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gL: betalactamasa.

A: absorbancia.

A492. absorbanciaa 492 nm.

AAC: acetilación.

ADN: ácidodesoxirribonucleico.

ADNasa ácidodesoxirribonucleasa.

AFLP Amp4/2edfragmentlengthpolymorphism.

AK anvcacina.

AMB: ambulatorio.

AMC: amoxicilina-clavulánico.

AMP: ampicilína.

ANT: adenilación.

APH fosforilación.

ARDRA: (ampl<fiedrDNA restríctionanalysis)análisisde restricciónde fragmentosde

ADNr amplificados.

ARN: ácido ribonucleico.

ARNr: ácidoribonucleicoribosomal.

ARNsa Ribonucleasa.

AS Ampicilinalsulbactam.

ATCC AmericanTypeCulture Cohechan.

AUS agarosa,urea,sorbitol.
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AZIT: azitromicina.

AZT: aztreonam.

HAS: broncoaspirado.

BHI: (brain ¡mart infusion) infUsión cerebrocorazón.

BLEA: betalactamasade espectroampliado.

BIL: betalactámico.

CARB: carbenicilina.

CAZ: ceflazidima.

CBP: carbapenemícos.

CEF: cefalosporinas.

CEF: cefepima.

CFZ: cefazolina.

CLA: ácidoclavulánico.

CLOXA: cloxacuirna.

CMB: concentraciónmínimabactericida.

CMI: concentraciónmínimainhibitoria.

CMLo: LaCMI parael 50%de lascepasprobadas.

CMI% La CMI parael 90%de lascepasprobadas.

col.: colaboradores.

Cpsas:carbapenemasas.

Csas: cefalosporinasas.

CT: colistina.

CTAB: bromurode cetil-trimetil amonto.

CTX: cefotaxima.
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CXM ceffiroxima.

Cxsas cefuroximasas.

DOX: doxiciclina.

E: esputo.

EDTA ácidoetilen-diamino-tetra-acético.

ERIC-PCR:PCRconiniciadoresERIC (enterobacterias,repetitivas,intergénicas,

consensus).

FO: fosfomicina.

GN: gentamicina.

gyrA: gende la girasaA (topoisomerasaII).

gyrB gende lagirasaB.

h horas

IMP imipenem.

LCR liquido cefalorraquideo

LOR cefaloridina.

LPS: lipopolisacárido.

MEP: meropenem.

mm . minutos

MIR: Medicina Interna.

MONOB monobactámicos.

NCCLS NañonalCommitteefor ClinicalLaboratory Standards.

NCF nitrocefina.

NRL: neurología.

O: orina.
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OF: ofloxacino.

OMIP: (onter metnbraneprotein)proteinade membranaexterna.

OXA: oxacilina.

p-CMB: para-cloro-mercurobenzoato.

PADAC: pyridium-2-ozo-p-dimethylanilinechromophore.

parC: gen de la topoisomerasaIV.

pb: paresdebases.

PBP <peniciiín b¡ndingprote¡n)proteínasfijadorasde penicilina.

PCR (polynierase chainreachon)reacciónen cadenade la polimerasa.

PEN: bencilpenicilina.

PEM: penicilinas.

pI: puntoisoeléctrico.

PIP: piperacilina.

pm: pesomolecular.

Psas:penicilinasas.

PUCA: puntade catéter.

RD: rifampicina.

rep-PCR:PCRconsecuenciasrep (repeh¡tívas,extragénicas,palindróínicas>.

RESP:muestrasrespiratorias.

SAN muestradesangre(hemocultivo).

SDS-PAGE electroforesiscon gelesde poiiacrilamida-SDS.

SOS: dodecilsulfato sódico.

seg.:segundos.

SULB: sulbactam.
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TAZ: tazobactam.

TBE: tampóntris/ácidobórico/EDTA.

TE. tampóntris/EDTA.

TIC: ticarcilina.

TICCL: ticarcilina/clavulánico.

TO: tobramicina.

TZP: piperacilina-tazobactam

UCI: Unidadde CuidadosIntensivos.

UFC: unidadformadoradecolonias.
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Introducción

1.1. HISTORIADEL MICROORGANISMO:TAXONOMÍA.

Los organismosactualmenteincluidos dentrodel géneroAcinetobacter hansufridouna

larga historia de cambiostaxonómicosy se les ha denominadoal menos con 15 nombres

genéricos diferentes, destacando: Bacterium anitratum, 1-lerellea vaginicola, Mima

polymorpha, Micrococcus calcoaceticus, Moraxella glucidolytica y Moraxeila lwoffii

(Bergogne-Berézin,1996).

El género Acinetohacter está constituido por cocobacilos gramnegativos, no

formadoresde esporas,aerobiosestrictos,inmóviles, catalasapositivosy oxidasanegativos.Su

temperaturaóptimade crecimientoesde 200C a 300C, y son capacesde creceren los medios

de cultivo habituales,sin requerimientosespeciales.En la mayoria de pruebasbacteriológicas

actúancomoinertes,Puedenoxidar laglucosay otrasaldosas.

En el Manualde BacteriologíaSistemáticade Bergeysele clasificadentrode la Familia

Neisseriaceae e incluye una únicaespecie:Acinetohacter calcoaceticus. Sin embargoestudios

taxonómicosmásrecientesproponenque seincluyandentrode la nuevafamiliaMoraxellaceae

junto con los génerosMoraxella y PAychrobacter (Rossau,1991).

Dentro del géneroAcinetobactersehan incluido diferentesbiovariedades,especieso

gruposde ADN, destacandola especieA. calcoaceticuspropuestaen el Manual Bergey(Juni,

1984). En 1986, Bouvet y Grimont describen 12 especies(1 a 12) dentro del género

Acinetobacter: A. calcoaceticus, A. baumanni¿ A. haemolyticus, A. junii, A. johnsonii y A.

lwoffi y las otras6 quedansin nombre.En 1989, Bouvety Jeanjeanproponenotras5 especies

(13-17) y Tjernberg y Ursing encuentran15 especies,las doce de Bouvet y Grimont y

proponenademás3 especiesnuevas.Posteriormentese han descritootrasposibles especies
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todavía sin clasificar. Las especiesde Acinerobacter descritas hasta este momento se

encuentranen la tabla 1.1. Las genospecies1 (A. calcoaceticus), 2 (A. baumannii), 3 (sin

nombre) y TU13 <sin nombre) son muy similares fenotipicamenteaunquesean diferentes

genotípicamentey algunosautoreslas denominancomplejo A. calcoaceticus-A. baumannii

(Gerner-Smidt,1991). Dentrodeestecomplejoseincluyentambiénotrasdos especies:una de

ellasseparecemuchoala genospecieTU13 (parecidoa TUI3), la otraseencuentraentrelos

aislamientos1 y 3 (entre Iy 3) (Ibrahim, 1997).
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Tabla 1.1.

Especiesgenómicasdeacuerdoconla homologíadel ADN, segúnlos estudiosdeBouvety de

Tjembergy Ursing.

<U ~M~IW
A. enlcoaceticus 1 1

A. haumannil 2 2

Sin nombre 3 3

Sin nombre NA BTU

A. hoemotyticus 4 4

A. jirnil 5 5

Sinnombre 6 6

A.johnsonii 7 7

A. lwoff¡i 8 STO

Sinnombre 9 STO

Sinnombre 10 10

Sinnombre 11 1]

A. rodioresistens ¡ 12 12

Sin nombre ¡3 I4TU

Sin nombre ¡4 NP

Sinnombre 15 NP

Sin nombre 16 NA

Sin nombre 17 NP

Sin nombre NP I5TU

NA~ no agrupable,NP = no probado
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1.2. IMPLIcACIÓN cLIP/KA DE ACINETOBACTER.

1.2.1. Especiesde importancia clínica.

Los organismosdel géneroAcinetobacterseencuentranampliamentedistribuidosen la

naturaleza,pudiendollegar a constituir el 0,001% del total de la poblaciónheterotróficadel

sueloy el agua(Baumann,1968).Porotra parte,estemicroorganismoforma partede la flora

normal de la piel humanay es capaz de colonizar transitoriamenteel tracto respiratorio

superior, sin que seaconsideradopatógenoparalas personassanas(Noble, 1978, Rosenthal,

1975;Taphin, 1963).Se encuentraen el mediohospitalario,y sele implica cadavezcon mayor

frecuencia como importante patógeno nosocomial, especialmente en enfermos

inmunodeprimidosy en pacientesde las Unidadesde CuidadosIntensivos(UCI) (Vila, 1989;

Bergogne-Berézin,1996).

Numerososestudios indican que A. baumannii es la principal especie genómica

asociadaa brotesde infección nosocomial.En el estudiorealizadopor Bouvet y Grimont en

1987, se observóque en 291 aislamientosde 264 pacientes,el 84% (244 aislamientos)

comprendianestaespecie.No seconoceotro hábitat paraestaespecieque no seael cuerpo

humano.Su presenciaen un objeto inanimadoen el medio hospitalariopuede interpretarse

como unacontaminaciónporpartede un pacienteinfectado.

Otrasespeciestambiénpuedenestarimplicadasen la infección nosocomial,aunqueen

muchoscasospuedenser contaminantesdel ambiente. El diagnósticode infecciones por

Acinetobacter“no usuales”,dependede las condicionesclinicasdel enfermoy del aislamiento

repetidode la mismacepa.
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Las especiesgenómicas3 y TU13 (pertenecientesal complejo A. calcoaceticus-

baumannii)sehan asociadoa brotesnosocomiales(Horrevorts,1995), aunquela primerase

haencontradotantoen muestrasclínicascomo en el suelo.

A. calcoaceticus estáraramenteasociadoa infeccioneshumanas.Su hábitatoriginal es

el suelo.

A. haemolyticus se aísla ocasionalmentede pacientes, constituyendo el 3%

aproximadamentedel total de los aislamientosde Acinetobacteren el ambientehospitalario.

Tambiénseha encontradoen aguasde alcantarillado.

A. junii ha sido aisladotantoenmuestrasclinicascomoambientales,

A. johnsonii puedealsiarsedel ambiente(suelos,ríos), animales,piel depersonassanas

y aunqueraramente,de muestrasclínicas, como demuestraSeiferten 1993, al relacionaresta

especiecon varioscasosde bacteriemiaasociadaa catéter.

Otrasespeciescomo A. Iwoffii y la genoespecie12 (A. radioresisteus),habituales

comensalesde la piel, se han implicado, aunque con menos frecuencia,en infecciones

nosocomiales(Bergogne-Berézin,1996).

1.2.2. Infecciones causadas por Acinetobacter.

Las especiesde Acinetobacterse han implicado en diversostipos de infecciones.

Aunquelas infeccionesporAcinetobacteradquiridasen la comunidadson muy frecuentesen

algunos lugares geográficos,la mayoría de las infeccionespor estos microorganismosson

nosocomiales;talescomo septicemias,neumonías,infeccionesdel tracto urinario, meningitise

incluso endocarditis.(Bergogne-Bérézin,1989; French, 1980;Ng, 1989). El tipo de infección
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que produceno difiere del deotrasbacteriasgramnegativasnosocomiales,destacandolas del

tractorespiratorioinferior y del tracto urinario(Glew, 1977; Joly-Guillou, 1991; Joly-Guíllou,

1992-a;Joly-Guillou, 1 992-b).

1.2.2. 1. Infección respiratoria.

El principal lugaranatómicode colonizacióne infecciónporAcinetobacteresel tracto

respiratorio. Sin olvidar la dificultad que conílevael discernirentre infección o colonización

(Struelens,1993), se ha demostradoel importantepapel que desarrollaAcinetobacteren las

neumoníasnosocomiales,especialmenteen pacientesde UCI que requieren ventilación

mecánica(Dealler, 1998). En un estudio en el que se incluyeron pacientessometidosa

ventilación mecánica, y en el que se recogieron únicamentemuestrasrespiratorias no

contaminadas(obtenidaspor fibrobroncoscopia),se observóque en tomo al 20% de los

episodiosde neumonia incluían al menos un aislamiento de Acinetobacter(Fagon, 1989;

Torres, 1990). Otros estudiossin embargo,hacenreferenciaa una frecuenciade infección

respiratoria menor (3 a 5%) (Craven, 1990). La presentaciónclínica es frecuentemente

multilobar, y en algunoscasospueden aparecerempiemas,cavernaso fistulas broncopleurales

(Glew, 1977). La tasade mortalidadpor neumoníanosocomialvaria entreun 30 a un 75%,

correspondiendolos valoresmásaltosa estetipo de pacientes.Porotro lado, el pronósticode

estas infeccioneses mucho peor que si es producido por otras bacteriasgrampositivaso

gramnegativas,a excepcióndeP.acruginosa(Fagon, 1989; Torres, 1990). Todos estosdatos

reflejan que la neumoníanosocomialcausadapor Acinetobacterspp.constituye,hoy en día,

unacomplicaciónimportantede la ventilaciónmecánica(Bergogne-Bérézin,1991).
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1.2.2.2. Infecciones del tracto urinaria

La orina esel segundolugar más común de aislamientode Acinetobacter.Se le ha

aisladocomocausantede cistitis, pielonefritis agudasy crónicas,generalmenteen pacientes

con enfermedadesurológicaso renales.La mayoríade las infeccionesurinariasnosoconilales

afectana ancianosdebilitados, a pacientesingresadosen UCI, y destacanespecialmenteen

enfermoscon sondaspermanentes,con bastantefrecuenciaen cultivos mixto (Pedraza,1993).

Al mismo tiempo se ha observadosu relación con enfermosque presentanobstrucciones

unnanas.

1.2.2.3.Bacteriemia&

Acinetobacter spp., especialmenteA. baurnannii se puedeconsiderarcomo único

agenteetiológico de bacterienijas,o formando partede bacteriemiaspolimicrobianas. Los

pacientesinmunocomprometidosson el grupo más afectado(Chen, 1991). El foco suele

procederde infeccionesdel tractorespiratorioinferior, apareciendola mayortasade neumonía

nosocomíaldurantela segundasemanade hospitalización(Peacock,1988). Otros factores

predisponentesincluyen el traumatismoy las quemaduras(Oreen, 1983; Oraber, 1962; Ang,

1992). Se han descrito ademáscasosde bacteriemiasasociadasa heridas y bacteriemias

relacionadasconcatéteres(Seifert, 1993;Tilley, 1994).

La presentaciónclínicade la bacteriemiaporAcinetobacter,engeneral,no esespecífica

de estaespecie,pero en muchoscasosestospacientestienenuna evolucióndesfavorable.En

un estudiorecientedesarrolladoporPoutaneny col. (1997)seobservóquede 24 casosel 62%

de las bacteriemiasporAcinetobacterteníansignificado clínico; la mayoría de las infecciones
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frieron nosocomialesy adquiridasen UCI. Un 42% de estospacientesdesarrollaronshock

sépticoquecomplicabala bacteriemiay un 54%de ellosmurieron.Así como en otros casosla

bacteriemiapor Acinetobacter no esmás que el marcadorde una enfermedadde basemás

severa,enesteestudioseobservóque estasinfeccionesparecíancontribuir a la muerteen la

mayoríade los casos(85%), siendolas variablesmásasociadascon el riesgode modalidad,la

edadmayor de 65 años, el desarrollo de shock séptico y la presenciade coagulopatias

(Poutanen,1997).

Un segundogrupoimportantea destacaresel de los neonatos,especialmenteaquellos

con bajo peso,con terapiaantimicrobianaprevia,o sometidosaventilaciónmecánica.Algunos

estudioshan mostradocasosde bacteriemiaspor Acinetobacter spp.en reciénnacidosen los

quela evoluciónclínicafUe fulminante(Regev,1993).

Todos estosdatos indican la importancia de Acinetobacterspp. como uno de los

organismoscausantesde infección nosocomial severa en UCI, incluyendo a las UCIs

neonatales.

1.2.2.4.Meningitis.

Acinetobacter es un agente inusual causantede meningitis, que aparecede forma

predominantecomo meningitis secundada.Sin embargose han descrito algunos casosde

meningitis primaria, especialmentetras procedimientosneuroquirúrgicoso de traumatismo

craneal (Berk, 1981; Siegman-Igra, 1993; Seifert, 1995). La presentaciónclínica no es

diferentede cuandoseproducepor otros microorganismosmás frecuentes.Puedenaparecer

petequiasy otros síntomascaracterísticos,porlo que unamala interpretaciónde la tinción de
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Gram puedeconducira un tratamientoinadecuado.Hasta 1967, la mayoríade los casosde

meningitisporAcinetobactereranadquiridosen la comunidad.Sin embargo,apartir de 1979,

la mayoriaeraninfeccionesnosocomiales,principalmentedebidasaA. baumannii, con tasasde

mortalidaden tomoal 20%.

1.2.2.5. Otras infecciones

Sehan descritocasosde endocarditisporAcinetobaaer tras intervencionesdentaleso

tras cirugía a corazónabierto. Las característicasclínicas de estasinfeccionesno difieren

muchode las producidasporotrosmicroorganismos(Gradon,1992). Al mismotiempo sehan

hallado casosde peritonitis en pacientessometidosa diálisis peritoneal ambulatoria(Lye,

1991), colangitis, así como osteomielitis, e infeccionesocularestras 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 infección severa por

Acinetobacter, muchos de ellos son factorescomunesa otrosorganismosque tambiéncausan

infeccionesnosocomiales.Los enfermosingresadosduranteperíodosprolongadoscon una

enfermedadde base (tumores, quemadurase inmunodepresión),con terapia respiratoria

prolongada,con ventilaciónmecánicay con tratamientoantimicrobianoprevio, o quehan sido

sometidosrecientementea cirugía mayor presentanuna clara predisposicióna adquirir una
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infección por este microorganismo(Bergogne-Bérézin,1996; Kaul, 1 996>. Otros factores

como la edad avanzada,enfermedadpulmonarcrónica, inmunodepresión,cirugía, uso de

antimicrobianos,presenciade sondagástrica o endotraquealy tipo de equipo respiratorio

pueden aumentarel riesgo de neumonía o colonización del tracto respiratorio inferior

(Ramphal,1979;Lortholary, 1995>.

1.2.3.2. Factores de virulencia.

Las especiesde Acinetobacterse considerancomo patógenosde bajo grado, con

limitada virulencia demostrada en ratones (Joly-Guillou, 1994>. Sin embargo, estos

microorganismostienenciertas característicasque les permitenincrementarla virulencia de

aquellas cepas implicadas en infecciones. Tales caracteristicasestán relacionadascon la

invasividad(capacidaddel microorganismode introducirse,multiplicarsey diseminarsedentro

de los tejidosdel huésped)y toxigenicidad(capacidaddeproducirsustanciastóxicas).

La invasividadde la bacteriapuedeestaren relacióncon sustanciasde susuperficieque

la protegende la fagocitosis,comoesla cápsulapolisacaridica,compuestaporL-ramnosa,D-

glucosa,D-ácidoglucurónicoy D-manosa.De igual manerapareceque la hidrofobicidadjuega

importantepapelen la adhesión(Avril, 1991;Boujaafar, 1990>.

La presenciade fimbrias, junto con [a cápsulale permite adherirse a las células

epitelialeshumanas.

Seha estudiadola producciónde enzimasquedaf~an los tejidos. No seha encontrado

actividad ADNasa, elastasa, hemolisina, proteasani gelatinasaen la mayoría de los
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aislamientos. Sin embargo, se han encontradoniveles significativos de butirato esterasa,

caprilatoesterasa,y leucin aiyl amidasaen todos los aislamientos,Estos enzimashidrolizan

ácidosgrasosde cadenacortay puedenestarinvolucradosen la producciónde dañotisular a

nivel delípidos(Poh, 1985).

Aparte de poseerotros factorescomunesa las bacteriasgramnegativas,habríaque

destacarla habilidad que tienen estos microorganismosde captar el hierro, mediantela

secreciónde sideróforos,que les permite sobrevivir en el cuerpohumano(Echenique,1992;

Smith, 1990). Actis y col. observaronen 1993 que este géneroes capazde secretarun

sideróforo del tipo del ácido 2,3 hidroxibenzoico que podría actuar como factor de

patogenicidad.Estos mismos autoresargumentanque los sideróforospodríancompetircon

algunasproteínasdel huéspedpor la captacióndehierroesencial,e incluso podríanreaccionar

con otros elementosformandoradicaleshidroxilo que dañanlos tejidos. De estamanerase

podríaexplicarla patogénesisde las infeccionesrespiratorias.

Respectoa la toxigenicidad de Acinetobacter, existen varios estudios sobre la

producciónde Sume porestemicroorganismo.Seha observadoen ratonesquelas cepasde

Acinetobacter productoras de Sume incrementan la virulencia de otras bacterias

gramnegativas,cuandoéstasaparecenen infeccionesmixtas. La relevanciade este estudio

radica en que Acinetobacter se ha encontradocon gran frecuencia en cultivos mixtos,

especialmenteen muestrasrespiratoriasy heridas(Obana,1986).

Hay que destacarla produccióndel lipopolisacárido(LPS), componentede su pared

celular,que puedetenerefectoendotoxigénicoa travésdel lípido A. Se ha demostradoquela
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producciónde toxina in vivo puede ser la responsablede los signos característicosde

enfermedady muertetrasla septicemiaporAcinetobacter (Brade,1983).

1.2.3.3. Persistencia en el ambiente hospitalario.

El interés de Acinetobacter como patógenonosocomial cada vez es mayor, sin

embargopocose sabeacercadel reservorionaturaly de sumodode transmisión.

Seha observadoquealgunascepasde Acinetobacter puedensobreviviren el ambiente

hospitalarioduranteaños.Unade las razonesparatal persistenciapodríaserla resistenciaa los

antibióticos, o bien la supervivenciaen ambientessecosinanimados,así como en la piel de

individuos sanos, del personal sanitario, etc. (Bergogne-Bérézin,1991; Wendt, 1997;

Rosenthal,1994).

A diferenciadel resto de bacilos gramnegativos,que son sensiblesa la desecación

Acinetobacter es bastanteresistente,sobre todo las cepas que pertenecenal complejo A.

calcoaceticus-baumannii (Jawad, 1996). Estasbacteriaspuedensobrevivir durantehoras al

aplicarlasexperimentalmentesobre la piel (Ayliffe, 1988) y ademásparecenresistir a la

clorhexidina, cuandoésta se utiliza como desinfectante(Hammond, 1987). En un estudio

recientedesarrolladopor Wendty col. (1997), se observóque las cepasde Acinetobacter

aisladasde superficiessecaserancapacesde sobrevivir másde 4 meses,a diferenciade las

aisladasde superficieshúmedasque sobrevivíanpeor. La resistenciaa estascondicionesde

sequedadpuedepromoverla transmisibilidadde un brote,por lo que sepuedesospechardel

ambienteseco como reservorio de Acinetobacter, especialmentecuando aparecenbrotes

prolongados(Wendt, 1997>,

1~33



Introducción

Entrelas superficiesambientalessecasimplicadascomo ¡tientede transmisión,sepuede

incluir el equipo médico reutilizable, almohadas, sábanas y otros componentes de las camas de

los hospitales, guantes, etc. (Sherertz, 1985; Weernink, 1995). El uso incorrecto de guantes

puedeservir de vehículo de transmisión del microorganismo entre los diferentes pacientes,

como se ha observado en el estudio realizado por Patterson y col. (1991). En este estudio

demuestranmediantela aplicación de métodosde tipado la presenciade la misma cepade

Acinetobacter en pacientessintomáticosy en los guantesdel personalquelos atienden,

Aunque Acinetobacter por su gran ubicuidad está ampliamentedistribuido por la

naturalezay formapartedel ambienteinanimadohospitalario(Cunha, 1980),algunosestudios

hacen referencia al reservorio humano como la principal fuente originaria de brotes

hospitalarios. Este microorganismose ha aislado de la piel, del tracto respiratorio y

gastrointestinal(Timsit, 1993; Bergogne-Bérézin,1987; AI-Khoja, 1979>. La piel de los

pacientesingresadosy del personalhospitalario han sido implicados en la transmisióndel

microorganismo produciendo brotes nosocomiales (Bergogne-Bérézin,1995; Bergogne-

Bérézin, 1991). Castle (1978) halló una cepa epidémica causante de un brote hospitalario en

las manosdel personal,antesy despuésdel lavado. Estehecho unido al de la existenciade

portadorescrónicos,da una mayor importanciaa la transmisiónde Acinetobacter atravésdel

contactoindirectocon las manosdel personalsanitario.La elevadaincidenciade colonización

porA. bawnannii puedeseratribuidaa la contaminacióncruzaday al uso de antibióticosde

amplio espectro.Pareceserque los pacientescolonizadosson la mayor ¡tiente de transmisión

de cepasepidémicasporel hospital(Mulin, 1995).

Se ha sugeridocomo ruta de transmisiónel aire, Alíen y Creen(1987) fUeron los

primerosautoresque consideraronel aire como ruta de transmisiónde Acinetobacter. Este
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dato se confirmóposteriormentecuandoseencontróestabacteriasimultáneamenteen el aire y

en las manos del personal (Gerner-Smidt, 1987). De nuevo se consideróesta ruta de

transmisión al comprobarsecómo algunas cepas de Acinetobacter implicadas en brotes

persistían en ambientes secoshospitalarios,tras la completadesinfecciónde las áreasclínicas

(Jawad,1996).

Otro medio de supervivenciade Acinetohacter en el ambientehospitalario es su

capacidadde resistir a los metalesy sales, muchasvecesincluidos en desinfectantesy otras

sustanciasde uso hospitalario. Dhakephalkary col, observaronen 1994, que las cepas

ambientalestienen mayor resistenciaa los metalesque las cepasprocedentesde muestras

clínicas,de estaformadiferencianlas patógenasde las no patógenas.

1.2.4. Terapia de las infecciones por Acinetobacter.

No existe ninguna guía terapéuticapara los síndromes específicos producidos por

Acinetobacter. Las infeccioneslocalizadasque afectana enfermos inmunocompetentespueden

respondera la retiradadel cuerpoextrañoo al debridanijento,sin la necesidaddel uso de agentes

antimicrobianos.

Las infeccionesmoderadamenteseverasrespondena la monoterapia,siemprey cuandose

instaurentratamientoscortos,cuandosealcancenconcentracionesadecuadasdel antimicrobiano,o

cuandola terapiacombinadaquedelimitadapor la penetraciónde la droga.

El manejo de las infecciones graves se basa en tratamientos combinados, generalmente en la

asociaciónde un carbapenémicoy un aminoglucósido.El uso de terapiascombinadasdependede

los estudiospreviosde sinergiain vitro, de la experienciaclínica y de la apariciónde resistencia
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antibióticaduranteel cursodel tratamiento(Tankovic, 1994;Anstey, 1992;Chow, 1988;Kosmidis,

1986;Alíen, 1995;Carlquist, 1982).

A pesarde que existencasosde bacteriemiastransitoriaspor Acinetobacter resueltas

espontáneamentesin la instauraciónde un tratamiento antibacteriano(Raz, 1982), se debe

considerarquecasitodoslos aislamientosde Acinetobacter en sangresonsignificativos,y hay que

tomarlas medidasoportunas(Seifert, 1992). Se debeeliminar cualquierdispositivo intravascular

(catéteres,etc.>y seleccionarel antibióticoadecuadoen fUnción de los resultadosde sensibilidadñ

vitro (Rolston, 1985). La duración del tratamientoes similar a otras bacteriemiaspor bacilos

gramnegativos,entre lO y 14 días.

LasmeningitisporAcinetobacter respondenbienala combinaciónde un betalactámicoy un

aminoglucósido,seleccionadosen basealas pruebasde sensibilidadiii vitro. Algunosautoreshacen

hincapiéen el empleode aminoglucósidosporvíaintratecalobteniéndoseresultadosóptimos(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 es

inadecuadacomo agenteintraventricularen el manejode ventriculitis postneuroquirúrgica,ya que

puedecausarmeningitisquímica(Simon, 1994).

Noesnecesarioeliminarel catétera los pacientescon peritonitisCAPD porAcinetobacler.

Yaque muchosde estospacientestienencultivos positivossin signosde peritonitis, la decisiónde

instaurarun tratamientoantimicrobianodebe ser individualizada. Se han observadocasosde

erradicación del microorganismo al emplear fluorquinolonas orales, aminoglucósidos vía

intraperitoneai,o combinandoambosagentes(Said, 1980;Valdez, 1991; Chan, 1989).De cualquier

modo,la eleccióndel antibióticodependerásiemprede laspruebasde sensibilidadin vitro.
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1.3. IDENTIFICACIÓNDELMICROORGANISMO.

1.3.1. Identificaciónanivel degénero.

Los aislamientos de Acinetobacter sepuedenidentificar por la reacciónde la tinción de

Gram (coco-baciloso a vecesbacilos cortosgramnegativos),por el aspectode la colonia en

los diferentesmedios de cultivo, por ser oxidasanegativos y catalasapositivos, por su

inmovilidad, porno fermentarla glucosa(ungranporcentajede aislamientos)y por serinertes

en la mayoríade pruebasbioquímicas.

Estos microorganismoscrecen como colonias blanco-grisáceasa amarillo pálido,

mucosasy de tamañosimilar a las de las enterobacterias.Algunasespecies,sobretodo las

pertenecientesa la genoespecie4 (A. haemolyticus>, puedenmostrarhemólisisen agarsangre

decarnero.En la figura 1.1 se observael aspectode las coloniasde Acinetobacter en agar

sangre.

Acinetobacter creceen la mayoríade los mediosde cultivo, como esel agarnutritivo o

agar tripticasa soja. Sin embargo, para su aislamiento a partir de muestras clínicas

contaminadaso de muestrasambientales puede estar recomendadoel uso de medios

diferencialeso selectivosque inhibanel crecimientode otros microorganismos. Tal es el caso

del medio comercialagar Herellea, quecontienesalesbiliaresy antibióticos(Holton, 1983).El

medioAcinetobacíer Leeds ha demostradoserútil parael aislamientode Acinetobacter, tanto

demuestrasclínicascomoambientales(Jawad,1994).
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Hay que considerarla temperaturade cultivo, puesaunquela mayoría de las especies

de los grupos2 (A. bawnannii\ 3 ó TUI3 crecenbien a 370C, otras especies genómicas crecen

sólo a temperaturasmásbajas,por lo que latemperaturade 300C esla recomendada.

La identificación a nivel de género se puede confirmar con métodos comerciales, como

los sistemasAPI 20Nt, Vitek y Microscan.

El sistema Microscan mediante la utilización de 23 pruebasbioquímicas permite

diferenciar únicamentela especiede A. lwoffri del resto de especiesde Acinetobacter,

englobándolascomo Acinetobacter anitratus/haemolyticus. En la figura 1 .11 se muestraun

ejemplo de identificación de Acinetobacter unitratus/haemo/yticus mediante el sistema

Microscan.

Un método comercial muy utilizado en la mayoría de los laboratorios, por su

simplicidad y aplicabilidad en la práctica diaria, es el sistema API 20 Nt (BioMérieux,

Francia>. Este sistema, que contiene 12 reacciones de asimilación,incluye en su basededatos5

especies:A. baumannii, A. haemolyticus, A. lwofjU y A. johnsonii-A. ¡unu. Sin embargo

pareceserquepresentaproblemasde reproducibilidady sensibilidad(Kropec, 1993>.Bernards

en 1996 estudió la capacidad del API 20 NEpara identificar 130 cepas pertenecientes a las 18

especiesgenómicas.Un 45%del total de los aislamientospresentóunacorrectaidentificación.

Todas las cepas pertenecientesa A. banmannñ y a A. haemolyticus se identificaron

correctamente,mientrasqueseidentificaron3 de 5 A. ¡unu, 3 de 8 en el casode A. johnsonii y

11 como A. lwojfzi de los 13 incluidos en el estudio. El resto de cepas se identificaron

correctamenteanivel de géneroperono se incluyeronen la genoespeciecorrecta.De éstasla

mayoríaseidentificaronerróneamentecomoA. bawnannui, perteneciendocasitodasellasa las

genoespecies1, 2, 3 y 1 3TU. Con estosresultados,seconsideróqueel sistemaAPI 20 NE es
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insuficienteparalograrunacorrectaidentificaciónde las especiesgenómicasdeAcinetobacter.

De acuerdo 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.

baumanna, porlo quese sugirió la inclusión de este complejo dentro de la base de datos del

sistema API 20 Nt, para que de esta forma se hiciera el sistema más fiable.

1.3.2. Identificación a nivel de especie.

El método definitivo paraidentificar los aislamientosdeAcinetobacter esel métodode

hibridación ADN-ADTN, que ha permitido su clasificación en las 12 especiesgenómicas

anteriormentemencionadas.

Bouvety Grimonten 1986, ademásde la clasificaciónen las 12 especiesobtenidaspor

hibridaciónde ADN, estudiaronlas característicasfenotipicasde los aislamientosincluidos en

cada grupo. Para ello propusieron un esquema de identificación basado en 28 pruebas

bioquímicas que incluía 19 pruebas de asimilación de frentes de carbono, 6 pruebas

bioquímicasque incluían producciónde hemólisisen agarcon 5% de sangre,oxidaciónde la

glucosa, licuefacción de la gelatina y tres pruebasde crecimiento a 370C, 410C y 440C,

(Bouvet, 1986). Segúnestaspruebasse pudo identificar cadaespeciepor sus características

fenotipicas,a excepciónde las especies8 y 9. A. baumannii se distinguió del restopor serla

únicaespeciecapazde crecer a 440C. Posteriormenteseha comprobadoque estaspruebas

resultaninsuficientesparadistinguir las diferentesespecies.

Por este mismo método Gerner-Smidt en 1991 fUe capaz de identificar correctamente

el 78% de las 198 cepasanalizadaspreviamentepor hibridaciónde A.DN. Hubo un 7% de

cepas identificadas erróneamentey un 22% de cepas no identificadas, siendo dificil la
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diferenciación de las cepas dentro del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii (Gerner-Smidt,

1991>. Algunos aislamientos del grupo 13 pudieron crecer a 440C, con lo que no se pudieron

distinguir de A. baumannii, otros crecieron a 410C y no a 440C, por lo que no se pudieron

distinguir de la especie 3. La mayoría de aislamientos del grupo 13 correspondieron al biotipo

9 de Bouvet y Grimont.

Las especies de los grupos 1, (A. ca/coaceticus), 2 (A. baumannii>, 3 y 13 tienen

característicasbioquímicascomunes.Los aislamientosdel grupo13 tienencapacidadde crecer

a440C en un 73-100%.Por otro ladoun 15%del grupo3 tambiénpuedehacerlo,dependiendo

del medio empleado(Gerner-Smidt,1994).

Los cinconuevosgruposdescritosen 1989 por Bouvet y Janjean son

fenotípicaniente a los grupos 4 y 6 descritos en 1986 por Bouvet y Grimont.

La especie5 (A. junii) sediferenciade A. johnsonii yA. 1woff¡i por la

hemólisis. Estas 3 especiesse puedendistinguir ademáspor el crecimiento

asimilacionesde L-histidinay azelato,como podemosobservaren la tabla 1.2,

bastantesimilares

producciónde

a 370C y las
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Tabla 1.2.

Diferenciación fenotipica de las especies de Acinetobacter.

A.junil .4. johnson¡¡ A. twoffii

Crecimiento a 3VC +

Hemólisis +

Asimilación de L-histidina

Asimilación de azelato

El crecimientoa diferentestemperaturasesuna característicaque dependedel medio

empleado.Así, comoejemplo,A. johnsonii y la especie11 no crecenen BHI a 370C, mientras

queen TSB no creceA. johnsonii perosi la especie11.

Comoya se ha comentado anteriormente, el sistema API 20 NEno es un buen método

de identificacióna nivel de especie,aunquesí degénero.

Otro sistema API, el ATB 32GN, que incluye 32 pruebas de asimilación, no mejora los

resultados.

El sistema Biolog Microplate, con 95 reacciones de asimilación, también ha sido

evaluado. Bemards (1995) estudió 129 cepas de Acinetobacter identificadosporhibridaciónde

ADN, y aunque los resultados parecían ser prometedores, al compararlos con el esquema de

Bouvet y Grimont se observó que se pudo identificar únicamente A. johnsonii, y sólo un 83%

seidentificaroncorrectamentea nivel de género.

La dificultad que engloba la identificación a nivel de especie mediantepruebas

fenotipicas,basadassobretodo en reaccionesde asimilaciónde frentesde carbono,ha llevado

en algunasocasiones,a confusionesen la taxonomía. Hasta ahora no disponemosde un
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sistema definitivo de identificación fenotipico, que establezca distinción a nivel de grupos de

ADN. Por ello algunos autores recomiendan que a la hora de informar una especie de

Acinetobacter sedeberiaindicar el métodode identificaciónempleado,e informarel resultado

como identificación presuntiva (Weaver, 1994).

Todasestasdificultadeshan obligado a emplear técnicas de hibridación de ADNun

tanto laboriosas, por lo que cada vez más se están desarrollandonuevos métodos de

identificaciónbasadosen biología molecular,y estánsiendoevaluadosfrentea las técnicasde

hibridación.

Seestánempleandométodosbasadosen la secuenciaciónde los genes16SARNr o el

gengyrB (Ibrahim, 1997). La ribotipia hademostradoserde gran utilidad paraidentificar los

aislamientosdeAcinetobacter spp.,especialmenteparadiferenciarlas especiesdel complejoA.

calcoaceticus-A. baumannil (Gerner-Smidt, 1992).

Recientementesehanutilizado diferentesmétodosbasadosen la reacciónen cadenade

la polimerasa,entrelos que se puedendestacar:el métodoARDRA, polimorfismode la región

del spacer 165-235,ARNt o AFLP. Todos ellos son menoscomplejos,másrápidosy pueden

realizarseen muchoslaboratoriosclínicos.

El análisis de restricciónde un fragmentoamplificado del ADN ribosomal (ARDRA,

AnzpftfiedRibosomalDNA Restriction Analysis) sebasaen la restricciónmediantediferentes

enzimasde un fragmentode unas1500 pb, amplificado por PCR,dando lugara una serie de

patrones.

Medianteestemétodo se distinguenbien los aislamientosde los gruposde ADN del

complejo A. calcoaceticus-A. baurnannii, que son dificiles de distinguir por pruebas
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fenotípicas. Se ha comprobadopor hibridación de ADN que estos grupos están más

estrechamenterelacionadosentreellosque conel restode especiesgenómicas.

Sin embargono distingueentrelos grupos4 y 7, queaunquesonmuy diferentespor las

pruebasfenotipicaspresentangran similitud en la secuenciadel ADNr 16S. Losgrupos10 y 11

tampocosepuedendistinguir medianteestesistema. Sin embargoestosgrupos, aunqueson

muy similares por las pruebasfenotípicas,sedistinguenporque la especie11 no acidifica la

glucosa,ni crecea 370C,y la especie10 silo hace.De igual modo, los grupos5 (A. juniO y 17

no pueden diferenciarseporestemétodo. Entreellosexisteuna similitud mediantehibridación

de ADN inferior al 22%, pero se pueden distinguir fenotipicamente. Vaneechoutte y col.

(1995) sugierenque con la adición a este método de 4 pruebas,hidrólisis de la gelatina,

hemólisis,acidificaciónde laglucosay crecimientoa 370C, éstepuedeserútil paraidentificar

todos los aislamientoshastael nivel de especie.No seha logradodiferenciarlos grupos8 y 9

mediante este método, pero tampocolo hablanlogrado Tjernberg y Ursing en 1989 con

hibridaciónde ADN.

El estudio del polimorfismo de la región espaciadoraentre los genes 165 y 235

(ARAIrJ6S-23S spacer)permiteamplificar entre 1 a 3 fragmentosde 390 y 4.500 pb porcepa.

La mayoríade los aislamientostienenperfilescaracterísticos.No permitedistinguir entre las

especies5 (A. junii), 7 (A.johnsonii> y 10. En los aislamientosdel complejoA. calcoaceticus-

A. baurnannii seamplifícauna únicabandade entre975 a 1005 pb y esnecesarioanalizarel

fragmento con enzimas de restricción, para diferenciar cadagenoespecie(Nowak, 1995;

Dolzani, 1995).

Otro método utilizado es el polimorfismo de los genesARNt, medianteel cual se

obtienenfragmentosamplificadosidénticoso casi idénticosen cadaespecie.Sin embargo,no
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diferencialas especies1, 3 y “entre 1 y 3”, las especies2, 13TU y “parecido 13T11’, las

especies8 y 9, las especies6, TUiS y BJ17(Ehrenstein,1996).Se hanaplicadootrosmétodos

aunqueconmenosfrecuencia,comoPCRdel genrecAo PCRmultiplex (López-Brea,1998>.

Medianteel método AFLP (Ampl<fiedfragment Iength polymorphism) sediferencian

bien las genospeciesdeAcinetobacter,especialmentesediferencianlas cepasdel complejoA.

calcoaceticus-A.baumanniiy se demuestraque las genospeciesBJI3 y TU14 son similares

(Janssen,1997).Estemétodoseha utilizado preferentementeconfines taxonómicos.
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1.4. EPIDEMiOLOGÍA MOLECULAR DEACINETOBACTER

Los estudiosepidemiológicos,efectuadoscon la finalidaddeconocerla prevalenciay/o

la diseminaciónde una bacteriaen un ambientedeterminado,exigen la caracterizacióndel

microorganismomásallá del nivel de especie.A menudoseaislan en el ambientehospitalario

cepasepidémicasjunto a cepasesporádicas.Medianteel tipadopodemoscaracterizarlas cepas

de maneramás detallada,con la finalidad de discriminar entreunasy otras (Gerner-Smidt,

1994).El tipado ademássirve tantoparacaracterizacióncomoparaidentificaciónde cepas.

Las especiesdeAcinetobactersepuedenencontrarcon gran frecuenciaen muestras

clinicas,debido a su elevadaprevalenciaen el ambientehospitalario,y por formar partede la

de la flora de la pie] y membranasmucosas.Porotro ladoestemicroorganismoseha implicado

en diversasinfeccionesproduciendocon frecuenciabrotesnosocomiales.Es porello por lo que

la aplicaciónde un sistemade tipado eficaz seade crucial importanciaen la epidemiologíade

Acinetobacter.

1.4.1. Métodos de tipado.

Ante la sospechade un broteha de confirmarselo másrápidamenteposibleparapoder

intervenirde maneraapropiada.Paraello el tipado esde granutilidad.

Los métodosde tipado que suelenemplearseen primer lugar para el estudiode un

brote son los métodosfenotipicos, dadoque seencuentrancon mayor disponibilidad en los

laboratoriosde microbiología. Otros métodos, los métodosgenotípicos,no tan fácilmente

disponibles, se emplean generalmentecomo método confirmatorio de los anteriores. En
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Acinetobacter sehanutilizado numerososmétodosfenotípicosy genotípicos,sin embargo,no

existeunaúnicatécnicade tipado aceptadani estandarizadaparaestudiosepidemiológicosde

estemicroorganismo.

1.4.1.1.Métodosfenotipicos.

Se puedenutilizar métodos fenotípicos como biotipado, antibiotipado, serotipado,

fagotipado,tipadocon bacteriocinaso perfil de proteínasde membranaexterna.

1.4.1.1.1. Biotipado.

Las cepasde Acinetobacter son metabólicamenteinertes en la mayoría de pruebas

bioquímicasutilizadas, de modo que habitualmentese identifican a nivel de género o de

variedad en muchoslaboratorios.La gran mayoríade aislamientosclínicos pertenecena la

variedadA. anitratus no proteoliticosy a A. IwoJJ2i; casi todas las infeccionesnosocomiales

estáncausadaspor la variedadA. anitratus (Gerner-Smidt,1985; Gerner-Smidt,1987; Gerner-

Smidt, 1989).Los aislamientosquepresentanhemólisiso hidrólisis de gelatinason muy poco

frecuentesen las muestrasclínicas. Tambiénexistevariación en la producciónde la ureasa

entre los aislamientosde Acinetobacter; sólo son reproducibleslas reaccionesfUertemente

positivas,queaparecensobretodo en las especiesA. junil, A. lwoffi, y las cepasdel grupo 13.

Por otra parte las tradicionales pruebasbacteriológicasdiscriminan muy poco entre las

diferentescepashospitalarias.

Un sistemacomercial,empleadohabitualmentecomo métodode identificación es el

API 20 NE. A pesarde que no logra identificar las especiesde Acinetobacter deacuerdocon
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la nuevaterminología,puedeserempleadocomométododetipado. Townery Chopade(1987)

evaluaronestesistemacon el quetiparon122 cepasde diversoshospitalesrecogidasdurante4

aflos. Se observó que el sistema tenía un elevado índice discriminatorio, aunque si se

considerabapor separadola variedadA. anitratus, esteíndice era inferior. Al mismo tiempo

estosautorescalcularonque, si setiene cuidadoy se evitan contaminacionesen las tiras, la

reproducibilidadde estesistemapuedealcanzarel 100%. Por su parte,Kropec y col. (1993)

consideranque este sistemaes poco sensibley poco reproducible, posiblementepor los

problemasde contaminación.

Las pruebasmásútiles parael biotipadodeAcinetobacter parecenserlas reaccionesde

asimilación.Estasreaccionespresentangran versatilidadparaestemicroorganismo,ya que es

capaz de utilizar un único agentecomo fUente de carbono o nitrógeno (Bauman, 1968;

Dijkshoorn, 1990).Estascaracterísticasfrieron aprovechadasporBouvet y Grimont con fines

taxonómicos,y al mismotiempo desarrollaronun sistemade tipado deA. baumannii (Bouvet,

1987>, basadoen la asimilación de levulinato, citraconato, L-fenilalanina, L-tartrato y 4-

hidroxibenzoato(Tabla 1.3>. Estemétodo de biotipado sepudo utilizar ademásparatipar el

complejoA. ca/coaceticus-baumannil (Bouvet, 1990; Gerner-Smidt,1991). Se obtuvieron17

biotipos, mostrándoseuna reproducibilidad de 100%. La reproducibilidad del biotipado de

Bouvet y Grimont fue posteriormenteconfirmadapor Gemer-Smídt(1991), al estudiar70

cepasno relacionadasepidemiológicamente.La principal desventajadel sistemaes que sólo

puedeseraplicadoalos aislamientosdel complejoA. calcoaceticus-baumannii.
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Tabla1.3.

BiotiposdefinidosporBouvety Grimont(1987)y Bouvet(1990).

1 M ~5’ iY <IB ti 1> U’ IAL lIS4 ti V1ÁISfl Z¡
,..~. ~ ..,*,. I~¡~c~—, zr~z,zz~~z~.

+ - + -levulinato + + + 4 - + -~

citraconato - - - - + + + + - - + - - + -~

L-Phe + + + - + + + 4 + + - - - - + 4 - - + -:

poHbenzoato + + - - 4 + - + + - 4 - + + - 4 - + + -

L-tartrato + - - - + - - + + + + 4 -

1.4.1.1.2. Perfil de proteínas de membrana externa.

El análisis de proteínasde membranase ha aplicado como método de tipado en

A cinetobacter, mostrandoresultadosvariables,tal vez debidosa las diferenciasmetodológicas

entrelos distintoslaboratorios(Dijkshoorn, 1987-a;Giammanco,1989>. Dijkshoorn y col, en

1987, intentarontipar, mediantela electroforesisen gelesde poliacrilamidacon SDS (SDS-

PAGE), 129 cepasdeAcinetobacter procedentesde 16 pacientesingresados.Observaronque

en muchos de ellos, predominabala misma cepa. Se comprobó,contrastandocon datos

epidemiológicos,que la presenciadel mismotipo debacteriaen diferentespacientessedebíaa

unacontaminacióncruzada.Sepudoafirmar queestemétodo,unido al manejode información

epidemiológicaresultabaun métodoútil paraestudiarla diseminaciónde Acinetobacter en el

hospital. En otro estudioposterior, corroboraronde nuevo la utilidad del SDS-PAGEpara

diferenciar cepas que se agrupan en un mismo patrón y que parecían tener relación

epidemiológicacon cepasque no se agrupabanentre si (Dijkshoom, 1987-b). Los autores

sugierenpor tanto que estatécnicapuedeser útil para el estudio de brotes hospitalarios,

aunquela necesidaddeunaestrictaestandarizacióna la horadedesarrollarla,y el largotiempo
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quellevael realizarlaimpide queestemétodoseconsiderede eleccióncomo métodode rutina

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

1.4.1.1.3.Otrosmétodos de típado fenotípico.

Existen otros métodos de tipado fenotípico como el antibiotipado, serotipado,

fagotipadoo tipadocon bacteriocinas.

Respectoal antibiotipado,presentagrandesinconvenientes.Uno de ellos esquepuede

no habercorrelaciónentrelos datosde CMI y los halos de inhibición de algún antibiótico.

Puedeocurrir que los valoresde CMI utilizadoscomo puntosde corteen clínicano coincidan

con los que sedeberíanusarcon fines detipado. Ademáshay que considerarquelos caracteres

de resistenciano siempresonestables,unacepapuedeganaro perdergenesde resistenciacon

el tiempo (Marcos, 1994>. Por todo esto, no es un método de tipado definitivo y además

tampoco presentaun poder discriminatorio muy elevado. No debe, por tanto utilizarse

aisladamente,debiéndoseasociarsiempreaunmétodode tipado estable.

De igual modo, los métodos mencionados anteriormente presentan grandes

inconvenientes.El tipado por fagos es poco útil en Acinetobacter, 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 último el tipado basadoen la

producción de bacteriocinas tiene una tipabilídad muy baja y un bajo poder discriminatorio

(Andrews, 1986).
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1 4 1 2 Metodos genoti~icos.

Entre los métodos genotipicos se han utilizado perfil de plásmidos, ribotipado,

electroforesisen campospulsados,y métodosbasadosen la técnicade la reacciónen cadena

de la polimerasa(PCR> (García-Mata,1997; Grundman,1997; Marques,1997; Dijkshoorn,

1997).

Losmétodosbasadosen PCRsonrápidosy útiles paradiferenciarcepasduranteuna

situaciónde brote.Sehanutilizado PCRcon iniciadoresarbitrarios,PCRqueamplificanpara

regionesrepetidasen el genomadeAcinetobacter, comosonla rep-PCR(iniciadoresrep:

repetitivas, extragénicas, palindrómicas) o la ERIC-PCR (iniciadoresERÍO enterobacterias,

repetitivas,intergénicas,consensus).

(Sheehan,1995).Reboli en 1994, estudióun posiblebroteaplicandoel biotipado,el análisisde

plásmidosy la rep-PCR.Detodoslos métodosempleadosla rep-PCRfUe el único métodoque

permitiódiferenciarentrelas cepasque producíanel brotenosocomialy las cepasde aparición

esporádica.La rep-PCRha demostradosermuy útil en la clasificaciónde las cepasdentrode

un brote,mientrasqueal utilizar la ERIC-PCRunosautoresencuentranexcelenteresultadosy

sin embargopara otros, los resultadosno son tan claramenteconcluyentes(Presterí, 1997;

Vila, 1996; Reboli, 1994; Snelling, 1996). Másrecientemente,Grundmanha corroboradola

utilidad de la rep-PCRy de otrastécnicasbasadasen la reacciónde la cadenade la polimerasa

para el tipado de microorganismos,siempre y cuandoéstasse empleenen condicionesde

extraccióndeADN y de amplificaciónestandarizadas(Grundman,1997).

Es importanteconsiderarla electroforesisen campopulsátil como métodode tipado en

Acinetobacter. Este método está basado en la generación de fragmentos de ADN

cromosómicode gran tamaño,y posteriormenteen su separaciónmedianteuna electroforesis.
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La elevadacapacidaddiscriminatoriade la técnicahaceque sea recomendadapor muchos

autorescomo técnicade elecciónparatipaje, sin embargoel tiempo necesariode preparación

de la muestra,así como la necesidadde disponerun dispositivo de electroforesisespecial,

constituyenunagrandesventajaa la horade utilizar estatécnica.
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1.5. ACTIVIDAD in vitroDE DIFERENTESANTIMÍCROBIANOS.

La elevadamultirresistenciade Acinetobacter conlíeva a la dificultad de encontrarun

f~rmacoeficazquecubralasinfeccionesgravesproducidasporestosmicroorganismos,dandolugar

ennumerosasocasionesal fracasoterapéutico.

Ciertosantibióticoscomocefotaxima,cefiriaxona,piperacilina,ticarcilina, ciprofloxacinoy

sulfonamidas han mostrado actividad in vitro frente a algunos aislamientos clínicos de

Acinetobacter (García.1982;Rolston, 1986;Seifert, 1993;Vila, 1993),sin embargola apariciónde

cepasresistenteshadificultadosu utilización.

Los antibióticos betalactámicosdeberíanemplearsesiemprey cuando se realicen los

estudiosde sensibilidadin vitro adecuados.Mgunoscomo cefiazidima, imipenemo meropenem

puedenser útiles en el tratamientode las infeccionespor Acinetobacter. Hasta el momentolos

carbapenémicosconstituyenel farmacodeelección,yaqueno existenmuchoscasosderesistenciaa

estos antibióticos. En numerosasocasionesimipenemha mostradomuy buenaactividad itt vitro

<Okpara, 1994),presentandovaloresde CMI muy bajos(0,25 a0,5 mg/L), incluso inferioresa los

que presentabafrentea algunasenterobacteiias(Soussy, 1990). MacGowan,en 1995 estudió la

actividad inhibitoria y bactericidade imipenem y meropenemen 124 aislamientosclínicos de

Acinetohacter, y a su vez comparó dicha actividad frente a diversosaislamientosclínicos de

enterobacteriasresistentesa a cefalosporinasde Y generación.Observóuna actividad inhibitoria

similar en ambosantibióticosparaAcinetobacter, aunquemayoren el casode meropenemparalas

enterobacterias,sin embargoimipenemmostróunamayoractividadbactericidafrenteameropenem

en las cepasde Acinetobacter. Otros estudioscorroboranla actividadbactericidade imipenem,
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mayor que la de otros betalactámicos, en cepas con diferentes perfiles de resistencia (Joly-Guillou,

1995).

La resistencia a gentamicina se ha observado en numerosas ocasiones, incluso se ha

consideradola posibilidad de que algunascepasresistentesa gentamicinahayanpodido elevar la

CMI a otrosaminoglucósidos,aunquesiempredentrode unosnivelesaceptablesen suero(Seifert,

1993). Aunquela amicacinaesel t%rmacomás activo en las infeccionesporAcinetobacter, seha

documentadocon gran frecuenciala apariciónde cepasresistentesa este antimicrobiano.Para

lograr la actividad bactericida en cepas con diferentes mecanismos de resistencia combinados, es

necesanala combinaciónde 2 o 3 antibióticos.Los aminoglucósidosmuchasvecespuedenutilizarse

con éxito en combinacionescon un betalactámicoefectivo. La asociación de amicacina o

tobramicinacon cefiazidima,imipenemo fosfomicina ha mostradosinergiaPi iúfro, dándoselos

mejores resultadoscon la combinación imipenem-amxcacínaen aislamientosde Acinetobacter

resistentesa ambosfármacos(Wang, 1995; Rodriguez, 1996; Alíen, 1995). Sin embargo en

estudiosaplicados sobre modelos de neumoníasexperimentalesen ratones la asociación de

imipenem con amicacinano mejoró la eficacia de imipenem en monoterapia,asimismo otros

antibióticos como amicacinay doxiciclina utilizados en monoterapiafrieron también eficaces,

aunquemenosque¡mipenem.

También se ha propuesto el uso de otras combinacionescomo la asociación de

betalactámicoscon fluorquinolonas,así como combinacionesde fosfomicina con aminoglucósidos

(Joly-Guillou, 1991>.

Se han estudiado diversas combinaciones de inhibidores de betalactamasacon

betalactámicos,y apenasse ha logrado una mejora en la actividad iii vitro (Visalli, 1997).
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Únicamente se ha observado gran actividad ni vitro de ampicilina/sulbactam,así como en

combinacionesde otrosbetalactámicoscon sulbactam.Actualmenteampicilinalsulbactammantiene

su buenaactividadfrenteaAcinetobacter, graciasa la acciónbactericidadel sulbactam.El propio

sulbactampodríaserunaalternativaaestasinfecciones,aunquehayquetenercuidadocon el usode

este flirmaco, ya que se han descrito algunos casosde resistencia(Marques, 1997). Se ha

demostrado en contadas ocasiones la actividad ni vitro de otros inhibidores de betalactamasas,

comoácidoclavulánicoy tazobactamutilizadossin combinar(Visalli, 1997>.

Las cefalosporinasde ~
1ageneraciónson establesa la acciónde las betalactamasas.Seha

demostrado su elevada actividad frente a bacilos gramnnegativos resistentes a otras cefalosporinas de

amplio espectro(Blahova,1997).Lin en 1994demostróla actividadin vitro de cefepimaen el 60v/o

de 24 cepasde Acinetobacter, que fUe superiora otrascefalosporinasde 3’ generación,aunque

menosquea cefiazidimay quea ciprofloxacino.Estudiosposterioresapuntanel efecto bactericida

de cefepima,asícomode ce{jMroma,utilizándolasauna concentración8 vecessuperiorasu CMI, y

un efectosinérgicoal combinardichosantibióticoscon sulbactam(Aubert, 1996>.

Rifampicina quepresentaactividad in vitro frentea estosmicroorganismosseha utilizado

asociadoa imipenem,teniendogranéxito en las UCIs de Francia(Thornsberry, 1983; Bergogne-

Bérézin, 1985). Estudiossobremodelosexperimentalesde neumoníasen ratonesutilizan nuevas

combinaciones sinérgicas de riflimpicina más inhibidores de betalactamasas, donde se incluye

sulbactamy ácidoclavulánicomostrandoespecialinterésla asociaciónde rifampicinaa sulbactam

puestoque ha logradoel menorporcentajede mortalidaden los animalesincluidosen esteestudio

(Wolfl’, 1997).

Aunque polimixina B presentaexcelenteactividad iii vitro frentea ¡1cinetobacter (Wood,

1993; Obana,1985),la relativaineficaciade estosagentesen infeccionessistémicaslimita su papel
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terapéutico(Tunkel, 1995). Incluso se han descrito casos de resistenciaa este farmaco en

Acinetobacter (Mg, 1992), por lo que el uso de estetipo de antimicrobianosdeberíareservarse

paratratarinfeccionesresistentesal restode antibióticos.

Cadavez se estándesarrollandomásestudiosde sensibilidadantimicrobianade bacterias

gramnegativashaciaantibióticosno usualespara dichosmicroorganismos.Se ha demostradola

buenaactividad iii vitro que presentaazitromicinafrente a especiesde Francisella,Pasteurella,

Pseudomonas,y Acinetobacter (Ellie, 1998; Reinen, 1995; Ferencz,1998). Citron y col. (1998>

recientemente demostraron la actividad bactericida de a.zitromicina a concentraciones 1 a 2 veces

superioresasu CMI, en cepasdeAcinetobacter multirresistente(inclusoresistentea imipenem,con

valoresde CMI intennediosa ampicilina/sulbactam),implicadasen broteshospitalarios.Por este

motivo se consideróa esteantibiótico como unabuenaalternativaterapéuticaen infeccionespor

Acinetobacter multirresistente.
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¡.6. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA.

1.6.1. Multirresistencia.

Durante los últimos 20 añosAcinetobacter ha desarrollado un gran aumento de la

resistenciaantimicrobiana,tal que las infeccionesproducidaspor estosmicroorganismosresultan

muydificiles detratar.

Hastael principio de los 70, lasinfeccionesnosoconiialesporAcinetobacter spp. setrataban

con éxito con gentamicina,minociclina, ácidonalidíxico, ampicilina,carbenicilina,tanto en terapia

sencillacomo combinada,pero entre 1971 y 1974 se empezóa observarun incrementode la

resistenciaantimicrobiana. En 1975 se observaron porcentajesde resistenciaen algunos

aislamientosclínicos de Acinetobacter spp. (García, 1983), muchos aislamientos se hicieron

resistentesa los clásicosantímicrobianosmás comúnmenteutilizados, como aminopenicilinas,

ureidopenicilinas, cefalosporinas de í a y
2a generación (cefalotina), y de mayor espectro

(cefamandol), cefamicinas(cefoxitina), a la mayoría de los aminoglucósidos,cloranfenicol y

tetraciclinas. Para otros antibióticos como cefalosporinas de Y generación (cefotaxima,

ceftazidima), imipenem, tobramicina, amicacina,y fluorquinolonas,existendatos de sensibilidad

controvertidos, aunquelas CMIs estánaumentandocada vez más. Iniipenem sigue siendo el

fármaco más activo. Hasta hacepoco habíamantenidouna actividad del 100% y en algunos

estudiosha permanecidocomoúnico agentesensiblejunto a las polimixinas. Desafortunadamente

ya se ha documentadola aparición de brotes de aislamientos resistentesa imipenem en

Acinetobacter spp. especialmenteen U.C.I.(Tankovic,1994;Go, 1994; Schubert,1998; Corbella,

1998>. La resistenciaa imipenemse encuentramasasociadaa las cepasidentificadascomo A.
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bawnannii, mientrasque paraAcinetobacter no bautnannii se han hallado CMIs inferioresa 0.3

mg/l En general,otrasespeciesde Acinetobacter aisladasen el ambientehospitalario,como A.

lwoffit A. johnsonii, A. junii, estánmenos implicadasen infeccionesnosocomialesy son más

sensiblesa los antibióticos.A. lwoffii esmássensiblea los betalactámicosqueA. bawnanníi. A.

haemolyllcus esmásresistenteaaminoglucósidosy a tifampicina.

1.6.2. Perfilesdcresistenciaabetalactámicos.

A lo largo de los años se ha ido observandoun incremento de la resistenciade

Acinetobacter ala mayoríade los antimicrobianos,especialmentea laspenicilinasy cefalospotinas.

Se han realizadoestudiosde sensibilidadantimicrobianacon el fin de determinarqué antibióticos

son los más útiles para distinguir los diferentespatronesde resistencia, de modo que el

conocimientodel principal perfil permitiríacontrolarlos problemasterapéuticos,asícomoun mejor

conocimientode los mecanismosde resistenciaimplicados.

Joly-Guillou en 1988 estudióla sensibilidada 14 antibióticosbetalactámicosen 100 cepas

de Acinetobacter aisladosduranteun períodode 6 años,y definió cuatrofenotiposde resistencia

segúnla sensibilidada ticarcilina, piperacilina,cefotaximay cefiazidima.El fenotipo 1 englobóal

5% de los aislamientos,que eransensiblesa los cuatro betalactámicosmencionados,aunque

presentabanresistenciaa aminopenicilinas,y cefalosporinasde primeray segundageneración.

Al fenotipoII únicamentepertenecíandiezcepasqueeranresistentesa ticarcilina,y sensiblesa

cefalosporinasde tercera generación.El fenotipo III incluía a aquellascepas sensiblesa

ticarcilina, con bajo nivel de resistenciaa piperacilina, pero resistentesa cefalosporinasde
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tercerageneracióncorrespondiendoa un 19%. El fenotipoIV agrupabaal 66% de las cepas

resistentesa penicilinas y cefalosporinas.Se observópor tanto una elevadaresistenciaa

carboxi-y ureido-penicilinas,y cefalosporinas,incluidaslas de tercerageneración,sin embargo

otrosbetalactámicoscomo imípenemmanteníanbuenaactividadin vitro, con valoresde CMI

50/90de 0,3/0,6mg!!. Por otro lado,el ácidoclavulánicoasociadoa ticarcilinalogró disminuir

significativamentela CMI deestebetalactámicoen un 70%de los aislamientosestudiados.En

1995, Bergogne-Bérézin,basándoseen los perfiles de resistenciadefinidosen el estudio anterior,

agrupólos aislamientosde Acinetobacter de diferenteshospitales,obtenidosdurantelos últimos

cinco años. Imipenemseguíamanteniendounabuenaactividad iii vitro, aunquedadala variable

incidenciade cepasde Acinetobacter resistentesaesteantibiótico,se añadióun patrónmás en este

estudio,el GrupoV, queincluíaaaquellascepasresistentesa los anterioresbetalactámicosincluido

imipenem. En los resultadosde este estudio destacóla disminución de cepasresistentesa

carboxipenicilinas(ticarcilina)y un mayorporcentajede cepasresistentesa cefalosporinasde amplio

espectro(cefiazidima,cefotaxima).
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1.7.MECANISMOSDERESISIIENCÍAA BETALACIIAMÍCOS.

1.7.1.Betalactarnasas.

Las betalactamasasconstituyenel principalmecanismode resistenciaa los betalactamicos,

Son enzimasfisiológicas elaboradaspor un gran número de bacterias,que tienen como misión

romperel anillo betalactámico,convirtiendo al antibiótico en una sustanciacarentede actividad

antimicrobiana.

Seignora el papeldeestasenzimasen la bacteria;se lassuponerelacionadascon la síntesis

del glucopéptido,ya quede formatransitoria,rompenla propiaparedbacterianaparaintercalarlos

bloquesde mureinanecesariosparael crecimientoy multiplicación. Existengrandesanalogíasentre

éstasy las proteínasfijadoras de penicilina (PBP), lo que sugiereun origen común, así como

fUncionescomplementariasaun desconocidas.

Lasbetalactarnasassehanencontradoencasitodaslas bacterias,tantogramnegativascomo

grampositivas,así como en levaduras,algasverde-azuladas,y en t~idos de mamíferos,aunquese

desconoceel papelquedesempeñanen organismosno bacterianos.

1.7.1.1.Detección de las Betalactamasas.

Los estudiosde deteccióndebetalactamasasestáncondicionadospor su localizacióncelular

en las bacterias.En las grampeáivas;son exoenzimassintetizadaspor la bacteriay liberadasal

exterior donde inactivanal antibiótico extracelularmente.Son de naturalezainducible, por lo que

paraque seproduzcaunacantidaddetectableesnecesarioincubarlospreviamenteen presenciade
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inductores. Sin embargo, las betalactamasasde las bacterias gramnegativasse localizan

intracelularmenteen el espacioperiplásmicoque estárodeadopor la membranaexterna. Esta

membranaconstituyeuna barreraparala penetraciónde substratosy hacenecesariola disnxpción

previadelas células,medianteperlasdevidrio o por sonicación,parasuposteriordetección.

Existen varios métodos de detección de betalactamasas,como son los métodos

acidimétricos,iodométricos,microbiológicosy cromogénicos.

Los métodoscromogénicossonlos másutilizados,ya quesonlos másrápidosy sensibles.

La betalactamasa hidroliza una sustancia cromogénica que tiene en su estructura un anillo

betalactárnico,de tal modoqueseformaun compuestocon un espectrode absorciónde luz visible

diferenteal inicial. El métodomás utilizado esel de la hidrólisis de la nitrocefina.La nitrocefinaes

unacefalosporinaquefácilmentesehidrolizadandolugara un compuestode color rojo ladrillo a

partirdel color inicial amarillo. Existenotrassustanciassimilares,tambiénutilizadascomométodo

de detección de betalactamasas,como es el de la hidrólisis del PADAC (pyridiurn-2-azo-p-

dimethylandinechromophore), una cefalosporinasacromogénica,cuya hidrólisis se visualiza

cuandoalrededordeun cultivo seobservaun halodecolorado.
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1.7.1.2Caracterizacióndelas betalactwnasas

1.7.1.2.1. Punto isoeléctrico.

El puntoisoeléctrico(pI) esunapropiedadcaracterísticade cadaproteína.Es el punto de

pH en quela carganetade la proteínaescero,cuandoéstase someteaun campoeléctricoen un

soportegeliticado, dondese ha establecidoun gradientede PH; esdecir, cuandose someteal

isoelectroenfoque.En este punto la moléculano aportacarga eléctrica y quedainmovilizada

(enfocada)formandouna bandabien definida. Mediante el isoelectroenfoquelas proteínasse

separany alineancomobandasenlazonade su pl obteniéndoseun alto gradoderesolución,ya que

existenIberzasque impiden la difrisión de las proteínasy las concentrandurantesu separación.

Matthewy col. (1976)aplicaronestatécnicaanalíticaparasepararbetalactamasasen tinascapasde

poliacrilamida. Cadabetalactamasadebido a su naturalezaproteica tiene un punto isoeléctrico

determinadoquele caracterizay permitea su vez diferenciarsi existemás de un tipo de enzima.

Posteriormentese puedenaplicardiferentesmétodosde detecciónde estasbandasde pI, siendoel

másutilizado el método de la hidrólisis de la nitrocefina,El gel se cubrecon una solución de

nitrocefina y se observanbandasde color rojo ladrillo en cadazona de pl. Estatécnica de

separacióny tinción específicade betalactamasaspennite demostrarincluso bajos niveles de

actividadenzimática,de estaforma sepuedenreconocery compararfácilmentelas betalactamasas

de las diferentescepas.Las betalactamasasgeneralmentese enfocancomo una bandaprincipal

seguidade bandassatélite.Se ha demostradoqueexisteunaestrecharelaciónentreellasmediante

inmunoisoelectroenfoque,utilizandoantísuerosfrenteal enzimaaltamentepurificado,por lo queno

se consideraqueseanartefactosde la técnica,aunquela razónde su apariciónesaundesconocida
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(Matthew, 1975). Los geles normalmenteempleadosson de poliacrilamidaformandouna matriz

quepermitesu separación.Sin embargohay betalactamasasquetienendificultad de migrar através

de estosgeles.Hoody col. (1989)describieronun nuevo tipo de gel paradeterminarel pI de las

cefalosporinasasdeAcinetobacter,quemigrabancon dificultaden los gelesde poliacrilaniida.Estos

gelesestabancompuestospor agarosa,ureay sorbitol (AUS). Observaronque el problemaera

inherenteal uso de poliacrilarnida como matriz de separación,tal vez debido al elevado peso

molecularde lasbetalactamasas(mayoresde 600 kD). Porotro ladosesugirió laposibilidadde que

las enzimasfrieranpoco solubles,emplearonestenuevo sistemaque incorporabadetergentespara

solubilizarlas enzimas.Realizaronun estudiocomparativocon gelesde poliacrilamiday AUS y

observaronquelasbetalactamasasen los gelesconvencionalesmigrabandirectamenteal cátodo,sin

embargoenlos gelesAUSseprodujounaseparaciónadecuadaen los diferentespI. El usodegeles

con agarosaya se habíadescritopreviamenteparala resoluciónde proteínasde pesomolecular

mayorde 200 kD (Saravis,1979). Vecoli (1983)ya habíaestudiadobetalactamasasde bajo peso

molecularen estosgeles,mostrandounaadecuadamigraciónde las mismas.Hood <1989) realizó

unamodificación a los gelesconvencionalesde poliacrilamida, a los queincorporéurea,pero se

observóuna malamigracióny distorsiónde las bandas,probablementedebidoa la poliacrilamida.

Porotro lado Olsson(1981)consideróque la presenciade ureapodíaafectaral pl dandovalores

diferentesa los reales.A pesarde la técnicadescritapor Hood (1989), hoy en día se siguen

utilizandoprincipalmentelos gelesdepoliacrilamida.

Otro problemaa consideraren el isoelectroenfoquecuandosetrata de betalactamasasde

alto pl, essu proximidadal cátodo.Al utilizarsecomo cátodola soluciónde NaOH 1 M se puede

hidrolizar la nitrocefinaqueseextiendesobreel gel y dificultar la visualizaciónde las bandas.Este
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problemase podría solucionar parcialmentecubriendoeste áreacon un ácido débil antesde

extenderla nitrocefina(Hood, 1989).

Mediante el estudio del pI podemosclasificar las diferentes betalactainasas,aunquees

necesariorealizar otros estudiosde caracterizacióncomplementarios,como son los estudiosde

perfil inhibitorio y deperfil de hidrólisisdebetalactámicos.

1.7.1.2.2.Perfil de hidrólisis de betalactámicos.

Se denominaasí a la actividad hidrolítica del enzima frente a diversos antibióticos

betalactámicos.Estetérminoda ideade la actividaddel enzima. Parasu estudiose suelenemplear

técnicasespectrofotométricasun tanto complejas,por lo que se han desarrolladootras técnicas

microbiológicasmássencillas,quepermitenconocerel perfil de hidrólisis de maneracualitativa.Los

métodosmicrobiológicosno sólopennitendetectarlahidrólisis de los antibióticos,sino queademás

sepuedenutilizar paraanalizarnuevosantimicrobianos.Sonbastantesensibles,aunquemenosque

los métodosespectrofotométricos(Livermore, 1996).

Mediantelas técnicasespectrofotométricasse puededeterminarla capacidadde hidrolizar

los betalactániicos,y esto nos lleva a estudiarla cinética de las betalactamasas(Samuni, 1975;

Waley, 1974). Mediante la determinaciónde los diferentes parámetrosenzimáticosde cada

betalactamasa.,como es la velocidad maxuna(Vmax) para cada antibiótico, y la constantede

Mickaelis-Menten(km) o constantede afinidaddel enzimapor el sustrato,sepodráncaracterizary

clasificaren su grupocorrespondiente.Dadala dificultad delestudiodel perfil de hidrólisismediante

métodosespectrofotométricos,sedebepartir de unosrequerimientosmínimos, como esel estudio

del perfil de hidrólisis de la bencilpenicilinay de la cefaloridina o cefalotina (Bush, 1995). La
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detenninacióndel perfil de hidrólisisdeotrosbetalactámicosparanuevasbetalactamasasdependerá

del fenotipoderesistenciade lacepaenestudio,siemprequesólo existaun tipo de enzima.

El perfil de hidrólisiscomocriterio de clasificaciónpresentala desventajade que no puede

establecerseel númerodebetalactamasasdiferentespresentesen la bacteria,sólamentesu actividad

globalmenteconsiderada.Por otra parte, los valores dependendel método de preparación,del

númerode copiasdel plásmidoy/o del estadode represiónde las enzimascromosonacas.Por ello,

no debe utilizarse como único criterio de clasificación, ya que existen enzimas diferentes,

particularmentelas cromosómicasquemuestranperfiles similares,pero si es útil cuandoseutiliza

comocomplementariade otras.

1.7.1.2.3. Perfil inhibitorio.

Estudiandola inhibición de la actividad hidrolitica de las betalactamasaséstassepueden

clasificaren diferentesgrupos.Se puedeestudiarla inhibición por antibióticosbetalactántcos(ácido

clavulánico,sulbactam,cloxacilina, etc.),quesesuelencomportarcomoinhibidorescompetitivoso

“suicidas”, o por otrosagentescomo EDTA, p-c!oromercurobenzoato(pCMB>, o ionescloruro.

Paraello seestableceel parámetro1C50,queesla concentracióndeinhibidor requeridaparainhibir

el 50% de la actividadbetalactamasa,o el porcentajede inhibición, que seexpresarespectoa la

hidrólisisde nitrocefina,o depenicilinaG, siendoen amboscasosdel 100%.

El estudiode la inhibición por ácido clavulánico, sulbactamy otros inhibidores suicidas

permitediferenciarlasbetalactamasascromosómicasde las plasmidicas.El estudiode la inhibición

porEDTA esfUndamentala la horade diferenciarlasbetalactamasasde tipo “metalo-enzima”del

restode enzimasque son las“serma-enzimas”.Las “metalo-betalactamasas”seunen e inactivanel

45



Introducción

anillo betalactámicoatravésde un restode ion Zn. El EDTA, como agentequelante,captael ion

Zn e impide su acción. El pCMB inhibe la actividad de aquellasenzimascon restosde cisteina,

esencialespara su actividad, como es el caso de algunasbetalactamasasplasmídicasde tipo

oxacilinasa.

Se puedeestudiarel perfil inhibitorio de maneracualitativamedianteel isoelectroenfoque.

Paraello secubreel gel con el inhibidor tras realizarla electroforesisy posteriormentese añadela

nitrocefina. Si existe inhibición, las bandasde pI no seobservanen el gel. La ICSO se puede

determinarmediantecomplejosmétodosespectrofotométricos,o microacidimétricos.El método

descritopor Papanicolaouen 1990 ha supuestoun gran avance.Es un ensayoen el quese mide

fotométricamentela hidrólisis de la nitrocefina en presenciade 17 inhibidores. Este método es

válido cuando la cepacontieneun enzima dominante.La automatizaciónpermite cuantificar el

porcentajemáximode inhibición de la hidrólisis de nitrocefinay el descensode la inhibicióncon el

tiempo(cuandoel máximo supereel 25%de inhibición). Es importanteya queal correlacionarlos

resultadosobtenidoscon estemétodocon la secuenciaciónde aminoácidosy el puntoisoeléctrico,

pareceserque el perfil de inhibición refleja alteracionesen la configuracióndel sitio activo de las

betalactamasas.

1.7.1.3.Clasificacion de betalactamasas.

Las betalactamasasson la principal causa de resistencia bacteriana a antibióticos

betalactániicosy por ello hansido sujetode estudiosbioquímicos,microbiológicosy genéticos.Se

han descritomásde 190 proteínasbacterianasconla habilidadde interaccionarconunavariedadde

moléculascon anillo betalactámico,que puedenservir tanto de sustratocomo de inhibidores,
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Debido a la diversidad de característicasenzimáticasde las betalactamasasse han realizado

numerososestudiosde clasificacion.

A lo largo de la historia han existido muchasclasificacionesdiferentes.Ya desde 1968

Sawai diferenciabalas cefalosporinasasy penicilinasasen fUnción de su respuestaa diferentes

antisueros.En 1973 Richmondy Sykes incluyeron en su esquematodas las betalactamasasde

bacteriasgramnegativasexistentesen el momentoy las agruparonen 5 grupos(1-y) en fUnción del

perfil desustrato.PosteriormenteBushen 1989 incluyó los enzimasde todaslas bacterias,siendo

este el primer esquemaque intentabacorrelacionarpropiedadesinhibitorias y de sustratocon la

estructuramolecular,aunqueya desde1980Ambler lashabíaagrupadoen A, B, C, D en fUnción de

su estructuramolecular, cuandosólo se conocíanlas secuenciasde 4 aminoácidos.Es en este

momento cuando se separanlas “serna-enzimas” de las “metalo-enzimas”. El esquemade

clasificaciónmásrecientees el de Bush,Jacobyy Medeirosde 1995 en el que seponeal día el

anterioresquemade Bush(1989), relacionándosecon las secuenciasde las betalactamasasposibles.

Este esquemase correlacionamuy bien con el esquemade Ambler de 1980. En la tabla 1.4 se

representala clasificaciónde las betalactamasassegúnel esquemade Bush, Jacobyy Medeiros

(1995).

42



In
tro

d
u

cció
n

=
=

_
_

_

c
en

—
—

1
ce

w
~

~
~

C
fl

~
E

~
O

n.~

e
.2

<
o

¡
u

+
~

cex
.0oo

~
hJ

±
±

+
4

+
~

+
+

¡

‘¡u
tn

e

o
o

a
,

.
.~

e
o

.~
o

O
~

.
—

e.>
-~

~
e

~
‘C

>

-~
~

~
~

e.)
—

Q
~

~
c—

~
Q

O
Q

ce
u

—
~

—
~

—
—

•.,
7

0

~
0

—
oOce

—
c

O

-~
E

~
-

o
s

o

o
—

a
,

Z
O

ce
E

ce
ce

ce
¡

ce
~

—
,-J

o
.0

a
,

a
,

—
ce

~
a

,
ce

t0
a

,
a

,
—

ce
ce

M
E

o
~

~
Q

~
>

ce
cea

,
ceC

Q.~
a

, 0

ceOce
.~

o
ceE

~
o

e.)~
0

o
c
e

o
E

’—
c
e

~
00

e.>
~

-

C
o

—
o

00
O

Q
N

.
-
.
C

O-ce.
c
e

o
~

o
~

4
~

N
cÑ

t’~
(N

N

c
e

<

a
,

a
,0

;~
fl

ceC>
e.c

—
‘0

o
o

c
4

.i
o

.
~

c
e

.o
~>

.~
-~

a
,

o
c
,

~
O

<N
.0

>
fl

~
0

“~
ce

0
.1

C
~.l

c’J
N

<N
0

]
en

<
~

1
-

u,
4>

o
c

0
0

¡
‘~

6
:

ce
m

_
_

_
_

_
_

_
_

D
c-)

4
8



introducción

1.7.1.4 Betalactomavas en Acinetobacter spp.

Goldsteinafirmó en 1983 quelas cepasde Acinetobacter sonnaturalmenteresistentesa la

mayoríade los betalactámicos,especialmenteaampicilinay cefalosporinas.Sin embargoen estudios

anteriores(1972-77)la carbenidiinay las ureidopenicilinas(piperacilina)resultaronactivasen un

70-80% de las cepas.La actividad de cefalosporinasde Y generaciónera variable, con gran

sensibilidad a ceflazidima (Joly-Giiillou, 1987). El rápido incremento de resistencia a

carboxipenicilinasy en menorgrado a ureidopenicilinasy cefalosporinasde 3~ generaciónhizo

investigarla producciónde diferentesenzimasinactivantesrelacionadascon la resistenciaantibiótica

enAcinetobacter.

La producciónde betalactamasaspareceser uno de los mecanismosimplicados en la

resistenciade Acinetobucter a los betalactámicos(Joly-Guillou, 1988). Joly-Guillou estudióla

actividad betalactamasade 100 cepas aisladasen Franciadesde 1981-1986. El 80% frieron

positivas, por lo que consideró que el mecanismo de resistencia a betalactámicos era

predominantementedebidoaestasenzimasinactivantes.
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1.7.1.4.1. Cefalosporinasas

Las betalactamasasdescritasenAcinetobacter seincluyenen distintosgruposdentrode la

clasificacióndeBush(1995).La mayoríade estudiosacercadelasbetalactamasasenAcinetobacter

hablandel predominio de enzimastipo cefalosporinasa(Joly-Guillou, 1988; Bergogne-Bérézin,

1995; Vila 1993).El caráctery naturalezaexactade estascefalosporinasasno estátodavíalo

suficientementeclaro. Existe el acuerdode que pertenecenal grupo 1, similares a las que

producenProtew= spp. y Citrobacter spp., segúnel esquemaclasificatorio de Bush (1995).

Estasbetalactamasas,con pl superiora 8, se caracterizanpor ser “serma-enzimas”,no se

inhibenpor tantoporEDTA, ni porácidoclavulánico,pero sí porcloxacílina.

Desde1977, sehablade las cefalosporinasasen Acínetobacter, como causantesde la

resistenciaa las cefalosporinas(Morohosi, 1977).Otrosestudiosposteriores,hacenreferencia

de nuevoa estasenzimas,todasellasmuy similaresen cuantoa pi y pesomolecular,aunque

con cxertaheterogeneidadentreunasy otras(1-Iood, 1989;Hikida, 1989; Blechschmidt, 1992),

Perillí, en 1996, logracaracterizaralgunade estasenzimascon mayordetalle,demostrandosus

diferentes propiedadescinéticas, con respectoal resto de cefalosporinasasdel grupo 1.

Asimismo consideraque dentrode las cefalosporinasasdeAcinetobacter, existendiferenciasen

lasdeA. baumannil y lasde A. lwof/h.

1.7.1.4.2. Pen¡cil¡nasas.

Se ha descritoen Acinetobacter otro tipo de enzimas,generalmenteasociadasa las

cefalosporinasas,comosonlas enzimasplasmídicastipo TEM (TEM- 1 y TEM-2)., tipo CARB

(CARB-5) y tipo OXA.
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TEM-1 y TEM-2 son enzimasplasmídicasbiencaracterizadas,encuadradasen la clase

A grupo2b, de la clasificaciónde Bush(1995).No sólo se handescritoenAcinetobacter, sino

en la mayoríade las enterobacterias.Seencuentrancodificadasporun plásmidoque confiere

resistenciaa aminoglucósidos.Se caracterizanpor tenerun pI de 5,4 y por ser inhibidos por

ácidoclavulánico,sulbactamy no porcloxacilina.

CAR.B-5 seencontróhacia 1989 en algunosaislamientosde Acinetohacter con alto

nivel de resistenciaa ticarcilina(CMI de ticarcilina: >512 mg/l) y a otros betalactámicos,pero

que eransensiblesa ticarcilina/clavulánico(CMI de ticarcilina/clavulánico: 128 mg/I). Estos

niveles de resistenciase habíanasociadopreviamentea las enzimasTEM- 1, hasta que

posteriormentese describióestanuevabetalactamasa,a la que seconsideróresponsable.La

enzimaCARB-5 es una carbenicilinasaa la que principalmentese atribuye la resistenciaa

ampicilina, ureidopenicilinasy piperacilina. Perteneceal grupo 2c, clase A, hidroliza la

carbenicilina,seinhibe porácidoclavulánico,sulbactamy pCMB. Presentaun pesomolecular

de 28 kD y un pl de 6,3, que le diferenciade otrascarbenicilinasasplasmídicasdescritasen

bacteriascomo 1>. aerug¡nosa. Por estemotivo, se le denominóen un principio PSE. Los

estudios de perfil hidrolítico y de inhibición han permitido diferenciarlas de otras

betalactamasasde espectroampliado que tienen el mismo pl, como es la CTX- 1. Desdesu

primer hallazgo,en 1989, no sehan descritomuchoscasosde Acinetobacter portadoresde

esteenzimaplasmídico

Las oxacilinasas,enzimaspertenecientesal grupo2d claseD (Bush, 1995),implicadas

en la resistenciaa las penicilinasisoxazólicas,tambiénhan sido descritasen Acinelobacter.

Dentro de los cinco gruposde oxacilinasas,las OXA-2 y OXA-3 presentanpropiedadesmuy

similares. Una derivadade la OXA-3, la OXA-21 seha descritomuy recientementecomo la
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primeraenzimade su clasehalladaen estemicroorganismo.La OXA-21 con un pI de 7, se

encontró en un aislamiento de Acinetobacter baumanniz que además producía una

betalactamasaTEM-1 y una cefalosporinasacromosómica.La cepapresentabaresistenciaa

todoslos betalactámicosexceptoacetiazidima,cefiriaxona,ceflizoximay a imipenen,y el gen

quela codificabaestabalocalizadoen un integrón(Vila, 1997).

1.7.1.4.3. Betalactamasas de espectro ampliado (BLEA)

Un especialinteréstienen dentrodelas enzimasplasmidicaslas betalactamasasde espectro

ampliado(BLEA). Desdeun puntode vista cinico, la repercusiónmayores en la granlimitación

terapéuticaque condicionasu espectrode hidrólisis, sobre todo en infeccionesen las que se

consideranfármacosde elección.Por otro lado estasenzimassehan aisladode forma esporádica,

luegosu repercusiónesvariable.Joly-Guillou (1990)describióunacefalosporinasaconpI de 7.7 en

un aislamientode Acinetobacterresistentea ticarcilina, cefoxitina, cefotaximay cetiazidima. El

perfil inhibitorio de la betalactamasaera diferente(se inhibía por ácidoclavulánico pero no por

cloxacilina).Porotrapartela coincidenciaenel tiempo,con la apariciónde un brotepor Klebsiella

multin’esistente, hizo pensarque estos aislamientosde Klebsiella podían haber transferido el

plásmido.Por estemotivo seconsideróla posibilidadde que se tratarade una betalactamasade

espectroampliado. No ha habido más datosacercade estaceftazidimasa,hastaqueen 1993 se

encontróesteenzimaen un 11% delos aislamientosdeAcinetobacter obtenidosen un Hospitalde

Barcelona,apartirde diferentesfrentesepidémicas(Vila, 1993).

Al mismotiemposehadescritomuy recientementela aparicióndeBIFAS tipo PER-1 enun

43% de cepas de Acinelobacteren Turquía. Pareceser que estasbetalactamasasse están
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extendiendoúnicamentepor estepaís,ya queno sehanobtenidomásdatossobreestosenzimasen

otroslugares(Vahaboglu,1997;Nordmann,1998).

1.7.1.4.4 Resistencia a Carbapenémicos mediado por betalactamasas.

1.7.1.4.4.1. Carbapenemasas.

La apariciónde cepasresistentesa imipenempuedeplantearseñasdificultadesa la hora de

tratarestasinfeccionesde Acinetobacter multirresistente.Aunqueno hay demasiadoscasosexisten

betalactamasasimplicadasen la resistenciaa imipenem. La primeracarbapenemasaencontradaen

Acinetobacter, ARI- 1, descritapor Patony col. (1993), procedíade una cepade Acinetobacter

bamnannil aisladaen 1985apartir de un hemocultivo.Esteaislamientopresentóresistenciaatodos

los betalactámicos(incluido imipenem y cefalosporinasde Y generación).Se determinó por

isoelectroenfoque su pi y se observó una banda de 6,65, junto a otras de pI mayor de 9, que

parecíansercefalosporinasascromosómicas.ARI- 1 ha sido asociadacon la resistenciaa imipenem,

penicilinas y cefaloridina, pero no a las cefalosporinasde 2~ y y generacióncomo ceifiroxima,

cefotaximay ceflazidima. No se trata de una “metalo-enzima”, puesno se inhibe por EDTA,

ademásno se inhibe por ácidoclavulánico, ni porp-CMB. PosteriormenteScaife(1995), intentó

demostrarla localización plasmidica de esta betalactamasa,logrando por primera vez la

transferenciadela resistenciaa imipenematravésde plásmidos,dentrodel géneroAcinetobacter.

Desdela apariciónde ARI- 1, se handescritootrasbetaiactamasasque causanresistenciaa

imipenem,aúnno bien caracterizadas.EnBrasil sehadescritounabetalactamasacon pl de 7,4, 6,7

y 5,9 en un aislamientode Acinetobacter baumannñ, quepresentabauna CMI a imipenemde 8-12
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mg/l. La actividad carbapenemasase deniostro en este enzima por la hidrólisis de iniipenem

medianteel métodomicrobiológico(Costa, 1996).

En Argentina se ha descrito recientementeun brote (Brown, 1996) por cepas de

Acínetobacter resistenteacarbapenémicos,con CMIs a imipenem:8-32 mg/l y a meropenem:4-8

mgfl. En estascepasencontraronla presenciade una betalactamasade pI 5,8, 6,5 y 6,8. Los

extractosseinhibieronporácidoclavulánico,poriniipenenay porBRL42715. No seconoceaúnla

naturaleza“metalo-”o”serina-enzima”.

1.7.1.4.4.2Oxacilinasas.

Las oxadiinasasson enzimasplasmidicasque pertenecena la clasemolecularD, y están

incluidasen el grupo2d de la clasificaciónde Bush(1995). Se caracterizanporsu acciónhidrolítica

hacialaspenicilinasisoxazólicas,y haciaotraspenicilinas.Sin embargo,hastamuy recientementeno

seleshabíaimplicadoenla resistenciaacarbapenémicos.El primercasodeoxacilinasaqueconfiere

resistenciaa imipenemhasido publicadopor Horsteiny col.en 1997. Setratade un enzimacon un

pI de6,3 queafectaa laspenicilinasisoxazólicas,a lascefalosporinasde 1~, ? y aunquealgo menos,

a las de 3~ generación.Estabetalactamasaprocedíade una cepadeAcinetobacter baumannñ que

presentabauna CMI a imipenemde 32 mg/l. Los estudiosdel perfil de hidrólisis y de inhibición

permitieronencuadrarlaen estegrupo, demostrandoa su vezquepor la ausenciade inhibición por

EDTA setratabade una“seuina-enzima”,adiferenciadela mayoríadelas carbapeneniasasdescritas

en otrasbacterias.
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1.7.1.4.4.3. Cefalospor¡nasas.

Lascefalosporinasaspuedenjugarun papelen la modificacióndela sensibilidada imipenem

cuandose combinancon otros mecanismosde resistenciacomoesla modificaciónde lasOMPs o

alteracióndelasPBPs(Dib, 1994).

Se handescritocasosde resistenciaa imipenemen cepasde Enterobacter,debido a una

hiperproducciónde cefalosporinasascromosómicasdel grupo 1, que ademásde hidrolizar

iniipenem, presentabanuna disminuciónde la permeabilidadcelular(Bush, 1985; Then, 1988).De

manerasimilar sedescribióen 1993 la aparicióndedosaislamientosclinicos de Enterobacteren los

que se demostróno sólo la hiperproducciónde estosenzimas, sino que a diferenciade lo que

ocurríaen el casoanteriorno se habíaproducidounaalteraciónde las proteínasde la membrana

externa(Thomson,1993).

1.7.1.5.Localizacióngenéticack las betalactamasas.

1.7.1.5.1. Betalactamasas cromosómicas.

Las betalactamasascromosáinicasson enzimascodificadaspor genes estructuralesdel

cromosomabacteriano.El conjunto de genes implicados en la expresión y regulación de las

betalactamasascromosómicasse conocecomooperónbici (Chamberland,1989). Se han descrito

principalmenteen lasgramnegativas,y soncaracterísticasde géneroy/o especie,porlo que, salvo

las célulasquepor mutaciónno producenbetalactamasas,o el extractono esactivo sobreel anillo

betalactámico,todaslas cepasdeun determinadogéneroo especieseránproductorasde unaenzima

similar (Wiedemann,1989).
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En la mayoríade lasbacteriasseexpresanconstitutivamenteanivelesmuybajos,porlo que

no contribuyenal nivel de resistencia.Sin embargoen algunasespeciesson inducibles(Bennett,

1993;Gootz, 1982).Se caracterizanporquesuproducciónestásometidaa un control negativo.Su

producciónsólo tiene lugaren presenciade un inductory en ausenciade éstela producciónestá

inhibida (reprimida).En toda la poblaciónbacterianaexistencélulasportadorasde genesalterados

pormutación.Si el genmutadoesel quecodifica la producciónde betalactamasa,la consecuencia

puedeserunacélula no productora,o bien una célulahiperproductora.Si se da hiperproducción,

esto suponeproducción de mayor cantidad y se puede dar el paso a ser constitutivo o

semiconstitutivo.

Las betalactamasascromosómicasinteresanen clínicaporsu papellimitante en la eficacia

de los antibióticos y por la posibilidad de que, en el curso del tratamiento,causenresistencia

adquiridapor alteraciónde la regulación(hiperproducción)a los antibióticosde espectroampliado

(cefalosporinasde Y generacióny monobactámicos).Se handescritocasosde fallo terapéuticoa

antibióticosa los que los microorganismoseraninicialmentesensibles(Beckwith, 1980; Sanders,

1983).En algunasespeciescomoE. coli la hiperproducciónespoco frecuente,en otrasespecies

queexpresancefalosporinasadeproduccióninduciblepuedellegaraserimportante.El clínico hade

plantearselaposibilidadde queseseleccionencepashiperproductorasen pacienteshospitalizadosy

tratadosconpreparadospocoinductores.

Existen inductores potentes,como imipenem, cefoxitina e inductores débiles, como

aztreonan,,cefalosporinasde Y y y generación,y las ureidopenicilinas.Con un inductorpotente,

pero activo, existe poco riesgo de selecciónde mutantes,luego existemenor riesgo de causar

resistencia.Sin embargolos inductoresdébilesseleccionanmutantesy al mismotiemposonlábilesa
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la accióndel enzima,portantopuedendar lugara la producciónde cepasmutantesdesreprimidas

estables(Minami, 1980).

En un estudio sobrelas betalactamasasinduciblesde C. freundii (Appelbauni, 1994), sc

llegó ala conclusiónde quela labilidaddelantibióticoeraun factormásimportanteen determinarsi

un compuesto seleccionabao no mutantes desreprimidos,que el poder inductor de dicho

compuesto.Se comprobóporquéinductoresIbertescomo cefoxitinae inductoresdébilescomo

cefotaximay ceftazidima,seleccionabanmutantesdesrepiiniidos,y sin embargoimipeneni, queera

potentementeinductorpero muy establea la acción de las betalactamasas,apenasseleccionaba

dichosmutantes.

El problemade lasinfeccionespor cepasproductorasde betalactainasasinduciblessupone

la necesidadde hacerseguimientode la sensibilidaden el cursodel tratamientode estasinfecciones,

y anteun pacienteinfectadoporunacepahiperproductora,evitarla posibilidadde la difusión clonal

dela misma.

Mediante las técnicas de dillisión normalmenteempleadaspara realizar estudios de

sensibilidad,no se poneen evidenciael carácterinduciblede las betalactamasas.Paraello existen

métodosde sensibilidadespeciales(Huber,1994).Sanderspropusoen 1979unapruebade difusión

en disco, que consistíaen colocar discosde cefoxitinaal lado de los antibióticosa estudiar.Se

considerabainducciónsi seproducíaunareduccióndel halo de inhibición del antibióticode másde

4 cm. PosteriormenteNadal(1993)sugirió emplearla mismatécnicacomorutina, modificandola

distanciaamásde 1 cm. Otrosestudiosmásrecientesrecomiendan2 distanciasdiferentes,entre 1,5

y 2 cm, ya queseha comprobadoque, de estemodo, la seguridadde estemétodoes superioral

90% (Livermore, 1996).
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La producción de cefalospoiinasascromosómicaspor parte de las especiesde

Acinetobacter es un hecho muy estudiado.Sin embargono estátan estudiadoel que éstasse

produzcande manerainducible o constitutiva.Algunos autoresintentanexplicar la elevada

resistenciaa cefalosporinasde 3~ generaciónen Acinetobacter, como consecuenciade la

hiperproducciónde betalactamasasinducibles, pero aún quedanmuchosestudiospendientes

porhacer,quedemuestrensi estasenzimasson inducibles,constitutivas,o biensi coexistenlos

dos tipos de enzimasen la misma bacteria(Morohosi, 1977; Bauerfeind,1986; Blechschmidt,

1992;Danés,1998).

1.7.1.5.2. Betalactamasas plasmidicas.

Así como la resistenciabacterianaa antibióticos, adquiridapor mutación, serápuntual y

diticilmente transmisible,la resistenciaadquiridapor plásmidoso transposonespuedesermúltiple a

varios antibióticosy permitesu transmisiónpor conjugacióna otrasbacteriasde la misma o de

diferente especie.La resistenciacromosómica,sólo se expresarámediantepresión selectivadel

antibiótico que pondrá de manifiesto la población resistente.Algunos genes de resistenciaa

antibióticosen forma no transferiblepuedenunirsea un plásmido transferible.La distinción, por

tanto, entreenzimasmediadasporplásmidosy cromosomasno puedeser muyestrictadebidoala

posibilidad de translocaciónde genes entrelos plásmidosy el cromosoma.Las betalactamasas

plasmídicastienenmuchaimportanciaencuantoa quepermitenunamayordifusión dela resistencia

bacteriana,lo quehadadolugaranumerososbrotesepidémicosenel medio hospitalano.
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Existela evidenciade quela resistenciaenAcinetobacter alas penicilinas,aminoglucósidos,

tetraciclinasy sulfonamidasestámediadaporplásmidos.En un aislamientode Acínetobacterque

presentabaresistenciaa ampicilina, cloranfénicol, kanamicina, estreptomicina,sulfonamidasy

trimetropin sedemostróla presenciade un plásmidode 167 kb, quetrasel curadode la cepahizo

perderla resistenciasimultáneamentea todoslos antimicrobianos.Se observóque este plásmido

transportabagenesquecodificabanel enzima‘[EM- 1, asícomola fosfotransferasaAPH(3‘)(5’) y la

adeniltransferasaAAD(3)(9). De estamanerasepudo explicar la resistenciaa ampicilinay a los

aminoglucosidos,sin embargoel mecanismode resistenciaa cloranfénicoly a las sulfonamidasfUe

desconocido(Goldstein, 1983).

Este plásmido pertenecea un grupo de plásmidosubicuos en la naturalezay muy

frecuentementeencontradosen otras bacterias, como son las entembacterias,Aero~nonas

/zydrophila, Pseudomonasaeruginosay Vibrio cholerae.Estehechohacepensaren la facilidadcon

la queestetipodeplásmidossetransfierede unosgénerosa otros, incluyendopor tanto, al género

Acinetobacter.

Se handescritootros casosde betaiactamasasmediadasporplásmidosen Acinetobacter,

comoesel deARt- 1. Suenormeinterésradicaen queesteenzimaesresponsablede la resistenciaa

imipenemademásdeaotrosbetaiactán,icos,y porprimeravez trassu descripciónen 1993, selogró

transferirel plásmidoquele codificabaa unacepadeAcinetobaclerjunñ(Scaffe, 1995).

Los integronessonelementosgenéticosmóviles implicadosenla resistenciaantimicrobiana.

Recientementese ha detectadoen una cepade Acinetobactermultirresistentela presenciade un

integrón,cuya secuenciaparcial demostróqueposeíaal menosdosgenesde resistencia,uno que

codificaba un enzima inactivante de aminoglucósidos(Md 2’), y otro que codificaba una

betalactamasade tipo oxacilinasa(Vila, 1997).Se ha comprobado,ademásquealgunosgenes,que

59



Introducción

codificanenzimasinactivantesdeaminoglucósídoscomoesel gende la AAD(3”) y de la AAC(3)-I

(que inactivanestreptomicinay gentamicinarespectivamente)son vehiculizadosen un transposón

(Devaud, 1982). Así pues, en Acinetobacter se puede producir fácilmente la adquisición de

elementosgenéticosmóviles que conllevanmúltiple resistencia(Rudant, 1998). La ubicuidadde

este microorganismoy el hecho de que puedasobrevivir durantetiempo en ambienteshúmedos

compartiendosu nicho ecológicocon otrosmicroorganismosfacilitará la transferenciade material

genético.

1.7.2. Alteración de la permeabilidad de la membrana externa.

1. 7.2.1.Prolemasde membrana externa.

La paredcelular de las bacteriasgramnegativasestáconstituidapor una capadelgadade

peptidoglicanorodeadaporunabicapalipídica asimétricaque forma la membranaexterna.Entre

estamembranay la membranainternao citoplasmáticase encuentrael espacioperiplásniicodonde

selocalizanproteínas(betalactamasas)y polisacáridosaniónicos.La membranacitoplasmáticaactúa

de barreraparalapenetraciónde moléculashidrófilasal citoplasma.

La membranaexternaposeedos láminas lipidicas,una interna formadapor fosfolípidos y

otraexternaquecontieneel lipopolisacárido(LPS), de ahí la asimetríaanteriormentereferida. El

LPS por su composiciónde ácidosgrasossaturadoscontribuyea dificultar la difusión atravésde

estamembrana.

La estructurade la membranaexternaconstituyeuna barreraparala difUsión de muchos

compuestosnocivosparalabacteria(antimicrobianos,enzimaslíticas,etc.),perotambiéndificulta la
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penetraciónde nutrientesy eliminacionde detritos. Paraobviarestasituaciónposeeunosporosde

naturalezaproteicaquepermitenel pasode compuestoshidrofilicos.

Aproximadamentela mitad de la membranaexternaestácompuestaporproteínas,de las

que cadaespecieposeeentre50 y 100 tipos distintos. Deestasproteínasde membranaexterna

(outermembraneproteins,OMP), sólo unaspocas(menosde 5 a 10) tienenun númerode copias

en tomo a 100.000 por bacteria, por lo que se denominanOMPs principales. Estas OMPs

principales incluyen varios tipos funcionales de protemas, como son las lipoproteinas, que

contribuyena la estabilidadde la membranaexterna,y lasproteínasformadorasde poroshidrófilos,

entrelas quedistinguimoslas potinasqueformanporosinespecíficos,y los porosespecíficos(entre

los que destacamosla OprD2 de P. cieruginosa), que facilitan la difUsión de determinados

compuestos.

Se hanidentificado y caracterizadomásde 40 porinasen más de 32 especiesbacterianas,

dentrode 10 familias de bacteriasgramnegativas.Apartesehandescritotambiénen mitocondrias,

cloroplastosy más recientementeen micobacterias(Sehulz, 1993). Se ha observadoque su

estructuraes muy similar en todasellas, incluso entrebacteriastaxonómicamentediferentes.Las

pomasson unas proteínasacidicas(pI cercano a 5) dispuestasen láminas [3, con una parte

hidrófoba(en contactocon el interior de la membranaexterna),y otra hidrófila que forma unos

canalesacuososdedifusión, permitiendola entradade solutoshidrofihicos.El interiordel canaldela

pomacontieneaminoácidoscargadoscuyonúmeroy posicióndeterminala selectividada los iones

que lo atraviesan.Puedenser selectivosa cationeso aniones.Estaselectividadrefleja la mayoro

menorfacilidad de penetraciónde los antibióticoscargados(Hancock, 1987). Las pomassuelen

existir en formade trimerosy el tamañodel monómerosueleoscilarentre 30 y 50 kDa. Están
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asociadaspor enlaceshidrófobosa] LPS y al péptidoglicanoy son muy estables,resistiendola

disociaciónpor calor y detergentescomo el dodecilsulfatosódico (SDS) (Hancock, 1987). El

control de la producciónde estasproteínasestá estrechamentereguladopor las condiciones

ambientales(Martínez-Maninez,1995).

EnE. coil K-12 sehan estudiado3 OMPsprincipales(OmpA, OmpC y OmpF),de lasque

solamenteseconsideranlas dosúltimascomoporinas. En otrasespeciesde enterobacteriassehan

descritomúltiples tipos de OMPs, muchasde ellas similares a las de E. cali que, en principio,

podríanserlascorrespondientespomas.

En el caso de los gramnegativosno fermentadoreses algo diferente. Pareceser que

producentipos sencillosde pomas,característicasde cadaespecie.Se hanidentificadopomasen

especies de: N gonorrheae, Aeromonas salmonicida, Brucella spp., C. trachomatis,

Rhodopseudomonas capsulata, R. spliceroides, P. aeruginosa.(Nikaido, 1985). En P. aeruginosa

la principalOMPesunaporinadenominadaOprF,queresultapocoeficazpuestoqueen la mayoría

de loscasosimpidela difusión de moléculasatravéssuyo.Sin embargola OprD2 esla proteínamás

importantedesdeel punto de vistade resistenciaantimicrobiana,y funcionacomo poroespecifico

permitiendoel pasodeaminoácidosdibásicos.

Existen pocosestudiosacercade las OMIPs en Acinetobacter, que de comportarsecomo

pouinaspodríanexplicarla elevadaresistenciaantiniicrobianaquepresentaestemicroorganismo.
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¡.7.2.2.Papelde lasponnasen lapermeabilidadde la membranaexternaNaturalezaporinade
las OMPs.

En la mayoríade los trabajossobrepermeabilidadde membranaexternase ha asumidoel

papelde las OMPscomoporinas,tras su estudiomedianteelectroforesisengelesde poliacrilamida,

pero en pocoscasosse han obtenidopreparacionespurificadas de OMPs que permitanestudiar

verdaderamentesus propiedadesfuncionalesy demostrarque la OMP perdidasearealmenteuna

porina. Las pomassepuedenaislarpordiferentesmétodos,parapostenormenteestudiarlasmása

fondo. Nurminem (1978) ya habíadescritoun método de aislamientode porinas, basadoen la

resistenciade éstasa la tripsina. Posteriormente,Nikaido (1983) utilizó un nuevo método de

purificación de porinasque sebasabaen la asociaciónno covalentede éstasal péptidoglicano.

Martínez-Martínezen 1996,combinóambosmétodosparaaislarlas porinasde4 aislamientosdeK

pneumon¡ae productorde betalactaniasa de espectroampliado. Se comprobócómo el material

asociadoal péptidoglicanoy resistentea la acciónde la tripsina, al separarlopor cromatografiay

someterloaelectroforesisSDS-PAGEteñidaconAzul deCoomasie,conteníaunasola<iMP de 35

kD. Paraconfirmar que la porina habíaquedadoaisladaobservó,medianteelectroforesisSDS-

PAGE teñidacon plata,que no conteníarestosde LPS, por lo quesepudodemostrarla naturaleza

porinadeestasOMPs(Martinez-Martine41996).

Unavezlogradalapurificaciónde lasOMPs,el ensayomásutilizado esel del hinchazóndel

liposoma. Se preparanproteoliposomasque contenganla <iMP purificaday que en su interior

contenganmoléculasa lasquesonimpermeables.Cuandoestosliposomasseañadena unasolución

isotónicade un soluto (azúcar,iones, antimicrobiano,etc) al que se suponeva a ser permeablela

poma,la penetracióndel mismo conlíevaa la entradade agua,produciendoel hinchazónde los
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liposomas.Se originade estaformaunadisminucióndel índice de refracciónde la suspensión,que

puedemedirsemedianteespectrofotometría.

Otra forma de demostrarel papelde las OMPs como pomas,es medianteestudiosde

cíonaje.Martínez-Mártinez(1996)confirmó el papelde la <iMP de K pneumoniaecomo poma

donandoel gencodificadoren unacepasin porinasy comprobandoquela expresiónde éstahacía

que la bacteriafiera sensiblea cefalospominasa las que era inicialmente resistente(Martínez-

Martínez,1996).

1.7.2.3. Resistencia a antimícrobíanos por alteraciones de la membrana externa

La penetraciónde los antinijerobianosa travésde las porinasdependeen granmedidade

sus propiedadesfisico-quinúcas,y en particularde la hidrofobicidad, del tamañoy de la carga

eléctricaneta. El procesono requiereenergíay su velocidades directamenteproporcionala la

concentracióndeantimicrobianoenel medio extrabacteriano<jNikaido, 1985).

Los betalactámicosmenos hidrófobos, como son las cefalosporinasrespectoa las

penicilinas,penetranmejora travésde las pomas.El tamañodel antibiótico y de la porinaes un

factorimportanteen ladifusión atravésde estoscanalesproteicos.El efectonegativodel tamañoes

mayor en las pouinasde menordiámetro; seha comprobadoexperimentalmenteque, ceifazidima,

cefoperazonay cefiriaxona,quedifUndenbienatravésde OmpF,lo hacenmuchopeor a travésde

OmpC,ya queéstatienemenordiamétro(Nikaido, 1983).

La penetracióntambiéndependede la cargaeléctricade la molécula.Las cargasaniónicas

inhiben el pasode lascefalospominas,y esteefectoes aúnmayoral considerarlas célulascompletas.
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Encambio moléculaspequeñaszuiteriónicascomo ampicilina, y especialmenteiniipenempenetran

fácilmente.

Existen otrasvías de difUsión a travésde la membranaexterna.El lipopolisacáridode la

membranaexternapermitelapenetraciónde los antibióticosquetienenciertogradodelipofilia (por

ej. algunasquinolonas,tetraciclinas,etc.),penetrandosolamentela fracciónno cargada(Martínez-

Martínez,1995).Cuandoseproducenalteracionesdel LPS la resistenciadisminuye,perohaypocos

casos en los que la alteración del LPS esté directamenterelacionadocon la resistenciaa

antimicrobianos,

Otraposibilidadde difUsión esla penetraciónpor autopromoción.Los policationescomo la

polimixína 13 interaccionanconlos puentesdeuniónentremoléculascontiguasdeLPSmediadopor

cationesdivalentes(Nikaido, 1985),de modoquelos desplazandefonnacompetitivarompiendola

disposiciónfisiológica del LPS e incrementandola permeabilidadde gran número de moléculas,

incluidala de ellosmismos.

Los betalactánficos,en general,utilizan preferentementela vía de las porinasparapenetrar

en la bacteria.Las catecolceflulosporinasatraviesanla bacteriautilizando porinasespecíficaspara

complejossideróforos-hierro(Curtis, 1988). Imipenematraviesala porinaOprD2de P. aerug¡nosa

graciasa su analogíaestructuralcon los aminoácidosdibásicos,el sustratonatural de estecanal

(Trías, 1990).

La disminuciónenel númeroo tamañode las proteínasde la membranaexterna(OM?P) de

las bacteriasproduceuna disminuciónde la permeabilidadcelular dando lugar a la resistenciaa
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muchosantibióticos,por ello la evaluaciónde la permeabilidadde las OMPs esindispensablepara

estudiar la eficacia de los betalactániicos(Novelli, 1995). Hay que considerar que un

microorganismonuncapierdecompletamentetodas suspomasy quela existenciade un número

bajo de copiasde pomapodríaaúnpermitir la penetraciónsuficientede antibióticoparainhibir su

diana.

P. aeruginosa a pesar de poseer canalesde pomasde grandesdimensiones,estosporos

estánabiertosen pequeñaproporción, siendo ésta la razón predominantede la alta resistencia

intrínsecaqueexhibedichaespeciefrenteaantibióticosbetalactámicos(Nicas, 1983).

La membranaexternade P. aeruginosa, S. maltophilia, P. cepacia esdel orden de diez a

cienvecesmenospermeableaazúcaresy antibióticosquela membranaexternadeE. cok. (Nikaido,

1982?). En 1991, Satoy Nakaerealizanun estudio en el que se determinael coeficientede

permeabilidadde cefalosporinaszuiteriónicas (cefalexina, cefaclor, cefazolina, etc.) hacia la

membranaexternade Acinetobacter. Lo estudianen una cepade Acinetobacter calcoaceticus

ATCC 19606, y observanque esde 2 a 7 vecesmenorque el coeficientede permeabilidaddel

mismo antibiótico paraP. aeruginosa, deduciendoque la membranaexternade Acinetobacter es

incluso menospermeablequela de Pseudomonas spp.. Observan que estacepa posee dos OMPs

minoritarias(minor), unade ellasde 45 kD, que aparecenen unacantidadmenordel 5% del total

de susproteínasde membranaexterna.Medianteel estudiodel hinchazóndel liposomaidentifican

estasOMPs como pomas y observanque, el porcentajede difusión de carbapenémicosy

cefalosporinaszuiteriónicashaciael liposomaquecontienela OMP es de 1-3%, si secomparacon

la membranaexternade E colí Estudian el tamañodel poro mediantela difusión de diversos

azúcareshaciadicho liposomaobservandoque estadifUsión es de un 10%respectoa la OmpFde

E. cok. De todos estos resultadosconfirman su hipótesis de que la baja permeabilidadde
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Acinetobacter a los antibióticos se debe a que poseenunas ponnasde pequeñodiámetro,

producidasenunacantidadminoritaria,estandoambosfenómenosrelacionados(Sato,1991).

Obara y Nakaeen 1991 de nuevo hablande una disminución de la permeabilidadde la

membranaexternahaciasolutoshidrofilicos relacionadaconla presenciadebajonúmerode porinas

de tamañopequeño.Seleccionanaislamientosmutantesresistentesa cefoxitina, cefoperazonay

ceflazidiniay comparanlas pomasde éstos con las de las cepasparenterales,comprobandoque

existela disminuciónde46,5 kD en todoslos mutantes.

1.72.4. Complementación entre ímper¡neabd¡dady mecanismos de inactivación o eliminación

La disminuciónde la permeabilidaddela membranaexternano producenecesariamenteuna

subidade la CMI, si el betalactámicono está inactivadopor otros mecanismos.El efecto de la

permeabilidaddisminuidase incrementapor la presenciade un mecanismoenzimáticoefectivo,

como es la producciónde betalactamasas,uno de los mecanismosde complementaciónde la

impermeabilidadde lamembranaexternaquemejorseha estudiado.

El queun antibiótico llegueconéxito a la diana,secalculamedianteel índicede accesoa la

diana(targetaccessíndex)TAl. Esteíndicerefleja el balanceentrela barrerade la penneabilidady

la producciónde betalactamasas,es proporcionalal coeficientede penneabilidadde la droga, e

inversamenteproporcionalal porcentajede inactivacióndel antibióticoen el periplasma.A suvezse

relacionaconla CMI deestamanera:

CMI = Cinh (TAL’ ±1),

donde CinJi esuna constantede cadaantimicrobianoparacualquierespecie,que

indicala concentracióndedroganecesariaparainhibir la diana.
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No sepuedenobtenerconclusionesrespectoa quela disminuciónde OMPs seala causade

una elevaciónen la CMI, sólo por constatarque los mutantesdeficientesde porinaselevaneste

valor, ya que puedeocurrir que tales mutantesno subanla CML hastael punto en el que sea

detectado,paraello habríaque analizarlos datosde formacuantitativautilizandoel TAJ (Nikaido,

1989).

Las betalactamasashidrolizan al betalactámicoque llega al periplasmaimpidiendo que

alcanceconcentracionessuficientesparainhibir de formaefectivalas PBP. Estemecanismoexplica

queconfrecuencia,lascepasdeficientesen pomasseanmásresistentesa los betalactámicosquea

otrosgruposdeantimicrobianos.

La resistenciade E. cloacae y P. aeruginosa a carbapenémicoso el incrementode

resistenciaa cefalosporinasde tercerageneraciónen K pneumoniae productorde betalactamasas

de espectroampliadocon frecuenciasedebeaestedoblemecanismo(Trías, 1990;Lee, 1991).

En el caso de Acinetobacter, Joly-Guillou (1988) intentó explicar la multirresistenciaen

cepasbetalactamasa(negativa),comouna alteraciónde las <iMP. Al mismo tiempo, la actividad

betalactamasaque presentabala mayoríade las cepasestudiadasno era suficienteparaexplicarel

alto grado de resistenciaa betalactámicosde amplio espectro,por lo que consideraronque este

último mecanismopodríaser el principal factorque contribuyea la resistenciaa betalactámicos.

Estemismoautorconsideróque la resistenciaintrínsecadeAcinetobacter spp. a los betalactámicos

sepodríainterpretarcomo unaasociaciónentrela producciónde betalactamasasconstitutivamente

y unadisminucióndela permeabilidaddela membranaexterna.

1.7.2.5. Resistencia a carbapenémicos debido a alteraciones de las OMPs.
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Estemecanismode resistenciatieneespecialinterésparael casode los carbapenémicos.La

resistenciaa imipenemse ha asociadoen muchasocasionesa la disminucióno ausenciade OMPs

parael caso de numerosasbacterias,como Pseudomonas, Enterobacter y Proteus (Livermore

1992; 1993; Raimondi 1991). La OMP específicaasociadacon esta resistenciase piensaque

funcionacomo porinaparaimipenem.En P. aeruginosa se ha estudiadoel papelde OprD2, una

proteínaespecíficade 46 a48 kD, que permiteel pasode aminoácidosdibásicosy de imipenem,

perono de otrosbetalactáinicos.Supérdidaserelacionacon la resistenciaaesteantibiótico.

En algunos casosaislados la resistenciade Acinetobacter se debe a la asociaciónde

alteracionesde la permeabilidady alteraciónde la dianadel antimicrobiano.Dib y col. (1994)

muestranun caso de resistenciaa imipenem en un aislamientode Acinetobacter, debido a la

disminuciónde unaOMP de46 kD, asociadaa la disminucióndela expresiónde 2 PBPsde 80 y 90

kD, las cualestienengran afinidad poresteantiniicrobiano.Al mismo tiempo estacepapresentó

actividadcefalosporinasa,porlo queconsideró,enestecaso,quelos tresmecanismospuedenestar

implicadosenla resistenciaa imipenem.

De nuevoClark en 1996, demostróla resistenciaa imipenemdebido aunaalteraciónde la

permeabilidadde la membranaexterna.Estudióel mecanismode resistenciaa imipenem en dos

cepasde Acinetobacter baumannii, un aislamientoclínico resistentea imipenemjunto a su cepa

isogénica,que de manera espontáneahabía revertido a sensible. Observó que ninguna de las

betalactamasaspresentesen estos aislamientoshidrolizabanimipenem. Sin embargo,medianteel

estudiopor SDS-PAGEde las OMPsde ambascepas,observóunamarcadadisminuciónde una

proteínade 33-36kDa en la ceparesistentea imipenem,a diferenciade la cepaisogénicasensible.

Por ello consideróque la resistenciaa imipenemen Acinetobacter baumannii estáasociadaa la

expresióndisminuidade OMPsde 33-36kDa.
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No en todoslos casosseha asociadola resistenciaa imipenemala disminuciónde OMPs.

Gerhlein(1991),estudiandoaislamientosde Acinetobacter sensiblesa imipenem observóque los

perfilesdeOMPsde estascepasy de suscorrespondientesmutantesresistenteseranidénticas.

Másrecientemente,Costay col, caracterizaron(1996)unacarbapeneniasahalladaen varios

aislamientosclínicos de Acinetobacter baumannil resistentea imipeneni, obtenidosde pacientes

tratadospreviamentecon dicho antibiótico. Sin embargoobservaronque el perfil de OMPs era

idéntico,tantoen los aislamientossensiblescomoen los resistentes.

1.7.3.Alteracióndelasproteínasfijadorasdepenicilina.

La modificaciónde las PBPsescausaderesistenciaen numerosososmicroorganismos.En

Acinetobacier spp. la modificación de la dianapuedecontribuir a la resistenciaa betalactamicos

perosu gradode importanciano estáaúndefinido,ya queexistenotrosmecanismosde resistencia

asociados(betalactamasasy alteracionesdelasOMP).

Obaray Nakae(1991)estudiaronel perfil de PBPsde cepasmutantesresistentesseleccionadosde

unacepadeA. calcoaceticus, medianteun ensayode competiciónconbencilpenicilinamarcadacon

y observaronque el patrón era diferente al de otros gramnegativos,incluidos E. colí y P.

aeruginosa, siendomássimilar al géneroBacteroides.Se observaroncambiosen la expresiónde las

PBPsasociadosa la alteradaafinidad porlos betalactámicosen estascepas,por lo que sededujo

queel mecanismode resistenciaabetalactámicosenestosaislamientossedebíaa las alteracionesen

las PBP, probablementeasociadoa otros mecanismos,como la alteración de la permeabilidad

celular.
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Posteriormente,(iehrlein (1991), al compararel perfil de OMPs en un aislamiento de

Acinetobacter baumannii y su mutante resistentea imipenem,comprueba queno existendiferencias

en dicho perfil, así como tampoco existendiferenciasen la producciónde betalactamasas,sin

embargosí demuestraun patróndiferentede PBP. En la cepaoriginaria se observaron7 PBPsde

diferentespesosmolecularesentre24 y 94 kD, por los queimipenemtieneafinidad. Sin embargoen

lacepamutanteresistentea imipenemno se observaronestasPBP, únicamentela de 24 kD, que

predominabaengrandescantidades.Pareceserqueporposiblesmutacionesse habíaproducidouna

disminucióndela síntesisdelas PBPsconunasobre-expresióndela de 24 kD, quepredominabaen

la cepa resistente a imipenem. Dicha PBP no se saturaba con imipenem>, ni siquiera a

concentracioneselevadas,porlo quesededujoqueexistíaunabajaafinidaddel compuestopor esta

proteínadiana.EstaPBPpodríaserun productode degradacióndeotras,o bienpodríaocurrir que,

debidoa la mutación,se afectaraal control genético,dandolugar a una mayorexpresióndel gen

estructuralde 24 kD.
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1.7.4. Mecanismos de “etiujo” (bombas de expulsión activa).

La membranaexternaestambiénun elementoclaveen la eliminaciónde los antimicrobianos

mediante el proceso de “eflujo”. Este mecanismo depende de proteínas transportadoras

citoplasmáticas,capacesde eliminarunagranvariedadde compuestosde estructuraquímicamente

diferente.Recientementeseha propuestola existenciade proteínasaccesoriasque actuaríancomo

puentesentrelos transportadoresy lasporinasdela membranaexterna,facilitando de estamanerala

expulsióndirectadel antimicrobianodesdeel interior de la bacteriahastael medio externo.Ya que

la acumulaciónde un antibiótico esel resultadodel “influjo” y “eflujo”, es comprensibleque la

combinaciónentreunareducidapermeabilidady un elevado“eflujo” de los antibióticosdé lugara la

resistenciaantiniicrobiana.

Este fenómenose ha observadoen algunasbacteriascomo P. aeruginosa, E. cok, II.

inJluenzae, etc (Nikaido, 1994; Levy, 1992). En P. aeruginosa se ha descritoun operón que

codifica unaproteínaaccesoria“MexA” y unanuevaproteínade membranaexterna:OprK (Poole,

1993).La inactivacióndeunau otradeterminaríala hipersensibilidaddel microorganismoamuchos

antimicrobianos.La basegenéticade Ja resistenciapor más de un mecanismopuededebersea

mutacionespleiotrópicas que afectan a la sobreexpresióndel mecanismode “eflujo” y a la

disminución de la expresiónde pomas(Cohen, 1988; Mizuno, 1984). Este es el caso de los

mutantes“Ma?’ (Multiply Antibiotic Resistance)de E. coli que sonresistentesa unagranvariedad

de antibióticosdebidoa un mecanismode “eflujo”. Pareceser quela presenciade un sistemade

expulsiónactiva“AcrAB” esla causade la resistenciaatetraciclinas,cloranfenicol,anipicilina, ácido

nalidíxicoy rifampicina(Ma, 1995;Okusu,1996).
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En Acinetobacter seha estudiadopoco este mecanismo de resistencia.Se han realizado

algunosestudiosparaintentarexplicar la elevadaresistenciaque presentanalgunascepasa las

fluorquinolonas,relacionándoseuna menor acumulaciónde estosantibióticos en la membrana

celularcon las alteracionesenla diana{Moreau, 1996).
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1.& MECANISMO DE RESISTENCL4A AMINOGLUCÓSIDOS

1.8.1.Enzimasinactivantesde aniinoglucós¡dos.

La resistenciaa aminoglucósidosaparecetanto en bacteriasgraxnposítivas,como en

gramnegativasSe producea travésde tresmecanismos:alteraciónde la diana<ribosotna),que es

un mecanismopoco frecuente,modificación del aminoglucósídoy por fallo en el transportede la

drogahacia el interior de la célula. La modificación del aminoglucósidoes el mecanismomás

importante.Este mecanismode resistenciapuedeser mediadapor cromosomas,plásmidos,o

transposones.

Los aminoglucósidosse puedenmodificar por uno de los siguientesmecanismos

enzimáticos:

N-acetilación(AAC), 0-fosforilación(APH), adenilación(ANT).

De todosellos, el APH esel enzimamásfrecuenteen las célulasprocariotas.

Los enzimasmodificantes de aminoglucósidostienen un amplio perfil de sustrato.

Puedeexistir resistenciacruzadaentreellos. El queun antibióticoseasustratode un enzimano

significa que la cepa que lo contenga sea resistentea este antibiotico. El porcentajede

modificacióndel aminoglucósidopuedeinfluir en la resistenciaclínicaobservada.

En Acinetobacter spp. hemos observadoa lo largo de los años,un incrementode las

resistenciaa los aminoglucósidos.Desde1983, Goldsteindemostróla resistenciaa estegrupo

deantibióticosmediadaporlos enzimasAPH(3’5”)I y AAD(3), quevan incluidos en el mismo
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plásmido de resistencia, que además codifica la expresión de TEM-1. En estos

microorganismosse han descrito los tres tipos de enzimas modificantes, pero se han

encontradovariacionesgeográficasen la incidenciade algunosgenesparticulares(Tabla 1.5).

Porejemplo,AAC(3)-Ia, seha encontradomás frecuentementeen cepasdeAcinetobacter spp.

aisladasen Bélgica,que en las de EstadosUnidos, y sin embargono sehan aisladoen ningún

casoen Argentina(Shaw, 1991;Shaw, 1993). Inclusoexistencepasqueposeenmásde un gen

de resistencia;sehanencontradohastaseisgenesdiferentesen algunosaislamientos.

Tabla 1.5.

Enzimasinactivantesde aminoglucósidosenAcinetobacter spp.

1.Acetilación Adeniladón Fosforilación

AAC(6’) ANT(3’)T APH(3’)1

AAC(231 AAD(3’3(9) APH(3311

AAC(3)I ANT(231 APH(39111

AAC(3)fl AAD(2’) APH(3)VI

AAC(3)V APH(3”)I

AAC(3)IV

En 1993, Vila y col. definieron8 fenotiposde resistenciaa aminoglucósidos,en función

de la resistenciaa los siguientesantibióticos:tobramicina,gentamicina,amicacinay netilrnicina.

Observaronel predominiodel fenotiposensiblea todoslos aminoglucósidos(33%), un 19%de

ellos correspondióa aquellos sensiblesúnicamentea amicacinay al 20% correspondieron

aquellosúnicamentesensiblesanetilmicina. Estosresultados,sin embargocontrastaroncon los

de Muller-Seryes(1989),quemostraronel fenotipomásfrecuente,como aquelen el quetodos
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los ananoglucósidoseranresistentes.Vila (1993),al mismotiempo, observóque el enzimaque

afecta a amicacina, el APH(3‘)-VI se encontrabacon mayor frecuencia(28%) entre los

aislamientos estudiados, seguido del AA.D(3) en 15%, que afecta a estreptomicinay

espectinomicina,y solamenteel 4% de las cepaspresentabanconjuntamenteambosenzimas.

La resistenciaa amicacinaes un hecho muy relevanteen Acinetobacter. Se debe

principalmentea la presenciade APH(3 ‘)V1, muy distribuido en Acinetobacter pero poco

frecuenteen las enterobacteriasy en Pseudomonas,asi como al enzimaAAC(6’)-I. Algunos

genes que codifican este último enzima, lb e 1/ se han encontradoexclusivamenteen

Acinetobacter (Lambert, 1994). Otros como el Ig esexclusivode A. haemolyticus, tanto que

puedefacilitar la identificacióndeestaespecie,de igual modoocurreconel genIj, quepermite

identificar la especieAcinetobacter 13 (Lamben,1993;Lambed,1994).

La disminuciónde la permeabilidadmediadapor la disminución de las proteínasde

membranaexternapuede afectara la resistenciaa los aminoglucósidos,al igual que a los

betalactámicos.Este mecanismose ha descrito en Pseudomonas spp., enterobacterias,y

tambiénen Acinetobacter spp. De estamanera,algunosautoresexplicancómo existencepas

resistentesaaminoglucósidosno productoresde enzimasmodificantes(Vila, 1993).
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1.9. RESISTENCIAA FLUORQUJNOLONAS

Aunqueel mecanismopreciso es desconocido,estáclaro que, al igual que en otros

gramnegativos,el mecanismoderesistenciaa fluorquinolonasestámediadopor alteracionesen

la DNA girasa,debido a mutacionesdel gen gyrA, que codifica la topoisomerasaII, o del

parC, quecodifica la topoisomerasaIV, no habiéndoseencontradoalteracionesen el gengyrB.

Vila y col. (1995)determinaronla resistenciaa fluorquinolonasen 21 aislamientoscínicos

de Acinetobacter, sin relación epidemiológicaentre si. Se observóque, en 15 de ellos, que

presentabanuna CMI a ciprofloxacinomayoro igual a 4 mg/l, habíauna mutacióndel gengyrA,

concretamentese habíaproducidoun cambio de Ser-83porLeu. En 6 cepascon CMI igual a 1

mg/l, no sehabíaobservadotal mutación,aunqueen unade estascepas,seobservabaun cambiode

Gly-8 1 por Val. A pesarde que haya más genes que puedancontribuir a la resistenciaa

fluorquinolonas,lasmutacionesen Ser-83dentrodel gengirA, estánmásclaramenteimplicadasen

la resistenciaafluorquinolonasenAcinetobacter (Vila, 1995).

Pareceserqueen Acinetobacter, la resistenciaa estegrupode antimicrobianosvienedada

en primer lugarpor las alteracionesen el gengyrA, al igual que en E. cok. Por otro lado, seha

observadoque las mutacionesen el genparC por cambios de Ser-SO por Leu constituyenel

segundomecanismode resistencia.La complementaciónentreambasalteracionesgenéticas,es la

causaprincipal de la elevadaresistenciaque Acinetobacter presentahacia las fluorquinolonas,y

podría explicar porqué algunos aislamientoscon la misma mutación en el gen gyrA poseen

diferentesCMIs a ciprofloxacino(Vila, 1997).

Por último, no hay que olvidar que otros mecanismosde resistencia,como son las

alteracionesen la permeabilidad,o la presenciade bombasde expulsión, puedencondicionarla
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actividad de las quinolonas,de estemodo se puede explicar cómo algunosaislamientos de

Acinetobacter presentanresistenciacombinada a los tres principales grupos de antibióticos

(betalactámicos,aminoglucósidosy fluorquinolonas)(Moreau,1996).
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1.10.RESISTENCIA A OTROSANTIJIIOTICO&

Existen pocosestudiossobrelos mecanismosde resistenciaa otros antibióticos en

Acinetobacter. Algunoscasosde alto nivel de resistenciaatrimetropin con CMils superioresa

1000 mg/l, se han relacionadocon la presenciade genes de resistenciaincluidos en

transposones,que a su vez van incluidos en en plásmidos conjugativosde gran tamaño

(Chirnside, 1985; Muller-Serieys, 1989). Asimismo se ha encontradoel gen cloranfenicol

acetiltransferasa1 (CAT1) en un aislamiento clínico de Acinetobacter resistente a

cloranfenicol,sugeriendosu localizaciónen un transposón,incluido tanto en el cromosoma

comoen el plásmidode dichomicroorganismo(Goldstein,1983).
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Objetivos

Estudiarlos aislamientosclínicosdeAcínetobacter spp. obtenidosen el Hospitalde la

Princesaduranteun periodode 3 afios y determinarla actividadiii vitro de 24

antimicrobianosa dichos aislamientos.Analizar la evolución de la sensibilidad

antimicrobianadeacuerdocon el alío y procedenciadel microorganismo.

2.- Compararlos mecanismosderesistenciaa antibióticosbetalactámicosen los aislamientos

de Acinetobacter relacionados genéticamente y en cepas no relacionadas

estableciendopatronesmediantela aplicación de métodosde tipado, dentro del

ambientehospitalarioy ambulatono.

3.- Detectarla presenciade betalactamasascomomecanismode resistenciaa betalactáinicos

y estudiarsu distribución en aislamientosclínicos deAcinetobacter spp. Caracterizar

las betalactamasasencontradasmediantela aplicación de estudios bioquímicos:

determinacióndel punto isoeléctrico,perfil inhibitorio y perfil de hidrólisis a varios

betalactámicos.

4.- Compararel patrónfenotípicode resistenciaa antibióticosbetalactámicosy su relación

con la producción de betalactamasasen los diferentesgrupos de aislamientos

establecidos,con el fin de determinarsupapelenlaresistenciaabetalactámicos.
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5.- Estudiarel perfil de proteínasde membranaexternacon la finalidad de detectarposibles

alteracionesen la permeabilidadque conduzcana la resistenciaa betalactámicos.

Compararlos resultadosde dicho estudioen lascepasgenéticamenterelacionadasy

condiferentespatronesderesistencia,con las cepasno relacionadas.
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Materia/ymétodos

3.). MiCROORGANiSMOS

3.1.1.Procedenciade losmicroorganismos.

Se ha estudiadoun total de 156 cepasaisladasa partir del cultivo de diferentes

muestrasclínicas, remitidas al Servicio de Microbiología del Hospital Universitario de la

Princesa.Se han incluido todoslos aislamientosobtenidosdurantelos años 1995, 1996 y

1997. Cadamuestracorrespondea un paciente,ya seaingresadoen algunode los servicios

del hospital,o procedentede ambulatorio.En la figura 3.1 se muestrala distribuciónde los

aislamientos según los diferentes Servicios del hospital, así como aquellas de origen

ambulatorio.

Las muestrasserecogieroncon material estéril siguiendolas normasde recogidade

muestrasparacultivos enmicrobiología(Isenberg,1992).En el laboratoriosesembraronen

placasde agarColumbiacon un 5% de sangrede carnero(agarsangre)y agarchocolate,así

comoenmedio liquido (tioglicolato o frascosde hemocultivo,segúnel tipo de muestra).Las

placas y los medios liquidos se reincubaron en aerobiosis, así como en atmósfera

hipercápnica.Se realizóel aislamientode lascoloniascrecidassubcultivandoen agarsangreo

agarchocolate.La procedenciade los microorganismosaisladosquedareflejadaen la tabla

3.1.

En algunastécnicasmásespecíficas,debido a su complejidad,no se ha estudiadoel

total de las cepas,sino que se ha seleccionadoun grupo de aislamientosatendiendoa los

criteriosquequedanrecogidosen suscorrespondientesapartados.
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Tabla3.1.

Origendelos microorganismosaislados.

Materialy métodos

.~.:

:.$:*x.»=

~y,.,:.:.~
Vt:..>C.~+.,4. .*½V¿&~. .~

~ ~

HAS 58

ESPUTO 10

ORINA 26

SANGRE 16

PUNTA DE CATETER 16

ABSCESO 4

Ex. HERIDA 16

LCR 1

L. ASCITiCO 1

PULMON

Ex. NASAL 1

VERRUGAS 1

LESIÓN CLJTANE

kTOTALk

BAS: broncoaspirado;Ex. HERIDA: exudadode heridaquirúrgicwEx. NASAL: exudado

nasal;LCR: liquido cefalorraquideo;L. ASCITICO: liquido ascitico.

86



Maferialymétodos

3.1.2. Cepas controL

• En todas las pruebasde identificación, tipado fenotípicoy genotípicoseutilizó la cepa

controlAcinetobacter baumannul ATCC 19606.

• Paraladeterminaciónde la ConcentraciónMínima Inhibitoria(CMI) seutilizaronlas

siguientescepascontrol:

- FscherichíacokATCC 25922.

- Pseudomonasaerug¡nosa ATCC 27853.

- Acínetobacter baumannuATCC 19606.

• Parael estudiodebetalactamasassehanincluido las siguientescepascomocontrol:

- Acinetobacter bawnannu ATCC 19606.

- El cokportadorade plásmidosquecodificanbetalactamasasdepI conocido.

- Serratia marcescens de la colección del LaboratoriodeMicrobiología.

- Staphylococcus aureus ATCC 25923.

3.1.3. Conservación de cepas

Los microorganismosse congelaronpor duplicado en tubos de 1,5 ml con 1 ml de

glicerol(caldotripticasade sojay 15-20%deglicerina,en aguaestéril),aunatemperaturade

-200C. Parasu estudiose descongelaronlas cepasy se inocularon20 ~tlen placasde agar

Columbiacon un 5% de sangrede carnero,reincubandoposteriormentelas placasen una

estufaa 350(3, durante24 horas.
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3.2 IDENTIFICACIÓN DE LOS AISLAMIENTOS CLÍNICOS MÉTODOS

FENOTÍPICOS

La identificaciónpreliminarserealizómedianteel aspectomucosoy blanquecinode la

colonia, el crecimientoen los medioshabituales,morfologíade coco-bacilograninegativoen

la tinción de(3ramy porel resultadonegativodela pruebade lacitocromooxidasa.

3.2.1.SistemaMicroscan.

Se utilizó el sistemaautomatizadoMicroScan Walkaway (Baxter, Dade) para la

identificaciónde Acinetobacter spp. a nivel de género.Estesistemaagrupalas especiesde

A cinetobacter en Acinetobacter lwoffií y el resto como Acinetobacter

anitratus¡haemolyticus. Las cepasidentificadascomo pertenecientesa esteúltimo grupo

fueronlas seleccionadasparala realizaciónde esteestudio.Seempleóla metodologíasegún

las instruccionesdel fabricante.

3.2.2. SistemaAPI 20 NL

Se utilizó el sistemaAPI 20 NE (bio-Mérieux, Macy 1‘Etoile, Francia) para la

identificaciónanivel de género,e identificación presuntivaa nivel de especie.Estesistema

consisteen unasgaleríasde plástico compuestaspor 20 pocillos que contienensustratosde

forma deshidratadaparallevar a cabo 8 pruebasbioquimicasconvencionales(reducciónde

nitratosanitritos y agrupoazo,fonaciónde indol, argininadihidrolasa,ureasa,hidrólisis de

la esculina,hidrólisis de la gelatina,13-galactosidasa),reacciónde fermentaciónde la glucosa,
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y 12 pruebas de asimilación de fuentes de carbono. Tras el crecimiento de los

microorganismosen agarsangre,sepreparóunasuspensiónde

2 ml de soluciónsalinaestérily seajustóaunaturbidezigual a] patrón0,5 de McFarland.De

esta suspensión,seflenaronlos tubos(y no las cúpulas)de los 8 primerospocillos con una

pipetaestéril. Se añadieronal medio “AUX Medium” incluido en el sistemacuatroa ocho

gotas de la suspensiónbacterianay se llenaron los tubos y cúpulas de los pocillos de

asimilación,demodoqueel nivel de liquido quedarahorizontalo ligeramenteconvexo.

A las 24 horas de incubación a 35’> (3, se anotaron las reacciones espontáneas y se

leyeronlas restantespruebasbioquímicastrasel reveladocon susreactivoscorrespondientes.

A las 48 horasse anotaronlos resultadospositivos y negativos(produccióny ausenciade

turbidezrespectivamente)delaspruebasde asimilación.

Se obtuvoun perfil numérico de 7 dígitos para cada microorganismo que, introducido

en un programa informático (APILAR Plus, versión 3. 3.2., 1990) proporcionó la

identificación del microorganismo. En la tabla 3.2 se refleja el porcentaje de reacciones

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

Acinetobacter.

3.2.3. Hemólisisy Temperatura de crecimiento.

Mediantela capacidadde crecimientoa diferentestemperaturas(30’>, 370 41”,

y/o 44’> (3), y por la ausenciao producciónde hemólisisen agarsangrede carnero,se

confirmóla identificaciónde los microorganismosanivel de especie.
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Para el crecimientoa diferentestemperaturasse emplearonmedios sólidos de

agarsangre,y los resultadosdiscrepantesseconfirmaroncon el crecimientoen un medio

líquido de infusión cerebrocorazón(BHI). Estapruebasedeterminótras la incubación

durante18 horas. La hemólisis se estudió en agar Columbia con 5% de sangrede

carnero,y las placasseincubarona 35’> (3, durante48 horas.
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Materialy métodos

3.3. ESTUDIOSDE TIPADO.

3.3.1. Biotipado por Sistema API 20 NL

La metodología empleadapara este sistemade biotipado queda descrita en el

apartadode identificación. Sedefinierondiversostipos segúnlas distintascombinacionesde

los 7 dígitosqueconstituíanel códigoquefacilitabael sistema.La diferenciaen un dígito se

considerósuficienteparadesignardiferentesbiotipos.

3.3.2. Biotipado dc Bouvet y Grimont.

Estemétodo,propuestoporBouvet y Grimont,consisteenobservarla asimilaciónde

diferentessustratospor parte de los aislamientosclasificándolossegún su capacidadde

crecimiento(positiva o negativa)paratodos y cadauno de los sustratosempleados.Los

sustratos (levulinato, citraconato, L-fenilalanina, 4-hidroxibenzoatoy L-tartrato) fueron

disueltosy filtrados, añadiéndoseaunaconcentraciónal 0,1%enmedio Cruzeesterilizadoen

autoclave(mediomínimo, con la siguientecomposiciónpor litro: 10 g de K2FIPO4, 5 g de

NaH2PO4,2 g de (NIttSO4, 0,2 g de MgSO4. 7H20, 0,001 g de CaCh.2H20y 0,001 g de

FeSO4.7H20). Cadaaislamientoseinoculó, apartir de un cultivo puroen medio sólido, en 5

ml de BI-ll y se incubódurante18 horas.Se inoculó un volumen de 10 1.il de BHI en cada

medio y seincubarondurante6 diasa 30’>(3, observándoseposteriormentela producciónde

turbidez, segúnla cual se dentificó cadareaccióncomo positiva (líquido turbio) o negativa

(líquido transparente).Los aislamientosse clasificaronen diferentes biotipos segúnlos

propuestosporBouvety Grimont (1987),Bouvety col. (1990)y Gerner-Smidt(1993).En la

tabla3.3 sereflejanestosdatos.
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sants iiiirt±ÁAYÉ
frvuhnato + + + +

&1sJ±43tik~Att4M4isA~zMfltI1*ii9~2#~
+ - + .. - + -

citraconato - - - - + + + + - - + - - + -

L-Phc + + + - + + + + + + - - - - + + - - + -

pOlibenzoato + + - - + + - + + .. + - + + - + - + + -

1.-tartrato + - - - + - - + + + + + - +

Tabla3.3.

Biotiposdefinidospor Bouvety Grimont (1987),Bouvet(19%)y Gerner-Smidt(1993).

L-Phe:L-fenilalanina,pOHbenzoato:para-hidroxi-benzoato.

3.3.3.PCR de elementosrepetitivos(rep-PCR).

Los oligonucleátidosutilizados como iniciadores se basabanen secuenciasde

elementos de ADN repetidos, altamente conservados,rep (repetitivas, extragénicas,

palindróniicas). Las secuenicas de los iniciadores fueron las siguientes: repí 5’-

IIIGCGCCGICATCAGGC-3’ y rep2 5 ‘-ACGTCTTATCAGGCCTAC-3’. Media colonia

crecidaen agarMacConkeyseresuspendióen 25 ~.ilde aguay sehirvió durante10 mm.. Se

centrifUgó durante5 mm. a 13000 rpm y se añadió25 gí de la mezclade reacción,con la

siguientecomposición:Tris-HCI 20 mM (pH 8,8), KCI 100 mlvi, MgCl2 3,0 mM, gelatina

0,1%,dNTP400 ¡.tMy los iniciadoresrepíy rep2aunaconcentraciónde 1 1xM cadauno, Se

añadió 2,5 de Taq polimerasay se procedió a la amplificación. Las condiciones del

termociclador fueron 30 ciclos de la secuencia:desnaturalizacióna 94’>(3, 1 minuto;

acoplamientoa40’>C, 1 minuto; extensióna 65’>C, 8 minutos.Traslos 30 ciclos sedesarrolló

una extensiónfinal de 65”C durante 16 minutos. Los productos amplificados frieron

comparadosporelectroforesisen agarosaal 2% en TAE IX conbromurode etidio 0,5 mg/L

a60 V durante2 horas.
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• Análisis de los perfiles obtenidos. Se compararonvisualmente,designandocadapatrónde

bandascon una letra. Se definió cada tipo cuando todas las bandasvisibles de cada

aislamientoteníanla mismadistanciade migración. No seconsideróuna diferenciacuando

existíaheterogenicidadcon respectoa la intensidady forma de las bandas.Se consideró

diferente tipo cuandoexistía diferenciaen distanciade migraciónde másde 2 bandas.La

diferencia de intensidad de 2 o menosbandaso la ausenciade las mismas condujo a

considerarlos subtipos,designadosconun número,pertenecientesaun mismotipo.

3.3.4. Perfil de proteínas de membranaexterna(OMYs¿>.

El perfil deproteínasde membranaexternasedeterminómedianteunaelectroforesis

congelesde poliacrilamidacon SDS(SDS-PAGE).Se siguió el protocolode Martínez-

Martínezy col, quequedadescritoenel apartado3.5.1 deMaterialy Métodos.

Paraesteestudioseseleccionaroncepascondiferentepatrónde genotipado,quea su

vezpresentabandiferenteperfil de resistenciaa betalactámicos.

• Análisis de los perfiles obtenidos. Secompararonvisualmente,designandocadapatrónde

bandascon un número.Se definió cadatipo cuandocadaaislamientoteníael mismonúmero

de proteínasprincipales(bandasde mayorintensidad),y cuandoéstastenían el mismo peso

molecular aparente.No se consideróuna diferenciacuando existía heterogenicidadcon

respectoalasproteínasminoritariaso de menorintensidad,
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3.4. ESTUDIODE SENSIBILIDAD ANTIMICROBLINA iii vitro.

Se determinóla actividadin vitro alos siguientes15 antibióticosbetalactánñcos:

ampicilina (AMI’), piperacilina (PIP), ticarcilina (TIC), cefotaxima (CTX), cefiazidima

(CAZ), cefepima(CEF), imipenem(IMP), meropenem(MEP), ácidoclavulánico ((3LAV),

sulbactam(SULB), tazobactam(TAZ), amoxicilina-clavulánico(AM<2), ampicilina-sulbactam

(AS), ticarcilina-clavulánicc(TJCCL) y piperacihna-tazobactam(TZP).

Seestudióla actividadiii vitro de otros9 antibióticosno betalactámicos:

amicacina(AK), gentamicina(GN), tobramicina(TO), ofloxacino(OFL), doxiciclina (005<),

fosfomicina(FO), colistina(CT), rifampicina(RD), azitromicina(AZIT).

Todoslos antibióticosseencontrabanen formade sustanciapuravalorada.Se

pesaronsegúnlapotenciadescritaporel fabricante,y sedisolvieronenlascondiciones

apropiadas(Tablas3.4y 3.5).
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Tabla 3.4.

Solventesy diluyentesdelos antibióticosbetaiactániicosestudiados.

Ampicilina Tampónfosfato pH 8,0,0,1molÍ!. Agua

Piperacilina Tampón fosfato pH 6,0, 0,1 mol/L Agua

Ticarcilina Tampónfosfato pH6,0,0,1 mollE Agua

Cefotaxinia Agua Agua

Cdfiazidñna Carbonatosádico(10%) Agua

Cefepinia TampónfosfatopH6,0, 0,1 mollE Agua

Imxpenem TampónfosfatopH 7,2,0,01mol/l Agua

Meropenem TampónfosfatopH7,2, 0,01 mol/1 Agua

Ácido clavulánico TampónfosfatopH 6,0,0,1 inol/L Agua

Sulbactam TampónfosfatopH 6,0,0,1mol/L Agua

Tazebactam Agua Agua

Amoxicilina-clavulánico TampónfosfatopH 6,0, 0,1mal/E Agua

Anipicilina-sulbactani TampónfosfatopH 6,0,0,1mol/L Agua

Piperacilina-tazobactam TampónfosfatopH 6,0,0,1mol/L Agua

¡ Tícarciliua-clavulánico TampónfosfatopH6,0,0,1 mollE Agua

Tabla3.5

Solventesy diluyentesdelos antibióticosno betalactámicosestudiados

SQLVW4S 4 ‘~..9!...ÚMflWÓflGO

0, Imol/L bastadisolución

Cobstina Agua Agua

Rifampicina Metano! Agua

Doxiciclina Agua Agua

Fosfonúcína Agua Agua

Azitromicina Etanolal 95% Agua
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3.4.1.Determinación de la ConcentraciónMínima Inhibitoria. Método de dilución en

Agar.

La determinaciónde la ConcentraciónMínima Inhibitoria (CMI) se realizó por el

métodode dilución enagarsegúnlasnormasdelN(3CLS(N(3(3LS, 1998).

Se probaron 15 concentraciones,de 0,008 a 128 mg/1, obtenidaspor diluciones

doblesseriadas,paratodos los antibióticosestudiados,exceptoparaticarcilina, ticarcilina-

ácidoclavulánico, piperacilinay piperacilina-tazobactaniquefueron de 0,064 a 1024 mg/1.

Ampícilina-sulbactamy amoxicilina-clavulánicose probaronaunaproporción2:1, mientras

que tazobactarose añadió a piperacilina a una concentraciónfija de 4 mg’). Ticarcilina-

clavulánico se estudió añadiendoel inhibidor a una concentraciónfija de 2 mg/l. Las

diferentesdiluciones seañadierona placasde Petri estérilesque conteníanagarMueller-

Hintonautoclavadoy a5~C. Trassu solidificaciónseconservarona40(3 durante24 horas.

A partir de un cultivo puro obtenido en agarsangrea 350(3 durante18 horas se

inocularon4-5 coloniasen 5 ml de caldo BHI, que se incubó durante18 horasa 350(3~ Se

preparóun inóculo con una densidadóptica equivalentea 0,5 de McFarland (contenido

aproximadode 1-2 x 108 UFC/nil), que sediluyó en agua destiladahastaconseguiruna

concentraciónde ío~ UFC/ml. La inoculaciónde las placasse realizó con un replicadorde

Steer,quedispensagotasdeunos2 gllgota, de modoqueseconseguíaun inóculo final en el

agarde 1 o~ WC/gota.Lasplacasseincubarondurante18 horasa350(3~

La CMII correspondióa la concentraciónmás bajade antimicrobianoque inhibía el

crecimientobacterianovisible.
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3.4.2.Puntosdecortede resistencia.

Los puntosde corteutilizados en la interpretaciónde las diferentescategoriasde

sensibilidadfueronlos recomendadosporel NCCLSparasuaplicaciónamicroorganismosno

fermentadoresy no pertenecientesa Pseudomonas aeruginosa (NCCLS, 1998). Para

fosfomicinaseconsideróel puntode cortede resistenciaen>64 mg/1 (Andrews, 1983). Para

ampicilina y amoxicilina-clavulánicose consideró el punto de corte recomendadopor el

NCCLSparaenterobacterias(NC(3LS, 1998).Parael casode colistina seconsideróel punto

de corterecomendadopor el grupoMENSURA (MesaEspañolaparala Normalización de la

Susceptibilidady Resistenciaa los Antimicrobianos, 1992), para su aplicación a bacilos

graninegativosno fermentadores.En el casoderiÑmpicinay azitromicinase utilizó el criterio

de las mismas normas, pero aplicadas a Staphylococcus spp.. No existe ninguna

recomendaciónpublicadade los puntos de corte para los siguientesantibióticos: ácido

clavulánico, sulbactamy tazobactam.El esquemade los puntos de corteconsideradosse

encuentraen lastablas3.6 y 3.7.
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Tabla3.6.

Criteriosde sensibilidadparalos antibióticosbetalactámicosprobados(CIVIL enmg/O.

usuta
« , V~~2.

Ampicilina =8 16 =32

Piperacilina =16 32-64 =128

Ticaralina =16 32-64 =128

Cefotaxima =8 16-32 =64

Cefiazidima =8 16 =32

Cefepima =8 16 =32

Iniipenem =4 8 =16

Meropcncm =4 8 =16

Amoxicilina-clavulánico =8/4 16/8 =32/16

Ampicilina-sulbactam =8/4 16/8 =32/16

Piperacilina-taznbactam =16/4 32/4-64/4 =128/4

Ticarcilina-clavulánico =16/2 32/2-64/4 =128/2
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Criteriosde sensibilidadparalos antibióticosno betalactámicosprobados(CMI enmg/O.

CJt7lttwa4flW
le ‘‘~“ ce

Am¡cacma <16 32 =64

Gentamicina =4 8 =16

Tobranúcina =4 8 =16

Ofloxacina =2 4 =8

Colistina =2 4 =8

Rifampicina <1 2 =4

8 =16

>64

4 =8
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3.4.3.Perfilesde resistencia.

Se establecióel perfil de resistenciaa betalactámicossiguiendo el estucho de

Bergogne-Bérézin(1995). Se definieron cinco grupos según la resistenciaa tícarcilina,

piperacilina,cefotaxima,cetiazidimaeimipenem,quequedanreflejadosen la tabla3.8.

El fenotipo 1 incluía los aislamientossensiblesa los cincobetalactámicos,al fenotipoII

pertenecíanlas cepas resistentesa ticarcilina, piperacilina, y sensibles a cefotaxima,

ceflazidimaeimipenem.El fenotipoIII englobóaaquellosaislamientossensiblesaticarcilina

e imipenem, resistentesa cefotaxima, y con actividad variable frente a piperacilina y

ceifazidima.El fenotipoIV agrupabaalos aislamientossolamentesensiblesa imipenemy con

actividad variablea cefiazidima,y el fenotipo y incluía a las cepasresistentesa todos los

betalactámicosincluido imipenem.Los gruposIII y IV se dividieron en 2 subgruposay b,

segúnla sensibilidado resistenciaaceftazidimarespectivamente(Joly-Guillou, 1995).

Con el fin de estudiarposteriormentela correlaciónentre el antibiogramay la

producción de betalactamasasse establecieron los patrones de resistencia a

betalactámicosatendiendoa 2 criterios de puntos de corte; el criterio del NCCLS de

1998establecidoparaAcinetobacter, al que llamamoscriterio A, y el llamadocriterio B

que sebasabaen los puntos de corte del NCCLS de 1997 para microorganismosno

fermentadores.

Se consideróqueun aislamientoeraresistentecuandopresentabavaloresde CMI

resistenteo intermediaen cualquiercriterio aplicado.La CMII sedeterminópor el método

de dilución en agar. En la tabla 3.9 se exponenlos diferentespuntosde corteestablecidos

segúnlos criteriosA (NCCLS, 1998)y B (NCCLS, 1997).
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3.5. ESTUDIODE lAS BETALACTAMASASENAcinetobader.

3.5.1. Ensayodc la actividad betalactamasa.

El ensayoserealizóenextractosenzimáticosdeltotalde las 156cepas

3.5.1.1. Extraccióndelas Betalactamasas

El extractoenzimáticose obtuvosiguiendoel protocolode Joly-Guillouy col. (1988)

con ligeras modificaciones.Se resuspendióel crecimientobacterianocorrespondientea la

extensiónde mediaplacadeagarMueller-Hinton,incubadadurante18 horasa 3Q0 (3, en 1 ml

de tampónfosfato sódico0,05 M (pH 6.9). Se centrifugódurante15 mm. a 13.500rpm, las

células se resuspendieronen 1 ml de agua destiladay se congelarona ~20o(3. Tras su

descongelaciónse sonicaronapotenciamáximadurantecuatroa cinco ciclosde 1 mm., con

intervalosde 30 seg. entrecadaciclo. Los tubossemantuvieronen un bañode hielo durante

todo el proceso.SecentrifUgarondurante15 mm. a 13500rpm y seseparóel sobrenadante,

quesealmacenóa-20~ (3.

3.5.1.2Deteccióncualitativa debetalactamasasmedianteel ensayode la nitrocefina.

La actividad betalactamasaen el extracto enzimático se determinó mediantela

hidrólisisde la nitrocefina,enunasoluciónde 0,5 mg/ml. Paraello, se añadieron30 ¡.tl de esta

solución sobre 10 ~l del extractoenzimático. El ensayo se consideró positivo cuando se

produjo un cambio de color del amarillo original a rojo ladrillo, entre 2 y 5 minutos

(O’Callaghan,1972; Livermore, 1996).
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3.5.2. Caracterizaciónde las betalactainasasmedianteisoelectroenfoque.

Esteestudioserealizó en Jos 156 extractosenzimáticosobtenidospreviamentepor

sonicaclón.

La determinacióndel punto isoeléctrico(pl) se realizó aplicando un método de

isoelectroenfoque(Multiphor II ElectrophoresisSystem,PharmaciaBiotech). Se utilizaron

gelesde poliacrilamida, conun amplio rangode anfolitos (pH 3,5 - 9,5). Comocontrolesse

utilizarondiferentesbetalactamasasde pI conocido(TEM- 1, SHV-1, PSE-2,OXA-2, OXA-

3) y un marcadorestándarpreteñido.Se añadieron10 1.d de cadaextractoenziniáticosobre

cadapocillo, aplicandoun voltaje máximode 1000 V, a una potenciaconstantede 15W. Al

cabode 1 horay mediaserevelóel gel extendiendosobreésteuna soluciónde nitroce~na

(0,5 mg/mi) (Livermore, 1996).

Paradefinir más claramentealgunasbandasde pI seutilizaron en casosconcretos,

gelesconun menorrangode anfolitos(pH 5,5-8,5).

3.5.3.Caracterizacióndelas betalactamasasmedianteel perfil inhibitorio.

Las betalactamasasse caracterizaronsegúnsu perfil de inhibición por diversas

sustancias,antibióticasy no antibióticas.Paraello seaplicaronlos siguientesmétodos:

3.5.3.1.Determinacióncualitativapor isoelectroenfoque.

La inhibiciónde lasbetalactamasasse estudiódemaneracualitativapor la técnica

de isoelectroenfoquedescritaanteriormente,con modificaciones.
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Se estudióla inhibición porácidoclavulánico(300vM), sulbactam(300 jsM), y

cloxacilina (300 gM) (Livermore, 1996). Como control de la técnicase empleó una

betalactamasadepI conocido(TEM- 1).

Los extractosenzimáticosseañadieronpor duplicado.Secubrió la mitad del gel

con la soluciónde la sustanciainhibidora, sedejóactuarduranteunosminutos,demodo

que tras el reveladocon nitrocefinase observabaque existía inhibición, por la ausencia

de bandasde pI en lazonadel gel cubiertopordichasustancía.

3.5.3.2. Ensayode competiciónde la Nitrocefina.

Se siguió el protocolo de Papanicolaouy col. con ligeras modificaciones

(Papanicolaou,1990).

- Se estudió la inhibición por los siguientesbetalactániicos,probadosa una única

concentración:

• Acido clavulánico (10 pM), sulbactam(20 ytM), cloxacilina (4 mgfl), y

aztreonam(1,148pM).

- Se estudióla inhibición porlos siguientesinhibidoresno betalactámicos:

• CINa (I4OmM), EDTA (0,1 mM).

Los extractosenzimáticossediluyeron hastael punto en el que ~o ~.dproducían

aproximadamente0,2de absorbancia(492nm), al medirlosa los 2 minutos.Dichosextractos

seanadierona pocillos duplicadosquecontenían50 pi de cadainhibidor, y pocillos control

quecontenían50 ~tIde soluciónsalina.La mezclaseincubódurante30 mm. a370(3, excepto

parael casode CINay EDIA queseincubarondurante10 mm.. Posteriormenteseañadióa

cadapocillo 50 gil de unasoluciónde nitrocefina(0,5 mg/mI).
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Se utilizaronencadaensayobetalactamasasdereferenciaTEM- 1 obtenidasdeE. coil

o de H. influenzae procedentesde la coleccióndel cepariodel Servicio de Microbiologiadel

Hospitalde la Princesa.

3.5.3.2.1.Determinación cualitativa.

Seconsideróqueexistíainhibición enanchoalos 2 mm. no sevisualizabael cambiode

color de la nitrocefinaen los pocillos coninhibidor, comparándolocon el pocillo control.

3.5.3.2.2. Determinación cuantitativa.

Se detem¡inóel % de inhibición de los extractosenzimaticosque conteníanlas

betalactamasas.Se calculéde la siguientemanera:

• 10041,00- (A~ pocillo coninhibidor/A~ pocillo control))

La lecturadelas absorbancias(A~) serealizóa los 2, 5 y 10 mm. y posteriormente,

a intervalosde 10 mm. hastalos 40 mm. totales.

Cuandoel máximoporcentajede inhibiciónsuperabael 25%secalculéla pendienteo

tasa de disminución de la inhibición, para diferenciar aquellasenzimas con porcentajes

similarescuyainhibición sólamentevahabaconel tiempo. Secalculódela siguienteforma:

• Máximo% deinhibición-%de inhibicióna 10 min./10

Paraestudiarla reproducibiidadse probaronlos controlesrepetidamenteentre2 a 8

vecesen díasdiferentes.El restode extractosseestudiaronporduplicado.
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3.5.4.Perfil de hidrólisis.

Las betalactaniasassecaracterizaronmediantela determinacióndel perfil de hidrólisis

devariosbetalactámicos,utilizandodosmétodos:

3.5.4.1 Ensayomicrobiológico.

Se siguió el protocolo de Paton y col. (1993). El estudio se realizó a partir de

extractos enzimáticos. Como extractos control se utilizaron aquellos que contenian

betalactamasasconocidas(OXA-2 y TEM-1). Los extractosseutilizaron crudos,diluidosa

1:2, 1:4 y a 1:8. SegÚnel antibióticoaestudiarseutilizaroncomocepascontrolde hidrólisis

S. aureusATCC 25923 o E. coh ATCC 25922.

Seestudiólahidrólisis de los siguientes9 antibióticosbetalactániicos:

• ampiciina, cefazolina (CFZ), oxacilina (OXA), carbenicilina (CARB),

cefúroxima(CXM), cefotaxima,ceftazidima,imipenemy meropenem.

La cepacontrol sesembróen una placade agarMueller-Hinton y secolocóun

disco del antibióticoa estudiar.En la zonaperiféricade sensibilidadde dicho antibiótico

se colocarondiscos de papelde filtro impregnadoscon 15 pl del extracto enzimático

puro y diluido. Lasplacasseincubarona 370C durante18 horas.Se observóhidrólisis

del antibióticocuandoexistíacrecimientode la cepacontrol dentrode la zonaesperada

de inhibición.
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3.5.4.2Ensayoespeetrofotométrico.Determinacióndela <ECtMJ<Ld enzimóticaespec(fica.

Se determinóla actividadenzimáticaespecífica(1’), expresadaen gimolesde enzima

quehidrolizanel antibióticopor cadaminuto, al incubarlosa 300<?. Al referirestafórmulaa

los mg de proteínaseexpresóen Unidades(U). Seestudióla hidrólisis de las betalactamasas

respectoa la cefaloiidina(LOR) o bencilpenicilina(PEN).

Secalculósegúnla siguientefórmula:

V= (AAImin x min/AAtotal) x NImgproteína

donde,LxAlmin esel cambiodeabsorbanciaproducidoporcadamm.,

AAtotal esel cambiodeabsorbanciaproducidohastala hidrólisistotal,

N esconcentraciónmolardel extractoenzimático.

El antibióticoquepresentanmayoractividadhidrolítica seconsiderócomoel 100%,

de modoquesepudocalcularla actividadhidroliticade otrosantimicrobianos,expresandosu

actividadenzimáticaenporcentajerespectoal consideradoel 100%.

Ademásde la hidrólisis de cefaloridinay bencilpenicihinaseestudióla hidrólisisde los

siguientesantibióticos:

- Cefotaxima,ceifazidima,imipenem,meropenem,carbenicilinay oxacilina.

Se empleó la concentraciónde 100 pM para todos los antibióticos, excepto en

algunoscasosdondeseutilizó cefaloridina 1 mM, bencilpeniciuinaa 1000 pM, y 60 pM para

mpenem.

Los extractosseestudiaroncrudos,siempreque se tratarade cepasquepresentaran

unasolabetalactamasa.
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3.5.5.Estudio del caracter inducible/constitutivo de las betalactamasascroniosómicas.

Se estudióla producciónde betalactamasasinducibles de clase1, en aquellascepas

betalactamasa(positiva) con perfil de resistenciade tipo 1. Se utilizó un aislamientode

Serrana marcescensde la colección del Hospital de la Princesa, como cepa control de

produccióndebetalactamasasinducibles.Se aplicarondosmétodos:

3.5.5.1.Pruebadesinergia dedobledisco.

Sesembróun inóculode 0,5 deMacFarlandde la suspensiónbacterianaen unaplaca

de agarMueller-Hinton. Se colocóun discode cefotaxima(30gg),y aunadistanciade 1,5 a

2 cm secolocóun discodecefoxitina(30~tg).trasla incubacióna 3 50Cdurante18 horas,se

consideróque el aislamientotenía una betalactamasainducible, si el radio de inhibición

alrededor de la cefotaxima se achatabaen la zona más próxima al disco de cefoxitina

(Sanders, 1979;Livermore, 1996).

3.5.5.2.. incorporacióndeinductor«lagar.

Se prepararonplacasde agarMueller-Ninton con y sin imipenem(0,06 mg/1) Se

inocularonlas placas(dosporcadacepa)conunasuspensióndelaislamiento,diluido hastael

punto de producir crecimientosemiconfluente(0,5 MacFarland).Se aplicaron discos de

cefotaxima(30 ¡tg) aambasplacasy seincubarona 350C durante18 horas.Semidieronlos

halos de inhibición del antibiótico. Se observabainducción si existía una reducción del

diámetrode inhibición mayorde 3 mmen las placasquecontenianimipenemcomparadocon

lasplacasqueno conteniandichoantibiótico(BSAC Work Party, 1991).
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3.5.6.Estudio de la hiperproducción de hetalactaniasascromnosómicas.

Para poner en evidenciala hiperproducciónde betalactamasascromosómicasse

siguióel protocolodeMedeirosy col. (1985)con modificaciones(Roy, 1989;Roy, 1990).Se

seleccionaroncepascon distintosnivelesde resistenciaacefalospotinasde 33 generación que

ademáseranbetalactamasa(positiva).Estatécnicase basabaen controlar simultáneamente,

paracadacepa,el tiempo de hidrólisis de la nitrocefina,enun cultivo de 18 horasen medio

liquido (BHI), y del cultivo tratado previamentecon aztreonam(1 pM), o con ácido

clavulánico(10 pM).

Se midió el tiempo de hidrólisis, es decir el tiempo que tardabaen producirseel

cambio de color amarillo arojo ladrillo, considerándosepositiva la hidrólisisdetectadaantes

delos 60 seg.

Se considerabaque existía hiperproducciónde betalactamasascromosórnicas,si se

producíala hidrólisis en el pocillo de ácido clavulánico,generalmenteen un tiempoinferior a

15 seg.,perosi no seproducíahidrólisis enel pocillo de aztreonam.

Si se producía hidrólisis en ambos pocillos, se considerabala presencia de

betalactamasasplasmidicasjunto a la hiperproduccióndebetalactamasascromosómicas.
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3.5.7.Localización genéticade las posiblesnuevasbetalactamasas.

3.5.7.L Estudiodeplá~mido&

Se estudió la presenciade plásmidos en aquellas cepasque presentaron nuevas

betalactamasas,con el fin de llegara sucaracterizacióngenética.

• Extracción & ADNp¡asmidico.El ADN plasmidicoseextrajo siguiendoel protocolode

Harsteiny col. (1990)con ligerasmodificaciones.Se resuspendióel crecimientobacteriano

correspondientea la extensiónde mediaplacade agarBI-ll, incubada18 horasa 3Q0 C, en 3

ml de NaCí 2,5 M - EDIA 10 mM (pH 8,0). Se centrifugó 15 miii. a 2500 g, se

resuspendieronlascélulasen 900 gil de sacarosa20%-Tris50 mM - EDTA 10 mM (pH 8,0),

0,5 inI de CTAB (0,5,%) (bromurode cetil-trimetil-amonio)y 0,5 ml deTriton X-100 (1%).

Se uncubó 15 miii. en un bañoa 560C y secentrikgó a 33000 g 45 mm. a200 C, en una

centrifugaSorvall. Se separóel sobrenadantey se añadieron5 ml de CTAB (0,5%). Se

incubóenhielo 10 miii. y secentrifugó15 mm. a2500g. El precipitadosedisolvió en 250 gil

de NaCí 2,5 M - EDTA 10 mM (pH 8,0) y 500 i.tl de TE 10:1 pH 8,0. Se añadió3 V1 de

ARNsa (500 hg/ml) y seincubé30 miii. a 370<?. Las proteínasfUeron extraídascon fenol-

cloroformo-alcoholisoamilico (2 veces),y el ADN plasnildicose precipitécon un volumen

igual de isopropanol.Se centrifUgó,sedejó secary sedisolvió en 60 gil de agua destilada

estéril.

La electroforesisse realizó en gelesde agarosa0,7% en tampónTBE 0,5X. Se

añadieron20 gil de muestracon 5 gil de tampónde cargaen cadapocillo. Las condicionesde

electroforesisfUeron ¡8 horasa30 V. Las bandassecompararoncon otrasde pesomolecular

conocido(plásmidosdeE.ccli 1145 e1148).
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3.5.72. Curado deplásmido&

Esteestudio serealizó con el fin de demostrar el papel de ciertos plásmidos en la

resistenciaantimicrobianadeAcinetoijacter.

Sesiguió un protocoloqueutiliza bromurodeetidio, en dilucionesdoblesseriadasde

16 a 1024mgl, comoagentecurante. A partir de un cultivo de 18 horasenBHI, serealizó

unadilución al 1/100y éstaseinoculóen un medio líquido (LB), queconteníacadaunadelas

dilucionesde bromurode etidio. Se incubarona 370C durante 18 horas. El medio con mayor

concentraciónde bromurode etidio y con crecimientobacteriano,sediluyó de nuevohasta

conseguirun recuentoaproximadode 200-300col/placa, al resembrarloen agar Mueller-

Hinton. Las coloniascrecidassereplicaroncon un terciopeloestéril en placasde agarcon y

sin antibiótico. Se consideró que, las coloniasque sólo habíancrecido en las placas sin

antibiótico, habíanperdido algún plásmido de resistenciaa dicho antimicrobiano(Arthur,

1985).

Se comprobóla pérdidadel plásmido de resistenciamediantela comparaciónde su

perfil plasmidicocon el de la cepaparenteral.Al mismo tiempo sedeterminóla CMI para

comprobarla disminuciónde la resistenciaantimicrobianatras la pérdidadel plásmido, y se

determinóel pI parademostrarla ausenciade labetalactamasacodificadapordicho plásmido.
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3.6. ALTERAClONDE LA PERMEABiLiDAD DE LA MEMBRANA EXTERNA.

3.6.1.Perfil de proteínas de membrana (OMPs).

• Extracciónde lasproteínasdemembranaexterna.

Se siguió el protocolode Martínez-Martínezy col. (1996). El crecimientode las

cepasserealizóa partir delcultivo en medio sólido agarMueller-Hinton. Sesembraron4 a 5

coloniasen 5 ml decaldoMueller-Jilinton,queseincubóa370<?durante18 h en agitación. Se

inocularon36 ml de caldoMueller-Huntonprecalentadoa 37~<? con 4 ml del cultivo anterior,

que se uncubó durante4 h, a 370C. Las bacteriasse pusieronen un bañode hielo y se

centntgarona 4000 g durante15 mm. a 40C. Se lavaroncon 20 ml de NaPO
4 lOmM (pH

7,2)y seresuspendieronen5 ml del tampónanterior.

• Solubilizaciónde las membranascelulares.

La suspensiónbacterianase sonicó durante 5 pulsos de 60 segundoscada uno

(manteniendo60 segundosde descansoentrecadapulso) con frío constante.Posteriormente

se comprobó el descensode la turbidez de la suspensión,midiendo la disminución de la

absorbanciaa 650 nm. La suspensiónse centrifugóa 4000 g durante 10 mm. a 4
0C y el

sobrenadantesecentrifugóa 13.000rpm durante45 miii. a40C. El sedimentoseresuspendió

con2 ml de sarkosylal 2%y sedejóatemperaturaambientedurante30 mm. (Filip, 1973).Se

centnñzgóa4.000g durante30’ y a 40<? y el sedimentoseJavócon 750 u1 deTris 0,0625M

(pH 6,8). Se resuspendióen unos 80 gí de Tris 0,0625 M pH (6,8). Las muestrasse

mantuvieroncongeladasa-300C.
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• Determinación de la concentracióndeproteínas.

Laconcentraciónde proteínassetituló siguiendoel métododeBradford(1976).

Para determinarla concentraciónde proteínasmásadecuadaquepermitierala visualizacióny

mejor discriminaciónde los diferentesperfiles de OMPs, serealizó la electroforesiscon 4

muestrasutilizando 3 concentracionesdiferentesde cadauna(1, 2 y 5 gig en 2 muestrasy 1, 5

y 10 gig en otras2 muestras).

• Preparaciónde las muestrasycargadelgel.

Sepreparóun volumenfinal de muestrade 20 gil paracargaren cadapocillo del gel.

Paraello seañadióa 10 ííl de cadamuestra,8,5 gil de tampónde muestra2X (TRIS 0,0625

M pH 6,8, glicerol al 10%,SDS2%), 0,5 gil de soluciónde azulde bromofenol0,1%y 1 gil

de 2-mercapto-etanolal 10%.Las muestrassehirvierona 100 CC durante5 miii.

• ElectroforesisengelesdepoliacrilamidaconSDS(SDS-PAGE).

El análisiselectroforéticodelas proteínasde membranaexternamediantegelesSDS-

PAGE. Se realizó con una concentraciónde poliacrilamida al 14% (acrilamida 30o/o~

bisacrilamida0,8%)parael gel separador,y de 6%parael gel superior,utilizandoel tampón

deLaemmli (Laemmli, 1970).

La electroforesisserealizóencubetasMini-proteanII celí deBio-Rad,aplicándoseun voltaje

de 120 V durantelh. Seutilizó un marcadorde pesomolecular“no teñido” estándar,que

incluíaproteínasde 6,5 a 200 kD. El marcadorse preparóde igual modo quelas muestras

para la electroforesisSDS-PAGE. Los geles se tiñeron con una solución de azul de

Coomassiedurante30 mm. y sedestiñeronconunamezclade metanol: agua:ácidoacético
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glacial 525:1 durante2h aproximadamente.Los geles se secaronempleandoel sistema

comercialDryEase, (NOVEX, SanDiego) durante12fr y posteriormentesefotografiaron.

• Observacióndelperfil de OMPs.

El perfil de bandasde OMPs secomparóvisualmente. Se establecióel pesomolecular

de las OMPs principalesmediantesu comparacióncon el pesomolecularde las bandasdel

marcadordepesomolecular.
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Resultados

4.1IDEAUIFICACIÓNDELOSMJCROORGANISAIIOSMEDIANTEMETODOS

FENOTÍPICOS.

4.1.1. SistemaAPI 20 NE.

En la figura 4.1 sepresentaunafotografia del sistemaAPI 20 NE como sistema

de identificacióndeAcinetobacterbaumannil.

Todos los aislamientosde esteestudiose identificaronmedianteel sistemaAPI

20 NL como Acinetobacter baumannh. Sin embargo, existen diferencias en los

porcentajesde positividad paracadauna de las pruebasbioquímicasempleadas.En la

tabla4.1 se presentael porcent~ede aislamientosdel estudioque producenuna reacción

positivaparacadapruebabioquímica.Sepuedeapreciarquela totalidadde las cepasasimilan

malatoy caprato.

La tabla 4.2 representalas pruebasbioquímicascon resultadonegativo para la

totalidaddelos microorganismosestudiados.

4.1.2. Hemólisisy Temperatura de crecimiento.

Mediantela produccióno ausenciade hemólisisen agarsangre,y el crecimientoa

las diferentestemperaturasde 30, 37 y 440 C, seconfirmóque el total de los aislamientos

de esteestudiopertenecenal complejoAcínetobactercalcoaceticns-baumannii.
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Tabla4. 1.

Porcentajedepruebaspositivasporel sistemaAPI 20 NE.

y y

Asimilacióndemalato 156 (lr/0)

Asimilacióndecaprato 156(100%)

Asimilacióndefenil-acetato 155 (99,3%)

Asimilación dc arabinosa 154(98,7%)

Asimilacióndeadipato 123 (78,8%)

Asimilaciónde citrato 98 (62,8%)

Asimilacióndeglucosa 62 (39,7%)

Asimilacióndegluconato 5 (3,2%)

Asimilacióndc maltosa 3 (1,9%)

AsimilacióndeN-acetilglucosamina 1(0,6%)

Asimilaciónde manitol 1 (0,6%)

Tabla4.2.

Pruebasbioquímicascon resultadonegativoparael tota] de los microorganismosestudiados.

Reducciónde nitratosa nitritos

Reduccióndenitratosa grupoazo

Formaciónde indol

Fermentaciónde la glucosa

Arginina hidrolasa

Hidrólisisdelaesculina

Hidrólisis de la gelatina

jVgalactosidasa

Asimilaciónde manosa
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4.2. ESTUDIOSDEUPADO.

4.2.1. Métodosfenotípicos.

4.2.).! BiotipadaporelsistemaAPi 21)NL

Medianteel biotipadocon el sistemaAPI 20 NL seencontraron14 biotiposdiferentes

entrelos 156 aislamientosestudiados.Cientotreintay seisaislamientos(87,1%)seincluyeron

en 3 biotipos mayoritarios:(0001073con 78 aislamientos,0041073con 31 aislamientosy

0041053con 27 aislamientos).En cadauno de los 11 biotiposrestantesseincluyeronde 5 a

1 aislamientos.En lastablas4.3 y 4.4 sereflejanestosdatos.

4.2.1.2. Biotipado porel sistemade Bou vdy (Yrimont.

Mediante el biotipadosegúnel métododescritopor Bouvet y Grimont (1987) se

encontraron11 biotiposdiferentesentrelos 156 aislamientosestudiados.Noventay nueve

aislamientos(63,4%)seincluyeronen el biotipo 1, veintinueve(18,5%)en el biotipo 8, y seis

(3,8%) del total de aislamientosse incluyeron en el biotipo 9. De maneraminoritaria se

obtuvieronlos biotipos 3, 4, 5, 10, 12, /5, /6, y 18, distribuidos entre los aislamientos

restantes.En la tabla4.5 sereflejanestosdatos.
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Tabla4.3.

Biotiposmayoritariosdefinidosporel sistemaAPI 20NL.

‘BiotiPo Afl.’{~AL4sinientos

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,

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

W136<#7~I%)

78(57,3%)

004 1073

5,9, 10, 12, 14, 18, 26, 37, 40,41,

42,43,51,56,58,76,78,81,83,

85, 86, 89,99, 105, 132, 133, 149,

150, 153, 154, 155

31(22,7%)

004 1053

2,24,29,30,33,49, 53, 55, 97,

111, 112, 124, 125, 130, 131, 135,

136, 137, 138, 139, 140, 141, 142,

143, 146, 148, 156

27(19,8%)
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Tabla4.4.

Biotiposminoritariosdefinidosporel sistemaAPI 20 NE.

1
000 1053 3, 23, 45, 95, 144 5 (25)

0041473 4,25,115,117 4(20)

0001273 66,72 2(10)

0001072 17,31 2(10)

¡ 0000073 16 1(5)

000 1071 92 1(5)

0001173 93 1(5)

000 1473 107 1(5)

0005073 110 1(5)

004 1253 134 1(5)

0000053 147 1(5)
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Tabla 4.5.

Distribucióndelos aislamientosdeAcínetobactersegúnel perfilde biotipadodeBouvety

Grimont(B yo).

bposbtoulp$oZ’ ¡ Ceps TaJ: 156CIO*%>

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, 99 (63,4%)

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

8

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

(3,4,5,10,12,15,16, 18)

24,26,52,53,115, 117,3,14,21,23,20,

25,29,45,49,13, 149, 150, 155,31,92

22(14,1%)
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4.21.3.Perfil deproteínasdemembranatierna (OMPs).

Seobservóun perfil de OMPs muysimilar en todos los aislamientosestudiadosLa

presenciade 3 OMPsprincipalespredominóen la mayoríadelascepas.

El pesomolecular(pm) seaveriguó,primeromediantesu comparaciónvisual con el

patrónde bandasde pesomolecular,y se confirmó posteriormentemedianteun programa

informático.Unade las3 OMPsprincipalesteníaun pm de 42 kD, la siguientede27 lcD, y la

tercerade 17 kD.

Segúnlos patronesdefinidosen el apartadode materialy métodos,la mayoríade

los 55 aislamientos incluidos en este estudio (42 (76,3%)) se agruparon en un mismo

tipo, al que sele dió el número 1. A estetipo pertenecíantodos los aislamientosque

presentabancomo bandasprincipaleslas 3 OMIPs anteriormentedescritas.El resto de

cepas(13 (23,6%))presentabanpatronessimilaresal patrón1, puestoqueen la mayoría

de ellos existíaal menosuna de las OMPs principales,perocon ciertas diferencias,que

les impidió agruparseentresí. Se consideró,por tanto, quecadauna de estas13 cepas

teníaun patróndeproteínasde membranaexternadiferente.

En la tabla4.6 se muestrala distribuciónde las cepassegúnel perfil de OMPs.En la

figura4.11 semuestranlos diferentesperfilesde OMPsobtenidosmedianteSDS-PAGE.
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Tabla4.6.

DistribucióndelosaislamientosdeAcinaobactersegún el perfil de OMPs.

r~j,~,cdnofi4ps. r0te~S%QO0%~

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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4.2.2.Métodos genotípicos.REP-PCR.

• PCi?coniniciadoresrep ¡y rep 2.

En el análisisconrep-PCR.seobservaronpatronescompuestospor 1 a5 fragmentos,

que oscilaban entre 200 y 2000 ph, originando 3 tipos predominantes,que contenían

diferentessubtipos. El restode patronescorrespondíaa tipos no agrupablesentresí (23

tipos). Seapreciaronademásunasbandasde menorintensidad,perono fUeronconsideradas

paradefinir los perfiles. En la tabla 4.? se refleja la distribuciónde los aislamientosestudiados

en los diferentespatronesde bandasobservados.En las figuras4.111-A a 4.llI-D podemos

observaralgunosde los perfilesobtenidoscon PCRutilizando iniciadores rep 1 y rep 2.

- REPRODUCIBILIDAD DE REP-PCR.Al repetir el ensayo con una misma cepa 6 veces

en díasdistintos,seprodujeronligerasvariacionescon respectoa las bandasmenosintensas.

Sin embargo,las bandasmásintensas,quedefiníanel tipo, fUeronreproducibles.

4.2.3.Comparaciónentrelos métodosdctipado.

En esteapartadosepresentanlos resultadosde la distribución de aislamientos

obtenidacon los diferentesmétodosempleados(tablas4.8 a 4.13).De estosresultados

se deduceque, en general se mostró una buenacorrelaciónentre la mayoría de los

métodos fenotípicos y Ja rep-PCR. Por este motivo se consideró a este método

genotípicocomométodode referenciay se utilizó paradiferenciarentregruposde cepas

relacionadasgenéticamentey cepasno relacionadas.
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Tabla4.7.

Distiibucióndelos aislamientosestudiadosporrep-PCR

~ 4~’.t-~A~

t.N’~~2

,,>~

..c>«.x~ ~ ~ A y’ . p. •~‘. r.. ,4’’

Z~kt~Y=0=¿~S x&X~»4?$k4«~ <.< ~

A

Al

A2

1, 6, 8, 16, 22, 32, 34, 37, 39, 44,47,

5 1, 57, 64, 66, 74, 76, 80, 81, 85, 87,

89, 90, 99, 113, 114,118,119,120,

121, 122, 123, 124, 126, 127, 128,

129

7, 9, 10, 11, 12, 13, 15, 19, 20, 26, 29,

35, 41,42,46,55, 56, 58, 59,60,61,

65,69,72, 73, 75, 79,82,83,88, 91,

93, 96, 110,153

36,40,48,62,67,68,70,71,86

37

35

9

B

BI

B2

14, 33, 43, 45, 50, 63, 95, 97, 112,

125, 131, 132, 133, 134, 135, 136,

137, 138, 139, 140, 141, 142, 143,

144, 145, 146, 151, 156

49,111,130

2,3, 18,21,23,24, 27, 30, 148

28

3

9

C 98, 100, 101, ¡04, 105, 107, ¡08, 103 8

D 77,78 2

E 117, 147 2

F,G,H,1,J,K,L,M,N,N,O,P,Q,

KS,T.U,V,W,X,Y,Z,a

4,5,17,25,28,31,38,52,53,54,84,

92,94,102,106,109,115,116,149,

150, 152, 154, 155

23
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Tabla4.8.

Distribucióndelos aislamientossegúnbiotipo API 20 NE y Upadoconrep-PCR.

Distribucióndelos aislamientossegúnel biotipadodeBouvety Grimont (Ey Ci) y rep-PCR.

Distribución delos aislamientossegúnel perfil deOMPsy rep-PCR.

Tabla 4.9.

Tabla4.10.

1
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Tabla4.11.

Distribución delosaislamientossegúnbiotipo API y tipadodeBouvety Grimont(B y O).

Distribución de los aislamientos según biotipo APIy perfil de OMPs.

Distribución delos aislamientossegúnbiotipadode Bouvct y Grimont (E y Ci) y perfil de OMPs.

Tabla 4.12.

Tabla4.13.
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4.2.4. Estudio de los diferentes grupos establecidostras el tipado de los
microorganismos.

Según 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 númerode C. El resto de aislamientos,al presentardiferentespatrones,no se

pudieronagruparporlo queseconsideraroncepasde apariciónesporádica.

En la tabla 4.14 se observa la distribución de los aislamientosen los distintos

genotipos y Servicios del hospital, incluyendo las de procedenciaambulatoria. Se

observa que la mayoría de cepasesporádicasprocedendel ambulatorio,mientrasque las

cepas relacionadasgenéticamenteestán distribuidas en los diferentes Servicios del

hospital. Hay que destacarun mayor predominio del grupo A en la UCI, seguidodel

grupoB.

En la tabla4.15 semuestrala distribuciónde los genotipossegúnel origen de la

muestra.Se observaque la mayoría de cepasrelacionadasgenéticamenteprocedende

muestrasrespiratorias,a diferenciade las cepasde apariciónesporádicadondeel origen

de la muestraesdiverso.
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Tabla4.14.

Distribucióndelos genotipossegúnla procedenciadelos aislamientosdeAcinetobacterestudiados.

lngrend

Genotipo DCI Mffl NRL OTROS ~ AMB- 1 TOTAL

A~A,A1,A2) 60 7 3 11 0 81

B~B~B1,B2~ 18 9 2 6 5 40

C 5 1 0 1 1 8

OTROS 9 2 1 6 5 27

TOTAL 1 94 19 6 25 J 12 ji 156

UCI: UnidaddeCuidadosIntensivos;MAR: MedicinaInterna;NRL: Neurología;AME: origen

ambulatorio.

Tabla4.15.

Distribucióndelos genotipossegúnel origendela muestra.

A{A~ Al, Al) 42 7 8 12 12 81

(B,BI,B2) 10 9 4 2 15 40

U 4 1 1 0 12 8

OTROS 12 9 3 2 1 27

TOTAL 68 26 16 16 30 156

RESP:muestrasrespiratorias;O: orina; SAN: sangre;PUCA: puntadecatéter.

Tipo demuestr

- - Genotipos- ji RESP SAN PUCA OTRAS Jj TOTAL
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4.3. ESTUDIODESENSIBILIDADANT/MICROBIANAin vllro.

4.31. Resultadosdel estudiode la concentración mínima inhibitoria (CMI).

4.3.1.1.Sensibilidadantimicrobianoa betalactámicos.

Los resultadosde sensibilidadantimicrobiana, expresadosen CMb0, CNWo,

intervalo y porcentaje de sensibilidad (%S) a los 15 antibióticos betalactámicos

estudiadosen el total de aislamientos,semuestranen la tabla4.16.

Se observaen general, que los porcentajesde sensibilidada betalactámicosson

bajos.La escasasensibilidadse observa,tanto en las penicilinas(de reducidoy amplio

espectro),como en las cefalosporinasdeY y 43 generación,con unosporcentajesque

rondan, en amboscasos,en tomo al 10-20%. Dentro de las cefalosporinas,sepodría

destacarunamayoractividada ceftazidimay cefepima,con respectoacefotaxima.

Los mayoresporcentajesde sensibilidad correspondena los carbapenémicos,

imipenem, y meropenem(88,4 y 89,1% respectivamente),que presentansimilares

valoresde CMLo y CMI%. Hayquedestacar,sin embargola considerableproporciónde

aislamientoscon elevadaresistenciaa estosantibióticos.

Respecto a las combinaciones de betalactámicos con inhibidores de

betalactamasasno sedemuestrauna significativareducciónde la CMI al realizardichas

asociaciones;únicamente se observauna buena actividad ¡ti vitro en ampicilina-

sulbactam,conun elevadoporcentajede cepassensibles(84,6%).
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Aunqueno disponemosde puntos de corte para establecerel porcentajede

sensibilidada los inhibidores sólos,observamosquelos valoresde CMLo y CMI9o para

ácido clavulánico y tazobactamfUeron elevados, sin embargosulbactammostró una

buena actividad in vi/ro, con valores de CM150 y CMtO muy similares a los de

ampicilina-sulbactam.

4.3.1.2.Sensibilidadantimicrobiana a antibióticosno betalactúmicos.

Los resultados de los porcentajes de sensibilidadaantibióticosno betalactámicos

se muestranen la tabla 4.17. Se observaque colistina mantienesu buena actividad

antimicrobianapresentandounasensibilidaddel 100%.

Los aminoglucósidospresentan bajos porcentajes de sensibilidad, excepto

tobramicinaquemuestraunabuenaactividadin vi/ro.

Otros antibióticoscomo ofloxacino y doxiciclina presentanvaloresde CMI muy

elevados,destacandola muyescasasensibilidadde fosfomicina.
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Tabla 4.16.

Sensibilidadantimicrobianain vitro de Acinetobacter spp. a los antibióticos

betalactámicos.
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Tabla 4.17.

Sensibilidadantimicrobiana¡ti vitro deAcinetobacterspp. a losantibióticosno

betalactámicos.
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4.3.2. Variación de la sensibilidad antibiótica en el periodo de tiempo estudiado.

La distribuciónde los aislamientosen el tiempo semuestraen la figura 4.1V. El

mayornúmerode microorganismos(69 (44%))aparecióen el año 1995.

En las figuras 4.V y 4.VI seobservala evoluciónde la sensibilidada todos los

antimicrobianosestudiados,segúnlos diferentesañosde estudio.En las tablas4.18 a

4.20 semuestranlos valoresde CM150 y CMTI% para cadaantimícrobiano,en cadaalio

estudiado.

Cabedestacar,en generalla disminuciónpaulatinade la sensibilidaden la mayoría

de los antibióticos segúnlos años estudiados,especialmenteen los carbapenémicos.

Tobramicinasin embargomantienesusvaloresdeCMI en los 3 añosde estudio,al igual

que algunosantibióticos de bajaactividadtalescomo rifampicinay azitromicina,Como

excepción,algunosbetalactámicoscomo piperacilina-tazobactamy ampicilina-sulbactam

tienenuna actividadin vi/ro cadavez mayor, llegandoa valorescercanosal 100%para

esteúltimo antibiótico.

4.3.3.Variaciónde la sensibilidadsegúnla procedenciadelos microorganismos.

En las figuras4.VII y 4.VIII secomparanlos porcentajesde sensibilidada todos

los antibióticosestudiadossegúnlaprocedenciade lascepas.

Se observa, en general, una mayor sensibilidad antibiótica en las cepas

procedentesde enfermos de origen ambulatorio, que en las cepas de enfermos

ingresados.
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Tabla4.18.

CMI5dCM1~ (jig/ml) de los antibióticosbetalactámicosprobadosen los diferentesañosde

aislamientodelas cepasestudiadas.

AMP

PIP

TIC

AMC

TZP

TICCL

AS

SULB

CLAV

TAZ

>1281>128

256/1024

64/256

32/64

128/1024

64>128

8/16

4/16

16/32

16/> 128

>128>128

256/512

64/512

>128/>128

128/>256

64/> 1024

2/8

4/16

32/>128

32/>128

>128/>128

64/1024

32/>1024

32/>128

16/256

32/>1024

1/8

1/16

16>128

8/64

Tabla4.19.

CMI5dCMI9o (pg/nii) de los antibióticos betalactámicosprobados en los diferentesaños de

aislamientode lascepasestudiadas.
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Tabla4.20.

CM150/CMI%(vg/ml) de los antibióticosno betalactámicosprobadosen los diferentes

añosde aislamientode las cepasestudiadas.

MC

GN

TO

OFL

FO

DOX

RD

CT

AZIT

64/>128

>128/>128

8/32

16/32

>128>128

128>128

4/8

2/2

3 2/64

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

>1281>128

8/64

4/4

1/2

64/64
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4.4. PERFILESDERESISTENCIA.

Los resultadosde los fenotiposde resistenciaa betalactámicossegúnel criterio

establecidopor el NCCLS de 1998 (criterio A) demostraronel predominio de los

aislamientosresistentesa todos los betalaetámicos,a excepciónde imipenem(68,5%).

En segundolugar destacabael grupo III, al que pertenecenlas cepas resistentes

únicamentea cefalosporinasde tercerageneración(12,8%).seguidodel grupoV, donde

los aislamientospresentabanresistenciaa todos los antibióticosbetalactámicosincluido

imipenem. Los aislamientospertenecientesal grupo 1 y II fUeron minoritarios. Estos

resultadossereflejanen la tabla4.21 y figura 4.VH.

Dentro de los gruposIII y IV hubo un predominiode cepasresistentesa las dos

cefalosporinas(CAZ, CTX). Las cepascon resistenciaa CAZ y CTX (14 aislamientos)

predominaronsobrelas cepassensiblesa CAZ (6 aislamientos)dentro del Grupo III. De

igual modo, en el Grupo IV predominaron 100 aislamientos resistentesa ambas

cefalosporinasfrentea las ‘7 cepassensiblesa CAZ.

Segúnel criterio establecidopor el NCCLS de 1997 para microorganismosno

fermentadores(criterio B), y coincidiendocon el de años anteriores, se observóun

mayorpredominiode cepaspertenecientesal Grupo III (55,1%),seguidodel Grupo IV

(26,2%). De nuevo predominaronlas cepasresistentesa ambascefalosporinas(75

aislamientos)frentea 11 cepassensiblesa CAZ en el fenotipoIII, al igual que en el IV

(100%de las cepasresistentesa CTX y CAZ).

En los Grupos1, II, y y la distribución de las cepasfue similar a la clasificación

de fenotipos segúnel criterio A. En la tabla 4.22 y figura 4.VIII se muestranestos

resultados.
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4.5. ESTUDIODEBETALACTAMASAS.

4.5.1- Deteccióncualitativa de la actividad betalactamasa.

Seobservó,medianteel ensayode la hidrólisis dela nitrocefina, quela mayoría

de los 156 extractosenzimáticosestudiados,presentabanactividadbetalactamasa(145

(92,9%)).Deéstos,el 95,8%dieronla reaccióndela nitrocefrnapositivaen un máximo

de 2 minutosy sólamente6 extractostardaronentre3 y 5 minutosen dar la reacción

positiva (tabla4.23).

Tabla4.23.

Distribuciónde los extractosenzimáticossegúnla actividadbetalaetamasamediantela

pruebade la nitrocefina.

4.5.2.Determinación del pI mediante isoelectroenfoque.

En la determinacióndel pI por isoelectroenfoque,seobservóque, la mayoríade

los extractosenzimáticosNCF(+) (143)presentaban1 o variasbandasde pI. Unicamente

en 2 extractosNCF(+) no sedemostróningún pi. Al mismo tiempo, se observacómo
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estosextractostardaronun tiempomayoren dar la NCF(+)quelos demás.En las tablas

4.24 y 4.25 se observala relación de extractosque aún siendo NCF (+), pueden

presentaro nó bandasde pi, y la relaciónconel tiempo en positividadde la reacciónde

la nitrocefina.

• EntreaquellosextractospI(±)seobservóque el 87,4%presentabanunaúnica

bandade pi superiora 8. Utilizando gelesde poliacrilamida, con un rangode anfolitos

másestrecho(5,5 - 8,5), seintentó definir el pI lo másexactoposible. De estemodo se

dividieron los extractos enzimáticos anteriores en los grupos a y b (tabla 4.26),

correspondiendoal grupoa(72%), aquellosextractosquepresentabanel pl máscercano

al cátodo(pI 8,5). Al grupob (28%), pertenecieronaquelloscon pl inferior a 8,5 pero

superior a 8. Según el pI observadoen ambos grupos, se sugirió la presenciade

betalactamasascromosómícastipo cefalosporinasaen estosextractosenzimáticos.

• Un sólo extractoenzimático(0,69%)presentó2 bandasde pI. Unade ellasse

correspondíacon la de las cepasdel grupoa, mientrasque la otrabandapresentóun pI

de 5,4. Estos datosparecenindicar la presenciade una cefalosporinasacromosómica

junto aunabetalactamasaplasmidicatipo TEM- 1, en dichoextractoenzimático.

• En dieciseisextractosenzimáticos(11,1%) se observó la presenciade una

bandaprincipal de pl en tomo a 7,7, que aparecíajunto a 3 bandassatélites(2 de ellas

conpisalgo inferioresy una3~ bandacon pi próximo a8) (figura 4.XI).

• Un único extracto(0,69%)presentabaun pl de 6,8-7,junto a2 bandassatélites

depI algoinferior.

151



Resultados

Tabla4.24.

Comparacióndela pruebadela reacciónde la NCFconel pI de los extractosenzimáticos.

Tabla4.25.

Relaciónentreel pI y tiempode positividadparala pruebade la nitrocefina.

Distribucióndel pI en el total de extractosenzunáticosestudiados.

PI u

u

pI 8,5 <‘a) 90(72%)

pI 8-8,5 (b) 35 (28%)

pI 5,4 1 (0,690/o)

pl 7,7 16(11,1%)

pI 6,8-7 1 (0,690/o)

TOTAL 143 (100%)

)rtnntet0pl(tft
.1’

Tabla4.26.

¡52





Resultados

4.5.3.Caracterización delas betalactamasas.

4.5.3.1. Determinacióndelperfil inhibitorio.

4.6.31.1.Perfil inhibitorio mediante isoelectroenfoque.

Con el fin de hacer una caracterizaciónpreliminar de las betalactamasas

anteriormentedetectadas,seescogióun extractoenzimáticorepresentantedecadagrupo

con diferente pi, y se repitió la técnica de isoelectroenfoqueañadiendosustancias

inhibidorasde pI. Seobservóque las bandasde pi superioresa 8 (gruposa y b) no se

inhibíanporácidoclavulánico,aunquesí porcloxacilinay sulbactam.La bandade pI 5,4,

seinhibía por ácidoclavulánicoy sulbactam,perono porcloxacilina. Los extractosque

presentabanbetalactamasascon pi próximos a 7,7 y a 6,8 no se inhibían ni por ácido

clavulánico,ni porsulbactamni porcloxacilina.

4.6.3.1.2.Perfil inhibitorio mediante un ensayo cromagéníco (Determinación

cualitativa>.

Comométodoconfinnatorioal anteriorseescogieron87 extractosenzimaticosy se

determinóel perfil inhibitorio de maneracualitativa,segúnel métodoespectrofotométricode

Papanicolauy col. (1990).

Seobservóquela mayoríade los extractosestudiados(84 (96,5%))correspondíana

betalactamasascromosómicas,puestoqueseinhibíanpor cloxacilina, sulbactamy aztreonam,

pero no porácidoclavulánico.Asimismolas 2 cepasenlas queno seobservababandadepI,

perosí actividadbetalactamasamediantela hidrólisisde nitrocefina,mostraronel mismoperfil
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de inhibición que las demáscefalosporinasascromosómicas,por lo quefueron incluidasen

este grupo. Un único extracto (1,1%) mostrabauna clara inhibición por sulbactamy

aztreonam,no se inhibía por cloxacilina, y no presentabauna clara inhibición por ácido

clavulánico.Esteextractocorrespondíaa la cepaque, mediantela determinacióndel pI había

mostrado2 betalactamasas:unaenzimatipo TEM-l y otraceiblosporinasa.Porestemotivo

seexplicaronlos resultadosde perfil deinhibicióncontradictoriosenesteextracto.

Dos extractosenzimáticos(2,2%) presentabanun perfil inhibitorio desconocido,ya

queno mostraroninhibición porninguno delos betalactámicosestudiados.En la figura 4.XIiI

seobservaun ejemplode la inhibición de la mayoríade los extractospor cloxacilina(color

amarillo),y la ausenciadeinhibiciónporsulbactamy ácidoclavulánico(colorrojo).

Estos resultadosconfirmaronlos resultadosdel apartadoanterior,y permitieron

clasificarlasbetalactamasas,segúnel esquemadeK. Bush(1995),en 3 grupos:

- Cefalosporinasascromosómicas.ClaseC, grupo 1.

- Enzimasplasmídicastipo TEM-1. ClaseA, grupo2b.

- Nuevasbetalactamasas.

Al mismo tiempo, sepudo estudiarla distribución de las betalactamasasen los

aislamientosclínicosdeestetrabajo,cuyosresultadosserepresentanen la tabla4.27.

Tabla4.27.

Distribuciónde las betalactamasasen los aislamientosclínicos deAcinetobaeterspp.

Bctalactamasas

Cefalosponnasas(Csas)(pI>8)

Csas(pl >8)±ThM-1 (pl 5,4)

Nuevasflisas(pl 7,7)

TOTAL 156(1(10)
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4.5.3.2. Caracterizacióndebetalactamasascromosómica&

Unavezencuadradasla betalactamasasen los diferentesgrupos,deacuerdocon los

resultadosanteriores,se procedióa estudiarcon más profundidad las betalactamasas

cromosómicas,mediantela determinacióndel perfil inhibitorio de maneracuantitativay

medianteel estudiodel perfil de hidrólisis.

4.5.3.2.1.Perfil deinhibición delas betajactamasascromosómicas.

De los 84 extractosenzimáticosquemedianteel pi y el perfil de inhibición habían

mostradoúnicamenteactividadcefalosporinasa,seescogieron40 extractosparaestudiar

el perfil inhibitorio de manera cuantitativa,

4.5.3.2.1.1.Deternúnadóncuantitativa.

Se determinóel porcentajedemáximainhibicióndelasbetalactamasas.

• Renroducibilidad

:

La representaciónde los resultadosde inhibición porácidoclavulánico,cloxadiinay

sulbactamparalos enzimasde referenciaTEMA seobservanenlatabla4.28.

Tabla4.28.

Perfil inhibitorio delos enzimasdereferenciaThM-l, expresadocomola mediadeporcentajesde

maxunainhibición

Origen~4actannsa Ácidoclavulñnico Cloxacilina Sulbactam

II. influenzae 86,5 11,8 85,2

E. cok 84,5 17,4 84,3
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4.5.3.2.1.2.Móxhnoporcentajedeinhibición.

La mayoríade las betalactamasaspresentaronun máximo porcentajede inhibición

entrelos 2 y 5 minutos. Estosresultadosdemuestranuna gran similitud entre ellas. Los

valores de máxima inhibición no superaronel 45% en ningún extractoenzimático. Todos

ellos mostraronunainhibición para cloxacilina, sulbactamy aztreonanientre 80-90%.Los

máximosporcentajesde inhibición paraCINay EDTA frieron inferioresal 30% en todoslos

casos.En las tablas4.29 y 4.30 semuestrael perfil de inhibición de algunasbetalactamasas

cromosómicasprocedentesde cepascondiferentegenotipo,expresadocomoel valor medio

delmáximo porcentajedeinhibición.

Seestudióla variaciónde la inhibición con el tiempo, expresadamedianteel valor de

“pendiente”, paraaquellasenzimasque presentaranun porcentajede inhibición superioral

25%en algunodelos inhibidores;de estemodo sepodíandiferenciarlasbetalactamasascon

porcentajesde inhibición muysimilares.En las tablas4.31 y 4.32 secomparanlas diferencias

entre los perfiles de inhibición (mediantela pendiente)y pI de algunasbetalactamasasde

cepascon diferentegenotipo.En lasfiguras 4,XIH y 4.XIV se ofrecenalgunosejemplosde

variaciónde la inhibiciónconel tiempo.

Sepuedeobservar,en generalunarelaciónentreel pl acon una“pendiente”superior

a 0,3 para cloxacilina y aztreonam,dentro de las cepasagrupadasgenotípicamente.Sin

embargolas cepasno agrupablesno muestranrelaciónentreel pi y perfil deinhibícion.
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Tabla4.29

Perfilesdeinhibiciónde betalactamasascromosómicas

.

~‘.‘ <..

Resultados

tt~túyxtr”’~-’’ “~- ~ ‘t*

93,6

8

838

.‘..‘..“‘-- -.-.~‘-“ ~ *.~ ~ez~&~
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S,.Z42~S~.

19893,2

94 82 94 116 10

93,4 884 93,9 12 16

90,4 91,4 91,4 15,9 15,9

93,4 87,7 92,9 15,5 36

93,7 90,8 94,8 10,8 14,4

82 80,4 88,8 18,4 15

%‘ ~ C 13,6 96,3 82,1 94,2 ¡0,8 14,4

C 12,8 94,4 87,2 95 11,6 15,8

Tabla4.30.

Perfilesdeinhibicióndebetalactamasascromosómicas.
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4.5.3.22PERFIL DE HIDRÓLISIS.

Este estudiose realizó con los extractosenzimáticoscrudos,obtenidosde los

aislamientosincluidos en el estudiode determinacióndel perfil de inhibición.

4.5.3.2.2.2.Método microbiológico.

•Todos los extractos enzimáticos crudos que presentaban actividad

cefalosporinasamostraronhidrólisis porlos siguientesantibióticosbetalactámicos:

- Ampicilina, cefazolina,ceibroxima,cefotaxima.

•Ningunode los extractosestudiadosmostróhidrólisis de:

- Ceflazidima,carbenicilina,imipenem,meropenem.

Mediante estosresultadosse demostróque las cepasincluidas en el estudio

mostrabanunaclaraactividadcefalospo¡inasa,queno afectabanapenasa las penicilinas,

ni a los carbapenémicos.Los resultadosde estetrabajo seconfirmaroncon el método

espectrofotométrico.

4.5.3.2.2.2.Métodoespectrofotométrico

Se seleccionaron16 cepasde las incluidas en el estudio del perfil inhibitorio

cuantitativo,quecorrespondíana aislamientosde diferentepatrónde genotipado,que a

su vezpresentabandiferentesperfilesde resistenciaabetalactámicos.
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Se calculó la actividadenzimáticaespecífica(expresadaen U) haciacefaloridina

(LOR) y bencilpenicilina (PEN). Al antibiótico que presentarala mayor actividad

hidrolítica se le adjudicó el valor del 100%. El perfil de hidrólisis hacia el resto de

antimicrobianosse expresóen porcentajede hidrólisis con respectoal antibiótico que

representabael 100%.

Algunosextractosenzimáticosmostraronla hidrólisis haciacefaloridina 100 gM,

mayor que hacia bencilpenicilina,por lo que sele dió a dicho antibiótico el valor del

100%. En otros extractosseutilizó una concentraciónsuperiorde cefaloridina(lniM)

para demostrarla actividad cefalosporinasa,ya que a concentracionesinferiores se

observabauna actividadenzimáticahaciabencilpenicilinasuperioral 100%. Dentro del

grupo de cepas relacionadas genéticamentepredominó este último grupo de

cefalosporinasasqueteníanen comúnel mismotipo depI a, sin embargodicharelación

no sepudoestableceren las cepasno relacionadasgenéticamente(tablas4.33 y 4.34).

En la tabla 4.35 se muestranlos valores de actividad enzimática específica

reflejadosparadiferentesantibióticos,expresadoscomo porcentajede hidrólisis respecto

a la cefaloridina.Medianteesteensayono sepudo demostrarla hidrólisis de cefotaxima,

aunquesí se confirmó la ausenciade hidrólisis de ceflazidima,carbenicilina,imipenemy

meropenemdemostradapreviamenteporel métodomicrobiológico.
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Tabla4.33.

Distribuciónde lascepasgenéticamenterelacionadassegúnla actividadhidrolíticade

bencilpenicilinay el pI.

100-150%hidrólisisPENt

II
<100% hidrólisis PEN*

pl a (>8,5) 44,32, 90, 50, 98

pI b (8-8,5) 86 55, 107, 144

* Seconsiderala hidrólisis de cefaloridina 100
1iM como el 1000/o.

Tabla4.34.

Distribución de las cepas no relacionadas genéticamente según la actividad hidrolítica de

bencilpenicilina y el pI.

100-150% hidrólisis PEN* ¡ <100% hidrólisis PEN
t

pía (>8,5) 149, 152 150, 155

28

1

1

* Se considerala hidrólisisde cefaloridina100 .iM comoel 1000/o.

1

1

1

pl b (8-8,5)
1

1
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4.5.3.23.~4RAUTERINDUcTOR/CONSTITUTIVO DE LASBETI4LACI’AMASAS

CROMOSÓMICAS

Para este estudio se seleccionaron cepas que presentaran cefalosporinasas

cromosómicas(pI >8, inhibición porsulbactam,cloxacilinaperono por ácidoclavulánico),y

pertenecierana los fenotiposderesistencia1 o II (sensiblesacefalosporinasde 3~ generación).

Ademásse incluyeronalgunascepasque, aunqueperteneciendoal fenotipoIII, presentaban

bajonivel de resistenciaa cefalosporinasde 3~ generación,y seconsiderabansensiblesporla

técnicade difusiónen disco.Enla tabla4.36 se representanlos aislamientoselegidos,junto al

valor deCMI quepresentana las cefalosporinasestudiadas.

Tabla4.36.

Relacióndecepaselegidascon suscorrespondientesvaloresde CMI acefalosporinasde 3~

generacion.

wll4In{n1$íI44l8o~B4I94~x41I 152

416 8j16 1618188 864

No seobservóla presenciade betalactainasasinduciblespor el métodode sinergiaen

doble disco, ya que no hubo achatamientode los halosde cefotaxima, ni tampocopor el

métodode incorporaciónde inductoral agar.Seobservósin embargoquela cepacontrolde

inducción de betalactamasa(Serradamarcescens),producíaun achatamientodel halo de

cefotaxima ante la proximidad del halo de cefoxitina. Se confirmó la presencia de

betalactamasainducible en la cepacontrol por el método de incorporaciónde inductor al

agar,ya queel halo de inhibiciónde cefotaximaeramayoren la placaconimipenemqueen la

placa sin antibiótico, a diferencia de las cepasde Acinetobacter,donde no se observaban

diferenciasen los respectivoshalos de inhibición de cefotaxima (en las placas con y sin
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ñnipenem).En la figura 4.XV se observala ausenciade inducciónde betalactamasapor el

método de incorporaciónde inductor al agar, en un aislamientode Acinetobacter,y la

presenciadebetalactamasasinduciblesenlacepacontrol.

4.5.3.1.4.HIPERPRODUCCIÓNDEBETALACTAMASA CROMOSÓMICA..

Para realizar este estudio, se escogieron23 cepas, 20 de ellas con actividad

cefalosporinasaya caracterizaday procedentesde diferentes genotipos, y el resto con

diférentesbetalactamasas(cepas38 y 113, con cartapenemasas,103 con cet~1osporinasay

enzima TEM- 1), que se utilizaron como controles negativos de hiperproducciónde

betalactamasas.Un 47,8% del total de las cepas(11123) mostraronhiperproducción,y un

52,1%no lo mostraron.La mayoríade lascepaspositivaspertenecíanal perfil de resistencia

tipo IV, y algunasal fenotipoIII. En cualquiercaso,todas las cepaspresentabanresistenciaa

las cefalosporinasde 30 generación,generalmentede alto nivel. Unicamente3 cepaseran

sensiblesa ceflazidima,aunqueresistentesacefotax¡ma.

Las cepasque no mostraron hiperproducción de betalactamasas,pertenecíano bien al

grupo 1 o a] grupo III o IV. En la mayoria de los casos,eran sensibleso presentaban

resistenciade bajo nivel (valores de CMI intermedio),a las cefalosporinasde 38 generación

(cefotaximay ceflazidima).

Unicainente2 cepasno hiperproductorasde betalactamasaspresentaronalto nivel de

resistenciaa ceftazidima,una de ellas era sensiblea cefotaxima.Estatécnica fUe negativa

ademásen las 2 cepasportadorasde carbapenemasas(cepas113 y 38), asícomo en la cepa

103 que presentabasimultáneamente2 betalactamasas(TEM-l y Cefalosporinasa).Estos

datossereflejancon mayordetalleen lastablas4.37y 4.38,
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Tabla4.37.

Comparaciónde los valoresdeCMI acefalospoxinasde V generación,en diferentescepas

quepresentanhiperproduccióndebetalactainasas.

71 54 ‘149-.¡101

mit_wút____
128 >128 32 64 128 >128 >128 128 32

(CMI, WJ>

lOd 1W

128 16

CAZ

<~M~mg!»

16 64 8 16 32 >128 64 32 8 32 2

Fenotipo&

‘titeada

IVb IVb lila IVb IVb lVb IVb IVb IVa IVb lila

Fatrónde

1 pudo

A A Al E C C D Ñ W 5 y

‘t4as 44 ~$i~j ItT ¡155 ‘di $S

CIX 8 8 16 16 16 16 16 32>12864 8

£42 4 32 2 8 8 16 4 32 >128 16 8

Teno1~e4e 1 Iilb lila IVa ifia 1Db IVa Iilb V V 11

P*4n¿e A A2 K X Y Z E a A L CI

Tabla4.38.

CMI acefalosporinasde3~ generación,en diferentescepasqueno presentanhiperproducción

debetalactamasas.
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4.5.3.3.BetuJadamasasplasmídicastipo TEM-1. Perfil deinhibición

La presencia de 2 betalactamasassimultáneamenteen el mismo extracto

enzimáticocrudo dificultó el estudio del perfil inhibitorio de maneracuantitativa.Se

mostró claramentela inhibición por sulbactamy aztreonam,y no por cloxacilina. La

inhibiciónpor ácidoclavulánico,entomoal 600/o, y la clara inhibición por aztreonamimpidió

demostrarla actividadúnicade enzimatipo TEM- 1, por lo quesecorroboré¡a presenciade

unaenzimacefalosporinasacromosómicaunidaa la anterior.

En la tabla 4.39 sepuedenobservarlos valoresde máximo porcentajede inhibición

porlos inhibidoresestudiados.

Tabla4.39.

Máximoporcentajedeinhibición delextracto103 (TEM-l + Csa).

Dadala importanciade ciertasbetalactamasasen cepasresistentesa carbapenémicos,

y ya quepor los estudiosde caracterizaciónpreliminarno selogró encuadradasen ningún

esquemade clasificación, se procedióa una caracterizaciónmásespecíficade las mismas.

Paraello se seleccionóuno de los extractosquepresentabapi de 7,7 (cepa113), y de igual

modoseestudióel extractoconpl 6,8-7(cepa38).

4.5.3.4.Nuevasbetalactamasa&
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4.53.4.1.DETERA<fINACIÓN CUAN7TFATWA DEL PERFIL DE INHIBICIÓN

• Se determinóel perfil inhibitorio a ácidoclavulánico, sulbactan,cloxacilina y

aztreonam.La máximainhibiciónde todoslos antibióticosestudiadosen ambosextractos

seobservóa los 2 ¡rin. Según los porcentajesde máximainhibición no seapreció una

clara inhibición por ácido clavulánico,cloxacilina, sulbactam,ni por aztreonam.Estos

resultadosquedanexpuestosen la tabla4.40.

Tabla4.40.

Máximo porcentajede inhibición de las nuevasbetalactamasas.

• En e] estudio de inhibición por EDTA, se descartóla posibilidad de que

ningunode los extractos,ni el 113, ni el 38 correspondierana“metalo-enzimas”(Tabla

4.41).

• Porotro ladono seobservóla inhibición de ningunade las betalactamasaspor

CINaalas concentracionesestudiadas.(Tabla4.41).

Tabla4.41.

Máximo porcentajede inhibición de las nuevasbetalactamasas.
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4.5.3.4.2PERFIL DEHIDRÓLISIS

4.5.3.4.2.1.Métodomicrobiológico.

• El extractoenzirnático,utilizado crudoy a diversasdiluciones,quecorrespondíaa

la cepa38, con pI de6,8-7hidrolizó los siguientesantibióticos:

- Ampicilina, cefazolina,oxacilina,carbenicilina,imipenemy meropenem.

- No seobservóclaramentela hidrólisis decefliroxima.

- No seobservóla hidrólisis de cefotaximay ceflazidima.

Ante estos resultadossepudo afirmar que estabetalactantasapresentabaactividad

carbapenemasa,debidoala hidrólisisde imipenemy meropenern,probablementepenicilinasa,

yaquehidrolizabaa las penicilinasy apenasafectabalascefalosporinas.

• De igual modo, se estudió la hidrólisis enzimáticaque presentabael extracto

enzimáticode la cepa113 crudo,y adiversasdiluciones,observándoseunaclarahidrólisis de

todoslos betalactámicosincluidosen el estudio,exceptoen el casode ceflazidima,dondela

hidrólisisno lite muyclara.

Portantosepudoafirmarqueestabetalactamasaeraunacarbapenemasa,afectandoa

ambos carbapenémicos,con clara actividad penidiinasa, que además hidrolizaba la

carbenicilina,y oxacilina,peroquetambiénafectabaa lascefalosporinasde 10, Y y aalgunas

de 30 generación.En la figura 4.XVI semuestranlos resultadosde la hidrólisis de imipenem

deestasnuevasbetalactamasas(cepas38 y 113)medianteel métodomicrobiológico.

Los resultadosdel perfil de hidrólisis realizadosmedianteel métodomicrobiológicose

comprobaronmediantela utilizacióndetécnicasespectrofotométricas.
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4.5.3.4.2.2. Método espectrofotométrico.

Para este estudio se utilizaron los extractos enzimáticos crudos. Se puede

observaren la tabla4.42 como en ambosextractosenzimáticos(113 y 38) predominala

actividadpenicilinasa,por lo quela actividadhidrólitica haciael restode antibióticosse

expresaen porcentajesde actividadcon respectoabencilpenicilina(hidrólisis 100%).

En el extracto 113 se observa una elevada actividad hidrolítica hacia

carbenicilina, tal y como sehabíademostradomedianteel método microbiológico, sin

embargola actividadmostradaporestemétodohaciaoxacilína,cefotaxima,imipenemy

meropenemno se observa mediante el estudio espectrofotométrico.El ensayo

microbiológico fUe suficientepara afirmar que se tratabade una carbapenemasatipo

penicilinasa,con actividadhaciacarbenicilinay oxaclinafUndamentalmente,que además

afectabaa las cefalosporinas.

En el extracto 38 únicamente se muestra, mediante el método

espectrofotométricola actividadhidrolitica haciapenicilina. La actividadhidrolitica hacia

el resto de antbióticosestudiadosno sepudo comprobarpor estemétodo.No obstante

con los estudiosrealizadosporel ensayomicrobiológicosepudo afirmar que setrataba

de una carbapenemasade tipo penicilinasa que afecta ligeramentea oxacilina y

carbenicilina,y conescasaactividadfrenteacefalosporinas.
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Tabla4.42.

Perfil de hidrólisis de las betalactamasasde Acinetobacterspp.

Tabla4.43.

Perfil de hidrólisis delasbetalactamasasdeAcinetobacterspp.

Salgo terLttlt*tfficiS
A’

<r4JR IZChRR ~Ofl~FI
1131146 <1j0~59J0~73A V

X y 38 <1 <1 1 j 0,16

~-fl
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4.5.3.4.3.CARACTERIZACIÓNGENÉTICA DE LASBETALA CTAMASAS:

ESTUDIO DE PLÁSMIDOSDE RESISTENCIA

Se estudió la presenciade plásmidos en ambas cepas, con el fin de curarlos

posteriormente,y determinar si éstos afectabano no a la resistenciaantimicrobiana,

principalmentea los carbapenémicos.

Seobservólapresenciadeun plásmidode >40 mO en la cepa113. Enla cepa38, se

observaron2 plásmidos.(Figura4.XVII).

Trasel tratamientodelcultivo de lascepasconbromuro deetidio, selogró eliminarel

plásmidode la cepa113. Sin embargola cepa38 no sepudocurar.

Los siguientesestudiospennitieroncomprobarlaimplicacióndedicho plásmidoen la

resistenciaantibiótica:

- Se observóque la CMI a imipenem,meropenem,cefotaximay ceflazidimahabía

disminuidoclaramenteen la cepacuradarespectode la original. (Tabla4.43).No se observó

disminuciónde laCMII a ticarcilina.

- Se observóla ausenciadebandasdepI en el extractoenzimaticopuro, obtenidopor

somcacióndela cepacurada.

Tabla4.44.

Relaciónde laCMI de lacepaportadoradecarbapenemasay cepacuradarespectivamente.
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4.6. ALTERACIÓNDELA PERMEABiLIDADDELA MEMBRANAEXIERMA.

4.6.1.Opt¡m¡zación de la concentraciónde proteínas.

Paraconseguirla concentraciónde proteínasmásadecuadaparael estudiodel perfil

de OMPs, se realizó la electroforesis SDS-PAGE con 4 muestras, empleando 4

concentracionesdiferentesde cadaunade ellas (1, 2, 5 y 10 gg). De las 4 concentraciones

diferentesestudiadasse observóquela concentraciónde 5 ¡.ig erala quepermitíauna mejor

visualizacióndel perfil de OMPs,tantode las OMPsprincipalescomode las minoritarias.De

estemodo sepodríacompararla posibledisminucióno ausenciaen algunasde ellas.En las

figuras 4.XV1IJ-A y XVIII-B se observan los perfiles de OMPs obtenidos a las

concentracionesde 1, 2, 5 y 1, 5, y 10 ~sgrespectivamente,de las 4 muestrasestudiadas.En

todos los casosse observaque la concentraciónde 5 ~iges la que permiteuna mejor

visualizacióndelpatróndeOMPs.

4.6.2. Alteración de las OMPs como posible mecanismode resistencia.

El ánalisisde las proteínasde membranaexterna(OMPs) de Acinetobactermediante

la electroforesisen gelesde poliacrilamida(SDS-PAGE)mostróun perfil de OMPs muy

similar entodoslos aislamientosestudiados.

La presenciade3 OMPsprincipalesse observóen la mayoríadelas cepas,conpesos

molecularesaparentesde42, 27 y 17 kD.
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Al compararcepascondiferentesperfilesde resistenciadentrodecadagenotipono se

observódisminucióno ausenciadeningunade lasOMPsprincipales.

Igualmente se compararon varias cepas resistentes a carbapenéniicos con otras

pertenecientesal mismo genotipo pero sensiblesa estosantimicrobianos, y a su vez con

diferentesperfilesde resistenciaabetalactániicos.No seobservóausenciade ningunade las

OMPs principales ni disminución de la intensidad de las mismas, siendo los perfiles de

proteínasiguales.Tampocose observarondifrrenciasen los perfilesde OMPsal compararla

ceparesistentea imipenemcon su correspondientecepacurada.

En las figuras 4.XITX-A a 4.XIX-D se observancomparativamentelos perfiles de

OMPs en las diferentes cepasestudiadas.

Los resultados de este estudio demuestran por tanto que a pesar de la elevada

resistenciaantimicrobianaenAcinetobacterla alteraciónen la penneabilidadde la membrana

externano pareceestarimplicación en los mecanismosde resistenciaa betalactámicos,

incluidoslos carbapenémicos.
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4.7.ESTUDIO DE LA RELACIÓNEPITRE EL FENOTIPO DE RESISTENCIAYLA
PRODUCCIÓNDEBETALACTAMASA5ENACÍATETOBACTER.

El estudiodel fenotipode resistenciaa betalactámicosseestableciósiguiendolas

normasdel NCCLS de 1998 (criterio A) y comparativamentesegúnel NCCLS de 1997

(criterio B). En las tablas4.45, 4.46, 4.47 y 4.48 semuestrala relaciónentreel fenotipo

de resistenciaa betalactámicos(criterios A y B respectivamente)y la producciónde

betalactamasasen el total de los aislamientosdeAcinetobacterincluidos en el estudio.

El predominio de cepas resistentes(Grupos 11111V dependiendodel criterio

aplicado)serelacionócon la elevadaproducciónde betalactamasas.

Se observóuna mayor relaciónen cuantoa la producciónde Csasy cepasdel

GrupoIII, y en cuantoa la presenciade enzimastipo TEM- 1 en las cepasdel Grupo II,

al aplicarel criterio 8 (NCCLS 1997).
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TabJa4.45.

Resultados

Patrónfenotipico de resistenciay betalactamasasenAcinetobacter (criterio A).

“o o ~ “~
1’z~

tJflXAfltMAfl¿t~~’~t«’~” y«~.4yt .. O fl~nñI7~tntIrr..nnflM~~v,,4¿’ r~ té #t4

Grupo 1 (TIC PIP5 CTX8 CAZ8 Jjt4pS> 10 4 6

Grupo II (TICR PIP’~ CTX8 CAZ8 IMP8) 2 1 1

Grupo III (TIC pjjp” CTXR CAZ” IMP8) 20 19 1

Grupo IV TICR Pit CTXR CAZ” IMP8) 107 106 1

Grupo y (TIC PIP’~ CTXR CAZR ¡Mt) 17 17 0

TOTAL 1 156 145 j U

Tabla4.46.

Patronfenotipico de resistenciay betalactamasasenAc¡netobacter(cntenoB)

r Y; PLL4
1~~~~

Grupo ¡ (TIC8 pjjp8 CTX8 CAZ5 IMP8) 11 4 7

Grupo II <TIC PIt CTX5 CAZ8 IMP5) 1 1 0

Grupo m (TIC8 PU>” CTXR CAZ” IMP8) 86 83 3

Grupo IV TICR p
11>R CTXR CAZ” IMP

8) 41 40 1

Grupo y (TIC p
1pR CTX

11 CAZa ¡Mt) 17 17 0

~
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Tabla4.47.

Resultados

Patrón fenotipico de resistenciay betalactamasasen Acinetobacter(criterio A).

¾» 1

4’¿ ¿ ~ ,~;4y “~V ~.,, ~‘~fl’S-~~’ 4-.7 ~ .yO - 7 ‘~4< ~ ~ ¿.~.

GnjpoIcflC
8PIrcTX8cAZ8lMPt> 10 4 0 0 6

Grupo II (T1C’~ ¡‘it CTX8 CAZS ¡Mt) 2 0 1 1) 1

Grupo III (TIC FtP” CTXR CAZ” IMr) 20 19 0 0 1

Grupo IV TICR ¡‘it CTXR CAZ” IMIfl 107 106 0 0 1

Gn.poV(TICRPIPRCTXRCAZRJMt) 17 0 0 17 0

TOTAL

Tabla4 48

Patrón fenotipico de resistenciay betalactamasasen Acinetobacter (criterio B).

~ ....... y.. r~.
2..A’nna«nnlar4smnn ~ ~rrMj.n- ~47 ~.. ~.—

y.,2 ~ ... ..... .It¿ , «.y<.:4~.. ..*Y..4 y:, ...-..,~ 4
Grupol(TIC

8PIrCTX8CAZ8IMP8) 11 4 0 (1 7

Grupoll(TICRPITtCTXSCAZSIM#> 1 4) 1 4) 4)

Grupo III (TIC Ftp” CTX~ CAZ” ¡Mr) 86 83 0 0 3

GnIpo1VTlCPIPRCflRCAZVIMPS) 41 40 0 0 1

Gn¡poV(TICRPItCTXRCAZRUWPR) 17 17 0 17 0

TOTAL 1 = 17
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4.& COMPARACIÓNDELOSMECANISMO5DERESISTENCIAENTRE145CEPAS
GENÉTICAMEA/TERELACIONADASYDEAPARICIÓNESPORÁDICA.

4.8.1, Sensibilidadantinjicrobianaen los diferentesgenotiposdeAcinetobacter.

La comparaciónde la sensibilidadantimicrobianaen los diferentesgenotipos

establecidospor rep-PCR(A, B y C) con el resto de aislamientosno relacionados

genéticamentesemuestraen las figuras4.XXy 4.XXI.

El grupo de cepasesporádicaspresentaen generaluna mayor sensibilidada la

mayoríade los antibióticos,sin embargolos gruposA, B y C muestranmayorresistencia

a todos los antimicrobianos.Se observaque de estosgruposel genotipo A esel que

presentamenoresporcentajesde sensibilidad, destacandoespecialmentela menor

sensibilidada los carbapenémicos,a diferenciade otrosgruposquepermanecensensibles

al 100%.

De igual modo seobserva,independientementedel criterio aplicado,unamayor

relaciónde las cepasde los gruposA, B y C con los fenotipos11111V, y y (en esteúltimo

casoparael genotipoA) y de las cepasno relacionadasgenotípicamentecon el Grupo 1

(figura 4.XXII).

4.8.2.Distribuciónde lasbetalactaniasasen los diferentesgenotipos.

La produccióndebetalactamasaspredominóen las cepasagrupadasen diferentes

genotipos.Dentro deéstasel genotipoA, queerael másresistente,presentabadostipos

de betalactamasas,cefalosporinasascromosómicasdel grupo 1 (Csas) y una nueva

betalactamasade tipo carbapenemasa(Cpsas). Dentro de las cefalosporinasas
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cromosómicascabedestacarel predominiodebetalactamasasconpI a, a diferencia de

aquéllasconpI b, que predominanen el genotipoB. Estosdatosquedanreflejadosen la

figura4.XXIII.
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Discusión

5.1. IDENTIFICACIÓN DELOSMICROORGANISMOS.

La identificación correctade Acínetobactera nivel de especie requiere la

utilización de técnicasbasadasen el análisis del ADN. Dada la complejidad de las

mismas, la mayoría de los laboratoriossuelenemplear otros métodosmás sencillos,

comosonaquéllosbasadosen la asimilaciónde fúentesde carbono.El sistemacomercial

API 20 NL destacaporsu gran simplicidad y aplicabilidaden la prácticadiaria. En su

última versión se incluyen las especiesdescritasrecientementecon nombre específico,

exceptoA. radioresistens.Sin embargootras especiessin nombre propio, como las

genoespecies3 y 13, muy comunesen el ambientehospitalariono sepuedenidentificar

medianteestesistema.Aunquesuaplicaciónestámásrecomendadaparala identificación

a n)vel de género, se ha demostrado que el sistema API 20 NL permite identificar

correctamentelas cepasde A. baumannily A. haemolítycus,sin embargono discrimina

entrelasgenoespecies1, 2, 3 y 13TU (Bernards,1996).

Ennuestrotrabajoseidentificarontodoslos aislamientoscomoA. baumannilpor

el sistemaAPI 20 NF, sin embargono todospresentabanel mismo porcentajede pruebas

bioquímicaspositivas.

El estudiodel crecimientoadiversastemperaturas(300C, 370C y 440C), asícomo

la producción de hemólisis permitió una mejor discriminación entre las diferentes

especies.MuchosautoresadmitenqueA. baumanníles la únicaespeciecapazde crecer

a 440C, sin embargoestudiosposterioreshan comprobadocómo otros aislamientos,

pertenecientesal complejo A. calcoaceticus-baumannii,tambiénpuedensobrevivir a

dicha temperatura,dependiendodel medio empleado(Gerner-Smidt,1994). Tal es el

casode las genoespecies3 y 13.
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Aunque la identificación definitiva a nivel de especierequierela utilización de

pruebasgenotipicasmás complejas,el crecimientoa 300C, 370C y 440C, junto con la

identificación por API 20 NF, permitió identificar todos los aislamientosdel estudio

comoA. baumannil,al menoscomoidentificaciónpresuntivaanivel de especie.
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5.2.TIPADO DELOSMICROORGANISMOS.

Los microorganismosdel géneroAcinetobacterhan pasadoen los últimos 20

años,de serunaespecieconsideradainocuay aislarsedel medio ambientea comportarse

como uno de los microorganismosaisladoscon más frecuenciaen las infeccionesde

adquisición hospitalaria, afectando sobre todo a pacientes ingresados en UCI.

Numerososestudios indican la aparición de Acinetobacteren estasunidades. Este

problema,junto con el de la multirresístenciaquepresentadichomicroorganismosupone

una alarma para el clínico a la hora de controlar este tipo de infecciones. Se han

desarrollado diversas técnicas de tipado para diferenciar las cepas epidémicasy

estableceral mismotiempo, su relaciónepidemiológicacon las cepasencontradasen el

ambientehospitalario (Bergogne-Bérézin,1991). Dado que no existe una técnica

exclusivaparael tipado de Acinetobactermuchosautoresrecomiendanemplearvarios

métodosconjuntamente,teniendoencuentaquelos resultadospresentadosvaríansegún

el métodoutilizado y segúnel laboratorioen queserealicen.

En este estudio se emplearon3 métodosfenotipicos y un métodogenotipico,

basadoen la reacciónde la cadenade la polimerasa(PCR), como esla rep-PCR. Los

métodos genotípicos en general son útiles a la hora de confirmar la relación

epidemiológicaentrecepas,considerándoseen la mayoríade los casoscomo el método

de referencia.Sehanempleadodiferentestécnicasgenotípicas,entreotrasla rep-PCR.

ReboIl (1994)utilizó conjuntamentela ERIC-PCR,la rep-PCRy otrosmétodos

fenotípicos, consiguiendodiferenciar entre cepas epidémicas y cepas de aparición

esporádica,únicamentemediantela rep-PCR.Vila (1996)logró tipar 26 aislamientosdel

complejo A. calcoaceticus-baumannii,obteniendolos mejores resultadoscon la rep-
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PCR frente a ERIC-PCR, y otras técnicas genotipicascomo el ARDRA, y la

amplificación de la región23s del spacer. Los resultadosde reproductibilidady poder

discriminatorioobtenidospor muchosautores,así como la simplicidad de estemétodo

hacendestacara la rep-PCRfrente a otras técnicasgenotípicasa la hora de estudiar

brotesnosocomialesporAcinetobacter.

El análisis de este estudio muestraque mediante la rep-PCR se obtuvieron

principalmente3 tipos (A, B, C), con suscorrespondientessubtipos,dondeseagruparon

la mayoríade los aislamientos.El grupoA fUe el predominantecon 81 cepas,seguidodel

grupo B con 40 aislamientosy únicamente8 cepasse agruparonen el tipo C. Los 27

aislamientosrestantesquedaronsin agruparpuesto que mostraronun perfil diferente

entresi.

Los resultadosexpuestosenlas tablas4.8 a4.13 del apartadode comparaciónde

métodosde tipado muestranen generaluna buenacorrelaciónentrela rep-PCRy los

diferentesmétodosfenotípicosempleados.

El biotipado de Bouvet y Grimont es un método fenotípico barato, fácil de

realizar, y útil en estudiosepidemiológicos,especialmenteen estudiospreliminaresde

tipado de cepas(Aubert, 1995).Mediantela aplicaciónde estemétodoseestablecieron

un total de 11 biotipos, de los cuales3 fUeron predominantes.El biotipo 1 incluía a la

mayoríade aislamientos(99), y fUe seguidoen menorporcentajede los biotipos 8 y 9

(18,5 y 3,8%respectivamente).A pesarde obtenersegran variedadde tipos, 3 de los

biotipos fueron mayoritarios,dondeuno de ellos fUe el predominante,de maneramuy

similar a la rep-PCR.Se destaca,de igual modo cómo el restode cepascorrespondíana

tipos únicosno agrupablesentresi.
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Marques(1997)consideróque el biotipado erauna técnicamenosfiable que los

métodosgenotípicosa la hora de distinguir entrecepasimplicadasen brotesy cepasno

relacionadas.Sin embargootros autoreshan obtenido una gran correlaciónentre el

biotipadode Bouvety Grimonty la rep-PCR.Estesistemabasadoen la asimilaciónde 5

fUentes de carbono,permite tipar únicamentelas cepasque pertenecenal complejoA.

calcoacellcus-baumannll,por lo que fácilmente pudimosaplicar estatécnicapara el

tipadodenuestrosaislamientos.

Con respectoal sistemaAPI 20 NE Townery Chopade(1987)consideraronque

seriaun buenmétodode tipado ya que encontrarongran diversidadde patronesen los

122 aislamientosestudiados,observandopor otro lado un menorpoderdiscriminatorio

en el grupode aislamientosincluidos en el fenotipoA. anllratus (actualmentecomplejo

A. calcoacetícus-baumannií)respectoaA. ¡woffi y A. haemolyticns.En estetrabajohay

que teneren cuentael elevadoporcentajede aislamientosque quedaronincluidos en un

mismo biotipo API, a pesarde obtenerse14 biotipos diferentes.Marcosy col. (1994)

hallaronsólo 3 biotiposAPI en 54 aislamientosno relacionadosepidemiológicamente.El

hechode que la mayoríade los aislamientossehayanincluido en un patrónmayoritario,

permite que estosresultadosse correlacionentotalmente con la rep-PCR y con el

biotipado de Bouvet y Grimont.

El estudio de los patrones de proteínas de membrana externa (OMPs) obtenidos

por SDS-PAGE mostró cómo 12 de las 20 cepas no agrupablespor rep-PCR

proporcionarondiferentespatrones.El restode cepasincluidasen esteestudiomostraron

un patrónúnico, que al compararlocon la rep-PCRy demásmétodosfenotípicosno

diferenciabaa los 3 tipos definidosen los métodosanteriores.Dijkshoorn y col. (1987a,

1987b) han obtenido en diversasocasionesbuenosresultadosa la hora de diferenciar
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cepasproductorasde brotes nosocomiales.Sin embargoen estetrabajo el estudiode

OMPs no se puedeconsideraruna técnica muy válida para diferenciarentre cepas

genéticamentediferentes.

La buenacorrelaciónentrela mayoríade los métodosfenotípícosempleadoscon

respectoala rep-PCR,y considerandoque estatécnicaseutiliza con granfrecuenciaen

la mayoríade los laboratorioscomo método de referencia,nos permite utilizarla como

tal. Aunqueno se dispongade datosepidemiológicosque puedanestablecerla presencia

de un brote,a partirde los resultadosobtenidosmedianterep-PCRsepodránestablecer

los distintosgruposrelacionadosgenéticamenteentresí, y asícompararsus mecanismos

de resistenciaa antibióticosbetalactámicos,con los de las cepasno relacionadasentresi

y consideradasdeapariciónesporádica.
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53. SENSIBILIDAD ANTIMICROBL4NA

La sensibilidadantimicrobianaen Acínetobacterha experimentadograndescambios

en lasúltimasdécadas.El distinto uso de los antimicrobianoses probablementela causade

queexistandiferenciasen la sensibilidadantibióticaentrediferentespaísesy entrediferentes

hospitales.En Alemaniasehacereferenciaa una mayor sensibilidada aminoglicósidos,a

diferenciade la mayoríade estudiosen los que la resistenciaa gentamicinay tobramicinaes

de un 50 a 8<Y>/o (Sei&rt, 1993). En Francia,igualmentese ha observadoun aumentode la

resistenciaa fluorquinolonas,de un 75 a un 80% en el caso de pefloxacino y otras

fluorquinolonas,5 añosdespuésde la introducciónde estosantibióticos(Bergogne-Bérézin,

1996).

Vila y col. realizaronen 1993 un estudio de actividad antimicrobianasobre 54

aislamientos, de los cuales más del 50% fUeron resistentesa piperacilina, cefotaxima,

ticarcilina y celtazidima,y obtuvieron los m~oresresultadoscon imipenem(actividaddel

100%),aniicacinay ofloxacino(72%)y ciproiloxacino(70%).

En el Hospital de la Princesase ha podido observar,a lo largo de los años la

evoluciónprogresivade la resistenciaa antibióticoscomoofloxacino, ceftazidima,ticarcilina

y piperacilina-tazobactam(García-Mata,1996).Comparandolos resultadosde sensibilidad

obtenidosen nuestrotrabajo, que correspondena los añosmás recientes(1995-1997),

con los obtenidosen añosanteriores(1990-1994),sepuedeobservarque sonbastante

similares, aunquecon valoresde CMI algo superioresen nuestrocaso. De la misma

forma en comparacióncon otros autoresencontramosdiferencias en la sensibilidada

ceflazidima,frentea la cualseobservaun 15%de sensibilidady otroshospitalesmuestranun

56-85%(Seifert, 1993;Gómez-Garcés,1992;Reina, 1991; Visalli, 1997).Del mismo modo
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hay variacionesen la sensibilidad a ticarcilina. En este trabajo se observaun 2O0/o de

sensibilidadaticarcilina, Gómez-Garcésy col. (1992) muestranun 33% de sensibilidad;sin

embargoReinay col. (1991) cuentancon un porcentajede sensibilidadsuperioral 80%.

Antibióticos como imipenem, meropenemy ampicilina-sulbactammantienensu actividad

(Garcia-Arata, 1996). En general, la buenaactividad de los carbapenémicosfrente a

Acinetobacterse mantieney coincide con la de numerososestudiosde sensibilidad

descritosanteriormente(Seifert, 1993; Visalli, 1997; Alphonsus, 1994). Sin embargo

actualmentesehan encontradocepasresistentesa carbapenémicosen nuestrohospital

(López-Hernández,1998),ya queen los 2 últimos añosseha producidola apariciónde

aislamientosresistentesa estosantimicrobianos,como podemosobservaren la figura

4W de; apartado4.3.2de resultados.

La elevadasensibilidadde ampicilina-sulbactamse mantienee incluso aumenta

cada año. Douboyas y col, en 1994 estudiaron la actividad rn vitro de este

antimicrobianofrentea cepasde Acinetobactermultirresistentesy encontraronun 70%

de sensibilidad.Estopareceserdebidoa la actividadintrínsecain vitro de sulbactamque,

ademásde ser inhibidor suicida, seune a las PBPs de estosmicroorganismos(Urban,

1993; Traub, 1989; Retsema, 1986; Kazmierczak, 1989). Villar y col. (1996) han

demostradorecientementela actividadbactericidain vítro de sulbactamfrente a cepas

del complejo Acinetobactercalcoaceticus-A.bainnanníl. La utilización de sulbactam

como agenteúnico se está incrementandocada vez más, ya que actualmenteestá

comercializado.No es el caso de otros inhibidores de betalactamasas,como ácido

clavulánico y ta.zobactam,que a pesarde que ciertos estudios indiquen su actividad

intrínsecafrentea bacteriasgramnegativas(Eliopoulos, 1989; Urban, 1991),los valores

de CMI observadosnormalmente en Acinetobacter no permiten su uso como
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antimicrobiano(Visalli, 1996). De igual modo en el presenteestudio se observan

elevadosvaloresde CMbo y CMI% paraambosinhibidores.

La elevadaresistenciaque presentaAcinetobacter hacia la mayoría de los

antibióticosha originado la búsquedade nuevosfármacos,capacesde tratarinfecciones

porAcinetobactermultirresistentes,incluso en aquelloscasosen los que las polimixinas

permanecencomo único agente activo. En este trabajo se mantiene el 100% de

sensibilidad hacia colistina, sin embargo no está muy recomendadocomo agente

sistémico, debido a su gran toxicidad. Únicamentesu uso deberíaestar limitado a

aquellospacientescon infeccionesporAcínetobactermultirresistente,en los que otros

antibióticosmenostóxicosresultaranineficaces(Hogg, 1998).

Otrosantibióticoscomo rifampicina y azitromicina, eficacesen infeccionespor

grampositivosy por algunos gramnegativosse han estudiadoen las infeccionespor

Acinetobactercomounanuevaposibilidadterapéutica,utilizándolossoloso asociadosa

otros antimicrobianos.Azitromicina mostró en estetrabajo unos valoresde CM150 y

CMI% elevados,sin embargo en otros estudiosen los que seobservaron concentraciones

similares se demostrósu actividad bactericidacuando se asoció a otros antibióticos

(Citron, 1998).

Se ha demostradoque rifampicina, combinadacon otros antibióticos como

colistinapuedemostrarsinergiafrenteabacteriasgramnegativas(Hogg, 1998),incluso

cuandolos valoresdeCMI a rifampicina superenel punto de cortede sensibilidadpara

esteantibiótico. Otrascombinacionescomo la asociaciónde rifampicina con imipenemo

con ampicilina/sulbactamtambiénhanmostradosinergia(Wolff, 1997; Tascini, 1998).El

uso de estas “nuevas combinaciones” debería quedar para tratar infecciones por

Acínetobacteren las queno quedenmásopcionesterapéuticas.
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5.4. ESTUDIODEBETALACTAMASAS.

5.4.1. Producción y distribución de las betalactaniasasen Acinetobocter

El fenómenode la multirresistencia en Acinetobacterselleva produciendodesdehace

tiempo, especialmentela resistenciaa los betalactámicos,que va aumentandocadavez más.

Por eflo muchos investigadoresse han dedicado al estudio de los mecanismosque

condicionantal resistencia.Al igual queen otrasbacteriasgramnegativas,la producciónde

betalactamasaspareceser uno de los mecanismosprincipalmenteimplicados. Joly-Guillou

(1988)muestrauna elevadaactividadbetalactamasa,del 80%, en 100 cepasrecogidasde

diversoshospitalesenFranciaduranteun periodode 6 años.Ennuestrotrabajola producción

de betalactamasasfue el 92,90/o del total de las cepasde Acinetobacterrecogidasen el

periodoque abarcael estudio(1995-1997),las cualesprocedíande enfermosingresadosen

diferentesServiciosdelHospital,asícomodeorigenambulatorio.

La hidrólisisde lasbetalactamasasmediantela nitrocefinasueleobservarseentre 1 y 2

minutos, aunque puede tardar más si éstas poseen una baja actividad enzimática

(O’Callagban,1972; Lorian, 1996).En nuestroestudiosedetectóla actividadbetalactamasa

a los 2 minutosen la mayoríade los aislamientos.Sin embargoen algunascepastardó un

tiempocercanoa los 5 minutos; en dosde estascepasno sepudodemostrarla presenciade

betalactamasaspor isoelectroenfoque.Una escasaactividad enzimáticapodría explicar la

ausenciade bandasde pl, a pesarde que el isoelectroenfoquese considereun método

altamenteespecificoy sensible(Matthew, 1975).

En el estudiodesarrolladopor Joly-Guillou y col. (1988)seintentó caracterizarlas

enzimas inactivantes de betaiactámicos. Mediante isoelectroenfoquey por métodos

íodométricos,en presenciade 3 inhibidores(cloxacilina, ácidoclavulánico,y sulbactan)se
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observóunapenicilinasatipoWM- 1 enla mayoríade las cepas(71%),a la quesele atribuía

la resistenciaa ampicilina, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas. En un 9<>/o se observóuna

peniciinasaCARB-5 con pI 6.3, de igual perfil inhibitorio que la anterior. La presencia de

cefalosporinasaproducida en un alto nivel con pI>8 se demostró en un 41% de las cepasy

muchas de ellas (32%) presentaban dos betalactamasas simultáneamente

(penicilinasa+cefalosporinasa~que generalmentecorrespondíana aislamientos de cepas

epidémicas que también producían enzimas inactivantes de aminoglucósidos. Sin embargo,

Vila en 1993, observóqueel 98%de las cepascon actividadbetalactamasaerande tipo

cefalosporinasa,mientrasque de tipo TEM-1 sólo existía en un 16%, y no obtuvo

ningunaenzimatipo carbenicilinasa(CARB-5).

Mediantela determinacióndel pi por isoelectroenfoquey del perfil inhibitorio de

manera cualitativa se pudieron caracterizarlas betalactamasasdetectadasen los

aislamientosdenuestroestudio.De manerasimilar a los datos presentadospor Vila en

1993, el elevadoporcentajede cepasbetalactamasapositiva se correspondíaen gran

partecon cefalosporinasascromosómicas(82%), las cualespresentabanun pI mayor de

8, no se inhibíanpor ácido clavulánicoy si porcloxacilina y sulbactam,apareciendola

mayoríade ellascomo enzimasúnicas.Destacamosla escasadetecciónde enzimastipo

TEM-1 (1 cepa), a diferencia de los estudios mencionadosanteriormente; esta

betalactamasaseencontróen un solo extractoenzimáticoque ademáspresentabauna

cefalosporinasa.Hayquehacerhincapiéen la ausenciade enzimastipo CARB. Porotro

lado se obtuvieron2 tipos debetalactamasas(16 y 1 cepasrespectivamente)que, con los

estudios de caracterizaciónpreliminar, no se les logró encuadraren ningún esquema

clasificatorio,porlo que seconsideraron“nuevasbetalactamasas”y quefueronobjetode

estudiomásprofUndoen posterioresapartadosqueacontinuaciónsecomentan.
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5.4.2. Betalactamasascroinosómicas.

Desde 1977, Morohosi atribuye a las cefalosporinasascromosómicas la

resistenciadeAcínetobacterhacia las cefalosporinas.Estudió las propiedadesde una

betalactamasade A. anftratum (syn. calcoaceticus),la cual poseíaun pesomolecularde

30 kD, un pH óptimo de 7.25-7.5,y unaT óptima de 400C, no seinhibía por EDTA,

perosi poryoduroen un 30%. Estetipo de enzimasseencuadraronposteriormenteen el

grupo 1 (CEP-N)de la clasificacióndeBush (1989-a)como enzimasno inhibidas por

ácido clavulánico. Hikida y col, en 1989 caracterizaronuna nuevacefalosporinasa

“ML4961” conpI de 9,9 y pesomolecularde 38 kD. Esteenzimaera responsablede la

hidrólisis decefaloridina,cefazolina,cefalotina,cefalexinay cefoperazona.No seinhibía

porEDTA, pCMB, ni porel ion yoduro.Blechschmidten 1992 estudióde nuevoeste

mismoenzimaobservandounaclarainhibición porcloxacilina, aztreonam,carbenicilinay

porsulbactam.No seinhibía porácidoclavulánico,ni siquieraa concentracionesde 0,25

mM, ni por EDTA, ni por p-CM.B. Todas estas características hicieron clasificarlas en el

grupodelas cefalosporinasasCEP-N.

Estosenzimastienenen comúncon otros del grupo 1 la ausenciade inhibición

por ácido clavulánico y la inhibición por cloxacilina y aztreonam. Sin embargoa

diferencia de éstas, las cefalosporinasasde Acinetobacter se inhiben claramentepor

sulbactam.Joly-Guillou (1988) de manerasimilar había observadola inhibición por

sulbactamy cloxacilina, asícomo la resistenciaa la inhibición por ácidoclavulánico en

aquellascepasdeAcinetobacterquepresentabanúnicamentecefalosporinasa.Aunquela

inhibición porsulbactampuedasugerir la inclusión en el grupo2e (Bush, 1 989-c) estas

206



Discusión

enzimasse sueleninhibir por p-CMB. Por otro lado seha observadola inhibición por

sulbactamen una cefalosporinasadel grupo 1, a partir de una cepa de Citrobacter

freundil (Bush, 1989-b).

En nuestroestudioseobservaclaramentela inhibición porcloxacilina,aztreonam

y sulbactam,asícomola ausenciade inhibición porácido clavulánicomediantetodoslos

métodoscualitativosdel perfil inhibitorio empleados(Figura4.XII). Del mismomodolos

datos del método cuantitativo nos confirman la ausenciade inhibición por ácido

clavulánico,queno superael 40% en ningúncaso,asícomo los porcentajesde inhibición

a cloxacilina,a.ztreonamy sulbactamcercanosal 100%.

El estudio del perfil inhibitorio junto con la determinación del pi por

isoelectroenfoquenos permitió caracterizarlas betalactamasasde nuestroestudio. Las

enzimaspertenecientesal grupo ¡ generalmenteposeenpis básicosy masasmoleculares

mayoresa 30 kD. Ennuestrocasotodaslas betalactamasasmostraronun pi superiora 8,

lo cual confirmasu identidadde cefalosporinasaspertenecientesal grupo 1, al igual que

el resto de cefalosporinasasdescritasen Acinetobacter. Joly-Guillou y col. (1987)

describieron30 cepasde Acinetobactercon cefalosporinasacromosómicaque tenia un

pi mayor de 8. De las cepasinvestigadasporMedeiros(1985)el pl variabaentre8,8 y

10.

Hoody col. (1991) tienendificultadesa la horade determinarel pI exactode sus

cepasen los gelesconvencionales,debidoa queestasbetalactamasasson muy básicasy

poseenun gran pesomolecular, por lo que no puedenmigrar adecuadamenteen estos

geles.En nuestroestudiohemoslogradocon dificultadvisualizar2 pl diferentes,siempre

mayoresa8, en 2 gruposde cepasquehemosdividido en:a (pI 8,5)y 6 (pI entre8-8,5).
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Dadasuproximidadal cátodo,tantoen un grupocomoen otro, resultéextremadamente

diticil la obtenciónde fotograBasparademostrardichospl.

I-Iood (1991)observóque, a pesarde que todas las betalactamasasde su estudio

poseíanlas característicascomunesa las de otras betalactamasasde Acinetobacter,

existíauna considerableheterogeneidadentreestasenzimas.En base al pI siempre>8, la

determinacióndel pesomolecular,que eramuy elevado(>1000kD) y otraspropiedades

bioquímicasdescribiócuatrotipos diferentesde cefalosporinasascromosómicas(ACEs).

En 1996, Perilli analizó más profundamentediversas cefalosporinasas,dos de ellas

presentesen dos especiesde A. baumannily una en A. Iwoffii y observóquesetrataba

de un grupo heterogéneocon diferentespropiedadescinéticasentre si y también al

compararlascon otrasenzimasdel grupo1.

El estudiodel perfil inhibitorio medianteel protocolodescrítoporPapanicolaouy

col. (1994)permiteno sólo determinarlos porcentajesde inhibición acualquiersustancia

inhibidora, sino también observar la disminución de la inhibición con el tiempo,

expresadocomo “pendiente”. Las diferencias encontradasen este parámetro nos

permitirán a su vez distinguir entre las betalactamasas de este estudio, aunque éstas

poseansimilaresvaloresde porcentajede inhibición.

En la tablas 4.XHI y 4.XIV se pueden observar los máximos porcentajes de

inhibición con sus correspondientesvalores de “pendiente” a ácido clavulánico,

cloxacilina,sulbactamy aztreonam,y a CINa y EDIA respectivamente,en algunasde las

cepasestudiadas.Seexponenprincipalmenteaquéllasquepresentandistintosgenotiposy

diferentesperfilesde resistenciaa betalactámicos,paralograrunamayor diversidaden el

tipo de cefalosporinasa.
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Papanicolaou(1994) en su estudioobservóque, a diferenciade lo que ocurría

con la mayoría de las betalactamasasplasmidicas,la mayoría de las cefalosporinasas

cromosómicasmostraron perfiles de inhibición muy similares, y apenasse observó

disminuciónen la inhibición con el tiempo. En nuestrotrabajo podemosmostrarciertas

diferencias,especialmenteen cloxacilinay sulbactamque, comomuestrala tabla 4.31 y

salvo algunasexcepciones,secorrelacionabien con los diferentes pI. La mayoria de las

cepas con pI del grupo a posee una “pendiente” superior a 0,3 en cloxacilina y

sulbactam,sin embargola mayoríade las del grupo b muestranun valor inferior a 0,3

con dichos inhibidores. Existe mayor relaciónen las cepasque se agrupanendistintos

genotiposque en las cepasconsideradasde apariciónesporádicas,las cualesa pesarde

tenerpI similaresa las anterioresmuestranunosporcentajesde inhibición, asícomo unos

valoresde “pendiente”totalmentediferentesentresi.

El pI no essiemprecapazde diferenciarunasbetalactamasasde otras; existen

algunasenzimas que con igual pI muestranun diferente perfil inhibitorio. Muchas

betalactamasasmuy relacionadasgenéticamentepuedencomportarsede diferentemodo,

mostrandodiferentespropiedadesen cuanto a la inhibición por ciertassustancias.Por

estemotivo Papanicolaou(1994)recomendódistinguir las betalactamasasmedianteeste

estudio,

Para el estudio del perfil de hidrólisis de emplearon 2 métodos: el método

microbiológicoy el métodoespectrofotométricoqueen generaltuvieronbuenacorrelación.

Mediante el primer método se pudo determinar la actividad hidrolitica sobreampicilina,

cefalosporinasde ia y 2~ generación(cefazolina,ceibroxima),la hidrólisis de cefotaximapero

no deceflazidima,asícomola ausenciade hidrólisisde carbeniciina.
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Medianteel ensayoespectrofotométricoseconfirmó la actividad cefalosponnasade

estasenzimas,utilizando cefaloridina 100 ¡2v! y bencilpenicilina1 mM en la mayoríade los

extractos enzimáticos. Sin embargo en un grupo de ellos fUe necesario utilizar una

concentraciónsuperiorde cefaloridina(1mM). El métodomicrobiológico,junto conlos datos

del perfil inhibitorio también confirmaron la actividad cefalosporinasa.Hay que tener en

cuentaque algunascefalosporinasashidrolizan la bencilpenicilinaaunqueno afectana otras

penicilinas; en estoscasoses necesariola utilización de otros métodosalternativosque

confirmenla actividadcefalosporinasay las permitanserencuadradasen el grupo 1 (Bush,

1995).Otro factorateneren cuentaesel valor de Vmax y Km. El estudiode Blechschmidt

(1992)mostróquelas cetblosporinaseranhidrolizadasmás rápidamenteque las penicilinas,

sin embargolos valoresde Km demostraronuna mayor afinidad de las penicilinaspor el

enzima, que las cefalosporinas.Esteautor pudo demostrarmediantela detenninaciónde

Vmax/Kmqueen condicionesfisiológicas(sin saturaciónenzimáticadel enzima)la hidrólisis

delas penicilinaseracomparablea la delas cefalosporinas,siendoel mejorsustratobajoestas

condicionesla bencilpenicilina.De ahí la importanciadeelegir unaconcentraciónadecuadaa

la horade estudiarel perfil hidrolítico.

Nosotros diferenciamosen este estudio las ceihiosporinasascromosómicasen 2

gruposa y b, en funciónde su diferentepl. Se observóquela mayoríade lasbetalactamasas

con pI a pertenecíanal genotipo A, y muchasde las que poseíanun pI de tipo b estaban

incluidas en las cepasdel genotipo B. Al mismo tiempo observamosque el grupo de

cefalosporinasasquemostrabanmayorhidrólisishaciapenicilinateníanel pI de tipo a. Parece

serqueen las cepasdeAcinetobacterde esteestudioexisten2 tiposde cefalosporinasas,que

se comportande manera similar, aunquetienen ciertas diferencias en cuanto a perfil

inhibitorio y perfil dehidrólisis.
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Respectoa lahidrólisis de las cefalosporinasde amplio espectro,comocefotaximano

se pudodemostrardichaactividadhidrólitica medianteel método espectrofotométrico,pero

sí porel métodomicrobiológico.Pareceserquelas tasasde hidrólisisobtenidasparaestetipo

de sustratossonbastantemásbajasporel ensayoespectrofotométricoquepor otrosmétodos

(Bush, 1995).De cualquiermodo la hidrólisisde ceflazidimano se observópor ninguno de

los métodosempleados.Algunos autoresafirman quela ceflazidimaes menossensiblea la

acción de las cefalosporinasasque la cefotaxima pues, como demostraronen algunos

estudios,la tasade hidrólisis de estaresultoinferior que paracefotaxima (Phiflips, 1981;

Nayler, 1987).

5.4.21. Estudiosdeinducción debetalactamasasen Acinetobacter.

La mayoría de las bacterias gramnegativasproducen cefalosporinasasespecíficas

de géneroy especie.Microorganismoscomo E. cali y Shigellaspp. producenenzimas

constitutivas,generalmentea bajo nivel, codificados por el gen AmpC. Otras como

Citrobacter, Enterobacter,Serrada, etc. producenenzimasinducibles cuya expresión

estáreguladapor el gen AmpD, ante la presenciade una sustancíainductora. Las

cefalosporinasasinduciblestienengranimportanciano sólo en clínica, puestoquepueden

limitar la eficacia de los antibióticos, sino también a la hora de desarrollarnuevos

betalactámicos.

Existen pocos estudios sobre el carácter inducible o constitutivo de las

betalactamasasen Acinetobacter.La presenciade cefidosporinasasinducibiesen estetipo

de microorganismospodría explicar la producciónde mutanteshiperproductoresque

daríanlugara la resistenciaa cefalosporinasde 3a generación,sin embargoestecarácter
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esmuy discutible.Morobosiy col. (1977)caracterizaronlas cefalosporinasasde 6 cepas

de A. anitratum (hoy día complejoA. calcoacetwus-baumannn)y 1 de A. lwoffU, y

observaroncómo la actividadenzimáticaen todasellas se incrementabade 5 a 10 veces

al tratar las células durante1 hora a 3 70C con bencilpenicilina,cefaloridinay ácido6-

aminopenicilánico.Estosdatosjunto con las pruebasbioquímicastan similaresa las de

las cefalosporinasasinducibles de P. aerugtnosa,ci. freundi¡ y E. cloacae, les hizo

considerarque las cefalosporinasasdeAcinetobactererande expresióninducible.

Bauerfeind (1986) por otro lado describió estasenzimascomo inducibles o

constitutivasindistintamente.Hood y col. (1991) consideraronque la producciónde las

betalactamasasdeAcinetobacterpuedeser de formaconstitutiva, ya que no observaronla

induccióncon cefoxitinaen ningunade las 8 cepasestudiadas.Blechsmidty col. en 1992

observan la inducción de una cefalosporinasapor varios betalactámicos,incluido

ampicilinae imipenem,obteniendolos mejoresresultadoscon cefotaximaque consiguió

unaactividadenzimáticadel 90% en el medio de cultivo. La localizaciónextracelularse

explicó por un posibleprocesode transponea travésde la membranacelular, aunque

también se consideróla posibilidad de que hubiera otro tipo de betalactamasano

inducibleretenidaen el interior de las células.

En nuestro estudio se han intentado demostrarlas propiedadesinducibles o

constitutivasdelas cefalosporinasascromosómicascaracterizadaspreviamente.Paraello

seescogierontodasaquellascepassensiblespor dilución en agara las cefalosporinasde

3~ generación,o inclusocon resistenciaabajo nivel pero sensiblespordifUsión en disco.

Observamos por los 2 métodos empleados que nuestras cepas no eran inducibles, a

diferenciade la cepacontrol(Serradamarcescens)que sí mostrabainducción.
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Una hipótesisqueexplicarala elevadaCMI a las cefalosporinasde 3~ generación

quepresentanmuchosde los aislamientosde nuestroestudiopodríaserlaproducciónde

mutanteshiperproductoresa partir de betalactamasasde expresiónconstitutiva. Este

mecanismose ha descritoen un bajo porcentajede cepasde E. colí, cuandoel gen

AmpC se produce en grandescantidades,elevandolos niveles de CMI hacia las

cefalosporinasde 33 generación(Benett, 1993;Bergstrom,1979).

5.4.2.2.Hiperproduccióndebetalactamasascromosámica&

La hiperproducciónde betalactamasasinduciblesseproducecomo consecuencia

de una mutación en el gen reguladorde la inducción AmpD, originando una sobre-

expresiónde dichosenzimasque causanun incrementoen la resistenciaantimicrobiana.

De este modo algunas cefalosporinasde amplio espectro, como cefotaxima, que

normalmentesonestablesa la acción de las betalactamasasresultaninactivas. Se ha

demostradoen E. cloacae que 2 de sus principalescefalosporinasascromosómicasson

responsablesde la elevadaresistenciaa cefotaxima, ya que al haberseproducidouna

mutaciónen su gen regulador,ha pasadola produccióninducible a ser constitutiva

(Seeberg,1983). La hiperproducciónde betalactamasascromosómicasconstitutivasse

producemásraramenteen E. cali a partir de un doble mecanismode mutación, o bien

por la adquisiciónde un promotormáseficazen el casode Shigella. El incrementode la

resistenciaobservadatrasla hiperproducciónde AmpC en E. cali produceun fenotipode

resistencia a betalactámicossimilar a las cepas de E. cloacae que poseen

hiperproducción,como es la resistenciaa todos los betalactámicosexcepto a los

carbapenémicos,temocilinay mecilinam.Sin embargolos valoresdeCMI observadosen

E. cali no son tan elevados.Este hechosepodríaexplicar porquese produzcamenos
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cantidad, y/o por la mayor permeabilidad de E. cok con respecto a E. cloacae

(Livermore, 1995).

Para el estudio de hiperproducción de betalactamasasen Acinetobacter

escogimosvariascepasrepresentativasde cadagenotipo determinadopor rep-PCR,de

los cualescadaunapresentabadiferentesperfilesdereistenciaa betalactámicos,e incluso

condistintosnivelesderesistenciaa las cefalosporinasde Y generación(CTX, CAZ). Se

observóla hiperproducciónen la mitad de las cepasestudiadas.Podemosdeducirde los

resultadosde la tabla4.37, cómo la mayoríade estascepaspresentabanalto nivel de

resistenciaa cefalosporinas,especialmentea cefotaxima.Las cepasno hiperproductoras

se correspondíancon aquellas cepassensiblesa cefalosporinasde Y generación,o

resistentescon un bajonivel deresistenciaacefotaxima.

Dos cepasresistentesa cefiazidimano mostraronhiperproducción,sin embargo

contabancon un bajo nivel de resistenciaa cefotaxima(cepas86 y 155). Cefotaxima

pareceserun antibiótico que discriminamejor la hiperproducciónde cefalosporinasas

(Joly-Guillou, 1988; Phillips, 1981).Podemosdeducirde nuevo que, la producciónde

cefalosporinasascromosómicasafectamás a cefotaxima que a cefiazidima, como se

reflejaen los resultadosde hiperproducción.

Los resultadosdel estudio de hiperproducciónde cefalosporinasasapoyan la

hipótesisanteriormenteexplicada,en la que seconsideraquela hiperproducciónpuede

deberse a una producción en mayor cantidad de betalactamasa constitutiva, que eleva la

CMI hasta valores muchasveces superioresa 64 mg/l en algunas cefalosporinas,

coincidiendocon los valoresquepresentanalgunascepasdesrreprimidasde E. cloaccw.

La escasapermeabilidadcelular queposeeAcinetobacter,a diferenciade lo que ocurre

enE. cali, contribuyeaúnmása la elevaciónen la CMI.
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5.4.3. Resistenciaa carbapenémicos mediada por betalactamasas.

Los carbapanémicosson antibióticos con anillo betalactámico,que difieren del

restode antibióticosbetalactámicosno sólo en suestructutamolecularsinotambiénen el

espectroantibacteriano.Son activosfrente a bacteriasgrampositivasy granmegativas,

incluso frente a las cepasgramnegativasproductorasde betalactamasascromosómicas

desrreprimidasy frenteacepasproductorasde betalactamasasde espectroampliado.

El uso de estegrupode antimicrobianosse ha incrementadocadavezmásdebido

a su amplio espectro,originándosela apariciónde cepasresistentesa estosantibióticos

(Livermore, 1993). La resistenciaa carbapenémicostambiénestáaumentandode forma

significativa en Acinetobacter,aunquesu relación con la producciónde betalactamasas

está aún en discusión(Livermore, 1997). Desdela aparición de ARI-1, la primera

carbapenemasadescritaen Acinetobacter(Paton, 1993), que pudo ser transferidapor

conjugación(Scaife, 1995)han surgido en diversospaísesdel mundo,como Argentina,

Francia,Brasil, Cuba,otrasnuevasenzimasque hidrolizan imipenem,aún pendientesde

caracterizartotalmente(Horstein, 1997; Brown, 1996; Costa, 1996; Perez, 1996). La

mayoría de estascarbapenemasasson de naturalezaserma-enzima,a diferenciade las

carbapenemasasdescritasen otrasbacteriascomo las de 5. rnaltophilia, P. aeruginosa,

A. hidrophyla,etc. (Rasmussen,1997).

De los resultadosobtenidosen el estudiode sensibilidadantimicrobianasepuede

observarque a partir del año 1996 y 1997 hubo una significativa reducción en la

sensibilidada imipenem y meropenem.Estos datoscoincidieronen el tiempo con la

apariciónde las llamadas“nuevas betalactamasas”que, como se puedededuciren el

correspondienteapanadode resultados,están implicadas en la resistenciaa dichos
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antibióticos. Estas nuevas betalactamasas presentaban ciertas diferencias. Una de ellas se

había encontrado en varios aislamientos de distintos pacientes, en los que posteriormente

secomprobósu relacióngenéticaentresi, y seobservóquepresentabavaloresde CMII

en generalmuy elevados,siendolos de imipenemy meropenemde 128 y > 128 mg/l

respectivamente. De estas cepas se escogió una de ellas (cepa 113), como representativa

para los estudios de caracterización de betalactamasas. La otra betalactamasa procedía

de un aislamiento (cepa 38) de un sólo paciente que mostró un valor de CMI a imipenem

y meropeneminferior (8 y 16 mg/l respectivamente).

La cepa 113 presentabaun pl de 7,7 y se pudo encuadraren el grupo de las

“serma-enzimas”,como la mayoría de las carbapenemasasdescritasen Acinetobacter

hastael momento,ya que la inhibición porEDTA fUe negativa.El elevadopl, cercanoa

8 en un principio pudo hacer pensar que se trataba de una cefalosporinasa, ya que se han

descrito casos de cefalosporinasas asociadas a la resistenciaa carbapenémicos,no sólo

enAcinetobactersino en otrasbacteriascomoE. cloacae(Dib, 1994; Bush 1985; Then,

1988), aunque generalmenteestos mecanismos estaban relacionadas con otros

mecanismosde resistencia(alteraciónde las OMPs o de las PBPs).Sin embargoestudios

posteriores descartaron esta posibilidad; el perfil inhibitorio mostró la ausenciade

inhibición no sólo por ácido clavulánico, sino por cloxacílina, sulbactam y aztreonam.

Mediante el estudio del perfil de hidrólisis, tanto por el método microbiológico

comoporel espectrofotométricoseconsideróestenuevoenzimacomounapenicilinasa,

ya que afectabaprincipalmentea bencilpenicilina.Por el método microbiológico se

observóla hidrólisis de ampicilina,cefazolina,cefliroximay cefotaxima.

El método microbiológico permitió a su vez demostrarsu actividad como

carbapenemasa, por la clara hidrólisis de imipenein y meropenem a diversas diluciones.

216



Discusión

Sin embargomedianteel ensayoespectrofotométricono se observóactividadenzimática

hacianingunodeestosantibióticosa las concentracionesutilizadas.

Thomson (1993) demostró la actividad carbapenemasa de una cefalosporinasa

por métodos microbiológicos. El método espectrofotométrico no fUe lo suficientemente

sensiblecomo para detectardiferenciascuantitativasen la baja tasade hidrólisis que

presentabaimipenem.Harsteiny col. (1997)de igual mododescribenunacarbapenemasa

en A. baumannííy demuestranla hidrólisis de imipenem por métodosdiferentesal

espectrofotométrico.La cepa mostró gran actividad hidrolítica hacia las penicilinas,

siendolas penicilinasisoxazólicasel mejorsustrato;tambiénseobservóactividadfrentea

las cefalosporinasde V y 2a generación.La actividad hacia las cefalosporinasde 3~

generacióny hacia los carbapenémicostite muy baja. Sin embargoel enzimamostró

tenergranafinidadpor imipenem(baja1Cm) por lo que se consideróqueésteeraun buen

sustrato,tantocomo la oxacilina,en términosde eficaciacatalítica.

Estosautorespor tanto describíanpor primeravez una oxacilinasaimplicadaen

la resistenciaa carbapenémicosenAcinetobacter.Enotrosestudiossobrebetalactamasas

sehacereferenciaa la presenciade oxacilinasasen estosmicroorganismos,pero no con

un espectrode hidrólisis tan elevadocomoparaafectara los carbapenémicos.Porotro

lado se está observando cada vez más, especialmenteen Pseudomonasla apariciónde

oxacilinasasde amplio espectro(Hall, 1993; Danel, 1996; Danel, 1997; Naas, 1997;

Naas,1998;Nordmann,1998).

En un intento de caracterizaciónmás profUnda de las nuevasbetalactamasas

descritas en nuestro trabajo, estudiamos la hidrólisis de carbenicilina y oxacilina, ya que

esto permitida encuadrarías en carbenicilinasas u oxacilinasas. El método microbiológico

demostróla hidrólisis de ambosantibióticos,sin embargoel métodoespectrofotométrico
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únicamentedeterminóla actividadhidrolíticaparacarbenicilina,quetite bastanteelevada,

sin embargono se pudo determinaréstapara el caso de oxacilina. La ausenciade

inhibición porCINa podríadescartarla posibilidad de que setratarade una oxacilinasa

(Mattew, 1979), sin embargo al no tener valores cuantitativos sobre la eficacia

comparativade la hidrólisis de ambosantibióticosno podemosdecantamosporun tipo

debetalactamasasu otro.

La betalactamasacorrespondientea la cepa 38 presentóun pl de 6,8. Se

comprobóde igual modo que en la enzimaanterior, la actividad carbapenemasapor

métodos microbiológicos, y la actividad penicilinasa por métodos espectrofotométricos.

Este enzimapareceafectaralgo menosa las cefalosporinasde amplio espectrocomo

muestrael perfil hidrolitico, y de nuevo semuestrauna actividadhacia carbenicilinay

oxacilinaúnicamentedemostrableporel métodomicrobiológico.

Mediante el protocolo de Harsteiny col. (1990) se pudo observarel diferente

perfil plasmídicoque presentabanambascepas.Uno de los plásmidosde la cepa113 se

perdiótrasel curadocon Bromurode Etidio, ademássemostraronunosvaloresde CMI

inferioresque en la cepaoriginal, especialmenteen imipenemy meropenem,asícomo la

ausenciade bandas de pI. Este estudio permitió demostrarno sólo la naturaleza

plasmidicade estabetalactamasasino tambiénconfirmarsu implicaciónen la resistenciaa

imipenem.

Sc handescritoenAcinetobacterotrasbetalactamasasqueconfierenresistenciaa

carbapenémicosy a otros antimicrobianos,y que van codificadasen plásmidosu otros

elementos genéticos móviles (Scaife, 1995; Vila, 1997). Desde 1983 Goldstein

demuestrala resistenciaa ampicilina, aminoglicósidosy sulfamidasporun plásmido,que
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pertenecíaa un grupo de plásmidosmuy comunesa otros encontradosen diferentes

bacterias,y que incluía la enzimaTEN!- 1, ademásde algunosenzimasinactivantesde

aminoglicósidos.

Hay que considerarque Acinetobacter es un microorganismo ampliamente

distribuido en la naturaleza,dondepuedesobrevivir largotiempo, y compartirmaterial

genético con otras bacterias, adquiriendo elementos genéticos móviles como plásmidos,

integroneso transposones,queconllevanla resistenciaamúltiplesantimicrobianos.
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5.5. ALTERACIONESENLA PERMEABILIDADCELULAR. COMOMECANISMO

DE RESISTENCIAA BETALAciTAMICOS.

Acinetobacteres un microorganismo que exhibe una amplia multiplicidad de

mecanismosde resistenciaa los antibióticos, tanto intrínsecacomo adquirida. Se ha

demostradoquela permeabilidadde estemicroorganismoa laspenicilinas,cefalosporinas

y probablementea otros antibióticoscomo las fluorquinolonasesdel 1% con respectoa

la permeabilidadobservadaenE. cok.

Existen pocos estudios acercade las proteínasde la membranaexterna de

Acínetobacter,así como de su relacióncon la permeabilidady con la resistenciaa los

antibióticos.En 1991 los primerosestudiossobrepermeabilidaden Acinetobacterhacen

referenciaa unasproteínasque poseenun pequeñodiámetro,demostrándosesu papel

comopomasen la bacteria(Sato, 1991).Posteriormenteen esemismo año se estudiade

nuevounapomade tamañosimilar, responsablede la resistenciaa variascefalosporinas

(Obara,1991).

En nuestrotrabajo hemoscomparadoel perfil de OMPs de nuestrascepasy

hemosobservadoel predominio de 3 OMPs mayoritarias,pero no hemos encontrado

ningunadiferenciaentrelas OMPsde las cepasque, perteneciendoal mismo genotipo

poseíandiferentesgradosde resistencia,ni siquieraentrelas mássensibles(fenotipo1) y

las másresistentes(fenotipoIVb).

Las alteracionesen la permeabilidadde la paredcelulartienenun gran interéssi

serelacionancon la resistenciaaa carbapenémicos.Se ha demostradoclaramentequela

ausenciade una porina minoritaria OprD2 en P. aeruginasaestá implicada en la
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resistenciaa imipenem;sin embargoenAcínetabacterla implicaciónde las pomasen la

resistenciaa carbapenémicosestáaúnsin definir.

Gehrlein en 1991 quiso relacionar la resistencia a imipenem con este mecanismo

de resistencia, o bien asociado a otros mecanismos como la producción de

cefalosporinasao las alteracionesde las PBPs,paralo que comparó2 cepasisogénicas,

siendo una de ellas resistentea esteantimicrobiano.Comprobó un idéntico perfil de

OMPs en ambascepas,constituido por 5 proteínasmayoritarias,y demostróque la

resistenciaa imipenemse debíaen estecaso a alteracionesen las PBPs. Otros estudios

sin embargodemostraronque la resistenciaa imipenemse debíaa la disminuciónde una

OMP de 46 kD (Dib, 1994), pero asociadaa la producciónde cefalosporinasajunto a

alteracionesen las PBPs.De nuevoen 1996 Clark demuestrala ausenciade unaporina

de33-36kD implicadacomomecanismode resistenciaaesteantimicrobiano.

En nuestro caso podemosobservarque los perfiles de OMIPs de las cepas

resistentesa imipenem, tanto las relacionadasgenotipicamentecomo la cepa no

relacionada,son muy similares al resto de los perfiles encontrados,en las que no se

aprecia disminución ni ausencia de ninguna proteína de membrana externa. La

permeabilidadesun factorimportantecontribuyentea la resistenciaantimicrobiana,pero

muchasvecesno esel único responsable.La bajapermeabilidadno siemprees la causa

de elevaciónde la CMI; dependeráde la habilidaddel antibióticoparaentraren la célula

y tambiénde la capacidadde las enzimasinactivantesde eliminarlo. El hecho de que en

estas cepas se hayan encontradobetalactamasasdirectamenterelacionadascon la

resistenciaa carbapenémicospuedeexplicarla resistenciaa estosantimicrobianos.
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5.6 RELACIÓNDEL ANTIBIOGRAMACONLOSMECANISMOSDERESISTENCIA

A BETALACTAMICOSENACINETOBAciTER..

El principal mecanismode resistenciaa betalactámciosen Acinetobacteres la

producciónde betalactamasas,sin embargoaunqueestemicroorganismopresentauna

elevadaresistenciaantimicrobianala relación entre ambos hechos no está claramente

definida. La predicciónde la presenciade enzimasinactivantesa partir del antibiograma

no es fácil en aquellosmicroorganismosque, como Acinetobacterno presentanuna

estrecha relación entre el tipo de enzima producida y los valores de CMI observados

(Livermore,1995).

Con el fin de analizar la producciónde betalactamasasy relacionarlacon los

distintos niveles de resistenciaobservadosen Acinetobacter,Joly-Guillou definió en

1988, cuatro fenotiposde resistenciaa betalactámicos,en fUnción de su sensibilidado

resistenciaa ticarcilina, piperacilina,cefotaximay ceftazidima.Estosgruposdistinguían

entre las cepasmás sensibles(Grupo 1), las resistentesúnicamentea las penicilinas

(GrupoII), aquellasresistentessolamentea las cefalosporinasde 3~ generación(Grupo

III), y por último las resistentesa los 2 grupos de betalactámicos(Grupo IV).

Observaronun granpredominiode los aislamientosresistentesatodoslos betalactámicos

(Grupo IV), seguidode aquellascepasque presentabanresistenciaa las cefalosporinas

de amplio espectro,cefotaximay cefiazidima.Bergogne-Bérézinen 1995 reorganizóesta

clasificación, y dado la aparición cada vez mayor de cepas resistentesa los

carbapenémícos,añadióun grupomás,el Grupoy, que incluíaa las cepasresistentesa

todoslos betalactámicos,incluido el imipenem.Al mismotiempomodificó los GruposIII
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y IV dividiéndolosen ay b, segúnla resistenciaa ceflazidima.Observóel predominiode

cepasresistentesúnicamentea las cefalosporinas,a diferenciade lo quesehabíadescrito

en 1988.

En nuestro estudio nos basamosen la definición de fenotipo de resistencia

establecidapor Bergogne-Bérézin(1995). Se siguieronpor una parte los criterios de

puntos de corte de las normasdel NCCLS de 1998 (criterio A), determinadaspara

Acínetobacter,al igual queparaestablecerlos valoresde CM1150, CMbo y porcentajesde

sensibilidad antimicrobiana.Los puntos de corte que hastael momento se habían

utilizado para microorganismosno fermentadores(NCCLS, 1997;) difieren en algunos

antibióticos,comoticarcilinay piperacilina,por lo quetambiénestudiamoslos perfilesde

resistenciaabetalactámicos,atendiendoa estecriterio (criterio B), y así posteriormente

comparaloscon los actuales.

Según las normas del NCCLS de 1998 (criterio A) se observó un mayor

predominiodecepasincluidasen el Grupo IV, pero segúnel criterio B predominaronlas

cepasdel grupoIII, seguidodel Grupo IV. Comparandoambosresultadosseobservó

que los resultadosobtenidos en 1995 por Bergogne-Bérézinse asemejabancon las

normasestablecidassegúnel criterio B. (NCCLS, 1997).

A la hora de comparar el fenotipo de resistenciacon la producción de

betalactamasasseobservóen generaluna buenacorrelación,salvo algunasexcepciones.

Mediantelas normasde 1998 semuestracómo la gran mayoríade cepasproductorasde

cefalosporinacromosómicaparecenpresentarresistencia,no sólo a las cefalosporinasde

amplio espectro,sino tambiéna ticarcilina y piperacilina.Sin embargosi observamosla

tabla 4.48, donde se siguen los criterios de años anteriores,observamosuna mayor

correlaciónentrecepasproductorasde cefalosporinasay resistenciaa cefalosporinasde

223



Discusión

33 generación. Hay que tener en cuenta que ambas normas se distinguen por pequeñas

diferenciasen los valoresde CMII paraticarcilinay piperacilina.

Muchasvecesesmásútil considerarla definiciónde resistenciasegúnun criterio

microbiológico, en el queporpequeñoscambiosen los valoresde CMI sedetectanbajos

niveles de resistencia,que si sólo setiene en cuentael criterio farmacólogico,el que

normalmente presenta el NCCLSy otrasNormassimilares,referidosa la concentración

de la drogaalcanzableen suero,en los quetienenquehabergrandescambiosen la CMI,

para considerar la cepa sensible o resistente (Livermore, 1995). En nuestrocaso una

pequeñavariación en la CMI de ticarcilina, de 64 a 128 mg/1, permitió estableceruna

mejorrelacióncon la producciónde betalactamasas.

En nuestro estudio se observó en general una elevada producción de

betalactamasas(93%), que se relacionabaconun predominiode cepasmultirresistentes.

Llama la atención la ausencia de enzimas tipo CARB-5en el total de cepasestudiadas,

asícomola presenciade enzimastipo TEM-1 en un único aislamiento, donde también se

encontrabauna cefalosporinasa.Esta cepa mostró un elevado nivel de resistenciaa

ticarcilina (512 mg/l) y fUe sensible a las cefalosporinas de 33 generación,

correspondiéndosecon la únicacepapertenecienteal genotipo II, segúnel criterio B. La

asociaciónde ticarcilinacon ácidoclavulánico,quedisminuyóconsiderablementela CMI

a ticarcilina(16mg/l) confirmóqueesteenzimaerael responsablede la resistenciaa este

grupodebetalactámicos.

Joly-Guillou (1988) en su estudiodemuestraque el predominio de cepasdel

Grupo IV, así como la presenciade un considerableporcentajede cepasdel Grupo II, se

correlacionabacon la presenciade enzimasTEM y/o CARB-5, asociadasen algunos

casosa cefalosporinasasy con valoresde CMI superioresa 128 mg/l. Encontraronun
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elevado porcentaje de cepas productoras de TEM-1, y/o CARB-5, que presentabanaltos

niveles de resistencia a ticarcilina y piperacilina (CMI >256 mg/l), y en los que las

asociaciones de estos antibióticos con inhibidores de betalactamasas hacían disminuir su

CMI considerablemente.

En nuestro caso igualmente podríamos explicar porqué en la mayoría de cepas

donde no se había 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 Civil únicamente en una o dos diluciones, mostrándosebajosporcentajes

desensibilidad.

Estos resultados permiten confirmar aún más la relación de fenotipo de

resistenciay betalactamasas,empleandodicho criterio en el que el punto de cortepara

las penicilinas es superior a 128 mg/l. Un punto de corte mayor sería más adecuado para

establecer una mejor relación entre antibiogramay producciónde betalactamasas.

Respectoa las cepasbetalactamasa(negativa)observamosque la mayoríafUeron

incluidas en el Grupo 1, que correspondíaa cepascon elevadasensibilidad,o a aquéllas

con valores de CMI tan bajos que no superaron los puntos de corte como para ser

consideradas resistentes. La mayoría de las bacterias gramnegativas poseen

cefalosporinasas cromosómicas específicas de cada género y especie. Muchas de ellas se

expresan a un bajo nivel, tal que no se detectan por los mecanismos de detección de

betalactamasas, por lo que se consideran betalactamasa (negativa) (Nikaido, 1985).

Incluso las cepascon escasaactividadbetalactamasasuelenproducircierta elevaciónde

la CMI de los antibióticos, pero esta elevaciónno suele percibirsecon los criterios
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normalmenteempleadosparaestablecerla resistenciao sensibilidad.Así seexplicacómo

existencepasbetalactamasa(positiva)quepertenecenal Grupo1.

Mayor importancia tienen aquellas cepas que presentan elevados niveles de

resistencia a penicilinas y/o a cefalosporinas (Grupos III, IV) y sin embargo son

betalactamasa negativa.

Las bacterias escapan a la acción de los betalactámicos de varias maneras; por un

lado la presión antibiótica puede seleccionar las cepas deficientes en porinas, que tienen

la permeabilidad reducida, por otro lado la producción de un gran número de

betalactamasas con gran afinidad por los antibióticos contribuye a la resistencia, y

tambiénpuedenaparecernuevasbetalactamasasque hidrolicen nuevosantimicrobianos.

Joly-Guillou explica la elevadaresistenciaa cefalosporinasde algunasde sus cepas

betalactamasa(negativa) por una posible reducción en la permeabilidadcelular, sin

embargoen estetrabajo hemos comprobadoque no existe ningunaalteraciónen las

OMIPs de nuestros aislamientos de Acinetobacter, por lo que únicamente otros

mecanismos,comolas alteracionesde las PBPspodríanestarimplicadosen estoscasos.
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5.7. COMPARACIÓN DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA A

BETALAciTAMICOS EN CEPAS RELACIONADASGENETICAMENTE Y CEPAS

ESPORÁDICAS.

La mayoríade las infeccionesdeorigenhospitalarioestáncausadasporbacterias

resistentesa uno o más agentesantimicrobianos.La distinción entrebrote y cepade

aparición esporádicase puede realizar únicamenteen el laboratorio, mediante la

aplicación de técnicasque reconozcansemejanzasy diferenciasentre los diferentes

aislamientos.

En estetrabajoagrupamostodos los aislamientosde Acinetobacterobtenidosen

los años1995, 1996 y 1997, segúnsu relación genética,establecidapor rep-PCR,en

concordanciacon otros métodosfenotipicos. De estamanerase obtuvieron3 grupos

genéticamenterelacionados, procedentesde distintos Servicios del hospital, pero

mayoritariamentede la Ud, obtenidosen un gran porcentajede muestrasrespiratorias.

El resto de aislamientosno tenían relación genotípicaentre sí y la mitad de ellos

procedíande origenambulatorio.

En cuantoala relaciónde los distintosgruposgenómicoscon los mecanismosde

resistenciaa betalactámicosobservamosque, en generallas cepasmásresistentesa los

antibióticoseranaquellascepasepidémicasde origennosocomial.Mostrabanun perfil de

elevadaresistenciaa betalactániicos,distribuyéndoseentrelos Grupos111, IV y V. A]

mismo tiempo presentabanelevados niveles de resistenciaa otros antibióticos no

betalactámicos.

Las cepasconsideradasde aparición esporádicafUeron en generalmássensibles,

pertenecíanla mayoríaal Grupo de resistencia1 y fUeronlas únicascepasque mostraban
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cierta sensibilidadhacia los antibióticos“no usuales”,como azitromicinao rifampicina,

frentea los que el restode aislamientossemostraronresistentes.

La resistenciaantimicrobianaen general es más común cuando el uso de

antibióticosesmayor;existeuna relacióndirectacon el grado de presiónselectiva.La

resistenciaeselevadaespecialmenteen Unidadesde CuidadosIntensivos,Hematología,

Unidadesde Quemados.Igualmenteocurre en paisesen vías de desarrollo,dondeno

existe un adecuadouso de antimicrobianos. Especialmenteocurre en infecciones

recalcitrantes,en las quesedaunaexposiciónde labacteriaal antibiótico repetidamente.

Sin embargola resistenciaesmuchomenorcuandosetrataninfeccionesadquiridasen la

Comunidadde paisesdesarrollados(Eliner, 1987; Sanders,1992).

Dijkshoornen 1996 comparólas cepasdeAcinetobacterimplicadasen un brote

nosocomial con cepas que aparecíanesporádicamenteen el medio hospitalario.

Comprobócómo las cepasproductorasde brotesen generalfUeron másresistentesque

las no relacionadasgenéticamente.La uniformidadque presentabanlas cepasimplicadas

enbroteshizo pensarquetodasellasprocedíande un origenclonal común.

Nosotros hemos comprobadoen estetrabajo que dentro del grupo de cepas

epidémicasdestacacomo grupo predominanteel genotipo A, seguidodel grupoB. Al

comparar los porcentajesde sensibilidadantimicrobiana en los distintos genotipos

observamosquedentrode éstosel grupoA esmásresistentequeel resto. Cabedestacar

la procedenciadeUd de la mayoríade cepasincluidasen estegrupo.

Al comparar la distribución de las betalactamasasen los distintos grupos, se

puedecomprobarcómo predominala producciónde cefalosporinasascromosómicasen

los principales grupos A, B y C frente a las cepas esporádicas,donde muchos

aislamientossonbetalactamasa(negativa).
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Coincidiendocon la elevadaresistenciaantimicrobiana,incluidaacarbapenémicos

se observacómo alrededordel 90% de las cepasposeeúnicamentecefalosporinasa

cromosómicay porotro ladoungranporcentajede cepasdel grupoA poseenun mismo

tipo de carbapenemasa.Las diferenciasen la sensibilidaden un mismogrupogenotípico,

por un lado nos indica que tras el resultadode la presión selectivaejercidapor el

consumoprolongado de este antibiótico se ha podido producir un brote de cepas

resistentesa imipenem,apartir de unclon de cepasya existentes.

Desdeel punto de vista de la producciónde betalactamasas,sepuedeexplicar

fácilmentela posibilidad de adquisiciónde un plásmidode resistenciaa carbapenémicos

quecondujeraal aumentode la resistenciaaestosantimicrobianos.

Hasta 1986 (Joly-Guillou, 1986) la resistenciaa imipenem sehabíadescritode

maneraesporádica,como ocurre en nuestro caso con la cepa38, productorade una

carbapenemasa.Sin embargose hademostradoen estudiosposteriores(Tankovic, 1994)

que la resistenciaa esteantibiótico también se observaen brotes hospitalarios;como

demuestraGo (1994) en su estudio, dondetras el prolongadoconsumode imipenem

surgeunaepidemiaporAcínetobactermultirresistente(únicamentesensiblea polimixina

y sulbactam),quederivabadeun clonpreviomássensible.
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Conclusiones

1.- Los aislamientosde Acinetobacterspp. incluidos en este estudiopresentanuna baja

sensibilidadantimicrobianaa la mayoríade los antibióticos estudiados.Colistina,

imipenem, meropenem,amp¡cilina/sulbactamy sulbactamson los antimicrobianos

con mayoractividadin vi/ro. Rifampicinay azitromicinamuestranalgunaactividad

frentea las cepasdeAcinetobactermássensiblesal restode antibióticos.

2.- Seobservaunatendenciaa la disminuciónde la sensibilidadcon el tiempo, destacando

en los dosúltimos añosla apariciónde cepasresistentesacarbapenémicos.

3.-Observamosunaestrecharelaciónentrelos patronesde resistenciaa betalactámicosy la

presenciade betalactamasasal aplicar el criterio del NCCLS de 1997 para

microorganismosgramnegativosno fennentadores.

4.- La mayoríade los aislamientospresentanresistenciaa cefalosporinasde Y generación.

Otrogmpo importantemuestraademásresistenciaacarboxi-y aminopenicilinas.

5.- Las cepasde Acinetobacterrelacionadasgenéticamente(genotiposA, B y C) proceden

en su mayoríade enfermosingresados,generalmenteen UCI y son más resistentes

que las cepasno relacionadas,obtenidasen gran partede muestrasde enfermosno

ingresados.
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6.- La producciónde betalactamasasesel principalmecanismoimplicado en la resistenciaa

betalactámicosen los aislamientosde esteestudio.La mayoríade las betalactamasas

son cefalosporinasascromosómicasdel grupo 1, seguidopor un grupo de enzimas

tipo carbapenemasa.Hay que destacarla presenciade enzimastipo TEM-1 en un

únicoaislamientoy la ausenciade enzimastipo CARB-5 en el total de cepas.

‘7.- Medianteel punto isoeléctrico,perfil de inhibición y de hidrólisis podemosobservar

ciertaheterogeneidadentrelas cefalosporinasasdeAcinetobacterestudiadas.

8.- La elevadaresistenciaa las cefalosporinasde Y’ generaciónse produce por una

hiperproducción de cefalosporinasas cromosómicas constitutivas. La

hiperproduccióndecefalosporinasasafectamás acefotaximaquea ceftazidima.

9.- La resistenciaa carbapenémicosen los aislamientosde Acinetobacterdel presente

estudio se debe a dos diferentescarbapenemasasde tipo “serma-enzimas”,con

actividadpenicilinasa,que ademáshidrolizancarbenicilinay oxacilina. Ningunode

estosenzimasse inhibe por ácidoclavulánico,cloxacilina,sulbactam,aztreonam,ni

cloruro sódico. Una de las carbapenemasaspredomina en un grupo de cepas

incluidasen un mismogenotipo.
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10.- La mayoríade las cepasmuestranun idénticoperfil de OMPs,en el que predominan3

OMPsprincipalesde42, 27 y 17 kD. La alteraciónde la permeabilidadde la pared

celularno pareceestarimplicadaen los mecanismosde resistenciaa betalactámicos

en los aislamientos clínicos de Acinetobacter estudiados,ya que no se han

encontradodiferenciasen dichosperfilesdeOMIPs, ni siquieraen cepasresistentesa

carbapenémicos.
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