPC) para controlar que el
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procesamiento de las bacterias diana sea el adecuado y para indicar la presencia de
inhibidores en la reaccion PCR. EI SPC también garantiza que las condiciones
(temperatura y tiempo) de la reaccion PCR sean adecuadas para la reaccidon de
amplificacién y que los reactivos para la PCR funcionen correctamente. Un control
interno adicional, el control de comprobacién de sondas (PCC) verifica la rehidratacién
de los reactivos, el llenado del tubo de PCR en el cartucho, la integridad de las sondas y

la estabilidad de los colorantes.

7. Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa " Statistical Package For The
Social Sciences" (v.19.0 SPSS S.L. Madrid).

El estudio de la relacidon o asociaciéon de las variables bivariantes se realizé
mediante la prueba de Chi-cuadrado de Pearson, complementado con un andlisis de
residuos para determinar el sentido de la dependencia. Se consideré estadisticamente

significativo un valor de "p" inferior a 0,05.
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IV. Resultados

1. Descripcion de los aislamientos

1.1. Aislados de A. baumannii

Se estudiaron un total de 239 aislamientos de Acinetobacter baumannii
procedentes de 101 pacientes ingresados en las Unidades de Reanimacion (REA, 40
pacientes) y de Cuidados Intensivos (UCI, 61 pacientes), del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia) durante un periodo de 2 afios (2010 y
2011). En 39 pacientes (38,6%) A. baumannii se aislé en una Unica muestra. En el resto

se aislé hasta en 8 muestras diferentes.

El 47,7% de las cepas (114) se aislaron de los pacientes ingresados en REA y el

52,3% (125) de los pacientes ingresados en UCI.

Distribucion de los pacientes sequn edad y sexo

La distribucién de edades de los pacientes se muestra en la figura 11.
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Figura 11. Distribucidn de edades de los pacientes incluidos en el estudio.
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La media de edad de los pacientes fue de 59,8 afios y la mediana de 65 afios
[rango: 15 - 90 afios]. La mayoria de los aislados (25,7%, 26/101) procedia de pacientes
con edades comprendidas entre los 76 y los 85 afios. No se recibié ninguna muestra de
pacientes pediatricos (menores de 14 afios). El nimero de muestras por paciente fue
aumentando con la edad del paciente, comenzando a disminuir en pacientes mayores

de 85 afios.

En cuanto al sexo de los pacientes, el 69,3% (70/101) eran hombres y el 30,7%
(31/101) mujeres. La edad de los hombres varié de 19 a 90 afios, encontrandose la
mayoria de ellos (24,3%) entre los 76 y los 85 afios. EIl nimero de muestras
procedentes de hombres aumentd con la edad hasta los 85 afios y tan solo se
recogieron dos muestras en pacientes mayores de 85 afios. Las muestras procedentes
de mujeres correspondieron a pacientes entre 15 y 88 afos, estando la mayoria de

ellas en el intervalo de edades comprendidas entre los 76 y los 85 afios.

La figura 12 recoge los datos relativos a la edad de los pacientes en funcion del

sexo.
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Figura 12. Distribucién de los pacientes del estudio seglin edad y sexo (porcentaje de
hombres y mujeres en cada grupo de edad).
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La distribucion de edades de los pacientes segln el servicio de procedencia se
muestra en la Figura 13. La edad media de los pacientes ingresados en REA y UCI fue
de 69,8 (rango: 26-88) y 53,3 (rango: 15-90), respectivamente. Un 67,5% (27/40) de los
pacientes ingresados en REA tenian edades comprendidas entre los 66 y 85 afios (25%
en el intervalo 66-75 afios y un 42,5% en el intervalo 76-85 afios). Sin embargo, en la
UCl se observé una distribucién uniforme de los pacientes en los distintos intervalos de
edad. El mayor niumero de pacientes en esta Unidad se encontraba en el intervalo de

edades entre 46 y 55 afios (19,7%, 12/61).
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Figura 13. Distribucidn de los pacientes del estudio segun la edad y el servicio
de procedencia de las muestras. Los porcentajes estan expresados como
porcentaje del total de pacientes ingresados en cada Unidad.

La distribucién de los pacientes segun edad y sexo en los diferentes servicios

estudiados se muestran en las figuras 14 y 15.

De los 40 pacientes ingresados en la unidad de Reanimaciéon el mayor
porcentaje de muestras, tanto de hombres como de mujeres, se observd en el
intervalo de edades comprendidas entre los 76 y 85 afios (22% y 20%,
respectivamente). No se recibieron muestras procedentes de mujeres con edades
inferiores a las comprendidas entre 46 y 55 afios. El nimero de muestras procedentes

de ambos sexos disminuyen a partir de esta edad.
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Del servicio de UCI se recibieron muestras de 61 pacientes. La mayoria procedia
de hombres con edades comprendidas entre los 66 y los 75 afios (14,7%). El nimero de
muestras e disminuye en pacientes a partir de los 85 afios, que representaron sélo
1,6% de muestras del total. En las mujeres el intervalo de edad en el que se observé un
mayor nimero de muestras fue de 46-55 afios (9,8%), disminuyendo a un 3,3% (entre

los 66-75 afos), un 1,6% (entre 76-85 afios) y ninguna muestra a partir de los 85 afos.

Distribucién de pacientes segln edad y sexo en REA
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Figura 14. Distribucion de pacientes segin edad y sexo en REA, expresada
como porcentaje del total de muestras procedentes de este servicio.
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Figura 15. Distribucidon de pacientes segun edad y sexo en UCI, expresada
como porcentaje del total de muestras procedentes de este servicio.
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1.2. Procedencia de los aislamientos de A. baumannii

De las 239 en las que se aislé A. baumannii, 110 se procesaron en el aifio 2010,
71 procedentes de pacientes ingresados en REA y 39 de pacientes en UCI. En el 2011 se

aislé en 129 muestras, 43 de REA y 86 de UCI.

De la mayoria de los pacientes se recibié una Unica muestra (38,6%, 39/101
pacientes). Sin embargo, en 62 casos se recibid mas de un aislado por paciente (Tabla

8). En estos 62 pacientes se aisld A. baumannii en un total de 200 muestras.

Tabla 8. Numero de pacientes segun el nimero de muestras con aislamiento de A.
baumannii.

Numero de pacientes
Numero de muestras por

paciente con aislamiento de Afio 2010 Afio 2011 Total
A. baumannii
1 muestra 21 18 39
2 muestras 6 21 27
3 muestras 10 4 14
4 muestras 5 4 9
5 muestras 4 3 7
6 muestras 0 3 3
7 muestras 1 0 1
8 muestras 0 1 1
Total 47 54 101

Los pacientes con mas de un aislado no presentaron un intervalo de edad
especifico, tenian edades comprendidas entre 21 y 87 afios, y procedian tanto de REA
como de UCI (48,4% y 51,6%, respectivamente). Se observé que el numero de
pacientes que aportaron dos muestras aumenté conforme lo hizo la edad, hasta los
mayores de 85 afos. El resto de pacientes con mas de una muestra, no mostraron una

clara relacion con la edad del paciente (Figura 16).
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Las primeras muestras de estos pacientes con mas de un aislado
correspondieron a muestras respiratorias (20/62, 32,2%), muestras de sangre (10/62,
16,1%), infecciones de piel y partes blandas (IPPB) (9/62, 14,5%), muestras
intraabdominales (5/62, 8,1%), catéteres venosos (7/62, 11,3%), muestras de

colonizacion (5/62, 11,3%), orina (2/62, 3,2%), y liquidos estériles (2/62, 3,2%).
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Figura 16. Numero de muestras por paciente y la edad.

Un 88,7% (212 cepas) de los aislamientos de A. baumannii procedian de
muestras clinicas. El resto 11,3% (27/239) fueron muestras de colonizacion (exudados
rectales, axilares y faringeos) obtenidas como parte del programa de vigilancia activa

de este microorganismo multirresistente realizado en areas de alto riesgo del hospital.

Entre los aislamientos clinicos, la mayoria procedian de muestras respiratorias
(76/212, 35,8%) que incluian secreciones respiratorias, aspirados bronquiales, esputos,
lavados broncoalveolares y exudados éticos; seguido, en orden decreciente, de IPPB
(43/212, 20,3%), hemocultivos (34/212, 16%), catéteres venosos (29/212, 13,7%),
muestras intraabdominales (15/212, 7,1%), orinas (10/212, 4,7%), y liquidos estériles
(LCRy liquido pleural) (5/212, 2,4%) (Figura 17).
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Figura 17. Procedencia de los aislamientos clinicos. IPPB: infeccién de piel y
partes blandas. Respiratorias: muestras relacionadas con infecciones
respiratorias de vias altas y bajas, excepto liquido pleural.

Se analizé el tipo de muestra recibida segun el servicio de procedencia (Figura
18). Asi, de las 114 muestras procedentes de la REA, el 28,9% (33/114)
correspondieron a muestras respiratorias, el 18,4% (21/114) a catéteres venosos y el
17,5% (20/114) a IPPB. Otras muestras de este servicio fueron muestras
intraabdominales, de colonizacion, intraabdominales, orinas y liquidos estériles. En la
UCI la mayoria de las muestras fueron respiratorias (34,4%, 43/125), seguidas de

hemocultivos (19,2%, 24/125) y muestras de IPPB (18,4%, 23/125).
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Figura 18. Distribucion de los diferentes tipos de muestras recibidas por
servicios. Los valores estan expresados como porcentaje del total de las
muestras de cada servicio.
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1.3. Distribucion temporal de los aislamientos de A. baumannii

La distribucion temporal de los aislamientos a lo largo de los afios 2010 y 2011

en REA y UCI queda reflejada en las figura 19.

El niumero de aislados por mes vario entre 0 y 10. Los meses con mayor numero
de aislamientos fueron Junio 2011, Enero 2010, Diciembre 2011, Agosto 2011 y
Octubre 2011, con 10, 9, 9, 8 y 8 aislamientos de A. baumannii, respectivamente. En
general, no existié relacion entre los picos de mdaxima incidencia en REA y UCI. El
numero de aislamientos de A. baumannii en ambas unidades no fue en paralelo, la
maxima incidencia se debid al aumento de aislados en uno de los servicios. En el afio
2010, el niumero maximo de aislamientos de A. baumannii se observd en el mes de

Enero en REA. Mientras que en el ano 2011, fue en Junio y Agosto en UCI.

Durante el periodo de estudio no se observd un mayor niumero de aislados de

A. baumannii en los meses de verano (Junio, Julio y Agosto).

Distribucion temporal de los aislamientos
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Figura 19. Distribucién temporal de los aislamientos de A. baumannii en REA y UCI
durante el afio 2010y afio 2011.
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1.4. Estudio de colonizacién-infeccidon por A. baumannii

Las muestras totales enviadas al Servicio de Microbiologia para el estudio de
colonizacidn fueron 44: 18 exudados axilares (40,9%), 14 exudados rectales (31,8%) y
12 exudados faringeos (27,3%). Estas muestras procedian de 16 pacientes. En 9 de
éstos, se realizd el estudio de vigilancia activa completo mediante la recogida de 3
muestras (exudado axilar, exudado faringeo y exudado rectal). Ademads, a 3 de estos
pacientes se les recogié un cuarto exudado. En el resto (7/16), se recogieron 1 o 2
muestras de vigilancia activa. La edad media de estos pacientes fue de 63 afos

(intervalo 30-79 afos) y la mitad eran hombres (50%).

A. baumannii multirresistente se aislé en 27 muestras de colonizacion (61,4%,
27/44): 14 exudados axilares (14/18, 77,8%), 7 exudados rectales (7/14, 50%) y 6
exudados faringeos (6/12, 50%). Todas las cepas fueron resistentes a carbapenems.
Estos resultados mostraron que en nuestro estudio de vigilancia activa frente a este
microorganismo multirresistente se obtuvo mayor rendimiento con los exudados

axilares en comparacién con los faringeos y rectales.

En el 9,9% (10/101) de los pacientes el primer aislamiento fue obtenido de
muestras de vigilancia activa. De estos pacientes, un 60% (6/10) desarrollaron mas
tarde infeccidn por este microorganismo (2 infecciones respiratorias, 2 IPPB y dos
bacteriemias, una de ellas de origen respiratorio). Tras la colonizacién, el tiempo
medio de aparicion de la infeccién fue de 14,8 dias (0-58 dias). Los 4 pacientes
restantes (4/10) no desarrollaron posteriormente una infeccién, sélo estuvieron
colonizados por A. baumannii multirresistente. La edad media de estos 4 pacientes fue
de 68 anos (rango: 49-79 afios) y el 75% eran mujeres. Todos estos pacientes

estuvieron ingresados en REA a excepcién de uno ingresado en UCI.

En el resto de pacientes con aislamiento de A. baumannii (91/101) las primeras
muestras correspondieron a muestras clinicas enviadas al Servicio de Microbiologia
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por sospecha de diferentes cuadros infecciosos. Estos procesos infecciosos iniciales
fueron: respiratorios (35/91), sepsis (17/91), IPPB (14/91), infecciones asociadas a
catéteres venosos (10/91), infecciones intraabdominales (8/91), infecciones de orina
(5/91) y de liquidos estériles (2/91). El 61,5% (56/91) de las muestras procedian de
pacientes de UCI, el resto (38,5%, 35/91) de REA.

En los 44 pacientes ingresados en UCI, el tiempo medio de ingreso previo al

aislamiento microbiolégico fue de 22,7 dias.

1.5. Sensibilidad antibidtica de los aislamientos de A. baumannii

Sensibilidad antibidtica global

Los resultados de la sensibilidad frente a los antimicrobianos estudiados, se
presentan en la tabla 9. Se incluyd el primer aislamiento de A. baumannii de cada

paciente, estudiando, por tanto, un total de 101 cepas.

Los antibidticos mas activos frente A. baumannii fueron colistina, minociclina,
amikacina y cotrimoxazol, con unos porcentajes de sensibilidad del 93,1%, 60,4%,
45,5% y 44,5% respectivamente. La tigeciclina fue activa en el 19,8% de las cepas

estudiadas, tobramicina en el 16,8% y ampicilina/sulbactam en el 9,9%.

La mayoria de las cepas fueron resistentes a carbapenems con porcentajes de
sensibilidad a imipenem y meropenem del 3%. Tan sélo 3 cepas de todas las
estudiadas fueron sensibles a este grupo de antibidticos, considerados tratamiento de
eleccién en infecciones por A. baumannii. Para el resto de antibidticos también se
observaron altas tasas de resistencia. Asi, para piperacilina, piperacilina/tazobactam,
ceftazidima, cefepime, aztreonam, gentamicina, ciprofloxacino y levofloxacino se
encontré que menos del 4% de los aislamientos fueron sensibles. Sélo hubo 3
aislamientos sensibles a todos los antibidticos testados excepto a aztreonam. Estos
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procedian de secreciones respiratorias, sangre y de IPPB, de pacientes ingresados en
UCIL. En dos de ellos (afio 2010) se considerd que la infeccion fue de adquisicidn
nosocomial ya que aparecio tras 48 horas del ingreso hospitalario. En el otro paciente

la infeccion fue de origen comunitario (afio 2011).

Cuando se comparan los porcentajes de sensibilidad a los diferentes
antibiodticos en los dos afios estudiados, se observa que en el afio 2011 se incrementa
el porcentaje de cepas sensibles a amikacina (59,3% en 2011 vs 29,8% en 2010),
colistina (94,4% vs 91,5%), tobramicina (20,4% vs 12,8%) y un menor porcentaje para
ampicilina/sulbactam (7,4% vs 12,8%), gentamicina (1,8% vs 6,4%) y minociclina (51,8%
vs 70,2%). Para el Unico antibidtico que se observé que la diferencia de sensibilidad
entre los dos afios estudiados era estadisticamente significativa fue para amikacina
(p<0,05). En el resto de antibidticos no se observaron diferencias significativas (Tabla
9).

Entre los aislamientos procedentes de las dos unidades estudiadas también se
observaron diferencias en los porcentajes de sensibilidad. Asi, en la UCI, los
porcentajes de sensibilidad para colistina, minociclina, tigeciclina y tobramicina fueron
del 95,1%, 70,5%, 31,1% y 22,9% respectivamente, frente a unos porcentajes del 90%,
45%, 2,5% y 7,5% de cepas sensibles observados en REA para los mismos antibidticos.
Amikacina y cotrimoxazol fueron mas activos frente a aislamientos de REA que frente a
aquellos procedentes de UCI (50% vs 42,6% y 52,5% vs 39,3%, respectivamente). La
diferencia en la sensibilidad entre las cepas de A. baumannii en las dos unidades de
alto riesgo para tobramicina, minociclina y tigeciclina fue estadisticamente significativa
(p<0,05), siendo estos antibidticos mas activos en aquellos aislamientos procedentes
de UCL. En general, se observé un mayor porcentaje de resistencia antibidtica en los
aislamientos de pacientes ingresados en REA, con respecto a los aislamientos de UCI

(Tabla 10).

También se encontraron diferencias en las dos Unidades a lo largo de los dos
afios estudiados. En el aifio 2010, tigeciclina fue mas activa frente a los aislamientos
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clinicos procedentes de UCI que aquellos aislados en REA, siendo la diferencia entre
ambas unidades estadisticamente significativa (p<0,05). Cuando se analizaron las
diferencias en las tasas de sensibilidad de las cepas aisladas en las dos unidades
estudiadas durante el afio 2011, se observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) para amikacina y cotrimoxazol, que fueron mas sensibles en
aquellas procedentes de REA, y minociclina y tigeciclina que presentaron mas actividad

en las cepas aisladas de pacientes ingresados en la UCI.

Tabla 9. Porcentaje de cepas sensibles a diferentes antibidticos durante los afios 2010 y 2011.

Porcentaje de cepas sensibles (n2 de cepas sensibles/n? de cepas total)

Antibidtico Aiio 2010 Afio 2011 Global
Amikacina 29,8 >9,3 45,5
(14/47) (32/54) (46/101)
. 12,8 7,4 9,9
Ampicilina/sulbactam (6/47) (4/54) (10/101)
Aztreonam 0 0 0
(0/47) (0/54) (0/101)
Cefepime 4,2 L8 3
(2/47) (1/54) (3/101)
.. 4,2 1,8 3
Ceftazidima (2/47) (1/54) (3/101)
Ciprofloxacino 4,2 18 3
(2/47) (1/54) (3/101)
Colistina 91,5 94,4 93,1
(43/47) (51/54) (94/101)
Cotrimoxazol 44,7 44,4 44,5
(21/47) (24/54) (45/101)
Gentamicina 64 L8 4
(3/47) (1/54) (4/101)
Imipenem 4,2 18 3
(2/47) (1/54) (3/101)
Levofloxacino 4,2 18 3
(2/47) (1/54) (3/101)
Meropenem 4,2 18 3
(2/47) (1/54) (3/101)
Minociclina 70,2 >18 60,4
(33/47) (28/54) (61/101)
Piperacilina 4,2 18 3
(2/47) (1/54) (3/101)
Piperacilina/tazobactam (2%?7) (11/'584) (3/f01)
Tigeciclina 213 18,5 19,8
(10/47) (10/54) (20/101)
Tobramicina 12,8 204 16,8
(6/47) (11/54) (17/101)
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Tabla 10. Porcentaje de cepas sensibles a diferentes antibidticos en las unidades de REA y UCI
durante el afio 2010 y afio 2011.

Porcentaje de cepas sensibles

(n2 de cepas sensibles/n2 de cepas total)

Aiio 2010 (n=47) Aiio 2011 (n=54) Global (n=101)

REA ucl REA ucl REA ucl
Amikaci 29,2 30,4 81,2 50 50 42,6
mikacina (7/24) (7/23)  (13/16)  (19/38)  (20/40)  (26/61)
Ampicilina/sulbactam 4,2 21,7 6,2 7,9 > 13,1
(1/24) (5/23) (1/16) (3/38) (2/40) (8/61)

Aztreonam 0 0 0 0 0 0
(0/24) (0/23) (0/16) (0/38) (0/40) (0/61)

Cefenime 0 8,7 0 2,6 0 4,9
. (0/24) (2/23) (0/16) (1/38) (0/40) (3/61)
Ceftazidima 0 8,7 0 2,6 0 4,9
(0/24) (2/23) (0/16) (1/38) (0/40) (3/61)

Ciprofloxacino 0 8,7 0 2,6 0 4,9
(0/24) (2/23) (0/16) (1/38) (0/40) (3/61)

Colistin 87,5 95,6 93,7 94,7 90 95,1
olistina (21/24)  (22/23)  (15/16)  (36/38)  (36/40)  (58/61)
Cotri : 41,7 47,8 68,7 34,2 52,5 39,3
otrimoxazo (10/24)  (11/23)  (11/16)  (13/38)  (21/40)  (24/61)
Gentamicina 4,2 87 0 2,6 25 4,9
(1/24) (2/23) (0/16) (1/38) (1/40) (3/61)

Imipenem 0 8,7 0 2,6 0 4,9
i (0/24) (2/23) (0/16) (1/38) (0/40) (3/61)
Levofloxacino 0 8,7 0 2,6 0 4,9
(0/24) (2/23) (0/16) (1/38) (0/40) (3/61)

" 0 8,7 0 2,6 0 4,9
eropenem (0/24)  (2/23)  (0/16)  (1/38)  (0/40)  (3/61)
Vinocicl 66,7 73,9 12,5 68,4 45 70,5
fnociciina (16/24)  (17/23)  (2/16)  (26/38)  (18/40)  (43/61)
Piperacilina 0 8,7 0 2,6 0 4,9
(0/24) (2/23) (0/16) (1/38) (0/40) (3/61)
Piperacilina/tazobactam 0 8,7 0 2,6 0 4,9
(0/24) (2/23) (0/16) (1/38) (0/40) (3/61)

Tivecicl 4,2 39,1 0 26,3 2,5 31,1
lgeciciina (1/24) (9/23) (0/16)  (10/38)  (1/40)  (19/61)
8,3 17,4 6,2 26,3 7,5 22,9

Tobramicina (2/24) (4/23) (1/16) (10/38) (3/40) (14/61)

Patrones de resistencia a los antibidticos

Los aislamientos de A. baumannii se clasificaron siguiendo diferentes criterios:

segun el perfil de resistencia definido por Magiorakos et al. (Magiorakos et al., 2012) y
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segln el numero de antibiodticos sin actividad, frente a las cepas de A. baumannii, del

total de antimicrobianos estudiados.

Siguiendo los criterios de Magiorakos et al. (Magiorakos et al., 2012), los
antibioticos estudiados se agruparon en 9 categorias: carbapenems (imipenem y
meropenem);  aminoglucdsidos  (amikacina, gentamicina y tobramicina);
fluoroquinolonas (ciprofloxacino y levofloxacino); penicilinas antipseudomdnicas mas
inhibidor de betalactamasas (piperacilina/tazobactam); cefalosporinas de amplio
espectro (ceftazidima y cefepime); inhibidores de la sintesis del folato (cotrimoxazol);
penicilinas mdas inhibidor de betalactamasas (ampicilina/sulbactam); polimixinas

(colistina); tetraciclinas (minociclina y tigeciclina).

Aplicando los criterios de resistencia propuestos por Magiorakos (Magiorakos
et al, 2012), el 97% (98/101) de los aislados de A. baumannii presentaron
multirresistencia, de los cuales el 40,6% (41/101) fueron clasificados como cepas
estrictamente  MDR (MDR, “multidrug-resistant”) y el 56,4% (57/101) como
extremadamente resistentes (XDR, “extensively drug-resistant”). Ningun aislamiento
fue considerado como panresistente (PDR, “pandrug-resistant”). Solo 3 de los 101

aislamientos (3%) se consideraron sensibles (Tabla 11).

Adicionalmente, los 101 aislamientos de A. baumannii fueron clasificados en 8
grupos (grupos A-H) segun el nimero de antibidticos a los que fueron resistentes del

total de antibidticos estudiados (Tabla 11).

e GrupoA
Este grupo estuvo formado por 4 aislados resistentes a 14 de los 15 antibiéticos
estudiados. Todos fueron resistentes a betalactamicos, tetraciclinas, cotrimoxazol, y
fluoroquinolonas. Solo hubo un aislamiento sensible a amikacina, otro a colistina y dos

a minociclina.
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e GrupoB
Los aislados de este grupo (n=52) fueron resistentes a 13 de los 15 antibidticos
analizados. La mayoria (39/52) presentaron resistencia a todos los antimicrobianos

excepto a colistina y minociclina.

e GrupoC
En este grupo (n=20), con resistencia a 12 de 15 antibidticos, predominaron los
aislamientos resistentes a todos los antimicrobianos excepto a colistina, amikacina y

cotrimoxazol (14/20).

e GrupoD
Los aislados incluidos en este grupo (n=10) fueron resistentes a 11 de 15
antibioticos. Estas cepas fueron sensibles a colistina y la mayoria también a

cotrimoxazol y amikacina.

e GrupoE
Los aislamientos (n=9) fueron resistentes a 10 de 15 antibidticos. La mayoria

presentd un perfil de sensibilidad a colistina, tigeciclina, cotrimoxazol y amikacina.

e GrupoF
Solo hubo un aislamiento en este grupo caracterizado por ser sensible a
amikacina, tobramicina, colistina, minociclina, tigeciclina y cotrimoxazol, y resistente al

resto de antibidticos estudiados. Resistente a 9 de los 15 antibioticos estudiados.

e GrupoG
Los 2 aislados incluidos en este grupo fueron resistentes a 8 de 15 antibidticos.
Presentaron el mismo perfil que la cepa del grupo F a diferencia de ser sensibles a un
antibidtico mas. Un aislado fue sensible a ampicilina/sulbactam y el otro a

gentamicina.
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e GrupoH
Todos los aislados de este grupo (n=3) fueron sensibles a los antibidticos

estudiados excepto a aztreonam.

La mayoria de los aislados (38,61%, 39/101) de A. baumannii presentaron el
perfil de resistencia del grupo B, con sensibilidad a colistina y a minociclina, y
resistencia a todos los betalactdmicos, aminoglucésidos, cotrimoxazol y
fluoroquinolonas. El segundo perfil mas frecuente (13,86%, 14/101) se observé en el
grupo C, incluia cepas con sensibilidad a colistina, cotrimoxazol y amikacina, y

resistencia a betalactamicos, tetraciclinas y fluoroquinolonas (Tabla 11).

Dentro del grupo C observamos dos perfiles de resistencia diferentes segun los
criterios de Magiorakos et al. (Magiorakos et al., 2012). De las 20 cepas pertenecientes
a este grupo, una de ellas se defini6 como XDR, mientras que el resto fue MDR. Esto se
debid a que este aislamiento fue sensible a dos antibidticos, amikacina y tobramicina,
que se encuentran dentro de la misma familia antibidtica, y a minociclina, de una
familia diferente, por lo tanto, se contabiliza como sensible a 2 familias siendo definido
como XDR. El resto de cepas fueron sensibles a 4 antibidticos pertenecientes a familias

distintas y por eso fueron definidos como MDR.
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Tabla 11. Perfiles de resistencia segun los criterios de Magiorakos et al. (Magiorakos et al., 2012) y segun la sensibilidad de los aislamientos a los antibiodticos estudiados.
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P(ANTIPS+INH): penicilinas antipseudomonicas + inhibidor de betalactamasas; P+INH: penicilinas + inhibidor de betalactamasas; CAE: cefalosporinas de amplio espectro; CPM: carbapenems;
AMG: Aminoglucésidos; PLX: polimixinas; TC: tetraciclinas; INH.FOL: inhibidores de la sintesis de folato; FQ: fluoroquinolonas; P/T: piperacilina/tazobactam; A/S: ampicilina/sulbactam; CAZ:
ceftazidima; CEF: cefepime; IMP: imipenem; MEM: meropenem; AZT: aztreonam; AK: amikacina; GM: gentamicina; TOB: tobramicina; CO: colistina; MN: minociclina; TG: tigeciclina; SXT:

cotrimoxazol; CIP: ciprofloxacino; LEV: levofloxacino; R: resistente; S: sensible; MDR (multidrug-resistant): multirresistente; XDR (extensively drug-resistant): extremadamente resistente.

En la tabla no se incluyen los antibidticos aztreonam y piperacilina. Todas las cepas fueron resistentes a aztreonam y presentaron el mismo perfil de sensibilidad para piperacilina que para
piperacilina/tazobactam.
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Sensibilidad de los aislamientos de A. baumannii sequn la localizacion de la infeccion

La tabla 12 describe la sensibilidad de los aislamientos de A. baumannii segun
la localizacion de la infeccion. Se observd que las cepas resistentes a un mayor nimero
de antibidticos estudiados se aislan principalmente de liquidos estériles. Estas cepas
son resistentes a todos los antibidticos excepto a amikacina, cotrimoxazol y colistina,
con unas tasas de sensibilidad del 60%, 60% y 100%, respectivamente. Las cepas con
mayor numero de antibidticos activos se aislan en bacteriemias, IPPB e infecciones

respiratorias (sensibles a 16 de los 17 antibidticos estudiados).

Los porcentajes de sensibilidad para cada antimicrobiano varian segun la
localizacion de la infeccion (Tabla 12). Las mayores tasas de sensibilidad para
amikacina, tobramicina, cotrimoxazol y tigeciclina se encuentran en las cepas aisladas
de pacientes colonizados [69,6% (16/23), 52,2% (12/23), 69,6 (16/23), 21,7% (5/23),
respectivamente]. La tobramicina y el cotrimoxazol fueron mas activos en los aislados
de muestras de colonizacién que en los del resto de muestras, siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p<0,05).

La colistina mostré actividad en el 100% de los aislamientos de pacientes
colonizados, de liquidos estériles y de orina. Observandose la menor tasa en los
aislados procedentes de infecciones respiratorias (83,6%, 61/73). Se obtuvo un valor
de p=0,067, con un residuo corregido de 3,4, lo que indica una tendencia de la colistina

a ser mas resistente en las secreciones respiratorias.

El cotrimoxazol también mostréd una tendencia a ser mas resistente en las

secreciones respiratorias (p=0,082, con un residuo corregido de 2,0).

La minociclina mostr6 menor actividad en los aislamientos obtenidos de

colonizacidn y de liquidos estériles (p<0,05) en comparacidon con los aislamientos de
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otras localizaciones, mientras que fue mas activa en las infecciones respiratorias

(p<0,05).

Las cepas con mayores tasas de sensibilidad a ceftazidima, ciprofloxacino,
imipenem, piperacilina y piperacilina/tazobactam se aislaron de las IPPB (5% (2/40),
para cada uno de estos antibidticos); a cefepime (8,8%, 3/34), meropenem (2,9%,
1/34) y levofloxacino (2,9%, 1/34) en bacteriemias; a gentamicina (7,1%, 1/14) en las
infecciones intraabdominales; y a ampicilina/sulbactam y minociclina con unos
porcentajes de cepas sensibles del 20% (2/10) y 70% (7/10), respectivamente, en las

infecciones de orina.

Los antibidticos que mostraron mds actividad frente a A. baumannii en las IPPB
y en bacteriemias fueron la colistina, minociclina y amikacina con porcentajes de
sensibilidad del 97%, 55-57% y 55% respectivamente. También fueron los mas activos

en las infecciones de catéteres vasculares (91,3%, 47,4%, 48,1%, respectivamente).

En las infecciones intraabdominales la colistina (92,9%, 13/14) y cotrimoxazol
(64,3%, 9/14) fueron los mas activos a diferencia de aztreonam, piperacilina,
piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem,
ciprofloxacino y levofloxacino que no mostraron actividad. Frente a las cepas aisladas
de liquidos estériles solo mostraron actividad colistina (100%, 5/5), amikacina y

cotrimoxazol, ambos con una sensibilidad del 60% (3/5).

En las infecciones urinarias las mayores tasas de sensibilidad se observaron

para colistina y minociclina con el 100% (10/10) y 70% (7/10), respectivamente.
En las infecciones respiratorias se observd que los antibidticos mas activos
fueron la colistina y la minociclina con tasas de sensibilidad del 83,6% (61/73) y 64,3%

(45/70), respectivamente.
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Colistina presentd los mayores porcentajes de actividad en todas las

localizaciones de las infecciones, mientras que aztreonam no mostré actividad en

ninguna de ellas.

Tabla 12. Porcentaje de cepas sensibles segun la localizacion de la infeccion y colonizacién.

Porcentaje de cepas sensibles (n2 de cepas sensibles/n2 de cepas total)

Coloniz  IPPB  Bacteriemias ":‘:z::l‘? L.estéril ITU cv Respi
Ak 69,6 55 55,9 50 60 30 48,1 38,7
(16/23)  (22/40) (19/34) (7/14) (3/5) (3/10)  (13/27) (29/75)
A/S 8,7 5,7 8,8 7,1 0 20 0 12,9
(2/23) (2/35) (3/34) (1/14) (0/4) (2/10) (0/19) (9/70)
- 0 0 0 0 0 0 0 0
(0/23) (0/35) (0/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/19) (0/70)
- 0 7,5 8,8 0 0 0 0 2,7
(0/23) (3/40) (3/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/27) (2/75)
Az 0 5 2,9 0 0 0 0 1,3
(0/23) (2/40) (1/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/27) (1/75)
p 0 5 2,9 0 0 0 0 1,3
(0/23) (2/40) (1/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/27) (1/75)
o 100 97,2 97,1 92,9 100 100 91,3 83,6
(23/23)  (35/36) (33/34) (13/14) (5/5)  (10/10) (21/23) (61/73)
oq 596 37,1 41,2 64,3 60 50 42,1 34,3
(16/23) (13/35) (14/34) (9/14) (3/5) (5/10)  (8/19)  (24/70)
o 0 5 2,9 7,1 0 0 0 1,3
(0/23) (2/40) (1/34) (1/14) (0/4) (0/10) (0/26) (1/75)
" 0 5 2,9 0 0 0 0 1,3
(0/23) (2/40) (1/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/26) (1/75)
LV 0 2,9 2,9 0 0 0 0 1,4
(0/23) (1/35) (1/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/19) (1/71)
VIEM 0 2,9 2,9 0 0 0 0 1,4
(0/23) (1/35) (1/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/19) (1/70)
un | 261 57,1 55,9 50 0 70 47,37 64,3
(6/23)  (20/35) (19/34) (7/14) (0/4) (7/10)  (9/19)  (45/70)
orp 0 5 2,9 0 0 0 0 1,3
(0/23) (2/40) (1/34) (0/14) (0/4) (0/10) (0/27) (1/75)
- 0 5 2,9 0 0 0 0 1,3
(0/23) (2/40) (1/34) (0/14) (0/5) (0/10) (0/27) (1/75)
o 21,7 20 14,7 7,1 0 20 0 14,7
(5/23)  (8/40) (5/34) (1/14) (0/4) (2/10)  (0/27)  (11/75)
op 522 12,5 11,8 7.1 0 10 7.4 18,7
(12/23)  (5/40) (4/34) (1/14) (0/5) (1/10)  (2/27)  (14/75)

Ab: antibidticos; PIP: piperacilina; P/T: piperacilina/tazobactam; A/S: ampicilina/sulbactam; CAZ:
ceftazidima; CEF: cefepime; IMP: imipenem; MEM: meropenem; AZT: aztreonam; AK: amikacina;
GM: gentamicina; TOB: tobramicina; CO: colistina; MN: minociclina; TG: tigeciclina; SXT:
cotrimoxazol; CIP: ciprofloxacino; LEV: levofloxacino. Coloniz: colonizacion. IPPB: infecciones de
piel y partes blandas. ITU: infecciones del tracto urinario. CV: catéteres vasculares. Respi:
respiratorias.
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Variabilidad de la sensibilidad a los antibioticos por paciente

De los 101 pacientes incluidos en este estudio, 62 de ellos tuvieron mas de un
aislamiento de A. baumannii en diferentes muestras (Tabla 8, seccion 1.2.

"Procedencia de los aislamientos de Acinetobacter baumannii").

En el 40,7% (24/59) de los pacientes el fenotipo de resistencia se mantuvo
entre los diferentes aislamientos. En el resto de pacientes (59,3%, 35/59) el fenotipo
vario. Los antibidticos en los que se observaron con mas frecuencia cambios de
fenotipo de sensible (S) a resistente (R) o viceversa fueron: amikacina (en 14 de los 35

pacientes), tobramicina (en 12 de 35) y en colistina (en 12 de 35).

En 11 de los 12 pacientes en los que varid la sensibilidad de la colistina se
observé el cambio de fenotipo de sensible a resistente, siendo el 72,7% (8/11)

muestras respiratorias.

La variacién de fenotipo de sensible a resistente o viceversa, pudo deberse a la
adquisicion de mecanismos de resistencia, a cambios en una diluciéon de la CMI del
antibidtico que llevase a cambios en la interpretacion del fenotipo o porque el episodio
de infeccidn estuviese causado por cepas de A. baumannii con diferente patrén de

sensibilidad perteneciendo o no al mismo clon.

2. Epidemiologia molecular de los aislamientos de A. baumannii
Para conocer la relacién clonal entre los aislamientos de A. baumannii se

realizaron tres métodos diferentes de tipificacion molecular. Se incluyé una cepa por

paciente.
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2.1. Tipificacion molecular mediante REP-PCR

La relacion clonal entre los aislamientos de Acinetobacter baumannii se analizd

inicialmente mediante REP-PCR (Figura 20).

Se establecieron cuatro clones de A. baumannii, 2 clones mayoritarios
denominados A (48/101 aislamientos, 47,5%) y B (41/101 aislamientos; 40,6%), y dos
minoritarios, C (5/101 aislamientos, 4,9%) y D (4/101, 4%). Tres de las cepas
presentaron patrones de bandas (patrones denominados E, F y G) diferentes entre si 'y
con respecto a los clones A, B, C y D. Fueron considerados como aislamientos

esporadicos. Estas 3 cepas fueron sensibles a carbapenems.
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'____l_.-- - — — —

- .

B _ KRl L

Figura 20. Patrones de bandas de los aislamientos de Acinetobacter baumannii del
afio 2010 obtenidos mediante REP-PCR. Calle 1-20: cepas de A. baumannii y
clasificacion en clones: A, By C.

La distribucidon de los clones en las dos unidades de alto riesgo durante los dos
afios de estudio se muestra en la figura 21 (A, B y C). Los dos clones predominantes
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fueron aislados tanto de pacientes ingresados en la unidad de Reanimacion (65% clon
Ay 35% clon B) como en la UCI (36,1% clon A y 44,3% clon B), lo que indica una
dispersién de estos dos clones en el Hospital, aunque con un claro predominio del clon
A en REA, y el clon B en UCI. El clon Cy el clon D sélo se aislaron en UCI durante el afio

2010y el 2011, respectivamente.

A) Ano 2010 B) Ano 2011
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1 ii
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’ BREA 1(2) HREA
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< Global (afio 2010y 2011)
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Figura 21. Distribucion de los clones definidos mediante REP-PCR en las unidades de REA y UCI
durante: A) afio 2010, B) afio 2011, y C) global (afio 2010 y afio 2011).
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2.2. Tipificacion molecular mediante RFLP-PFGE

El método de RFLP-PFGE es de referencia en la tipificacion molecular de A.
baumannii. Dado su elevado poder discriminativo, adicionalmente se utilizd esta

técnica para confirmar los resultados obtenidos mediante REP-PCR.

El RFLP-PFGE nos permitié clasificar en 8 clones denominados de patrén | a
patron VIII (PI-PVIII), 99 de los 101 aislamientos (primer aislamiento de los 101

pacientes incluidos en este estudio) (Figura 22).

Figura 22. Patrones de bandas obtenidos mediante RFLP-PFGE para
los aislamientos de A. baumannii. Calle 1-10: cepas de A. baumannii.
Pl: patrén 1; Pll: patrén 2.

Cuando se compararon los patrones obtenidos mediante REP-PCR con los de
PFGE (Tabla 13), se observod que de los 48 aislamientos de A. baumannii que mediante
REP-PCR fueron denominados como clon A, 43 de ellos presentaron igual patrén de

bandas en PFGE considerandose, por tanto, clonalmente relacionados (patrén I). Por
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otra parte, 4 de las 48 cepas clasificadas como clon A presentaron patrones de bandas
de ADN con al menos siete bandas distintas al patrdn | pero iguales entre si, de modo
que, segun los criterios definidos por Tenover et al. (Tenover et al., 1995), estos
aislamientos estaban relacionados entre si (patrdn Ill) y se consideraron diferentes al
patrén I. El aislamiento restante, perteneciente al clon A, presentd un patrén de
bandas diferente tanto al patrén | como al patrén lll, definiéndose como patrén VI,
Por tanto, dentro del clon A definido mediante REP-PCR, se encontraron tres clones

diferentes mediante PFGE.

Todos los aislamientos definidos como clon B mediante REP-PCR, presentaron
el mismo patréon de bandas en PFGE, por lo tanto, estaban relacionados clonalmente y
fueron denominados como patrén Il. Este patréon también lo mostraron las 5 cepas
clasificadas como clon C mediante REP-PCR. Por lo que dentro del patrdn Il definido

por PFGE se incluyeron los patrones B y C de REP-PCR.

Mediante PFGE, 2 de los aislamientos del clon D que pudieron ser estudiados

mediante esta técnica, fueron clasificados como un nuevo patrdn, patrén VII.

El resto de los aislamientos (3/101) que mediante REP-PCR fueron clasificados
en 3 clones diferentes (clon E, F y G) presentaron en PFGE al menos 7 bandas
diferentes entre si y con respecto a los patrones ya definidos, por tanto, se consideré
que no estaban relacionados clonalmente y se denominaron como patrén IV, V y VI.
Estas cepas fueron las Unicas sensibles a todos los antibidticos analizados en este

estudio excepto a aztreonam.

La concordancia entre ambos métodos de tipificacion fue del 89,9% (89/99).
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Tabla 13. Clasificacion de los aislamientos
mediante REP-PCR y RFLP-PFGE

Ne de Clones Patrones
aislamientos (REP-PCR) (RFLP-PFGE)

43 A PI

4 A Pl

1 A PVIII
41 B Pl

5 C Pl

4 D PVII

1 E PIV

1 F PV

1 G PVI

2.3. Estudio de la secuencia tipo (ST) obtenida mediante MLST

IV. Resultados

Adicionalmente, mediante MLST, se tipificaron 4 cepas de A. baumannii (2 de

cada patrén mayoritario por PFGE, Pl y Pll). Los resultados obtenidos de la

secuenciacion de los 7 genes "housekeeping" se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Alelos de los genes "housekeeping" obtenidos para las 4 cepas de A. baumannii

estudiadas mediante MLST y la secuencia tipo (ST) resultante.

Genes "housekeeping"

gpi
Cepal Patron | 1 3 3 2 2 7 3 92
Cepa 2 Patron | 1 3 3 2 59 7 3 ND
Cepa 3 Patron I 1 1 1 1 1 9 6 187
Cepa 4 Patron I 1 1 1 1 1 9 6 187

ND: no determinada.

La primera cepa estudiada del patron | (cepa n21) pertenecia a la ST-92. Con el

anadlisis del segundo aislamiento de este patrén (cepa n22) no se obtuvo ninguna

secuencia tipo concreta. Los alelos obtenidos para los genes gltA, gyrB, gdhB, recA, gpi

y rpoD fueron similares a los de la cepa n21 pero el gen cpn60 mostré un alelo poco

148



IV. Resultados

frecuente, el alelo 59. Este se diferencia del alelo 2 (obtenido para la cepa n?1) en 4

nucledtidos (Figura 23).

La combinacion de los alelos obtenidos para los diferentes genes de la cepa n22
no coincidid con ninguno de los STs descritos en la base de datos utilizada de A.

baumannii.

Los aislamientos pertenecientes al patrdon Il (cepa n23 y 4) se identificaron

como ST-187.

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60_ 59

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60_59

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60_ 59

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60_ 59

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60 59

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60 59

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60 59

Oxf cpn60_2
Oxf cpn60 59

Figura 23. Alineamiento de las secuencias de los alelos 2 y 59 del gen "housekeeping" cpn60.

ATGAACCCAATGGATTTAAAACGCGGTATCGACATTGCAGTAAAAACTGTAGTTGAAAAT
TATGACCCAATGGATTTAAAACGCGGTATCGACATTGCAGTAAAAACTGTAGTTGAAAAT

R R R R R R R R R R R R

ATCCGTTCTATTGCTAAACCAGCTGATGATTTCAAAGCAATTGAACAAGTAGGTTCAATC
ATCCGTTCTATTGCTAAACCAGCTGATGATTTCAAAGCAATTGAACAAGTAGGTTCAATC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

TCTGCTAACTCTGATACTACTGTTGGTAAACTTATTGCTCAAGCAATGGAAAAAGTAGGT
TCTGCTAACTCTGATACTACTGTTGGTAAACTTATTGCTCAAGCAATGGAAAAAGTAGGT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

AAAGAAGGCGTAATCACTGTAGAAGAAGGCTCAGGCTTCGAAGACGCATTAGACGTTGTA
AAAGAAGGCGTAATCACTGTAGAAGAAGGCTCAGGCTTCGAAGACGCATTAGACGTTGTA

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

GAAGGTATGCAGTTTGACCGTGGTTATATCTCTCCGTACTTTGCAAACAAACAAGATACT
GAAGGTATGCAGTTTGACCGTGGTTATATCTCTCCGTACTTTGCAAACAAACAAGATACT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

TTAACTGCTGAACTTGAAAATCCGTTCATCCTTCTTGTTGATAAAAAAATCAGCAACATT
TTAACTGCTGAACTTGAAAATCCGTTCATCCTTCTTGTTGATAAAAAAATCAGCAACATT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CGTGAATTGATTTCTGTTTTAGAAGCAGTTGCTAAAACTGGTAAACCACTTCTTATCATC
CGTGAATTGATTTCTGTTTTAGAAGCAGTTGCTAAAACTGGTAAACCACTTCTTATCATC

R R R R R R R R R R R R R R R R R R

G
G
*

En amarillo se marcan las diferencias de nucleétidos entre ambas secuencias.

Distribucion temporal de los clones en el hospital

En la figura 24 se representa la distribucion de los clones establecidos mediante

PFGE (patrones I-VIII) durante el periodo de dos afios en el hospital. Cuando se inicid
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este estudio en Enero de 2010 el patrén | ya se encontraba establecido en el hospital,
con un elevado nimero de aislamientos. Durante este mes y marzo de 2010 sélo se
aislaron cepas pertenecientes a este patron. Desde Abril del 2010 hasta Octubre de
este mismo afo Unicamente se observo el patrén Il. A partir de noviembre de 2010 y
hasta la finalizacion de este estudio en Diciembre de 2011, ambos clones coexistieron
en la misma proporcidon en el hospital, excepto a finales de este periodo donde

predomind el patrén I. Durante el mes de Marzo de 2011 no se aislé A. baumannii en

ninguna de las dos unidades de estudio.

Los patrones minoritarios (PIII-PVIIl) aparecieron de forma esporadica durante

el periodo de estudio.

- - - r
Distribucion de los clones en el
hospital
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S8 585538252882 8585353828223¢8
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- 2033 - 2003z 3
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WPl WPl mPlll WPV mPY mPVI PVII PV ND
Figura 24. Distribucion de los patrones de A. baumannii en el hospital durante el

periodo de estudio. ND: no determinado.

Distribucion temporal de los clones en las unidades de REA y UCI

En las figuras 25 y 26 se muestra la distribucién de los diferentes clones de A.

baumannii, obtenidos mediante PFGE, en las unidades de REA y UCI a lo largo del

periodo de estudio.
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Los aislamientos de A. baumannii pertenecientes al patréon | ya se encontraban

en REA cuando se inicid el estudio, en Enero de 2010, posiblemente por ser un clon

endémico en esta unidad.

Excepto en dos meses (Enero y Febrero de 2011) que coexistieron los dos
patrones en REA, durante el resto del periodo estudiado hubo predominio de uno de
ellos, apareciendo el patrén | al principio del periodo estudiado (Enero de 2010) y
desapareciendo en Marzo de 2010. Durante el periodo comprendido entre Abril de
2010 y Agosto de 2010 solo se observd el patrén Il. A partir de este mes y hasta el final

del estudio en Diciembre de 2011 predomind el patrén |, a excepcion de dos meses en

los que coexistieron.

Distribucion de los clones en REA
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Figura 25. Evolucidn de los patrones de A. baumannii definidos mediante PFGE en la
unidad de REA durante el periodo de estudio. ND: no determinado.

Cuando se inicié el estudié en Enero de 2010 el patréon | ya se encontraba
establecido en UCI. Este patron predomind en Enero y Marzo de 2010. A partir de este

mes predominé el patrén Il, hasta Junio de 2011, el que reaparecid el patrén |,
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coexistiendo ambos patrones en la UCI hasta la finalizacion del estudio en Diciembre

de 2011.

El resto de cepas pertenecientes a los patrones IV-VIIl aparecieron de forma

aislada en UCl durante el afio 2010 y 2011.

Distribucion de los clones en UCI
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Figura 26. Evolucion de los patrones de A. baumannii definidos mediante PFGE en la
unidad de UCI durante el periodo de estudio. ND: no determinado.

Relacion entre los clones obtenidos mediante PFGE con el tipo de muestra

clinica y de colonizacion

En la figura 27 se muestra la relacion de los diferentes clones definidos
mediante PFGE con las muestras de las que procedian los aislamientos estudiados. En
todos los tipos de muestras estudiadas se identificaron los dos clones mayoritarios, el

patrén |y el ll, a excepcidn de los aislados procedentes de liquidos estériles que solo

pertenecen al patrén Il
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Los patrones IV-VI, identificados en las 3 cepas sensibles de este estudio,

procedian de 3 tipos de muestras diferentes: secreciones respiratorias, sangre e IPPB.

El resto de patrones, lll, VIl y VI, considerados como clones esporadicos

durante el periodo de estudio, se identifican en 4 tipos de muestras.

No se observa ninguna relacidon importante entre el tipo de muestra y el patrén
definido mediante PFGE, por lo que se concluye que no existe ningun clon con mayor

predisposicién a producir un tipo de sindrome infeccioso concreto.

Relacion entre los clones y las
muestras clinicas y de colonizacion

50
40 — —
30 — —
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M Intraabdominal M L.estériles m Orina
CWC S.respiratorias

Figura 27. Distribucion de los patrones obtenidos mediante PFGE segun el tipo de
muestra.

3. Caracterizacion fenotipica de carbapenemasas

Independientemente de la sensibilidad a carbapenems, se realizé el test de
Hodge y el Etest® MBL, ambos en Mueller-Hinton E (MHE, BioMérieux, La Balme Les

Grottes, France) a 101 cepas (una por paciente) incluidas en el estudio con el objeto de
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evaluar la sensibilidad de estos métodos fenotipicos en la deteccion de

carbapenemasas y metalobetalactamasas, respectivamente.

3.1. Deteccidn fenotipica de carbapenemasas mediante el Test de Hodge

El test de Hodge permitié identificar de forma preliminar a los aislados
portadores de carbapenemasas. Setenta y un aislados de los 101 (70,3%) aislamientos
de Acinetobacter baumannii analizados resultaron positivos para esta prueba al
presentar crecimiento de la cepa sensible de Escherichia coli préximo al disco de
antibiotico, en la interseccidon entre el halo de inhibicién que genera la difusion del
meropenem y la estria de las cepas de A. baumannii estudiadas (Figura 28A). Este
fenédmeno se produce gracias a la inactivacidon del meropenem por las carbapenemasas
presentes en determinadas cepas. Todas estas cepas fueron resistentes a
carbapenems, lo que indica la presencia de carbapenemasas como posible mecanismo
de resistencia. El test de Hodge fue negativo en los 30 aislamientos restantes (29,7%)
(Figura 28B). De estas 30 cepas, solo 3 fueron sensibles a carbapenems. El test de
Hodge negativo en las 27 cepas resistentes a carbapenems pudo deberse a la ausencia
de carbapenemasas y, por tanto, la existencia de un mecanismo diferente de
resistencia a carbapenems; o bien resultados falsos negativos, si posteriormente,
mediante técnicas moleculares, se detecta alguna carbapenemasa en estos
aislamientos. Los resultados obtenidos para los aislamientos de A. baumannii

estudiados se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Resultados obtenidos en el test de Hodge y sensibilidad a
carbapenems de los aislamientos de A. baumannii estudiados.

Resistente Sensible
(n=98) (n=3)
Positivo
TEST DE (n=71) 1 0
HODGE Negativo
(n=30) 27 3
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Figura 28. Resultados del Test de Hodge para los aislamientos de A. baumannii estudiados. A) Test
de Hodge positivo para 4 aislados de A. baumannii. En la figura se observa claramente el
crecimiento de E.coli en la zona de interseccion. B) Test de Hodge negativo para 3 cepas de A.
baumannii. No se observa crecimiento de E.coli cercano al disco de meropenem.

3.2. Deteccion de MBL mediante sinergismo con EDTA (Etest® MBL en

Mueller-Hinton E)

La deteccion de metalobetalactamasas (MBL) mediante Etest® MBL se realizo a
todas las cepas del estudio (98 aislamientos resistentes a carbapenems y 3 sensibles).
Este test se basa en la capacidad del EDTA como agente inhibidor de MBL. La tira de
Etest® utilizada estd en un lado impregnada con imipenem y en el otro con una
combinacidn de imipenem y EDTA. Para la interpretacién de los resultados se calculé el
cociente resultante de dividir la CMI del imipenem con la CMI del imipenem/EDTA. La
prueba se considerd positiva si el cociente fue 8 o si la diferencia de las CMls fue de 3

diluciones.

Mediante Etest® MBL se detectd la presencia de MBL en las 98 cepas
resistentes a carbapenems (97%, 98/101). Estos resultados fueron claramente
positivos (Figura 29). El Etest®MBL fue negativo en las 3 cepas sensibles a estos

antibidticos (3%, 3/101) (Tabla 16).
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Figura 29. Resultado positivo del Etest® MBL para uno de los
aislamientos estudiados de A. baumannii. En la figura se
observa claramente la diferencia de las CMIs entre el
imipenem y el imipenem con EDTA.

Tabla 16. Resultados del Etest® MBL en MHE.

Resistente Sensible
Positivo
ETEST® (n=98) 98 0
MBL Negativo
(n=3) 0 3

Existid una discrepancia entre la deteccién de carbapenemasas mediante el test
de Hodge y la presencia de MLB detectada mediante la prueba de sinergia con EDTA ya

que en el 27,5% (27/98) de éstas el test de Hodge fue negativo.

3.3. Influencia del medio de cultivo en los resultados del Test de Hodge vy el

Etest® MBL en los medios MHE y MH2

A 47 cepas del estudio (45 resistentes a carbapenems y 2 sensibles) se les
realizd la deteccidon fenotipica de carbapanemasas (Test de Hodge y Deteccién de
metalobetalactamasas mediante Etest® MBL) en dos medios de cultivo diferentes
distribuidos por la casa comercial BioMérieux (La Balme Les Grottes, France), el medio
MH2 (La Balme Les Grottes, France) y el medio denominado MHE (La Balme Les
Grottes, France), comparandose los resultados obtenidos. Esto se debié a que a mitad

del estudio la casa comercial cambio un medio por otro, por lo que, a las 47 cepas de
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A. baumannii aisladas durante el afio 2010 se les realizé los test fenotipicos en ambos

medios.

Los resultados obtenidos para el Test de Hodge en ambos medios coincidieron
en 40 de las 47 cepas de A. baumannii analizadas (en 32 cepas se detectaron
carbapenemasas y en 8 no se identificaron). La concordancia fue del 85,1%. Por el
contrario, en el 14,9% (7/45) de las cepas los resultados fueron discordantes entre
ambos medios (Tabla 17). Estos aislados fueron resistentes a carbapenems. En MH2, 3
cepas con resultado negativo en el test presentaron un resultado positivo cuando,
posteriormente se realizé6 en MHE. Ademads, también ocurrid el caso contrario, 4 cepas

con resultado positivo en MH2 fueron negativas en MHE (Tabla 18).

Tabla 17. Discordancias encontradas entre los resultados del test de Hodge en medio MHE y MH2.

Carbapenem Carbapenem
Resistente Sensible Resistente Sensible
(n=45) (n=2) (n=45) (n=2)

TEST DE Positivo 35 0 36 0
oI AGELY)EN Negativo 10 2 9 2

Tabla 18. Cepas de A. baumannii con resultados discordantes en el test de Hodge en MHE vy

Test de Hodge
MHE MH2

165 POSITIVO | NEGATIVO

52 POSITIVO | NEGATIVO

42 POSITIVO | NEGATIVO

162 NEGATIVO | POSITIVO

164 | NEGATIVO | POSITIVO

163 NEGATIVO | POSITIVO

60 NEGATIVO | POSITIVO

De forma sorprendente, las 45 cepas resistentes a carbapenems mostraron
resultados negativos en el Etest® MBL en MH2, mientras que fueron claramente

157



IV. Resultados

positivas en el medio MHE. El test fue negativo en ambos medios en las 3 cepas

sensibles.

Para confirmar la presencia de carbapenemasas se realizé la caracterizacién
genotipica de todos los aislamientos de A. baumannii incluidos en el estudio mediante

métodos moleculares.

4. Caracterizacion genotipica de carbapenemasas

4.1. Deteccion molecular de oxacilinasas mediante PCR

El andlisis mediante PCR de las carbapenemasas de la clase D (CHDL), blaoxa-s:-
likes DI0oxA-23-like, DI00OXA-24-1ike, DIG0XA 58, PErmMIitid realizar una caracterizacion molecular
de los 101 aislados del estudio (incluido uno por paciente) independientemente de la
sensibilidad a carbapenems. Para su deteccién se usaron 4 grupos (o "sets") que
englobaban las oxacilinasas mas frecuentemente descritas en A. baumannii (Tabla 6).
El nimero de cepas estudiadas en las que se detectd alguno de los genes que codifican
las oxacilinasas incluidas en este estudio (OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-24-like y OXA-

58-like) se muestran en la tabla 19.

Tabla 19. Numero de aislamientos de A. baumannii en los que se
detectaron genes que codifican las oxacilinasas estudiadas en este

trabajo.
Tipo de OXA Numero de aislamientos (n=101)
blaoxa-z2a.iike ("set A") 94
blaoxa.»z.iike ("set B") 0
blagxasi.iike ("set C") 100
blagya.-ss.ike ("set OXA-58") 0
blaoya-2a-iike Y Blaoxa-s1-iike 93

En el 99% (100/101) de las cepas se amplificé una oxacilinasa del "set C", que
incluia las oxacilinasas codificadas por el gen blaoxasi.ike (Figura 30), lo que indicé, en
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principio, que todos los aislamientos, excepto uno, pertenecian a la especie A.
baumannii. Por el patrén de sensibilidad que presentaba esta cepa (sensible a todos
los antibidticos estudiados excepto aztreonam) se podria sospechar que perteneciese
a una especie de Acinetobacter spp. diferente a A. baumannii (como A.pittii o
A.nosocomialis), ya que estos microorganismos suelen ser sensibles a la mayoria de
antibidticos. Para identificar de forma mas precisa la especie a la que pertenecia esta
cepa dentro del complejo A. baumannii, se identifico mediante espectrometria de
masas, MALDI-TOF (Bruker, Daltonik, Bremen, Germany), que contiene varias especies
de Acinetobacter spp. en su base de datos y permite diferenciar entre si las especies
del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii. Esta técnica identificd el aislamiento como

A. baumannii.

En 10 aislamientos, seleccionados de forma aleatoria, de los 100 en los que
habia amplificado gen blaoxa s1.iike (6 pertenecientes al patrén | definido mediante PFGE
y 4 del patrén Il) se realizd la secuenciacidon del gen. Esto permitid determinar la
variante del gen blaogxasiiike qUe presentaba cada uno de los aislados. Cada secuencia
introducida en el programa BLAST mostraba varios resultados con una similitud igual o
superior al 98% con secuencias de aminoacidos muy similares. Las principales OXA-51-
like encontradas en los aislamientos de A. baumannii del patrén | pertenecian al
subgrupo OXA-66 (OXA-65, OXA-66, OXA-480, OXA-79 y OXA-90) y los aislados del
patrén Il se encontraban dentro del subgrupo OXA-71 (OXA-71, OXA-241, OXA-374,
OXA-314 y OXA-121). Ambos subgrupos pertenecen al grupo "OXA-51-like”. La
comparacion de las secuencias de las variantes OXA-66 y OXA-71 se muestra en la
Figura 31. La alineacidn se llevd a cabo mediante la herramienta informatica Clustal

Omega versién 1.2.1 (EMBL-EBI).
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OXA-66 GGACATGACCCTAGGCGATGCCATGAAAGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGC
OXA-71 GGACATGACCCTAGGCGACGCTATGAAAGCTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGC
KAXKXKKAXKAXAXA XXX XA XA XA XXX k% ********************'*****************
OXA-66 TCGTCGTATTGGACTTGAGCTCATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGC
OXA-71 TCGTCGTATTGGACTTGAACTCATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGC
******************.*****************************************
OXA-66 AGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCA
OXA-71 AGATATCGGTACCCAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTARAAATTACTCCTCA
R IRk Ik kb b b b b b b b b b b 2 I I b h h b b b b E b b b b S b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b i
OXA-66 GCAAGAGGCACAGTTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGT
OXA-71 GCAAGAGGCACAATTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCCAARAGT
************.****************************************.******
OXA-66 CCAAGATGAAGTGCAATCCATGCTATTCATAGAAGAAAAGAATGGAAACAAAATATACGC
OXA-71 CCAAGATGAAGTGCAATCCATGCTATTCATAGAAGAAAAGAATGGAAATAAAATATACGC
R IR Ik I b b b b b b b b b b b b b h 2 b h b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b N b 3 b b b b b b b i
OXA-66 AMAAAGTGGTTGGGGATTGGCTGTAGACCC
oxXA-71 AMAAAGTGGTTGGGGAATGGCTGTAGACCC

KAXKXKKXKAKAKAKAKAKAKAXA KA KK e KA XXX XA XXX XXk Kk

Figura 31. Alineamiento de las secuencias de las variantes de la enzima OXA-51 (OXA-

66 y OXA-71) obtenidas para los patrones | y Il definidos por PFGE, respectivamente. En

amarillo se observan los aminodcidos discordantes entre las dos variantes.

En 94 de los 101 aislamientos estudiados (93,1%) se detectd la presencia de
una oxacilinasa de las incluidas en el "set A" (oxacilinasas codificadas por el gen blagxa.
24-1ike) (Figura 30). Todas estas cepas eran resistentes a carbapenems excepto una, que
era sensible a todos los antibidticos testados excepto aztreonam (en este aislamiento

no se amplificd el gen blaoxa-si-iike)-

De los aislamientos en los que detectd la OXA-24-like mediante el "set A" (que
incluye las oxacilinasas codificadas por el gen blaoxazaiike), S€ Secuenciaron 9
amplificados (5 de ellos pertenecientes a cepas del patrdn | definido mediante PFGE y
4 como patréon 1l). Al igual que las secuencias de las oxacilinasas estudiadas
pertenecientes al "set C" (gen blaoyxasiike), €l programa BLAST mostraba, para una
misma secuencia, varios resultados de variantes de OXA-24 con similitud igual o
superior al 98%, por lo que no se pudieron diferenciar las variantes de OXA-24-like. La
que aparecia con mayor probabilidad era OXA-24 pero la diferencia con el resto no fue
suficiente para determinar si nuestros aislados presentaban esta oxacilinasa

concretamente.
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En 7 de las cepas estudiadas (6,9%) no se obtuvo ningun amplificado de las
oxacilinasas incluidas en el "set A". De estos 7 aislamientos, dos eran sensibles a

carbapenems y los 5 restantes fueron resistentes a estos antibidticos.

En el 92,1% (93/101) de los aislamientos de A. baumannii analizados

coexistieron los genes b/GQXA.51.|ikey b/ao)(A-24-|ike.

En ningun aislado de A. baumannii estudiado se detectaron los genes que

codifican las oxacilinasas incluidas en el "set B" (incluye las enzimas codificadas por el

gen blaoxa23.ike) Y €N el "set OXA-58" (oxacilinasas codificadas por el gen blaoxa-ss.iike)-

set A (OXA-24-like) set C (OXA-51-like) set B (OXA-23-like) set OXA-58 (OXA-58-like)

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

600 pb

Figura 30. Deteccion genotipica de oxacilinasas. Calle 1: PM (peso molecular); Calle 2-6: "set
A"; calle 7-11; "set C"; calle 12-16: "set B"; calle 17-21: "set OXA-58".

161



IV. Resultados

4.2. Deteccion de los genes que codifican MBL

4.2.1. Deteccion molecular de MBL (VIM, SIM e IMP) mediante PCR

El estudio de las metalobetalactamasas VIM, SIM e IMP se realizd mediante
PCR. La deteccion de los genes que codifican estas enzimas (blayiv, blasim y blawe) se
llevd a cabo en 9 aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenems (se
seleccionaron de forma aleatoria, 2 cepas de los patrones |, Il, lll y VII; y la Unica cepa
del patrén VI, definidos mediante PFGE). En todos estos aislados se detectd una
oxacilinasa del grupo OXA-24-like excepto en las dos cepas pertenecientes al patrén
VII. En la figura 32 se puede observar la ausencia de amplificado en la deteccion de la

enzima VIM en los 9 aislados estudiados.

Mediante el andlisis molecular de metalobetalactamasas no se detecté ningun
gen codificante de las enzimas incluidas en el estudio. Estos resultados indican la
ausencia de MBL como mecanismo de resistencia a carbapenems en estos
aislamientos o bien, la presencia en estas cepas de alguna MBL no incluida en este

estudio.

600 pb

Figura 32. Deteccion genotipica mediante PCR de la enzima VIM en 9 aislamientos de A.
baumannii. Calle 1: PM (peso molecular); calle 2-5; C+ (controles positivos de VIM); calle 6-
14: cepas de A. baumannii.
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4.2.2. Deteccion molecular de oxacilinasas y MBL mediante PCR a tiempo real:

Xpert Carba-R

Adicionalmente, se realizd6 la deteccion molecular de carbapenemasas
mediante un sistema de PCR a tiempo real, Xpert®Carba-R (GeneXpert). Este permite la
identificacion de las enzimas KPC, NDM, VIM, IMP-1 y OXA-48. Se analizaron 5
aislamientos de A. baumannii en los que mediante PCR convencional no se detectaron
los genes codificantes de las oxacilinasas OXA-23, OXA-24 y OXA-58, estudiadas en este
trabajo, pero se habian obtenido resultados positivos en las pruebas fenotipicas de

deteccion de carbapenemasas y MBL (Test de Hodge y Etest® MBL, respectivamente).

Mediante esta PCR a tiempo real no se detectd ninguna carbapenemasa de las

incluidas en Xpert®Carba-R (KPC, NDM, VIM, IMP-1 y OXA-48) (Figura 33).

Figura 33. Resultado negativo de una cepa de A. baumannii en la
detecciéon de carbapenemasas mediante Xpert-Carba-R (PCR a
tiempo real).

Los resultados obtenidos en la deteccion de metalobetalactamasas mediante
ambas pruebas moleculares (PCR convencional y PCR a tiempo real) coinciden, ya que

no se detectaron genes codificantes de estas enzimas por ninguna de las dos técnicas.
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Relacion entre la deteccion genotipica de carbapenemasas y el test de Hodge

Todas las carbapenemasas detectadas mediante el test de Hodge (n=71) se
confirmaron mediante PCR, en todos estos aislamientos se identificd el gen blaoya-s1-iike
y en el 93% (66/71) se identificé el gen blaoxa2siike- POr lo que, en estos casos,
concuerdan los resultados obtenidos mediante la técnica fenotipica y la genotipica

(Tabla 20).

El test de Hodge fue negativo en 30 de las 101 cepas de A. baumannii
estudiadas. En los 27 aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenems en los
gue no se detectaron carbapenemasas mediante el esta prueba fenotipica, se
identificaron los genes que codifican las oxacilinasas OXA-51-like y OXA-24-like
mediante PCR. En una de las 3 cepas sensibles a carbapenems con resultado negativo
en el test de Hodge se detectd el gen blaoxa24.1ike PEro no se identificéd la oxacilinasa
OXA-51-like. Las dos cepas restantes solo presentaron la oxacilinasa intrinseca de A.

baumannii de las enzimas estudiadas en este trabajo.

Hubo 5 aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenems en los que no
se identificd ninguna oxacilinasa adquirida de las incluidas en este trabajo (OXA-23-
like, OXA-24-like y OXA-58-like) pero se detectaron carbapenemasas mediante el test
de Hodge. La diferencia entre la deteccion genotipica y fenotipica de carbapenemasas
en estas cepas podria indicar la presencia en estos aislados de una carbapenemasa
diferente a las incluidas en este estudio o una fuerte actividad enzimatica de la OXA-

51-like presente en estos aislados.
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Tabla 20. Numero de aislados de A. baumannii en los que se
detectaron carbapenemasas mediante el

mediante métodos moleculares.

Ne de aislados

Test de Hodge
POSITIVO

OXA-51-like

OXA-24-like

test de Hodge vy

Test de Hodge
NEGATIVO

IV. Resultados

Como ya se describié en el apartado 3.3, el test de Hodge se realizé a 47

aislamientos de A. baumannii en dos medios de Mueller-Hinton diferentes (MH2 y

MHE). La concordancia en los resultados obtenidos en ambos medios fue del 85,1%

observandose diferencias en 7 cepas. Mediante la realizacidon de PCR para la deteccién

de las oxacilinasas, OXA-51-like, OXA-23-like, OXA-24-like y OXA-58-like, identificamos

en estos 7 aislados la presencia de los genes blaoxa-24-iike Y blaoxas1-ike (Tabla 21) por lo

gue mediante el test de Hodge realizado en MH2 se obtuvieron 3 resultados falsos

negativos y 4 falsos negativos cuando se realizé6 en MHE.

Tabla 21. Aislamientos

de A. baumannii

con

resultados

discordantes obtenidos en el test de Hodge en dos medios
diferentes y deteccién molecular de carbapenemasas en estos

aislados.

Test de Hodge

Oxacilinasas

MHE MH2 OXA-24-like | OXA-51-like
165 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
52 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
42 POSITIVO NEGATIVO POSITIVO POSITIVO
162 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
164 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
163 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO
60 NEGATIVO POSITIVO POSITIVO POSITIVO

165



IV. Resultados

Relacion entre los clones definidos mediante PFGE y la distribucion de

carbapenemasas

En la siguiente tabla (Tabla 22) se muestran los patrones definidos
mediante PFGE y el nimero de aislamientos de A. baumannii en los que se

detectd el gen blaoxasi-ike Y €l gen blaoxa-2a-iike €N cada uno de ellos.

Tabla 22. Numero de aislamientos de A. baumannii en los que se detectd el gen
blaoya-si-ike Y €N blaoya-24-ike €N cada patréon definido por PFGE.

. Numero de aislados de Numero de aislados de
Patréon de » - » -
PEGE A. baumannii con oxacilinasas | A. baumannii con oxacilinasas
"OXA-51-like" "OXA-24-like"

I (n=43) 43 42

Il (n=46) 46 46

Il (n=4) 4 4

IV (n=1) 1 0

V (n=1) 0 1

VI (n=1) 1 0

VI (n=2) 2 0

VIl (n=1) 1 1

En todos los aislamientos pertenecientes a los patrones II, lll, V y VIII se
detectaron oxacilinasas pertenecientes al grupo OXA-24-like. Hay que destacar que el
Unico aislado del patrén V en el que se identificd esta enzima fue una cepa sensible a
carbapenems. En el 97,7% (42/43) de los aislamientos clasificados como patrén |

también se identifico esta oxacilinasa.

El gen que codifica la OXA-51-/ike se observé en todos los patrones excepto en

el aislamiento perteneciente al patrén V.
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Relacion entre la deteccion fenotipica de MBL mediante sinergismo con EDTA

(Etest® MBL) y la deteccion genotipica

La deteccion fenotipica de MBL llevada a cabo mediante el Etest® MBL (en
MHE) en los aislados de A. baumannii no coincide con la deteccidon genotipica
mediante PCR. La prueba de sinergismo con EDTA fue positiva en todos los
aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenems, pero no se detectd ningln
gen codificante de las MBLs estudiadas en este trabajo (VIM, SIM e IMP) en los aislados
analizados. Esta diferencia entre ambos métodos pudo ser por la presencia en estos
aislamientos de MBLs no incluidas en este estudio o bien, porque los resultados

obtenidos en la prueba fenotipica fueran falsos positivos.

5. Relacion entre los perfiles de resistencia a los antibioticos con los clones

definidos mediante PFGE y la deteccion de carbapenemasas

La relacidn entre los grupos A-H establecidos en funcién del perfil de resistencia
de los aislamientos de A. baumannii con los clones definidos mediante PFGE vy la

deteccién fenotipica y genotipica de carbapenemasas se muestran en la tabla 23.

La mayoria de los aislamientos de A. baumannii estudiados (46/101)
presentaron el patrén Il definido mediante PFGE. Un 86,9% (40/46) de las cepas
incluidas en este patrén pertenecian al grupo B. Dentro del patrdn Il mediante el test
de Hodge se detectaron carbapenemasas en el 47,8% (22/46) de las cepas
pertenecientes al patrén I, y el Etest® MBL fue positivo en el 100% (46/46) de los
aislamientos. En todos los aislados se identificaron los genes blaoxa-si-ike Y blaoxa-24-iike,
lo que indicd que el test de Hodge dio resultados falsos negativos (24/46). En este

patron no se detectaron los genes blaoxa-23-iike Ni blAoxa-ss.iike-
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El segundo patrén mayoritario definido mediante PFGE fue el patrén | (43/101).
Un 37,2% (16/43) de los aislamientos pertenecientes a este patrén se clasificaron
dentro del grupo Cy un 23,2% (10/43) se incluyeron en el grupo B. El resto de aislados
se identificaron en los grupos A, D, E, F y G. El test de Hodge fue positivo en el 93%
(40/43) de las cepas y el Etest® MBL en el 100%. El gen blaoxasi.ike S€ detectd en todas

las cepas mientras que el gen blaoya-za-ike S€ identificé en el 97,7% (42/43).

Los aislamientos clasificados como patrén Il (n=4) pertenecieron a los grupos
B, C, Dy E segun el perfil de resistencia antibidtica. EI 100% de las cepas de este patrén
mostré resultados positivos tanto para el test de Hodge como para el Etest® MBL.
También se identificaron los genes blaoxasiike Y bldoxa24iike €N todas ellas. No se

detectaron los genes que codifican las oxacilinasas OXA-23-like y OXA-58-like.

Los aislados pertenecientes a los patrones IV, V y VI presentaron perfiles de
resistencia similares, sensibles a todos los antibidticos testados excepto aztreonam y
fueron incluidos dentro del grupo H. En las cepas del patrén IV y el patrén VI no se
detectaron carbapenemasas ni MBL por métodos fenotipicos y genotipicos. Se
identifico el gen blaoyasiiike €N todos los aislamientos, lo que confirma la identificacién

de A. baumannii dentro del complejo A. calcoaceticus- A. baumannii.

El aislamiento del patrén V mostrd resultados discordantes entre los métodos
fenotipicos y genotipicos. Tanto el test de Hodge como el Etest® MBL fueron negativos
pero, mediante técnicas moleculares, se detectd el gen blaoxa-24.ike. EN cambio, no se
detectd el gen blaoxasiike Utilizado en este estudio para la identificacidn de la especie
A. baumannii dentro del complejo. Para conocer a que especie pertenecia este

aislamiento se le realizé el MALDI-TOF, que la identificé como A. baumannii.

Cada uno de los aislamientos definidos dentro del patréon VII (n=2) se clasificd
en un grupo diferente segun el perfil de resistencia. Uno se incluyd en el grupo Ay el
otro en el B. En ambas cepas se detectaron carbapenemasas y MBL mediante las
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pruebas fenotipicas pero no se identificaron los genes que codifican las oxacilinasas
OXA-24-like, OXA-23-like y OXA-58-like, analizadas en este estudio. Estos resultados
podrian deberse a la presencia en estos aislamientos de algun grupo de oxacilinasas no
incluidas en este estudio o un fallo en el test de Hodge. Los dos aislados fueron

identificados como A. baumannii mediante la deteccién del gen blaoxa-si-iike-

La Unica cepa del patréon VIII pertenecié al grupo D segun su perfil de
resistencia. Mediante el test de Hodge y el Etest® MBL se detectaron carbapenemasas
y MBL, respectivamente. Ademads, en estos aislados se amplificaron los genes que

codifican las oxacilinasas OXA-24-like y OXA-51-like.
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Tabla 23. Relacion entre los grupos establecidos segln el perfil de resistencia con la
deteccidn fenotipica y genotipica de carbapenemasas.

Grupo definido

N2 de Test de
po.r _n,g .de aislamientos OXA -2sie | OXA-svviice Hodge
antibioticos POSITIVO POSITIVO
resistentes en el grupo POSITIVO

Grupo A 1 1 1 1
Grupo B 10 10 10 ©)
Grupo C 16 16 16 14
(n:tll3) Grupo D 5 5 5 5
Grupo E 8 7 8 8
Grupo F 1 1 1 1
Grupo G 2 2 2 2
Grupo A 2 2 2 1
Pl Grupo B 40 40 40 18
(n=46) Grupo C 2 2 2 2
Grupo D 2 2 2 1
Grupo B 1 1 1 1
Plll Grupo C 1 1 1 1
(n=4) Grupo D 1 1 1 1
Grupo E 1 1 1 1
PIV(n=1) Grupo H 1 0 1 0
PV(n=1) Grupo H 1 1 0 0
PVI(n=1) Grupo H 1 0 1 0
PVII Grupo A 1 0 1 1
(n=2) Grupo B 1 0 1 1
PVIli(n=1) Grupo D 1 1 1 1
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V. Discusidn

Acinetobacter baumannii es una bacteria que se ha adaptado eficazmente al
ambiente hospitalario (Peleg et al., 2008). A pesar de considerarse un microorganismo
poco virulento es capaz de producir infecciones, particularmente en pacientes que
tienen una enfermedad de base grave (Antunes et al., 2011; Visca et al., 2011).
Actualmente, esta considerado un patégeno emergente ya que en los ultimos afios se
ha incrementado, de forma alarmante, el nimero de aislamientos responsables de
infecciones nosocomiales graves, sobre todo en unidades de alto riesgo como en
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) (Bergogne-Bérézin et al., 1996; Nordmann et
al., 2008) y Reanimacién (REA) (Herndndez et al., 2010). El éxito de A. baumannii como
patégeno nosocomial se atribuye a su capacidad para persistir en el ambiente
hospitalario durante largos periodos de tiempo, probablemente asociado con la
produccién de "biofilms" (Espinal et al., 2012a), soportando condiciones adversas de
temperatura y humedad, y a la facilidad que tiene para desarrollar resistencia a los

antimicrobianos (Kempf y Rolain, 2012; Pérez et al., 2007).

Muchos de los aislamientos hospitalarios son multirresistentes, lo que complica
enormemente el tratamiento y empeora el prondstico del paciente infectado
(Nordmann et al., 2002). Los carbapenems constituyen el tratamiento de elecciéon en la
mayoria de centros pero, las tasas de resistencia a estos antimicrobianos han
aumentado considerablemente en la ultima década y las cepas resistentes se estdn
extendiendo por todo el mundo (Brown et al., 2005B). La adquisicidn de resistencia a
carbapenems es muy preocupante ya que limita drdsticamente las alternativas
terapéuticas (Kempf y Rolain, 2012; Vila et al., 2008), quedando la colistina, y quiza la
tigeciclina, como Unicas opciones terapéuticas para el tratamiento de infecciones
causadas por A. baumannii multirresistente (Poirel y Nordmann, 2006a). El problema
se agrava aun mads por la carencia de métodos fenotipicos estandarizados que

permitan detectar los mecanismos de resistencia especificos.

Aunque en la resistencia a carbapenems pueden estar implicados mecanismos

de resistencia como la alteracion en las proteinas de unidn a penicilinas (PBP) o en las
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proteinas de la membrana externa, en los ultimos afos estd aumentando la
descripcién de cepas que producen carbapenemasas, siendo éste uno de los
mecanismos mas estudiados (Nordmann et al., 2002). La mayoria de estas enzimas
descritas hasta el momento son del tipo OXA pertenecientes a la clase molecular D
(Afzal-Shah et al., 2001; Bou et al., 2000a; Donald et al., 2000; Lopez-Otsoa et al.,
2002), pero también se han identificado metalobetalactamasas del tipo IMP o VIM (Da

Silva et al., 2002; Riccio et al., 2000).

Durante el periodo de estudio se recogieron los aislamientos de A. baumannii
de pacientes ingresados en dos unidades de alto riesgo del hospital, REA y UCI. Se
estudiaron un total de 101 pacientes. El 69,3% fueron hombres y el 30,7% mujeres.
Este es un hecho ya descrito en otros estudios, en los que incluso llegan a definir el
sexo masculino como un factor predictivo de infeccién por A. baumannii

multirresistente (Herndndez-Torres et al., 2010)

En nuestro estudio se observé que el nimero de pacientes con aislados de A.
baumannii aumentd con la edad, la mayoria de ellos tenian edades comprendidas
entre los 76 y los 85 afios. Algunos estudios describen que, con frecuencia, los
pacientes de mayor edad presentan estancias hospitalarias mas prolongadas y
mayores comorbilidades, factores que se encuentran relacionados con la colonizacién
y posterior desarrollo de una infeccién por A. baumannii (Ferndndez-Cuenca et al.,
2012). Otros trabajos destacan que, tener una edad mayor de 60 afios, es un factor de
riesgo independiente para desarrollar una infeccién por esta bacteria (Cardoso et al.,
2012). La mayoria de los pacientes con edades incluidas en este intervalo en el que se

observé un mayor numero de aislados fueron hombres (65,4%).
En general A. baumannii fue aislado de una Unica muestra clinica por paciente,
aungue hubo casos en los que se aisl6 en mds de una muestra. Se observd que el

numero de pacientes en los que se aislé en dos muestras aumenté conforme lo hizo la
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edad. Esto puede estar relacionado con el hecho de que las estancias hospitalarias son

mas prolongadas en los pacientes con mas edad.

La mayor parte de los aislados procedian de muestras respiratorias (35,8%),
seguido de infecciones de piel y partes blandas (IPPB) (20,3%), sangre (16%), catéteres
venosos (CV) (13,7%) y de otras muestras (14,2%). Otros estudios han descrito
resultados similares a los nuestros, como Fernandez-Cuenca et al., que obtuvieron el
44% de los aislados de muestras respiratorias, el 23% de exudados de herida, el 8% de
hemocultivos y el 15% de otras muestras de pacientes con sospecha de infeccion o
colonizacién por Acinetobacter spp. (Ferndndez-Cuenca et al., 2013). Nuestros
porcentajes también concuerdan con los publicados por Papa et al. en Grecia (Papa et

al., 2009), por Abbo et al. (Abbo et al., 2005) y Villalén et al. (Villalon et al., 2011)

El porcentaje de muestras procedente de REA y UCI en las que se aisldé A.
baumannii fue similar suponiendo un 47,7% y un 52,3% del total de muestras,
respectivamente. Cuando se analizé el tipo de muestra segln el servicio se observé
gue, en ambas unidades la mayoria de los aislados procedian de muestras respiratorias

(28,9% en REA y 34,4% en UCI),

En nuestro hospital no se observd una variacién estacional similar a la descrita
en otros centros (Rodriguez et al., 2003; Seifert et al., 1995), en los que la incidencia de
aislamientos de A. baumannii era mayor en los meses de verano. Esto coincide con el
estudio realizado por Hérnandez-Torres et al. (Herndndez-Torres et al., 2010) en
nuestro mismo centro y puede ser debido a las caracteristicas climatoldgicas de
nuestra regién (alta humedad y temperatura media elevada durante todo el afio) o las

condiciones de climatizacion del propio hospital.

Acinetobacter baumannii multirresistente es un microorganismo importante
relacionado con brotes epidémicos de infecciones nosocomiales en UCIs debido a su
capacidad de transmisién y los problemas que genera para su control. Estos brotes se

175



V. Discusidn

han asociado a contaminaciéon de las superficies ambientales, de los equipos ya

colonizacion de los pacientes o del personal sanitario (Villegas y Hartstein, 2003).

Ademads, la proporcién de pacientes ya colonizados o infectados por A.
baumannii multirresistente, puede aumentar la probabilidad de transmisiones
cruzadas entre pacientes (Bonten et al., 1998, D'Agata et al., 2000; Playford et al.,
2007).

Teniendo en cuenta la prevalencia de este microorganismo, se deben distinguir
las infecciones causadas por A. baumannii de la colonizacién. Las infecciones reales
muchas veces son dificiles de tratar porque suelen ocurrir en pacientes graves y
porque esta bacteria suele ser resistente a muchos de los antimicrobianos usados
habitualmente, por lo que representa un problema terapéutico serio (Ozgen et al.,

2008).

De los 101 pacientes incluidos, en 9,9% los primeros aislamientos fueron
muestras de colonizacion obtenidas como parte del programa de vigilancia activa
realizado en estas Unidades. De éstos, el 60% desarrollaron posteriormente una
infeccidn en un tiempo medio de 14,8 dias. En el resto de pacientes la primera muestra
correspondia a una muestra clinica. En cuanto al foco de origen de las infecciones en
estos pacientes, los aislamientos respiratorios (38,5%) fueron los mas frecuentes, al
igual que en otras series de la literatura médica consultadas (Asensio et al., 2008;
Cisneros et al., 1996; Rodriguez-Bafio et al., 2003; Seifert et al., 1995). Los resultados
fueron muy similares a los descritos por Herndndez-Torres et al. (Herndndez-Torres et
al., 2010), cuyos porcentajes para el foco de infeccién respiratorio, IPPB,
intraabdominal y del tracto urinario fueron del 42,86%, 12,99%, 10,39% y 3,89%,
respectivamente. En nuestra serie los aislados procedentes de las infecciones

relacionadas con CV fue algo superior (11% vs 5,19%).
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El estudio de colonizacion mostré un buen rendimiento de los exudados
axilares respecto a los faringeos o los rectales. Esto concuerda con los datos publicados
en un estudio espafiol sobre deteccion de A. baumannii en distintas muestras de
vigilancia en pacientes de UCI. Se identificé el microorganismo en el 75% de las
muestras axilares o faringeas y en el 77% de los frotis rectales; la combinacién de
muestras axilar-faringea y axilar-rectal permitié la identificacion en un 90% de los
pacientes, cifra que alcanzé el 96% para la combinacién de muestra faringea-rectal

(Cercenado y Cantdn, 2007).

Por el contrario, nuestros porcentajes de muestras de vigilancia activa positivas
para A. baumannii multirresistente fueron discordantes a los obtenidos en dos
estudios llevados a cabo en nuestro hospital. En el trabajo de Martinez-Pellus et al.
(Martinez-Pellus et al., 2002), los aislamientos mas comunes fueron el broncoaspirado
simple, con el 44% de muestras positivas, faringe (34%), recto (34%) y piel (28%). En el
otro estudio, realizado por Salvador et al. (Salvador et al., 2015), obtuvieron un mayor
rendimiento con los exudados rectales (11°6%), seguido por los exudados faringeos
(7,5%) y los exudados de piel (5,2%). Las diferencias entre nuestros resultados y los de
estos dos trabajos pudieron deberse a que en éstos analizan un mayor numero de
muestras de vigilancia activa en comparacién con las 44 muestras incluidas en nuestro

trabajo.

La diferenciacion a nivel de especie en el género Acinetobacter spp. y en
particular las especies incluidas en el complejo A. calcoaceticus- A. baumannii (A.
baumannii, A. nosocomialis, A. pittii y A. calcoaceticus) es relevante desde el punto de
vista clinico ya que no poseen la misma patogenicidad, epidemiologia y sensibilidad
antibidtica (Dijkshoorn et al., 2007; Lee et al., 2014; Lee et al., 2011a; Lee et al., 2011c;
Wisplinghoff et al., 2012).

Las especies que forman el complejo A. calcoaceticus- A. baumannii son
altamente similares y dificiles de distinguir mediante pruebas microbiolégicas y
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bioquimicas tradicionales, como los sistemas de identificacién comerciales de los que
disponen la mayoria de los laboratorios [API® (BioMérieux), Vitek2® (BioMérieux),
Phoenix® (Becton Dickinson)] y frecuentemente se informan como complejo A.
calcoaceticus- A. baumannii (Chang et al., 2005; Gundi et al., 2009; Lee et al., 2011a;
Tien et al., 2012), o son identificadas como A. baumannii sin realmente serlo. Su
diferenciacién suele requerir métodos moleculares vy, recientemente, también se ha
descrito la utilidad de las técnicas de protedmica mediante espectrometria de masas
como el MALDI-TOF ("matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight")
(Espinal et al., 2012b). Los métodos moleculares suelen ser mas complejos, presentan
un coste elevado y precisan ademds de personal especialmente entrenado para
realizarlas. De este modo, no resulta una opcidon asequible en la mayoria de los
laboratorios de Microbiologia Clinica y sélo disponen de ellas los centros

especializados.

En nuestro estudio se realizd la identificacién de la especie dentro del complejo
A. calcoaceticus- A. baumannii mediante la detecciéon del gen blaoxasiike, g€N
intrinseco de esta especie (Feizabadi et al., 2008; Héritier et al., 2005a; Héritier et al.,
2006; Ko et al., 2008; Turton et al., 2006a). Mediante la deteccidon de este gen se
identificaron como A. baumannii el 99% de los aislados. La Unica cepa en la que no
amplificé este gen fue identificada mediante MALDI-TOF como perteneciente a la
especie A. baumannii. La ausencia del gen blapyas1 en este aislamiento pudo deberse a

la presencia de una variante de este gen no incluida en la PCR utilizada en este estudio.

Aunque los genes blaoxasiike €5tdn en la gran mayoria de los aislados de A.
baumannii (Brown et al., 2005) existe cierto debate acerca de si estdn presentes en
todas las cepas de esta especie (Brown y Amyes, 2006). Ademas, algunos autores han

detectado la presencia de este gen en otras especies (Lee et al., 2009b).

Otra posible limitacién en la identificacién de A. baumannii mediante la
realizacion de PCR para la deteccion del este gen es que no se puedan detectar todas

178



V. Discusidn

las variantes descritas del gen blaoxasiike [Nasta el momento se han descrito mas de
70 variantes (Poirel et al., 2010)]. Un problema adicional es que estos genes a veces
estan asociados con el elemento ISAbal (Turton et al., 2006b), lo que puede hacerlos

moviles.

Nuestros resultados son similares a los encontrados por Turton et al. (Turton et
al., 2006a). En su estudio identifican la especie dentro del complejo mediante la
deteccidn del gen blaoxasiike Y |a compararan con una de las técnicas de referencia, el
anadlisis de restriccion del gen ARNr amplificado (ARDRA). Los resultados de otros
autores también concuerdan con los de nuestro trabajo. En el de Ferreira et al.
(Ferreira et al., 2011) detectan el gen blaoxa-s1.iike €N todos los aislados de A. baumannii

estudiados.

Como este gen se encuentra constitutivamente en A. baumannii, su detecciéon
proporciona un método menos laborioso, menos costoso y conveniente de
identificacion que es mas fécil de llevar a cabo que los métodos definitivos, tales como
ARDRA (Peleg et al., 2008; Vaneechoutte et al., 1995), y seria mas fiable que la

identificacion bioquimica (por ejemplo, por API®), que se utiliza mds comUnmente.

Los resultados obtenidos mostraron que la presencia del gen blaoxasiike S€
puede utilizar como una manera sencilla y fiable de identificar A. baumannii, tal y

como han mencionado otros trabajos (Turton et al., 2006a).

Actualmente se estan realizando muchos esfuerzos para la correcta
identificacion de las distintas especies del género Acinebacter permitiendo asi conocer

a fondo y caracterizar mejor la epidemiologia de este género.

En este contexto, se estan abriendo camino nuevas técnicas de identificacion
en el campo de la microbiologia clinica tanto por la rapidez con la que se obtienen los
resultados como por la fiabilidad de los mismos. Es el caso de la espectrometria de
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masas MALDI-TOF. Esta técnica permite la correcta identificacion de un gran nimero
de microorganismos como Staphylococcus spp., Enterococcus spp., o bacterias de la
familia Enterobacterieceae (van Veen et al., 2010). Estudios recientes muestran que
ofrece una forma rdpida, reproducible, facil de usar, coste-efectiva y de alto
rendimiento en la identificacién de bacterias a nivel de género y especie (Dubois et al.,
2012; Espinal et al., 2012b; Maniji et al., 2014; Vaneechoutte et al., 1995; van Veen et
al., 2010; Seng et al., 2009), por lo que tiene potencial para reemplazar los métodos
convencionales de identificacion de la mayoria de las bacterias aisladas en los
laboratorios de microbiologia clinica (Jamal et al., 2014). Pero aun tiene limitaciones.
El nimero de estudios de bacilos Gram-negativos no fermentadores, como es el caso
de Acinetobacter, es todavia escaso (Jacquier et al., 2011) y se han descrito problemas
de identificacidn incorrecta atribuidos en gran medida a la limitaciéon en el nimero de
perfiles de Acinetobacter incluidos en las bases de datos (Spanu et al., 2011). Espinal et
al. también han publicado un estudio en el que encuentran identificaciones incorrectas

con especies como A. pittii o A. nosocomialis (Espinal et al., 2012b).

Recientemente varios autores han validado la técnica MALDI-TOF para la
deteccion de resistencias antibidticas (Burckhardt y Zimmermann, 2011; Hrabak et al.,
2011; Hrabak et al., 2012; Kempf et al., 2012; Sparbier et al., 2012). Muchos de estos
estudios se han centrado en los antibidticos betalactamicos, mayoritariamente en

carbapenems.

Ademds de la importancia que tiene la identificacion de la especie de
Acinetobacter implicada en el proceso infeccioso para el control y tratamiento correcto
de las infecciones producidas por estos microorganismos, también es fundamental la
caracterizacion del perfil de sensibilidad a distintos antibidticos. Esto resulta de gran
importancia en el entorno clinico donde lo que se persigue es establecer un
tratamiento apropiado y dirigido tanto al tipo de infeccién como al microorganismo
causal, siempre ajustado al perfil de cada paciente. Por otro lado, conocer la
epidemiologia local y caracterizar las cepas circulantes en un ambiente determinado
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permite también establecer protocolos de tratamiento empirico bien fundamentado y

ajustado.

En el caso de A. baumannii esto resulta aun mas importante debido al perfil de
multirresistencia que a menudo presentan los aislados de este microorganismo

limitando considerablemente el nimero de opciones terapéuticas disponibles.

A nivel global se estd produciendo un aumento preocupante en la resistencia
de A. baumannii a los antimicrobianos (Gales et al., 2011; Miyakis et al., 2011;
Rhomberg et al., 2009; Rodloff et al., 2008; Turner et al., 2009). En algunos paises
europeos y del continente asidtico la situacion actual es alarmante debido a la
circulaciéon de clones de A. baumannii panresistentes o extremadamente resistentes
gue producen infecciones para las que no hay opciones o alternativas terapéuticas

eficaces (Chen et al., 2011; Park et al., 2010).

En Espafia, después de realizarse el primer estudio nacional multicéntrico
(GEIH-Ab 2000) para determinar la sensibilidad antimicrobiana en A. baumannii
(Ferndndez-Cuenca et al., 2004), sélo se han realizado algunos estudios en los que se
ha analizado la actividad antimicrobiana o la situacion de la resistencia antimicrobiana
desde una perspectiva global (Ferndndez-Cuenca et al., 2013; Gimeno et al., 2010;

Guembre et al., 2008; Picazo et al., 2006; Villalon et al., 2011).

Ya, el estudio realizado por Fernandez-Cuenca et al. en el afio 2000 puso de
manifiesto que nuestro pais no escapaba a la tendencia observada en otros trabajos
que evidenciaban la presencia de aislados de A. baumannii con elevada resistencia a
los antimicrobianos, aunque se observé una dispersion geogréfica muy variable
cuando se comparaban diferentes hospitales (Ferndndez-Cuenca et al., 2004). Cuando
se analizaron los resultados obtenidos en el afio 2000 con los de Fernandez-Cuenca et
al. del afio 2010 (Ferndndez-Cuenca et al., 2013) se pudo concluir que la resistencia a
carbapenems habia aumentado significativamente entre 2000 y 2010, habiéndose
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observado también incrementos en las tasas de resistencia a ceftazidima, piperacilina,
sulbactam vy colistina, mientras que, para los aminoglucdsidos, tetraciclina y
rifampicina las resistencias habian disminuido, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas. Colistina continuaba siendo el antimicrobiano con
mayor actividad. En el afio 2010, el 94% de los aislados eran multirresistentes y el 86%
presentaron resistencia extrema, resultando preocupante que el 2% de los aislados
eran ya panresistentes (no se identificé ninguno en 2000) (Ferndndez-Cuenca et al.,

2004; Ferndndez-Cuenca et al., 2013).

Cuando comparamos nuestros resultados con los del estudio multicéntrico
realizado en el afio 2010 por Fernandez-Cuenca et al. (Ferndndez-Cuenca et al., 2013),
se observaron tasas de resistencia similares para piperacilina, ceftazidima y
ciprofloxacino (>94%) pero encontramos mayores tasas de resistencia para el resto de
antibioticos estudiados, destacando la gran diferencia en las tasas de resistencia en
gentamicina (>96% vs 70%), tobramicina (83,2% vs 60%), carbapenems (97% vs 82-
83%), tigeciclina (80,2% vs 24%) y colistina (6,9% vs 3%). El aumento en las resistencias
a los carbapenems pudo estar relacionado con un mayor consumo de carbapenems y

cefalosporinas (Peleg et al., 2006¢; Rodriguez et al., 2003).

Los porcentajes de multirresistencia en A. baumannii en nuestro estudio
concuerdan con los obtenidos por Fernandez-Cuenca et al. (Ferndndez-Cuenca et al.,
2013) (97% vs 94%, respectivamente), considerando los criterios de resistencia
propuestos por Magiorakos et al. (Magiorakos et al., 2012), aunque encontramos un
56,4% de aislados "extensively drug-resistant" (XDR) frente a su 86%. Ademas no

identificamos ningun aislamiento "pandrug-resistant" (PDR) frente a su 2%.

En el afio 2011 se publicé un estudio en el que se analizé la sensibilidad de 814
aislamientos de A. baumannii recogidos de 19 hospitales espafoles entre 1997 y 2007
(Villalon et al., 2011). Todos los aislamientos fueron completamente resistentes a
ticarcilina, piperacilina, piperacilina/tazobactam, aztreonam, cefotaxima, ceftazidima,
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gentamicina, ciprofloxacino y cotrimoxazol. Los porcentajes de sensibilidad de estas
cepas fueron: sulbactam (20,3%), cefepime (1,7%), imipenem (25,4%), meropenem
(6,8%), amikacina (10,2%), tobramicina (5,1%), minociclina (55,9%), doxiciclina (49,2%)
y tigeciclina (1,7%). Todas las cepas fueron sensibles a colistina. Nuestros resultados de
sensibilidad fueron similares para piperacilina, piperacilina/tazobactam, ceftazidima,
cefepime, aztreonam, gentamicina y ciprofloxacino (<4%). Obtuvimos aislamientos
mas sensibles a amikacina, tobramicina, minociclina y tigeciclina pero nuestras cepas
fueron menos sensibles a los carbapenems, sobre todo a imipenem (3% vs 25,4%) y

colistina (93,1% vs 100%).

Las diferencias observadas en las tasas de resistencia, sobre todo a
carbapenems y colistina (superiores en comparaciéon con los trabajos realizados por
Fernandez-Cuenca et al. y Villalon et al.), pueden ser debidas diferencias geograficas
(Gales et al., 2011; Miyakis et al., 2011; Pérez et al., 2007, Rhomberg et al., 2009;
Rodloff et al., 2008; Turner et al., 2009). También a la diferencia en el disefio de los
trabajos. En los estudios de Fernandez-Cuenca et al. y Villalén et al. se incluyen un
mayor numero de aislamientos recogidos de 43 y 19 hospitales espafioles,
respectivamente (no especifican de que servicios hospitalarios) mientras que nosotros
solo estudiamos las cepas procedentes de REA y UCI de un hospital. Las tasas de
resistencia en los pacientes ingresados en UCIs/REAs son superiores a las del resto de
areas del hospital. Este fendmeno es conocido, puesto que los factores de riesgo
comunmente asociados a A. baumannii multirresistente (gravedad de la enfermedad,
dispositivos invasivos, ventilacién mecanica, tratamientos antibidticos previos,
nutricién enteral, hospitalizaciones prolongadas) son mas frecuentes en esta poblacién
de pacientes que en la de otras areas del hospital (Fournier et al., 2006). Aun asi
nuestra cifra de resistencia a carbapenems (97%) fue superior a las encontradas en
estudios espafioles realizados en UCls (Alvarez-Lerma et al., 2005; Asensio et al., 2008).
Pero ademads, son mucho mayores que las encontradas en UCI de Estados Unidos

(20%) y de otros paises europeos (Gaynes et al., 2005; Jones et al., 2004).
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En el trabajo de Herndndez-Torres et al. analizaron 101 casos de
colonizacidn/infecciéon por A. baumannii multirresistente (incluyendo la resistencia a
carbapenems) aislados durante Enero de 2007 y Junio de 2008 en nuestro mismo
centro hospitalario. Los porcentajes de sensibilidad a piperacilina/tazobactam,
cefalosporinas, aztreonam, fluoroquinolonas y carbapenems fueron inferiores al 4%
coincidiendo con nuestros datos. Sin embargo, las cifras de aislados sensibles a
amikacina, tobramicina, gentamicina, colistina y tigeciclina, en nuestro estudio, fueron
particularmente preocupantes, al ser muy inferiores a las observadas por Hernandez-
Torres et al. tan solo dos afios antes (45,5% vs 79,2%; 16,8% vs 59,4%; <4% vs 30,6%;
93,1% vs 100%; 19,8% vs 87,13%, respectivamente). Estas altas tasas de resistencias
podrian deberse a que en este trabajo sélo incluimos aislamientos de A. baumannii
procedentes de REA y UCI, dos unidades en las que existen los factores de riesgo
asociados a la aparicién de microorganismos multirresistentes, como la presién
antibidtica, ya comentados anteriormente, mientras que Hernandez-Torres et al.

incluyeron todos los servicio del hospital excepto Pediatria y Ginecologia-Obstetricia.

Cuando se analizd la actividad de los diferentes antibidticos en funcién de la
localizacion de la infeccion se comprobd que colistina y cotrimoxazol tendian a ser
menos activos en cepas aisladas de secreciones respiratorias. En la literatura se ha
descrito esta misma circunstancia para los carbapenems (Friedland et al., 2003). Se
desconocen las causas de esta tendencia, pero podria estar en relacién con un mayor
indculo bacteriano y con la mayor probabilidad de seleccién de variantes resistentes.
En parte, también podria estar explicada por la mayor frecuencia de las infecciones
respiratorias asociadas a dispositivos en pacientes en UCI, donde las tasas de A.

baumannii multirresistente son superiores.

Una limitacion de nuestro estudio, comun a los estudios de prevalencia, es que
los pacientes con estancias mas largas estan sobrerrepresentados y la estimacién de la
tasa de resistencia se ve afectada ademas por la duracion de la infeccién. En la medida
en que la duracidn de la estancia, o de la infeccidn, sea inferior en los pacientes con
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infeccion por A. baumannii sensible que en los pacientes con infeccién por
A.baumannii resistente a carbapenems, la tasa de resistencia a estos antibiéticos

estara sobreestimada.

En conclusidn, los antimicrobianos con mayor actividad antimicrobiana frente a
los aislados de A. baumannii analizados fueron colistina, minociclina, amikacina vy

cotrimoxazol.

Los carbapenems, considerados tratamiento de eleccién frente A. baumannii,
mostraron muy poca actividad antimicrobiana (solo el 3% de los aislados fueron
sensibles), como ocurre en muchos otros paises (Gales et al., 2011; Miyakis et al.,
2011; Reinert et al., 2007, Rhomberg et al., 2009; Rodloff et al., 2008; Turner et al.,
2009), siendo en algunos de ellos la resistencia a los carbapenems un problema
endémico (Miyakis et al., 2011). Nuestras tasas de sensibilidad fueron diferentes a las
de otros hospitales de Espana (Cisneros et al., 1996; Rodriguez et al., 2003), donde las
resistencias de A. baumannii a carbapenems oscilaron entre un 19-28%, aunque en un
estudio multicéntrico el porcentaje se elevd al 47% (Cisneros et al., 2005). En el afio
2008 la resistencia a carbapenems se situaba en torno al 30% (Asensio et al., 2008),
aunque en el periodo estudiado en nuestro hospital el 97% de las cepas aisladas eran

resistentes.

Las diferencias en las tasas de resistencia a carbapenems pueden deberse al
momento en el que se realizaron estos trabajos, afios antes que el nuestro, afios en los
que los aislados de A. baumannii presentaban bajas tasas de resistencia a
carbapenems. En los Ultimos afos la resistencia a estos antibidticos ha aumentado a
nivel mundial lo que explica el mayor porcentaje de cepas resistentes observado en
nuestro trabajo en comparacion con el resto de estudios espainoles. Nuestras tasas de
resistencia a carbapenems son mds parecidas a las publicadas en el ultimo estudio
realizado en Espafia, en el que incluyen cepas aisladas en el afio 2010, y en el que un
82-83% de éstas son resistentes a estos antibidticos (Ferndndez-Cuenca et al., 2013).
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En nuestra instituciéon el nivel de consumo de carbapenems o de
piperacilina/tazobactam es elevado, lo que podria relacionarse con las altas tasas de
resistencia a estos antibidticos (Peleg et al., 2006c). No obstante, existen estudios,
como el de Fillaux et al. (Fillaux et al., 2006), en los que no se ha encontrado relacién
entre el mayor consumo de carbapenems y la disminucidn de la sensibilidad frente a
esta familia de antibidticos, lo que nos indica que se precisan mas estudios al respecto
(Richet et al., 2006). No se observaron diferencias en la actividad de los dos
carbapenems evaluados, imipenem y meropenem, lo que concuerda con los resultados
publicados por Gimeno et al. en un estudio previo realizado en Espaia (Gimeno et al.,
2010). La escasa actividad de los carbapenems frente a A. baumannii hace muy dificil la

seleccién de un tratamiento empirico eficaz en las infecciones graves.

La colistina fue, con diferencia, el antimicrobiano que mostré mayor actividad
antimicrobiana. La mayoria de los aislados de A. baumannii fueron sensibles, como
ocurre en otros paises de Europa, Norteamérica, América latina o Asia (Gales et al.,
2011). Solo el 6,9% de los aislados eran resistentes a este antibidtico.
Desafortunadamente, la resistencia a colistina en A. baumannii se ha descrito en todo
el mundo, con tasas de resistencia que van desde <7% en la mayoria de los informes a
cifras de 30,6% y 40,7% en estudios realizados en Corea y Espafia, respectivamente

(Cai et al., 2012).

La prevalencia de aislados de A. baumannii PDR en Espafa no es todavia tan
preocupante como sucede en otros paises (Ko et al., 2007; Miyakis et al., 2011; Park et
al., 2010) (no aislamos ninguna cepa de A. baumannii panresistente) aunque es de
destacar el elevado porcentaje de aislados "multidrug-resistant" (MDR) y de aislados

XDR.

La aparicion de estos patdgenos resistentes, en ocasiones derivados de la
presién selectiva que ejercen antimicrobianos empiricos inapropiados que eliminan las
poblaciones sensibles y seleccionan las resistente, no solo limita el uso de terapias
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efectivas, sino que permite la diseminacidén de estos microorganismos en los hospitales

creando situaciones de endemia dificiles de controlar (Woodford et al., 2011).

Los resultados de este estudio ofrecen un panorama de preocupacién en
nuestro hospital. Debemos, por tanto, seguir prestando atencién a este
microorganismo con el objetivo de establecer las mejores opciones terapéuticas y
medidas epidemioldgicas de contencidon, sobre todo de los aislados con resistencia

extrema y panresistentes.

Una de las medidas epidemiolégicas para el control de las cepas de A.
baumannii multirresistente consiste en la tipificacion molecular de los aislados, que
permite determinar el numero de clones circulantes, identificar la fuente de
contaminacién o reservorio y los vehiculos de transmisién, y evaluar la eficacia de las
medidas de control dirigidas a evitar la diseminacion de clones. Se realizé la tipificacién
molecular de todos los aislamientos mediante "Repetitive element sequence-based
PCR" (REP-PCR) y electroforesis en campo de pulsos (PFGE). La tipificacion mediante
PFGE, técnica considerada "gold estandar" permitidé clasificar nuestras cepas en 8
patrones diferentes (patron I-VIII). Dos de ellos, el patrén 1y el Il, fueron mayoritarios y

se aislaron de pacientes ingresados tanto en REA como en UCI.

El estudio de los patrones de resistencia de los clones de A. baumannii
definidos mediante PFGE indicé que el analisis de los patrones de resistencia tiene
escaso valor para diferenciar o discriminar clones de A. baumannii. La presencia de un
mismo clon con diferentes patrones de resistencia a los antimicrobianos es un
fendmeno que esta muy extendido en la mayoria de los hospitales espafioles, y que
podria estar relacionado con la presencia de alteraciones o mutaciones puntuales en
los genes de resistencia que no pueden diferenciarse mediante electroforesis en
campo de pulsos (PFGE) (Ferndndez-Cuenca et al., 2004). La gran mayoria de los clones
estudiados presentan mas de un patrén de sensibilidad. Esto también se ha descrito
por otros autores (Ferndndez-Cuenca et al., 2004).
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Caracterizacion de los mecanismos de resistencia de los aislamientos de

Acinetobacter baumannii

La resistencia a carbapenems en este microorganismo estd mediada por varios
mecanismos. El mas frecuente es la presencia de carbapenemasas tipo oxacilinasas
(OXAs) ("carbapenem-hydrolyzing classD oxacillinases", CHDLs) (Afzal-Shah et al.,
2001) y, con menor frecuencia, carbapenemasas tipo metalobetalactamasas (MBL)
(Poirel y Nordmann, 2006a). El nUmero de cepas portadoras de estas carbapenemasas
estd aumentando notablemente en los ultimos afios, por ello resulta de gran interés
disponer de técnicas rdpidas que permitan su identificacién. La deteccién mediante
métodos moleculares ofrece resultados de gran fiabilidad, pero ha de tenerse en
cuenta que la aplicacién diaria de estas técnicas en los laboratorios de microbiologia
clinica es limitada, debido a que son técnicas mdas complejas, que requieren de
personal especializado y su coste (Kim et al., 2007; Noyal et al., 2009). Las pruebas
fenotipicas como el test de Hodge para la deteccién de carbapenemasas y la sinergia
con EDTA para la deteccion de metalobetalactamasas (Etest® MBL, BioMérieux),
suponen una herramienta rapida y sencilla, que permiten proporcionar un resultado
preliminar, aunque tan solo ofrecen una aproximaciéon al no permitir identificar la

enzima concreta responsable de la resistencia.

En nuestro estudio evaluamos ambos métodos fenotipicos, y los comparamos

con técnicas moleculares de deteccion de resistencias.

En todos los aislamientos en los que se amplificd una carbapenemasa mediante
PCR, el test de Hodge fue positivo. Sin embargo, hubo falsos negativos en el test de
Hodge en cepas en las que se detectaron genes que codifican carbapenemasas. De las
93 cepas resistentes a carbapenems en las que se detectaron los genes blaoxa24-ike Y
blaoxasiike, €n €l 29% (27/93) el test de Hodge fue negativo. Se han observado
resultados falsos negativos por la baja expresidon de la carbapenemasa, sobre todo en
cepas con metalobetalactamasas y oxacilinasas (Corvec et al., 2007; Orquidea et al.,
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2006). El test es menos util en cepas productoras de oxacilinasas en comparacion con
las productoras de MBLs o las KPC ya que la hidrélisis de los carbapenems en mas débil
con las OXAs. En el caso de las MBLs, los falsos negativos pueden evitarse anadiendo

sulfato de zinc al medio que incrementa la expresion del enzima.

Obtuvimos 5 aislamientos de A. baumannii resistentes a carbapenems en los
que el test de Hodge fue positivo pero no se detectd genotipicamente ninguna
carbapenemasas de las incluidas en este estudio lo que puede indicar que la
resistencia a carbapenems en estas cepas podria estar ocasionada por la existencia de
otros tipos de carbapenemasas no estudiadas (Livermore et al., 2006; Marqué et al.,
2005), sin olvidar, que en todas estas cepas se identificd el gen blaoxasi-ike- ES preciso
sefialar que la asociacion de este gen con secuencias promotoras ISAba 1 ocasiona un
aumento en la expresion de esta enzima, convirtiendo a OXA-51 en un posible
determinante de resistencia a carbapenems (Lu et al., 2008; Turton et al., 2006b),
aunque en este estudio no se evalud la presencia de secuencias de insercidn asociadas
a las oxacilinasas. También se han comunicado falsos positivos con cepas productoras

de CTX-M-15 y pérdida de porinas, y con las cepas hiperproductoras de AmpC.

Para la deteccion fenotipica de MBLs usamos el Etest® MBL. La eleccién del
medio usado para la realizacion de esta prueba es muy importante para maximizar la
sensibilidad (Timothy et al., 2002). En un trabajo realizado por Walsh et al. (Walsh et
al., 2002) compararon los resultados obtenidos en diferentes medios de cultivo. La
mayor sensibilidad y especificidad la obtuvieron con el medio Mueller-Hinton, de
varias marcas comerciales, seguramente por la mayor concentracion de zinc de este

medio en comparacién con los otros evaluados en el estudio.

En nuestro trabajo las diferencias observadas entre los resultados del Etest®

MBL realizado en MH2 y MHE fueron del 100%. Todos los resultados negativos

obtenidos en MH2 fueron positivos en MHE. Mediante técnicas moleculares no se

detectd ninguna de las MBL estudiadas (VIM, IMP y SIM), por lo que, los resultados
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negativos obtenidos en el Etest® MBL en MH2 tienen mayor correlacion con la
deteccién genotipica de las carbapenemasas, a excepcidn de que nuestras cepas
fueran productoras de alguna MBLs no incluida en este estudio, tal y como ocurre en
otros estudios (Uma et al., 2009). Teniendo en cuanta la baja prevalencia de estas
enzimas en nuestro entorno, y que en este estudio se detectaron las MBLs mas
frecuentes en A. baumannii, la opcién mas probable es que los resultados positivos
obtenidos para todos los aislamientos en el Etest® MBL en MHE, fuesen falsos
positivos, y estos se debieran a un cambio en la composicidon del medio MH. No fue
posible conocer la composicion especifica de cada uno de estos medios que

permitieran explicar los resultados discrepantes en esta prueba fenotipica.

Aunque la diferencia en la composicién de ambos medios pudo ser la
responsable de los diferentes resultados existen otras posibles causas. En el trabajo de
Villalén et al. (Villalon et al., 2013) describen un 67,8% de aislados positivos con el
Etest® MBL en los que no se amplifican genes codificantes de estas enzimas. Estos
resultados pueden deberse a la presencia de oxacilinasas que hidrolizan carbapenems.
En presencia de EDTA, las oxacilinasas pasan a un estado menos activo, produciendo
una drastica reduccién de la CMI (Danel et al., 2001; Segal y Elisha, 2005). Se observé
que el efecto del EDTA fue minimo en los aislamientos que solo tenian el gen blaoxasi-
ikes» Moderada en los que se detectd el gen blapyass.ike Y alta en aquellos con el gen
blaoxa-ao-ike (Villalon et al., 2013). Esto podria explicar el hecho de que obtuviéramos
resultados positivos en el Etest® MBL y negativos en los métodos moleculares de
deteccion de estas enzimas, en aquellas cepas en las que detectamos la OXA-24-like
(del mismo grupo que OXA-40). La descripcién de casos similares de falsos positivos
debido a la presencia de oxacilinasas también se ha descrito en otros trabajos (Lee et
al., 2003b; Loli et al., 2008; Rémy et al., 2012; Segal y Elisha, 2005, Villalon et al., 2013;
Walsh et al., 2005).

Un factor importante a tener en cuenta en la realizacién del Etest® MBL es que
algunas cepas de Acinetobacter pueden perder los genes que codifican MBLs, parcial o
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totalmente, a temperatura ambiente (Lee et al., 2005a) dando resultados falsos
negativos (Lee et al., 2003b). Esto indica la importancia de realizar simultdaneamente

las pruebas fenotipicas y genotipicas para la deteccidon de MBLs.

Muchos estudios se han centrado en desarrollar protocolos optimizados para la
deteccion de MBLs de una manera rapida lo que supone uno de los mayores retos en
la actualidad (Bonnin et al., 2012; Lee et al., 2001). No obstante en todos estos trabajos
se han observado limitaciones sobre todo con los bacilos Gram-negativos no
fermentadores. El alto nivel de resistencia a los antibidticos de los aislamientos de A.
baumannii portadores de estas enzimas complica también la interpretacion de los
mismos ya que, en ese mismo aislado pueden haber otros mecanismos de resistencia

que también produzcan un fenotipo de multirresistencia.

Ante los diferentes resultados en los diferentes medios de cultivo en la
deteccidon fenotipica de metalobetalactamasas no pudimos determinar la capacidad

del test de Hodge en la deteccidn de carbapenemasas tipo MLB.

En la literatura se han descrito casos de falsos negativos en el test de Hodge en
presencia de MBLs. En un trabajo realizado por Bonnin et al. (Bonnin et al., 2012) se
evaluo la técnica del test de Hodge para la deteccidn de las enzimas NDM. Esta prueba
dio resultados negativos para todas las cepas de A. baumannii productoras de NDM.
VIM, IMP y algunos productores de carbapenemasas tipo OXA produjeron imagenes
sinérgicas débiles. Esta prueba fue, por lo tanto, poco sensible y especifica para la
deteccion de la actividad carbapenemasas. La deteccion de la actividad
carbapenemasa utilizando la prueba modificada de Hodge probablemente falle en la
deteccién de A. baumannii productor de NDM, mientras que esta deteccién es eficaz
con los miembros de la familia Enterobacteriaceae. La diferencia en la capacidad de
deteccién de carbapenemasas entre A. baumannii y Enterobacteriaceae podria ser
explicada por la produccidon débil de enzimas en A. baumannii, probablemente
relacionada con la localizacién cromosdmica (una sola copia) del gen blanpw.
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Un problema afiadido en el test de Hodge es la dificultad en la interpretacion
de los resultados, lo que podria explicar las diferencias observadas cuando esta prueba

se realizd en los dos medios de MH diferentes.

A pesar de la sencillez, el test de Hodge tiene detractores por las limitaciones

gue acabamos de describir.

En este sentido, las técnicas moleculares permiten caracterizar con detalle los
aislados presentes en un entorno determinado. Esta caracterizacion facilita ademas
informacién epidemiolédgica de interés y, dado que A. baumannii se considera un
microorganismo nosocomial capaz de producir brotes nosocomiales en determinados
servicios hospitalarios, ayuda a comprender la evolucién de los distintos clones en el

tiempo.

Asi, en este estudio, se emplearon técnicas moleculares (PCR y secuenciacién)
para confirmar los test fenotipicos, conocer las principales enzimas implicadas en la

resistencia a carbapenems y determinar los clones predominantes en nuestro entorno.

El primer paso para la caracterizacién molecular de los aislados y su relacién
genética se llevd a cabo mediante la amplificacidn y posterior secuenciacién del gen
blaoxa-siike- Este gen, ademas de ser una herramienta atil para la identificacidon de A.
baumannii, se emplea habitualmente en estudios epidemioldgicos y de tipado y es uno

de los tres loci analizados para la identificacidn de los distintos clones globales.

En el 99% de nuestros aislamientos se detecté el gen blaoxasiike- La
secuenciacion de este gen en 10 aislamientos de A. baumannii revelé que algunas de
sus variantes se aislan en mayor medida en nuestro hospital (grupo OXA-66 y grupo
OXA-71). Las oxacilinasas del grupo de la OXA-66 se detectaron en los aislamientos del
clon | mientras que las del grupo de la OXA-71 se identificaron en las cepas del clon Il.
En un estudio de Merkier et al. (Merkier et al., 2008) también describieron que las
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variantes del gen blaoxasiike S€ podian encontrar en diferentes clones de PGFE, ya

sean sensibles o resistentes a los carbapenems (Merkier et al., 2006).

La mayor presencia de OXA-66 también se ha descrito en otros estudios

espanoles (Higgins et al., 2013; Villalon et al., 2013; Zander et al., 2012).

Segln nuestros resultados, las variantes en la OXA-51-/ike permiten clasificar
los aislados en grupos muy similares a los que se obtienen por PFGE. Hay que tener en
cuenta que la OXA-51-/ike se encuentra en el cromosoma por lo que las variaciones de
la misma pueden traducirse en distintos patrones de bandas en PFGE,

independientemente de los elementos madviles que presente cada aislado.

Dentro de los patrones | y Il, en los que se identificaron los grupos OXA-66 y
OXA-71, respectivamente, no se encontraron diferencias especificas en sus patrones
de sensibilidad, pero todos los aislamientos fueron resistentes a los carbapenems. Esta
resistencia podria explicarse por la presencia de secuencias de insercién de tipo ISAba,
aguas arriba de los genes codificantes de oxacilinasas, insertadas en promotores de
estos genes, lo que resultaria en un aumento de la expresidon y la resistencia
concomitante a carbapenems (Queenan y Bush, 2007) o bien por la existencia de
alguna carbapenemasa adquirida tipo OXA-23, OXA-24 u OXA-58, siempre que estén
asociados a secuencias de insercién de promotores fuertes, ya que tienen una
actividad hidrolitica escasa. No obstante, debe considerarse la posibilidad de que

existan otros mecanismos de resistencia, enzimaticos o no.

La Unica oxacilinasa adquirida detectada en este estudio fue la OXA-24, en el
93,1% de nuestros aislamientos. Esta enzima y sus variantes (OXA-24, OXA-25, OXA-26,
OXA-40, OXA-72, OXA-160), aparecen ampliamente distribuidas en la Peninsula Ibérica,
gue esta considerada una regién endémica (Afzal-Shah et al., 2001, Costa et al., 2011;
Da Silva et al., 2004, Lopez-Otsoa et al., 2002; Martinez-Lamas et al., 2014). También
se ha descrito en paises como Bélgica, Francia y Estados Unidos.
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La secuenciacion del gen blaoxaasiike reveld la alta similitud existente entre
todas las variantes de este grupo, ya que no proporciond una Unica variante como
resultado final. Los aislados en los que se detectdé OXA-24-like estaban incluidos en
clones diferentes mediante PFGE. Se observo en el 100% de las cepas pertenecientes a
los patrones Il, 1, VIII; en el 97,7% de las cepas del patrén I; y en la Unica cepa del
patron V, que, de forma sorprendente, fue sensible a los carbapenems. El hecho de
que esta oxacilinasa esté presente en clones diferentes ya ha sido descrito por otros
autores, que han argumentado que diferentes mecanismos, tanto de transferencia
horizontal como de diseminacién clonal, deben desempefiar un papel en la
propagacion de OXA-24 en el ambiente hospitalario (Lu et al., 2009). También hay que
destacar que 2 de las 5 cepas en las que no se detectd este tipo de oxacilinasa,
pertenecian a un patrén diferente, el patrén VII. A otras 2 cepas de éstas en las que no
se detectd el gen blagxaaaiike NO se les pudo realizar la PFGE por problemas técnicos
pero probablemente perteneciesen al mismo pulsotipo (patrén VII) ya que presentaron

el mismo perfil de bandas mediante REP-PCR.

La presencia de la secuencia tipo XerC/XerD flanqueando el gen blaoxa-2a-ike
podria explicar en gran medida la diseminacién de este gen. Estas secuencias repetidas
invertidas y conservadas (IRs) se encuentran separadas 6pb de la regién variable y
comparten una gran homologia con los dominios de unién. Estos actian como dianas
para la recombinacién especifica de sitio mediada por las recombinasas XerC y XerD.
Este mecanismo es responsable de la movilizacion de fragmentos de ADN discretos en
el genoma de Acinetobacter spp, entre ellos el gen blaoxa24.ike (D'Andrea et al., 2009;
Merino et al., 2010; Tian et al., 2011). Otro de los mecanismos posiblemente
involucrados en la transmision horizontal de esa enzima son las vesiculas. Como es
conocido, los bacilos Gram-negativos secretan vesiculas al medio portadoras de
distintas moléculas implicadas con frecuencia en procesos de virulencia. Se ha descrito
que las vesiculas de A. baumannii pueden incluir en su interior el gen blaoyxa-24-iike

actuando como un mecanismo de dispersién de resistencia (Rumbo et al., 2011).
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El aislamiento de A. baumannii sensible a carbapenems que no presentaba el
gen blaoxasiiike, amplificd el gen codificante de OXA-24-like. La presencia de esta
carbapenemasa en una cepa sensible a carbapenems puede deberse a que las enzimas
tipo OXA muestran una actividad hidrolitica débil de carbapenems y por ello no
siempre muestran perfiles de resistencia, pero cuando se encuentran asociadas a
elementos de inserciéon, pueden aumentar su expresion y ser resistentes a
carbapenems (Higgins et al., 2010). Otros autores han obtenido estos resultados, como
Ferreira et al. (Ferreira et al., 2011) que en su estudio describen 8 cepas sensibles a

carbapenems en presencia de los genes blaoxa 23 Y blaoxa.s:.

La coexistencia de varias oxacilinasas en la misma cepa de A. baumannii se ha
observado previamente en varias regiones geograficas, incluso la coexistencia de este
tipo de enzimas con MBLs (Karthikeyan et al., 2010; Koh et al., 2007; Mendes et al.,
2009; Peleg et al., 2008; Sung et al., 2008). En nuestro trabajo coexistieron OXA-51-like
y OXA-24-like en el 92,1% de los aislamientos, al igual que en un estudio reciente
publicado en Espafa en el que coexisten estas dos oxacilinasas en el 100% de las cepas

analizadas (Martinez-Lamas et al., 2014).

Una de las carbapenemasas adquiridas con mayor repercusion mundial y la que
con mas frecuencia se identifica en A. baumannii resistente a carbapenems es la OXA-
23-like (Andriamanantena et al., 2010; Koh et al., 2007; Mostachio et al., 2009). Esta
enzima ha sido documentada en paises de Sudamérica (Ferndndez et al., 2009; Merkier
et al., 2008; Villegas et al., 2007), Reino Unido y el sudeste asidtico. Su localizacidn
puede ser tanto cromosémica como plasmidica. En nuestro estudio no detectamos
OXA-23-like en ninguno de los aislamientos. Esto puede deberse a que, a pesar de ser
un gen con gran capacidad de dispersién, su presencia en Espafia se describié por
primera vez una cepa de A. baumannii aislada en el afio 2010 (Espinal et al., 2013).
Hasta ese afio las oxacilinasas con actividad carbapenemasa descritas en Espaia

estaban relacionadas principalmente con OXA-24.
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Tampoco identificamos cepas con OXA-58. Esta enzima se encuentra
ampliamente distribuida entre los aislados de A. baumannii resistentes a carbapenems
en el sur de Europa (Marqué et al., 2005) causando brotes en Francia, Grecia, Bélgica,
Italia, Espafia, y Turquia (Bogaerts et al., 2006; Kulah et al., 2010; Poirel et al., 2006;
Pournaras et al., 2006; Zarrilli et al., 2007) y en otros paises como Austria, Reino Unido,

Argentina, Kuwait (Coelho et al., 2006a).

La distribucién de las distintas oxacilinasas encontradas en este trabajo se
ajusta a lo descrito en los distintos estudios de nuestro entorno. Sin embargo, dada la
descripcién cada vez mas frecuente de metalobetalactamasas, aunque menos
frecuentes que las oxacilinasas, se analizd también la posible presencia de estas
enzimas, detectando aquellas MBLs mds frecuentes en A. baumannii y con una

distribucién geografica mas amplia (IMP, VIM y SIM).

La prevalencia de las distintas MBLs en Espafa es baja (Cornaglia et al., 2011),
lo que puede explicar la ausencia de estas enzimas en los aislamientos de A. baumannii
analizados en nuestro estudio. También puede que nuestros aislados presentaran

alguna de las MBLs no incluidas en este trabajo.

Nuestros resultados en la deteccidon de carbapenemasas y MBLs concuerdan
con los observados por otros autores en Espaiia (Martinez-Lamas et al., 2014; Vila et

al., 2010; Villalén et al., 2013).

En conclusién, aunque no se ha estudiado la presencia de otros mecanismos
adicionales de resistencia en nuestros aislamientos, ni la presencia de secuencias de
insercion, este estudio demuestra la alta prevalencia de oxacilinasas con actividad

carbapenemasa en A. baumannii en nuestro hospital.
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Epidemiologia molecular de los aislamientos de Acinetobacter baumannii

El andlisis de los perfiles de sensibilidad y las enzimas presentes permite
caracterizar las distintas cepas de A. baumannii que predominan en nuestro medio. Sin
embargo, para poder determinar con mayor exactitud los clones circulantes es
necesario completar esta informacidn con otros tipos de estudios. Desde una
perspectiva epidemioldgica, es importante determinar la relacion (clonalidad) de estos
microorganismos, especialmente en situacién de endemia y en brotes epidémicos. Si
estas cepas estan clonalmente relacionadas, sera necesario un mejor cumplimiento de
las medidas de control de la infeccién (Markogiannakis et al., 2008; Peleg et al., 2008;
Wilks et al., 2006). La tipificacién de los aislamientos de A. baumannii es util para
estudiar los casos de infecciones cruzadas o para identificar las posibles fuentes o

modos de propagacion de esta bacteria.

Como sucede con muchos otros bacilos Gram-negativos, la electroforesis en
campo pulsado (PFGE) es una de las técnicas de tipificacion con mayor poder
discriminatorio para A. baumannii y todavia hoy es considerada la técnica de
referencia (Bou et al., 2000a; Bou et al., 2000c; Seifert et al., 2005; Seifert y Gerner-
Smidt, 1995). En nuestro estudio comparamos esta técnica con REP-PCR, y con MLST.
Gracias a estos métodos se pudo determinar la relacion genética entre nuestros
aislados. La mayoria de los clones definidos mediante REP-PCR se confirmaron
mediante la técnica de referencia, con una concordancia del 90,1%. Estos resultados
contrastan con los de varios trabajos publicados en los que llegan a la conclusidn de
que con REP-PCR se obtienen resultados similares a los de la técnica de referencia (Bou

et al., 2000c; Martinez-Lamas et al., 2014; Saeed et al., 2006).

Por tanto, a pesar de que la REP-PCR tenga un alto poder discriminatorio
(Snelling et al., 1996) y ademads presente ventajas con respecto a la PFGE, como la
rapidez, patrones de bandas de ADN relativamente faciles de interpretar (Bou et al.,
2000c), su posible automatizacién que facilita este tipo de técnica, sobre todo cuando
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estd implicado un numero importante de cepas (a costa de incrementar el coste
econdémico de la prueba) (Carretto et al., 2008) y el hecho de ser asequible a un mayor
numero de laboratorios, nuestros resultados ponen de manifiesto el mayor poder

discriminatorio de la PFGE frente a esta técnica.

Mediante PFGE se pudieron observar diferentes clones de A. baumannii. en
nuestro hospital. La variabilidad de clones, aunque no es muy frecuente (Dijkshoorn et
al., 1996; Vila et al., 1999), se ha descrito por otros autores (Abbo et al., 2005;
Ferndndez-Cuenca et al., 2004; Hsueh et al., 2002; Monterrubio-Villar et al., 2009;
Rodriguez-Bafio et al., 1999; Villari et al., 1999), y podria explicarse por la coexistencia
de clones epidémicos y endémicos (Villers et al., 1998). Dentro de esta variabilidad en
nuestro centro existen dos clones que predominan sobre el resto y ambos presentan
oscilaciones reapareciendo tras un determinado periodo. Esto sugiere que son clones
que se instauran como endémicos en nuestro entorno, como ha sido descrito con
anterioridad (Villalon et al., 2011), y que coexisten con otros clones espordadicos
(Martinez-Martinez et al., 2010). En nuestro hospital, aunque los dos clones
mayoritarios se aislaron en ambas Unidades de alto riesgo, el clon | predomind en REA
mientras que el clon Il lo hizo en UCIL La dispersion de un clon predominante se

considera el patrén de transmision mas comun en los brotes.

La electroforesis en campo de pulsos sigue siendo el "gold estandar" para la
tipificacion de A. baumannii pero presenta ciertas limitaciones como el tiempo
requerido para la obtencion de resultados, su laboriosidad y la falta de
reproducibilidad entre diferentes laboratorios. Es por esto que estas técnicas basadas
en la comparacion de patrones de fragmentos de ADN visualizados en geles son
adecuadas para el estudio de brotes a nivel local (Bartual et al., 2005), pero para un
analisis epidemioldgico global, se requiere la comparacién de los resultados obtenidos
de diferentes laboratorios. Para solventar el problema de la falta de reproducibilidad
inter-laboratorios se han propuesto otras técnicas. Entre ellas estd el MLST. Este
método es altamente discriminativo y se basa directamente en la comparacion de las
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secuencias de fragmentos internos de los genes "housekeeping", muy conservados en
A. baumannii (Bartual et al., 2005; Wisplinghoff et al., 2008). Se supone que las
mutaciones en estos genes, que codifican proteinas con funciones vitales, son
neutrales. EI MLST permite transferir resultados de tipificacion de laboratorio a
laboratorio o comparar resultados via internet (http://mlist.zoo.ox.ac.uk), siendo asi

una herramienta poderosa para estudios de epidemiologia global.

La tipificacion molecular realizada mediante MLST en varias localizaciones de
Europa ha mostrado la existencia de 3 linajes diferentes conocidos como clones
europeos ("European clone", EUI-IIl) (Diancourt et al., 2010; Dijkshoorn et al., 1996;
Dijkshoorn et al., 2007), también denominados clones internacionales (Diancourt et al.,
2010; Higgins et al., 2010; Peleg et al., 2008) y nombrados como ST1, ST2 y ST3,
respectivamente, segin MLST (Diancourt et al., 2010). Estos presentan un
comportamiento epidémico, aunque se han descrito brotes policlonales en los que
coexisten cepas epidémicas y cepas esporadicas (Higgins et al., 2010; Rodriguez-Bafio
etal.,, 2009; Valenzuela et al., 2007; Van den Broek et al., 2009). El clon | se ha aislado
en Espafia, Polonia y Reino Unido; el clon Il en Italia, Espafia, Portugal, Francia, Grecia,
Reino Unido y Turquia (D'Arezzo et al., 2009; Da Silva et al., 2007; lacono et al., 2008);
y el tercer clon europeo, se ha descrito en Francia, Paises Bajos y Espafa (van Dessel et

al., 2004).

Se realizé MLST a dos aislados de cada uno de los clones predominantes en

nuestro hospital. Dentro del clon |, uno de los aislamientos fue clasificado como ST92.

Recientemente se ha publicado un trabajo llevado a cabo en un hospital de
Espafia en el que los 16 aislamientos de A. baumannii tipificados mediante MLST
pertenecian a ST92. Previamente, esta secuencia tipo se asocié con una amplia
diseminacidn de A. baumannii resistente a carbapenems en varios paises europeos, del
este de Asia y Australia (Endo et al., 2012; Lee et al., 2011c; Mugnier et al., 2010; Nigro
y Hall, 2012; Park et al., 2013; Runnegar et al., 2010). De hecho, ST92 esta reconocida
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como causante de gran parte de la epidemia mundial de A.baumannii MR (Adams-
Haduch et al., 2011) y se corresponde con el EU2 (Mugnier et al., 2010; Runnegar et
al., 2010).

En el otro aislamiento no se pudo determinar la ST, ya que se obtuvo el alelo 59
en el gen cpn60, un alelo presente en un nimero muy limitado de secuencias tipo
(ST1096 y ST1159) y la combinacion de este alelo con el resto de alelos de los
diferentes genes "housekeeping" no coincidid con ninguna de STs descrita hasta el

momento.

Las cepas pertenecientes al clon Il se clasificaron como ST187. Esta secuencia
tipo difiere de ST1 en un Unico alelo (gpi-9), incluyéndose dentro del clon europeo | (EC
I). Recientemente se ha descrito como responsable de un brote en Espana (Martinez-
Lamas et al., 2014). Se trata de un ST identificado solo de forma esporadica en
Alemania y Portugal, y hasta la publicacién del trabajo realizado por Martinez-Lamas et
al. no se encontraba asociado a brotes nosocomiales. En estudios previos sobre Ia
diversidad clonal de aislamientos epidémicos de A. baumannii en los paises
mediterraneos y en Espafia, el clon prevalente fue el ST2, perteneciente al EC Il. Los
aislados pertenecientes al EC I, aunque menos prevalentes, ya se perfilaban como
clones emergentes en proceso de expansion y asociados a multirresistencia (Di Popolo

etal, 2011; Villalon et al., 2011)

Los resultados obtenidos mediante PFGE y MLST para las dos cepas del patrén |l
concuerdan entre si. Son muchos los trabajos en los que demuestra la similitud en los
resultados entre ambas técnicas (Bartual et al., 2005). Aunque también hay
publicaciones en las que se describen diferentes perfiles de PFGE dentro de una misma
secuencia tipo (Alvargonzalez et al., 2014, Villalon et al., 2013) que podrian ser
explicados por los cambios genéticos que ocurren durante la evolucién de este

microorganismo.

200



V. Discusidn

Debido al nimero limitado de aislamientos estudiados mediante MLST en este

trabajo, no pudimos analizar a fondo la concordancia entre ambos métodos.

La literatura consultada demuestra que estas técnicas son complementarias
para estudios de clonalidad y que ambas tienen una buena capacidad discriminatoria
(Bartual et al., 2005; Giannouli et al., 2010; Villalon et al., 2011). La tipificacién
mediante MLST proporciona un nivel elevado de resolucién y es una herramienta
excelente para el estudio de la estructura poblacional y de la epidemiologia global a lo
largo del tiempo de A. baumannii (Bartual et al., 2005). Permite el reconocimiento de
clones epidémicos, multirresistentes y virulentos, y la monitorizacion de su

diseminacion internacional.

Aunque el sistema MLST posee ciertas ventajas en comparacién con otros
métodos de tipificacion, como su utilidad para la investigacién de la prevalencia de las
cepas de A. baumannii a escala global (Bartual, 2005; Fantana, 2008; Landman, 2008;
Nemec, 2008; Seok-Mo, 2008; Shelburne, 2008), existen ciertas cuestiones que aun
siguen sin respuesta, incluyendo la duda de si se requieren varios loci para obtener un
esquema fiable y robusto, asi como si los criterios de seleccién de los genes
"housekeeping" son lo suficientemente fiables para mostrar la estructura poblacional

de las cepas analizadas (Hamouda, 2010; Konstantinos, 2006).

Hasta ahora hay disponibles dos sistemas de MLST para Acinetobacter que
permiten tipificar tanto A. baumannii como especies diferentes a ésta. Se denominan
PubMLST (http:// pubmlst.org/abaumannii/) y la base de datos de MLST de Pasteur
(http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Abaumannii.html) (Bartual et
al., 2005; Diancourt et al., 2010; Wisplinghoff et al., 2008), con solo tres loci en comun.
El esquema PubMLST fue originalmente descrito por Bartual et al. (Bartual et al., 2005)
y posteriormente modificado por Wisplinghoff et al. (Wisplinghoff et al., 2008)
provocando cambios en los alelos y en la designacién de los perfiles de la base de
datos, que actualmente incluye 1285 perfiles de A. baumannii. Sin embargo, son
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muchos menos que los depositados en esta base de datos para otras bacterias. El
esquema de MLST de Pasteur (Diancourt et al., 2010), aunque se ha descrito mas

recientemente, solo incluye 836 perfiles de A. baumannii.

Otra limitacién del MLST es que, en una publicacidn reciente, demuestran que
en dos de los Joci utilizados en el esquema PubMLST, gyrB y gpi, ocurre una
recombinacién, resultando en un fallo en la obtencién de la secuencia tipo en algunos

aislados (Hamouda, 2010).

Para la vigilancia epidemiolégica de A. baumannii y de sus resistencias seria
necesaria la creacidon de un grupo de laboratorios de referencia en paises diferentes
que se encargaran de la vigilancia de A. baumannii MR asi como de la unificacién de los
métodos de tipificacidon. Esta iniciativa generaria una imagen mds completa de la
epidemiologia global y permitiria una mejor comprensién de la importancia de la

diseminacion internacional de los clones multirresistentes de este microorganismo.

Actualmente, el gen blaoxasiiike, ademds de ser una herramienta util para la
identificacion de A. baumannii, se emplea en estudios epidemiolégicos y de tipado, y
es uno de los tres loci analizados para la identificacién de los distintos clones globales.
Dentro del grupo de las enzimas OXA-51-like, hay subgrupos asociados a ciertos linajes
epidémicos (Figueiredo, 2010). Se ha estudiado la correlacidn entre las variantes OXA-

69, OXA-66 y OXA-71 con los ECI-IlI, respectivamente (Turton et al., 2007).

La secuenciacion de las oxacilinasas del grupo OXA-51-like detectadas en
nuestros dos clones mayoritarios mostré que nuestros aislamientos presentaban las
variantes pertenecientes al subgrupo OXA-66, en el caso del patrén |, y al subgrupo
OXA-71, en el caso del patrén Il. La OXA-66 es caracteristica del clon internacional Il
(IC2) (Higgins et al., 2013; Zander et al., 2012), el linaje de A. baumannii mas extendido

(Higgins et al., 2010; Turton et al., 2007). Este grupo de enzimas se ha asociado tanto a
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un clon europeo ("European clone", también denominado internacional) como a cepas

de Sudamérica y Asia (Zander el al., 2012).

En otros estudios, como el trabajo realizado por Higgins et al. (Higgins et al.,

2013), también identifican OXA-66 en la mayoria de sus aislados.

Las enzimas pertenecientes al subgrupo OXA-71 se han asociado al clon
europeo lll (Evans et al., 2008; Turton et al., 2007; Zander el al., 2012), por lo que parte
de nuestros aislados pertenecen a este linaje.

Nuestros resultados concuerdan con un trabajo publicado recientemente en Espaia

(Villalén et al., 2013).

Seria interesante investigar mds a fondo las variantes de OXA-51 presentes en
todos nuestros aislados de A. baumannii para conocer mejor la correlacidon entre la
tipificacion basada en la secuencia del gen blaoxasiike cOn otros métodos de

tipificacion.

En el trabajo realizado por Zander el al. (Zander et al., 2012) estudiaron la
asociacion entre las variantes del gen que codifica OXA-51-like con el sistema de
tipificacion Diversilab REP-PCR. Sugirieron que la coevolucion de las secuencias de las
variantes de este gen ocurre de manera similar a otras partes del genoma de A.
baumannii, observandose como patrones de REP-PCR diferentes. Por lo que los
resultados obtenidos mediante REP-PCR no siempre coinciden con la secuenciacién de
las variantes de OXA-51. La falta de correlacion entre ambos métodos pudo deberse a
que las secuencias repetidas amplificadas mediante REP-PCR pueden sufrir cambios
rapidos por recombinacion. Aun asi, observaron buena correlacidn entre las variantes
y los complejos clonales definidos por REP-PCR por lo que concluyen que la
secuenciacion de los genes blaoxasiiike Permite identificar los linajes clonales a nivel

mundial (Zander et al., 2012).
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La concordancia entre la tipificacion mediante la secuenciacién del gen blaoxa-
s1-ike CON MLST se demostrd en el estudio de Hamouda et al. (Hamouda et al., 2010).
Sus datos mostraban que todos los aislamientos que presentaban las variantes
principales del gen blaoxasiiike (OXA-69, OXA-66 y OXA-71) pertenecian a los 3 linajes
clonales europeos mas importantes. Sin embargo, como ya se ha comentado
anteriormente, es este estudio tampoco hubo concordancia entre los resultados
obtenidos mediante MLST y PFGE. Concluyen que para la identificacion de los
principales linajes epidémicos de A. baumannii, los resultados obtenidos mediante la
secuenciacion de este gen son comparables a los del analisis MLST, con la ventaja de

un menor coste en la secuenciaciéon y menor tiempo necesario para su realizacién.
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1. La media de edad de los pacientes con aislamiento de Acinetobacter baumannii fue
de 59,8 afios y la mediana de 65 afios [rango: 15 - 90 aios]. El 69,3% eran hombres y el

30,7% mujeres.

2. La infeccidn respiratoria asi como la infeccién de piel y partes blandas son las
principales patologias en las que se encuentra implicado A. baumannii como agente

causal.

3. En el 10% de los pacientes el primer aislamiento fue obtenido de muestras de
vigilancia activa. De estos pacientes, un 60% desarrollaron mas tarde infeccion por este

microorganismo, en un tiempo medio de 14,8 dias (0-58 dias).

4. La resistencia antibiotica en los aislamientos de Acinetobacter baumannii del estudio
resulté muy elevada. Un 97% de los aislamientos fueron resistentes a carbapenems
considerados el tratamiento de eleccidn, lo que obliga a plantear otras alternativas

terapéuticas.

5. Los antibidticos mas activos frente A. baumannii fueron colistina, minociclina,
amikacina y cotrimoxazol, con unos porcentajes de sensibilidad del 93,1%, 60,4%,

45,5% y 44,5%, respectivamente.

6. El 97% de los aislados de A. baumannii presentaron multirresistencia, de los cuales
el 40,6% fueron clasificados como cepas estrictamente MDR y el 56,4% como

extremadamente resistentes. Ningun aislamiento fue panresistente.

7. Los test fenotipicos para la deteccién de carbapenemasas y metalobetalactamasas

tuvieron un valor limitado en nuestro estudio, estando los resultados muy

influenciados por el medio de cultivo utilizado.
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8. La OXA-24-like fue la oxacilinasa adquirida identificada con mas frecuencia en los
aislamientos de A. baumannii (93%). No se detectaron las oxacilinasas OXA-23-like y
OXA-58-like. En las cepas de A. baumannii no se identificé ninguna MBLs de las

incluidas en este estudio.

9. La presencia en todos los aislamientos, excepto uno, de oxacilinasas del grupo OXA-

51-like nos permite concluir que estas cepas pertenecen a la especie A. baumannii.

10. La secuenciacién de algunas de las enzimas OXA-51-/ike detectadas mostré que las
variantes OXA-66 y OXA-71 son las mas prevalentes en nuestro estudio. La
secuenciacion de estas enzimas codificadas por el gen blaoxasi-ike puede usarse como

método de tipificacion.

11. Se detectaron 2 clones mayoritarios de A.baumannii en el Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca durante los dos afios de estudio, distribuidos tanto
en REA como en UCI sin predominio estacional. Los resultados obtenidos por REP-PCR

mostraron una concordancia del 89,9% con los resultados obtenidos por PFGE-RFLP.
12. Se observaron diferentes patrones de resistencia a antimicrobianos dentro de un
mismo clon definido mediante PFGE lo que indica que el antibiotipo tiene escaso valor

para diferenciar o discriminar clones de A. baumannii.

13. Las secuencias tipo obtenidas en este estudio en las cepas analizadas fueron la

ST92 y ST187. Estas STs se han descrito previamente en Espana.
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Objetivos: El principal objetivo de este estudio fue determinar el mecanismo de
resistencia a carbapenems mediante métodos fenotipicos y genotipicos, en
aislamientos de Acinetobacter baumannii, asi como conocer la epidemiologia

molecular de estas cepas mediante diferentes técnicas de tipificacién molecular.

Metodologia: Se realizé el estudio de 239 aislamientos de A. baumannii procedentes
de 101 pacientes ingresados en la unidad de Reanimacién (REA) y en la Unidad de
Cuidados Intensivos (UCI) del Hospital Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca
durante un periodo de dos afios (2010 y 2011). La identificacién y la sensibilidad de A.
baumannii se realizé con el sistema automatizado Vitek2®, y la confirmacién de la
especie dentro del complejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii se
determind mediante la deteccidn genotipica del gen blaoxasiike. La deteccidn
fenotipica de carbapenemasas se llevod a cabo con el test de Hodge y el Etest® MBL. Los
resultados obtenidos por estos métodos se comprobaron mediante la realizacién de
PCR. La relacion clonal entre los aislamientos de A. baumannii se evalué con diferentes
técnicas: REP-PCR y RFLP-PFGE. Adicionalmente algunas cepas fueron tipificadas
usando MLST.

Resultados: La mayoria de las cepas fueron multirresistentes con porcentajes de
sensibilidad a carbapenems del 3%. Tan solo 3 de las cepas estudiadas fueron sensibles
a este grupo de antibidticos. Los antibidticos mas activos fueron colistina y minociclina,
con el 93,1% vy 60,4% de cepas sensibles, respectivamente.

El test de Hodge fue negativo en el 29,7% (30/101) de las cepas de A.
baumannii. Tan solo 3 de estas cepas fueron sensibles a carbapenems. Los resultados
obtenidos en el Etest® MBL en MH2 y MHE fueron discrepantes en todos los
aislamientos de A. baumannii.

En un 99% de los aislamientos se detectd el gen que codifica la OXA-51-like y en
el 93,1% se identificd la OXA-24-like. No hubo ningln aislamiento que presentara la
OXA-23-like ni OXA-58. No se identific6 ninguna MBLs de las estudiadas en este
trabajo.
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La tipificacion molecular mediante REP-PCR permitié diferenciar 4 clones, dos
de ellos mayoritarios, el clon A y el clon B con el 47,5% y 40,6% de aislamientos,
respectivamente. Ambos clones se aislaron de las dos unidades de alto riesgo
estudiadas lo que indica una dispersidn de estos en el hospital. Los resultados de RFLP-
PFGE también mostraron dos patrones mayoritarios denominados patrén | y patrén Il.
La concordancia entre ambos métodos fue del 89,9%. La secuencia tipo de la cepa del
patrén | tipificada mediante MLST correspondid a la ST92 y los aislamientos del patrén

Il con la ST187.

Conclusiones: La resistencia antibidtica en los aislamientos de Acinetobacter
baumannii del estudio resultd muy elevada. Un 97% de los aislamientos fueron
resistentes a carbapenems considerados el tratamiento de eleccién. Los antibidticos
mas activos frente A. baumannii fueron colistina, minociclina, amikacina vy
cotrimoxazol.

Los test fenotipicos, para la deteccion de carbapenemasas vy
metalobetalactamasas, tuvieron un valor limitado en nuestro estudio.

La OXA-24-like fue la oxacilinasa adquirida identificada con mas frecuencia en
los aislamientos de A. baumannii. No se detectaron las oxacilinasas OXA-23-like y OXA-
58-like. Tampoco se identificd ninguna MBLs.

La presencia en todos los aislamientos, excepto uno, de oxacilinasas del grupo
OXA-51-like nos permite concluir que estas cepas pertenecen a la especie A.
baumannii.

Se detectaron 2 clones mayoritarios de A.baumannii en el Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca durante los dos afios de estudio, distribuidos tanto
en REA como en UCI. Los resultados obtenidos por REP-PCR mostraron una
concordancia del 89,9% con los resultados obtenidos por PFGE-RFLP.

Las secuencias tipo obtenidas en este estudio fueron la ST92 y ST187. Estas STs

se han descrito en Espaia.
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Objectives: The main objectives of this study were to determine the mechanism of
resistance to carbapenems by phenotypic and genotypic methods in Acinetobacter
baumannii isolates and to know the molecular epidemiology of these strains by

different molecular typing techniques.

Methods: We studied 239 A. baumannii strains isolated from 101 patients hospitalized
in Reanimation Unit and Critical Care Unit in the Hospital Clinico Universitario Virgen
de la Arrixaca during 2 years (2010 and 2011). Identification and susceptibility of A.
baumannii were processed with automated system Vitek2® and the species
confirmation within Acinetobacter calcoaceticus- Acinetobacter baumannii complex
was determined by genotypic detection blaoxa si.iike gene. Phenotypic carbapenemases
detection was performed by Hodge Test and MBL Etest®. The results obtained by these
methods were tested by performed PCR. Clonal relationship between A. baumannii
isolates was evaluated by different techniques: REP-PCR and RFLP-PFGE. Additionally

some strains were typed by MLST.

Results: Most stains were multi-resistant with percentage of susceptibility to
carbapenems of 3%. Only 3 of the studied strains were susceptible to this group of
antibiotics. The most active antibiotics were colistin and minocycline with 93,1% and
60,4% of susceptible strains respectively.

Hodge test was negative in 29,7% (30/101) of A. baumannii strains. Only 3 of
these strains were susceptible to carbapenems. The results obtained in the MBL Etest®
MH2 and MHE were discrepant in all isolates of A. baumannii.

In 99% of the isolates the gene encoding OXA-51-like was detected and OXA-24-
like carbapenemases was identified in 93,1%. PCR analysis revealed absence of OXA-23-
like or OXA-58-like carbapenemases. Any MBLs studied in this study were identified.

Molecular typing by REP-PCR allowed to differentiate 4 clones. Two were
prevalent, clone A and clone B with 47,5% and 40,6% of isolates, respectively. Both
clones were isolated from the two Critical Care Units studied indicating a dispersion of
these in the hospital. The RFLP-PFGE results also showed two major patterns called
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pattern | and pattern Il. The agreement between both methods was 89,9%.
The strain belonging to clone | corresponded to ST92 by MLST, and two A.

baumannii isolates belonging to clone Il were ST187.

Conclusions: Antibiotic resistance in Acinetobacter baumannii isolates in the study was
very high. 97% of the isolates were resistant to carbapenems considered the treatment
of choice. The most active antibiotics against A. baumannii were colistin, minocycline,
amikacin and cotrimoxazole.

Phenotypic test for the detection of carbapenemases and metallobetalactamase
had limited value in our study.

The OXA-24-like was the most frequently identified Oxacillinase acquired in A.
baumannii isolates.

The presence in all isolates, except one, of oxacillinases that belong to the group
OXA-51-like allows us to conclude that these strains belong to the species A.
baumannii.

Two majority clones of A. baumannii were detected in Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca during the two years of study, distributed both
Reanimation Unit and Critical Care Unit. The results obtained by REP-PCR showed
89,9% concordance with the results obtained by PFGE-RFLP.

The type sequences obtained in this study were ST92 and ST187. These STs have

been described in Spain
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