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Listado de abreviaturas wtilizadas

LISTADO DE ABREVIATURAS UTILIZADAS

BL.: betalactamasa.

A: absorbancia.

Ay absorbancia a 492 nm.
AAC: acetilacion.

ADN: 4cido desoxirribonucleico.

ADNasa® acido desoxirribonucleasa.

AFLP: Amplified fragment length polymorphism.

AK: amicacina.

AMB: ambulatorio.

AMC: amoxicilina-clavulanico.
AMP: ampicilina.

ANT: adenilacion.

APH: fosforilacion.

ARDRA: (amplified rDNA restriction analysis) analisis de restriccion de fragmentos de

ADNr ampiificados.

ARN: 4cido ribonucleico.

ARNT: 4cido ribonucleico ribosomal.
ARNsa: Ribonucleasa.

AS: Ampicilina/sulbactam.

ATCC: American Type Culture Collection.

AUS: agarosa, urea, sorbitol.
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Listado de abreviaturas utilizadas

AZIT: azitromicina.

AZT: aztreonam.

BAS: broncoaspirado.

BHLI: (brain heart infusion) infusion cerebro corazon.
BLEA: betalactamasa de espectro ampliado.

BTL: betalactamico.

CARB: carbenicilina.

CAZ: ceftazidima.

CBP: carbapenémicos.

CEF: cefalosporinas.

CEF: cefepima.

CFZ.: cefazolina.

CLA: acido clavulanico.

CLOXA: cloxacilina.

CMB: concentracion minima bactericida.

CMI: concentracion minima inhibitoria.

CMIsy: La CMI para el 50% de las cepas probadas.
CMlgy: La CMI para el 90% de las cepas probadas.
col.: colaboradores.

Cpsas: carbapenemasas.

Csas: cefalosporinasas.

CT: colistina.

CTAB: bromuro de cetil-trimetil amonio.

CTX: cefotaxima.
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Listado de abreviaturas utilizadas

CXM: cefuroxima.

Cxsas: cefuroximasas.

DOX: doxiciclina.

E: esputo.

EDTA: 4cido etilen-diamino-tetra-acético.
ERIC-PCR: PCR con iniciadores ERIC (enterobacterias, repetitivas, intergénicas,
consensus).

FO: fosfomicina.

GN: gentamicina.

gyrA: gen de la girasa A (topoisomerasa IT).
gyvrB: gen de la girasa B.

h: horas.

IMP: imipenent.

LCR: liquido cefalorraquideo.

LOR: cefalondina.

LPS: lipopolisacarido.

MEP: meropenem.

min.; minutos.

MIR: Medicina Interna.

MONOB: monobactamicos.

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards.
NCF: nitrocefina.

NRL: neurologia.

Q: orina.



Listado de abreviaturas utilizadas

OF: ofloxacino.

OMP: (outer membrane protein) proteina de membrana externa.
OXA: oxacilina.

p-CMB: para-cloro-mercurobenzoato.

PADAC: pyridium-2-azo-p-dimethylaniline chromophore.

parC: gen de la topoisomerasa I'V.

pb: pares de bases.

PBP: (penicillin binding protein) proteinas fijadoras de penicilina.
PCR: (polymerase chain reaction) reaccion en cadena de la polimerasa.
PEN: bencilpenicilina.

PENTI: penicilinas.

pl: punto isoeléctrico.

PIP: piperacilina.

pm: peso molecular.

Psas: penicilinasas.

PUCA: punta de catéter.

RD: rifampicina.

rep-PCR: PCR con secuencias rep (repetitivas, extragénicas, palindromicas).
RESP: muestras respiratorias.

SAN: muestra de sangre (hemocultivo).

SDS-PAGE: electroforesis con geles de poliacritamida-SDS.

SDS: dodecil sulfato sédico.

seg.: segundos.

SULB: sulbactam.
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Listado de abreviaturas utilizadas

TAZ: tazobactam.

TBE: tampon tris/acido borico/EDTA.
TE. tamp6n tris/EDTA.

TIC: ticarcilina.

TICCL.: ticarcilina/clavulanico.

TO: tobramicina.

TZP: piperacilina-tazobactam.

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos.

UFC: unidad formadora de colonias.
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1.1. HISTORIA DEL MICROORGANISMO: TAXONOMIA.

Los organismos actualmente incluidos dentro del género Acinetobacter han sufnido una
larga historia de cambios taxonomicos y se les ha denominado al menos con 15 nombres
gencéricos diferentes, destacando: Bacterium anitratum, Herellea vaginicola, Mima
polymorpha, Micrococcus calcoaceticus, Moraxella glucidolytica 'y Moraxella hvoffii
(Bergogne-Berézin, 1996).

El género Acinetobacter esta constituido por cocobacilos gramnegativos, no
formadores de esporas, aerobios estrictos, inmdviles, catalasa positivos y oxidasa negativos. Su
temperatura optima de crecimiento es de 20°C a 30°C, y son capaces de crecer en los medios
de cultivo habituales, sin requerimientos especiales. En la mayoria de pruebas bacteriologicas
acthian como inertes. Pueden oxidar la glucosa y otras aldosas.

En el Manual de Bacteriologia Sistematica de Bergey se le clasifica dentro de la Familia
Neisseriaceae e incluye una Gnica especie: Acinetobacter calcoaceticus. Sin embargo estudios
taxonOmicos mas recientes proponen que se incluyan dentro de la nueva familia Moraxellaceae
junto con los géneros Moraxella y Psychrobacter (Rossau, 1991).

Dentro del género Acinetobacter se han incluido diferentes biovariedades, especies o
grupos de ADN, destacando la especie A. calcoaceticus propuesta en el Manual Bergey (Juni,
1984). En 1986, Bouvet y Grimont describen 12 especies (1 a 12) dentro del género
Acinetobacter: A. calcoaceticus, A. baumannii, A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonit y A.
Iwoffi y las otras 6 quedan sin nombre. En 1989, Bouvet y Jeanjean proponen otras S especies
(13-17) y Tjernberg y Ursing encuentran 15 especies, las doce de Bouvet y Grimont y

proponen ademas 3 especies nuevas. Posteriormente se han descrito otras posibles especies
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todavia sin clasificar. Las especies de Acinefobacter descritas hasta este momento se
encuentran en la tabla 1.1. Las genospecies | (4. calcoaceticus), 2 (A. baumannii}, 3 (sin
nombre} v TU13 (sin nombre) son muy similares fenotipicamente aunque sean diferentes
genotipicamente y algunos autores las denominan complejo A. calcoaceticus-A. baumannii
(Gerner-Smidt, 1991}. Dentro de este complejo se incluyen también otras dos especies: una de
ellas se parece mucho a la genospecie TU13 (parecido a TU13), la otra se encuentra entre los

aislamientos 1 y 3 (enrre 1y 3) (Ibrahim, 1997).



Introduccion

Tabla 1.1.

Especies genomicas de acuerdo con la homologia del ADN, segun los estudios de Bouvet y de

A. calcoaceticus

A. baumannii
Sin nombre
Sin nombre

A. haemolyticus
A. junii
Sin nombre
A. johnsonii
A. twolfii
Sin nombre
Sin nombre
Sin nombre
A. radioresistens
Sin nombre
Sin nombre
Sin nombre
Sin nombre
Sin nombre

Sin nombre

Tjernberg y Ursing.

10

1]

12

13

14

15

i6

17

NP

8TU

8TU

10

11

12

HTU

NA

NP

15TU

NA-= no agrupable, NP = no probado
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1.2. IMPLICACION CLINICA DE ACINETOBACTER.

1.2.1. Especies de importancia clinica.

Los organismos del género Acinetobacter se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza, pudiendo llegar a constituir el 0,001% del total de la poblacion heterotrofica del
suelo y el agua (Baumann, 1968). Por otra parte, este microorganismo forma parte de la flora
normal de la piel humana y es capaz de colonizar transitoriamente el tracto respiratorio
superior, sin que sea considerado patogeno para las personas sanas (Noble, 1978, Rosenthal,
1975; Taphin, 1963). Se encuentra en el medio hospitalario, y se le implica cada vez con mayor
frecuencia como importante patogeno nosocomial, especialmente en enfermos
mmunodeprimidos y en pacientes de las Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) (Vila, 1989;
Bergogne-Berézin, 1996).

Numerosos estudios indican que A. baumannii es la principal especie genomica
asociada a brotes de infeccion nosocomial. En el estudio realizado por Bouvet y Grimont en
1987, se observd que en 291 aislamientos de 264 pacientes, el 84% (244 aislamientos)
comprendian esta especie. No se conoce otro habitat para esta especie que no sea el cuerpo
humano. Su presencia en un objeto inanimado en el medio hospitalario puede interpretarse
como una contaminacion por parte de un paciente infectado.

Otras especies también pueden estar implicadas en la infeccidon nosocomial, aunque en
muchos casos pueden ser contaminantes del ambiente. El diagndstico de infecciones por
Acinetobacter “no usuales”, depende de las condiciones clinicas del enfermo y del aislamiento

repetido de fa misma cepa.
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Las especies genémicas 3 y TUI3 (pertenecientes al complejo A. calcoaceticus-
baumannii) se han asociado a brotes nosocomiales (Horrevorts, 1995), aunque la primera se
ha encontrado tanto en muestras clinicas como en el suelo.

A. calcoaceticus esta raramente asociado a infecciones humanas. Su habitat original es
el suelo.

A.  haemolyticus se aisla ocasionalmente de pacientes, constituyendo el 3%
aproximadamente del total de los aislamientos de Acinetobacter en el ambiente hospitalario.
También se ha encontrado en aguas de alcantariliado.

A. junii ha sido aislado tanto en muestras clinicas como ambientales.

A. johnsonii puede aislarse del ambiente (suelos, rios), animales, ptel de personas sanas
y aunque raramente, de muestras clinicas, como demuestra Seifert en 1993, al relacionar esta
especie con varios casos de bacteriemia asociada a catéter,

Otras especies como A. fwoffii y la genoespecie 12 (4. radioresistens), habituales
comensales de la piel, se han implicado, aunque con menos frecuencia, en infecciones

nosocomiales (Bergogne-Berézin, 1996).

1.2.2. Infecciones causadas por Acinetobacter.

Las especies de Acinetobacter se han implicado en diversos tipos de infecciones.
Aunque las infecciones por Acinetobacter adquiridas en la comunidad son muy frecuentes en
algunos lugares geograficos, la mayoria de las infecciones por estos microorganismos son
nosocomiales, tales como septicemias, neumonias, infecciones del tracto urinario, meningitis e

incluso endocarditis. (Bergogne-Bérézin, 1989; French, 1980; Ng, 1989). El tipo de infeccién
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que produce no difiere del de otras bacterias gramnegativas nosocomiales, destacando las del
tracto respiratorio inferior y del tracto urinario (Glew, 1977; Joly-Guillou, 1991; Joly-Guillou,

1992-a; Joly-Guillou, 1992-b).

1.2.2.1. Infeccion respiratoria.

El principal lugar anatomico de colonizacion e infeccion por Acinefobacter es el tracto
respiratonio. Sin olvidar la dificultad que conlleva el discernir entre infeccion o colonizacion
(Struelens, 1993), se ha demostrado el importante papel que desarrolla Acinetobacter en las
neumonias nosocomiales, especialmente en pacientes de UCI que requieren ventilacion
mecanica (Dealler, 1998). En un estudio en el que se incluyeron paéientes sometidos a
ventilacibn mecanica, y en el que se recogieron Unicamente muestras respiratorias no
contaminadas (obtemdas por fibrobroncoscopia), se observo que en torno al 20% de los
episodios de neumonia incluian al menos un aislamiento de Acinetobacter (Fagon, 1989,
Torres, 1990). Otros estudios sin embargo, hacen referencia a una frecuencia de infeccidn
respiratoria menor {3 a 5%) (Craven, 1990). La presentacion clinica es frecuentemente
muftilobar, y en algunos casos pueden aparecer empiemas, cavernas o fistulas broncopleurales
(Glew, 1977). La tasa de mortalidad por neumonia nosocomial varia entre un 30 a un 75%,
correspondiendo los valores mas altos a este tipo de pacientes. Por otro lado, el pronostico de
estas infecciones es mucho peor que si es producido por otras bacterias grampositivas o
gramnegativas, a excepcion de P. aeruginosa (Fagon, 1989; Torres, 1990). Todos estos datos
reflejan que la neumonia nosocomial causada por Acinetobacter spp. constituye, hoy en dia,

una complicacion importante de la ventilacion mecanica (Bergogne-Bérézin, 1991).
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1.2.2.2. Infecciones del tracto urinario.

La orina es el segundo fugar mas comin de aislamiento de Acinefobacter. Se le ha
atslado como causante de cistitis, piclonefritis agudas y cronicas, generalmente en pacientes
con enfermedades urologicas o renales. La mayoria de las infecciones urinarias nosocomiales
afectan a ancianos debilitados, a pacientes ingresados en UCI, y destacan especialmente en
enfermos con sondas permanentes, con bastante frecuencia en cultivos mixto (Pedraza, 1993).
Al mismo tiempo se ha observado su relacion con enfermos que presentan obstrucciones

urnarias.

1.2.2.3. Bacteriemias.

Acinetobacter spp., especialmente A. baumannii se puede considerar como Gnico
agente etiologico de bacteriemias, o formando parte de bacteriemias polimicrobianas. Los
pacientes inmunocomproroetidos son el grupo mas afectado (Chen, 1991). El foco suele
proceder de infecciones del tracto respiratorio inferior, apareciendo la mayor tasa de neumonia
nosocomial durante la segunda semana de hospitalizacion (Peacock, 1988). Otros factores
predisponentes incluyen el traumatismo y las quemaduras (Green, 1983; Graber, 1962; Ang,
1992). Se bhan descrito ademas casos de bacteriemias asociadas a heridas y bacteriemias
relacionadas con catéteres {Seifert, 1993; Tilley, 1994).

La presentacion clinica de ta bacteriemia por Acinefobacter, en general, no es especifica
de esta especie, pero en muchos casos estos pacientes tienen una evolucion desfavorable. En
un estudio reciente desarrollado por Poutanen y col. (1997) se observd que de 24 casos el 62%

de las bacteriemias por Aciretobacter tenian significado clinico; la mayoria de las infecciones
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fueron nosocomiales y adquiridas en UCL Un 42% de estos pacientes desarrollaron shock
séptico que complicaba la bacteriemia y un 54% de ellos murieron. Asi como en otros casos la
bacteriemia por Acinetobacter no es mas que el marcador de una enfermedad de base mas
severa, en este estudio se observd que estas infecciones parecian contribuir a la muerte en fa
mayoria de los casos (85%), siendo las variables mas asociadas con el riesgo de mortalidad, la
edad mayor de 65 afios, el desarrollo de shock séptico y la presencia de coagulopatias
{Poutanen, 1997).

Un segundo grupo importante a destacar es el de los neonatos, especialmente aquetlos
con bajo peso, con terapia antimicrobiana previa, o sometidos a ventilacion mecanica. Algunos
estudios han mostrado casos de bacteriemias por Acinetobacter spp. en recién nacidos en los
que la evolucién clinica fue fulminante (Regev, 1993).

Todos estos datos indican la importancia de Acinefobacter spp. como uno de los
organismos causantes de infeccion nosocomial severa en UCI, incluyendo a las UCIs

neonatales.

1.2.2.4. Meningitis.

Acinetobacter es un agente inusual causante de meningitis, que aparcce de forma
predominante como meningitis secundaria. Sin embargo se han descrito algunos casos de
meningitis primaria, especialmente tras procedimientos neuroquirirgicos ¢ de traumatismo
craneal (Berk, 1981; Siegman-igra, 1993; Seifert, 1995). La presentacion clinica no es
diferente de cuando se produce por otros MICrOOTEANISMOs Mas frecuentes. Pueden aparecer

petequias y otros sintomas caracteristicos, por lo que una mala interpretacion de la tincién de
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Gram puede conducir a un tratamiento inadecuado. Hasta 1967, la mayoria de los casos de
meningitis por Acinefobacter eran adquiridos en la comunidad. Sin embargo, a partir de 1979,
la mayoria eran infecciones nosocomiales, principalmente debidas a A. baumannii, con tasas de

mortalidad en torno al 20%.

1.2.2.5. Otras infecciones.

Se han descrito casos de endocarditis por Acinetobacter tras intervenciones dentales o
tras cirugia a corazon abierto. Las caracteristicas clinicas de estas infecciones no difieren
mucho de {as producidas por ofros microorganismos (Gradon, 1992). Al mismo tiempo se han
hallado casos de peritonitis en pacientes sometidos a dialisis peritoneal ambulatoria (Lye,
1991), colangitis, asi como osteomielitis, e infecciones oculares tras traumatismo (Martin,

1988; Melki, 1992).

1.2.3. Patogénesis del microorganismo.
1.2.3.1. Factores predisponentes.

Existen varios factores de riesgo que predisponen a la infeccion severa por
Acinetobacter, muchos de eflos son factores comunes a otros organismos que también causan
infecciones nosocomiales. Los enfermos ingresados durante periodos prolongados con una
enfermedad de base (tumores, quemaduras e inmunodepresion), con terapia respiratoria
prolongada, con ventilacion mecanica y con tratamiento antimicrobiano previo, o que han sido

sometidos recientemente a cirugia mayor presentan una clara predisposicion a adquirir una

10
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infeccion por este microorganismo {Bergogne-Bérézin, 1996; Kaul, 1996). Otros factores
como ia edad avanzada, enfermedad pulmonar créonica, inmunodepresion, cirugia, uso de
antimicrobianos, presencia de sonda gastrica o endotraqueal y tipo de equipo respiratorio
pueden aumentar el riesgo de neumonia o colonizacion del tracto respiratorio inferior

{Ramphal, 1979; Lortholary, 1995).

1.2.3.2. Factores de virulencia.

Las especies de Acinetobacter se consideran como patogenos de bajo grado, con
limitada virulencia demostrada en ratones (Joly-Guillou, 1994). Sin embargo, estos
microorganismos tienen ciertas caracteristicas que les permiten incrementar la virulencia de
aquellas cepas implicadas en infecciones. Tales caracteristicas estan relacionadas con la
invasividad (capacidad del microorganismo de introducirse, mulitiplicarse y diseminarse dentro

de los tejidos del huésped) y toxigenicidad (capacidad de producir sustancias toxicas).

La invasividad de la bacteria puede estar en refacion con sustancias de su superficie que
la protegen de la fagocitosis, como es la capsula polisacaridica, compuesta por L-ramnosa, D-
glucosa, D-acido glucurénico y D-manosa. De igual manera parece que la hidrofobicidad juega
importante papel en la adhesion (Avril, 1991; Boujaafar, 1990).

La presencia de fimbras, junto con la cépsula le permite adherirse a las células
epiteliales humanas.

Se ha estudiado la produccion de enzimas que dafian los tejidos. No se ha encontrado

actividad ADNasa, elastasa, hemolisina, proteasa ni gelatinasa en la mayoria de los
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aislamientos. Sin embargo, se han encontrado niveles significativos de butirato esterasa,
caprilato esterasa, y leucin aryl amidasa en todos los aislamientos. Estos enzimas hidrolizan
acidos grasos de cadena corta y pueden estar involucrados en la produccion de dafio tisular a
nivel de lipidos (Poh, 1985).

Aparte de poseer otros factores comunes a las bacterias gramnegativas, habria que
destacar la habilidad que tienen estos microorganismos de captar el hierro, mediante la
secrecion de sideroforos, que les permite sobrevivir en el cuerpo humano (Echenique, 1992;
Smith, 1990). Actis y col. observaron en 1993 que este género es capaz de secretar un
sideroforo del tipo del acido 2,3 hidroxibenzoico que podria actuar como factor de
patogenicidad. Estos mismos autores argumentan que los siderdforos podrian comgpetir con
algunas proteinas del huésped por la captacion de hierro esencial, e incluse podrian reaccionar
con otros elementos formando radicales hidroxilo que dafian los tejidos. De esta manera se

podria explicar la patogénesis de las infecciones respiratorias.

Respecto a la toxigenicidad de Acinetobacter, existen varios estudios sobre la
produccién de Slime por este microorganismo. Se ha observado en ratones que las cepas de
Acinetobacter productoras de Slime incrementan la virulencia de otras bacterias
gramnegativas, cuando éstas aparecen en infecciones mixtas. La relevancia de este estudio
radica en que Acinetobacter se ha encontrado con gran frecuencia en cultivos mixtos,
especialmente en muestras respiratorias y heridas (Obana, 1986).

Hay que destacar la produccion del lipopolisacanido (LPS), componente de su pared

celular, que puede tener efecto endotoxigénico a través del lipido A, Se ha demostrado que la
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produccion de toxina in vivo puede ser la responsable de los signos caracteristicos de

enfermedad y muerte tras la septicemia por Acinefobacter (Brade, 1983).

1.2.3.3. Persistencia en el ambiente hospitalario.

Bl interés de Acinetobacter como patogeno nosocomial cada vez es mayor, sin
embargo poco se sabe acerca del reservorio natural y de su modo de transmision.

Se ha observado que algunas cepas de Acinefobacter pueden sobrevivir en el ambiente
hospitalario durante afios. Una de las razones para tal persistencia podria ser la resistencia a los
antibioticos, o bien la supervivencia en ambientes secos inanimados, asi como en la piel de
individuos sanos, del personal sanitario, etc. (Bergogne-Bérézin, 1991; Wendt, 1997,
Rosenthal, 1994).

A diferencia del resto de bacilos gramnegativos, que son sensibles a la desecacion
Acinetobacter es bastante resistente, sobre todo las cepas que pertenecen al complejo A
calcoaceticus-baumannii (Jawad, 1996). Estas bacterias pueden sobrevivir durante horas al
aplicarlas experimentalmente sobre la piel (Ayliffe, 1988) y ademas parecen resistir a la
clorhexidina, cuando ésta se utiliza como desinfectante (Hammond, 1987). En un estudio
reciente desarroflado por Wendt y col. (1997), se observd que las cepas de Acinetobacter
aistadas de superficies secas eran capaces de sobrevivir mas de 4 meses, a diferencia de las
aisladas de superficies himedas que sobrevivian peor. La resistencia a estas condiciones de
sequedad puede promover la transmisibilidad de un brote, por o que se puede sospechar del
ambiente seco como reservorio de Acinefobacter, especialmente cuando aparecen brotes

prolongados (Wendt, 1997).
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Entre las superficies ambientales secas implicadas como fuente de transmision, se puede
incluir el equipo médico reutilizable, almohadas, sabanas y otros componentes de las camas de
los hospitales, guantes, etc. (Sherertz, 1985; Weernink, 1995). El uso incorrecto de guantes
puede servir de vehiculo de transmision del microorganismo entre los diferentes pacientes,
como se ha observado en el estudio realizado por Patterson y col. (1991). En este estudio
demuestran mediante la aplicacién de métodos de tipado la presencia de la misma cepa de
Acinetobacter en pacientes sintomaticos y en fos guantes del personal que los atienden,

Aunque Acinefobacter por su gran ubicuidad estd ampliamente distribuido por ia
naturaleza y forma parte del ambiente inanimado hospitalario (Cunha, 1980), algunos estudios
hacen referencia al reservorioc humano como la principal fuente originaria de brotes
hospitalarios. Este microorganismo se ha aislado de la piel, del tracto respiratorio y
gastromntestinal {Tiumsit, 1993; Bergogne-Bérézin, 1987, Al-Khoja, 1979). La piel de los
pacientes ingresados y del personal hospitalario han sido implicados en la transmiston del
microorganismo produciendo brotes nosocomiales (Bergogne-Bérézin, 1995; Bergogne-
Bérézin, 1991). Castle (1978) hallo una cepa epidémica causante de un brote hospitalario en
las manos del personal, antes y después del lavado. Este hecho unido al de la existencia de
portadores cronicos, da una mayor importancia a la transmision de Acinetobacter a través del
contacto indirecto con las manos del personal sanitario. La elevada incidencia de colonizacion
por A. baumannii puede ser atribuida a la contaminacion cruzada y al uso de antibidticos de
amplio espectro. Parece ser que los pacientes colonizados son la mayor fuente de transmision
de cepas epidémicas por el hospital (Mulin, 1995).

Se ha sugerido como ruta de transmusion el aire. Allen y Green (1987) fueron los

primeros autores que consideraron ef aire como ruta de transmision de Acinefobacter. Este
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dato se confirmé posteriormente cuando se encontrd esta bacteria simultineamente en el aire y
en las manos del personal (Gerner-Smidt, 1987). De nuevo se consideré esta ruta de
transmisién al comprobarse como algunas cepas de Acinetobacter implicadas en brotes
persistian en ambientes secos hospitalarios, tras la completa desinfeccion de las areas clinicas
(Jawad, 1996).

Otro medio de supervivencia de Acineiobacter en ¢l ambiente hospitalario es su
capacidad de resistir a los metales y sales, muchas veces incluidos en desinfectantes y otras
sustancias de uso hospitalario. Dhakephalkar y col. observaron en 1994, que las cepas
ambientales tienen mayor resistencia a los metales que las cepas procedentes de muestras

clinicas, de esta forma diferencian las patdgenas de las no patogenas.

1.2.4. Terapia de las infecciones por Acinetobacter,

No existe ninguna guia terapéutica para los sindromes especificos producidos por
Acinetobacter. Las infecciones localizadas que afectan a enfermos inmunocompetentes pueden
responder a la retirada del cuerpo extrafio o al debridamiento, sin la necesidad del uso de agentes
antimicrobianos.

Las infecciones moderadamente severas responden a la monoterapia, siempre y cuando se
instauren tratamientos cortos, cuando se alcancen concentraciones adecuadas del antimicrobiano, o
cuando la terapia combinada quede fimitada por la penetracién de [a droga.

E! manejo de las infecciones graves se basa en tratamientos combinados, generalmente en la
asociacion de un carbapenémico y un aminoglucosido. El uso de terapias combinadas depende de

los estudios previos de sinergia in vitro, de la experiencia clinica y de la aparicién de resistencia
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antibidtica durante el curso del tratamiento (Tankovic, 1994; Anstey, 1992; Chow, 1988; Kosmidis,
1986; Allen, 1995; Carlquist, 1982).

A pesar de que existen casos de bacteriemias transitorias por Acinetobacter resueltas
espontaneamente sin la instauracion de un tratamiento antibacteriano (Raz, 1982), se debe
considerar que casi todos los aistamientos de Acinefobacter en sangre son significativos, y hay que
tomar las medidas oportunas (Setfert, 1992). Se debe eliminar cualquier dispositivo intravascular
(catéteres, etc.) v seleccionar el antibiotico adecuado en funcion de fos resultados de sensibilidad in
vitro {Rolston, 1985). La duracion del tratamiento es similar a otras bacteriemias por bacilos
gramnegativos, entre 10 y 14 dias.

I.as meningitis por Acinefobacter responden bien a fa combinacion de un betalactamico y un
aminoglucosido, seleccionados en base a las pruebas de sensibilidad i vitro. Algunos autores hacen
hincapié en el empleo de aminoglucésidos por via intratecal obteniéndose resultados 6ptimos (Berk,
1981; Rahal, 1982). Otros autores sin embargo prefieren el uso de fluorquinolonas o de
imipenem/cilastatina (Schonwald, 1989; Segev, 1990, Rodriguez, 1985). La polimixina B e¢s
mnadecuada como agente intraventricular en el manejo de ventriculitis postneuroquirargica, ya que
puede causar mentngitis quimica (Stmon, 1994).

No es necesario eliminar el catéter a los pacientes con peritonitis CAPD por Acinetobacter.
Ya que muchos de estos pacientes tienen cultivos positivos sin signos de peritonitis, la decision de
instaurar un tratamiento antimicrobiano debe ser individualizada. Se han observado casos de
erradicacion del microorganismo al emplear fluorquinolonas orales, aminoglucdsidos via
intraperitoneal, o combinando ambos agentes (Said, 1980; Valdez, 1991; Chan, 1989). De cualquier

modo, la eleccion def antibidtico dependera siempre de las pruebas de sensibilidad i vitro.
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1.3. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO.

1.3.1. Identificacion a nivel de género.

Los aislamientos de Acinetobacter se pueden identificar por la reaccion de la tincion de
Gram (coco-bacilos o a veces bacilos cortos gramnegativos), por el aspecto de la colonia en
los diferentes medios de cultivo, por ser oxidasa negativos y catalasa positivos, por su
inmovilidad, por no fermentar [a glucosa (un gran porcentaje de aislamientos) v por ser inertes
en la mayoria de pruebas bioquimicas.

Estos microorganismos crecen como colontas blanco-grisiceas a amarillo palido,
mucosas y de tamafio similar a las de las enterobacterias. Algunas especies, sobre todo las
pertenecientes a la genoespecie 4 (A. haemolyticus), pueden mostrar hemolisis en agar sangre
de carnero. En la figura 1.I se observa el aspecto de las colonias de Acinetobacter en agar
sangre.

Acinetobacter crece en fa mayoria de fos medios de cultivo, como es el agar nutritivo o
agar tripticasa soja. Sin embargo, para su aislamiento a partir de muestras clinicas
contaminadas ¢ de muestras ambientales puede estar recomendado el uso de medios
diferenciales o selectivos que inhiban el crecimiento de otros microorganismos. Tal es el caso
del medio comercial agar Herellea, que contiene sales biliares y antibiéticos (Holton, 1983). El
medio Acinetohacter Leeds ha demostrado ser util para el aislamiento de Acinetobacter, tanto

de muestras clinicas como ambientales (Jawad, 1994).
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Hay que considerar la temperatura de cultivo, pues aunque la mayoria de las especies
de los grupos 2 (A. baumannii), 3 6 TUI3 crecen bien a 37°C, otras especies gendmicas crecen
solo a temperaturas mas bajas, por lo que la temperatura de 30°C es la recomendada.

La identificacion a nivel de género se puede confirmar con métodos comerciales, como
los sistemas API 26 NE, Vitek y Microscan.

El sistema Microscan mediante la utilizacion de 23 pruebas bioquimicas permite
diferenciar Unicamente la especie de 4. Mwoffii del resto de especies de Acinetobacter,
englobandolas como Acinetobacter anitratus/haemolyticus. En la figura 1.11 se muestra un
ejemplo de identificacién de Acinetobacter anitratus/haemolyticus mediante el sistema
Microscan.

Un método comercial muy utilizado en la mayoria de los laboratorios, por su
stmplicidad y aplicabilidad en la practica diaria, es el sistema API 20 NE (BioMérieux,
Francia). Este sistema, que contiene 12 reacciones de asimilacion, incluye en su base de datos 5
especies. 4. bawmannii, A. haemolyticus, A. Iwoffii y A. johnsonii-A. jumii. Sin embargo
parece ser que presenta problemas de reproducibilidad y sensibilidad (Kropec, 1993). Bernards
en 1996 estudio la capacidad del APl 20 NE para identificar 130 cepas pertenecientes a las 18
especies gendmicas. Un 45% del total de los aislamientos presentd una correcta identificacion.
Todas las cepas pertenecientes a A. baumannii y a A. haemolyticus se identificaron
correctamente, mientras que se identificaron 3 de 5 4. junii, 3 de 8 en el caso de A. johnsonii y
11 como 4. Mwoffii de los 13 incluidos en el estudio. E! resto de cepas se identificaron
correctamente a nivel de género pero no se incluyeron en la genoespecie correcta. De éstas la
mayoria se identificaron erroneamente como 4. baumannii, perteneciendo casi todas ellas a las

genoespecies 1, 2, 3 y 13TU. Con estos resultados, se considero que el sistemna APl 20 NE es
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insuficiente para lograr una correcta identificacion de las especies genomicas de Acinetobacter.
De acuerde con otros autores (Horrevorts, 1995, Weernink, 1995), se hizo hincapié en la gran
dificultad para identificar las especies incluidas dentro del complejo A. calcoaceticus-A.
baumannii, por lo que se sugirio la inclusion de este complejo dentro de 1a base de datos del

sistema APl 20 NE, para que de esta forma se hiciera el sistema mas fiable.

1.3.2. Identificacion a nivel de especie.

El método definitivo para identificar los aislamientos de Acinerobacier es el método de
hibridacion ADN-ADN, que ha permitido su clasificacion en las 12 especies gendmicas
anteriormente mencionadas.

Bouvet y Grimont en 1986, ademas de la clasificacion en las 12 especies obtenidas por
hibridacion de ADN, estudiaron las caracteristicas fenotipicas de los aislamientos incluidos en
cada grupo. Para ello propusieron un esquema de identificacion basado en 28 pruebas
bioquimicas que incluia 19 pruebas de asimilacion de fuentes de carbono, 6 pruebas
bicquimicas que incluian produccion de hemolisis en agar con 5% de sangre, oxidacion de la
glucosa, licuefaccion de la gelatina y tres pruebas de crecimiento a 37°C, 41°C y 44°C,
(Bouvet, 1986). Segln estas pruebas se pudo identificar cada especie por sus caracteristicas
fenotipicas, a excepcion de las especies 8 y 9. A. baumannii se distingui6 del resto por ser la
Unica especie capaz de crecer a 44°C. Posteriormente se ha comprobado que estas pruebas
resultan insuficientes para distinguir las diferentes especies.

Por este mismo método Gerner-Smidt en 1991 fue capaz de identificar correctamente
el 78% de las 198 cepas analizadas previamente por hibridacion de ADN. Hubo un 7% de

cepas identificadas erroneamente vy un 22% de cepas no identificadas, siendo dificil ia
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diferenciacion de las cepas dentro del complejo A. calcoaceticus-A. bawmannii (Gerner-Smidt,
1991). Algunos aislamientos del grupo 13 pudieron crecer a 44°C, con lo que no se pudieron
distinguir de 4. baumannii, otros crecieron a 41°C y no a 44°C, por lo que no se pudieron
distinguir de la especie 3. L.a mayoria de aislamientos del grupo 13 correspondieron al biotipo
9 de Bouvet y Grimont.

Las especies de los grupos 1, (4. calcoaceticus), 2 (A. baumanniiy, 3 y 13 tienen
caracteristicas bioquimicas comunes. Los aislamientos del grupo 13 tienen capacidad de crecer
a 44°C en un 73-100%. Por otro lado un 15% del grupo 3 también puede hacerlo, dependiendo
del medio empleado (Gerner-Smidt, 1994).

Los cinco nuevos grupos descritos en 1989 por Bouvet v Janjean son bastante similares
fenotipicamente a los grupos 4 y 6 descritos en 1986 por Bouvet y Grimont.

La especie 5 (A. junii) se diferencia de A. johnsonii y A. lwoffii por la produccién de
hemolisis. Estas 3 especies se pueden distinguir ademas por el crecimiento a 37°C y las

asimilaciones de L-histidina y azelato, como podemos observar en la tabla 1.2.
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Tabla 1.2.

Diferenciacion fenotipica de las especies de Acinetobacter.

A. junii | A johnsonii A. hwoffii
Crecimiento a 37°C + - + |
....... T . ]
Asimilacién de L-histidina | + ST S
--------- ASImllacmn de azelato - o P

El crecimiento a diferentes temperaturas es una caracteristica que depende del medio
empleado. Asi, como ejemplo, A. jolmsonii y la especie 11 no crecen en BHI a 37°C, mientras
que en TSB no crece A. johnsonii pero si la especie 11.

Como ya se ha comentado anteriormente, el sistema AP1 20 NE no es un buen método
de identificacion a nivel de especie, aunque si de género.

Otro sistema API, el ATB 32GN, que incluye 32 pruebas de asimilacion, no mejora los
resultados.

El sistema Biolog Microplate, con 95 reacciones de asimilacion, también ha sido
evaluado. Bernards (1995) estudio 129 cepas de Acinefobacter 1dentificados por hibridacion de
ADN, y aunque los resultados parecian ser prometedores, al compararlos con el esquema de
Bouvet y Grimont se observo que se pudo identificar Gnicamente A. johnsonii, y solo un 83%
se identificaron correctamente a nivel de género.

La dificuitad que engloba la identificacién a nivel de especie mediante pruebas
fenotipicas, basadas sobre todo en reacciones de asimilacion de fuentes de carbono, ha llevado

en algunas ocasiones, a confusiones en la taxonomia. Hasta ahora no disponemos de un

21



Introduccion

sistema definitivo de identificacion fenotipico, que establezca distincion a nivel de grupos de
ADN. Por ello algunos autores recomiendan que a la hora de informar una especie de
Acinetobacter se deberia indicar el método de identificacion empleado, e informar el resultado
como identificacion presuntiva (Weaver, 1994).

Todas estas dificultades han obligado a emplear técnicas de hibridacion de ADN un
tanto laboriosas, por lo que cada vez mas se estan desarrollando nuevos métodos de
identificacion basados en biologia molecular, y estan siendo evaluados frente a las técnicas de
hibridacion.

Se estan empleando métodos basados en la secuenciacion de los genes 165 ARNr o el
gen gyrB (Ibrahim, 1997). La ribotipia ha demostrado ser de gran utilidad para identificar los
aislamientos de Acinetobacter spp., especialmente para diferenciar las especies del complejo 4.
calcoaceticus-A. baumannii (Gerner-Smidt, 1992).

Recientemente se han utilizado diferentes métodos basados en la reaccidn en cadena de
la polimerasa, entre los que se pueden destacar: el método ARDRA, polimorfismo de la region
del spacer 165-235, ARNt o AFLP. Todos e¢llos son menos complejos, més rapidos y pueden
realizarse en muchos laboratorios clinicos.

El analisis de restriccion de un fragmento amplificado del ADN ribosomal (ARDRA,
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) se basa en la restriccion mediante diferentes
enzimas de un fragmento de unas 1500 pb, amplificado por PCR, dando lugar a una serie de
patrones.

Mediante este método se distinguen bien los aislamientos de los grupos de ADN del

complejo A. calcoaceticus-A. baumannii, que son dificiles de distinguir por pruebas
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fenotipicas. Se ha comprobado por hibridacion de ADN que estos grupos estdn mas
estrechamente relacionados entre ellos que con el resto de especies genomicas.

Sin embargo no distingue entre los grupos 4 y 7, que aunque son muy diferentes por las
pruebas fenotipicas presentan gran similitud en la secuencia del ADNr 16S. Los grupos 10y 11
tampoco se pueden distinguir mediante este sistema. Sin embargo estos grupos, aunque son
muy similares por las pruebas fenotipicas, se distinguen porque la especie 11 no acidifica la
glucosa, ni crece a 37°C, y la especie 10 si lo hace. De igual modo, los grupos 5 (4. junii) y 17
no pueden diferenciarse por este método. Entre ellos existe una similitud mediante hibridacion
de ADN inferior al 22%, pero se pueden distinguir fenotipicamente. Vaneechoutte y col.
(1995} sugieren que con la adicion a este método de 4 pruebas, hidrolisis de la gelatina,
hemolisis, acidificacion de la glucosa y crecimiento a 37°C, éste puede ser Gtil para identificar
todos los aislamientos hasta el nivel de especie. No se ha logrado diferenciar fos grupos 8 y 9
mediante este método, pero tampoco lo habian logrado Tjernberg y Ursing en 1989 con
hibridacion de ADN.

El estudio del polimorfismo de la regidén espaciadora entre los genes 16S y 23S
(ARNri16S8-23S spacer) permite amplificar entre [ a 3 fragmentos de 390 y 4.500 pb por cepa.
La mayoria de los aislamientos tienen perfiles caracteristicos. No permite distinguir entre las
especies S (4. junii), 7 (4. johnsonii) y 10. En los aislamientos del complejo 4. calcoaceticus-
A. baumannii se amplifica una Gnica banda de entre 975 a 1005 pb y es necesario analizar el
fragmento con enzimas de restriccion, para diferenciar cada genoespecie (Nowak, 1995;
Dolzani, 1995).

Otro método utilizado es el polimorfismo de los genes ARNt, mediante el cual se

obtienen fragmentos amplificados idénticos o casi idénticos en cada especie. Sin embargo, no
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diferencia las especies 1, 3 y “entre 1 y 37, las especies 2, 13TU y “parecido 13TU”, las
especies 8 y 9, las especies 6, TU15 y BJ17 (Ehrenstein, 1996). Se han aplicado otros métodos
aunque con menos frecuencia, como PCR del gen rec4 o PCR multiplex (Lopez-Brea, 1998).
Mediante el método AFLP (dmplified fragment length polymorphism) se diferencian
bien las genospecies de Acinetobacter, especialmente se diferencian las cepas del complejo A.
calcoaceticus-A. baumannii y se demuestra que las genospecies BJ13 y TU14 son similares

(Janssen, 1997). Este método se ha utilizado preferentemente con fines taxonémicos.
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Figura 11

Aspecto de las colonias de Acinetobacter spp. en agar sangre,

Figura 1.1[.

Identificacion de Acinetobacter anitranes haemolyticus mediante el sistema Microscan
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1.4. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE ACINETOBACTER.

Los estudios epidemioldgicos, efectuados con la finalidad de conocer la prevalencia y/o
la diseminacién de una bacteria en un ambiente determinado, exigen la caracterizacion del
microorganismo mas alla del nivel de especie. A menudo se aislan en el ambiente hospitalario
cepas epidémicas junto a cepas esporadicas. Mediante el tipado podemos caracterizar las cepas
de manera mas detallada, con la finalidad de discriminar entre unas y otras (Gerner-Smidt,
1994). El tipado ademas sirve tanto para caracterizacion como para identificacion de cepas.

Las especies de Acinetobacter se pueden encontrar con gran frecuencia en muestras
clinicas, debido a su elevada prevalencia en el ambiente hospitalario, y por formar parte de la
de la flora de la piel y membranas mucosas. Por otro lado este microorganismo se ha implicado
en diversas infecciones produciendo con frecuencia brotes nosocomiales. Es por ello por lo que
la aplicacion de un sistema de tipado eficaz sea de crucial importancia en la epidemiologia de

Acinetobacter.

1.4.1. Métodos de tipado.

Ante la sospecha de un brote ha de confirmarse lo mas rapidamente posible para poder
intervenir de manera apropiada. Para ello el tipado es de gran utilidad.

Los métodos de tipado que suelen emplearse en primer lugar para el estudio de un
brote son los métodos fenotipicos, dado que se encuentran con mayor disponibilidad en los
laboratorios de microbiologia. Otros métodos, los métodos genotipicos, no tan facilmente

disponibles, se emplean generalmente como métode confirmatorio de los anteriores. En
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Acinetobacter se han utilizado numerosos métodos fenotipicos y genotipicos, sin embargo, no
existe una unica téenica de tipado aceptada ni estandanizada para estudios epidemiologicos de

este microorganismo.

1.4.1.1. Mérodos fenotipicos.

Se pueden utilizar métodos fenotipicos como biotipado, antibiotipado, serotipado,

fagotipado, tipado con bacteriocinas o perfil de proteinas de membrana externa.

1.4.1.1.1. Biotipado.

Las cepas de Acinetobacter son metabdlicamente inertes en la mayoria de pruebas
bioquimicas utilizadas, de modo que habitualmente se identifican a nivel de género o de
variedad en muchos laboratorios. I.a gran mayoria de aislamientos clinicos pertenecen a la
variedad 4. anitratus no proteoliticos y a A. hwoffii, casi todas las infecciones nosocomiales
estan causadas por la variedad A. awitratus (Gerner-Smidt, 1985; Gerner-Smidt, 1987; Gemer-
Smidt, 1989). Los aislamientos que presentan hemolisis o hidrolisis de gelatina son muy poco
frecuentes en las muestras clinicas. También existe variacion en la produccion de la ureasa
entre los aislamientos de Acinefobacter, sOlo son reproducibles las reacciones fuertemente
positivas, que aparecen sobre todo en las especies A. junii, A. hvoffi, y las cepas del grupo 13.
Por otra parte las tradicionales pruebas bacteriologicas discriminan muy poco entre las
diferentes cepas hospitalarias.

Un sistema comercial, empleado habitualmente como método de identificacion es el

API 20 NE. A pesar de que no logra identificar las especies de Acinetobacter de acuerdo con
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la nueva terminologia, puede ser empleado como método de tipado. Towner y Chopade (1987)
evaluaron este sistema con el que tiparon 122 cepas de diversos hospitales recogidas durante 4
afios. Se observd que el sistema tenia un elevado indice discriminatorio, aunque si se
consideraba por separado la variedad A. anitratus, este indice era inferior. Al mismo tiempo
estos autores calcularon que, si se tiene cuidado y se evitan contaminaciones en las tiras, la
reproducibilidad de este sistema puede alcanzar el 100%. Por su parte, Kropec y col. (1993)
consideran que este sistema es poco sensible y poco reproducible, posiblemente por los
problemas de contaminacion.

Las pruebas mas utiles para el biotipado de Acinetobacter parecen ser las reacciones de
asimilacion. Estas reacciones presentan gran versatilidad para este microorganismo, ya que €s
capaz de utilizar un tnico agente como fuente de carbono o nitrogeno (Bauman, 1968;
Dijkshoorn, 1990). Estas caracteristicas fieron aprovechadas por Bouvet y Grimont con fines
taxondmicos, y al mismo tiempo desarrollaron un sistema de tipado de 4. baumannii (Bouvet,
1987), basado en la asimilaciéon de levulinato, citraconato, L-fenilalanina, L-tartrato y 4-
hidroxibenzoato (Tabla 1.3). Este método de biotipado se pudo utilizar ademas para tipar el
complejo A. calcoaceticus-baumannii (Bouvet, 1990, Gerner-Smidt, 1991). Se obtuvieron 17
biotipos, mostrandose una reproducibilidad de 100%. La reproducibilidad del biotipado de
Bouvet y Grimont fue posteriormente confirmada por Gemner-Smidt (1991), al estudiar 70
cepas no relacionadas epidemiolégicamente. La principal desventaja del sistema es que sélo

puede ser aplicado a los aislamientos del complejo A. calcoaceticus-baumannii.
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Tabla 1.3.

Biotipos definidos por Bouvet y Grimont (1987) y Bouvet (1990).

1.4.1.1.2. Perfil de proteinas de membrana externa.

El analisis de proteinas de membrana se ha aplicado como método de tipado en
Acinetobacter, mostrando resultados variables, tal vez debidos a las diferencias metodoldgicas
entre los distintos laboratorios {Dijkshoorn, 1987-a, Giammanco, 1989). Dijkshoorn y col. en
1987, intentaron tipar, mediante la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-
PAGE), 129 cepas de Acinetobacter procedentes de 16 pacientes ingresados. Observaron que
en muchos de ellos, predominaba la misma cepa. Se comprob6, contrastando con datos
epidemiologicos, que la presencia del mismo tipo de bacteria en diferentes pacientes se debia a
una contaminacion cruzada. Se pudo afirmar que este método, unido al manejo de informacioén
epidemiologica resultaba un método util para estudiar la diseminacion de Acinetobacter en el
hospital. En otro estudio posterior, corroboraron de nuevo la utilidad del SDS-PAGE para
diferenciar cepas que se agrupan en un mismo patron y que parecian tener relacion
epidemioldgica con cepas que no se agrupaban entre si (Diykshoorn, 1987-b). Los autores
sugieren por tanto que esta técnica puede ser util para el estudio de brotes hospitalarios,

aunque [a necesidad de una estricta estandarizacion a la hora de desarrollarla, y el largo tiempo
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que lleva el realizarla impide que este método se considere de eleccion como método de rutina

(Dijkshoorn, 1989; Dijkshoorn 1993; Dijkshoorn, 1996).

1.4.1.1.3. Otros métodos de tipado fenotipico.

Existen otros meétodos de tipado fenotipico como el antibiotipado, serotipado,
fagotipado o tipado con bacteriocinas.

Respecto al antibiotipado, presenta grandes inconvenientes. Uno de ellos es que puede
no haber correlacion entre los datos de CMI y los halos de inhibicion de algin antibittico.
Puede ocurrir que los valores de CMI utilizados como puntos de corte en clinica no coincidan
con los que se deberian usar con fines de tipado. Ademas hay que considerar que los caracteres
de resistencia no siempre son estables, una cepa puede ganar o perder genes de resistencia con
el tiempo (Marcos, 1994). Por todo esto, no es un método de tipado definitivo y ademas
tampoco presenta un poder discriminatorio muy elevado. No debe, por tanto utilizarse
aisladamente, debiéndose asociar siempre a un método de tipado estable.

De igual modo, los métodos mencionados anteriormente presentan grandes
inconvenientes. El tipado por fagos es poco Util en Acinefobacter, ya que presenta una
tipabilidad inferior al 80% (Giammanco, 1989). El serotipado, aunque es muy sensible,
presenta un bajo poder discriminatorio (Traub, 1989), y por altimo el tipado basado en la

produccion de bacteriocinas tiene una tipabilidad muy baja y un bajo poder discriminatorio

{Andrews, 1986).
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1.4.1.2. Métodos genotipicos.

Entre los métodos genotipicos se han utihizado perfil de ptasmidos, ribotipado,
electroforesis en campos pulsados, y métodos basados en la técnica de la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) (Garcia-Arata, 1997, Grundman, 1997, Marques, 1997, Dijkshoorn,
1997).

Los métodos basados en PCR son rapidos y Gtiles para diferenciar cepas durante una

situacion de brote. Se han utilizado PCR con iniciadores arbitrarios, PCR que amplifican para
regiones repetidas en el genoma de Acinetobacter, como son la rep-PCR (iniciadores rep:
repelitivas, extragénicas, palindromicas) o la ERIC-PCR (iniciadores FRIC: enterobacterias,
repetitivas, intergeénicas, consensus).
{Sheehan, 1995). Reboli en 1994, estudié un posible brote aplicando el biotipado, el analisis de
plasmidos y la rep-PCR. De todos los métodos empleados la rep-PCR fue el Gnico método que
permiti6 diferenciar entre as cepas que producian el brote nosocomial y las cepas de aparicion
esporadica. La rep-PCR ha demostrado ser muy util en la clasificacion de las cepas dentro de
un brote, mientras que al utilizar la ERIC-PCR unos autores encuentran excelente resultados y
sin embargo para otros, los resultados no son tan claramente concluyentes (Presterl, 1997,
Vila, 1996; Reboli, 1994; Snelling, 1996). Mas recientemente, Grundman ha corroborado la
utilidad de la rep-PCR y de otras técnicas basadas en la reaccion de la cadena de la polimerasa
para el tipado de microorganismos, siempre y cuando éstas se empleen en condiciones de
extraccion de ADN y de amplificacion estandarizadas (Grundman, 1997).

Es importante considerar la electroforesis en campo pulsatil como método de tipado en
Acinetobacter. Este método estd basado en la generacion de fragmentos de ADN

cromosémico de gran tamario, y posteriormente en su separacion mediante una electroforesis.
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La elevada capacidad discriminatoria de la técnica hace que sea recomendada por muchos
autores como técnica de eleccion para tipaje, sin embargo el tiempo necesario de preparacion
de la muestra, asi como la necesidad de disponer un dispositivo de electroforesis especial,

constituyen una gran desventaja a la hora de utilizar esta técnica.
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1.5. ACTIVIDAD in vitro DE DIFERENTES ANTIMICROBIANOS.

La elevada multirresistencia de Acinetobacter conlleva a la dificultad de encontrar un
farmaco eficaz que cubra las infecciones graves producidas por estos microorganismos, dando lugar
en numerosas ocasiones al fracaso terapéutico.

Ciertos antibidticos como cefotaxima, ceftriaxona, piperacilina, ticarcilina, ciprofloxacino y
sulfonamidas han mostrado actividad in virro frente a algunos aislamientos clinicos de
Acinetobacter (Garcia, 1982; Rolston, 1986; Seifert, 1993; Vila, 1993), sin embargo la aparicion de
cepas resistentes ha dificultado su utilizacién.

Los antibioticos betalactdmicos deberian emplearse siempre y cuando se realicen los
estudios de sensibilidad in vifro adecuados. Algunos como ceftazidima, imipenem o meropenem
pueden ser utiles en el tratamiento de las infecciones por Acinetobacter. Hasta el momento los
carbapenémicos constituyen €l farmaco de eleccion, ya que no existen muchos casos de resistencia a
estos antibidticos. En numerosas ocasiones imipenem ha mostrado muy buena actividad in vitro
{Okpara, 1994), presentando valores de CMI muy bajos (0,25 a 0,5 mg/L), incluso inferiores a los
que presentaba frente a algunas enterobacterias (Soussy, 1990). MacGowan, en 1995 estudi6 la
actividad inhibitoria y bactericida de imipenem y meropenem en 124 aislamientos clinicos de
Acinetobacter, y a su vez comparé dicha actividad frente a diversos aislamientos clinicos de
enterobacterias resistentes a a cefalosporinas de 2* generacion. Observo una actividad inhibitonia
similar en ambos antibioticos para Acinetobacter, aunque mayor en el caso de meropenem para las
enterobactenias, sin embargo imipenem mostré una mayor actividad bactericida frente a meropenem

en las cepas de Acinetobacter. Otros estudios corroboran la actividad bactericida de imipenem,
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mayor que la de otros betalactamicos, en cepas con diferentes perfiles de resistencia (Joly-Guillou,
1995).

La resistencia a gentamicina se ha observado en numerosas ocasiones, incluso se ha
considerado la posibilidad de que algunas cepas resistentes a gentamicina hayan podido elevar la
CMI a otros aminoglucosidos, aunque siempre dentro de unos niveles aceptables en suero {Seifert,
1993). Aunque la amicacina es el firmaco maés activo en las infecciones por Acinetobacter, se ha
documentado con gran frecuencia la aparicién de cepas resistentes a este antimicrobiano. Para
lograr la actividad bactericida en cepas con diferentes mecanismos de resistencia combinados, s
necesaria la combinacion de 2 o 3 antibidticos. Los aminoglucosidos muchas veces pueden utilizarse
con ¢xito en combinaciones con un betalactamico efectivo. La asociacidn de amicacina o
tobramicina con ceftazidima, imipenem o fosfomicina ha mostrado sinergia in vifro, dandose los
mejores resultados con la combinacion imipenem-amicacina en aislamientos de Acinetobacter
resistentes a ambos farmacos (Wang, 1995, Rodriguez, 1996; Allen, 1995). Sin embargo en
estudios aplicados sobre modelos de neumonias experimentales en ratones la asociacion de
imipenem con amicacina no mejoré la eficacia de imipenem en monoterapia, astmismo Otros
antibidticos como amicacina y doxiciclina utilizados en monoterapia fueron también eficaces,
aungue menos que imipenen.

También se ha propuesto el uso de otras combinaciones como la asociacion de

betalactamicos con fluorquinolonas, asi como combinaciones de fosfomicina con aminoglucosidos

(Joly-Guillou, 1991).

Se han estudiado diversas combinaciones de inhibidores de betalactamasa con

betalactamicos, y apenas se ha logrado una mejora en la actividad in vifro (Visalh, 1997).
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Unicamente se ha observado gran actividad in vitro de ampicilina/sulbactam, asi como en
combinaciones de otros betalactamicos con sulbactam. Actualmente ampicilina/sulbactam mantiene
su buena actividad frente a Acinetobacter, gracias a la accion bactericida del sulbactam. E! propio
sulbactam podria ser una alternativa a estas infecciones, aunque hay que tener cuidado con el uso de
este farmaco, ya que se han descrito algunos casos de resistencia (Marques, 1997). Se ha
demostrado en contadas ocasiones la actividad in vitro de otros inhibidores de betalactamasas,
como acido clavulanico y tazobactam utilizados sin combinar (Visalli, 1997).

Las cefalosporinas de 4* generacion son estables a la accion de las betalactamasas. Se ha
demostrado su elevada actividad frente a bacilos gramnegativos reststentes a otras cefalosporinas de
amplio espectro (Blahova, 1997). Lin en 1994 demostré la actividad in vitro de cefepima en el 60%
de 24 cepas de Acinetobacter, que fue superior a otras cefalosporinas de 3* generacion, aunque
menos que a ceftazidima y que a ciprofloxacino. Estudios posteriores apuntan el efecto bactericida
de cefepima, asi como de cefpiroma, utilizaindolas a una concentracion 8 veces superior a su CML, y
un efecto sinérgico al combinar dichos antibidticos con sulbactam (Aubert, 1996)

Rifampicina que presenta actividad in vitro frente a estos microorganismos se ha utilizado
asociado a imipenem, teniendo gran éxito en las UCls de Francia (Thomsberry, 1983; Bergogne-
Bérézin, 1985). Estudios sobre modelos experimentales de neumonias en ratones utilizan nuevas
combinaciones sinérgicas de rifampicina mas inhibidores de betalactamasas, donde se incluye
sulbactam y éacido clavulanico mostrando especial interés la asociacion de rifampicina a sulbactam
puesto que ha logrado el menor porcentaje de mortalidad en los animales incluidos en este estudio
(Wolff, 1997).

Aunque polimixina B presenta excelente actividad in vitro frente a Acinetobacter (Wood,

1993; Obana, 1985), la relativa ineficacia de estos agentes en infecciones sistémicas limita su papel
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terapéutico (Tunkel, 1995). Incluso se han descrito casos de resistencia a este farmaco en
Acinetobacter (Ang, 1992), por lo que el uso de este tipo de antimicrobianos deberia reservarse
para tratar infecciones resistentes al resto de antibidticos.

Cada vez se estan desarrollando mas estudios de sensibilidad antimicrobiana de bactenas
gramnegativas hacia antibidticos no usuales para dichos microorganismos. Se ha demostrado la
buena actividad /n viiro que presenta azitromicina frente a especies de Francisella, Pasteurella,
Pseudomonas, y Acinetobacter (Ellie, 1998; Reinert, 1995; Ferencz, 1998). Citron y col. (1998)
recientemente demostraron la actividad bactericida de azitromicina a concentraciones 1 a 2 veces
superiores a su CMI, en cepas de Acinefobacter multirresistente (incluso resistente a imipenem, con
valores de CMI intermedios a ampicilina/sulbactam), implicadas en brotes hospitalarios. Por este
motivo se considerd a este antibidtico como una buena alternativa terapéutica en infecciones por

Acinetobacter multirresistente.
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1.6. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA.

1.6.1. Muttirresistencia.

Durante los uitimos 20 afios Acinetobacter ha desarrollado un gran aumento de la
resistencia antimicrobiana, tal que las infecciones producidas por estos microorganismos resultan
muy dificiles de tratar.

Hasta el principio de los 70, las infecciones nosocomiales por Acinetobacter spp. se trataban
con €xito con gentamicina, minocicling, acido nalidixico, ampicilina, carbenicilina, tanto en terapia
sencilla como combinada, pero entre 1971 y 1974 se empez6 a observar un incremento de la
resistencia antimicrobiana. En 1975 se observaron porcentajes de resistencia en algunos
aislamientos clinicos de Acinetobacter spp. (Garcla, 1983), muchos aislamientos se hicieron
resistentes a Jos clasicos antimicrobianos méas comtnmente utilizados, como aminopenicilinas,
ureidopenicilinas, cefalosporinas de 1* y 2° generacion (cefalotina), y de mayor espectro
(cefamandol), cefamicinas (cefoxitina), a la mayoria de los aminoglucosidos, cloranfenicol y
tetraciclinas. Para ofros antibidticos como cefalosporinas de 3* pgeneracion (cefotaxima,
ceftazidima), imipenem, tobramicina, amicacina, y fluorquinolonas, existen datos de sensibilidad
controvertidos, aunque las CMls estan aumentando cada vez mas. Imipenem sigue siendo el
farmaco mas activo. Hasta hace poco habia mantenido una actividad del 100% y en algunos
estudios ha permanecido como nico agente sensible junto a las polimpanas. Desafortunadamente
ya se ha documentado la aparicion de brotes de aislamientos resistentes a imipenem en
Acinetobacter spp. especialmente en U.C.L(Tankovic, 1994; Go, 1994; Schubert, 1998; Corbella,

1998). La resistencia a imipenem se encuentra mas asociada a las cepas identificadas como A.
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baumannii, mientras que para Acinetobacter no baumarntii se han hallado CMIs inferiores a 0.3
mg/l En general, otras especies de Acinetobacter aisladas en el ambiente hospitalario, como A.
hoffii, A. johnsonii, A. junii, estain menos implicadas en infecciones nosocomiales y son mas
sensibles a los antibidticos. A. Mwoffii es mas sensible a los betalactamicos que A. baumannii. A.

haemolyticus es mas resistente a aminoglucosidos y a rifampicina.

1.6.2. Perfiies de resistencia a betalactamicos.

A lo largo de los afios se ha ido observando un incremento de la resistencia de
Acinetobacter a la mayoria de los antimicrobianos, especialmente a las penicilinas y cefalosporinas.
Se han realizado estudios de sensibilidad antimicrobiana con el fin de determinar qué antibidticos
son los mas utiles para distinguir los diferentes patrones de resistencia, de modo que el
conocimiento del principal perfil permitiria controlar los problemas terapéuticos, asi como un mejor

conocimiento de los mecanismos de resistencia implicados.

Joly-Guillou en 1988 estudié la sensibilidad a 14 antibidticos betalactamicos en 100 cepas
de Acinetobacter aislados durante un periodo de 6 afios, y definié cuatro fenotipos de resistencia
segun la sensibilidad a ticarcilina, piperacilina, cefotaxima y ceftazidima. El fenotipo I englobo al
5% de los aislamientos, que eran sensibles a los cuatro betalactamicos mencionados, aunque
presentaban resistencia a aminopenicilinas, y cefalosporinas de primera y segunda generacion.
Al fenotipo II unicamente pertenecian diez cepas que eran resistentes a ticarcilina, y sensibles a
cefalosporinas de tercera generacion. El fenotipo IIl incluia a aquellas cepas sensibles a

ticarcilina, con bajo nivel de resistencia a piperacilina, pero resistentes a cefalosporinas de
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tercera generacion correspondiendo a un 19%. El fenotipo 1V agrupaba al 66% de las cepas
resistentes a penicilinas y cefalosporinas. Se observé por tanto una elevada resistencia a
carboxi- y ureido-penicilinas, y cefalosporinas, incluidas las de tercera generacion, sin embargo
otros betalactamicos como imipenem mantenian buena actividad in vitro, con valores de CMI
50/90 de 0,3/0,6 mg/1. Por otro lado, et dcido clavulanico asociado a ticarcilina fogré disminuir
significativamente la CMI de este betalactamico en un 70% de los aislamientos estudiados. En
1995, Bergogne-Bérézin, basandose en los perfiles de resistencia definidos en el estudio anterior,
agrupé los aislamientos de Acinetobacter de diferentes hospitales, obtenidos durante los dltimos
cinco afios. Imipenem seguia manteniendo una buena actividad in vifro, aunque dada la variable
incidencia de cepas de Acinetobacter resistentes a este antibiotico, se afiadié un patrén mds en este
estudio, el Grupo V, que incluia a aquellas cepas resistentes a los anteriores betalactamicos incluido
imipenem. En los resultados de este estudio destacO la disminucién de cepas resistentes a
carboxipenicilinas (ticarcilina) y un mayor porcentaje de cepas resistentes a cefalosporinas de amplio

espectro (ceftazidima, cefotaxima).
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1.7. MECANISMOS DE RESISTENCIA A BETALACTAMICOS.

1.7.1. Betalactamnasas.

Las betalactamasas constituyen el principal mecanismo de resistencia a los betalactamicos.
Son enzimas fisiologicas elaboradas por un gran namero de bacterias, que tienen como mision
romper ¢l anillo betalactamico, convirtiendo al antibiotico en una sustancia carente de actividad
antimicrobiana.

Se ignora el papel de estas enzimas en la bacteria; se las supone relacionadas con la sintesis
def glucopéptido, ya que de torma transitoria, rompen la propia pared bacteriana para intercalar los
bloques de mureina necesarios para el crecimiento y multiplicacion. Existen grandes analogias entre
éstas y las proteinas fijadoras de penicilina (PBP), lo que sugiere un origen comun, asi como
funciones complementarias aun desconocidas.

Las betalactamasas se han encontrado en casi todas las bacterias, tanto gramnegattvas como
grampositivas, asi como en levaduras, algas verde-azuladas, y en tejidos de mamiferos, aunque se

desconoce el papel que desemperian en organismos no bactenanos.

1.7.1. 1. Deteccion de las Betalactamasas.

Los estudios de deteccion de betalactamasas estan condicionados por su localizacion celular
en las bactenas. En las gramposiivas, son exoenzimas sintetizadas por la bactena y liberadas al
exterior donde inactivan al antibidtico extracelularmente. Son de naturaleza inducible, por lo que

para que se produzca una cantidad detectable es necesario incubarlos previamente en presencia de
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inductores. Sin embargo, las betalactamasas de las bacterias gramnegativas se localizan
intracelufarmente en el espacio peripléénﬁco que esta rodeado por ia membrana externa. Esta
membrana constituye una barrera para la penetracion de substratos y hace necesario la disrupcion
previa de las células, mediante perias de vidrio o por sonicacion, para su posterior deteccion.

Existen varios métodos de deteccion de betalactamasas, como son los métodos
acidimétnicos, iodométricos, microbioldgicos y cromogenicos.

Los métodos cromogénicos son los mas utilizados, ya que son los mas rapidos y sensibles.
La betalactamasa hidroliza una sustancia cromogénica que tiene en su estructura un antllo
betalactamico, de tal modo que se forma un compuesto con un espectro de absorcion de luz wisible
diferente al micial. El método mas utilizado es el de la hidrolists de la nitrocefina. I.a nitrocefina es
una cefalosporina que facilmente se hidroliza dando lugar a un compuesto de color rojo ladritlo a
partir del color nicial amarilio. Existen otras sustancias similares, también utilizadas como método
de deteccidn de betalactamasas, como es el de la hidrolsis del PADAC (pyridium-2-azo-p-
dimethylaniline chromophore), una cefalosporinasa cromogénica, cuya hidrolisis se visualiza

cuando alrededor de un cultivo se observa un halo decolorado.
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1.7.1.2. Caracterizacion de las betalactamasas

1.7.1.2.1. Punto isoelectrico.

El punto isoeléctrico (pI) es una propiedad caracteristica de cada proteina. Es el punto de
pH en que la carga neta de la proteina es cero, cuando ésta se somete a un campo eléctrico en un
soporte gelificado, donde se ha establecido un gradiente de pH; es decir, cuando se somete al
isoelectroenfoque. En este punto la molécula no aporta carga eléctrica y queda inmovilizada
(enfocada) formando una banda bien definida. Mediante el isoelectroenfoque las proteinas se
separan y alinean como bandas en la zona de su pl obteniéndose un alto grado de resolucion, ya que
existen fuerzas que impiden la difusion de las proteinas y las concentran durante su separacion,
Matthew y col. (1976) aplicaron esta técnica analitica para separar betalactamasas en finas capas de
poliacrilamida. Cada betalactamasa debido a su naturaleza proteica tiene un punto isoeléctrico
determinado que le caracteriza y permite a su vez diferenciar si existe mas de un tipo de enzima.
Posteriormente se pueden aplicar diferentes métodos de deteccion de estas bandas de pl, siendo el
mas utilizado el método de la hidrolisis de la nitrocefina. El gel se cubre con una solucion de
nitrocefina y se observan bandas de color rojo ladrillo en cada zona de pl. Esta técnica de
separacion y tincion especifica de betalactamasas permite demostrar incluso bajos niveles de
actividad enzimatica, de esta forma se pueden reconocer y comparar facilmente las betalactamasas
de las diferentes cepas. Las betalactamasas generalmente se enfocan como una banda principal
seguida de bandas satélite. Se ha demostrado que existe una estrecha relacion entre ellas mediante
inmunoisoelectroenfoque, utilizando antisueros frente al enzima altamente purificado, por lo que no

se considera que sean artefactos de la técnica, aunque la razéon de su aparicion es aun desconocida
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(Matthew, 1975). Los geles normalmente empleados son de poliacrilamida formando una matriz
que permite su separacion. Sin embargo hay betalactamasas que tienen dificultad de migrar a través
de estos geles. Hood y col. (1989) describieron un nuevo tipo de gel para determinar el pl de las
cefalosporinasas de Acinetobacter, que migraban con dificultad en los geles de poliacrilamida. Estos
geles estaban compuestos por agarosa, urea y sorbitol (AUS). Observaron que el problema era
inherente al uso de poliacrilamida como matriz de separacion, tal vez debido al elevado peso
molecular de las betalactamasas {(mayores de 600 kD). Por otro lado se sugiri6 la posibilidad de que
las enzimas fueran poco solubles, emplearon este nuevo sistema que incorporaba detergentes para
solubilizar las enzimas. Realizaron un estudio comparativo con geles de poliacrilamida y AUS y
observaron que las betalactamasas en los geles convencionales migraban directamente al catodo, sin
embargo en los geles AUS se produjo una separacion adecuada en los diferentes pl. El uso de geles
con agarosa ya se habia descrito previamente para la resolucion de proteinas de peso molecular
mayor de 200 kD (Saravis, 1979). Vecoli (1983) ya habia estudiado betalactamasas de bajo peso
molecular en estos geles, mostrando una adecuada migracion de las mismas. Hood (1989} realizo
una modificacion a los geles convencionales de poliacrilamida, a los que incorporo urea, pero se
observd una mala migracion y distorsion de las bandas, probablemente debido a la poliacrilamida.
Por otro lado Olsson (1981) considerd que la presencia de urea podia afectar al pl dando valores
diferentes a los reales. A pesar de la técnica descrita por Hood (1989), hoy en dia se siguen
utilizando principalmente los geles de poliacrilamida.

Otro problema a considerar en el isoelectroenfoque cuando se trata de betalactamasas de
alto pl, es su proximidad al catodo. Al utilizarse como catodo la solucion de NaOH 1M se puede

hidrolizar {a mitrocefina que se extiende sobre el gel y dificultar la visualizacion de las bandas. Este
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problema se podria solucionar parcialmente cubriendo este area con un 4cido débil antes de
extender la nitrocefina (Hood, 1989).

Mediante el estudio del pl podemos clasificar las diferentes betalactamasas, aunque es
necesario realizar otros estudios de caracterizacion complementarios, como son los estudios de

perfil inhibitorio y de perfil de hidrolisis de betalactamicos.

1.7.1.2.2. Perfil de hidrdlisis de betalactamicos.

Se denomina asi a la actividad hidrolitica del enzima frente a diversos antibidticos
betalactamicos. Este término da idea de la actividad del enzima. Para su estudio se suelen emplear
técnicas espectrofotométricas un tanto complejas, por lo que se han desarrollado otras técnicas
microbiologicas mas sencillas, que permiten conocer ¢l perfil de hidrolisis de manera cualitativa. Los
métodos microbiologicos no solo permiten detectar la hidrélisis de los antibidticos, sino que ademas
se pueden utilizar para analizar nuevos antimicrobianos. Son bastante sensibles, aunque menos que
los métodos espectrofotométricos (Livermore, 1996).

Mediante las técnicas espectrofotométricas se puede determinar la capacidad de hidrolizar
los betalactamicos, y esto nos lleva a estudiar la cinética de las betalactamasas (Samuni, 1975;
Waley, 1974). Mediante la determinacion de los diferentes parametros enzimaticos de cada
betalactamasa, como es la velocidad maxima (Vmax) para cada antibidtico, y la constante de
Mickaelis-Menten (km) o constante de afinidad del enzima por el sustrato, se podran caracterizar y
clasificar en su grupo correspondiente. Dada la dificultad del estudio del perfil de hidrélists mediante
métodos espectrofotométricos, se debe partir de unos requerimientos minimos, como es el estudio

del perfil de hidrolisis de la bencilpenicilina y de la cefaloridina o cefalotina (Bush, 1995). La
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determinacion del perfil de hidrolisis de otros betalactamicos para nuevas betalactamasas dependera
del fenotipo de resistencia de la cepa en estudio, siempre que solo exista un tipo de enzima.

El perfil de hidrolisis como criterio de clasificacion presenta la desventaja de que no puede
establecerse el nimero de betalactamasas diferentes presentes en la bacteria, sdlamente su actividad
globalmente considerada. Por otra parte, los valores dependen del método de preparacion, del
nimero de copias del plasmido y/o del estado de represion de las enzimas cromosomicas. Por eflo,
no debe utilizarse como Unico crterio de clasificacion, ya que existen enzimas diferentes,
particularmente las cromosomicas que muestran perﬁles similares, pero si es util cuando se utiliza

como complementaria de otras.

1.7.1.2.3. Perfil inhibitorio.

Estudiando la inhibicion de la actividad hidrolitica de las betalactamasas éstas se pueden
clasificar en diferentes grupos. Se puede estudiar la inhibicion por antibidticos betalactamicos (acido
clavulanico, sulbactam, cloxacilina, etc.), que se suelen comportar como inhibidores competitivos o
“suicidas”, o por otros agentes como EDTA, p-cloromercurobenzoato (pCMB), o iones cloruro.
Para ello se establece el parametro IC50, que es la concentracion de inhibidor requerida para inhibir
el 50% de la actividad betalactamasa, o el porcentaje de inhibicion, que se expresa respecto a la
hidrolisis de nitrocefina, o de penicilina G, siendo en ambos casos del 100%.

El estudio de la inhibicion por acido clavulanico, sulbactam y otros inhibidores suicidas
permite diferenciar las betalactamasas cromosomicas de las plasmidicas. El estudio de la inhibicion
por EDTA es fundamental a la hora de diferenciar las betalactamasas de tipo “metalo-enzima” del

resto de enzimas que son las “senna-enzimas”. Las “metalo-betalactamasas” se unen e inactivan el
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anillo betalactamico a través de un resto de ion Zn. El EDTA, como agente quelante, capta el ion
Zn e impide su accion. El pCMB inhibe la actividad de aquellas enzimas con restos de cisteina,
esenciales para su actividad, como es el caso de algunas betalactamasas plasmidicas de tipo
oxacilinasa.

Se puede estudiar el perfil inhibitorio de manera cualitativa mediante el isoelectroenfoque.
Para ello se cubre el gel con el inhibidor tras realizar la electroforesis y posteriormente se afiade la
nitrocefina. Si existe inhibicion, las bandas de pl no se observan en el gel. La 1C50 se puede
determinar mediante complejos métodos espectrofotométricos, o microacidimétricos. El método
descrito por Papanicolaou en 1990 ha supuesto un gran avance. Es un ensayo en el que se mide
fotométricamente la hidrolisis de la nitrocefina en presencia de 17 inhibidores. Este método es
valido cuando la cepa contiene un enzima dominante. La automatizacion permite cuantificar el
porcentaje maximo de inhibicion de la hidrélisis de nitrocefina y el descenso de la inhibicion con el
tiempo (cuando el maximo supere el 25% de mhibicioén). Es importante ya que al correlacionar los
resultados obtenidos con este método con fa secuenciacion de aminodcidos y el punto isoeléctrico,
parece ser que el perfil de inhibicion refleja alteraciones en la configuracion del sitio activo de las

betalactamasas.

1.7.1.3. Clasificacion de betalactamasas.

Las betalactamasas son la principal causa de resistencia bacteriana a antibidticos
betalactamicos y por ello han sido sujeto de estudios bioquimicos, microbiologicos y genéticos. Se
han descrito mas de 190 proteinas bacterianas con la habilidad de interaccionar con una variedad de

moléculas con anillo betalactamico, que pueden servir tanto de sustrato como de inhibidores.
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Debido a la diversidad de caracteristicas enzimaticas de las betalactamasas se han realizado
numerosos estudios de clasificacion.

A o largo de la historia han existido muchas clasificaciones diferentes. Ya desde 1968
Sawai diferenciaba las cefalosporinasas y penicilinasas en funcion de su respuesta a diferentes
antisueros, En 1973 Richmond y Sykes incluyeron en su esquema todas las betalactamasas de
bacterias gramnegativas existentes en el momento y las agruparon en 5 grupos (I-V) en funcién del
perfil de sustrato. Posteriormente Bush en 1989 incluy6 los enzimas de todas las bacterias, siendo
este el primer esquema que intentaba correlacionar propiedades inhibitorias y de sustrato con la
estructura molecular, aunque ya desde 1980 Ambler las habia agrupado en A, B, C, D en funcion de
su estructura molecular, cuando sdlo se conocian las secuencias de 4 aminoacidos. Es en este
momento cuando se separan las “serina-enzimas” de las “metalo-enzimas”. El esquema de
clasificacion mas reciente es el de Bush, Jacoby y Medeiros de 1995 en el que se pone al dia €f
anterior esquema de Bush (1989), relacionandose con las secuencias de las betalactamasas posibles.
Este esquema se correlaciona muy bien con el esquema de Ambler de 1980. En la tabla 1.4 se

representa la clasificacion de las betalactamasas seglin el esquema de Bush, Jacoby y Medeiros

(1995),
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Tabla 1.4.

Esquema clasificatorio de las betalactamasas (Bush, Jacoby y Medeiros (1995)).

 ‘Bush-Jacoby- . Bush 1989 -
Medeiros(199 )::i T et 197. S 18 Moiec £X ALY
1 1 Ia, Ib, Ic Csas C CEF - - AmpC, MIR-1 |
2a 2a NI Psas V A PENI + - Psas(G+) |
2b 2b I Psas I A PENI, CEF + - TEM-1, TEM-2,
SHV-1
2be 2b’ NI, excepto K1 Cxsas A PENI, CEF estrecho + - TEM-3-TEM-26,
v amplio espectro, SHV-2-SHV-6,
MONOB K1 (K. oxytoca)
2br NI NI NI A PENI +- - TEM-30-TEM-36,
TRC-1
2¢ 2¢ I,V Psas IV A PEN], CARB + - PSE-1, PSE-3,
PSE-4
2d 2d \Y Psas If, Psas III D PENI, CLOXA +- - OXA-1-0XA-11,
PSE-2 (0OXA-10)
2e 2e Ic Cxsas A CEF + - Csas ind.
(P. vulgaris)
2f NI NI NI A PENI, CEF, CBP + - NMC-A
(E. cloacae).
Sme-1
(S. marcescens)
3 3 NI NI B Mayoria BTL, - + L1 (S maltophilia),
_ incluido CBP CerA (B. fragilis)
f 4 4 NI NI ND PENI - ? Psas (B. cepacia) |

Csas: cefalosporinasas; Psas: penicilinasas, Cxsas: cefuroximasas; CEF. cefalosporinas; PENI: penicilinas; CARB: carbenicilina; CLOX: ¢cloxacilina; BTL: betalactdmicos;
CBP: carbapenémicos; CLAV: 4cido clavulanico, MONOB: monobactdmicos; NI: no incluido; ND: no determinado.
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1.7.1.4. Betalactamasas en Acinetobacter spp.

Goldstein afirmé en 1983 que las cepas de Acinefobacter son naturalmente resistentes a la
mayoria de los betalactamicos, especialmente a ampicilina y cefalosporinas. Sin embargo en estudios
anteriores (1972-77) Ja carbenicilina y las ureidopenicilinas (piperacilina) resultaron activas en un
70-80% de las cepas. La actividad de cefalosporinas de 3" generacion era variable, con gran
sensibilidad a ceftazidima (Joly-Guillou, 1987). El rapido incremento de resistencia a
carboxipenicilinas y en menor grado a ureidopenicilinas y cefalosporinas de 3* generacion hizo
investigar la produccion de diferentes enzimas inactivantes relacionadas con la resistencia antibiotica
en Acinetobacter.

La produccion de betalactamasas parece ser uno de los mecanismos implicados en ia
resistencia de Acinetobacter a los betalactamicos (Joly-Guillou, 1988). Joly-Guillou estudio la
actividad betalactamasa de 100 cepas aisladas en Francia desde 1981-1986. El 80% fueron
positivas, por lo que consideré que el mecanismo de resistencia a betalactamicos era

predominantemente debido a estas enzimas inactivantes.
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1.7.1.4.1. Cefalosporinasas

Las betalactamasas descritas en Acinefobacter se incluyen en distintos grupos dentro de la
clasificacion de Bush (1995). La mayoria de estudios acerca de las betalactamasas en Acinetobacter
hablan del predominio de enzimas tipo cefalosporinasa (Joly-Guillou, 1988; Bergogne-Bérézin,
1995; Vila 1993). El caracter y naturaleza exacta de estas cefalosporinasas no esta todavia lo
sufictentemente claro. Existe el acuerdo de que pertenecen al grupo 1, similares a las que
producen Proteus spp. y Citrobacter spp., segin el esquema clasificatorio de Bush (1995).
Estas betalactamasas, con pl superior a 8, se caracterizan por ser “scrina-enzimas’, no se
inhiben por tanto por EDTA, ni por acido clavulanico, pero si por cloxacilina.

Desde 1977, se habla de las cefalosporinasas en Acinefobacter, como causantes de la
resistencia a las cefalosporinas (Morohosi, 1977). Otros estudios posteriores, hacen referencia
de nuevo a estas enzimas, todas ellas muy similares en cuanto a pl y peso molecular, aunque
con cierta heterogeneidad entre unas y otras (Hood, 1989; Hikida, 1989; Blechschmidt, 1992).
Perilli, en 1996, logra caracterizar alguna de estas enzimas con mayor detalle, demostrando sus
diferentes propiedades cinéticas, con respecto al resto de cefalosporinasas del grupo 1.
Asimismo considera que dentro de las cefalosporinasas de Acinretobacter, existen diferencias en

las de A. baumannii y las de A. woffii.

1.7.1.4.2. Penicilinasas.

Se ha descrito en Acinetobacter otro tipo de enzimas, generalmente asociadas a las
cefalosporinasas, como son las enzimas plasmidicas tipo TEM (TEM-1 y TEM-2)., tipo CARB

(CARB-5) y tipo OXA,
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TEM-1 y TEM-2 son enzimas plasmidicas bien caracterizadas, encuadradas en la clase
A grupo 2b, de la clasificacion de Bush (1995). No solo se han descrito en Acinetobacter, sino
en la mayoria de las enterobacterias. Se encuentran codificadas por un plasmido que confiere
resistencia a aminoglucosidos. Se caracterizan por tener un pl de 5,4 y por ser inhibidos por
acido clavulanico, sulbactam y no por cloxacilina.

CARB-5 se encontré hacia 1989 en algunos aislamientos de Acinetobacter con alto
nivel de resistencia a ticarcilina (CMI de ticarcilina: >512 mg/l) y a otros betalactamicos, pero
que eran sensibles a ticarcilina/clavulanico (CMI de ticarcilina/clavulanico: 128 mg/1). Estos
niveles de resistencia se habian asociado previamente a las enzimas TEM-I, hasta que
posteriormente se describid esta nueva betalactamasa, a la que se consideré responsable. La
enzima CARB-5 ¢s una carbenicilinasa a la que principalmente se atribuye la resistencia a
ampicilina, ureidopenicilinas y piperacilina. Pertenece al grupo 2¢, clase A, hidroliza la
carbenicilina, se inhibe por acido clavulanico, sulbactam y pCMRB. Presenta un peso molecular
de 28 kD y un pl de 6,3, que le diferencia de otras carbenicilinasas plasmidicas descritas en
bacterias como P. aeruginosa. Por este motivo, se le denomind en un principio PSE. Los
estudios de perfil hidrolitico y de inhibicion han permitido diferenciarlas de otras
betalactamasas de espectro ampliado que tienen el mismo pl, como es la CTX-1. Desde su
primer hallazgo, en 1989, no se han descrito muchos casos de Acinetobacter portadores de
este enzima plasmidico

Las oxacilinasas, enzimas pertenecientes al grupo 2d clase D (Bush, 1995), implicadas
en la resistencia a las penicilinas isoxazolicas, también han sido descritas en Acinetobacter.
Dentro de los cinco grupos de oxacilinasas, las OXA-2 y OXA-3 presentan propiedades muy

simifares. Una derivada de 1la OXA-3, la OXA-21 se ha descrito muy recientemente como la
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primera enzima de su clase hallada en este microorganismo. La OXA-21 con un pl de 7, se
encontré en un aislamiento de Acinetobacter baumannii que ademas producia una
betalactamasa TEM-1 y una cefalosporinasa cromosomica. La cepa presentaba resistencia a
todos los betalactamicos excepto a ceftazidima, cefinaxona, ceftizoxima y a inupenem, y el gen

que la codificaba estaba localizado en un integron (Vila, 1997).

1.7.1.4.3. Betalactamasas de espectro ampliado (BLEA)

Un especial interés tienen dentro de las enzimas plasmidicas las betalactamasas de espectro
ampliado (BLEA). Desde un punto de vista clinico, 1a repercusion mayor es en la gran limitacion
terapéutica que condiciona su espectro de hidrolisis, sobre todo en infecciones en las que se
consideran farmacos de eleccion. Por otro lado estas enzimas se han aislado de forma esporadica,
luego su repercusion es variable. Joly-Guiltou (1990) describi6 una cefalosporinasa con pl de 7.7 en
un aislamiento de Acinefobacter resistente a ticarcilina, cefoxitina, cefotaxima y ceftazidima. El
perfil inhibitorio de la betalactamasa era diferente (se inhibia por acido clavulanico pero no por
cloxacilina). Por otra parte la coincidencia en el tiempo, con la aparicion de un brote por Klebsiella
multirresistente, hizo pensar que estos aislamientos de Klebsiella podian haber transferido el
plasmido. Por este motivo se considerd la posibilidad de que se tratara de una betalactamasa de
espectro ampliado. No ha habido mas datos acerca de esta ceftazidimasa, hasta que en 1993 se
encontro este enzima en un 11% de los aislamientos de Acinetobacter obtenidos en un Hospital de
Barcelona, a partir de diferentes fuentes epidémicas (Vila, 1993).

Al mismo tiempo se ha descrito muy recientemente [a aparicion de BIEAS tipo PER-1 en un

43% de cepas de Acinetobacter en Turquia. Parece ser que estas betalactamasas se estan
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extendiendo unicamente por este pais, ya que no se han obtenido mas datos sobre estos enzimas en

otros lugares (Vahaboglu, 1997, Nordmann, 1998).

1.7.1.4 4 Resistencia a Carbapenémicos mediado por betalactamasas.

1.7.1.4.4.1. Carbapenemasas.

La aparicion de cepas resistentes a imipenem puede plantear serias dificultades a la hora de
tratar estas infecciones de Acinetobacter multirresistente. Aunque no hay demasiados casos existen
betalactamasas implicadas en la resistencia a imipenem. La primera carbapenemasa encontrada en
Acinetobacter, ARI-1, descrita por Paton y col. (1993), procedia de una cepa de Acinetobacter
baumannii aislada en 1985 a partir de un hemocultivo. Este aislamiento presento resistencia a todos
los betalactamicos {incluido imipenem y cefalosporinas de 3" generacion). Se determin6é por
isoelectroenfoque su pl y se observd una banda de 6,65, junto a otras de pl mayor de 9, que
parecian ser cefalosporinasas cromosdmicas. ARI-1 ha sido asociada con [a resistencia a imipenem,
penicilinas y cefaloridina, pero no a las cefalosporinas de 2* y 3* generacion como cefuroxima,
cefotaxima y ceftazidima. No se trata de una “metalo-enzima”, pues no se inluibe por EDTA,;
ademas no se inhibe por acido clavulanico, ni por p-CMB. Posteriormente Scaife (1995), intentd
demostrar la localizacion plasmidica de esta betalactamasa, logrando por primera vez la
transferencia de la resistencia a imipenem a través de plasmidos, dentro del género Acinetobacter.

Desde la aparicion de ARI-1, se han descrito otras betalactamasas que causan resistencia a
imipenem, aun no bien caracterizadas. En Brasil se ha descrito una betalactamasa con pl de 7,4, 6,7

y 5,9 en un aislamiento de Acinetobacter baumannii, que presentaba una CMI a imipenem de 8-12

53



Introduccion

mg/l. La actividad carbapenemasa se demostro en este enzima por la hidrolisis de imipenem
mediante el método microbiolégico (Costa, 1996).

En Argentina se ha descrito recientemente un brote (Brown, 1996) por cepas de
Acinetobacter resistente a carbapenémicos, con CMIs a imipenem: 8-32 mg/l y a meropenem: 4-8
mg/l. En estas cepas encontraron la presencia de una betalactamasa de pl 5,8, 6,5 y 6,8 Los
extractos se inhibieron por acido clavulanico, por imipenem y por BRLA42715. No se conoce atn la

naturaleza “metalo-" ¢ “serina-enzima”,

1.7.1.4.4.2 Oxacilinasas.

Las oxacilinasas son enzimas plasmidicas que pertenecen a la clase molecular D, y estan
incluidas en el grupo 2d de la clasificacion de Bush (1995). Se caracterizan por su accion hidrolitica
hacia las penicilinas isoxazolicas, y hacia otras penicilinas. Sin embargo, hasta muy recientemente no
se les habia implicado en la resistencia a carbapenémicos. E! pnimer caso de oxacilinasa que confiere
resistencia a imipenem ha sido publicado por Horstein y col. en 1997. Se trata de un enzima con un
pl de 6,3 que afecta a las penicilinas isoxazolicas, a las cefalosporinas de 1%, 2* y aunque algo menos,
a las de 3" generacion. Esta betalactamasa procedia de una cepa de Acinetobacter baumannii que
presentaba una CMI a imipenem de 32 mg/l. Los estudios del perfil de hidrolisis y de inhibicion
permitieron encuadrarla en este grupo, demostrando a su vez que por la ausencia de inhibicion por
EDTA se trataba de una “serina-enzima”, a diferencia de la mayoria de las carbapenemasas descritas

en otras bacterias.

54



Introduccion

1.7.1.4.4.3. Cefalosporinasas.

Las cefalosporinasas pueden jugar un papel en la modificacion de la sensibilidad a imipenem
cuando se combinan con otros mecanismos de resistencia como es la modificacion de las OMPs o
alteracion de las PBPs (Dib, 1994).

Se han descrito casos de resistencia a imipenem en cepas de Enterobacter, debido a una
hiperproduccion de cefalosporinasas cromosdmitcas del grupo 1, que ademas de hidrolizar
tmipenem, presentaban una disminucién de la permeabilidad celular (Bush, 1985; Then, 1988). De
manera similar se describié en 1993 la apancion de dos aislamientos clinicos de Enterobacter en los
que se demostrd no sélo la hiperproducciéon de estos enzimas, sino que a diferencia de lo que
ocurria en el caso anterior no se habia producido una alteracién de las proteinas de la membrana

externa (Thomson, 1993).

1.7.1.5. Localizacion genética de las betalactamasas.

1.7.1.5.1. Betalactamasas cromosomicas.

Las betalactamasas cromosomicas son enzimas codificadas por genes estructurales del
cromosoma bacteriano. El conjunto de genes implicados en la expresion y regulacion de las
betalactamasas cromosomicas se conoce como operon bla (Chamberland, 1989). Se han descrito
principalmente en las gramnegativas, y son caracteristicas de género y/o especie, por lo que, salvo
las células que por mutacion no producen betalactamasas, o el exiracto no es activo sobre el anillo
betalactamico, todas las cepas de un determinado género o especie seran productoras de una enzima

similar (Wiedemann, 1989).
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En la mayoria de las bacterias se expresan constitutivamente a niveles muy bajos, por lo que
no contribuyen al nivel de resistencia. Sin embargo en algunas especies son inducibles (Bennett,
1993; Gootz, 1982). Se caracterizan porque su produccion esta sometida a un control negativo. Su
produccion solo tiene lugar en presencia de un inductor y en ausencia de éste la produccion esta
inhibida (reprimida). En toda la poblacion bacteriana existen células portadoras de genes alterados
por mutacion. Si el gen mutado es el que codifica la produccion de betalactamasa, la consecuencia
puede ser una célula no productora, o bien una célula hiperproductora. Si se da hiperproduccion,
esto supone produccion de mayor cantidad v se puede dar el paso a ser constitutivo o
semiconstitutivo.

Las betalactamasas cromosOmicas interesan en clinica por su papel imitante en la eficacia
de los antibidticos y por la posibilidad de que, en el curso del tratamiento, causen resistencia
adquirida por alteracion de la regulacién (hiperproduccion) a los antibioticos de espectro ampliado
(cefalosporinas de 3" generacion y monobactamicos). Se han descrito casos de fallo terapéutico a
antibidticos a los que los microorganismos eran inicialmente sensibles (Beckwith, 1980; Sanders,
1983). En algunas espectes como £. coli 1a hiperproduccion es poco frecuente, en otras especies
que expresan cefalosporinasa de produccion inducible puede llegar a ser importante. El clinico ha de
plantearse la posibilidad de que se seleccionen cepas hiperproductoras en pacientes hospitalizados y
tratados con preparados poco inductores.

Existen inductores potentes, como imipenem, cefoxitina e inductores débiles, como
aztreonam, cefalosporinas de 2° y 3* generacion, y las ureidopenicilinas. Con un inductor potente,
pero activo, existe poco riesgo de seleccion de mutantes , luego existe menor riesgo de causar

resistencia. Sin embargo los inductores débiles seleccionan mutantes y al mismo tiempo son labiles a
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la accién del enzima, por tanto pueden dar lugar a la produccién de cepas mutantes desreprimidas
estables (Minami, 1980).

En un estudio sobre las betalactamasas inducibles de C. freundii (Appelbaum, 1994), se
llegd a la conclusion de que la labilidad del antibigtico era un factor mas importante en determinar si
un compuesto seleccionaba o no mutantes desreprimidos, que el poder inductor de dicho
compuesto. Se comprobd porqué inductores fuertes como cefoxitina e inductores débiles como
cefotaxima y ceftazidima, seleccionaban mutantes desreprimidos, y sin embargo imipenem, que era
potentemente inductor pero muy estable a la accion de las betalactamasas, apenas seleccionaba
dichos mutantes.

El problema de las infecciones por cepas productoras de betalactamasas inducibles supone
la necesidad de hacer segmimiento de la sensibilidad en el curso del tratamiento de estas infecciones,
y ante un paciente infectado por una cepa hiperproductora, evitar la posibilidad de la difusion clonal
de la misma.

Mediante las técnicas de difusion normalmente empleadas para realizar estudios de
sensibilidad, no se pone en evidencia el caracter inducible de las betalactamasas. Para ello existen
métodos de sensibilidad especiales (Huber, 1994). Sanders propuso en 1979 una prueba de difusion
en disco, que consistia en colocar discos de cefoxitina al lado de los antibidticos a estudiar. Se
consideraba induccién si se producia una reduccion del halo de inhibicion del antibidtico de mas de
4 cm. Posteriormente Nadal (1993) sugirié emplear la misma téenica como rutina, modificando la
distancia a mas de 1 cm. Otros estudios mas recientes recomiendan 2 distancias diferentes, entre 1,5
y 2 c¢m, ya que se ha comprobado que, de este modo, la seguridad de este método es superior al

90% (Livermore, 1996).

57



Introduccion

La produccion de cefalosporinasas cromosOmicas por parte de las especies de
Acinetobacter es un hecho muy estudiado. Sin embargo no esta tan estudiado el que éstas se
produzcan de manera inducible o constitutiva. Algunos autores intentan explicar la elevada
resistencia a cefalosporinas de 3" generacion en Acinefobacter, como consecuencia de la
hiperproduccion de betalactamasas inducibles, pero ain quedan muchos estudios pendientes
por hacer, que demuestren st estas enzimas son inducibles, constitutivas, o bien si coexisten los
dos tipos de enzimas en la misma bacteria (Morohosi, 1977; Bauerfeind, 1986; Blechschmidt,

1992; Danés, 1998).

1.7.1.5.2. Betalactamasas plasmidicas.

Asi como la resistencia bacteriana a antibitticos, adquinda por mutacion, sera puntual y
dificilmente transmisible, la resistencia adquirida por plasmidos o transposones puede ser multiple a
varios antibidticos y permite su transmisién por conjugacion a otras bacterias de la misma o de
diferente especie. La resistencia cromosomica, sOlo se expresara mediante presion selectiva del
antibidtico que pondra de manifiesto la poblacion resistente. Algunos genes de resistencia a
antibidticos en forma no transferible pueden unirse a un plasmido transferible. La distincidén, por
tanto, entre enzimas mediadas por plasmidos y cromosomas no puede ser muy estricta debido a la
posibilidad de translocacion de genes entre los plasmidos y el cromosoma. ILas betalactamasas
plasmidicas tienen mucha importancia en cuanto a que permiten una mayor difusion de la resistencia

bacteriana, lo que ha dado lugar a numerosos brotes epidémicos en el medio hospitalario.
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Existe la evidencia de que la resistencia en Acinefobacter a las penicilinas, aminoglucosidos,
tetraciclinas y sulfonamidas estd mediada por plasmidos. En un aislamiento de Acinetobacter que
presentaba resistencia a ampicilina, cloranfenicol, kanamicina, estreptomicina, sulfonamidas y
trimetropin se demostrd la presencia de un plasmido de 167 kb, que tras el curado de la cepa hizo
perder la resistencia simultaneamente a todos fos antimicrobianos. Se observé que este plasmido
transportaba genes que codificaban el enzima TEM-1, asi como la fosfotransferasa APH(3')}(5") y la
adeniitransferasa AAD(3)(9). De esta manera se pudo explicar ia resistencia a ampicilina y a los
aminoglucdsidos, sin embargo el mecanismo de resistencia a cloranfenicol y a las sulfonamidas fue
desconocido (Goldstein, 1983).

Este plasmido pertenece a un grupo de plasmidos ubicuos en la naturaleza y muy
frecuentemente encontrados en otras bacterias, como son las enterobactenias, Aeromonas
hydrophila, Psewdomonas aeruginosa y Vibrio cholerae. Este hecho hace pensar en la facilidad con
la que este tipo de plasmidos se transfiere de unos géneros a otros, incluyendo por tanto, al género
Acinetobacter.

Se han descrito otros casos de betalactamasas mediadas por plasmidos en Acinetobacter,
como es el de ARI-1. Su enorme interés radica en que este enzima es responsable de la resistencia a
imipenem ademas de a otros betalactamicos, y por primera vez tras su descripcion en 1993, se logro
transferir el plasmido que le codificaba a una cepa de Acinetobacter junii (Scaife, 1995).

Los integrones son elementos genéticos moviles implicados en la resistencia antimicrobiana.
Recientemente se ha detectado en una cepa de Acinefobacter multirresistente la presencia de un
integron, cuya secuencia parcial demostré que poseia al menos dos genes de resistencia, uno que
codificaba un enzima inactivante de aminoglucosidos (aad 2"), y otro que codificaba una

betalactamasa de tipo oxacilinasa {Vila, 1997). Se ha comprobado, ademas que algunos genes, que

59



Introduccion

codifican enzimas inactivantes de aminoglucosidos como es el gen de la AAD(3”) y de la AAC(3)-1
(que inactivan estreptomicina y gentamicina respectivamente) son vehiculizados en un transposén
(Devaud, 1982). Asi pues, en Acinefobacter se puede producir facimente la adquisicion de
elementos genéticos moviles que conllevan multiple resistencia (Rudant, 1998). La ubicuidad de
este microorganismo y el hecho de que pueda sobrevivir durante tiempo en ambientes himedos
compartiendo su nicho ecolégico con otros microorganismos facilitara la transferencia de material

genético.

1.7.2. Alteracion de la permeabilidad de la membrana externa.

1.7.2.1. Proteinas de membrana externa.

La pared celular de las bacterias gramnegativas esté constituida por una capa delgada de
peptidoglicano rodeada por una bicapa lipidica asimétrica que forma la membrana externa. Entre
esta membrana y la membrana interna o citoplasmatica se encuentra el espacio periplasmico donde
se localizan proteinas (betalactamasas) y polisacaridos anionicos. La membrana citoplasmatica actia
de barrera para la penetracion de moléculas hidréfilas al citoplasma.

La membrana externa posee dos laminas lipidicas, una interna formada por fosfolipidos y
otra externa que contiene el lipopolisacarido {(LPS), de ahi la asimetria anteriormente referida. El
LPS por su composicion de acidos grasos saturados contrnibuye a dificultar la difusion a través de
esta membrana.

La estructura de la membrana externa constituye una barrera para la difusion de muchos

compuestos nocivos para la bactenia (antimicrobianos, enzimas liticas, etc.), pero también dificulta la
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penetracion de nutrientes y eliminacion de detritos. Para obviar esta situacion posee unos poros de
naturaleza proteica que permiten el paso de compuestos hidrofilicos.

Aproximadamente la mitad de la membrana externa estd compuesta por proteinas, de las
que cada especie posee entre 50 y 100 tipos distintos. De estas proteinas de membrana externa
(outer membrane proteins, OMP), solo unas pocas (menos de 5 a 10) tienen un niimero de copias
en tormo a 100.000 por bacteria, por lo que se denominan OMPs principales. Estas OMPs
principales incluyen varios tipos funcionales de proteinas, como son las lipoproteinas, que
contribuyen a la estabilidad de la membrana externa, y las proteinas formadoras de poros hidrofilos,
entre las que distinguimos las porinas que forman poros inespecificos, y los poros espetificos (entre
los que destacamos la OprD2 de P. aeruginosa), que facilitan la difusion de determinados

compuestos.

Se han identificado y caracterizado mas de 40 porinas en mas de 32 especies bacterianas,
dentro de 10 familias de bactenias gramnegativas. Aparte se han descrito también en mitocondrias,
cloroplastos y mas recientemente en micobacterias (Schulz, 1993). Se ha observado que su
estructura es muy similar en todas ellas, incluso entre bactenas taxonomicamente diferentes. Las
porinas son unas proteinas acidicas (pl cercano a 5) dispuestas en laminas B, con una parte
hidrofoba (en contacto con el interior de la membrana externa), y otra hidrofila que forma unos
canales acuosos de difusion, permitiendo la entrada de solutos hidrofilicos. El interior del canal de la
porina contiene aminodcidos cargados cuyo niimero y posicion determina la selectividad a los iones
que lo atraviesan. Pueden ser selectivos a cationes o aniones. Esta selectividad refleja la mayor o
menor facilidad de penetracion de los antibidticos cargados (Hancock, 1987). Las porinas suelen

existir en forma de trimeros y el tamaiio del mondmero suele oscilar entre 30 y 50 kDa. Estin
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asociadas por enlaces hidrofobos al LPS y al péptidoglicano y son muy estables, resistiendo la
disociacion por calor y detergentes como el dodecilsulfato sodico (SDS) (Hancock, 1987). El
control de la produccion de estas proteinas estd estrechamente regulado por las condiciones
ambientales (Martinez-Martinez, 1995).

En E. coli K-12 se han estudiado 3 OMPs principales (OmpA, OmpC y OmpF), de las que
solamente se consideran las dos ultimas como porinas. En otras especies de enterobacterias se han
descrito multiples tipos de OMPs, muchas de ellas similares a las de E. coli que, en principio,
podrian ser las correspondientes porinas.

En el caso de los gramnegativos no fermentadores es algo diferente. Parece ser que
producen tipos sencillos de porinas, caracteristicas de cada especie. Se han identificado porinas en
especies de. N. gonorrheae, Aeromonas salmonicida, Brucella spp., C. trachomatis,
Rhodopseudomonas capsulata, R. spliceroides, P. aeruginosa.(Nikaido, 1985). En P. aeruginosa
la principal OMP es una porina denominada OprF, que resulta poco eficaz puesto que en la mayoria
de los casos impide la difusion de moléculas a través suyo. Sin embargo la OprD?2 es la proteina mas
importante desde el punto de vista de resistencia antimicrobiana, y funciona como poro especifico
permitiendo el paso de aminoacidos dibasicos.

Existen pocos estudios acerca de las OMPs en Acinefobacter, que de comportarse como

porinas podrian explicar la elevada resistencia antimicrobiana que presenta este microorganismo.
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1.7.2.2. Papel de las porinas en la permeabilidad de la membrana externa. Naturaleza porina de
las OMPs.

En la mayoria de los trabajos sobre permeabilidad de membrana externa se ha asurmdo el
papel de las OMPs como porinas, tras su estudio mediante electroforesis en geles de pobacritamida,
pero en pocos casos se han obtenido preparaciones purificadas de OMPs que permitan estudiar
verdaderamente sus propiedades funcionales y demostrar que la OMP perdida sea realmente una
porina. Las porinas se pueden aislar por diferentes métodos, para posteriormente estudiarias mas a
fondo. Nurminem (1978) ya habia descrito un método de aislamiento de porinas, basado en [a
resistencia de éstas a la tripsina. Posteriormente, Nikaido (1983) utilizo un nuevo método de
purificacion de porinas que se basaba en la asociacion no covalente de éstas al péptidoglicano.
Martinez-Martinez en 1996, combin6 ambos métodos para aislar las porinas de 4 aislamientos de K.
preumoniae productor de betalactamasa de espectro ampliado. Se comprobé cémo el material
asociado al péptidoglicano y resistente a la accion de la tripsina, al separarlo por cromatografia y
someterlo a electroforesis SDS-PAGE tefiida con Azul de Coomasie, contenia una sola OMP de 35
kD. Para confirmar que la porina habia quedado aislada observd, mediante electroforesis SDS-
PAGE teiiida con plata, que no contenia restos de LPS, por lo que se pudo demostrar la naturaleza
porina de estas OMPs (Martinez-Martinez, 1996).

Una vez lograda la purificacion de las OMPs, el ensayo mas utilizado es el del hinchazon del
liposoma. Se preparan proteoliposomas que contengan la OMP punficada y que en su interior
contengan moléculas a las que son impermeables. Cuando estos liposomas se afiaden a una solucion
isoténica de un soluto (azicar, iones, antimicrobiano, etc) al que se supone va a ser permeable la

porina, la penetracion del mismo conlleva a Ja entrada de agua, produciendo el hinchazon de los
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liposomas. Se origina de esta forma una disminucion del indice de refraccion de la suspension, que
puede medirse mediante espectrofotometria.

Otra forma de demostrar el papel de tas OMPs como porinas, es mediante estudios de
clonaje. Martinez-Martinez (1996) confirmdé el papel de la OMP de K. preumoniae como porina
clonando el gen codificador en una cepa sin porinas y comprobando que la expresion de ésta hacia
que la bacteria fuera sensible a cefalosporinas a las que era inicialmente resistente (Martinez-

Martinez, 1996).

1.7.2.3. Resistencia a antimicrobianos por alteraciones de la membrana externa

La penetracion de los antimicrobianos a través de las ponnas depende en gran medida de
sus propiedades fisico-quimicas, y en particular de la hidrofobicidad, del tamafio y de la carga
eléctrica neta. El proceso no requiere energia y su velocidad es directamente proporcional a la
concentracion de antimicrobiano en ¢l medio extrabacteriano (Nikaido, 1985).

Los betalactamicos menos hidréfobos, como son las cefalosporinas respecto a las
penicilinas, penetran mejor a través de las porinas. El tamafio del antibiotico y de a porina es un
factor importante en la difusion a través de estos canales proteicos. El efecto negativo del tamafio es
mayor en las porinas de menor diametro; se ha comprobado experimentalmente que, ceflazidima,
cefoperazona y ceftriaxona, que difunden bien a través de OmpF, lo hacen mucho peor a través de
OmpC, ya que ésta tiene menor diamétro (Nikaido, 1983).

La penetracion también depende de la carga eléctrica de la molécula. Las cargas anionicas

inhiben ef paso de las cefalosporinas, y este efecto es ain mayor al considerar las células completas.
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En cambio moléculas pequefias zuitenonicas como ampiciling, y especialmente imipenem penetran

facilmente,

Existen otras vias de difusion a través de la membrana externa. El lipopolisacarido de la
membrana externa permite la penetracion de los antibidticos que tienen cierto grado de lipofilia {por
g]. algunas quinolonas, tetraciclinas, etc.), penetrando solamente la fraccion no cargada (Martinez-
Martinez, 1995). Cuando se producen aiteraciones del LPS la resistencia disminuye, pero hay pocos
casos en los que la alteracion del LPS esté directamente relacionado con la resistencia a

antimicrobianos.

Otra posibilidad de difusion es la penetracion por autopromocion. Los policationes como la
polimixina B interaccionan con los puentes de union entre moléculas contiguas de LPS mediado por
cationes divalentes (Nikaido, 1985), de modo que los desplazan de forma competitiva rompiendo la
disposicion fisioldgica del LPS e incrementando la permeabilidad de gran nimero de moléculas,

incluida la de ellos mismos.

Los betalactamicos, en general, utilizan preferentemente la via de las porinas para penetrar
en la bacteria. Las catecolcefalosporinas atraviesan la bactena utilizando porinas especificas para
complejos siderdforos-hierro (Curtis, 1988). Imipenem atraviesa la porina OprD2 de P. aeruginosa
gracias a su analogia estructural con los aminoacidos dibasicos, el sustrato natural de este canal
(Trias, 1990).

La disminucién en el mimero o tamafio de las proteinas de la membrana externa (OMP) de

las bacterias produce una disminucion de la permeabilidad celular dando lugar a la resistencia a
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muchos antibidticos, por ello la evaluacion de la permeabilidad de las OMPs es indispensable para
estudiar la eficacia de los betalactamicos (Novell, 1995). Hay que considerar que un
microorganismo nunca pierde completamente todas sus porinas y que la existencia de un nmimero
bajo de copias de porina podria ain permitir la penetracion suficiente de antibiotico para inhibir su
diana.

P. aeruginosa a pesar de poseer canales de porinas de grandes dimensiones, estos poros
estan abiertos en pequefia proporcion, siendo ésta la razon predominante de la alta resistencia
intrinseca que exhibe dicha especie frente a antibidticos betalactamicos (Nicas, 1983).

La membrana externa de P. aeruginosa, S. maltophilia, P. cepacia es del orden de diez a
cien veces menos permeable a azcares y antibioticos que la membrana externa de £. cofi. (Nikaido,
19827). En 1991, Sato y Nakae realizan un estudio en el que se determina el coeficiente de
permeabilidad de cefalosporinas zuiterionicas (cefalexina, cefaclor, cefazolina, etc.) hacia la
membrana externa de Acinetobacter. Lo estudian en una cepa de Acinetobacter calcoaceticus
ATCC 19606, y observan que es de 2 a 7 veces menor que el coeficiente de permeabilidad del
mismo antibiotico para P. aeruginosa, deduciendo que la membrana externa de Acinetobacter es
incluso menos permeable que la de Pseudomonas spp.. Observan que esta cepa posee dos OMPs
minoritarias (minor), una de ellas de 45 kD, que aparecen en una cantidad menor del 5% del total
de sus proteinas de membrana externa. Mediante el estudio del hinchazon del liposoma identifican
estas OMPs como porinas y observan que, el porcentaje de difusion de carbapenémicos y
cefalosporinas zuiterionicas hacia el liposoma que contiene la OMP es de 1-3%, si se compara con
la membrana externa de £ coli. Estudian el tamafio del poro mediante la difusion de diversos
azicares hacia dicho liposoma observando que esta difusion es de un 10% respecto a la OmpF de

E. coli. De todos estos resultados confirman su hipétesis de que la baja permeabilidad de
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Acinetobacter a los antibioticos se debe a que poseen unas porinas de pequefio didmetro,
producidas en una cantidad minoritaria, estando ambos fenémenos relacionados (Sato, 1991).
Obara y Nakae en 1991 de nuevo hablan de una disminucion de la permeabilidad de la
membrana externa hacia solutos hdrofilicos relacionada con la presencia de bajo nimero de porinas
de tamafio pequefio. Seleccionan aislamientos mutantes resistentes a cefoxitina, cefoperazona y
ceftazidima y comparan las porinas de éstos con las de las cepas parenterales, comprobando que

existe la disminucion de 46,5 kD en todos los mutantes.

1.7.2.4. Complementacion entre impermeabilidad y mecanismos de inactivacion o eliminacion

La disminucion de la permeabilidad de la membrana externa no produce necesariamente una
subida de la CMI, si el betalactamico no estd inactivado por otros mecanismos. El efecto de la
permeabilidad disminuida se incrementa por la presencia de un mecanismo enzimatico efectivo,
como es la produccion de betalactamasas, uno de los mecanismos de complementacion de la
impermeabilidad de la membrana externa que mejor se ha estudiado.

El que un antibiotico llegue con éxito a la diana, se calcula mediante el indice de acceso a la
diana (target access index) TAI Este indice refleja el balance entre Ia barrera de la permeabilidad y
la produccion de betalactamasas, es proporcional al coeficiente de permeabilidad de la droga, e
mnversamente proporcional al porcentaje de inactivacion del antibiotico en el periplasma. A su vez se
relaciona con la CMI de esta manera:

CMIi = Cinh (TAT" -+1),
donde Cinh es una constante de cada antimicrobiano para cualquier especie, que

indica la concentracion de droga necesaria para inhibir la diana.
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No se pueden obtener conclusiones respecto a que la disminucion de OMPs sea la causa de
una elevacion en la CMLI, solo por constatar que los mutantes deficientes de porinas elevan este
valor, ya que puede ocurrir que tales mutantes no suban la CMI hasta el punto en el que sea
detectado, para ello habria que analizar los datos de forma cuantitativa utilizando el TAI {Nikaido,
1989).

Las betalactamasas hidrolizan al betalactdmico que llega al periplasma impidiendo que
alcance concentraciones suficientes para inhibir de forma efectiva las PBP. Este mecanismo explica
que con frecuencia, las cepas deficientes en porinas sean mas resistentes a los betalactamicos que a
otros grupos de antimicrobianos.

La resistencia de E. cloacae y P. aeruginosa a carbapenémicos o el incremento de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en K. prneumoniae productor de betalactamasas
de espectro ampliado con frecuencia se debe a este doble mecanismo (Trias, 1990; Lee, 1991).

En el caso de Acinetobacter, Joly-Guillou (1988) intentd explicar la multirresistencia en
cepas betalactamasa (negativa), como una alteracion de las OMP. Al mismo tiempo, la actividad
betalactamasa que presentaba la mayoria de las cepas estudiadas no era suficiente para explicar el
alto grado de resistencia a betalactdmicos de amplio espectro, por lo que consideraron que este
ultimo mecanismo podria ser el principal factor que contribuye a la resistencia a betalactimicos.
Este mismo autor considerd que la resistencia intrinseca de Acinetobacter spp. a los betalactamicos
s¢ podria interpretar como una asociacion entre la produccion de betalactamasas constitutivamente

y una disminucion de la permeabilidad de la membrana externa.

1.7.2.5 . Resistencia a carbapenémicos debido a alteraciones de las OMPs.
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Este mecanismo de resistencia tiene especial interés para el caso de los carbapenémicos. La
resistencia a imipenem se ha asociado en muchas ocasiones a la disminucion o ausencia de OMPs
para el caso de numerosas bactenas, como Pseudomonas, Enterobacter y Proteus (Livermore
1992; 1993; Raimondi 1991). La OMP especifica asociada con esta resistencia se piensa que
funciona como porina para imipenem. En P. aeruginosa se ha estudiado el papel de OprD2, una
proteina especifica de 46 a 48 kD, que permite el paso de aminoacidos dibasicos y de imipenem,
pero no de otros betalactamicos. Su pérdida se relaciona con la resistencia a este antibidtico.

En algunos casos aislados la resistencia de Acinetobacter se debe a la asociacién de
alteraciones de la permeabilidad y alteracion de la diana del antimicrobiano. Dib y col. (1994)
muestran un caso de resistencia a imipenem en un aislamiento de Acinetobacter, debido a la
disminucién de una OMP de 46 kD, asociada a la disminucion de la expresion de 2 PBPs de 80 y 90
kD, las cuales tienen gran afinidad por este antimicrobiano. Al mismo tiempo esta cepa presento
actividad cefalosporinasa, por lo que considerd, en este caso, que los tres mecanismos pueden estar
implicados en la resistencia a imipenem.

De nuevo Clark en 1996, demostro la resistencia a imipenem debido a una alteracion de la
permeabilidad de la membrana externa. Estudid el mecanismo de resistencia a imipenem en dos
cepas de Acinetobacter baumannii, un aislamiento clinico resistente a imipenem junto a su cepa
isogénica, que de manera espontianea habia revertido a sensible. Observo que ninguna de las
betalactamasas presentes en estos aislamientos hidrolizaban imipenem. Sin embargo, mediante el
estudio por SDS-PAGE de las OMPs de ambas cepas, observo una marcada disminuciéon de una
proteina de 33-36 kDa en la cepa resistente a imipenem, a diferencia de la cepa isogénica sensible.
Por ello consideré que la resistencia a imipenem en Acinetobacter baumannii esta asociada a la

expresion disminuida de OMPs de 33-36 kDa.
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No en todos los casos se ha asociado la resistencia a imipenem a la disminucion de OMPs.
Gerhlein (1991), estudiando aislamientos de Acinefobacter sensibles a imipenem observo que los
perfiles de OMPs de estas cepas y de sus correspondientes mutantes resistentes eran idénticas.

Mas recientemente, Costa y col. caractenizaron (1996) una carbapenemasa hallada en varios
aislamientos clinicos de Acinefobacter baumannii resistente a imipenem, obtenidos de pacientes
tratados previamente con dicho antibidtico. Sin embargo observaron que el perfil de OMPs era

idéntico, tanto en los aislamientos sensibles como en los resistentes.

1.7.3. Alteracion de las proteinas fijadoras de penicilina.

La modificaciéon de las PBPs es causa de resistencia en numerososos microorgamsmos. En
Acinetobacter spp. la modificacion de la diana puede contribuir a Ja resistencia a betalactamicos
pero su grado de importancia no estd atun definido, ya que existen otros mecanismos de resistencia
asociados (betalactamasas y alteraciones de las OMP}.

Obara y Nakae (1991) estudiaron el perfil de PBPs de cepas mutantes resistentes seleccionados de
una cepa de A. calcoaceticus, mediante un ensayo de competicion con bencilpenicilina marcada con
C" y observaron que €] patron era diferente al de otros gramnegativos, incluidos E. coli y P.
aeruginosa, siendo mas similar al género Bacteroides. Se observaron cambios en fa expresion de las
PBPs asociados a la alterada afinidad por los betalactamicos en estas cepas, por lo que se dedujo
que el mecanismo de resistencia a betalactamicos en estos aislamientos se debia a las alteraciones en
las PBP, probablemente asociado a otros mecanismos, como la alteracion de la permeabilidad

celular,
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Posteriormente, Gehrlein (1991), al comparar el perfil de OMPs en un aislamiento de
Acinetobacter baumarmii y su mutante resistente a imipenem, comprueba que no existen diferencias
en dicho perfil, asi como tampoco existen diferencias en la produccion de betalactamasas, sin
embargo si demuestra un patron diferente de PBP. En la cepa originaria se observaron 7 PBPs de
diferentes pesos moleculares entre 24 y 94 kD, por los que imipenem tiene afinidad. Sin embargo en
la cepa mutante resistente a imipenem no se observaron estas PBP, unicamente la de 24 kD, que
predominaba en grandes cantidades. Parece ser que por postbles mutaciones se habia producido una
disminucion de la sintesis de las PBPs con una sobre-expresion de la de 24 kD, que predominaba en
la cepa resistente a imipenem. Dicha PBP no se saturaba con imipenem, ni siquiera a
concentraciones elevadas, por lo que se dedujo que existia una baja afinidad del compuesto por esta
proteina diana. Esta PBP podria ser un producto de degradacion de otras, o bien podria ocurrir que,
debido a la mutacion, se afectara al control genético, dando lugar a una mayor expresion del gen

estructural de 24 kD.
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1.7.4. Mecanismos de “eflujo” (bombas de expulsion activa).

La membrana externa ¢s también un elemento clave en la eliminacion de los antimicrobianos
mediante el proceso de “eflujo”. Este mecanismo depende de proteinas transportadoras
citoplasmaticas, capaces de eliminar una gran variedad de compuestos de estructura quimicamente
diferente. Recientemente se ha propuesto la existencia de proteinas accesorias que actuarian como
puentes entre los transportadores y las porinas de la membrana externa, factlitando de esta manera la
expulsion directa del antimicrobiano desde el interior de la bacteria hasta el medio externo. Ya que
la acumulacion de un antibidtico es el resultado del “influjo” y “eflujo”, es comprensible que la
combinacion entre una reducida permeabilidad y un elevado “eflujo” de los antibidticos dé lugar a la
resistencia antimicrobiana.

Este fenomeno se ha observado en algunas bacterias como P. aeruginosa, E. coli, H.
influenzae, etc (Nikaido, 1994; Levy, 1992). En P. aeruginosa se ha descrito un operén que
codifica una proteina accesoria “MexA” y una nueva proteina de membrana externa: OprK (Poole,
1993). La inactivacion de una u otra determinaria la hipersensibilidad del microorganismo a muchos
antimicrobianos. La base genética de la resistencia por mas de un mecanismo puede deberse a
mutaciones pleiotropicas que afectan a la sobreexpresion del mecanismo de “eflujo” y a la
disminucion de la expresién de porinas (Cohen, 1988; Mizuno, 1984). Este es el caso de los
mutantes “Mar” (Multiply Antibiotic Resistance) de . coli que son resistentes a una gran variedad
de antibidticos debido a un mecanismo de “eflujo”. Parece ser que la presencia de un sistema de
expulsion activa “AcrAB” es la causa de la resistencia a tetraciclinas, cloranfenicol, ampicilina, acido

nalidixico y rifampicina (Ma, 1995; Okusu, 1996).
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En Acinetobacter se ha estudiado poco este mecanismo de resistencia. Se han realizado
algunos estudios para intentar explicar la elevada resistencia que presentan algunas cepas a las
fluorquinolonas, relacionandose una menor acumulacion de estos antibiGticos en la membrana

celular con las alteraciones en la diana (Moreau, 1996).
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1.8. MECANISMO DE RESISTENCIA A AMINOGLUCOSIDOS.,

1.8.1. Enzimas inactivantes de aminoglucdsidos.

La resistencia a aminoglucdsidos aparece tanto en bacterias grampositivas, como en
gramnegativas. Se produce a través de tres mecanismos: alteracion de la diana (ribosoma), que es
un mecanismo poco frecuente, modificacién del aminoglucasido v por fallo en el transporte de la
droga hacia el interior de la célula. L.a modificacion del aminoglucésido es el mecanismo mas
importante. Este mecanismo de resistencia puede ser mediada por cromosomas, plasmidos, o
transposones.

Los aminoglucdsidos se pueden modificar por uno de los siguientes mecanismos
enzimaticos:

N-acetilacion (AAC), O-fosfonlacion (APH), adenilacion (ANT).

De todos ellos, el APH es el enzima mas frecuente en las células procariotas.

Los enzimas modificantes de aminoglucosidos tienen un amplio perfil de sustrato.
Puede existir resistencia cruzada entre ellos. El que un antibistico sea sustrato de un enzima no
significa que la cepa que lo contenga sea resistente a este antibiotico. El porcentaje de

modificacion del aminoglucésido puede influir en la resistencia clinica observada.

En Acinetobacter spp. hemos observado a lo largo de los afios, un incremento de las

resistencia a Jos aminoglucosidos. Desde 1983, Goldstein demostro la resistencia a este grupo

de antibidticos mediada por los enzimas APH(3°57")l y AAD(3), que van incluidos en el mismo
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plasmido de resistencia, que ademas codifica la expresion de TEM-1. En estos
microorganismos se han descrito los tres tipos de enzimas modificantes, pero se han
encontrado variaciones geograficas en la incidencia de algunos genes particulares (Tabla 1.5).
Por ejemplo, AAC(3)-1a, se ha encontrado més frecuentemente en cepas de Acinefobacter spp.
aisladas en Bélgica, que en las de Estados Unidos, y sin embargo no se han aislado en ningun
caso en Argentina (Shaw, 1991; Shaw, 1993). Incluso existen cepas que poseen mas de un gen

de resistencia; se han encontrado hasta seis genes diferentes en algunos aislamientos.

Tabla 1.5.

Enzimas inactivantes de aminoglucosidos en Acinetobacter spp.

Acetilacion Adenilacién Fosforilacion
AAC(6) ANTG)I [ APH(3)L
AACQ) AADG")9) APHG)II
AACO) ANTQ)I APHG)I
AACG)I AAD(2") APH()VI
AACG)V APHG I
AACO)V

En 1993, Vila y col. definieron 8 fenotipos de resistencia a aminoglucosidos, en funcion
de la resistencia a los sigutentes antibioticos: tobramicina, gentamicina, amicacina y netilmicina.
Observaron el predominio del fenotipo sensible a todos los aminoglucosidos (33%), un 19% de
ellos correspondio a aquellos sensibles Unicamente a amicacina y al 20% correspondieron
aquellos unicamente sensibles a netilmicina. Estos resultados, sin embargo contrastaron con los

de Muller-Seryes (1989), que mostraron el fenotipo mas frecuente, como aquel en el que todos

15



Introduccion

los aminoglucdsidos eran resistentes. Vila (1993), al mismo tiempo, observd que el enzima que
afecta a amicacina, el APH(3’)-VI se encontraba con mayor frecuencia (28%) entre los
aislamientos estudiados, seguido del AAD(3) en 15%, que afecta a estreptomicina y

espectinomicina, y solamente el 4% de las cepas presentaban conjuntamente ambos enzimas.

La resistencia a amicacina es un hecho muy relevante en Acinefobacter. Se debe
principalmente a la presencia de APH(3')VI, muy distribuido en Acinetobacter pero poco
frecuente en las enterobacterias y en Pseudomonas, asi como al enzima AAC(6°)-1. Algunos
genes que codifican este Gltimo enzima, /& e If, se han encontrado exclusivamente en
Acinetobacter (Lambert, 1994). Otros como el Ig es exclusivo de A. haemolyticus, tanto que
puede facilitar la identificacion de esta especie, de igual modo ocurre con el gen Ij, que permite
identificar la especie Acinetobacter 13 (Lambert, 1993; Lambert, 1994).

La disminucion de la permeabilidad mediada por la disminucion de las proteinas de
membrana externa puede afectar a la resistencia a los aminoglucosidos, al igual que a los
betalactamicos. Este mecanismo se ha descrito en Pseudomonas spp., enterobacterias, y
también en Acinetobacter spp. De esta manera, algunos autores explican como existen cepas

resistentes a aminoglucosidos no productores de enzimas modificantes (Vila, 1993).
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1.9. RESISTENCIA A FLUORQUINOLONAS.

Aunque el mecanismo preciso es desconocido, esta claro que, al igual que en otros
gramnegativos, el mecanismo de resistencia a fluorquinolonas est2 mediado por alteraciones en
la DNA girasa, debido a mutaciones del gen gyrA, que codifica la topoisomerasa II, o del
parC, que codifica la topoisomerasa IV, no habiéndose encontrado alteraciones en el gen gyrB.

Vila y col. (1995) determinaron la resistencia a fluorquinolonas en 21 aislamientos clinicos
de Acinetobacter, sin relacion epidemiologica entre si. Se observd que, en 15 de ellos, que
presentaban una CMI a ciprofloxacino mayor o igual a 4 mg/l, habia una mutacion del gen gyrA,
concretamente se habia producido un cambio de Ser-83 por Leu. En 6 cepas con CMI igual a 1
mg/l, no se habia observado tal mutacion, aunque en una de estas cepas, se observaba un cambio de
Gly-81 por Val. A pesar de que haya mas genes que puedan contribuir a la resistencia a
fluorquinolonas, las mutaciones en Ser-83 dentro del gen gyrA, estan mas claramente implicadas en
la resistencia a fluorquinolonas en Acinetobacter (Vila, 1995).

Parece ser que en Acinetobacter, la resistencia a este grupo de antimicrobianos viene dada
en primer fugar por las alteraciones en el gen gyr4, al igual que en £ coli. Por otro lado, se ha
observado que las mutaciones en el gen parC por cambios de Ser-80 por Leu constituyen el
segundo mecanismo de resistencia. La complementacion entre ambas alteraciones genéticas, es la
causa principal de la elevada resistencia que Acinetobacter presenta hacia las fluorquinolonas, y
podria explicar porqué algunos aistamientos con la misma mutacion en el gen gyrdA poseen
diferentes CMIs a ciprofloxacino (Vila, 1997).

Por Gltimo, no hay que olvidar que otros mecanismos de resistencia, como son las

alteraciones en la permeabilidad, o la presencia de bombas de expulsion, pueden condicionar la
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actividad de las quinolonas, de este modo se puede explicar como algunos aislamientos de
Acinetobacter presentan resistencia combinada a los tres principales grupos de antibibticos

(betalactamicos, aminoglucdsidos y fluorquinolonas) (Moreau, 1996).
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1.10. RESISTENCIA A OTROS ANTIBIOTICOS.

Existen pocos estudios sobre los mecanismos de resistencia a otros antibidticos en
Acinetobacter. Algunos casos de alto nivel de resistencia a trimetropin con CMIs superiores a
1000 mg/l, se han relacionado con la presencia de genes de resistencia incluidos en
transposones, que a su vez van incluidos en en plasmidos conjugativos de gran tamafio
(Chirnside, 1985; Muller-Serieys, 1989). Asimismo se ha encontrado el gen cloranfenicol
acetiltransferasa 1 (CATI1) en un aislamiento clinico de Acinefobacter resistente a
cloranfenicol, sugeriendo su localizacion en un transposon, incluido tanto en el cromosoma

como en ¢l plasmido de dicho microorganismo (Goldstein, 1983).
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Objetivos

1.- Estudiar los aislamientos clinicos de Acinetobacter spp. obtenidos en el Hospital de la
Princesa durante un periodo de 3 afios y determinar la actividad in vitro de 24
antimicrobianos a dichos aislamientos. Analizar la evolucion de la sensibilidad

antumicrobiana de acuerdo con ¢l afio y procedencia del microorganismo.

2.- Comparar los mecanismos de resistencia a antibidticos betalactamicos en los aislamientos
de Acinetobacter relacionados genéticamente y en cepas no relacionadas
estableciendo patrones mediante la aplicacién de métodos de tipado, dentro del

ambiente hospitalario y ambulatorio.

3.- Detectar la presencia de betalactamasas como mecanismo de resistencia a betalactamicos
y estudiar su distribucion en aistamientos clinicos de Acinetobacter spp. Caracterizar
las betalactamasas encontradas mediante la aplicacion de estudios bioquimicos:
determinacion del punto isoeléctrico, perfil inhibitorio vy perfil de hidrolisis a varios

betalactamicos.

4.- Comparar el patrén fenotipico de resistencia a antibiGticos betalactamicos y su relacion

con la produccion de betalactamasas en los diferentes grupos de aislamientos

establecidos, con el fin de determinar su papel en la resistencia a betalactamicos.
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5.- Estudiar el perfil de proteinas de membrana externa con la finalidad de detectar posibles
alteraciones en la permeabilidad que conduzcan a la resistencia a betalactamicos.
Comparar los resultados de dicho estudio en las cepas genéticamente relacionadas y

con diferentes patrones de resistencia, con las cepas no relacionadas.
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Material y métodos

3.1. MICROORGANISMOS.

3.1.1. Procedencia de los microorganismos.

Se ha estudiado un total de 156 cepas aisladas a partir del cultivo de diferentes
muestras clinicas, remitidas al Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario de la
Princesa. Se han incluido todos los aislamientos obtenidos durante los afios 1995, 1996 y
1997. Cada muestra corresponde a un paciente, ya sea ingresado en alguno de los servicios
del hospital, o procedente de ambulatorio. En la figura 3.1 se muestra la distribucion de los
aislamientos segun los diferentes Servicios del hospital, asi como aquellas de origen
ambulatorio.

Las muestras se recogieron con material esténl siguiendo las normas de recogida de
muestras para cultivos en microbiologia (Isenberg, 1992). En el laboratorio se sembraron en
placas de agar Columbia con un 5% de sangre de camero (agar sangre) y agar chocolate, asi
como en medio liquido (tioglicolato o frascos de hemocultivo, segun el tipo de muestra). Las
placas y los medios liquidos se reincubaron en aerobiosis, asi como en atmosfera
hipercapnica. Se realizé el aislamiento de las colonias crecidas subcultivando en agar sangre o
agar chocolate. La procedencia de los microorganismos aislados queda reflejada en la tabla
3.1,

En algunas técnicas mas especificas, debido a su complejidad, no se ha estudiado el
total de las cepas, sino que se ha seleccionado un grupo de aislamientos atendiendo a los

criterios que quedan recogidos en sus cotrespondientes apartados.
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Figura 3 1
Distribucion de los aislamientos segun los distintos Servicios

ot

QIR
OMRL
BOTROS
BANME

1 2%

UCT: Unidades de Cuidados Intensivos: MIR- Medicina Interna: NRL. neurclogia; AMEB: ambulalorio.

85



Material y métodos

Tabla 3.1.

Onigen de los microorganismos aislados.

- -
|

ESPUTO 10

ORINA | 26

SANGRE 16

PUNTA DE CATETER 16

ABSCESO 4

Ex. HERIDA 16

LCR 1

L. ASCITICO 1

PULMON 1

Ex. NASAL ' 1

VERRUGAS 1

LESION CUTANEA 5

BAS: broncoaspirado; Ex. HERIDA: exudado de herida quinirgica, Ex NASAL: exudado
nasal; LCR: liquido cefalorraquideo; L. ASCITICO: liquido ascitico.
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3.1.2. Cepas control

e En todas las pruebas de identificacion, tipado fenotipico y genotipico se utilizd ia cepa
control Acinetobacter baumannii ATCC 19606.
o Para la determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) se utilizaron las
siguientes cepas control:
- Escherichia coli ATCC 25922,
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
- Acinetobacter baumannii ATCC 19606.
 Para el estudio de betalactamasas se han incluido las siguientes cepas como control:
- Acinetobacter baumarnnii ATCC 19606.
- E. coli portadora de plasmidos que codifican betalactamasas de pl conocido.
- Serratia marcescens de Ia coleccion del Laboratorio de Microbiologia.

- Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.1.3. Conservacion de cepas.

Los microorganismos se congelaron por duplicado en tubos de 1,5 ml con 1 ml de
glicerol (caldo tripticasa de soja y 15-20% de glicerina, en agua estéril), a una temperatura de
-20°C. Para su estudio se descongelaron las cepas y se inocularon 20 ul en placas de agar
Columbia con un 5% de sangre de camero, reincubando posteriormente las placas en una

estufa a 35°C, durante 24 horas.
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3.2 IDENTIFICACION DE LOS AISLAMIENTOS CLINICOS. METODOS

FENOTIPICOS.

La identificacion preliminar se realizé mediante el aspecto mucoso y blanquecino de la
colonia, el crecimiento en los medios habituales, morfologia de coco-bacilo gramnegativo en

la tincion de Gram y por el resultado negativo de la prueba de la citocromo oxidasa.

3.2.1. Sistema Microscan.

Se utilizd el sistema automatizado MicroScan Walkaway (Baxter, Dade) para la
identificacion de Acinetobacter spp. a nivel de género. Este sistema agrupa las especies de
Acinetobacter en  Acinelobacter Moffii 'y el resto como Acinetobacter
anifratus’haemolyticus. Las cepas identificadas como pertenecientes a este Ultimo grupo
fueron las seleccionadas para la realizacion de este estudio. Se empled la metodologia segiin

las instrucciones del fabricante,

3.2.2. Sistema API 20 NE.

Se utilizd el sistema API 20 NE (bio-Mérieux, Macy !'Etoile, Francia) para la
identificacién a nivel de género, e identificacion presuntiva a nivel de especie. Este sistema
consiste en unas galerias de plastico compuestas por 20 pocillos que contienen sustratos de
forma deshidratada para llevar a cabo 8 pruebas bioquimicas convencionales (reduccion de
nitratos a nitritos y a grupo azo, formacion de indol, arginina dihidrolasa, ureasa, hidrélisis de

la esculina, hidrolisis de la gelatina, B-galactosidasa), reaccion de fermentacion de la glucosa,
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y 12 pruebas de asimilacion de fuentes de carbono. Tras el crecimiento de los

MICTOOTZANISIOS €N agar sangre, se preparo una suspension de

2 ml de solucién salina estéril y se ajusté a una turbidez igual al patron 0,5 de McFarland. De
esta suspension, s¢ llenaron los tubos (y no las ciipulas) de los 8 pnmeros pocillos con una
pipeta estéril. Se afiadieron al medio “AUX Medium” incluido en el sistema cuatro a ocho
gotas de la suspension bacteriana y se lenaron los tubos y cipulas de los pocillos de
asimilacion, de modo que el nivel de liquido quedara horizontal o ligeramente convexo.

A las 24 horas de incubacion a 35° C, se anotaron las reacciones espontaneas y se
leyeron las restantes pruebas bioquimicas tras el revelado con sus reactivos correspondientes.
A las 48 horas se anotaron los resultados positivos y negativos (produccion y ausencia de
turbidez respectivamente) de las pruebas de asimilacion.

Se obtuvo un perfil numérico de 7 digitos para cada microorganismo que, introducido
en un programa informatico (APILAB Plus, version 3. 3.2, 1990) proporciond la
identificacion del microorganismo. En la tabla 3.2 se refieja el porcentaje de reacciones

positivas que mediante el sistema API 20 NE, permite diferenciar las especies de

Acinetobacter.

3.2.3. Hemélisis y Temperatura de crecimiento.

Mediante la capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas (30°, 37°, 41°,
y/o 44° C), y por la ausencia o produccion de hemolisis en agar sangre de carnero, se

confirmé la identificacion de los microorganismos a nivel de especie.
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Para el crecimiento a diferentes temperaturas se emplearon medios solidos de
agar sangre, y los resultados discrepantes se confirmaron con el crecimiento en un medio
liguido de infusion cerebro corazon (BHI). Esta prueba se determiné tras la incubacion
durante 18 horas. La hemolisis se estudio en agar Columbia con 5% de sangre de

carnero, y las placas se incubaron a 35° C, durante 48 horas.
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Porcentaje de reacciones positivas en el sistema API 20 NE en Acinefobacterspp.
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3.3. ESTUDIOS DE TIPADO.
3.3.1. Biotipado por Sistema API 20 NE.

La metodologia empleada para este sistema de biotipado queda descrita en el
apartado de identificacion. Se definieron diversos tipos segin las distintas combinaciones de
los 7 digitos que constituian el codigo que facilitaba el sistema. La diferencia en un digito se

considero suficiente para designar diferentes biotipos.

3.3.2. Biotipado de Bouvet y Grimont.

Este método, propuesto por Bouvet y Grimont, consiste en observar la asimilacion de
diferentes sustratos por parte de los aislamientoé clasificandolos segun su capacidad de
crecimiento (positiva 0 negativa) para todos y cada uno de los sustratos empleados. Los
sustratos (levulinato, citraconato, L-fenilalanina, 4-hidroxibenzoato y L-tartrato) fueron
disueltos y filtrados, afiadiéndose a una concentracion al 0,1% en medio Cruze esterilizado en
autoclave (medio minimo, con la siguiente composicion por litro: 10 g de Ko,HPO4, 5 g de
NaH,PO,, 2 g de (NH4),50;, 0,2 g de MgSO4. 7H0, 0,001 g de CaCl,.2H,0 y 0,001 g de
FeS0O,. TH;0). Cada aislamiento se inoculd, a partir de un cultivo puro en medio sdlido, en 5
ml de BHI y se incub6 durante 18 horas. Se inoculé un volumen de 10 ul de BHI en cada
medio y se incubaron durante 6 dias a 30°C, observandose posteriormente la produccion de
turbidez, segun la cual se dentifico cada reaccion como positiva (liquido turbio) o negativa
(liquido transparente). Los aislamientos se clasificaron en diferentes biotipos segtin los
propuestos por Bouvet y Grimont (1987), Bouvet y col. (1990) y Gerner-Smidt (1993). En la

tabla 3.3 se reflejan estos datos.
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Tabla 3.3.

Biotipos definidos por Bouvet y Grimont (1987), Bouvet (1990) y Gerer-Smidt (1993).

_ LPhe |+ Fi b - g gl Fq AN oo - Lo S
OHbenzoato } + | + } - | - |+ [+ ]| -} + ]|+ ~j+7§-}+ B Ml
L-tartrato + -1 -1-|%* + [+ [+

L-Phe: L-fenﬂa?ni?;i)_()__ﬁanzz

3.3.3. PCR de elementos repetitivos (rep-PCR).

Los oligonuclettidos utilizados como iniciadores se basaban en secuencias de
elementos de ADN repetidos, altamente conservados, rep (repetitivas, extragénicas,
palindrémicas). Las secuenicas de los iniciadores fueron las siguientes: repl 5'-
HIGCGCCGICATCAGGC-3" y rep2 5'-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3". Media colonia
crecida en agar MacConkey se resuspendid en 25 ul de agua y se hirvié durante 10 min.. Se
centrifugd durante 5 min. a 13000 rpm y se afiadid 25 pl de la mezcla de reaccidn, con la
siguiente composicion: Tris-HC! 20 mM (pH 8,8), KCl 100 mM, MgCl; 3,0 mM, gelatina
0,1%, dNTP 400 uM y los iniciadores repl y rep2 a una concentracion de 1 uM cada uno. Se
afiadi6 2,5 de Taq polimerasa y se procedié a la amplificacion. Las condiciones del
termociclador fueron 30 ciclos de la secuencia: desnaturalizacion a 94°C, | minuto,
acoplamiento a 40°C, 1 minuto; extension a 65°C, 8 minutos. Tras los 30 ciclos se desarrollo
una extension final de 65°C durante 16 minutos. Los productos amplificados fueron
comparados por electroforesis en agarosa al 2% en TAE 1X con bromuro de etidio 0,5 mg/L

a 60 V durante 2 horas.
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o Andlisis de los perfiles obtenidos. Se compararon visualmente, designando cada patron de
bandas con una letra. Se defini6 cada tipo cuando todas las bandas visibles de cada
aislamiento tenian la misma distancia de migracion. No se considero una diferencia cuando
existia heterogenicidad con respecto a la intensidad y forma de las bandas. Se considerd
diferente tipo cuando existia diferencia en distancia de migracion de més de 2 bandas. La
diferencia de intensidad de 2 o menos bandas o la ausencia de las mismas condujo a

considerar los subtipos, designados con un niimero, pertenecientes a un mismo tipo.

3.3.4. Perfil de proteinas de membrana externa (OMPs),

El perfil de proteinas de membrana externa se determin6 mediante una electroforesis
con geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Se siguio el protocolo de Martinez-
Martinez y col. que queda descrito en el apartado 3.5.1 de Material y Métodos.

Para este estudio se seleccionaron cepas con diferente patron de genotipado, que a su

vez presentaban diferente perfil de resistencia a betalactamicos.

o Andlisis de los perfiles obtenidos. Se compararon visualmente, designando cada patron de
bandas con un numero. Se definié cada tipo cuando cada aislamiento tenia el mismo numero
de proteinas principales (bandas de mayor intensidad), y cuando éstas tenian el mismo peso
molecular aparente. No se considerd una diferencia cuando existia heterogenicidad con

respecto a las proteinas minonitarias o de menor intensidad.
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3.4. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA in vitro.

Se determind la actividad in vitro a los siguientes 15 antibidticos betalactamicos:
ampicilina (AMP), piperacilina (PIP), ticarcilna (TIC), cefotaxima (CTX), ceftazidima
(CAZ), cefepima (CEF), imipenem (IMP), meropenem (MEP), acido clavulanico (CLAV),
sulbactam (SULB), tazobactam (TAZ), amoxicilina-clavulanico (AMC), ampicilina-sulbactam
(AS), ticarcilina-clavulanico (TICCL) y piperacilina-tazobactam (TZP).

Se estudio la actividad in vitro de otros 9 antibioticos no betalactamicos:
amicacina (AK), gentamicina (GN), tobramicina (TO), ofloxacino (OFL), doxiciclina (DOX),
fosfomicina (FO), colistina {CT), rifampicina (RD), azitromicina (AZIT).

Todos los antibioticos se encontraban en forma de sustancia pura valorada. Se
pesaron segn la potencia descrita por el fabricante, y se disolvieron en las condiciones

apropiadas (Tablas 3.4 y 3.5).
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Tabla 3.4.

Solventes y diluyentes de los antibidticos betalactamicos estudiados.

Ampicilina Tampdn fosfato pH 8,0, 0,1 mol/L. Agua
Piperacilina Tampén fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L Agua
Ticarcilina Tampodn fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L Agua
Cefotaxima Agua Agua
Ceftazidima Carbonato sodico (10%) Agua
Cefepima Tampon fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L Agua
Imipenem Tampén fosfato pH 7,2, 0,01 mol/l Agua
Meropenem Tampon fosfato pH 7,2, 0,01 mol/l Agua
Acido clavulanico Tampén fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L Agua
Sulbactam Tampon fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L Agua
Tazobactam Agua Agua
Amoxicilina-clavulinico Tampdn fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L. Agua
Ampicilina-sulbactam Tampén fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L. Agua
Piperacilina-tazobactam Tampén fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L. 1 Agua
Ticarcilina-clavuldnico Tampon fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L. Agua

Tabla 3.5.

Solventes y diluventes de los antibidticos no betalactamicos estudiados.

Amicacina Agua Agua
Geniamicina Agua }_ Agua
Tobramicina ] Agua Agua

% volumen agua, mas 1 gota de NaQH
Ofloxacino 0, 1mol/L hasta disolucion Agua
Colistina Agua Agua

Rifampicina Metanol Agua
Doxiciclina Agua Agua
Fosfomicina Agua Agua
Azitromicina Etanol al 95% Agua
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3.4.1. Determinaciéon de la Concentracion Minima Inhibitoria. Método de dilucion en

agar.

La determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI} se realizd por el
método de dilucion en agar segin las normas del NCCLS (NCCLS, 1998).

Se probaron 15 concentraciones, de 0,008 a 128 mg/l, obtenidas por diluciones
dobles seriadas, para todos los antibioticos estudiados, excepto para ticarcilina, ticarcilina-
acido clavulanico, piperacilina y piperacilina-tazobactam que fueron de 0,064 a 1024 mg/l.
Ampicilina-sulbactam y amoxicilina-clavulanico se probaron a una proporcion 2:1, mientras
que tazobactam se afiadic a piperacilina a una concentracion fija de 4 mg/l. Ticarcilina-
clavulanico se estudid afiadiendo el inhibidor a una concentracion fija de 2 mg/l. Las
diferentes diluciones se afiadieron a placas de Petri estériles que contenian agar Mueller-
Hinton autoclavado y a 50°C. Tras su solidificacion se conservaron a 4°C durante 24 horas.

A partir de un cultivo puro obtenido en agar sangre a 35°C durante 18 horas se
mocularon 4-5 colonias en 5 ml de caldo BHI, que se incubd durante i8 horas a 35°C. Se
prepard un indculo con una densidad Optica equivalente a 0,5 de McFarland (contenido
aproximado de 1-2 x 10° UFC/ml), que se diluyd en agua destilada hasta conseguir una
concentracion de 10’ UFC/ml. La inoculacion de las placas se realizo con un replicador de
Steer, que dispensa gotas de unos 2 pl/gota, de modo que se conseguia un indculo final en el
agar de 10* UFC/gota. Las placas se incubaron durante 18 horas a 35°C.

La CMI correspondié a la concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibia el

crecimiento bacteriano visible.
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3.4.2. Puntos de corte de resistencia.

Los puntos de corte utilizados en la interpretacion de las diferentes categorias de
sensibilidad fueron los recomendados por el NCCLS para su aplicacion a microorganismos no
fermentadores y no pertenecientes a Pseudomonas aeruginosa (NCCLS, 1998). Para
fosfomicina se considert el punto de corte de resistencia en >64 mg/l (Andrews, 1983). Para
ampicilina y amoxicilina-clavulanico se considerd el punto de corte recomendado por el
NCCLS para enterobacterias (NCCLS, 1998). Para el caso de colistina se considerd el punto
de corte recomendado por el grupo MENSURA (Mesa Espaiiola para la Normalizacién de la
Susceptibilidad y Resistencia a los Antimicrobianos, 1992), para su aplicacion a bacilos
gramnegativos no fermentadores. En el caso de rifampicina y azitromicina se utilizo el criterio
de las mismas normas, pero aplicadas a Staphylococcus spp.. No existe ninguna
recoimendacion publicada de los puntos de corte para los siguientes antibidticos: acido
clavulanico, sulbactam y tazobactam. El esquema de los puntos de corte considerados se

encuentra en las tablas 3.6 y 3.7.
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Tabla 3.6.

Criterios de sensibilidad para los antibiGticos betalactamicos probados (CMI en mg/).

Ampicilina <8 16 32
Piperacilina <16 3264 2128
Ticarcilina <16 32-64 >128
Cefotaxima <8 1632 >64

T Ceftazidima <8 J 16 32
Cefepima <3 i6 32
Imipenem <4 8 216
Meropenem <4 4 8 216
Amosicilina-clavulanico <8/4 ‘ 16/ >32/16
Ampicilina-suibactam <8/4 16/8 >32/16
Piperacilina-tazobactam <16/4 32/4-64/A >128/4
Ticarcilina-clavulinico <1612 32/2-64/4 >12872
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Tabla 3.7.

Criterios de sensibilidad para los antibidticos no betalactamicos probados (CMI en mg/1).

~ Amicacima | <16 Y >64
Gentammicina <4 8 216
T Tobramicina <4 ] 8 >16
Ofloxacina <2 4 >3
Colistina <2 4 >3
Rifampicina < 2 >4
Doxiciclina <4 8 >16 1
Fosfomicma <64 - >64
Azitromicina < 4 >8
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3.4.3. Perfiles de resistencia.

Se establecio el perfil de resistencia a betalactamicos siguiendo el estudio de
Bergogne-Bérézin (1995). Se definieron cinco grupos segun la resistencia a ticarcilina,
piperacilina, cefotaxima, ceftazidima € imipenem, que quedan reflejados en la tabla 3.8.

El fenotipo 1 incluia los aistamientos sensibles a los cinco betalactamicos, al fenotipo I1
pertenecian las cepas resistentes a ticarcilina, piperacilina, y sensibles a cefotaxima,
ceftazidima e imipenem. El fenotipo Il englobé a aguellos aislamientos sensibles a ticarcilina
e imipenem, resistentes a cefotaxima, y con actividad variable frente a piperacilina y
ceftazidima. El fenotipo IV agrupaba a los aislamientos solamente sensibles a imipenem y con
actividad variable a ceftazidima, y el fenotipo V incluia a las cepas resistentes a todos los
betalactamicos incluido imipenem. Los grupos III y IV se dividieron en 2 subgrupos a y b,
seglin la sensibilidad o resistencia a ceftazidima respectivamente (Joly-Guillou, 1995).

Con el fin de estudiar posteriormente la correlacion entre el antibiograma y la
produccion de betalactamasas se establecieron los patrones de resistencia a
betalactamicos atendiendo a 2 criterios de puntos de corte; el criterio del NCCLS de
1998 establecido para Acinefobacter, al que llamamos criterio A, y el llamado criterio B
que se basaba en los puntos de corte del NCCLS de 1997 para microorganismos no
fermentadores.

Se considerd que un aislamiento era resistente cuando presentaba valores de CMI1
resistente o intermedia en cualquier criterio aplicado. La CM1 se determiné por el método
de dilucion en agar. En la tabla 3.9 se exponen los diferentes puntos de corte establecidos

segun los criterios A (NCCLS, 1998) y B (NCCLS, 1997).
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Tabla 3.8.

Fenotipos de resistencia a betalactimicos.

Grupo TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP®

Grupo II TICK PIPR CTX® CAZ® IMP®

Grupo 111 TICS PIP’ CTX® CAZ" IMP®

Grupo IV TIC® PIPX CTX® CAZ' IMP®

| Grupo V TICE PIP: CTX® CAZ® IMP*

Z0T

Tabla 3.9.

Puntas de corte segin los diferentes criterios A y B.

Criterio! ATR TIC . PIP " CTX CAZ
A (NCCLS 1998) <8 6 1 2 l <16 3264 | 2128 “ <8 1632 264§ =<8 16 232 <4 z16
B(NCCLS, 1997) < 2128 I <64 2128 l <8 1637 | 264 =8 16 >37 <4 =16
8 1 R | 3 i R S 1 : R 3 1 R 8 R

sopoyaut A Joiiaiopy
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3.5. ESTUDIO DE LAS BETALACTAMASAS EN Acinetobacter.

3.5.1. Ensayo de la actividad betalactamasa.

E! ensayo se realizd en extractos enzimaticos del total de las 156 cepas.

3.5.1. 1. Extraccion de las Betalactamasas.

El extracto enzimatico se obtuvo siguiendo el protocolo de Joly-Guillou y col. (1988}
con ligeras modificaciones. Se resuspendid el crecimiento bacteriano correspondiente a la
extension de media placa de agar Mueller-Hinton, incubada durante 18 horas a 30° C, en 1 mi
de tampodn fosfato sodico 0,05 M (pH 6.9). Se centrifugd durante 15 min. a 13.500 rpm, las
células se resuspendieron en 1 ml de agua destilada y se congelaron a -20° C. Tras su
descongelacion se somicaron a potencia maxima durante cuatro a cinco ciclos de 1 min., con
intervalos de 30 seg. entre cada ciclo. Los tubos se mantuvieron en un bafio de hielo durante
todo el proceso. Se centrifugaron durante 15 min. a 13500 rpm y se separd el sobrenadante,

que se almacend a -20° C.

3.5.1.2. Deteccion cualitativa de betalactamasas mediante el ensayo de la nitrocefina..

La actividad betalactamasa en el extracto enzimatico se determiné mediante la
hidrolisis de la nitrocefina, en una solucion de 0,5 mg/ml. Para ello, se afiadieron 30 pl de esta
solucion sobre 10 pl del extracto enzimatico. El ensayo se considerd positivo cuando se

produjo un cambio de color del amanllo orniginal a rojo ladnilo, entre 2 y 5 minutos

(O’Callaghan, 1972; Livermore, 1996).
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3.5.2. Caracterizacion de las betalactamasas mediante isoelectroenfoque.

Este estudio se realiz6 en los 156 extractos enzimaticos obtenidos previamente por
sonicacion.

La determinacion del punto isoeléctrico (pl) se realizé aplicando un método de
isoelectroenfoque (Multiphor II Electrophoresis System, Pharmacia Biotech)., Se utilizaron
geles de poliacrilamida, con un amplio rango de anfolitos (pH 3,5 - 9,5). Como controles se
utilizaron diferentes betalactamasas de pl conocido (TEM-1, SHV-1, PSE-2, OXA-2, OXA-
3) y un marcador estandar pretefiido. Se afiadieron 10 pl de cada extracto enzimético sobre
cada pocillo, aplicando un voltaje maximo de 1000 V, a una potencia constante de 15W. Al
cabo de 1 hora y media se revelo el gel extendiendo sobre éste una solucién de nitrocefina
(0,5 mg/ml) (Livermore, 1996).

Para definir mas claramente algunas bandas de pl se utilizaron en casos concretos,

geles con un menor rango de anfolitos (pH 5,5-8,5).

3.5.3. Caracterizacion de las betalactamasas mediante el perfil inhibitorio.
Las betalactamasas se caracterizaron segin su perfil de inhibicion por diversas

sustancias, antibibticas y no antibidticas. Para ello se aplicaron los siguientes métodos:

3.5.3.1. Determinacion cualitativa por isoelectroenfoque.

La inhibicion de las betalactamasas se estudié de manera cualitativa por la técnica

de isoelectroenfoque descrita anteriormente, con modificaciones.

104



Muaterial y métodos

Se estudid la inhibicion por acido clavulanico (300 uM), sulbactam (360 M), y
cloxacilina (300 pM) (Livermore, 1996). Como control de la técnica se empled una
betalactamasa de pl conocido (TEM-1).

Los extractos enzimaticos se afiadieron por duplicado. Se cubn6 la mitad del gel
con 12 solucidn de la sustancia inhibidora, se dejé actuar durante unos minutos, de modo
que tras el revelado con nitrocefina se observaba que existia inhibicién, por la ausencia

de bandas de pl en la zona del gel cubierto por dicha sustancia.

3.5.3.2. Ensayo de competicion de la Nitrocefina.

Se siguid el protocolo de Papanicolaou y col. con ligeras modificaciones
(Papanicolaou, 1990).

- Se estudio la inhibicidn por los siguientes betalactamicos, probados a una Gnica
concentracion:

e Acido clavulanico (10 pM), sulbactam (20 uM), cloxacilina (4 mg/l), v
aztreonam (1,148 pM).

- Se estudio la inhibicidén por los siguientes inhibidores no betalactamicos:

e CINa (140mM), EDTA (0,1 mM).

Los extractos enzimaticos se diluyeron hasta el punto en el que 50 pl producian
aproximadamente 0,2 de absorbancia (492 nm), al medirlos a los 2 minutos. Dichos extractos
se afladieron a pocillos duplicados que contenian 50 pl de cada mhibidor, y pocillos control
que contenian 50 pl de solucion salina. La mezcla se incubd durante 30 min. a 37° C, excepto
para el caso de CINa y EDTA que se incubaron durante 10 min . Posteriormente se afiadid a

cada pocillo 50 pl de una solucion de nitrocefina (0,5 mg/ml).
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Se utilizaron en cada ensayo betalactamasas de referencia TEM-1 obtemdas de E. coli
o de H. influenzae procedentes de la coleccion del cepario del Servicio de Microbiologia del

Hospital de Ia Princesa.

3.5.3.2.1. Determinacion cualitativa.

Se considero que existia inhibicién cuando a los 2 min. no se visualizaba el cambio de

color de la nitrocefina en los pocillos con inhibidor, comparandolo con el pocillo control,

3.5.3.2.2 Determinacién cuantitativa.

Se determuind el % de inhibicion de los extractos enzimaticos que contenian las
betalactamasas. Se calculd de la siguiente manera:

e 100x¢1,00 - (Ass; pocillo con inhibidor/Asg, pocillo control))

La lectura de las absorbancias (Asg;) se realizo alos 2, 5 y 10 min. v posteriormente,
a intervalos de 10 min. hasta los 40 min. totales.

Cuando el maximo porcentaje de inhibicion superaba el 25% se calculé la pendiente o
tasa de disminucion de la inhibicion, para diferenciar aquellas enzimas con porcentajes
similares cuya inhibicion solamente variaba con el tiempo. Se calculo de la siguiente forma:

» Maximo % de inhibicion-% de inhibicion a 10 min./10
Para estudiar la reproducibilidad se probaron los controles repetidamente entre 2 a 8

veces en dias diferentes. El resto de extractos se estudiaron por duplicado.
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3.5.4. Perfil de hidrolisis,

Las betalactamasas se caracterizaron mediante la determinacion del perfil de hidrolisis

de varios betalactamicos, utilizando dos métodos:

3.5.4.1 Ensayo microbioldgico.

Se sigui¢ el protocolo de Paton y col. (1993). El estudio se realizd a partir de
extractos enzimaticos. Como extractos control se utilizaron aquellos que contenian
betalactamasas conocidas {(OXA-2 y TEM-1). Los extractos se utilizaron crudos, diluidos a
1:2, 1:4 y a 1:8. Seglin el antibiGtico a estudiar se utilizaron como cepas control de hidrolisis
S. aureus ATCC 25923 o E. coli ATCC 25922.

Se estudio la hidrolisis de los siguientes 9 antibioticos betalactamicos:

o ampicilina, cefazolina (CFZ), oxacilina (OXA), carbenicilina (CARB),
cefuroxima (CXM), cefotaxima, ceftazidima, imipenem y meropenem.

La cepa control se sembré en una placa de agar Mueller-Hinton y se coloco un
disco del antibidtico a estudiar. En la zona periférica de sensibilidad de dicho antibidtico
se colocaron discos de papel de filtro impregnados con 15 pl del extracto enzimatico
puro y diluido. Las placas se incubaron a 37°C durante 18 horas. Se observo hidrolisis
del antibidtico cuando existia crecimiento de la cepa control dentro de la zona esperada

de inhibicion.
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3.5.4.2. Ensayo espectrafotométrico. Determinaciin de la actividad enzimdtica especifica.

Se determino la actividad enzimatica especifica (}), expresada en pumoles de enzima
que hidrolizan el antibidtico por cada minuto, al incubarlos a 30°C. Al referir esta formula a
los mg de proteina se expreso en Unidades (U). Se estudio 1a hidrolisis de las betalactamasas
respecto a la cefaloridina (ILOR) o bencilpenicilina (PEN).

Se calculd segun la siguiente formula:

V= {AA/min x min/AAtotal) x N/mg proteina

donde, AA/min es el cambio de absorbancia producido por cada min,,

AAtotal es el cambio de absorbancia producido hasta la hidrélisis total,

N es concentracion molar del extracto enzimatico.

El antibiético que presentara mayor actividad hidrolitica se consideré como el 100%,
de modo que se pudo calcular la actividad hidrolitica de otros antimicrobianos, expresando su
actividad enzimatica en porcentaje respecto al considerado el 100%.

Ademas de la hidrélisis de cefaloridina y bencilpenicilina se estudio la hidrolisis de los
sigutentes antibidticos:

- Cefotaxima, ceftazidima, imipenem, meropenem, carbenicilina y oxacilina.

Se empled la concentracion de 100 pM para todos los antibioticos, excepto en
algunos casos donde se utilizd cefatoridina 1mM, bencilpenicitina a 1000 uM, v 60 pM para
imipenem.

Los extractos se estudiaron crudos, siempre que se tratara de cepas que presentaran

una sola betalactamasa.
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3.5.5. Estudio del caracter inducible/constitutivo de las betalactamasas cromosomicas.

Se estudio la produccion de betalactamasas inducibles de clase I, en aquellas cepas
betalactamasa (positiva) con perfil de resistencia de tipo I. Se utilizd un aislamiento de
Serratia marcescens de la coleccion del Hospital de la Princesa, como cepa control de

produccion de betalactamasas inducibles. Se aplicaron dos métodos:

3.5.5.1. Prueba de sinergia de doble disco.

Se sembro6 un indeulo de 0,5 de MacFarland de la suspension bacteriana en una placa
de agar Mueller-Hinton. Se coloco un disco de cefotaxima (30 ptg), y a una distancia de 1,5 a
2 cm se colocod un disco de cefoxitina (30 pg). Tras la incubacion a 35°C durante 18 horas, se
considerd que el aislamiento tenia una betalactamasa inducible, si el radio de inhibicion
alrededor de la cefotaxima se achataba en la zona mas préxima al disco de cefoxitina

(Sanders, 1979, Livermore, 1996).

3.3.5.2.. Incorporacion de inductor al agar.

Se prepararon placas de agar Mueller-Hinton con y sin tmipenem (0,06 mg/l}. Se
inocularon las placas (dos por cada cepa) con una suspension del aistamiento, diluido hasta el
punto de producir crecimiento semiconfluente (0,5 MacFarland). Se aplicaron discos de
cefotaxima (30 1g) a ambas placas y se incubaron a 35°C durante 18 horas. Se midieron los
halos de inhibicion del antibiotico. Se observaba induccidn si existia una reduccién del
diametro de inhibicion mayor de 3 mm en las placas que contenian imipenem comparado con

las placas que no contenian dicho antibiotico (BSAC Work Party, 1991).
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3.5.6. Estudio de la hiperproduccion de betalactamasas cromosomicas.

Para poner en evidencia la hiperproduccién de betalactamasas cromosOmicas se
siguio el protocolo de Medeiros y col. (1985) con modificaciones (Roy, 1989; Roy, 1990). Se
seleccionaron cepas con distintos niveles de resistencia a cefalosporinas de 3? generacion que
ademas eran betalactamasa (positiva). Esta técnica se basaba en controlar simultaneamente,
para cada cepa, el tiempo de hidrolisis de la mitrocefina, en un cultivo de 18 horas en medio
liquido (BHI), y del cultivo tratado previamente con aztreonam (1uM), o con acido
clavulanico (10 uM).

Se midio el tiempo de hidrolisis, es decir el tiempo que tardaba en producirse el
cambio de color amarillo a rojo ladrillo, considerandose positiva la hidrolisis detectada antes
de los 60 seg.

Se consideraba que existia hiperproduccion de betalactamasas cromosomicas, s se
producia la hidrdlisis en el pocillo de acido clavulanico, generalmente en un tiempo inferior a
15 seg., pero si no se producia hidrolisis en el pocillo de aztreonam,

Si se producia hidrolisis en ambos pocillos, se consideraba la presencia de

betalactamasas plasmidicas junto a la hiperproduccion de betalactamasas cromosomicas.
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3.5.7. Localizacion genética de las posibles nuevas betalactamasas.

3.5.7.1. Estudio de plésmidos.

Se estudio la presencia de plasmidos en aquellas cepas que presentaron nuevas
betalactamasas, con el fin de llegar a su caracterizacion genética.
e Extraccion de ADN plasmidico. El ADN plasmidico se extrajo siguiendo el protocolo de
Harstein y col. (1990) con ligeras modificaciones. Se resuspendié el crecimiento bacteriano
correspondiente a la extension de media placa de agar BHI, incubada 18 horas a 30° C, en 3
ml de NaCl 25 M - EDTA 10 mM (pH 8,0). Se centrifugd 15 min. a 2500 g, se
resuspendteron las células en 900 ul de sacarosa 20%-Tris 50 mM - EDTA 10 mM (pH 8,0),
0,5 ml de CTAB (0,5,%) (bromuro de cetil-trimetil-amonio) y 0,5 ml de Triton X-100 (1%).
Se incubd 15 min. en un bafio a 56°C y se centrifugd a 33000 g 45 min. a 20° C, en una
centrifuga Sorvall. Se separd el sobrenadante y se afiadieron 5 ml de CTAB (0,5%). Se
incubo en hielo 10 min. y se centrifugd 15 min. a 2500 g. El precipitado se disolvio en 250 pl
de NaCl 25 M - EDTA 10 mM (pH 8,0) y 500 pl de TE 10:1 pH 8,0. Se afiadi6 3 pl de
ARNSsa (500 pg/ml} y se incubd 30 min. a 37°C. Las proteinas fueron extraidas con fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico (2 veces), y el ADN plasmidico se precipité con un volumen
igual de isopropanol. Se centrifugd, se dejo secar y se disolvio en 60 pl de agua destilada
estéril.

La electroforesis se realizdé en geles de agarosa 0,7% en tampon TBE 0,5X. Se
anadieron 20 i de muestra con 5 ul de tampoén de carga en cada pocillo. Las condiciones de
electroforesis fueron 18 horas a 30 V. Las bandas se compararon con otras de peso molecular

conocido (plasmidos de E. coli 1145 ¢1148).
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3.5.7.2. Curado de pldsmidos.

Este estudio se realizo con el fin de demostrar €] papel de ciertos plasmidos en la
resistencia antimicrobiana de Acinetobacter.

Se siguié un protocolo que utiliza bromuro de etidio, en diluciones dobles seriadas de
16 a 1024 mg/L, como agente curante. A partir de un cultivo de 18 horas en BHI, se realizd
una dilucién al 1/100 y ésta se inoculd en un medio liquido (LB), gue contenia cada una de las
diluciones de bromuro de etidio. Se incubaron a 37° C durante 18 horas. El medio con mayor
concentracion de bromuro de etidio y con crecimiento bacteriano, se diluyé de nuevo hasta
conseguir un recuento aproximado de 200-300 col/placa, al resembrarlo en agar Mueller-
Hinton. Las colonias crecidas se replicaron con un terciopelo estéril en placas de agar con y
sin antibidtico. Se considerd que, las colonias que solo habian crecido en las placas sin
antibidtico, habian perdido algin plasmido de resistencia a dicho antimicrobiano (Arthur,
1985).

Se comprobd la pérdida del plasmido de resistencia mediante la comparacién de su
perfil plasmidico con el de la cepa parenteral. Al mismo tiempo se determind la CMI para
comprobar la disminucién de la resistencia antimicrobiana tras la pérdida del plasmido, y se

determind el pl para demostrar la ausencia de la betalactamasa codificada por dicho plasmido.
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3.6. ALTERACION DE 1A PERMEABILIDAD DE L4 MEMBRANA EXTERNA.

3.6.1. Perfil de proteinas de membrana (OMPs).

o Lxtraccion de las proteinas de membrana externa.

Se siguio el protocolo de Martincz-Martinez y col. (1996). El crecimiento de las
cepas se realizo a partir del cultivo en medio solido agar Mueller-Hinton. Se sembraron 4 a 5
colonias en 5 mi de caldo Mueller-Hinton, que se incubé a 37°C durante 18 h en agitacion. Se
inocularon 36 ml de caldo Mueller-Hinton precalentado a 37°C con 4 mi del cultivo anterior,
que se incubd durante 4 h, a 37°C. Las bacterias se pusieron en un bafio de hielo y se
centrifugaron a 4000 g durante 15 min. a 4°C. Se lavaron con 20 ml de NaP0; 10mM (pH

7,2) y se resuspendieron en 5 ml del tampon anterior.

» Solubilizacion de las membranas celulares.

La suspension bacteriana se sonico durante 5 pulsos de 60 segundos cada uno
(manteniendo 60 segundos de descanso entre cada pulso) con frio constante. Posteriormente
se comprobo el descenso de la turbidez de la suspension, midiendo la disminucion de la
absorbancia a 650 nm. La suspensién se centrifugd a 4000 g durante 10 min. a 4°C y el
sobrenadante se centrifugd a 13.000 rpm durante 45 min. a 4°C. El sedimento se resuspendio
con 2 ml de sarkosyl al 2% y se dejd a temperatura ambiente durante 30 min. (Fihp, 1973). Se
centrifugo a 4.000 g durante 30" y a 4 °C, y el sedimento se lavo con 750 pl de Tris 0,0625 M
(pH 6,8). Se resuspendio en unos 80 pl de Tris 0,0625 M pH (6,8). Las muestras se

mantuvieron congeladas a -30°C.
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s Determinacion de la concentracion de proteinas.

La concentracion de proteinas se tituld siguiendo el método de Bradford (1976).
Para determinar la concentracion de proteinas mas adecuada que permitiera la visualizacion y
mejor discriminacion de los diferentes perfiles de OMPs, se realizé la electroforesis con 4
muestras utilizando 3 concentraciones diferentes de cadauna (1, 2y 5 ng en 2 muestrasy 1, 5

y 10 ug en otras 2 muestras).

» Preparacion de las muestras y carga del gel.

Se prepard un volumen final de muestra de 20 pl para cargar en cada pocillo del gel.
Para ello se afiadio a 10 pl de cada muestra, 8,5 pl de tampdn de muestra 2X (TRIS 0,0625
M pH 6,8, glicerol al 10%, SDS 2%, 0,5 1 de solucion de azul de bromofenol 0,1% y 1 ul

de 2-mercapto-etanol al 10%. Las muestras se hirvieron a 100 °C durante 5 min.

» Llectroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE).

El analisis electroforético de las proteinas de membrana externa mediante geles SDS-
PAGE. Se realizdé con una concentracion de poliacrilamida al 14% (acrilamida 30%-
bisacritamida 0,8%) para el gel separador, y de 6% para el gel superior, utilizando el tampdn
de Laemmli (Laemmli, 1970).

La electroforesis se realiz6 en cubetas Mini-protean 1 cell de Bio-Rad, aplicandose un voltaje
de 120 V durante 1h. Se utilizé6 un marcador de peso molecular “no tefiido™ estandar, que
incluia proteinas de 6,5 a 200 kID. El marcador se prepard de 1gual modo que las muestras
para la electroforesis SDS-PAGE. Los geles se tifieron con una solucion de azul de

Coomassie durante 30 min. y se destifieron con una mezcla de metanol: agua: acido acético
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glacial 5:5:1 durante 2h aproximadamente. Los geles se secaron empleando el sistema

comercial DryFfase, (NOVEX, San Diego) durante 12h, y posteriormente se fotografiaron.

o Observacion del perfil de OMPs.
El perfil de bandas de OMPs se compar6 visualmente. Se establecid el peso molecular

de las OMPs principales mediante su comparacion con el peso molecular de las bandas del

marcador de peso molecular.
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Resultados

4.1 IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS MEDIANTE METODOS
FENOTIPICOS.

4.1.1. Sistema API 20 NE.

En la figura 4.1 se presenta una fotografia del sistema API 20 NE como sistema
de identificacion de Acinetobacter baumannii.

Todos los aislamientos de este estudio se identificaron mediante el sistema API
20 NE como Acinetobacter baumannii. Sin embargo, existen diferencias en los
porcentajes de positividad para cada una de las pruebas bioquimicas empleadas. En la
tabla 4.1 se presenta el porcentaje de aislamientos del estudio que producen una reaccion
positiva para cada prueba bioquimica. Se puede apreciar que la totalidad de las cepas asimilan
malato y caprato.

La tabla 4.2 representa las pruebas bioquimicas con resultado negativo para la

totalidad de los microorganismos estudiados.

4.1.2. Hemdlisis y Temperatura de crecimiento,

Mediante la produccion o ausencia de hemolisis en agar sangre, y el crecimiento a
las diferentes temperaturas de 30, 37 y 44° C, se confirmé que el total de los aislamientos

de este estudio pertenecen al complejo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii.
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Figura 4 1

Identificacion de A cimetobacter bawmanmi mediante el sistema API 20 NE,
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Tabla 4.1.

Porcentaje de pruebas positivas por el sistema API 20 NE.

Asimrlacién de malato

156 (100%)
Asimilacion de caprato 156 (100%)
Asimilacién de fenil-acetato 155 (99,3%,)
Asimilacién de arabinosa 154 (98,7%)
Asimilacion de adipato 123 (78,8%)
Asimilacion de citrato 98 (62,8%)
Asimilacién de glucosa 62 (39,7%)
Asimilacidn de gluconato 5(3,2%)
Asimilacién de maltosa 3(1,9%)
Asimilacion de N-acetil glucosamina 1 (0,6%)
Asimilacion de manitol 1 (0,6%)

Tabla 4.2.

Pruebas bioquimicas con resultado negativo para el total de los microorganismos estudiados.

Reduccion de nitratos a nitritos

Reduccion de nitratos a grupo azo

Formacién de indol

Fermentacién de 1a glucosa

Arginina hidrolasa

Hidrolisis de la esculina

Hidrolisis de la gelatina

B-galactosidasa

Asimifacidon de manosa
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4.2. ESTUDIOS DE TIPADO.

4.2.1. Métodos fenotipicos.

4.2.1.1. Biotipado por ¢l sistema API 20 NE.

Mediante el biotipado con el sistema AP] 20 NE se encontraron 14 biotipos diferentes
entre los 156 aislamientos estudiados. Ciento treinta y seis aislamientos (87,1%) se incluyeron
en 3 biotipos mayoritarios; (0001073 con 78 aislamientos, 0041073 con 31 aislamientos y
0041053 con 27 aislamientos). En cada uno de los 11 biotipos restantes se incluyeron de 5 a

1 aislamientos. En las tablas 4.3 y 4.4 se reflgjan estos datos.

4.2.1.2. Biotipado por el sistema de Bouvet y Grimont..

Mediante el biotipado segin el método descrito por Bouvet y Grimont (1987) se
encontraron 11 biotipos diferentes entre los 156 aislamientos estudiados. Noventa y nueve
aislamientos (63,4%) se incluyeron en el biotipo I, veintinueve (18,5%) en el biotipo &, y seis
(3,8%) del total de aislamientos se incluyeron en el biotipo 9. De manera minoritaria se
obtuvieron los biotipos 3, 4, 5, 10, 12, 15, 16, y 18, distribuidos entre los aislamientos

restantes. En la tabla 4.5 se reflejan estos datos.
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Tabla 4.3.

Biotipos mayoritarios definidos por el sistema API 20 NE.

1,6,7,8, 11, 13, 15, 19, 20, 21,

22,27, 28,32, 34, 35, 36, 38, 39,
44, 46, 47, 48, 50, 52, 54, 57, 59,
60, 61,62, 63, 64, 65, 67, 68, 69,
000 1073 70,71, 73, 74, 75, 77, 79, 80, 82, 78 (57,3%)
84, 87, 88, 90, 91, 94, 96, 98, 100,
101, 102, 103, 104, 106, 108, 109,
113, 114, 116, 118, 119, 120, 121,
122, 123, 126, 127, 128, 129, 145,

151, 152

5.9 10,12, 14, 18,26, 37, 40, 41,
42, 43,51, 56, 58,76, 78, 81, 83,
004 1073 85, 86, 89, 99, 105, 132, 133, 149, 31 (22,7%)

150, 153, 154, 155

|

2,24, 29, 30, 33,49, 53, 55, 97,
111, 112, 124, 125, 130, 131, 135,
004 1053 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 27 (19,8%)

143, 146, 148, 156
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Tabla 4.4.

Biotipos minoritarios definidos por el sistema API 20 NE.

000 1053 3,23,45,95, 144 5(25)
004 1473 4,25, 115, 117 4 (20)
000 1273 66, 72 2 (10)
000 1072 17, 31 2(10)
000 0073 16 1(5)
000 1071 02 1(5)
000 1173 03 1(5)
000 1473 107 1(5)
000 5073 110 15
004 1253 134 1(5)
000 0053 147 15
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Tabla 4.5.

Distribucién de los aislamientos de Acinetobacter segin el perfil de biotipado de Bouvet y

Grimont (B y G).

1,4,6,7,8,9,10,11, 12, 15, 16, 17, 19,

22,32, 33,34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41,
42, 46, 47,48, 50, 51, 54, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71,
72,73, 74,75, 76, 77,78, 79, 80, 81, 82,
83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 93, 94,
95,96, 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103,
104, 105, 106, 107, 108, 109, 110, 113,
114, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 126,

127, 128, 129, 138, 153, 154

99 (63,4%)

43,44, 55,56, 111, 112, 116, 124, 130,
131, 132, 133, 134, 135, 136, 137, 139,
140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147,

148,151, 152, 156

29 (18,5%)

9

2, 18, 27, 28, 30, 125,

6 (3,8%)

OTROS

G, 4, 5,10, 12, IS, 16, 18)

174,26, 52, 53, 115, 117, 3, 14, 21, 23, 20,

25,129, 45, 49, 13, 149, 150, 155, 31, 92

22 (14,1%)
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4.2.1.3. Perfil de proteinas de membrana externa (OMPs).

Se observo un perfil de OMPs muy similar en todos los aislamientos estudiados. La
presencia de 3 OMPs principales predomino en la mayoria de las cepas.

El peso molecular (pm) se averigud, primero mediante su comparacién visual con el
patron de bandas de peso molecular, y se confirmé posteriormente mediante un programa
informatico. Una de las 3 OMPs principales tenia un pm de 42 kD, la siguiente de 27 kD, y la
tercera de 17 kD.

Seglin los patrones definidos en el apartado de material y métodos, la mayoria de
los 55 aislamientos incluidos en este estudio (42 (76,3%)) se agruparon en un mismo
tipo, al que se le di6 el nimero 1. A este tipo pertenecian todos los aislamientos que
presentaban como bandas principales las 3 OMPs anteriormente descritas. El resto de
cepas {13 (23,6%)) presentaban patrones similares al patrén 1, puesto que en la mayoria
de ellos existia al menos una de las OMPs principales, pero con ciertas diferencias, que
les impidié agruparse entre si. Se constderd, por tanto, que cada una de estas 13 cepas
tenia un patron de proteinas de membrana externa diferente.

En la tabla 4.6 se muestra la distribucion de las cepas segun el perfil de OMPs. En la

figura 4 11 se muestran los diferentes perfiles de OMPs obtenidos mediante SDS-PAGE.

124



Resultados

Tabla 4.6.

Distribucion de los aislamientos de Acinetobacter segin el perfil de OMPs.

21,23, 24,25, 28,32, 33, 36,
38,44, 45, 47,48, 49, 50, 54,
1 55,58, 62, 63, 71, 74, 79, 80, 42(76,3%)
86, 90, 91, 98, 101, 103, 107,
109, 111, 113, 114, 118, 144,

146, 149, 150, 153, 155

2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12, | 5 17,29,53,78, 84,92, 94, 13(23,6%)

13, 14, 102, 106, 116, 152, 154
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Figura 4.1
Comparacion de diferentes perfiles de OMPs obtenidos en aislamientos clinicos de
Acinetobacter.

Ligura 4 11-A Figura 4 TI-R
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M: marcador de peso molecular; lincas 24, 3A, 4A, 1B, 2B, 3B, 4B y 5Bz perfil de OMPs tipo
I; linea LA: diferente perfil de OMPs,

Figura 4 11-C.

¥: marcador de peso malecular; lineas 1,2, 6 ¥ 70 perfil de OMPs tipo 15 lineas 3, 4 1
diterentes perfiles de ONMPs.
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4.2.2. Métodos genotipicos. REP-PCR.

¢ PCR con iniciadores rep 1 y rep 2.

En el analisis con rep-PCR se observaron patrones compuestos por 1 a 5 fragmentos,
que oscilaban entre 200 y 2000 pb, orginando 3 tipos predominantes, que contenian
diferentes subtipos. El resto de patrones correspondia a tipos no agrupables entre si (23
tipos). Se apreciaron ademas unas bandas de menor intensidad, pero no fueron consideradas
para definir los perfiles. En la tabla 4.7 se refleja la distribucién de los aislamientos estudiados
en los diferentes patrones de bandas observados. En las figuras 4.1II-A a 4.II1-D podemos
observar algunos de los perfiles obtenidos con PCR utilizando iniciadores rep 1 y rep 2.

- REPRODUCIBILIDAD DE REP-PCR. Al repetir el ensayo con una misma cepa 6 veces
en dias distintos, se produjeron ligeras variaciones con respecto a las bandas menos intensas.

Sin embargo, las bandas mas intensas, que definian el tipo, fueron reproducibles.

4.2.3. Comparacion entre los métodos de tipado.

En este apartado se presentan los resultados de la distribucion de aislamientos
obtenida con los diferentes métodos empleados (tablas 4.8 a 4.13). De estos resultados
se deduce que, en general se mostrd una buena correlacion entre la mayoria de los
métodos fenotipicos y la rep-PCR. Por este motivo se considerd a este metodo
genotipico como método de referencia y se utilizd para diferenciar entre grupos de cepas

relacionadas genéticamente y cepas no relacionadas.
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Tabla 4.7.

Distribucion de los aislamientos estudiados por rep-PCR.

1,6, 8, 16,22, 32, 34, 37, 39, 44, 47,
51, 57,64, 66, 74, 76, 80, 81, 85, 87,
A 89, 90,99, 113, 114, 118, 119, 129, 37
121, 122, 123, 124, 126,127, 128,
129
""""""""""""" 17,910, 11, 12, 13, 15, 19, 20, 26, 29|
Al 35,41, 42, 46, 55, 56, 58, 59, 60, 61, 35
65, 69,72, 73, 75,79, 82, 83, 88, 91,
93,96, 110, 153
T Ay T T 3w iseeres s | 9 T
14, 33,43, 45, 50, 63, 95, 97, 112,
125, 131,132, 133, 134, 135, 136,
B 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 28
144, 185, 146, 151, 156 “
R Y I TR I
__________________ 0 PP E G P
B2 2, 3,18, 21, 23, 24, 27, 30, 148 9
C 98, 100, 101, 104, 105, 107, 108, 103 8
2|
D 77.78 2
E L 117, 147 2
F,GHLLKLMNNO,PGQ, |4 5, 17,25 28 31,38, 52, 53, 54, 84,
RS TUV.WXY.Zo 92, 94, 102, 106, 109, 115, 116, 149, 23
150, 152, 154, 155 i
“ == 1
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Figura 4 1011

(omparacion de diferentes perfiles de rep-PCR obtemidos en aislamicntos clinicos de
Acinetobacrer.

Figura 4. 111-A.

I 2 3 4 56 7 8 9 10 11121314 M

M. marcador de peso molecular; Lineas 1, 2,3, 4,5, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 145 penotipo A; linea 6:

senotipo B.

Figura 4.111-B.

12 3 4 53 6 7T B 9 10 11 12 13 M

Lineas 1,2, 5, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12 genotipo B; linea 13: genotipo A; M: marcador de peso

molecular.
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| A —— _— -

Figura 4 111.
Comparacion de diferentes perfiles de rep-PCR obtenidos en aislamientos clinicos de
Acinetobacter.

Figura 4.111-C

1 2 3 4 353 6 78 9 10 11 12 13 M

M. marcador de peso molecular; Lineas 4, 5,8, 10, 11, 12: genotipa As linea 1, 2, 3,6, 7,9, 13:

diferentes genotipoy.

Figura 4.101-B

1 23 4 56 T 8 % 10 11 12 13 14 M

M: marcador de pess molecular; Lineas 1, 2, 10, 14: gentipa By lineas 4, 6, 7, 9 genotipo A; lineas

3.5,8,11, 12, 13: senotipos diferentes,
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Tabla 4.8.

Distribucion de los aislamientos segin biotipo API 20 NE y tipado con rep-PCR.

- 55"\\.\§\}:\!

Tabla 4.9.

Distribucion de los aislamientos segin el bictipado de Bouvel y Grimont (B y Q) y tep-PCR.
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Tabla 4.10,

Distribucion de los aislamientos segian el perfil de OMPs y rep-PCR.
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Tabla 4.11.

Distribucién de los aislamientos segin biotipo API y tipado de Bouvet y Grimont (B y G).

Tabla 4.12.

Distribucién de los aislamientos segan biotipo APl y perfil de OMPs.

Tabla 4.13.

Distribucion de los aislamientos segin biotipado de Bouvet y Grimont (B y G) y perfil de OMPs.
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4.2.4. Estudio de los diferentes grupos establecidos tras el tipado de los
microorganismos.

Segin los patrones obtenidos por rep-PCR se establecieron 5 grupos
genéticamente relacionados, A, B, C, D y E, siendo A y B los predominantes, seguido en
menor numero de C. El resto de aislamientos, al presentar diferentes patrones, no se

pudieron agrupar por lo que se consideraron cepas de aparicion esporadica.

En la tabla 4.14 se observa la distribucion de los aisfamientos en los distintos
genotipos y Servicios del hospital, incluyendo las de procedencia ambulatoria. Se
observa que la mayoria de cepas esporadicas proceden del ambulatorio, mientras que las
cepas relacionadas genéticamente estan distribuidas en los diferentes Servicios del
hospital. Hay que destacar un mayor predominio del grupo A en la UCI, seguido del
grupo B.

En la tabla 4.15 se muestra la distribucion de los genotipos segun el origen de la
muestra. Se observa que la mayoria de cepas relacionadas genéticamente proceden de
muestras respiratorias, a diferencia de las cepas de aparicion esporadica donde el origen

de la muestra es diverso.
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Tabla 4.14.

Distribucion de los genotipos segin la procedencia de los aislamicntos de Acinefobacter estudiados.

UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; MIR: Medicina Interna; NRL: Neurologia; AMB: origen
ambulatorio.

Tabla 4.15.

Distribucion de los genotipos segiin el origen de la muesira.

RESP: mucstras respiratorias; O: orina; SAN: sangre; PUCA: punta de catéter.
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4.3. ESTUDIO DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA in vitro.

4.3.1. Resultados del estudio de la concentraciéon minima inhibitoria (CMI).

4.3.1.1. Sensibilidad antimicrobiana a betalactdmicos.

Los resultados de sensibilidad antimicrobiana, expresados en CMlsy, CMIg,
intervalo vy porcentaje de sensibilidad (%S) a los 15 antibioticos betalactamicos
estudiados en el total de aislamientos, se muestran en la tabla 4.16.

Se observa en general, que los porcentajes de sensibilidad a betalactamicos son
bajos. La escasa sensibilidad se observa, tanto en las penicilinas (de reducido y amplio
espectro), como en las cefalosporinas de 3 y 4* generacion, con unos porcentajes que
rondan, en ambos casos, en torno al 10-20%. Dentro de las cefalosporinas, se podria

destacar una mayor actividad a ceftazidima y cefepima, con respecto a cefotaxima.

Los mayores porcentajes de sensibilidad corresponden a los carbapenémicos,
imipenem, y meropenem (884 y 89,1% respectivamente), que presentan stmilares
valores de CMIsy y CMIyy Hay que destacar, sin embargo la considerable proporcion de

aislamientos con elevada resistencia a estos antibioticos.

Respecto a las combinaciones de betalactimicos con inhibidores de
betalactamasas no se demuestra una significativa reduccion de la CMI al realizar dichas
asociaciones; Unicamente se observa una buena actividad in vitro en ampicilina-

sulbactam, con un elevado porcentaje de cepas sensibles (84,6%).
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Aunque no disponemos de puntos de corte para establecer el porcentaje de
sensibilidad a los inhibidores so6los, observamos que los valores de CMIs; y CMlg, para
acido clavulanico y tazobactam fueron elevados, sin embargo sulbactam mostré una
buena actividad in vitro, con valores de CMls y CMly muy similares a los de

ampicilina-sulbactam.

4.3.1.2. Sensibilidad antimicrobiana a antibisticos no betalactiamicos.

Los resultados de los porcentajes de sensibilidad a antibioticos no betalactamicos
se muestran en la tabla 4.17. Se observa que colistina mantiene su buena actividad
antimicrobiana presentando una sensibilidad del 100%.

Los aminoglucosidos presentan bajos porcentajes de sensibilidad, excepto
tobramicina que muestra una buena actividad in vitro.

Otros antibiéticos como ofloxacino y doxiciclina presentan valores de CMI muy

elevados, destacando la muy escasa sensibilidad de fosfomicina.
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Tabla 4.16.

Sensibilidad antimicrobiana in vitro de Acinetobacter spp. a los antibidticos

betalactamicos.

>128 >128 8->128 19
128 1024 2->1024 10,2
64 512 2->1024 198
128 >128 4>128 8,0
32 >128 2->128 15,3
32 r 64 1128 17,3
1 128 0.032->128 88,4
1 >128 0,125->128 89.1

32 >128 4->128 -

8 32 0,25-64 ;

16 >128 1->128 -
32 >128 1->128 14,1
2 16 0,125-64 84.6
64 512 0,032-1024 37.8
32 >1024 0,064->1024 339
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Tabla 4.17.

Sensibilidad antimicrobiana in vifro de Acinetobacter spp. a los antibidticos no

betalactamicos.

0,064->128
>128 >128 0,064->128 16
|
8 32 0,064-128 474
16 32 0,032-64 30,7 !
F_
1 2 0,064-2 100
4 8 1-32 4.4
32 >128 0.125->128 16
>128 >128 64->128 0,64
64 64 0,5-64 12,8 ]
1
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4.3.2. Variacién de la sensibilidad antibiética en el periodo de tiempo estudiado.

La distribucién de los aislamientos en el tiempo se muestra en ia figura 4.1V. El
mayor namero de microorganismos (69 (44%)) aparecié en el afio 1995.

En las figuras 4V y 4.VI se observa la evolucion de la sensibilidad a todos los
antimicrobianos estudiados, segin los diferentes afios de estudio. En las tablas 4.18 a
4.20 se muestran los valores de CMlsy y CMIy para cada antimicrobiano, en cada afio
estudiado.

Cabe destacar, en general la disminucion paulatina de la sensibilidad en fa mayoria
de los antibioticos segun los afios estudiados, especialmente en los carbapenémicos.
Tobramicina sin embargo mantiene sus valores de CMI en los 3 afios de estudio, al igual
que algunos antibioticos de baja actividad tales como rifampicina y azitromicina. Como
excepcion, algunos betalactamicos como piperacilina-tazobactam y ampicilina-sulbactam
tienen una actividad in vitro cada vez mayor, llegando a valores cercanos al 100% para

esie ultimo antibidtico.

4.3.3, Variacion de la sensibilidad segiin la procedencia de los microorganismos.

En las figuras 4. VIl y 4 VI se comparan los porcentajes de sensibilidad a todos
los antibidticos estudiados segln la procedencia de las cepas.

Se observa, en general, una mayor sensibilidad antibidtica en las cepas
procedentes de enfermos de origen ambulatorio, que en las cepas de enfermos

ingresados.
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Figura 4.1V

Distribucion de cepas por afos de aislamiento
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Tabla 4.18.

CMlIs/CMIy, (pg/ml}) de los antibidticos betalactamicos probados en los diferentes afios de

aislamiento de las cepas estudiadas.

AMP >128/>128 >128/>128 >128/>128
PIP 256/1024 256/512 64/1024
TIC 64/256 64/512 32/>1024

AMC 32/64 >128/>128 32/>128
TZP 128/1024 128/>256 16/256
TICCL 64/>128 64/>1024 32/>1024
AS 8/16 218 1/8

SULB 4/16 4/16 1/16
CLAV 16/32 32/>128 16>128
TAZ 16/>128 32/>128 8/64
Tabla 4.19.

CMls/CMIy; {ng/ml) de los antibidticos betalactamicos probados en los diferentes afios de

CEF
CTX
CAZ
iMP
MEP

aislamiento de las cepas estudiadas,

64/64
128/>128
32/128
0,5/1
12

32/128
>128/>128
32/>128
1/8
1/8

16/64
64>128

16/>128
1/>128
1/>128
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Tabla 4.20.

CMI50/CMIg (pg/ml) de los antibioticos no betalactamicos probados en los diferentes

aflos de aislamiento de las cepas estudiadas.

AK

GN

TO

OFL

FO

DOX

CT

AZIT

64/>128

>128/>128

8/32

16/32

>128/>128

128/>128

4/8

212

32/64

128/>128

>128/>128

4/16

32/32

>128/>128

8/>128

4/4

1/2

64/64

128/>128

>128/>128

16/64

32/32

>128/>128

8/64

4/4

1/2

64/64
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Figurad4 .V

Resultodos

Variacion del porcentaje de sensibilidad a antibioticos betalactamicos estudiados en los

diferentes afios de aislamiento de los microorganismos
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Resultedos

Figura 4 VL
Variacion del porcentaje de sensibilidad a los antibioticos no betalactamicos estudiados

en los diferentes afios de aislamiento de los microorganismos
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Resuwlradas

Figura 4 VII

Distribucion de los porcentajes de sensibilidad a antibioticos betalactamicos segun la

procedencia de los aislamientos
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Figura 4 VIII

Distribucion de los porcentajes de sensibilidad a antibiotices no beralactamicos segun la

procedencia de los aislamientos
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Resuftados

4.4. PERFILES DE RESISTENCIA.

Los resultados de los fenotipos de resistencia a betalactamicos segun el criterio
establecido por el NCCLS de 1998 (criterio A) demostraron el predominio de los
aislamientos resistentes a todos los betalactamicos, a excepcion de imipenem (68,5%).
En segundo lugar destacaba el grupo III, al que pertenecen las cepas resistentes
unicamente a cefalosporinas de tercera generacion (12,8%). seguido del grupo V, donde
los aislamientos presentaban resistencia a todos los antibidticos betalactamicos incluido
imipenem. Los aislamientos pertenecientes al grupo 1 y il fueron minoritarios. Estos
resultados se reflejan en la tabla 4.21 y figura 4. VII.

Dentro de los grupos III y IV hubo un predominio de cepas resistentes a las dos
cefalosporinas (CAZ, CTX). Las cepas con resistencia a CAZ y CTX (14 aislamientos)
predominaron sobre las cepas sensibles a CAZ (6 aislamientos) dentro del Grupo IIL. De
igual modo, en el Grupo 1V predominaron 100 aislamientos resistentes a ambas

cefalosponinas frente a las 7 cepas sensibles a CAZ.

Segln el criterio establecido por el NCCLS de 1997 para microorganismos no
fermentadores (criterio B), y coincidiendo con el de afios anteriores, se observé un
mayor predominio de cepas pertenecientes al Grupo III (55,1%), seguido del Grupo IV
(26,2%). De nuevo predominaron las cepas resistentes a ambas cefalosporinas (75
aislamientos) frente a 11 cepas sensibles a CAZ en el fenotipo 111, al igual que en e} IV
(100% de las cepas resistentes a CTX y CAZ).

En los Grupos I, 11, y V la distribucion de las cepas fue similar a la clasificacion
de fenotipos segiin el criterio A. En la tabla 422 y figura 4. VIII se muestran estos

resultados.
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Tabla4.21.

Renultadas

Perfiles de resistencia a betalactamicos en los aislamientos de Acimetobacter segln el

critero A

Perfiles de resistencia

Auslamientos (N %a)

B Grupo | 10 (6,4)
Grupo Il 2¢L.2)
Cirupo 111 ) 20012,8)

Grupo IV

Crupo V

TOTAL

107 (68,5)

17 (10,8)

156 (100}

Figura 4 VII

Distribucian de los aislamientos de Acimerobacter spp. en los diferentes perfiles de

resistencia a beralactamucos

B Grupe 1
B Grupo (1
O rupo 1
B Grupo iV
B Grupa Y
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Tabla 4 22

Perfiles de resistencia a betalactdmicos en los aislamientos de Acinetobacter segin el

Perfiles de resistencia

criterio B

Aislamientos (N® %)

Grupo | B 11(7)
Grupo 11 C10.6)
Crrupo 111 i 86(53,1) ]
Ghrupo TV 41(26,2)
Cirupo V 17(10,5)
TOTAL 156 (100) .

Figura 4 VITI

Distribucion de los aislamientos de Acinefobacter spp. en los diferentes perfiles de

resistencia a betalactamicos

Eimpol
B Grugee 11
O Crrape 1T
O Crrupo IV
Aihupo V
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4.5. ESTUDIO DE BETALACTAMASAS.

4.5.1. Deteccion cualitativa de la actividad betalactamasa.

Se observd, mediante el ensayo de la hidrolisis de la nitrocefina, que la mayoria
de los 156 extractos enzimaticos estudiados, presentaban actividad betalactamasa (145
(92,9%)). De éstos, el 95,8% dieron la reaccion de la nitrocefina positiva en un maximo
de 2 minutos y solamente 6 extractos tardaron entre 3 y 5 minutos en dar la reaccion

positiva (tabla 4.23).

Tabla 4.23.

Distribucion de los extractos enzimaticos segun la actividad betalactamasa mediante la

prueba de la nitrocefina.

T

145 (92,9%) 139 (95,8%) 6 (4,1%)

11 (7%) - -

156 (100%) - -

4.5.2. Determinacion del pI mediante isoclectroenfoque.

En la determinacion del pl por isoelectroenfoque, se observd que, la mayoria de
los extractos enzimaticos NCF(+) (143) presentaban 1 o varias bandas de pI. Unicamente

en 2 extractos NCF(+) no se demostrd ningtn pl. Al mismo tiempo, se observa como
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estos extractos tardaron un tiempo mayor en dar la NCF{(+} que los demas. En las tablas
424 y 425 se observa la relacion de extractos que ain siendo NCF (+), pueden
presentar o nd bandas de pl, y la relacion con el tiempo en positividad de la reaccion de

Ia nitrocefina.

¢ Entre aquellos extractos pI{(+) se observo que el 87,4% presentaban una unica
banda de pl superior a 8. Utilizando geles de poliacrilamida, con un rango de anfolitos
mas estrecho (5,5 - 8,5), se intent6 definir el pl lo mas exacto posible. De este modo se
dividieron los extractos enzimaticos anteriores en los grupos a y b (tabla 4.26),
correspondiendo al grupo a (72%), aquelios extrélctos que presentaban el pl mas cercano
al catodo (pl 8,5). Al grupo b (28%), pertenecieron aquellos con pl inferior a 8,5 pero
superior a 8. Segun el pl observado en ambos grupos, se sugirio la presencia de
betalactamasas cromosomicas tipo cefalosporinasa en estos extractos enzimaticos.

¢ Un so6lo extracto enzimatico (0,69%) presentd 2 bandas de pl. Una de ellas se
correspondia con la de las cepas del grupo a, mientras que 1a otra banda presentd un pl
de 5,4, Estos datos parecen indicar la presencia de una cefalosporinasa cromosomica
junto a una betalactamasa plasmidica tipo TEM-1, en dicho extracto enzimatico.

+ En dieciseis extractos enzimaticos (11,1%) se observé la presencia de una
banda principal de pl en tomo a 7,7, que aparecia junto a 3 bandas satélites (2 de ellas
con pls algo infertores y una 3* banda con pl proximo a 8) (figura 4. X1).

» Un tnico extracto (0,69%) presentaba un pl de 6,8-7, junto a 2 bandas satélites

de pl algo inferior.
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Tabla 4.24.

Comparacion de la prueba de la reaccion de la NCF con el pl de los extractos enzimaticos.

Tabla 4.25.

Relacion entre el pl y tiempo de positividad para la prueba de la nitrocefina.

Distribucion del pl en el total de extractos enzimaticos estudiados.

Tabla 4.26.

pI8.5 (@) - 90 (72%)
pI 885 (B) 35 (28%)
pl 5.4 1 (0,69%)
pl7,7 16 (11,1%)
pl 6,8-7 1(0,69%)
TOTAL 143 (100%)




Remulradas

Figura 4. X1

Isoclectroentoyue de las betalactamasas de Acinetabacter en gel de poliacrilamida

(pH 3,5-9,5)

Lineas 1,2, 4, 5,6, 7 ¥ §: Iretalactamasas pl 7,7; linea 3: cefalisporinasa pl=8,
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4.5.3, Caracterizacion de las betalactamasas.

4.5.3.1. Determinacion del perfil inhibitorio.

4.5.3.1.1. Perfil inhibitorio mediante isoelectroenfoque.

Con el fin de hacer una caracterizacion preliminar de las betalactamasas
anteriormente detectadas, se escogid un extracto enzimatico representante de cada grupo
con diferente pl, y se repitid la técnica de isoelectroenfoque afiadiendo sustancias
inhibidoras de pi. Se observo que las bandas de pl superiores a 8 (grupos a y b) no se
inhibian por acido clavulanico, aunque si por cloxacilina y sulbactam. La banda de pl 5,4,
se inhibia por &cido clavulanico y sulbactam, pero no por cloxacilina. Los extractos que
presentaban betalactamasas con pl proximos a 7,7 y a 6,8 no se inhibian ni por &cido

clavulanico, ni por sulbactam m por cloxacilina.

4.5.3.1.2. Perfil inhibitorio mediante un ensayo cromogénico (Determinacién

cualitativa).

Como método confirmatorio al anterior se escogieron 87 extractos enzimaticos y se
determiné el perfil inhibitorio de manera cualitativa, segiin el método espectrofotométrico de
Papanicolau y col. (1990).

Se observo que la mayoria de los extractos estudiados (84 (96,5%)) correspondian a
betalactamasas cromosdmicas, puesto que se inhibian por cloxaciling, sulbactam y aztreonam,
pero no por acido clavulanico. Asimismo las 2 cepas en las que no se observaba banda de pl,

pero si actividad betalactamasa mediante la hidrolisis de nitrocefina, mostraron el mismo perfil
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de inhibicion que las demas cefalosporinasas cromosomicas, por o que fueron incluidas en
este grupo. Un tdnico extracto (1,1%) mostraba una clara inhibicion por sulbactam y
aztreonam, no se¢ inhibia por cloxacilina, v no presentaba una clara inhibicion por acido
clavulanico. Este extracto correspondia a la cepa que, mediante la determinacion del pl habia
mostrado 2 betalactamasas: una enzima tipo TEM-1 y otra cefalosporinasa. Por este motivo
se explicaron los resultados de perfil de inhibicion contradictorios en este extracto.

Dos extractos enzimaticos (2,2%) presentaban un perfil inhibitorio desconocido, ya
que no mostraron inhibicion por ninguno de los betalactamicos estudiados. En la figura 4. XU
se observa un ejemplo de la inhibicion de la mayoria de los extractos por cloxacilina (color

amarillo), y la ausencia de inhibicion por sulbactam y 4cido clavulanico (color rojo).

Estos resuttados confirmaron los resultados del apartado anterior, y permitieron
clasificar las betalactamasas, segin el esquema de K. Bush (1995), en 3 grupos:
- Cefalosporinasas cromosdmicas. Clase C, grupo 1.
- Enzimas plasmidicas tipo TEM-1. Clase A, grupo 2b.
- Nuevas betalactamasas.
Al mismo tiempo, se pudo estudiar la distribucion de las betalactamasas en los

aislamientos clinicos de este trabajo, cuyos resultados se representan en la tabla 4.27.

Tabla 4.27.

Distribucion de las betalactamasas en los aislamientos clinicos de Acinetobacter spp.

Betalactamasas . Cepas N°(%4)
Cefalosporinasas (Csas) (pl>8) | 27(31.4)
Csas (pl >8) + TEM-1 (pl 5,4) i 1{0,64)

Nuevas Blsas (pl 7,7) 16(10,2)

Nuevas Plsas (pl 6.8-7) 1(0.64)
Plsa (-) 1X7)

TOTAL 156(100)
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Figura 4 XTI

Perfil inhibitorio cualitativo de las betalactamasas de Acinetobacter,

Columna 1: NCF (+) en ausencia de inhibidores; columna 2: ausencia de inhibicidn por CLAV;

eolumnas 3 y 4: inhibicidn por SULE y CLOXA respectivamente.
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4.5.3.2. Caracterizacion de betalactamasas cromosomicas.

Una vez encuadradas la betalactamasas en los diferentes grupos, de acuerdo con los
resultados anteriores, se procedio a estudiar con mas profundidad las betalactamasas
cromosomicas, mediante la determinacion del perfil inhibitorio de manera cuantitativa y

mediante el estudio de! perfil de hidrolisis.

4.5.3.2.1. Perfil de inhibicion de las betalactamasas cromosomicas.

De los 84 extractos enziméticos que mediante el pl y el perfil de inhibicion habian
mostrado (nicamente actividad cefalosporinasa, se escogieron 40 extractos para estudiar

el perfil inhibitorio de manera cuantitativa.

4.5.3.2.1.1. Determinacion cuantitativa.

Se determind el porcentaje de maxima inhibicién de las betalactamasas.
® Reproducibilidad.:
La representacion de los resultados de inhibicion por acido clavulanico, cloxacilina y

sulbactam para los enzimas de referencia TEM-1 se observan en la tabla 4.28.

Tabla 4.28.
Perfil inhibitorio de los enzimas de referencia TEM-1, expresado como la media de porcentajes de
maxima inhibicion
Origen plactamasa | Acdo clavulinico | Cloxacilina Sulbactam
H. influenzae 86,5 1.8 85,2

E. coli 34,5 17.4 343
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4.5.3.2.1.2. Mdximo porcentaje de inhibicion.

La mayoria de las betalactamasas presentaron un maximo porcentaje de inhibicion
entre los 2 y 5 minutos. Estos resultados dermnuestran una gran similitud entre ellas. Los
valores de maxima inhibicion no superaron el 45% en ninglin extracto enzimatico. Todos
ellos mostraron una inhibicion para cloxacilina, sulbactam y aztreonam entre 80-90%. Los
méximos porcentajes de inhibicion para CINa y EDTA fueron inferiores al 30% en todos los
casos. En las tablas 4.29 y 4.30 se muestra el perfil de inhibicion de algunas betalactamasas
cromosomicas procedentes de cepas con diferente genotipo, expresado como el valor medio
del maximo porcentaje de inhibicion.

Se estudi6 la variacion de la inhibicién con el tiempo, expresada mediante el valor de
“pendiente”, para aquellas enzimas que presentaran un porcentaje de inhibicion superior al
25% en alguno de los inhibidores; de este modo se podian diferenciar las betalactamasas con
porcentajes de inhibicion muy similares. En las tablas 4.31 y 4.32 se comparan las diferencias
entre los perfiles de inhibicion {mediante la pendiente) y pl de algunas betalactamasas de
cepas con diferente genotipo. En las figuras 4 XIII y 4. XIV se ofrecen algunos ejemplos de
varnacion de la inhibicion con el tiempo.

Se puede observar, en general una refacion entre €l pl a con una “pendiente” superior
a 0,3 para cloxacilina y aztreonam, dentro de las cepas agrupadas genotipicamente. Sin

embargo las cepas no agrupables no muestran relacion entre el pl y perfil de inhibicion.
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Tabla 4.29.

Perfiles de inhibicion de betalactamasas cromosomicas.

A 11,5 934 88,4 939 12 16

Al 10 90,4 914 914 | 159 159

A2 182 93,4 87.7 92,9 15,5 36

B A28 937 90.8 94,8 10.8 144

B 8.9 82 | 804 | 888 184 15

C 13,6 96,3 82,1 94,2 10.8 144

C 12,8 944 872 95 s 158

Tabla 4.30.

Perfiles de inhibicion de betalactamasas cromosomicas.
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Tabla 4.31.

Comparacion de las propiedades bioquimicas de las cefalosporinasas de cepas agrupadas en genotipos.
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Tabla 4.32.

Comparacion de las propiedades bioquimicas de las betalactamasas de cepas no agrupables.
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Figura 4 X111

Resultadas

Variacion de la inhibicion con el nempo

fi-lactamasa cepa 86.
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Figura 4.XIV. f
Variacion de la inhibicion con el tiempo. i
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4.5.3.2.2. PERFIL DE HIDROLISIS.

Este estudio se realizd con los extractos enzimaticos crudos, obtenidos de los

aislamientos incluidos en el estudio de determinacion del perfil de inhibicion.

4.5.3.2.2.2. Método microbiolégico.

eTodos los extractos enziméticos crudos que presentaban actividad
cefalosporinasa mostraron hidrolisis por los siguientes antibioticos betalactamicos:
- Ampicilina, cefazolina, cefuroxima, cefotaxima.
sNinguno de los extractos estudiados mostré hidrolisis de:
- Ceftazidima, carbenicilina, imipenem, meropenem.
Mediante estos resultados se demostro que las cepas incluidas en el estudio
mostraban una clara actividad cefalosporinasa, que no afectaban apenas a las pemcilinas,
ni a los carbapenémicos. Los resultados de este trabajo se confirmaron con el método

espectrofotométrico.

4.5.3.2.2.2. Método espectrofotomeétrico.

Se seleccionaron 16 cepas de las incluidas en el estudio del perfil inhibitorio
cuantitativo, que correspondian a aislamientos de diferente patron de genotipado, que a

su vez presentaban diferentes perfiles de resistencia a betalactamicos.
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Se calculd la actividad enzimatica especifica (expresada en U) hacia cefaloridina
(LOR) y bencilpenicilina (PEN). Al antibiotico que presentara la mayor actividad
hidrolitica se le adjudic6 el valor del 100%. El perfil de hidrolisis hacia el resto de
antimicrobianos se expresd en porcentaje de hidrélisis con respecto al antibidtico que
representaba el 100%.

Algunos extractos enzimaticos mostraron la hidrélisis hacia cefaloridina 100 pM,
mayor que hacia bencilpenicilina, por lo que se le di6 a dicho antibidtico el valor del
100%. En otros extractos se utilizé una concentracion superior de cefaloridina (1mM)
para demostrar la actividad cefalosporinasa, ya que a concentraciones inferiores se
observaba una actividad enzimatica hacia bencilpenicilina superior al 100%. Dentro del
grupo de cepas relacionadas genéticamente predomind este Gltimo grupo de
cefalosporinasas que tenian en comiGn el mismo tipo de pl a, sin embargo dicha relacion

no se pudo establecer en las cepas no relacionadas genéticamente (tablas 4.33 y 4.34).

En la tabla 4.35 se muestran los valores de actividad enzimatica especifica
reflejados para diferentes antibiéticos, expresados como porcentaje de hidrolisis respecto
a la cefaloridina. Mediante este ensayo no se pudo demostrar la hidrélisis de cefotaxima,
aungue si se confirm¢ la ausencia de hidrolisis de ceftazidima, carbenicilina, imipenem y

meropenem demostrada previamente por el método microbiolégico.
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Tabla 4.33.

Distribucion de las cepas genéticamente relacionadas segin la actividad hidrolitica de

bencilpenicilina y el pl.

100-150% hidrolisis PEN*

<100% hidrélisis PEN*

pl a (>8,5)

44, 32, 90, 50, 98

pLb (8-8,5)

86

55, 107, 144

* Se considera {a hidrdlisis de cefaloridina 100 uM como el 100%.

Tabla 4.34.

Distribucion de las cepas no relacionadas genéticamente segun la actividad hidrolitica de

bencilpeniciling y el pl.

100-150% hidrolisis PEN*

<100% hidrolisis PEN*

pl a (>8,5)

149, 152

150, 155

pl b (8-8,5)

28

* Se considera la ldrolisis de cefaloridina 100 uM como el 100%.
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Tabla 4.33.

Perfil de hidrolisis de las cefalosporinasas de Acinetobacter spp.

I 44 | 100x | 173 <003 | <0003 | 112 | 024 0,34 a
A 111 90 100* 94 014 | <0003 | <112 | 007 0,14 a
v 32 100* 6,2 0.03 0003 | <112 | 006 0,1 a
Al it 55 100 31,8 3,7 1,5 <112 | 047 1,1 b
A2 I 86 100* 16,7 1 0,003 | <112 3,2 2,5 b
B 11 144 100 65,3 14,6 9,2 <112 | 8 12,6 b
v 50 100% 126 2,2 007 | <112 | 0,04 0,01 a
C It 98 100+ 154 0,22 4,29 <112 | 0,052 0,17 a
v 107 100 50 4 5 <112 87 6,2 b

* Se estudiaron a concentraciones de cefaloridina imM.
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4.5.3.2.3. CARACTER INDUCTOR/CONSTITUTIVO DE LAS BETALACTAMASAS

CROMOSOMICAS.

Para este estudio se seleccionaron cepas que presentaran cefalosporinasas
cromosdmicas (pl >8, inhibicion por sulbactam, cloxacilina pero no por acido clavulanico), y
pertenecieran a los fenotipos de resistencia I o II (sensibles a cefalosporinas de 3* generacion).
Ademas se incluyeron algunas cepas que, aunque perteneciendo al fenotipo III, presentaban
bajo nivel de resistencia a cefalosporinas de 3* generacion, y se consideraban sensibles por fa
técnica de difuision en disco. En la tabla 4.36 se representan los aislamientos elegidos, junto al

valor de CMI que presentan a las cefalosporinas estudiadas.

Tabla 4.36.

Relacion de cepas elegidas con sus correspondientes valores de CMI a cefalosporinas de 3*

generacion,

No se observo la presencia de betalactamasas inducibles por el método de sinergia en
doble disco, ya que no hubo achatamiento de los halos de cefotaxima, ni tampoco por el
método de incorporacion de inductor al agar. Se observé sin embargo que la cepa control de
induccton de betalactamasa (Serratia marcescens), producia un achatamiento del halo de
cefotaxima ante la proximidad del halo de cefoxitina. Se confirmé la presencia de
betalactamasa inducible en la cepa control por el método de incorporacion de inductor al
agar, ya que el halo de inhibicion de cefotaxima era mayor en la placa con imipenem que en la
placa sin antibiotico, a diferencia de las cepas de Acinefobacter, donde no se observaban

diferencias en los respectivos halos de inhibicion de cefotaxima (en las placas con y sin
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imipenem). En fa figura 4. XV se observa la ausencia de induccion de betalactamasa por el
método de incorporacion de inductor al agar, en un aislamiento de Acinetobacter, y la

presencia de betalactamasas inducibles en fa cepa control.

4.5.3.1.4. HIPERPRODUCCION DE BETALACTAMASA CROMOSOMICA..

Para realizar este estudio, se escogieron 23 cepas, 20 de ellas con actividad
cefalosporinasa ya caracterizada y procedentes de diferentes genotipos, v el resto con
diferentes betalactamasas (cepas 38 y 113, con carbapenemasas, 103 con cefalosporinasa y
enzima TEM-1), que se utilizaron como controles negativos de hiperproduccién de
betalactamasas. Un 47,8% del total de las cepas (11/23) mostraron hiperproduccion, y un
52,1% no lo mostraron. La mayoria de las cepas positivas pertenecian al perfil de resistencia
tipo 1V, y algunas al fenotipo I1I. En cualquier caso, todas las cepas presentaban resistencia a
las cefalosporinas de 3° generacion, generalmente de alio nivel, Upicamente 3 cepas eran
sensibles a ceftazidima, aunque resistentes a cefotaxima.

Las cepas que no mostraron hiperproduccion de betalactamasas, pertenecian o bien al
grupo I o al grupo 1II o IV. En la mayoria de los casos, eran sensibles o presentaban
resistencia de bajo nivel (valores de CMI intermedio), a las cefalosporinas de 3* generacion
(cefotaxima y ceftazidima).

Unicamente 2 cepas no hiperproductoras de betalactamasas presentaron alto nivel de
resistencia a ceftazidima, una de ellas era sensible a cefotaxima. Esta técnica fue negativa
ademas en las 2 cepas portadoras de carbapenemasas (cepas 113 y 38), asi como en la cepa
103 que presentaba simultaneamente 2 betalactamasas (TEM-1 y Cefalosporinasa). Estos

datos se reflejan con mayor detalle en las tablas 437 y 4.38.
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Figura 4. XV,

Prucba de la induccion de betalactamasas por el método

de meorporacion de inductor al agar

A: induccion de betalactamasas en |a cepa control (Serratiz murcescens), ise observa en la placa con IMP
{placa de La dehia))

B: ausencia de induceiin de etalactamasas en una cepa de Adnetobacter (154),
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Tabla 4.37.

Comparacion de los valores de CMI a cefalosporinas de 3® generacion, en diferentes cepas

que presentan hiperproduccidn de betalactamasas.

Tabla 4.38.
CMI a cefalosporinas de 3* generacion, en diferentes cepas que no presentan hiperproduccion

de betalactamasas.
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4.5.3.3. Betalactamasas plasmidicas tipo TEM-1. Perfil de inhibicion.

La presencia de 2 betalactamasas simultancamente en el mismo extracto
enzimatico crudo dificulté el estudio del perfil inhibitorio de manera cuantitativa. Se
mostré claramente la inhibicion por sulbactam y aztreonam, y no por cloxacilina. La
inhibicién por acido clavulanico, en torno al 60%, y la clara inhibicion por aztreonam impidio
demostrar la actividad tnica de enzima tipo TEM-1, por lo que se corroboré la presencia de
una enzima cefalosporinasa cromosomica unida a la anterior,

En la tabla 4.39 se pueden observar los valores de maximo porcentaje de inhibicion
por los inhibidores estudiados.

Tabla 4.39.

Maximo porcentaje de inhibicion del extracto 103 (TEM-1 + Csa).

4.5.3.4. Nuevas betalactamasas.

Dada la importancia de ciertas betalactamasas en cepas resistentes a carbapenémicos,
y ya que por los estudios de caracterizacién preliminar no se logrd encuadrarfas en ningun
esquema de clasificacion, se procedio a una caracterizacion mas especifica de las mismas.
Para ello se selecciond uno de los extractos que presentaba pl de 7,7 (cepa 113), y de igual

modo se estudio el extracto con pl 6,8-7 (cepa 38).
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4.5.3.4.1. DETERMINACION CUANTITATIVA DEL PERFIL DE INHIBICION.

e Se determiné el perfil inhibitorio a acido clavulanico, sulbactam, cloxacilina y
aztreonam. La maxima inhibicion de todos los antibidticos estudiados en ambos extractos
se observo a los 2 min. Segiin los porcentajes de maxima inhibicidn no se aprecié una
clara inhibicién por acido clavulanico, cloxacilina, sulbactam, ni por aztreonam. Estos

resultados quedan expuestos en la tabla 4.40.

Tabla 4.40.

Maximo porcentaje de inhibicién de las nuevas betalactamasas.

e En el estudio de inhibicion por EDTA, se descartd la posibilidad de que

ninguno de los extractos, ni el 113, ni el 38 correspondieran a “metalo-enzimas” (Tabla

4.41).
e Por otro lado no se observo la inhibicion de ninguna de las betalactamasas por

CINa a las concentraciones estudiadas. (Tabla 4.41).

Tabla 4.41.

Maximo porcentaje de inhibicion de las nuevas betalactamasas.
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4.5.3.4.2. PERFIL DE HIDROLISIS.

4.5.3.4.2.1. Método microbiologico.

¢ El extracto enzimatico, utilizado crudo y a diversas diluciones, que correspondia a
la cepa 38, con pl de 6,8-7 hidrolizé los siguientes antibioticos:
- Ampicilina, cefazolina, oxacilina, carbenicilina, imipenem y meropenem.
- No se observo claramente la hidrolisis de cefuroxima.
- No se observo la hidrélisis de cefotaxima y ceftazidima.
Ante estos resultados se pudo afirmar que esta betalactamasa presentaba actividad
carbapenemasa, debido a la hidrolisis de imipenem y meropenem, probablemente penicilinasa,

ya que hidrolizaba a las penicilinas y apenas afectaba las cefalosporinas.

¢ De igual modo, se estudié la hidrolisis enzimatica que presentaba el extracto
enzimatico de la cepa 113 crudo, y a diversas diluciones, observandose una clara hidrolisis de
todos los betalactamicos incluidos en el estudio, excepto en el caso de ceftazidima, donde la
hidrolisis no fue muy clara.

Por tanto se pudo afirmar que esta betalactamasa era una carbapenemasa, afectando a
ambos carbapenémicos, con clara actividad penicilinasa, que ademas hidrolizaba la
carbenicilina, y oxacilina, pero que también afectaba a las cefalosporinas de 12, 2* y a algunas
de 3? generacion. En la figura 4. X VT se muestran los resultados de la hidrolisis de imipenem
de estas nuevas betalactamasas (cepas 38 y 113) mediante el método microbiologico.

Los resultados del perfil de hidrolisis realizados mediante el método microbioldgico se

comprobaron mediante Iz utilizacion de técnicas espectrofotomeétricas.
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Figura 4 XVL

Hidrolisis de IMP por las nuevas betalactamasas mediante ¢l metodo microbiclogico.

Hidrdlisis de IMP a diferentes diluciones de extracto cocimatico (A cepa 38; B: cepa 113),
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4.5.3.4.2.2 Método espectrofotometrico.

Para este estudio se utilizaron los extractos enzimaticos crudos. Se puede
observar en la tabla 4.42 como en ambos extractos enzimaticos (113 y 38) predomina la
actividad penicilinasa, por lo que la actividad hidrolitica hacia el resto de antibibticos se

expresa en porcentajes de actividad con respecto a bencilpenicilina (hidrélisis 100%6).

En el extracto 113 se observa una elevada actividad hidrolitica hacia
carbenicilina, tal y como se habia demostrado mediante el método microbiologico, sin
embargo la actividad mostrada por este método hacia oxacilina, cefotaxima, imipenem y
meropenem no se observa mediante el estudio espectrofotométrico. El ensayo
microbiolégico fue suficiente para afirmar que se trataba de una carbapenemasa tipo
penicilinasa, con actividad hacia carbenicilina y oxaclina fundamentalmente, que ademas

afectaba a las cefalosporinas.

En el extracto 38 unicamente se muestra, mediante el método
espectrofotométrico la actividad hidrolitica hacia penicilina. La actividad hidrolitica hacia
el resto de antbioticos estudiados no se pudo comprobar por este método. No obstante
con los estudios realizados por el ensayo microbioldgico se pudo afirmar que se trataba
de una carbapenemasa de tipo penicilinasa que afecta ligeramente a oxacilina y

carbenicilina, y con escasa actividad frente a cefalosporinas.
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Tabla 4.42.

Perfil de hidrolisis de las betalactamasas de Acinefobacter spp.

n 113 " 85 l 033 ’ 0.8
H 38 “ 100 [ 49 l 575 l 0,47
Tabla 4.43.

Perfil de hidrolisis de las betalactamasas de Acinetobacter spp.
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4.5.3.4.3, CARACTERIZACION GENETICA DE IAS BETALACTAMASAS:

ESTUDIO DE PLASMIDOS DE RESISTENCIA.

Se estudic la presencia de plasmidos en ambas cepas, con el fin de curarlos
posteriormente, y determinar si éstos afectaban o no a la resistencia antimicrobiana,
principalmente a los carbapenémicos.

Se observo la presencia de un plasmido de >40 mD en la cepa 113, En la cepa 38, se
observaron 2 plasmidos. (Figura 4. XVII).

Tras el tratamiento del cultivo de las cepas con bromuro de etidio, se logré eliminar el

plasmido de la cepa 113. Sin embargo la cepa 38 no se pudo curar.

Los siguientes estudios permiticron comprobar la implicacion de dicho plasmido en la
resistencia antibiotica:

- Se observo que la CMI a imipenem, meropenem, cefotaxima y ceftazidima habia
disminuido claramente en la cepa curada respecto de la onginal. (Tabla 4.43). No se observod
dismmucion de la CMI a ticarcilina.

- Se observd la ausencia de bandas de pl en el extracto enzimatico puro, obtenido por

sonicacion de la cepa curada.

Tabla 4.44.

Relacion de la CMI de la cepa portadora de carbapenemasa y cepa curada respectivamente.

e PO
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Figura 4 X V11

Perlil plasmidico de cepas de Acinetobacter bawmannii productoras de carbapenemasas.

Finea 13 B coff 1145; linea 2: £ cofi 1148; linca 3: A, bawmannii.cepa 38; linea 4: A, hawmannii
cepa 113,
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4.6. ALTERACION DFE A PERMEABILIDAD DE LA MEMBRANA EXTERNA.

4.6.1. Optimizacién de Ia concentracién de profeinas.

Para conseguir la concentracion de proteinas mas adecuada para el estudio del perfil
de OMPs, se realizo la electroforesis SDS-PAGE con 4 muestras, empleando 4
concentraciones diferentes de cada una de ellas (1, 2, 5 y 10 pg). De las 4 concentraciones
diferentes estudiadas se observo que la concentracion de 5 pg era la que permitia una mejor
visualizacién del perfil de OMPs, tanto de las OMPs principales como de las minoritarias. De
este modo se podria comparar la posible disminucion o ausencia en algunas de ellas. En las
figuras 4. XVII-A y XVII-B se observan los perfiles de OMPs obtenidos a las
concentraciones de 1, 2, 5y 1, 5, y 10 pg respectivamente, de las 4 muestras estudiadas. En
todos los casos se observa que la concentracion de 5 pg es la que permite una mejor

visualizacion del patron de OMPs.

4.6.2. Alteracion de [as OMPs como posible mecanismo de resistencia.

El analisis de las proteinas de membrana externa (OMPs) de Acinetobacter mediante
la electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) mostré un perfil de OMPs muy
similar en todos los aislamientos estudiados.

1La presencia de 3 OMPs principales se observo en la mayoria de las cepas, con pesos

moleculares aparentes de 42, 27 y 17 kD.
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Al comparar cepas con diferentes perfiles de resistencia dentro de cada genotipo no se
observd disminucion o ausencia de ninguna de las OMPs principales.

Igualmente se compararon varias cepas resistentes a carbapenémicos con otras
pertenecientes al mismo genotipo pero sensibles a estos antimicrobianos, v a su vez con
diferentes perfiles de resistencia a betalactamicos. No se observo ausencia de ninguna de las
OMPs principales ni disminucion de la intensidad de las mismas, siendo los perfiles de
proteinas iguales. Tampoco se observaron diferencias en los perfiles de OMPs al comparar a
cepa resistente a imipenem con su correspondiente cepa curada.

En las figuras 4 XIX-A a 4. XIX-D se observan comparativamente los perfiles de
OMPs en las diferentes cepas estudiadas.

Los resultados de este estudio demuestran por tanto que a pesar de la elevada
resistencia antimicrobiana en Acinetobacter la alteracion en la permeabilidad de la membrana
externa no parece estar implicactén en los mecanismos de resistencia a betalactamicos,

incluidos los carbapenémicos.
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Figura 4 XVIII
Comparacion de los perfiles de OMPs obtenidos en dcineiobacter a diferentes concentraciones
de proteina

Fipura 4 XVIT-A
M I 2 3 4 5 6
- —_——

M: marcador de peso molecular; lineas 1y 4: concentracion de proteinas de | pg; linea 2: 2 pp;
lineas 3 v 505 s limen 62 10 g,

Figura 4 XVII-E.

M: marcador de pese moleculars lineas 1 v 4 concentracion de proteinas de 1 pg; linca
2: 2 g lineas 3 v 50 5 pg linea 6: 10 po,
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Figura 4 XIX
Comparacion de los perfiles de OMPs obtenidos en diferentes aislamientos clinicos de
Acinetobacrer

Figura 4. X1X-A.

M: marcador de peso molecolar; lineas 1y 2: genotipo A con diferentes niveles de resistenciag
lineas 3,4, 5, 6 y 71 senotipo B

Figuma 4 XIN-B

M: marcador de peso molecular; lineas 1y 4: genotipo A, linea 2 ¥ 3; genotipo B; lincas
5,6 ¥ 7: diferentes senotipos.
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Fipura 4 X1X

Comparacion de perliles de OMPs obtemdos en diferentes aislamientos clinicos de

Acinetobacrer

Frgime 4 X 15 A

Mo 2 3 4

Lh
=
-1

" g

M: marcador de peso molecubar; hneas 1, 2 v 3; grmlli[m A con dilerentes niveles de
vesistencing lineas 4 ¥ 5; genotipo U; lineas 6 v 7; diferentes genotipos.

Figura 4 XIX-D

M 1 2

taa
4
th
o

Mz marcador de pesoe moleealars linea 1 genatipn A, cepa curada de la resistencia a

carbapanémicoss lnea 20 genotipo A, cepa resistente a carhapenémicos: linea 3o diferente

senotipo, cepa resistente a carbapenémicos; lineas 4, 3 v 6: aenotipo B.
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4.7. ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE EL FENOTIPO DE RESISTENCIA Y LA
PRODUCCION DIE BETALACTAMASAS EN ACINETOBACTER

El estudio del fenotipo de resistencia a betalactamicos se establecid siguiendo las
normas del NCCLS de 1998 (criterio A) y comparativamente segin el NCCLS de 1997
(criterio B). En las tablas 4.45, 4.46, 4.47 y 4.48 se muestra la relacion entre el fenotipo
de resistencia a betalactamicos (criterios A y B respectivamente) y la produccion de

betalactamasas en el total de los aislamientos de Acinetobacter incluidos en €l estudio.

El predominio de cepas resistentes (Grupos III/IV dependiendo del criterio

aphcado} se relaciond con la elevada produccion de betalactamasas.

Se observd una mayor relacion en cuanto a la produccién de Csas y cepas del
Grupo IIL, y en cuanto a la presencia de enzimas tipo TEM-1 en las cepas del Grupo II,

al aplicar el criterio B (NCCLS 1997).
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Tabla 4.45.

Patron fenotipico de resistencia y betalactamasas en Acinefobacter (criterio A).

Grupo I (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMPF) 10 4 6
Grupo II (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP®) 2 1 1
Grupo I (TIC® PIP' CTX® CAZY IMP®) 20 19 1
Grupe IV TIC® PIP* CTX" CAZ' IMPY) 107 106 1
Grupe V (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP®) 17 17 0

Tabla 4.46.

Patron fenotipico de resistencia y betalactamasas en Acinefobacter (criterio B).

" Grupol (TIC PIPS CTX; E;Azs IMP®) 11 4 7
Grupo 11 (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP®) 1 1 0
Grupo III (TIC® PIPY CTX® CAZ' IMP®) 86 83 3
Grupo IV TIC® PIP® CTX® CAZ' IMPS) 41 40 1
Grupo V (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP) 17 17 0
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Tabla 4.47.

Patron fenotipico de resistencia y betalactamasas en Acinetobacter (criterio A).

Grupo I (TICS PIP® CTX® CAZS IMP®) 10 4 0 6
Grupo II (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP®) 2 0 0 1
Grupe I (TIC® PIPY CTX® CAZY IMP®) 20 19 9 1
Grupo IV TIC® PIP® CTX® CAZY IMF) 107 | 106 ¢ 1
Grupo V (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP®) I 17 0 17 0

Tabla 4.48.

Patron fenotipico de resistencia y betalactamasas en Acinetobacter (criterio B).

Grupo I (TIC® PIP® CTX® CAZS IMP®) 11 4 0 7
Grupo 11 (TIC® PIP® CTX® CAZ® IMP5) 1 0 0 0
Grupe HI (TIC® PIPY CTX® CAZY IMP®) 86 83 0 3
Grupo IV TIC® PIP® CTX® CAZY IMP®) 41 40 0 1
Grupe V (TICF PIP* CTXR CAZ® IMP®) 17 17 17 )
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4.8. COMPARACION DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA ENTRE LAS CEPAS
GENETICAMENTE RELACIONADAS Y DE APARICION ESPORADICA.

4.8.1, Sensibilidad antimicrobiana en los diferentes genotipos de Acinetobacter.

La comparacion de Ja sensibilidad antimicrobiana en los diferentes genotipos
establecidos por rep-PCR (A, B y C) con el resto de aislamientos no relacionados
genéticamente se muestra en las figuras 4. XXy 4. XX1.

El grupo de cepas esporadicas presenta en general una mayor sensibilidad a la
mayoria de los antibidticos, sin embargo los grupos A, B y C muestran mayor resistencia
a todos los antimicrobianos. Se observa que de estos grupos el genotipo A es ¢l que
presenta menores porcentajes de sensibilidad, destacando especialmente la menor
sensibilidad a los carbapenémicos, a diferencia de otros grupos que permanecen sensibles
al 100%.

De igual modo se observa, independientemente del criterio aplicado, una mayor
relacion de las cepas de los grupos A, B y C con los fenotipos HI/IV, y V (en este Gltimo
caso para el genotipo A) y de las cepas no relacionadas genotipicamente con el Grupo I

(figura 4. XX1I).

4.8.2, Distribucioén de las betalactamasas en los diferentes genotipos.

La produccion de betalactamasas predomind en las cepas agrupadas en diferentes
genotipos. Dentro de éstas el genotipo A, que era el mas resistente, presentaba dos tipos
de betalactamasas, cefalosporinasas cromosomicas det grupo 1 (Csas) v una nueva

betalactamasa de tipo carbapenemasa (Cpsas). Dentro de las cefalosporinasas

188



Resultados

cromosOmicas cabe destacar el predominio de betalactamasas con pl a, a diferencia de
aquéllas con pl b, que predominan en el genotipo B. Estos datos quedan reflejados en la

figura 4. XXIII.
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Fiygura 4. XX
Porcentajes de sensibilidad a antibioticos betalactamicos en los diferentes zenotipos

(= Y
o
ac
BIFIHLYS

CYTROS

"y _
L s

ik

AR gl T WA AR e et

unbibadsi oy hetmnloctameicos

LIV LRIS

RS

geniotipas

{8 4 AL CEF IMP MEF

bt e et lactamaces

1040

e

e T

S e e




Resiltados

Figm'a 4 XXI
Porcentajes de sensibihidad antiibioticos no betalactamicos en los diferentes genolipos
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Resultados

Figura 4 XXII
Distribucian de los genotipos de Acinetobacter segun ¢l patron de resistencia a

betalactamicos (criterios A v B respectivamente)
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Mesuliados

Figura 4 XXIII

Distribucion de las betalactamasas de Acinetobacter en los diferentes genotipos
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5. DISCUSION.



Discusion

5.1. IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS.

La identificacion correcta de Acinetobacter a nivel de especie requiere la
utilizacién de técnicas basadas en el analisis del ADN. Dada la complejidad de las
mismas, la mayoria de los laboratorios suelen emplear otros métodos mas sencillos,
como son aquéllos basados en la asimilacion de fuentes de carbono. El sistema comercial
API 20 NE destaca por su gran simplicidad y aplicabilidad en la practica diaria. En su
ultima version se incluyen las especies descritas recientemente con nombre especifico,
excepto A. radioresistens. Sin embargo otras especies sin nombre propio, como las
genoespecies 3 y 13, muy comunes en el ambiente hospitalario no se pueden identificar
mediante este sistema. Aunque su aplicacion esta mas recomendada para la identificacion
a nivel de género, se ha demostrado que el sistema API 20 NE permite identificar
correctamente las cepas de A. baumannii y A. haemolitycus, sin embargo no discrimina
entre las genoespecies 1, 2, 3 y 13TU (Bernards, 1996).

En nuestro trabajo se identificaron todos los aislamientos como A. baumannii por
el sistema API 20 NE, sin embargo no todos presentaban el mismo porcentaje de pruebas
bioquimicas positivas.

El estudio del crecimiento a diversas temperaturas (30°C, 37°C y 44°C), asi como
la produccion de hemdlisis permitié una mejor discriminacion entre las diferentes
especies. Muchos autores admiten que A. baumannii es la inica especie capaz de crecer
a 44°C, sin embargo estudios posteriores han comprobado como otros aislamientos,
pertenecientes al complejo A. calcoaceticus-baumannii, también pueden sobrevivir a
dicha temperatura, dependiendo del medio empleado (Gerner-Smidt, 1994). Tal es el

caso de las genoespecies 3 y 13.
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Aungque la identificacion definitiva a nivel de especie requiere la utilizacion de
pruebas genotipicas mas complejas, el crecimiento a 30°C, 37°C y 44°C, junto con la
identificacion por API 20 NE, permiti¢ identificar todos los aislamientos del estudio

como A. baumannii, al menos como identificacion presuntiva a nivel de especie.
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5.2.TIPADO DE LOS MICROORGANISMOS.

Los microorganismos del género Acinefobacter han pasado en los ultimos 20
afios, de ser una especie considerada inocua y aislarse del medio ambiente a comportarse
como uno de los microorganismos aislados con mas frecuencia en las infecciones de
adquisiciébn hospitalaria, afectando sobre todo a pacientes ingresados en UCI.
Numerosos estudios indican la aparicion de Acinetobacter en estas unidades. Este
problema, junto con el de la multirresistencia que presenta dicho microorganismo supone
una alarma para el clinico a la hora de controlar este tipo de infecciones. Se han
desarrollado diversas técnicas de tipado para diferenciar las cepas epidémicas y
establecer al mismo tiempo, su relacion epidemiologica con las cepas encontradas en el
ambiente hospitalario (Bergogne-Bérézin, 1991). Dado que no existe una técnica
exclusiva para el tipado de Acinetobacter muchos autores recomiendan emplear varios
métodos conjuntamente, teniendo en cuenta que los resultados presentados varian segin
el método utilizado y seglin el laboratorio en que se realicen.

En este estudio se emplearon 3 métodos fenotipicos y un método genotipico,
basado en la reaccion de la cadena de la polimerasa (PCR), como es la rep-PCR. Los
métodos genotipicos en general son utiles a la hora de confirmar la relacion
epidemiologica entre cepas, considerandose en la mayoria de los casos como el método
de referencia. Se han empleado diferentes técnicas genotipicas, entre otras la rep-PCR.

Reboli {1994) utilizd conjuntamente la ERIC-PCR, la rep-PCR y otros métodos
fenotipicos, consigutendo diferenciar entre cepas epidémicas y cepas de aparicion
esporadica, unicamente mediante la rep-PCR. Vila (1996) logré tipar 26 aislamientos del

complejo 4. calcoaceticus-baumannii, obteniendo los mejores resultados con la rep-
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PCR frente a ERIC-PCR, y otras técnicas genotipicas como el ARDRA, y la
amplificaciéon de la region 23s del spacer. Los resultados de reproductibilidad y poder
discriminatorio obtenidos por muchos autores, asi como la simplicidad de este método
hacen destacar a la rep-PCR frente a otras técnicas genotipicas a la hora de estudiar
brotes nosocomiales por Acinetobacter.

El analisis de este estudio muestra que mediante la rep-PCR se obtuvieron
principalmente 3 tipos (A, B, C), con sus correspondientes subtipos, donde se agruparon
la mayoria de los aislamientos. El grupo A fue el predominante con 81 cepas, seguido del
grupo B con 40 aislamientos y unicamente 8 cepas se agruparon en el tipo C. Los 27
aislamientos restantes quedaron sin agrupar puesto que mostraron un perfil diferente
entre si.

Los resultados expuestos en las tablas 4.8 a 4.13 del apartado de comparacion de
métodos de tipado muestran en general una buena correlacion entre la rep-PCR v los
diferentes métodos fenotipicos empleados.

El biotipado de Bouvet y Grimont es un método fenotipico barato, facil de
realizar, y util en estudios epidemiologicos, especialmente en estudios preliminares de
tipado de cepas (Aubert, 1995). Mediante la aplicacién de este método se establecieron
un total de 11 biotipos, de los cuales 3 fueron predominantes. El biotipo / incluia a la
mayoria de aislamientos (99), y fue seguido en menor porcentaje de los biotipos 8 y 9
(18,5 y 3,8% respectivamente). A pesar de obtenerse gran variedad de tipos, 3 de los
biotipos fueron mayoritarios, donde uno de ellos fue el predominante, de manera muy
similar a la rep-PCR. Se destaca, de igual modo cémo el resto de cepas correspondian a

tipos unicos no agrupables entre si.
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Marques (1997) considero que el biotipado era una técnica menos fiable que los
métodos genotipicos a la hora de distinguir entre cepas implicadas en brotes y cepas no
relacionadas. Sin embargo otros autores han obtenido una gran correlacién entre el
biotipado de Bouvet y Grimont y la rep-PCR. Este sistema basado en la asimilacién de S
fuentes de carbono, permite tipar Unicamente las cepas que pertenecen al complejo A.
calcoaceticus-baumannii, por lo que facilmente pudimos aplicar esta técnica para el
tipado de nuestros aislamientos.

Con respecto al sistema API 20 NE Towner y Chopade (1987) consideraron que
seria un buen método de tipado ya que encontraron gran diversidad de patrones en los
122 aislamientos estudiados, observando por otro lado un menor poder discriminatorio
en el grupo de aislamientos incluidos en el fenotipo A. anitratus (actualmente complejo
A. calcoaceticus-baumannii) respecto a A. woffi y A. haemolyficus. En este trabajo hay
que tener en cuenta el elevado porcentaje de aislamientos que quedaron incluidos en un
mismo biotipo API, a pesar de obtenerse 14 biotipos diferentes. Marcos y col. (1994)
hallaron sélo 3 biotipos API en 54 aislamientos no relacionados epidemiologicamente. El
hecho de que la mayoria de los aislamientos se hayan incluido en un patrén mayoritario,
permite que estos resultados se correlacionen totalmente con la rep-PCR y con el
biotipado de Bouvet y Grimont.

El estudio de los patrones de proteinas de membrana externa (OMPs) obtenidos
por SDS-PAGE mosiré c¢ébmo 12 de las 20 cepas no agrupables por rep-PCR
proporcionaron diferentes patrones. El resto de cepas incluidas en este estudio mostraron
un patron unico, que al compararto con la rep-PCR y demas métodos fenotipicos no
diferenciaba a los 3 tipos definidos en los métodos anteriores. Dijkshoorn y col. (1987a,

1987b) han obtenido en diversas ocasiones buenos resultados a la hora de diferenciar
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cepas productoras de brotes nosocomiales. Sin embargo en este trabajo el estudio de
OMPs no se puede considerar una técnica muy valida para diferenciar entre cepas
genéticamente diferentes.

La buena correlacion entre la mayoria de los métodos fenotipicos empleados con
respecto a la rep-PCR, y considerando que esta técnica se utiliza con gran frecuencia en
la mayoria de los laboratorios como método de referencia, nos permite utilizarla como
tal. Aunque no se disponga de datos epidemiologicos que puedan establecer la presencia
de un brote, a partir de los resultados obtenidos mediante rep-PCR se podran establecer
los distintos grupos relacionados genéticamente entre si, y asi comparar sus mecanismos
de resistencia a antibioticos betalactamicos, con los de las cepas no relacionadas entre st

y consideradas de aparicion esporadica.
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5.3. SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

La sensibilidad antimicrobiana en Acinetobacter ha experimentado grandes cambios
en las Gltimas décadas. El distinto uso de los antimicrobianos es probablemente la causa de
que existan diferencias en la sensibilidad antibi6tica entre diferentes paises y entre diferentes
hospitales. En Alemania se hace referencia a una mayor sensibilidad a aminoglicosidos, a
diferencia de la mayoria de estudios en ios que [a resistencia a gentamicina y tobramicina es
de un 50 a 80% (Seifert, 1993). En Francia, igualmente se ha observado un aumento de la
resistencia a fluorquinolonas, de un 75 a un 80% en el caso de pefloxacino y otras
fluorquinolonas, 5 afios después de la introduccion de estos antibidticos (Bergogne-Bérézin,
1996).

Vila y col. realizaron en 1993 un estudio de actividad antimicrobiana sobre 54
aislamientos, de los cuales mas del 50% fueron resistentes a piperacilina, cefotaxima,
ticarcilina y ceftazidima, y obtuvieron los mejores resultados con imipenem (actividad del
100%), amicacina y ofloxacino (72%) y ciprofloxacino {70%).

En el Hospital de la Princesa se ha podido observar, a lo largo de los afios la
evolucién progresiva de la resistencia a antibidticos como ofloxacino, ceflazidima, ticarcilina
y piperacilina-tazobactam (Garcia-Arata, 1996). Comparando los resultados de sensibilidad
obtenidos en nuestro trabajo, que corresponden a los afios mas recientes (1995-1997),
con los obtenidos en afios anteriores (1990-1994), se puede observar que son bastante
similares, aunque con valores de CMI algo superiores en nuestro caso. De la misma
forma en comparacion con otros autores encontramos diferencias en la sensibilidad a
cefiazidima, frente a la cual se observa un 15% de sensibilidad y otros hospitales muestran un

56-85% (Seifert, 1993; Gomez-Garcés, 1992; Reina, 1991; Visalli, 1997). Del mismo modo
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hay variaciones en la sensibilidad a ticarcilina. En este trabajo se observa un 20% de
sensibilidad a ticarcilina, Gomez-Garcés y col. (1992) muestran un 33% de sensibilidad; sin
embargo Reina y col. {I1991) cuentan con un porcentaje de sensibilidad superior al 80%.
Antibidticos como imipenem, meropenem y ampicilina-sulbactam mantienen su actividad
(Garcia-Arata, 1996). En general, la buena actividad de los carbapenémicos frente a
Acinetobacter se mantiene y coincide con la de numerosos estudios de sensibilidad
descritos anteriormente (Seifert, 1993; Visalli, 1997; Alphonsus, 1994). Sin embargo
actualmente se han encontrado cepas resistentes a carbapenémicos en nuestro hospital
{Lopez-Hernandez, 1998), ya que en los 2 altimos afios se ha producido la aparicion de
aislamientos resistentes a estos antimicrobianos, como podemos observar en la figura
4.VI del apartado 4.3.2 de resultados.

La elevada sensibilidad de ampicilina-sulbactam se mantiene e incluso aumenta
cada afio. Douboyas y col. en 1994 estudiaron la actividad in vitro de este
antimicrobiano frente a cepas de Acinetobacter multirresistentes y encontraron un 70%
de sensibilidad. Esto parece ser debido a la actividad intrinseca in vitro de sulbactam que,
ademas de ser inhibidor suicida, se une a las PBPs de estos microorganismos (Urban,
1993; Traub, 1989, Retsema, 1986; Kazmierczak, 1989). Villar y col. (1996) han
demostrado recientemente la actividad bactericida in vitro de sulbactam frente a cepas
del complejo Acinetobacter calcoaceticus-A. baumannii. La utilizaciéon de sulbactam
como agente Unico se esta incrementando cada vez mas, ya que actualmente esta
comercializado. No es el caso de otros inhibidores de betalactamasas, como acido
clavulanico y tazobactam, que a pesar de que ciertos estudios indiquen su actividad
intrinseca frente a bacterias gramnegativas (Eliopoulos, 1989; Urban, 1991), los valores

de CMI observados normalmente en Acinetobacter no permiten su uso ¢omo
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antimicrobiano (Visalli, 1996). De igual modo en el presente estudio se observan
elevados valores de CMIso y CMIy para ambos inhibidores.

La elevada resistencia que presenta Acinetobacter hacia la mayoria de los
antibidticos ha originado la busqueda de nuevos farmacos, capaces de tratar infecciones
por Acinetobacter multirresistentes, incluso en aquellos casos en los que las polimixinas
permanecen como unico agente activo. En este trabajo se mantiene el 100% de
sensibilidad hacia colistina, sin embargo no estd muy recomendado como agente
sistémico, debido a su gran toxicidad. Unicamente su uso deberia estar limitado a
aquellos pacientes con infecciones por Acinefobacter multirresistente, en los que otros
antibidticos menos toxicos resultaran ineficaces (Hogg, 1998).

Otros antibidticos como rifampicina y azitromicina, eficaces en infecciones por
grampositivos y por algunos gramnegativos se han estudiado en las infecciones por
Acinetobacter como una nueva posibilidad terapéutica, utilizandolos solos o asociados a
otros antimicrobianos. Azitromicina mostré en este trabajo unos valores de CMlIso v
CMly, elevados, sin embargo en otros estudios en los que se observaron concentraciones
similares se demostré su actividad bactericida cuando se asocié a otros antibioticos
(Citron, 1998).

Se ha demostrado que rifampicina, combinada con otros antibidticos como
colistina puede mostrar sinergia frente a bacterias gramnegativas (Hogg, 1998), incluso
cuando los valores de CMI a rifampicina superen el punto de corte de sensibilidad para
este antibidtico. Otras combinaciones como la asociacion de rifampicina con imipenem o
con ampicilina/sulbactam también han mostrado sinergia (Wolff, 1997; Tascini, 1998). El
uso de estas “nuevas combinaciones” deberia quedar para tratar infecciones por

Acinetobacter en las que no queden mas opciones terapéuticas.
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3.4. ESTUDIO DE BETALACTAMASAS.

5.4.1. Produccion y distribucion de las betalactamasas en Acinetobacter

El fendmeno de la multirresistencia en Acinetobacter se lleva produciendo desde hace
tiempo, especialmente la resistencia a los betalactamicos, que va aumentando cada vez mas.
Por ello muchos investigadores se han dedicado al estudio de los mecanismos que
condicionan tal resistencia. Al igual que en otras bacterias gramnegativas, la produccion de
betalactamasas parece ser uno de los mecanismos principalmente implicados. Joly-Guillou
(1988) muestra una elevada actividad betalactamasa, del 80%, en 100 cepas recogidas de
diversos hospitales en Francia durante un periodo de 6 afios. En nuestro trabajo la produccién
de betalactamasas fue el 92,9% del total de las cepas de Acinetobacter recogidas en el
periodo que abarca el estudio (1995-1997), las cuales procedian de enfermos ingresados en
diferentes Servicios del Hospital, asi como de origen ambulatorio.

La hidrolisis de las betalactamasas mediante la nitrocefina suele observarse entre 1 y 2
minutos, aunque puede tardar mas si €stas poseen una baja actividad enzimatica
{O'Callaghan, 1972; Lorian, 1996). En nuestro estudio se detecto la actividad betalactamasa
a los 2 minutos en la mayortia de los aislamientos. Sin embargo en algunas cepas tardd un
tiempo cercano a los 5 minutos; en dos de estas cepas no se pudo demostrar la presencia de
betalactamasas por isoelectroenfoque. Una escasa actividad enzimatica podria explicar la
ausencia de bandas de pl, a pesar de que el isoelectroenfoque se considere un método
altamente especifico y sensible (Matthew, 1975).

En el estudio desarrollado por Joly-Guillou y col. (1988) se intenté caracterizar las
enzimas inactivantes de betalactimicos. Mediante isoelectroenfoque y por métodos

iodométricos, en presencia de 3 inhibidores (cloxacilina, acido clavulanico, y sulbactam) se
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observé una penicilinasa tipo TEM-1 en la mayoria de las cepas (71%), a la que se le atnbuia
[a resistencia a ampicilina, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. En un 9% se observd una
penicilinasa CARB-5 con pI 6.3, de igual perfil inhibitorio que la anterior. La presencia de
cefalosporinasa producida en un alto nivel con pI>8 se demostré en un 41% de las cepas y
muchas de ellas (32%) presentaban dos betalactamasas simultineamente
(penicilinasa+cefalosporinasa), que generalmente correspondian a aislamientos de cepas
epidémicas que también producian enzimas inactivantes de aminoglucésidos. Sin embargo,
Vila en 1993, observo que el 98% de las cepas con actividad betalactamasa eran de tipo
cefalosporinasa, mientras que de tipo TEM-1 sélo existia en un 16%, y no obtuvo
ninguna enzima tipo carbenicilinasa {CARB-5).

Mediante la determinacion del pl por isoelectroenfoque y del perfil inhibitorio de
manera cualitativa se pudieron caracterizar las betalactamasas detectadas en los
aistamientos de nuestro estudio. De manera similar a los datos presentados por Vila en
1993, el elevado porcentaje de cepas betalactamasa positiva se correspondia en gran
parte con cefalosporinasas cromosomicas (82%), las cuales presentaban un pl mayor de
8, no se inhibian por acido clavulanico y si por cloxacilina y sulbactam, apareciendo la
mayoria de ellas como enzimas unicas. Destacamos la escasa detecciéon de enzimas tipo
TEM-1 (1 cepa), a diferencia de los estudios mencionados anteriormente;, esta
betalactamasa se encontrd en un solo extracto enzimatico que ademas presentaba una
cefalosporinasa. Hay que hacer hincapié en la ausencia de enzimas tipo CARB. Por otro
lado se obtuvieron 2 tipos de betalactamasas (16 y 1 cepas respectivamente) que, con los
estudios de caracterizacion preliminar, no se les logré encuadrar en ningin esquema
clasificatorio, por lo que se consideraron “nuevas betalactamasas™ y que fueron objeto de

estudio mas profundo en posteriores apartados que a continuacion se comentan.
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5.4.2. Betalactamasas cromosémicas.

Desde 1977, Morohosi atribuye a las cefalosporinasas cromosdmicas la
resistencia de Acinetobacter hacia las cefalosporinas. Estudié las propiedades de una
betalactamasa de A. anitratum (syn. calcoaceticus), 1a cual posefa un peso molecular de
30 kD, un pH 6ptimo de 7.25-7.5, y una T 6ptima de 40°C, no se inhibia por EDTA,
pero si por yoduro en un 30%. Este tipo de enzimas se encuadraron posteriormente en ¢l
grupo 1 (CEP-N) de la clasificacion de Bush (1989-a} como enzimas no inhibidas por
acido clavulanico. Hikida y col. en 1989 caracterizaron una nueva cefalosporinasa
“MI1.4961” con pl de 9,9 y peso molecular de 38 kD. Este enzima era responsable de la
hidrélisis de cefaloridina, cefazolina, cefalotina, cefalexina y cefoperazona. No se inhibia
por EDTA, pCMB, ni por el ion yoduro. Blechschmidt en 1992 estudié de nuevo este
mismo enzima observando una clara inhibicion por cloxacilina, aztreonam, carbenicilina y
por sulbactam. No se inhibia por acido clavulanico, ni siquiera a concentraciones de 0,25
mM, ni por EDTA, ni por p-CMB. Todas estas caracteristicas hicieron clasificarlas en el
grupo de las cefalosporinasas CEP-N .

Estos enzimas tienen en comun con otros del grupo 1 la ausencia de inhibicion
por acido clavulanico y la inhibicién por cloxacilina y aztreonam. Sin embargo a
diferencia de éstas, las cefalosporinasas de Acinetobacter se inhiben claramente por
sulbactam. Joly-Guillou (1988) de manera similar habia observado la inhibicion por
sulbactam y cloxacilina, asi como la resistencia a la inhibicion por acido clavulanico en
aquellas cepas de Acinetobacter que presentaban inicamente cefalosporinasa. Aunque la

inhibicidn por sulbactam pueda sugerir la inclusion en el grupo 2e (Bush, 1989-c) estas
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enzimas se suelen inhibir por p-CMB. Por otro lado se ha observado la inhibicion por
sulbactam en una cefalosporinasa del grupo 1, a partir de una cepa de Cifrobacter
freundii (Bush, 1989-b).

En nuestro estudio se observa claramente la inhibicion por cloxacilina, aztreonam
y sulbactam, asi como la ausencia de inhibicién por acido clavulanico mediante todos los
métodos cualitativos del perfil inhibitorio empleados (Figura 4. XII). Del mismo modo los
datos del método cuantitativo nos confirman la ausencia de inhibicidn por acido
clavulanico, que no supera el 40% en ningun caso, asi como los porcentajes de inhibicidn
a cloxacilina, aztreonam y sulbactam cercanos al 100%.

El estudio del perfil inhibitorio junto con la determinacion del pl por
isoelectroenfoque nos permitié caracterizar las betalactamasas de nuestro estudio. Las
enzimas pertenecientes al grupo | generaimente poseen pls basicos y masas moleculares
mayores a 30 kD. En nuestro caso todas las betalactamasas mostraron un pl superior a 8,
lo cual confirma su 1dentidad de cefalosporinasas pertenecientes al grupo 1, al igual que
el resto de cefalosporinasas descritas en Acinefobacter. Joly-Guillou y col. (1987)
describieron 30 cepas de Acinetobacter con cefalosporinasa cromosémica que tenia un
pl mayor de 8. De las cepas investigadas por Medeiros (1985) el pl variaba entre 8.8 y
10,

Hood y col. (1991) tienen dificultades a la hora de determinar el pI exacto de sus
cepas en los geles convencionales, debido a que estas betalactamasas son muy basicas y
poseen un gran peso molecular, por lo que no pueden migrar adecuadamente en estos
geles. En nuestro estudio hemos logrado con dificultad visualizar 2 pl diferentes, siempre

mayores a 8, en 2 grupos de cepas que hemos dividido en: a (pI 8,5) y & (plI entre 8-8,5).
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Dada su proximidad al catodo, tanto en un grupo como en otro, resultd extremadamente
dificil la obtencion de fotografias para demostrar dichos pl.

Hood (1991) observd que, a pesar de que todas las betalactamasas de su estudio
poseian las caracteristicas comunes a las de otras betalactamasas de Acinelobacter,
existia una considerable heterogeneidad entre estas enzimas. En base al pl siempre >8, la
determinacién del peso molecular, que era muy elevado (>1000 kD) y otras propiedades
bioquimicas describid cuatro tipos diferentes de cefalosporinasas cromosdmicas (ACEs).
En 1996, Perilli analizdé mas profundamente diversas cefalosporinasas, dos de ellas
presentes en dos especies de 4. baumannii y una en A. hvoffii y observd que se trataba
de un grupo heterogéneo con diferenies propiedades cinéticas entre si y también al
compararlas con otras enzimas del grupo 1.

El estudio del perfil inhibitorio mediante el protocolo descrito por Papanicolaou v
col. (1994) permite no s6lo determinar los porcentajes de inhibicion a cualquier sustancia
inhibidora, sino también observar la disminucion de la inhibicion con el tiempo,
expresado como “pendiente”. Las diferencias encontradas en este parametro nos
permitiran a su vez distinguir entre las betalactamasas de este estudio, aunque éstas
posean similares valores de porcentaje de inhibicion.

En la tablas 4 XIII y 4.XIV se pueden observar los maximos porcentajes de
infhibicion con sus correspondientes valores de “pendiente” a acido clavulénico,
cloxacilina, sulbactam y aztreonam, y a CINa y EDTA respectivamerite, en algunas de las
cepas estudiadas. Se exponen principalmente aquéllas que presentan distintos genotipos y
diferentes perfiles de resistencia a betalactamicos, para lograr una mayor diversidad en el

tipo de cefalosporinasa.
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Papanicolaou (1994) en su estudio observd que, a diferencia de lo que ocurria
con la mayoria de las betalactamasas plasmidicas, la mayoria de las cefalosporinasas
cromosomicas mostraron perfiles de inhibicion muy similares, y apenas se observo
disminucion en la inhibicion con el tiempo. En nuestro trabajo podemos mostrar ciertas
diferencias, especialmente en cloxacilina y sulbactam que, como muestra la tabla 4.31 y
salvo algunas excepciones, se correlaciona bien con los diferentes pl. La mayoria de las
cepas con pl del grupo a posee una “pendiente” superior a 0,3 en cloxacilina y
sulbactam, sin embargo la mayoria de las del grupo » muestran un valor inferior a 0,3
con dichos inhibidores. Existe mayor relacion en las cepas que se agrupan en distintos
genotipos que en las cepas consideradas de aparicion esporadicas, las cuales a pesar de
tener pl similares a las anteriores muestran unos porcentajes de inhibicidn, asi como unos
valores de “pendiente” totalmente diferentes entre si,

El pI no es siempre capaz de diferenciar unas betalactamasas de otras; existen
algunas enzimas que con igual pl muestran un diferente perfil tnhibttorio. Muchas
betalactamasas muy relacionadas genéticamente pueden comportarse de diferente modo,
mostrando diferentes propiedades en cuanto a la inhibicién por ciertas sustancias. Por
este motivo Papamcolaou (1994) recomendo distinguir las betalactamasas mediante este

estudio.

Para el estudio del perfil de hidrolisis de emplearon 2 métodos: el método
microbiologico v el método espectrofotométrico que en general tuvieron buena correlacion,
Mediante el primer método se pudo determunar la actividad idrolitica sobre ampicilina,
cefalosporinas de 1° y 2* generacton (cefazolina, cefuroxima), la hidrélisis de cefotaxima pero

no de ceftazidima, asi como la ausencia de hidrélisis de carbenicilina.
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Mediante el ensayo espectrofotométrico se confirmo la actividad cefalosporinasa de
estas enzimas, utilizando cefaloridina 100 pM y bencilpenicilina 1mM en la mayoria de los
extractos enzimaticos. Sin embargo en un grupo de ellos fue necesario utilizar una
concentracion superior de cefaloridina (1mM). El método microbiologico, junto con los datos
del perfil inhibitorio también confirmaron la actividad cefalosporinasa. Hay que tener en
cuenta que algunas cefalosporinasas hidrolizan la bencilpenicilina aunque no afectan a otras
penicilinas; en estos casos es necesario la utilizacion de otros métodos alternativos que
confirmen la actividad cefalosporinasa y las permitan ser encuadradas en el grupo 1 (Bush,
1995). Otro factor a tener en cuenta es el valor de Vmax y Km. El estudio de Blechschmidt
(1992) mostré que las cefalosporinas eran hidrolizadas mas rapidamente que las penicilinas,
sin embargo los valores de Km demostraron una mayor afinidad de las penicilinas por el
enzima, que las cefalosporinas. Este autor pudo demostrar mediante la determunacion de
Vmax/Km que en condiciones fisiologicas (sin saturacion enzimatica del enzima) la hidrolisis
de las penicilinas era comparable a la de las cefalosporinas, siendo el mejor sustrato bajo estas
condiciones la bencilpenicilina. De ahi la importancia de elegir una concentracion adecuada a
la hora de estudiar el perfil hidrolitico.

Nosotros diferenciamos en este estudio las cefalosporinasas cromosomicas en 2
grupos a y b, en funcion de su diferente pl. Se observé que la mayoria de las betalactamasas
con pl a pertenecian al genotipo A, y muchas de las que poseian un pl de tipo & estaban
incluidas en las cepas del genotipo B. Al mismo tiempo observamos que el grupo de
cefalosporinasas que mostraban mayor hidrélisis hacia penicilina tenian el pI de tipo a. Parece
ser que en las cepas de Acinelobacter de este estudio existen 2 tipos de cefalosporinasas, que

se comportan de manera similar, aunque tienen ciertas diferenctas en cuanto a perfil

inhibitorio y perfil de hidrélisis.
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Respecto a la hidrélisis de las cefalosporinas de amplio espectro, como cefotaxima no
se pudo demostrar dicha actividad hidrolitica mediante el método espectrofotométrico, pero
si por el método microbiolégico. Parece ser que las tasas de hidrolisis obtenidas para este tipo
de sustratos son bastante mas bajas por el ensayo espectrofotométrico que por otros métodos
(Bush, 1995). De cualquier modo la hidrolisis de ceftazidima no se observo por ninguno de
los métodos empleados. Algunos autores afirman que la ceftazidima es menos sensible a la
accion de las cefalosporinasas que la cefotaxima pues, como demostraron en algunos
estudios, la tasa de hidrolisis de ésta resulto inferior que para cefotaxima (Phillips, 1981;

Nayler, 1987).

5.4.2.1. Estudios de induccion de betalactamasas en Acinetobacter.

La mayoria de las bacterias gramnegativas producen cefalosporinasas especificas
de género y especie. Microorganismos como £. coli y Shigella spp. producen enzimas
constitutivas, generalmente a bajo nivel, codificados por el gen AmpC. Otras como
Citrobacter, Enterobacter, Serratia, etc. producen enzimas inducibles cuya expresion
esta regulada por el gen AmpD, ante la presencia de una sustancia inductora. Las
cefalosporinasas inducibles tienen gran importancia no sélo en clinica, puesto que pueden
limitar la eficacia de los antibidticos, sino también a la hora de desarrollar nuevos
betalactamicos.

Existen pocos estudios sobre el caracter inducible o constitutivo de las
betalactamasas en Acinefobacter. La presencia de cefalosporinasas inducibles en este tipo
de microorganismos podria explicar la produccion de mutantes hiperproductores que

darian lugar a la resistencia a cefalosporinas de 3" generacion, sin embargo este caracter
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es muy discutible. Morchosi y col. (1977) caracterizaron las cefalosporinasas de 6 cepas
de A. anitratum (hoy dia complejo A. calcoaceticus-baumannii) y 1 de A. offii, vy
observaron como la actividad enzimatica en todas ellas se incrementaba de 5 a 10 veces
al tratar las células durante 1 hora a 37°C con bencilpenicilina, cefaloridina y acido 6-
aminopenicilanico. Estos datos junto con las pruebas bioquimicas tan similares a las de
las cefalosporinasas inducibles de P. aeruginosa, (. freundii y E. cloacae, les hizo
considerar que las cefalosporinasas de Acinetobacter eran de expresion inducible.

Bauerfeind (1986) por otro lado describi¢ estas enzimas como inducibles o
constitutivas indistintamente. Hood y col. (1991) consideraron que la produccion de las
betalactamasas de Acinefobacter puede ser de forma constitutiva, ya que no observaron la
induccidn con cefoxitina en ninguna de las 8 cepas estudiadas. Blechsmidt y col. en 1992
observan la induccion de una cefalosporinasa por varios betalactamicos, incluido
ampicilina e imipenem, obteniendo los mejores resultados con cefotaxima que consiguid
una actividad enzimatica del 90% en el medio de cultivo. La localizacion extracelular se
explicd por un posible proceso de transporte a través de la membrana celular, aunque
también se considero la posibilidad de que hubiera otro tipo de betalactamasa no
inducible retenida en el interior de las células.

En nuestro estudio se han intentado demostrar las propiedades inducibles o
constitutivas de {as cefalosporinasas cromosomicas caracterizadas previamente. Para ello
se escogieron todas aquellas cepas sensibles por dilucion en agar a las cefalosporinas de
3* generacion, o incluso con resistencia a bajo nivel pero sensibles por difusion en disco.
Observamos por los 2 métodos empleados que nuestras cepas no eran inducibles, a

diferencia de la cepa control (Serratia marcescens) que si mostraba induccion.
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Una hipotesis que explicara la elevada CM1 a las cefalosporinas de 3* generacion
que presentan muchos de los aislamientos de nuestro estudio podria ser la produccion de
mutantes hiperproductores a partir de betalactamasas de expresion constitutiva. Este
mecanismo se ha descrito en un bajo porcentaje de cepas de L. coli, cuando el gen
AmpC se produce en grandes cantidades, elevando los niveles de CMI hacia las

cefalosporinas de 3* generacion (Benett, 1993; Bergstrom, 1979).

5.4.2.2. Hiperproduccion de betalactamasas cromosomicas.

La hiperproduccion de betalactamasas inducibles se produce como consecuencia
de una mutacion en el gen regulador de la induccidon AmpD, originando una sobre-
expresion de dichos enzimas que causan un incremento en la resistencia antimicrobiana.
De este modo algunas cefalosporinas de amplio espectro, como cefotaxima, que
normalmente son estables a la accion de las betalactamasas resultan inactivas. Se ha
demostrado en £. cloacae que 2 de sus principales cefalosporinasas cromosomicas son
responsables de la elevada resistencia a cefotaxima, ya que al haberse producido una
mutacién en su gen regulador, ha pasado la produccion inducible a ser constitutiva
(Seeberg, 1983). La hiperproduccion de betalactamasas cromosomicas constitutivas se
produce mas raramente en F. coli a partir de un doble mecanismo de mutacién, o bien
por la adquisicion de un promotor mas eficaz en el caso de Shigella. El incremento de la
resistencia observada tras la hiperproduccion de AmpC en F. coli produce un fenotipo de
resistencia a betalactamicos similar a las cepas de [ cloacae que poseen
hiperproduccion, como es la resistencia a todos los betalactamicos excepto a los
carbapenémicos, temocilina y mecilinam. Sin embargo los valores de CMI observados en

E. coli no son tan elevados. Este hecho se podria explicar porque se produzca menos
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cantidad, y/o por la mayor permeabilidad de E. coli con respecto a L. cloacae
(Livermore, 1995).

Para el estudio de hiperproduccidn de betalactamasas en Acinefobacter
escogimos varias cepas representativas de cada genotipo determinado por rep-PCR, de
los cuales cada una presentaba diferentes perfiles de reistencia a betalactdmicos, e incluso
con distintos niveles de resistencia a las cefalosporinas de 3* generacién (CTX, CAZ). Se
observo la hiperproduccion en la mitad de las cepas estudiadas. Podemos deducir de los
resultados de ia tabla 4.37, como la mayoria de estas cepas presentaban alto nivel de
resistencia a cefalosporinas, especialmente a cefotaxima. Las cepas no hiperproductoras
se correspondian con aquellas cepas sensibles a cefalosporinas de 3* generacion, o
resistentes con un bajo nivel de resistencia a cefotaxima.

Dos cepas resistentes a ceftazidima no mostraron hiperproduccidn, sin embargo
contaban con un bajo nivel de resistencia a cefotaxima (cepas 86 y 153). Cefotaxima
parece ser un antibidtico que discrimina mejor la hiperproduccion de cefalosporinasas
(Joly-Guillou, 1988; Phillips, 1981). Podemos deducir de nuevo que, la produccion de
cefalosporinasas cromosomicas afecta mas a cefotaxima que a ceftazidima, como se
refleja en los resuitados de hiperproduccion.

Los resultados del estudio de hiperproduccion de cefalosporinasas apoyan la
hipétesis anteriormente explicada, en la que se considera que la hiperproduccién puede
deberse a una produccion en mayor cantidad de betalactamasa constitutiva, que eleva la
CMI hasta valores muchas veces superiores a 64 mg/l en algunas cefalosporinas,
coincidiendo con los valores que presentan algunas cepas desrreprimidas de E. cloacae.
La escasa permeabilidad celular que posee Acinetobacter, a diferencia de lo que ocurre

en Iv. coli, contribuye atin mas a la elevaciéon en la CML1
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5.4.3. Resistencia a carbapenémicos mediada por betalactamasas.

Los carbapanémicos son antibidticos con anillo betalactimico, que difieren del
resto de antibidticos betalactamicos no solo en su estructuta molecular sino también en el
espectro antibacteriano. Son activos frente a bacterias grampositivas y gramnegativas,
incluso frente a las cepas gramnegativas productoras de betalactamasas cromosomicas
desrreprimidas y frente a cepas productoras de betalactamasas de espectro amphado.

El uso de este grupo de antimicrobianos se ha incrementado cada vez mas debido
a su amplio espectro, originandose la aparicion de cepas resistentes a estos antibioticos
(Livermore, 1993). La resistencia a carbapenémicos también estd aumentando de forma
significativa en Acinetobacter, aunque su relacion con la produccion de betalactamasas
estd aun en discusion (Livermore, 1997). Desde la aparicion de ARI-1, la primera
carbapenemasa descrita en Acinetobacter (Paton, 1993), que pudo ser transferida por
conjugacion (Scaife, 1995) han surgido en diversos paises del mundo, como Argentina,
Francia, Brasil, Cuba, otras nuevas enzimas que hidrolizan imipenem, ain pendientes de
caracterizar totalmente (Horstein, 1997, Brown, 1996; Costa, 1996, Perez, 1996). La
mayoria de estas carbapenemasas son de naturaleza serina-enzima, a diferencia de las
carbapenemasas descritas en otras bacterias como las de S. maltophilia, P. aeruginosa,
A. hidrophyla, etc. (Rasmussen, 1997).

De los resultados obtenidos en el estudio de sensibilidad antimicrobiana se puede
observar que a partir del afio 1996 y 1997 hubo una significativa reduccion en la
sensibilidad a imipenem y meropenem. Estos datos coincidieron en el tiempo con la
aparicion de las llamadas “nuevas betalactamasas” que, como se puede deducir en el

correspondiente apartado de resultados, estin implicadas en la resistencia a dichos
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antibidticos. Estas nuevas betalactamasas presentaban ciertas diferencias. Una de ellas se
habia encontrado en varios aislamientos de distintos pacientes, en los que posteriormente
s¢ comproboé su relacion genética entre si, y se observo que presentaba valores de CMI
en general muy elevados, siendo los de imipenem y meropenem de 128 y > 128 mg/l
respectivamente. De estas cepas se escogié una de ellas (cepa 113), como representativa
para los estudios de caracterizacion de betalactamasas. La otra betalactamasa procedia
de un aislamiento {cepa 38) de un solo paciente que mostr6 un valor de CMI a imipenem
y meropenem inferior (8 y 16 mg/] respectivamente).

La cepa 113 presentaba un pl de 7,7 y se pudo encuadrar en el grupo de las
“serina-enzimas”, como la mayoria de las carbapenemasas descritas en Acinetobacter
hasta el momento, ya que la inhibicion por EDTA fue negativa. El elevado pl, cercano a
8 en un principio pudo hacer pensar que se trataba de una cefalosporinasa, ya que se han
descrito casos de cefalosporinasas asociadas a la resistencia a carbapenémicos, no solo
en Acinetobacter sino en otras bacterias como E. cloacae (Dib, 1994; Bush 1985; Then,
1988), aunque generalmente estos mecanismos estaban relacionadas con otros
mecanismos de resistencia (alteracion de las OMPs o de las PBPs). Sin embargo estudios
posteriores descartaron esta posibilidad; el perfil inhibitorio mostré la ausencia de
inhibicidn no sélo por acido clavulanico, sino por cloxacilina, sulbactam y aztreonam.

Mediante el estudio del perfil de hidrélisis, tanto por el método microbiologico
como por el espectrofotométrico se considerd este nuevo enzima como una penicilinasa,
ya que afectaba principalmente a bencilpenicilina. Por el método microbiologico se
observo la hidrdlisis de ampicilina, cefazolina, cefuroxima y cefotaxima.

El método microbioldgico permitié a su vez demostrar su actividad como

carbapenemasa, por la clara hidrélisis de imipenem y meropenem a diversas diluciones.
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Sin embargo mediante el ensayo espectrofotométrico no se observéd actividad enzimatica
hacia ninguno de estos antibioticos a las concentraciones utilizadas.

Thomson (1993) demostrd la actividad carbapenemasa de una cefalosporinasa
por métodos microbiologicos. El método espectrofotométrico no fue lo suficientemente
sensible como para detectar diferencias cuantitativas en la baja tasa de hidrélisis que
presentaba imipenem. Harstein y col. (1997) de igual modo describen una carbapenemasa
en A. baumannii y demuestran la hidrolisis de imipenem por métodos diferentes al
espectrofotométrico. La cepa mostré gran actividad hidrolitica hacia las penicilinas,
siendo las penicilinas isoxazolicas el mejor sustrato; también se observo actividad frente a
las cefalosporinas de 1* y 2* generacion. La actividad hacia las cefalosporinas de 3*
generacion y hacia los carbapenémicos fue muy baja. Sin embargo el enzima mostrd
tener gran afinidad por imipenem (baja Km) por lo que se consideré que éste era un buen
sustrato, tanto como la oxacilina, en términos de eficacia catalitica.

Estos autores por tanto describian por primera vez una oxacilinasa implicada en
la resistencia a carbapenémicos en Acinetobacter. En otros estudios sobre betalactamasas
se hace referencia a la presencia de oxacilinasas en estos microorganismos, pero no con
un espectro de hidrolisis tan elevado como para afectar a los carbapenémicos. Por otro
lado se esta observando cada vez mas, especialmente en Pseudomonas la aparicion de
oxacilinasas de amplio espectro (Hall, 1993; Danel, 1996, Danel, 1997, Naas, 1997;
Naas, 1998; Nordmann, 1998).

En un intento de caracterizacion mas profunda de las nuevas betalactamasas
descritas en nuestro trabajo, estudiamos la hidrélisis de carbenicilina y oxacilina, ya que
esto permitiria encuadrarlas en carbenicilinasas u oxacilinasas. El método microbiologico

demostro la hidrolisis de ambos antibioticos, sin embargo el método espectrofotométrico
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unicamente determiné la actividad hidrolitica para carbenicilina, que fue bastante elevada,
sin embargo no se pudo determinar ésta para el caso de oxacilina. La ausencia de
inhibicion por CINa podria descartar la posibilidad de que se tratara de una oxacilinasa
(Mattew, 1979), sin embargo al no tener valores cuantitativos sobre la eficacia
comparativa de la hidrolisis de ambos antibidticos no podemos decantarnos por un tipo

de betalactamasas u otro.

La betalactamasa correspondiente a la cepa 38 presenté un pl de 6,8. Se
comprobé de igual modo que en la enzima anterior, la actividad carbapenemasa por
métodos microbiolégicos, y la actividad penicilinasa por métodos espectrofotométricos.
Este enzima parece afectar algo menos a las cefalosporinas de amplio espectro como
muestra el perfil hidrolitico, v de nuevo se muestra una actividad hacia carbenicilina y
oxacilina inicamente demostrable por el método microbioldgico.

Mediante el protocolo de Harstein y col. (1990) se pudo observar el diferente
perfil plasmidico que presentaban ambas cepas. Uno de los plasmidos de la cepa 113 se
perdio tras el curado con Bromuro de Etidio, ademas se mostraron unos valores de CMI
inferiores que en la cepa original, especialmente en imipenem y meropenem, asi como la
ausencia de bandas de pl. Este estudio permitid demostrar no solo la naturaleza
plasmidica de esta betalactamasa sino también confirmar su implicacion en la resistencia a
imipenemn.

Se han descrito en Acinetobacter otras betalactamasas que confieren resistencia a
carbapenémicos y a otros antimicrobianos, y que van codificadas en plasmidos u otros
elementos genéticos moviles (Scaife, 1995; Vila, 1997). Desde 1983 Goldstein

demuestra la resistencia a ampicilina, aminoglicdsidos y sulfamidas por un plasmido, que
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pertenecia a un grupo de plasmidos muy comunes a otros encontrados en diferentes
bacterias, y que incluia la enzima TEM-1, ademas de algunos enzimas inactivantes de
aminoglicosidos.

Hay que considerar que Acinetobacter es un microorganismo ampliamente
distribuido en la naturaleza, donde puede sobrevivir largo tiempo, y compartir material
genético con otras bacterias, adquirtendo elementos genéticos moviles como plasmidos,

integrones o transposones, que conllevan la resistencia a miltiples antimicrobianos.
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5.5. ALTERACIONES EN LA PERMEABILIDAD CELULAR. COMO MECANISMO

DE RESISTENCIA A BETALACTAMICOS.

Acinetobacter es un microorganismo que exhibe una amplia multiplicidad de
mecanismos de resistencia a los antibidticos, tanto intrinseca como adquirida. Se ha
demostrado que la permeabilidad de este microorganismo a las penicilinas, cefalosporinas
y probablemente a otros antibioticos como las fluorquinolonas es del 1% con respecto a
la permeabilidad observada en E. coli.

Existen pocos estudios acerca de las proteinas de la membrana externa de
Acinetobacter, asi como de su relaciéon con la permeabilidad y con la resistencia a los
antibioticos. En 1991 los primeros estudios sobre permeabilidad en Acinetobacter hacen
referencia a unas proteinas que poseen un pequefio diametro, demostrandose su papel
como porinas en la bacteria (Sato, 1991). Posteriormente en ese mismo afio se estudia de
nuevo una porina de tamaiio similar, responsable de la resistencia a varias cefalosporinas
(Obara, 1991).

En nuestro trabajo hemos comparado el perfil de OMPs de nuestras cepas y
hemos observado el predominio de 3 OMPs mayoritarias, pero no hemos encontrado
ninguna diferencia entre las OMPs de las cepas que, perteneciendo al mismo genotipo
poseian diferentes grados de resistencia, ni siquiera entre las mas sensibles (fenotipo I) v
las mas resistentes (fenotipo I1VDb).

Las alteraciones en la permeabilidad de la pared celular tienen un gran interés si
se refacionan con la resistencia a a carbapenémicos. Se ha demostrado claramente que la

ausencia de una porina minoritaria OprD2 en P. aeruginosa esta implicada en la
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resistencia a imipenem; sin embargo en Acinetobacter la implicacion de las porinas en la
resistencia a carbapenémicos estd agn sin definir.

Gehrlein en 1991 quiso relacionar la resistencia a imipenem con este mecanismo
de resistencia, o bien asociado a otros mecanismos como la produccion de
cefalosporinasa o las alteraciones de las PBPs, para lo que comparé 2 cepas isogénicas,
siendo una de ellas resistente a este antimicrobiano. Comprob6 un idéntico perfil de
OMPs en ambas cepas, constituido por 5 proteinas mayoritarias, y demostrdé que la
resistencia a imipenem se debia en este caso a alteraciones en las PBPs. Otros estudios
sin embargo demostraron que la resistencia a imipenem se debia a la disminucién de una
OMP de 46 kD (Dib, 1994), pero asociada a la produccion de cefalosporinasa junto a
alteraciones en las PBPs. De nuevo en 1996 Clark demuestra la ausencia de una porina
de 33-36 kD implicada como mecanismo de resistencia a este antimicrobiano.

En nuestro caso podemos observar que los perfiles de OMPs de las cepas
resistentes a imipenem, tanto las relacionadas genotipicamente como la cepa no
relacionada, son muy similares al resto de los perfiles encontrados, en las que no se
aprecia disminuciébn ni ausencia de ninguna proteina de membrana externa. La
permeabilidad es un factor importante contribuyente a la resistencia antimicrobiana, pero
muchas veces no es el unico responsable. La baja permeabilidad no siempre es la causa
de clevacion de la CMI; dependera de la habilidad del antibiotico para entrar en la célula
y también de la capacidad de las enzirﬁas mactivantes de eliminarlo. El hecho de que en
estas cepas se hayan encontrado betalactamasas directamente relacionadas con la

resistencia a carbapenémicos puede explicar la resistencia a estos antimicrobianos.
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5.6. RELACION DEL ANTIBIOGRAMA CON LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA

A BETALACTAMICOS EN ACINETOBACTER..

El principal mecanismo de resistencia a betalactamcios en Acinetobacter es la
produccion de betalactamasas, sin embargo aunque este microorganismo presenta una
elevada resistencia antimicrobiana la relacion entre ambos hechos no estd claramente
definida. La prediccion de la presencia de enzimas inactivantes a partir del antibiograma
no es facil en aquellos microorganismos que, como Acinefobacter no presentan una
estrecha relacion entre el tipo de enzima producida y los valores de CMI observados
(Livermore, 1995).

Con el fin de analizar la produccion de betalactamasas y relacionarla con los
distintos niveles de resistencia observados en Acinetobacter, Joly-Guillou definié en
1988, cuatro fenotipos de resistencia a betalactamicos, en funcion de su sensibilidad o
resistencia a ticarcilina, piperacilina, cefotaxima y ceftazidima. Estos grupos distinguian
entre las cepas mas sensibles (Grupo I), las resistentes Unicamente a las penicilinas
(Grupo II), aquellas resistentes solamente a las cefalosporinas de 3* generacién (Grupo
II), y por ultimo las resistentes a los 2 grupos de betalactamicos (Grupo IV).
Observaron un gran predominio de los aislamientos resistentes a todos los betalactamicos
(Grupo IV), seguido de aquellas cepas que presentaban resistencia a las cefalosporinas
de amplio espectro, cefotaxima y ceftazidima. Bergogne-Bérézin en 1995 reorganizo esta
clasificacion, y dado la aparicion cada vez mayor de cepas resistentes a los
carbapenémicos, afladié un grupo mas, el Grupo V, que incluia a las cepas resistentes a

todos los betalactamicos, incluido ef imipenem. Al mismo tiempo modifico los Grupos HI
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y 1V dividiéndolos en a y b, segin la resistencia a ceftazidima. Observé el predominio de
cepas resistentes unicamente a las cefalosporinas, a diferencia de lo que se habia descrito
en 1988.

En nuestro estudio nos basamos en la definicion de fenotipo de resistencia
establecida por Bergogne-Bérézin (1995). Se siguieron por una parte los criterios de
puntos de corte de las normas del NCCLS de 1998 (criterio A), determinadas para
Acinetobacter, al igual que para establecer los valores de CMIs,, CMIg y porcentajes de
sensibilidad antimicrobiana. Los puntos de corte que hasta el momento se habian
utilizado para microorganismos no fermentadores (NCCLS, 1997;) difieren en algunos
antibidticos, como ticarcilina y piperacilina, por lo que también estudiamos los perfiles de
resistencia a betalactamicos, atendiendo a este criterio (criterio B), y asi posteriormente
comparalos con los actuales.

Segtn las normas del NCCLS de 1998 (criterioc A) se observd un mayor
predominio de cepas incluidas en el Grupo IV, pero segun el criterio B predominaron lfas
cepas del grupo II, seguido del Grupo IV. Comparando ambos resultados se observé
que los resultados obtenidos en 1995 por Bergogne-Bérézin se asemejaban con las
normas establecidas segiin el criterio B. (NCCLS, 1997).

A la hora de comparar el fenotipo de resistencia con la produccién de
betalactamasas se observo en general una buena correlacion, salvo algunas excepciones.
Mediante las normas de 1998 se muestra ¢cémo la gran mayoria de cepas productoras de
cefalosporina cromosomica parecen presentar resistencia, no sélo a las cefalosporinas de
amplio espectro, sino también a ticarcilina y piperacilina. Sin embargo si observamos la
tabla 4.48, donde se siguen los criterios de afios anteriores, observamos una mayor

correlacion entre cepas productoras de cefalosporinasa y resistencia a cefalosporinas de
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3% generacion. Hay que tener en cuenta que ambas normas se distinguen por pequefias
diferencias en los valores de CM1 para ticarcilina y piperacilina.

Muchas veces es mas Gtil considerar la definicién de resistencia segin un criterio
microbioldgico, en el que por pequefios cambios en los valores de CMI se detectan bajos
niveles de resistencia, que si solo se tiene en cuenta el criterio farmacélogico, el que
normalmente presenta el NCCLS y otras Normas similares, referidos a la concentracion
de la droga alcanzable en suero, en los que tienen que haber grandes cambios en la CMI,
para considerar la cepa sensible o resistente (Livermore, 1995). En nuestro caso una
pequeiia variacion en la CMI de ticarcilina, de 64 a 128 mg/l, permitié establecer una
mejor relacion con la produccion de betalactamasas.

En nuestro estudio se observé en general una elevada produccion de
betalactamasas (93%), que se relacionaba con un predominio de cepas multirresistentes.
Llama la atencion la ausencia de enzimas tipo CARB-5 en el total de cepas estudiadas,
asi como la presencia de enzimas tipo TEM-1 en un Unico aislamiento, donde también se
encontraba una cefalosporinasa. Esta cepa mostré un elevado nivel de resistencia a
ticarcilina (512 mg/l) y fue sensible a las cefalosporinas de 3* generacion,
correspondiéndose con la unica cepa perteneciente al genotipo II, segian el criterio B. La
asociacion de ticarcilina con acido clavulanico, que disminuyd considerablemente la CMI
a ticarcilina (16 mg/l) confirmé que este enzima era el responsable de la resistencia a este
grupo de betalactamicos.

Joly-Guillou (1988) en su estudio demuestra que el predominio de cepas del
Grupo IV, asi como la presencia de un considerable porcentaje de cepas del Grupo I, se
correlacionaba con la presencia de enzimas TEM y/o CARB-5, asociadas en algunos

casos a cefalosporinasas y con valores de CMI superiores a 128 mg/l. Encontraron un
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elevado porcentaje de cepas productoras de TEM-1, y/o CARB-5, que presentaban altos
niveles de resistencia a ticarcilina y piperacilina (CMI >256 mg/l), v en los que las
asociaciones de estos antibioticos con inhibidores de betalactamasas hacian disminuir su
CMI considerablemente.

En nuestro caso igualmente podriamos explicar porqué en la mayoria de cepas
donde no se habia encontrado penicilinasa la resistencia a ticarcilina no es tan elevada
(alrededor de 64-128 mg/l) y porqué los inhibidores, salvo ampicilina-sulbactam, reducen
los valores de CMI Unicamente en una o dos diluciones, mostrandose bajos porcentajes
de sensibilidad.

Estos resultados permiten confirmar aun mas la relacion de fenotipo de
resistencia y betalactamasas, empleando dicho criterio en el que el punto de corte para
las penicilinas es superior a 128 mg/l. Un punto de corte mayor seria mas adecuado para

establecer una mejor relacién entre antibiograma y produccién de betalactamasas.

Respecto a las cepas betalactamasa (negativa) observamos que la mayoria fueron
incluidas en el Grupo I, que correspondia a cepas con elevada sensibilidad, o a aquéllas
con valores de CMI tan bajés que no superaron los puntos de corte como para ser
consideradas resistentes. La mayoria de las bacterias gramnegativas poseen
cefalosporinasas cromosomicas especificas de cada género y especie. Muchas de ellas se
expresan a un bajo nivel, tal que no se detectan por los mecanismos de deteccion de
betalactamasas, por lo que se consideran betalactamasa (negativa) (Nikaido, 1985).
Incluso las cepas con escasa actividad betalactamasa suelen producir cierta elevacion de

la CMI de los antibidticos, pero esta elevacion no suele percibirse con los criterios
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normalmente empleados para establecer la resistencia o sensibilidad. Asi se explica como
existen cepas betalactamasa (positiva) que pertenecen al Grupo L.

Mayor importancia tienen aquellas cepas que presentan elevados niveles de
resistencia a penicilinas y/o a cefalosporinas (Grupos 1II, IV) y sin embargo son
betalactamasa negativa.

Las bacterias escapan a la accion de los betalactamicos de varias maneras; por un
lado la presion antibiotica puede seleccionar fas cepas deficientes en porinas, que tienen
la permeabilidad reducida, por otro lado la produccién de un gran nimero de
betalactamasas con gran afinidad por los antibioticos contribuye a la resistencia, y
también pueden aparecer nuevas betalactamasas que hidrolicen nuevos antimicrobianos,
Joly-Guillou explica la elevada resistencia a cefalosporinas de algunas de sus cepas
betalactamasa (negativa) por una posible reduccion en la permeabilidad celuiar, sin
embargo en este trabajo hemos comprobado que no existe ninguna alteracidn en las
OMPs de nuestros aislamientos de Acinefobacter, por lo que uUnicamente otros

mecanismos, como las alteraciones de las PBPs podrian estar implicados en estos casos.
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5.7. COMPARACION DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA A
BETALACTAMICOS EN CEPAS RELACIONADAS GENETICAMENTE Y CEPAS

ESPORADICAS.

La mayoria de las infecciones de origen hospitalario estin causadas por bacterias
resistentes a uno o mas agentes antimicrobianos. La distincidn entre brote y cepa de
aparicion esporadica se puede realizar Unicamente en el laboratorio, mediante la
aplicacién de técnicas que reconozcan semejanzas y diferencias entre los diferentes
aislamientos.

En este trabajo agrupamos todos los aislamientos de Acinetobacter obtenidos en
los afios 1995, 1996 y 1997, seglin su relacion genética, establecida por rep-PCR, en
concordancia con otros métodos fenotipicos. De esta manera se obtuvieron 3 grupos
genéticamente relacionados, procedentes de distintos Servicios del hospital, pero
mayoritariamente de la UCI, obtenidos en un gran porcentaje de muestras respiratorias.
El resto de aislamientos no tenian relacion genotipica entre si y la mitad de ellos
procedian de origen ambulatorio.

En cuanto a la relacion de los distintos grupos gendmicos con los mecanismos de
resistencia a betalactamicos observamos que, en general las cepas mas resistentes a los
antibioticos eran aquellas cepas epidémicas de origen nosocomial. Mostraban un perfil de
elevada resistencia a betalactamicos, distribuyéndose entre los Grupos 111, IV y V. Al
mismo tiempo presentaban elevados niveles de resistencia a otros antibidticos no
betalactamicos.

Las cepas consideradas de aparicion esporadica fueron en general mas sensibles,

pertenecian la mayoria al Grupo de resistencia | y fueron las Unicas cepas que mostraban
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cierta sensibilidad hacia los antibidticos “no usuales”, como azitromicina o rifampicina,
frente a los que el resto de aislamientos se mostraron resistentes.

La resistencia antimicrobiana en general es mas comin cuando el uso de
antibioticos es mayor; existe una relacion directa con el grado de presion selectiva. La
resistencia es elevada especialmente en Unidades de Cuidados Intensivos, Hematologia,
Untdades de Quemados. Igualmente ocurre en paises en vias de desarrollo, donde no
existe un adecuado uso de antimicrobianos, Especialmente ocurre en infecciones
recalcitrantes, en las que se da una exposicion de la bacteria al antibiotico repetidamente.
Sin embargo la resistencia es mucho menor cuando se tratan infecciones adquiridas en la
Comunidad de paises desarrollados (Eliner, 1987; Sanders, 1992).

Dijkshoorn en 1996 comparo las cepas de Acinetobacter implicadas en un brote
nosocomial con cepas que aparecian esporadicamente en el medio hospitalario.
Comprobd como las cepas productoras de brotes en general fueron mas resistentes que
Jas no relacionadas genéticamente. La uniformidad que presentaban las cepas implicadas
en brotes hizo pensar que todas ellas procedian de un origen clonal comun,

Nosotros hemos comprobado en este trabajo que dentro del grupo de cepas
epidémicas destaca como grupo predominante el genotipo A, seguido del grupo B. Al
comparar los porcentajes de sensibilidad antimicrobiana en los distintos genotipos
observamos que dentro de éstos el grupo A es mas resistente que el resto. Cabe destacar
la procedencia de UCI de la mayoria de cepas incluidas en este grupo.

Al comparar la distribucion de las betalactamasas en los distintos grupos, se
puede comprobar como predomina la produccion de cefalosporinasas cromosomicas en
los principales grupos A, B y C frente a las cepas esporadicas, donde muchos

aislamientos son betalactamasa (negativa).
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Coincidiendo con la elevada resistencia antimicrobiana, incluida a carbapenémicos
se observa como alrededor del 90% de las cepas posee unicamente cefalosporinasa
cromosomica y por otro lado un gran porcentaje de cepas del grupo A poseen un mismo
tipo de carbapenemasa. Las diferencias en la sensibilidad en un mismo grupo genotipico,
por un lado nos indica que tras el resultado de la presion selectiva ejercida por el
consumo prolongado de este antibiotico se ha podido producir un brote de cepas
resistentes a imipenem, a partir de un clon de cepas ya existentes.

Desde el punto de vista de la produccion de betalactamasas, se puede explicar
facilmente la posibilidad de adquisicion de un plasmido de resistencia a carbapenémicos
que condujera al aumento de la resistencia a estos antimicrobianos.

Hasta 1986 (Joly-Guillou, 1986) la resistencia a imipenem se habia descrito de
manera esporadica, como ocurre en nuestro caso con la cepa 38, productora de una
carbapenemasa. Sin embargo se ha demostrado en estudios posteriores {Tankovic, 1994)
que la resistencia a este antibidtico también se observa en brotes hospitalarios; como
demuestra Go (1994) en su estudio, donde tras el prolongado consumo de imipenem
surge una epidemia por Acinefobacter multirresistente (Unicamente sensible a polimixina

y sulbactam), que derivaba de un clon previo mas sensible.
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Conclusiones

1.- Los aislamientos de Acinetobacter spp. incluidos en este estudio presentan una baja
sensibilidad antimicrobiana a la mayoria de los antibidticos estudiados. Colistina,
imipenem, meropenem, ampicilina/sulbactam y sulbactam son los antimicrobianos
con mayor actividad in virro. Rifampicina y azitromicina muestran alguna actividad

frente a las cepas de Acinetobacier mas sensibles al resto de antibidticos.

2.- Se observa una tendencia a la disminucion de la sensibilidad con el tiempo, destacando

en los dos Gltimos afios la aparicion de cepas reststentes a carbapenémicos.

3.- Observamos una estrecha relacion entre los patrones de resistencia a betalactamicos y la
presencia de betalactamasas al aplicar el criterio del NCCLS de 1997 para

microorganisimos gramnegativos no fermentadores.

4 - L.a mayoria de los aislamientos presentan resistencia a cefalosporinas de 3* generacion.

Otro grupo importante muestra ademas resistencia a carboxi- y aminopenicilinas.

5.- Las cepas de Acinetfobacter relacionadas genéticamente (genotipos A, B y C) proceden
en su mayoria de enfermos ingresados, generalmente en UCI vy son mas resistentes
que las cepas no relacionadas, obtemdas en gran parte de muestras de enfermos no

ingresados.
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6.- La produccion de betalactamasas es el principal mecanismo implicado en la resistencia a
" betalactamicos en los aislamientos de este estudio. La mayoria de las betalactamasas

son cefalosporinasas cromosomicas del grupo 1, seguido por un grupo de enzimas

tipo carbapenemasa. Hay que destacar la presencia de enzimas tipo TEM-1 en un

Unico aislamiento y la ausencia de enzimas tipo CARB-5 en el total de cepas.

7.- Mediante el punto isoeléctrico, perfil de inhibicion y de hidrolisis podemos observar

cierta heterogeneidad entre las cefalosporinasas de Acinetobacter estudiadas.

8- La elevada resistencia a las cefalosporinas de 3* generacion se produce por una
hiperproduccion  de  cefalosporinasas  cromosomicas  constitutivas. La

hiperproduccion de cefalosporinasas afecta mas a cefotaxima que a ceftazidima.

9.- La resistencia a carbapenémicos en los aislamientos de Acinetobacter del presente
estudio se debe a dos diferentes carbapenemasas de tipo “serina-enzimas”, con
actividad penicilinasa, que ademas hidrolizan carbenicilina y oxacilina. Ninguno de
estos enzimas se inhibe por acido clavulanico, cloxacilina, sulbactam, aztreonam, ni
cloruro sodico. Una de las carbapenemasas predomina en un grupo de cepas

incluidas en un mismo genotipo.
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10.- La mayoria de las cepas muestran un 1déntico perfil de OMPs, en el que predominan 3
OMPs principales de 42, 27 y 17 kD. La alteracién de la permeabilidad de la pared
celular no parece estar implicada en los mecanismos de resistencia a betalactamicos
en los aislamientos clinicos de Acinetobacter estudiados, ya que no se han
encontrado diferencias en dichos perfiles de OMPs, ni siquiera en cepas resistentes a

carbapenémicos.
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