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RESUMEN

Entre los principales mecanismos de resistencia a los aminoglucésidos descritos en
las cepas de Acinetobacter baumannii, se destaca la produccion de enzimas modificantes
de estos compuestos. Con el objeto de determinar la transferencia de plasmidos en cepas
de A. baumannii resistentes a aminoglucésidos, se estudiaron 20 cepas correspondientes
a la genoespecie A. baumannii, las cuales se obtuvieron de pacientes recluidos en la
unidad de cuidados intensivos de adultos y en la unidad de alto riesgo neonatal del
Instituto Auténomo Hospital Universitario de los Andes (IAHULA), previamente
identificadas bioquimica y molecularmente. La susceptibilidad ante los aminoglucosidos
se determind mediante la prueba de difusién del disco en agar, mientras que para la
Concentracion Inhibitoria Minima se emplearon tiras Etest; por su parte, los ensayos de
conjugacion se realizaron empleando la técnica sobre filtro. Todas las cepas fueron
resistentes a estreptomicina, netilmicina y gentamicina; el 95% resistente a tobramicina,
75% resistente a amikacina y 70% resistente a kanamicina y el 50% de las cepas
presentd una CIM igual o superior a 32 pg ml”. Se demostré que el 19% de las cepas
lograron conjugar y transfirieron a la cepa receptora Escherichia coli k-12 J53-2 la
resistencia a amikacina, con una frecuencia de transferencia de 10~ (transconjugantes
por células donantes). Ademas, se pudo determinar, mediante antibiogramas realizados a
las transconjugantes, que también se transfirid la resistencia a estreptomicina. Se
concluye que la resistencia a amikacina y estreptomicina, por parte de 3 cepas de A.
baumannii, al parecer, se encuentra codificada en plasmidos transferibles.

Palabra y/o Frases Claves:



INTRODUCCION

Los miembros del género Acinetobacter son cocobacilos gramnegativos, no
formadores de esporas, aerobios estrictos, inmdviles, no fermentadores de glucosa,
catalasa positivo y oxidasa negativo. Su temperatura Optima de crecimiento es de 30 a
35°C y son capaces de crecer en los cultivos habituales, sin requerimientos especiales

(Bergogne-Berézin y Towner, 1996; Salazar y Nieves, 2005).

Los microorganismos incluidos en el género Acinetobacter han sufrido numerosos
cambios taxondémicos y se les ha denominado al menos con 15 nombres genéricos
diferentes (Bergogne-Bérezin y Towner, 1996). En principio, este género fue incluido
dentro de la familia Neisseriaceae, pero actualmente, se ubica en la familia
Moraxellaceae, incluyendo al menos 32 genoespecies, de las cuales, sdlo 20 han podido
ser nombradas; asi mismo, existen aislamientos que han sido incluidos dentro de este
género, mas no se han adscrito atin dentro de una especie (Bergogne-Berézin y Towner,

1996; Nemec et al., 2001; Garrity et al., 2002; Carr et al., 2003; Nemec et al., 2009).

Las especies de Acinetobacter se encuentran ampliamente diseminadas en la
naturaleza y en muchos tipos de ambientes, siendo sus principales hébitats el agua y el
suelo; también se han aislado de numerosos focos y fuentes, entre los que se incluyen la
leche y sus derivados, comidas congeladas y aves de corral; ademas de encontrarse en
piel, conjuntiva, recto, nasofaringe, garganta, leche humana, vagina y uretra de sujetos
sanos (El-Mohades et al., 1993; Fang y Madinger, 1996). Aunque la flora normal de la
piel humana esta ampliamente dominada por bacterias grampositivas, Acinetobacter spp
actiia como gramnegativo comensal (Seifert et al., 1997; Berlau et al., 1999; Karishma

etal., 2007).

En el ambiente hospitalario, los focos identificados que se han asociado con brotes
de infecciones han sido los guantes de latex, el agua destilada, sueros intravenosos,

agujas, monitores, mesas y otro mobiliario, asi como, las manos del personal sanitario,



entre muchos otros (Fang y Madinger, 1996; Towner, 1997).

A. baumannii ha sido implicado en diversos tipos de infecciones, la mayoria de
ellas nosocomiales (Bergogne-Beérézin et al., 1987). Los multiples factores identificados
para la adquisiciéon de infecciones por esta especie bacteriana incluyen enfermedad
grave, infeccion o sepsis previa, ventilacion mecanica prolongada, antibioticoterapia
previa, colonizacion por este microorganismo Yy estadia prolongada en las unidades de

cuidados intensivos (Lopez y Lopez-Brea, 2000; Mahgoub et al., 2002; Diomedi, 2005).

El éxito de A. baumannii en la infeccién nosocomial se debe, por un lado, a la
extraordinaria rapidez y capacidad que presenta para desarrollar resistencia a los
antimicrobianos y, por otro, a su capacidad de crecimiento en el medio ambiente
inanimado (Bergogne-Bérezin y Towner, 1996; Cisneros y Pachon, 2003). Diversos
estudios han demostrado la resistencia a multiples farmacos en cepas de Acinetobacter
spp, lo cual representa una dificultad para tratar estas infecciones (Jain y Danzier, 2004;

Karishma et al., 2007).

La resistencia antimicrobiana representa una condicion natural o adquirida, por
parte de una cepa bacteriana, de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o
bacteriostaticos de un agente antimicrobiano (Bush et al., 2000). El origen de la
resistencia se puede dar por la expresion de genes cromosémicos, los cuales son,
naturalmente, intrinsecos de la bacteria, o genes extracromosdémicos que son adquiridos,
generalmente, a través de intercambio genético con otras bacterias (Keith et al., 2000).
La resistencia a multiples antimicrobianos es un fenémeno frecuentemente asociado a la

presencia de plasmidos transmisibles (Pedroza et al., 2002).

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosomicos de dacido
desoxirribonucleico (ADN) de cadena doble, covalentemente enlazados, formando
circulos que se replican de manera independiente del cromosoma de la célula

hospedadora (Davies, 1992; Rodriguez-Lemonie et al., 1998). Los plasmidos



constituyen solo una pequefia parte del genoma celular, en general, entre 1 y 3%. Atn
asi, esa pequenia fraccion de la informacion hereditaria determina rasgos genéticos
accesorios, pero importantes. Los plasmidos le otorgan a un microorganismo funciones
que favorecen la sobrevivencia en un medio ambiente adverso o proporcionan una
ventaja competitiva frente a otros microorganismos de la misma o diferentes especies

(Alonso et al., 2002).

Entre los principales tipos de plasmidos se encuentran aquellos que codifican para
un mecanismo de resistencia a los agentes antimicrobianos, a metales pesados,
produccion de bacteriocinas, toxinas y otros compuestos, asi como la capacidad de
degradar una amplia variedad de compuestos organicos complejos (Rodriguez-Lemonie
et al.,, 1998). Los plasmidos, al contener genes que codifican para caracteristicas
especiales, son una de las principales fuentes de la variabilidad en el mundo microbiano

(Atlas, 1997; Alonso et al., 2001).

Cada plasmido controla autdbnomamente el nimero de copias que debe haber en la
célula hospedera. La diseminacion de los plasmidos ocurre tanto de forma vertical (de
célula madre a célula hija), como horizontal, esencialmente a través del proceso de
conjugacion; esta capacidad estd determinada por la presencia de un grupo de genes que
codifican para proteinas de transferencia (tra), sin las cuales no puede realizarse el
proceso, ocupando dentro del pladsmido una porcién de hasta 33 kb. Este proceso permite
que se pueda llevar el intercambio de plasmidos entre especies, € incluso géneros (Ayres

etal., 1995; Atlas, 1997).

En la naturaleza existen plasmidos que no presentan todos los genes necesarios
para la transferencia, denominados plasmidos no conjugativos, y solo pueden
cotransferirse con los plasmidos conjugativos. La transferencia horizontal y la
cotransferencia de los plasmidos entre las bacterias, son mecanismos que promueven la

diseminacion de un gran nuimero de genes, entre ellos, los que codifican para



determinantes de resistencia a multiples antibidticos, permitiendo su diseminacion en el

ambiente hospitalario y en la comunidad (Davies, 1996; Torres et al., 2005).

La conjugacion consiste en la transferencia de plasmidos desde una bacteria a otra,
mediante el contacto directo entre las células. El proceso de conjugacion es una parte del
ciclo de vida de un plasmido conjugativo, y es considerado un tipo de replicacion
especial de ADN, mediante el cual una hebra del plasmido en replicacion es mantenida
en la célula donante, mientras que la segunda hebra es transferida a una célula receptora

(Lawley et al., 2002).

En el proceso de conjugacion se dan dos grandes fases, siendo éstas: contacto entre
células y transferencia de ADN. En la primera fase, las células donantes presentan en su
superficie un apéndice en forma de cilindro (pili), constituido por unidades de la
proteina pilina. El pili se origina en la membrana interna de la célula donante y se
extiende a través de su pared celular hasta el ambiente extracelular e interacciona
especificamente con una proteina receptora presente en las células receptoras. Luego de
un proceso de despolimerizacion del pili, las células quedan en contacto pared-pared y
se forma el poro conjugativo (Frost et al., 2005). Por otra parte, el proceso de
transferencia del ADN se inicia en una regién del plasmido denominada origen de
transferencia (0riT), y la transferencia de ADN esta basada en un proceso de replicacion

y secrecion (Llosa et al., 2002).

Los plasmidos que presentan la mayor relevancia epidemiologica son aquellos que
portan determinantes de resistencia y tienen capacidad conjugativa o de movilizacion, ya
que pueden diseminar de forma horizontal un gran numero de genes de resistencia, lo
cual contribuye a la aparicion de cepas patogenas multirresistentes, y esto implica un
problema de salud publica a nivel mundial, limitando las opciones terapéuticas e
incrementando los costos por concepto de terapia alternativa y estadia hospitalaria

(Levy, 2005; Narvaez et al., 2005; Redondo y Alonso, 2007).



Varios trabajos se han publicado en Venezuela sobre la conjugacion de plasmidos,
pero realizados en cepas de enterobacterias (Araque et al., 1997; Torres et al., 2005;

Redondo y Alonso, 2007).

En cuanto a estudios realizados sobre conjugacion en bacterias gramnegativas no
fermentadoras, Gonzalez et al. (2003) determinaron la presencia de enzimas del tipo
beta-lactamasas codificadas por plasmidos en cepas de Peudomonas aeruginosa de
origen clinico y demostraron que el 96% de ellas presentaron plasmidos y sus perfiles
plasmidicos fueron extremadamente homogéneos; ademas, la resistencia a azocillin,
cefuroxime y ceftazidime fue espontaneamente transferida de las cepas de P. aeruginosa

a las E. coli.

En un estudio realizado por Karishma et al. (2007), sobre la distribucion
plasmidica y los patrones de resistencia a los antibidticos en aislados de Acinetobacter
spp, procedentes de la piel de personas sanas de una tribu en Maharashtra, India, se
reportd que el 98% de los aislados poseian plasmidos, la mayoria de los cuales presentd

un Unico plasmido de 40 kb.

Por otra parte, Patwardhan et al. (2008) realizaron un estudio en cepas de A.
baumannii multirresistentes, procedentes de la unidad de cuidados intensivos del
Hospital King Edward Memorial, en India, donde se reportd la presencia de multiples
plasmidos en todas las cepas de A. baumannii (en un rango de 1 a 5 plasmidos), con un
tamafio de 5 a 50 kb. También estos investigadores lograron la transferencia de
plasmidos por transformacion, con una frecuencia de 4,3x10* transformantes por ug de

ADN plasmidico.

En Venezuela, Pedroza et al. (2002), realizaron el analisis de ADN plasmidico
extraido de un grupo de cepas de A. baumannii, provenientes de tres centros
hospitalarios de la ciudad de Caracas (Hospital Vargas, Hospital Universitario y

Domingo Luciani); en este estudio encontraron la presencia de pldsmidos de alto peso



molecular, observandose una banda comun de, aproximadamente, 23 kb en todas las
cepas. A pesar que en dicho trabajo se sefiala metodologia para la conjugacion de

plasmidos, no se reportan resultados al respecto.

En estudios publicados por Salazar et al. (2006) y Salazar et al. (2007), se reportan
aislamientos de cepas de A. baumannii, que muestran fenotipos de multirresistencia,
donde se incluyen a los aminoglucésidos. Por otra parte, el 95,65% de las cepas
albergaron plasmidos de mas de 2kb; sin embargo, éstos no fueron transferidos por el

método de conjugacién empleado (conjugacion en caldo).

Los aminoglucésidos constituyen un grupo de agentes antimicrobianos con
interesantes propiedades para el tratamiento de infecciones bacterianas, particularmente,
aquellas producidas por bacilos gramnegativos aerdbicos (Gilbert, 2000). Estos
antimicrobianos despliegan una potente accion bactericida, reconociendo a la inhibicion
de la sintesis de proteinas como el mecanismo de accion de estos compuestos (Kotra et
al., 2000; Mella et al., 2004). Los principales mecanismos que se han encontrado
involucrados en la resistencia a los aminoglucésidos son: alteracion del sitio blanco,
reducida acumulacion intracelular del compuesto, inactivacion de los compuestos por
enzimas modificantes de los aminoglucosidos (EMA); siendo este ultimo el mas
frecuente hallado entre las cepas de Acinetobacter spp. Entre estas enzimas inactivantes
se encuentran: aminoglucosido - acetiltransferasa, aminoglucosido adeniltransferasa y
aminoglucosido-fosfotransferasa (Del Solar et al., 1995; Reyes et al., 2003; Mella et al.,
2004). Ademas de estos mecanismos, se ha descrito la metilacién postranscripcional de

acido ribonucleico ribosomal (ARNr) (Galimand et al., 2003).

Las enzimas modificantes de aminoglucosidos son normalmente codificadas en
elementos extracromosomales, tales como plasmidos y transposones (Davis y Wright,
1997; Gonzalez et al., 2000; Mella et al., 2004). Por otro lado, se ha reportado que la
resistencia a aminoglucdsidos frecuentemente se encuentra codificada en pldsmidos

(Vila et al., 1999; Gonzalez et al., 2000); sin embargo, en la bibliografia consultada no



se encontraron experiencias sobre conjugacion exitosa de plasmidos a partir de cepas de
Acinetobacter. Por tal motivo, con la finalidad de aportar conocimientos sobre el
proceso de conjugacion en esta bacteria, se propuso utilizar la técnica de conjugacion
sobre filtro para investigar la presencia de plasmidos conjugativos en cepas de A.

baumannii resistentes a amimoglucosidos.



METODOLOGIA

Cepas bacterianas

Clinicas: El presente estudio se realizdo con 20 cepas bacterianas correspondientes a la
genoespecie A. baumannii, las cuales fueron obtenidas de pacientes hospitalizados en la
unidad de cuidados intensivos de adultos (UCI-A) y de la unidad de alto riesgo neonatal
(UARN) del Instituto Autonomo Hospital Universitario de los Andes (IAHULA),
durante el periodo comprendido entre enero de 1998 y abril de 1999; previamente
identificadas bioquimica y molecularmente (Salazar et al., 2006) (Tabla 1). Las muestras
estuvieron preservadas, a -70°C en caldo infusion cerebro corazén con 50% de glicerol,
en el laboratorio de Bacteriologia Anaerobica “Dr. Roberto Gabaldon” del
Departamento de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioandlisis de la
Universidad de Los Andes, Mérida; las mismas se trasladaron al laboratorio de
Bacteriologia Clinica del Departamento de Bioanalisis, Nucleo de Sucre, de Ia
Universidad de Oriente y, posteriormente, utilizadas en el presente trabajo de

investigacion.

Receptora: Se empled como receptora de plasmidos la cepa Escherichia coli K-12
J53-2, la cual presenta como fenotipo carecer de pili de conjugacién y ser resistente
a prolina, metionina y rifampicina (F-, pror, metr, rifr). Esta cepa se encuentra
preservada en el Centro Venezolano de Colecciones de Microorganismos

(CVCM128).

Reactivacion de las cepas

Con la finalidad de probar la viabilidad de las cepas de A. baumannii, a partir del
medio de conservacion, se inoculd cada cepa en 2 ml de caldo Luria Bertani (LB)
(Sigma, USA), durante 18 horas a 37°C. Luego, se sembraron en agar Mac Conkey
(AMC) (Himedia, India), con la finalidad de verificar la pureza y las caracteristicas

macroscopicas de las colonias, asi como los cambios producidos en dicho medio, que



refleja la fermentacion o no de la lactosa.

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de Acinetobacter baumannii aisladas de pacientes
hospitalizados en la unidad de cuidados intensivos de adultos (UCI-A) y la unidad de
alto riesgo neonatal (UARN) del Instituto Auténomo Hospital Universitario de los
Andes, durante el periodo enero 1998- abril 1999.

Cepas

N° de laboratorio

Servicio médico

Tipo de

muestra

Terapia previa

PIN 082-C1
PIN 085-B1
PIN 274-2
PIN 296-2
PIN 341-B
PIN 390-2
PIN 404
PIN 428-B1
PIN 434-B2
PIN 538-A
PIN 544-B
PIN 544-C
PIN 550-B
PIN 562
PIN 596-D2
PIN 597-1
PIN 653-A
PIN 653-B1
PIN 682
PIN 7-HU

UCI-A
UCI-A
UARN
UARN
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UARN
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UCI-A
UARN
UARN

Asp. bronquial
Sec. herida
Sangre

L.C.R.

Asp. bronquial
Asp. bronquial
Asp. bronquial
Sec. herida
Asp. bronquial
Asp. bronquial
Sec. herida
Sec. herida
Asp. bronquial
Asp. bronquial
Asp. bronquial
Asp. bronquial
Sangre

Sec. herida
L.C.R.
Humidif.

Cloaforam, Amp/sulb
Cloaforam, Amp/sulb
AM, CTX

CEP, AMK

CTX, PEF

CLI, CAZ, CIP

AM, GM, VAN
CTX, OXA, MTR,Fluc
CEP, AMK

MAN

MAN

IMP, AMK

IMP, PEF

CTX, Amp/sulb
CAZ, AMK

AMK, OXA, MTR
AMK, OXA, MTR
AM, AMK

PIN: Proyecto Infeccion Nosocomial; UCI-A: Unidad de cuidados intensivos de adultos; UARN: Unidad
de alto riesgo neonatal; Asp. Bronquial: Aspirado bronquial; Sec. Herida: secrecion de herida; L.C.R.:
Liquido Cefalorraquideo; Humidif.: Humidificador; AM: Ampicilina; AMK: Amikacina; Amp/sulb:
Ampicilina/sulbactam; CAZ: Ceftazidima; CEP: Cefalotina; CIP: Ciprofloxacina; CLI: Clindamicina;
CTX: Cefotaxima; Fluc: Fluconazol; GM: Gentamicina; IMP: Imipenem; MAN: Cefamandol; MTR:
Metronidazol; OXA: Oxacilina; PEF: Plefoxacina; VAN: Vancomicina.



Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad a los agentes antimicrobianos se determin6 mediante la prueba
de difusion del disco en agar, descrita por Bauer et al. (1966) y siguiendo las
recomendaciones del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios (del inglés:
Clinical Laboratory Standard Institute) (CLSI, 2009). Se prepar6 una suspension
bacteriana de la cepa en 4,5 ml de solucion salina fisiologica estéril, a partir de un
crecimiento de 18 horas, ajustado al patron de 0,5 en la escala de MacFarland,
correspondiente a un estimado de 1,5x10° unidades formadoras de colonias (UFC) por
mililitro. Una vez obtenida la turbidez requerida, se impregn6 un hisopo estéril en la
suspension, rotandolo varias veces y ejerciendo presion sobre las paredes interiores del
tubo con el fin de eliminar el exceso de liquido. La suspension bacteriana se disemind
uniformemente sobre la superficie del agar Miieller Hinton contenido en placas de Petri,
dejando secar, para luego proceder a colocar los discos de los antibidticos seleccionados:
amikacina (30 pg ml'), gentamicina (10 pg ml™), estreptomicina (10 pg ml™),
netilmicina (10 pg ml™), kanamicina (30 pg ml™) y tobramicina (10 pg ml™), todos de la

casa comercial Oxoid.

Las placas se incubaron a 35°C durante 18 horas, en aerobiosis, y luego se realizod

la lectura de los halos de inhibicion, empleando una regla milimetrada.

Los halos de inhibicion presentados por cada antimicrobiano se interpretaron
siguiendo los valores de referencia sefialados en la tabla del CLSI (2009) como sensible,

resistente intermedio o resistente.
Para determinar la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) de la amikacina ante
las cepas estudiadas, se utilizaron tiras Etest (AB Boidisk, Solna, Swden), siguiendo las

recomendaciones del CLSI (2009), para el método de difusion del disco en agar.

La calidad de los discos empleados en el antibiograma fue verificada empleando

las cepas controles E. coli ATCC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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Determinacion de la concentracion de amikacina y rifampicina a emplear en la
conjugacion.

Para seleccionar la concentracion de cada agente antimicrobiano a utilizar en la
conjugacion, se prepararon soluciones patrones de amikacina (50 mg ml™")
(GalaxoSmithKline's) y rifampicina (60 mg ml™") (GalaxoSmithKline's). A partir de
estas concentraciones se prepararon placas de AMC suplementadas con amikacina a las
concentraciones de 10, 15 y 20 pg ml™, y placas del mismo agar con rifampicina a 50,
80 y 100 pg ml". Las cepas donantes y receptoras se cultivaron en 2 ml de caldo LB a
37°C, durante toda la noche, luego se sembraron en las placas de AMC suplementadas
con el antimicrobiano respectivo, antes descrito. Estas placas se incubaron a 37°C, en

aerobiosis, durante 18 horas.

Se consideraron sensibles aquellas cepas que no crecieron en ninguna de las placas

con antimicrobiano y resistentes a las que crecieron.

Conjugacion

El proceso de conjugacion se realizo mediante el empleo de la técnica sobre filtro
en medio solido, disefiada por Pedroza et al. (2001), con algunas modificaciones.
Partiendo del hecho de que todas las cepas clinicas utilizadas en este estudio tienen
resistencia a amikacina, pero son sensibles a rifampicina, ya que la cepa de E.coli K-12
J53-2 es resistente solo a rifampicina, la amikacina conjuntamente con la rifampicina se
emplearon para la confirmacion de transferencia plasmidica. Cada cepa clinica se hizo
crecer en 2 ml caldo LB con amikacina (10 ug ml™), y la receptora, E. coli J53-2, en 2
ml de caldo LB con rifampicina (100 pg ml™), durante toda la noche. Luego se inoculd
0,1ml del cultivo respectivo en 5 ml de medio LB y se permitio el crecimiento durante

cuatro horas (fase de crecimiento logaritmica).

Luego se mezclaron 0,5 ml de la cepa donante con 2,5 ml de la cepa receptora,

seguidamente se centrifugd la mezcla durante 1 minuto a 6 000 g y el sedimento se
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colocd sobre un filtro Millipore estéril de 0,22 pum, previamente colocado sobre una
placa de AMC. Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C. Finalizado el
tiempo de incubacion, se resuspendid la mezcla de conjugacion, contenida en el filtro,
en 1 ml de NaCl 0,85% y se sembraron por rastrilleo, tanto directamente de la mezcla
como en diluciones desde 10" a 10”7 en AMC suplementadas con amikacina (10 pg ml™)

y rifampicina (100 pg ml™).

Se consideraron cepas transconjugantes las colonias lactosa positivas crecidas en las

placas de AMC suplementadas con amikacina (10 pg ml™) més rifampicina (100 pg ml™).

Calculo de la frecuencia de transferencia
La frecuencia de transferencia (FT) de los plasmidos se determind mediante la siguiente
relacion: FT=T/DV donde, T: es el titulo de transconjugantes obtenidas en las placas de

seleccion y DV: es el titulo de células donantes viables en la mezcla de conjugacion.

DV se calcul6 sembrando 50 ul de diluciones seriadas (desde 10" a 107) dela
cepa donante al momento de realizar la mezcla de conjugacion. El titulo de donantes

viables y de las transconjugantes se calculdo mediante la siguiente formula:
DV=N?° colonias x factor de dilucién /volumen de siembra

Verificacion de los determinantes transferidos

Para confirmar cuales determinantes de resistencia se transfirieron a la cepa
receptora, se realizaron antibiogramas, como se describid anteriormente, en la seccion de
susceptibilidad antimicrobiana, pero en este caso se incluyeron las cepas

transconjugantes y receptora.
Analisis de los resultados

Se realizd un andlisis descriptivo de los resultados obtenidos, los cuales se

representaron en tablas y figuras, seglin Jiménez (2000).
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RESULTADOS

En la figura 1 se muestra que el 100% de las cepas de A. baumannii ensayadas

mostro resistencia frente a estreptomicina, netilmicina y gentamicina. A la vez que,

frente a amikacina y tobramicina mostraron porcentajes de resistencia de 80 y 95%,

respectivamente. Por su parte, la kanamicina present6 actividad antimicrobiana ante el

30% de las cepas estudiadas.
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Figura 1. Susceptibilidad antimicrobiana frente a los aminoglucésidos ensayados de las
20 cepas de Acinetobacter baumannii, aisladas de pacientes hospitalizados en el
Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los Andes, Mérida, estado Mérida.

En la tabla 2 se muestran las CIM que presentaron las cepas de A. baumannii ante

amikacina, las cuales oscilaron entre 8 y 256 ug ml™'. Ademas, se muestra el fenotipo de

susceptibilidad ante las concentraciones de antimicrobianos elegidos para el proceso de

conjugacion, tanto de las cepas donantes de A. baumannii como de la cepa receptora E.

coli k-12 J53-2.
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Tabla 2. Concentracién Inhibitoria Minima (ug ml") para amikacina y condiciones de
crecimiento en amikacina y rifampicina de las cepas donantes de Acinetobacter
baumannii, aisladas de pacientes hospitalizados en el Instituto Auténomo Hospital
Universitario de Los Andes, Mérida, estado Mérida (enero 1998- abril 1999) y cepa
receptora.

Cepa Amikacina Amikacina Rifampicina
(ug mi™) (10 pug ml™) (100 pg ml™)
E. coli k-12 J53-2 S S R
PIN 082-C1 8 S S
PIN 085-B1 48 R S
PIN 274-2 48 R S
PIN 296-2 24 R S
PIN 341-B 128 R S
PIN 390-2 128 R S
PIN 404 >256 R S
PIN 428-B1 8 S S
PIN 434-B2 128 R S
PIN 538-A 64 R S
PIN 544-B >256 R S
PIN 544-C 24 R S
PIN 550-B 24 R S
PIN 562 64 R S
PIN 596-D2 192 R S
PIN 597-1 24 R S
PIN 653-A 24 R S
PIN 653-B1 8 S S
PIN 682 8 S S
PIN 7-HU 32 R S

PIN: Proyecto Infeccion Nosocomial; S: Sensible; R: Resistente

De las 20 cepas de A. baumannii ensayadas, cuatro resultaron sensibles a la

amikacina, las cuales fueron descartadas, quedando un total de 16 cepas de A. baumannii
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aptas para los ensayos de conjugacion.

Tres de dieciséis cepas de A. baumannii, fueron capaces de transferir plasmidos a
la cepa receptora E. coli K-12 J53-2 bajo las condiciones ensayadas. La frecuencia de
transferencia del ADN plasmidico durante el proceso de conjugacion se muestra en la
tabla 3. Se encontré una frecuencia de transferencia de 10~ transconjugantes por células

donantes.

Tabla 3. Frecuencia de transferencia de las cepas de Acinetobacter baumannii.
Cepas transconjugantes Frecuencia de conjugacion

(transconjugantes/ células donantes)

T. PIN 538-A 2,1x107
T. PIN 434-B2 1,7x107
T. PIN 274-2 3,0x107

T: Transconjugante; PIN: Proyecto Infeccion Nosocomial

En la tabla 4 se muestra que los determinantes de resistencia a los antimicrobianos

amikacina y estreptomicina fueron transferidos en todas las transconjugantes.

Tabla 4. Perfil de resistencia en cepas donantes, receptora y transconjugantes

Cepas Resistencia antimicrobiana
R. E. coli J53-2 AN’ ST® GM® TB® NET® KN°® RIF*
D. PIN 274-2 AN' ST" GM' TB' NET" KN'RIF®
T. PIN 274-2 AN' ST" GM® TB® NET® KN°® RIF"
D. PIN 434-B2 AN' ST' GM' TB' NET' KN'RIF®
T. PIN 434-B2 AN' ST' GM® TB® NET® KN°® RIF"
D. PIN 538-A AN' ST" GM' TB' NET" KN'RIF®
T. PIN 538-A AN' ST" GM® TB® NET® KN°® RIF"

D: Donante; T: Transconjugante; R: Receptora; PIN: Proyecto Infeccion Nosocomial; s: Sensible; 1:
Resistente; AN: Amikacina; ST: Estreptomicina; GM: Gentamicina; TB: Tobramicina; RIF:
Rifampicina(100 pg ml™)
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En la figura 2 se muestran los antibiogramas realizados a las cepas donante (A)
resistente a todos los aminoglucosidos, transconjugante (B) resistente a amikacina y

esreptomicina, y receptora (C) sensible a todos los aminoglucésidos ensayados.

Figura 2. Susceptibilidad antimicrobiana de las cepas donante, transconjugante y

receptora, frente a aminoglucdsidos. A. Cepa donante 538-A; B. Cepa transconjugante 538-A; C.
Cepa receptora E. coli k-12 J53-2.
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DISCUSION

La sobrexposicion y uso indiscriminado de los agentes antimicrobianos
constituyen un factor de riesgo que predispone a las infecciones bacterianas al aportar
una ventaja selectiva a un patéogeno sobre la flora microbiana competente. La resistencia
bacteriana es uno de los serios problemas que se deben enfrentar cuando hay que aplicar

tratamiento a las enfermedades infecciosas (Salavert, 1999; Williams, 2000).

Durante los ultimos 20 afos se ha observado un aumento progresivo de la
resistencia en A. baumannii, de manera que las infecciones producidas por este
microorganismo resultan muy dificiles de tratar (Lopez y Lopez-Brea, 2000). La
mayoria de los miembros de este género bacteriano presentan resistencia a una amplia
gama de antimicrobainos, incluidos penicilina, cefalosporinas, aminoglucésidos y

fluorquinolonas (Richards et al., 1999; Lopez y Lopez-Brea, 2000; Diomedi, 2005).

En el presente estudio se detectaron elevados porcentajes de cepas resistentes ante
los aminoglucésidos ensayados. El 100% de las cepas de A. baumannii mostro
resistencia ante estreptomicina, netilmicina y gentamicina. Por su parte, frente a
amikacina y tobramicina, el porcentaje de cepas resistentes oscilaron entre 80 y 95%,
respectivamente. Estos altos porcentajes de resistencia representan un problema clinico
de gran relevancia, ya que limita el espectro terapéutico al momento de colocar
tratamiento antimicrobiano a los pacientes infectados con esta especie bacteriana,
especialmente, tomando en cuenta que entre las alternativas terapéuticas sugeridas para
las infecciones por A. baumannii se encuentra el imipenem, el cual puede ser asociado a
un aminoglucosido, generalmente, amikacina o tobramicina; otra alternativa terapeutica
es la asociacion ticarcilina- acido clavulanico mas tobramicina (Marques et al., 1997,

Garcia et al., 2006).

En lo que respecta a la CIM de las cepas de A. baumannii, éstas mostraron

resultados variados, los cuales van desde 8 pg ml™ hasta 256 pg ml™, resaltando que el
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50% de las cepas presentan una CIM igual o superior a 32 pg ml™ (Pso); demostrando
que pesar de que la amikacina es uno de los antimicrobianos ampliamente utilizados
para el tratamiento de infecciones causadas por A. baumannii, en la mayoria de los casos

podria no ser efectivo.

El uso recurrente de aminoglucosidos en el tratamiento contra infecciones
producidas por Acinetobacter, sobre todo en las unidades de cuidados intensivos, ha
provocado un incremento en la resistencia ante este grupo de antimicrobianos, llegando
a niveles superiores al 60% de resistencia (Prada, 2006). Al respecto, Pinzon et al.
(2006), realizaron estudios en aislados de A. baumannii, de los cuales, un 67% mostr6
resistencia ante los aminoglucosidos. De igual manera, otros estudios han reportado
resultados similares a los encontrados en el presente ensayo (Lopez y Lopez-Brea, 2000;

Pedroza et al., 2001; Pinzon et al., 2006; Prada, 2006).

Los agentes antimicrobianos ejercen una fuerte presion selectiva sobre las
comunidades bacterianas que comparten un nicho particular, promoviendo la seleccion y
acumulacion de genes de resistencia, dando origen al fendmeno conocido como
resistencia a multiples antibioticos, que se encuentra afectando a una gran variedad de

especies bacterianas (Narvaez et al., 2005).

Ninglin antimicrobiano actiia sin el riesgo futuro de que los microorganismos
desarrollen resistencia frente a ellos. Los plasmidos pueden diseminarse rapidamente
entre diferentes especies bacterianas y pueden conferir resistencia a varios antibidticos a
la vez (Alonso et al., 2002; Narvaez et al., 2005). Se considera que A. baumannii tiene
alta capacidad para acumular determinantes de resistencia a una amplia gama de agentes
antimicrobianos, convirtiéndolo en un microorganismo dificil de controlar (Towner,
1997).

Towner (1991) sugirié que la resistencia antimicrobiana en Acinetobacter sp. esta
probablemente asociada a plasmidos, pertenecientes a grupos de incompatibilidad,

ademas de la posible presencia de transposones e integrones en dichos plasmidos.
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Los ensayos de conjugacion en este estudio se realizaron empleando la
concentracién de 10 pg ml™’ para la amikacina, ya que las cepas de A. baumannii
seleccionadas mostraron resistencia empleando esta concentracion; ademads, se ha
comprobado que los ensayos de conjugacion resultan mas exitosos empleando bajas
concentraciones de los antimicrobianos. En cuanto a la rifampicina se empleo la
concentracién de 100 pg ml”, con la finalidad de mantener una constante presion

selectiva y una adecuada seleccion de las cepas transconjugantes.

La resistencia a los aminoglucésidos ha sido descrita en diversas partes del mundo.
Desde 1983 se demostrd que la resistencia a los aminoglucdsidos en Acinetobacter sp.
estaba mediada por las enzimas Aminoglucésido O-fosfotransferasas (APH) (3'5")l y
Aminoglucosido O- nucleotidil- transferasa (AAD), incluidas en el mismo plasmido de
resistencia, que a su vez codificaba para la betalactamasa TEM-1 (Goldstein et al.,
1983). De igual manera, Towner (1997), sugirid que las enzimas modificantes de
aminoglucésidos, tales como APH, AAD y N- acetiltransferasa, estdn mediadas
primariamente por plasmidos y transposones que pueden jugar un importante rol en la

diseminacion de transferencia.

Los resultados de conjugacion aqui obtenidos muestran que, el 19% de las cepas
de A. baumannii lograron transferir plasmidos de manera exitosa; es decir, tres de 16
cepas donantes otorgaron a la cepa receptora E. coli K-12 J53-2 resistencia a amikacina.
En la literatura revisada sobre este tema, a nivel nacional, se encontré que otros
investigadores han realizado ensayos de conjugacion en cepas de A. baumannii, sin

lograr resultados satisfactorios (Pedroza et al., 2002; Salazar et al., 2006).

Al respecto, en este estudio se pudo observar que la transferencia de plasmidos,
por conjugacién, a la cepa E. coli K-12 J53-2 se di6 con una frecuencia de 107
transconjugantes por células donantes, la cual es alta; esto quiere decir que 1 de cada 1
000 donantes logré transferir sus plasmidos a la cepa receptora. Cabe destacar que la

transferencia de genes fue posible entre dos géneros bacterianos distintos, lo cual es un
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reflejo in vitro de lo que ocurre en el mundo bacteriano, representando este hecho un
gran problema epidemioldgico, ya que microorganismos multirresistentes pueden
diseminar genes de resistencia a bacterias susceptibles a la mayoria de los agentes
antimicrobianos, por lo que se hace cuesta arriba poder eliminar a dichas bacterias (Hall

y Stokes, 1993; Alonso et al., 2001).

Patwardha et al. (2008) estudiaron cepas multirresistentes de A. baumannii
albergantes de multiples plasmidos (1 a 5 plasmidos) aisladas de la UCI del Hospital
King Edward Memorial, en India, donde realizaron ensayos de transferencia plasmidica
mediante transformacion empleando el método de choque térmico, logrando transferir
con éxito el plasmido pUPI281 (Am', Gm', Km'), proveniente de una cepa de A.
baumanni, hasta la cepa receptora E. coli HB101. Ademas, obtuvieron una frecuencia de
transferencia plasmidica de 10™ transformantes por pug de ADN plasmidico, lo cual

representa una frecuencia de transferencia baja.

La no conjugacion de la mayoria de las cepas de A. baumanni pudo deberse a
diferentes causa, entre ellas, la presencia de plasmidos termosensibles, ya que este
estudio se realizo6 a 37°C; sin embargo, se ha descrito que la transferencia de algunos
tipos de plasmidos (grupo IncHI1) puede ser inhibida a esta temperatura, bien sea por
represion de los genes de transferencia, no formacion del pili o por alteracion de las
proteinas implicadas en el acoplamiento de las células para la conjugacion, siendo
transferibles estos plasmidos a una temperatura de 27°C (Sherburne et al., 2000).
Ademas existe la posibilidad de la presencia de plasmidos no conjugativos en estas

cepas.

En cuanto a la verificacion de los determinantes de resistencia transferidos a la
cepa receptora E.coli K-12 J53-2, se pudo observar que las tres cepas conjugadas
(D.PIN538-A, D.PIN434-B2 y D.PIN274-2) lograron transferir genes que codifican para
la producciéon de enzimas que confieren resistencia, ademas de amikacina, a

estreptomicina; este resultado permite inferir que la resistencia a estos dos
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antimicrobianos podria estar codificada en el mismo plasmido, el cual es capaz de llevar
esta informacion a otros géneros bacterianos, logrando capacitar a la célula receptora de
funciones de resistencia ante estos antimicrobianos. Segun estudios previos, realizados
por Salazar et al. (2007), todas las cepas empleadas para este estudio poseen plasmidos
y, las tres cepas que lograron conjugar, al parecer, presentan un mismo perfil plasmidico
(datos no mostrados), por lo que es necesario realizar estudios de restriccion plasmidica
donde se aislen y caractericen los plasmidos, tanto de las cepas donantes, como de las
transconjugantes para verificar si se trata del mismo plasmido y comprobar si

epidemioldgicamente dicho plasmido esta diseminado en el IAHULA.

Ademés de los aminoglucosidos, se realizaron antibiogramas incluyendo
antimicrobianos pertenecientes a otras familias, mas no se observo variacion
significativa en los halos de inhibicion de las transconjugantes que indicaran la

transferencia de otros genes de resistencia.

En un estudio realizado por Pedroza et al. (2001), sobre la multirresistencia a
agentes antimicrobianos mediada por plasmidos, en bacilos gramnegativos aislados del
Hospital Universitario de Caracas, demostraron que Acinetobacter sp. es uno de los
microorganismos que presenta mayor porcentaje de resistencia frente a amikacina,
ademads de encontrar plasmidos de alta masa molar (>20 kb), los cuales probablemente
portan genes que codifican para las proteinas responsables de la resistencia ante

antimicrobianos utilizados dentro de ese centro hospitalario.

Otro estudio, realizado por Gonzalez (2002) en cepas de A. baumannii aisladas de
diferentes hospitales de Chile, reveldé que la mayoria de dichas cepas eran resistentes a
aminoglucosidos. Trece de las cepas fueron sometidas a experimentos de cura de
plasmidos, donde se destaco la pérdida de un plasmido de mas de 30 kb; dicho pldsmido
se asocid, en la mayoria de los casos, con la recuperacion de susceptibilidad a
amikacina, kanamicina y neomicina, sugiriendo que en este plasmido se encuentran

genes que codifican para enzimas modificantes de aminoglucésidos.
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La presencia de plasmidos mediadores de resistencia a los antibioticos, los cuales,
de manera preocupante, han demostrado su capacidad para transferirse entre bacterias
sin importar el género, aunado a la deficiente politica venezolana para el control en el
uso de antimicrobianos, ha contribuido a la aparicion de una alta proporcion de
microorganismos multirresistentes, por lo que se hace necesario la utilizacion racional
de la terapia antimicrobiana, a fin de frenar el fendmeno de la multirresistencia

bacteriana.

Son escasos los estudios sobre el proceso de conjugacion a partir de cepas de A.
baumannii, de alli la importancia de los resultados aqui obtenidos, ya que demuestran
que este proceso es posible en esta especie bacteriana, y que a través de la conjugacion
se pueden diseminar genes de resistencia que pueden contribuir a limitar aun mas el
espectro terapéutico. Por tal motivo, se hace necesario profundizar en este tipo de
estudios, ya que contribuyen a ampliar los conocimientos sobre el tipo de genes que
pueden estar circulando en determinadas areas de los hospitales y con ello poder disefiar

mejores estrategias terapéuticas y controlar el aumento de la resistencia bacteriana.
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CONCLUSIONES

Se logro transferir plasmidos a partir de las cepas de A. baumannii, mediante
conjugacion, encontrandose que la frecuencia de transferencia del material genético a la

cepa de E. coli K-12 J53-2 es alta (10~ transconjugantes por células donantes).

En las células transconjugantes se detectd resistencia a los antimicrobianos

amikacina y estreptomicina.
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RECOMENDACIONES

Continuar con estudios que permitan aislar y caracterizar los plasmidos

transferidos en el presente trabajo.

Divulgar estos hallazgos, con el objeto de incentivar a las autoridades
correspondientes a mantener una constante vigilancia epidemiologica de las infecciones
nosocomiales, y para que se lleve mejor control y manejo de una adecuada terapia

antimicrobiana, y asi evitar el surgimiento de cepas bacterianas con multirresistencia.
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unidad de cuidados intensivos de adultos y en la unidad de alto riesgo neonatal del
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baumannii, al parecer, se encuentra codificada en plasmidos transferibles.
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