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INTRODUCCION. Doscientas veintiuna cepas clinicas de
Acinetobacter baumanniifueron recogidas de

25 hospitales en Espana. El objetivo de estudiar este grupo
de cepas era ver el predominio de los genes tetAy tetB en
una coleccion de cepas de A. baumannii no relacionadas
epidemiolégicamente.

METopos. Las cepas fueron distribuidas en 79 clones por
analisis del ADN cromosémico mediante digestion con
Smaly electroforesis de campo pulsado. La concentracion
inhibitoria minima (CIM) a tetraciclina y minociclina se
determiné por E-test. Una cepa en representacion de cada
clon resistente a tetraciclina fue estudiada mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores
especificos para tetAy tetB.

ResuLTADOS. Cincuenta y nueve (74,7%) de los 79 clones
eran resistentes a tetraciclina (CIM >16 mg/l), 40 de los
cuales (50,6% del total) eran resistentes ademas a
minociclina (CIM > 1 mg/l). Se tomé una cepa en
representacion de cada clon resistente a tetraciclina para
estudiar la prevalencia de los genes tetAy tetB. El analisis
por PCR de las cepas dio como resultado que un total de
39 cepas representativas de otros tantos clones (66%)
poseian el gen tetB, mientras que solo ocho (13,6%) fueron
positivos para el gen tetA. Doce cepas no tenian ninguno
de estos dos genes. Ninguna de las cepas analizadas
presentaba ambos genes.

CoNcLusION. Aunque la resistencia a tetraciclina es superior
a minociclina en aislamientos clinicos de A. baumannii, el
gen tetB que afecta ambos agentes antimicrobianos es
mas prevalente que el gen tetA que solo afecta

a tetraciclina.
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Prevalence of the tetA and tetB genes as mechanisms
of resistance to tetracycline and minocycline in Acinetobacter
baumannii clinical isolates

INTRODUCTION. TWwo hundred twenty-one Acinetobacter
baumannii clinical strains were collected from 25 hospitals
in Spain. The aim of this study was to analyze the
prevalence of the tetA and tetB genes in a collection of

A. baumannii strains that were not epidemiologically
related.

MEeTHODS. The strains were distributed in 79 clones by
genomic DNA analysis with low frequency restriction
enzymes and pulsed-field gel electrophoresis. The MICs for
tetracycline and minocycline were determined by the
E-test. One strain representing each of the
tetracycline-resistant clones was analyzed by polymerase
chain reaction (PCR) with specific primers for the tetA and
tetB genes.

ResuLTs. Fifty-nine (74.7%) out of the 79 clones were
tetracycline-resistant (MIC > 16 mg/l) and 40 (50.6% of the
total) were also minocycline-resistant (MIC > 1 mg/l). One
strain representative of each tetracycline-resistant clone
was taken to study the prevalence of the tetA and tetB
genes. The PCR analysis showed that 39 strains
representing the same number of clones (66%) had the
tetB gene, while only 8 (13.6%) were positive for the tetA
gene. Twelve strains did not have any of these genes.
None of the analyzed strains had both genes.

ConcLusion. Although resistance to tetracycline in
Acinetobacter baumannii clinical isolates is greater than
that to minocycline, the tetB gene, which affects both
antimicrobial agents, has a higher prevalence than the
tetA gene, which affects only tetracycline.

Key words: A. baumannii. Tetracycline. Minocycline. tetA.
tetB.
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Introduccion

Acinetobacter baumannii es un bacilo gramnegativo que
se encuentra frecuentemente colonizando y/o infectando
pacientes ingresados en hospitales espafoles'. Aunque se
han comunicado casos de infecciones adquiridas en la co-
munidad, A. baumannii esta generalmente asociado a bro-
tes de infecciones nosocomiales en pacientes debilitados.
En los dltimos afios, ha habido un incremento en el ni-
mero de infecciones intrahospitalarias causadas por este
microorganismo’. La capacidad de A. baumannii para cau-
sar infecciones nosocomiales se relaciona con su habilidad
para desarrollar rapidamente resistencia a los antibi6ti-
cos, junto con la capacidad que tiene este organismo para
sobrevivir durante mucho tiempo en el habitat hospita-
lario?.

El elevado nivel de resistencia a los agentes antimicro-
bianos ocasiona frecuentemente un problema para elegir
el antimicrobiano adecuado para el tratamiento de infec-
ciones ocasionadas por este microorganismo. De hecho, en
estos momentos, la mayoria de las cepas de A. baumannii
que causan infecciones nosocomiales son resistentes a
multiples antibiéticos, incluyendo en ocasiones a los car-
bapenemes, considerados de eleccién para el tratamiento
de infecciones graves ocasionadas por patégenos multi-
rresistentes?. Por este motivo, es interesante investigar to-
das las potenciales alternativas terapéuticas. Reciente-
mente, Wood et al* han descrito que la doxiciclina y
minociclina podrian ser una posible opcién terapéutica
para tratar infecciones por A. baumannii.

Las tetraciclinas son antibiéticos de amplio espectro que
presentan un efecto bacteriostético debido a la asociacién
reversible entre el antibidtico y el ribosoma®. Estos anti-
biéticos actiian uniéndose a la subunidad 30S del riboso-
ma de la bacteria durante la fase inicial de la sintesis de
proteinas; de este modo, evitan la unién del aminoacyl-
tRNA a su lugar de unién en el ribosoma.

Esta clase de antibidticos ha sido ampliamente usada,
pero después de su introduccién en la agricultura y para
uso veterinario, la resistencia a estos antibiéticos aumen-
t6 considerablemente. Uno de los problemas ha sido el uso
de tetraciclinas como promotores de crecimiento y en
1969, el Swann report sugiri6 que el uso de dosis subtera-
péuticas de antibiéticos podria contribuir al incremento de
bacterias patégenas en humanos resistentes a estos anti-
bidticos®.

TABLA 1. Resultados del analisis mediante PCR de 59 clones;
presencia de los genes tetAltetB en las cepas analizadas

tetA* tetB* tetA-/tetB-
Numero de clones tet® 8 (13,6%) 39 (66%) 12 (20,3%)
(n=59)
CIM (mg/1) Tet
Limites 64-128 128 16-128
CIM 50 64 128 16
CIM 90 128 128 128
CIM (mg/1) Mino
Limites 0,250-1 2-64 0,125-2
CIM 50 0,380 8 0,380
CIM 90 1 16 0,750

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa; CIM: concentracién inhibitoria
minima; Tet: tetraciclina; Mino: minociclina.
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Los principales mecanismos de resistencia a tetracicli-
nas son: a) la proteccién ribosomal, y b) la expulsién acti-
va®%’. La proteccion ribosomal es debida a la unién de una
proteina citoplasmatica al ribosoma que impedira que la
tetraciclina se una a esta diana®. Uno de los genes rela-
cionados con la proteccién ribosomal es tetM; este gen se
ha descrito en un aislamiento clinico de A. baumannii, sin
embargo tiene una baja prevalencia en aislamientos clini-
cos®. El mecanismo de resistencia mejor estudiado es la
expulsion activa de las tetraciclinas. Los genes tet codifi-
can una proteina de membrana citoplasmaética (Tet) que
actia como un transportador activo; esta proteina inter-
cambia un protén por un complejo tetraciclina-catién®. El
proceso de resistencia esta regulado por 2 genes: uno codi-
fica una bomba de expulsién activa y el otro una proteina
represora; la actividad de estos genes esta regulada por la
presencia o ausencia de tetraciclina®. En bacterias gram-
negativas, los genes que mas cominmente producen resis-
tencia a tetraciclina son tetA-tetE, tetG y tetH. El gen tetA,
junto con el gen tetR (codifica la proteina reguladora de
tetA) se han localizado en un transposén en aislamientos
clinicos de A. baumannii®, lo que indica la posibilidad de
adquisicién por transferencia horizontal entre microorga-
nismos. TetA y tetB son los determinantes de resistencia
a tetraciclinas mas ampliamente distribuidos en Entero-
bacteriaceae”.

El objetivo de este estudio fue estudiar el predominio de
los genes tetA y tetB en una coleccién de cepas de A. bau-
mannii no relacionadas epidemiolégicamente, aisladas de
diversos hospitales esparfioles.

Métodos

Cepas

En este estudio se analizaron un total de 79 cepas representantes
de cada uno de los 79 clones no relacionados entre ellos por los crite-
rios y métodos anteriormente referidos'. Brevemente: las cepas de
A. baumannii habian sido recogidas en 25 hospitales espafioles parti-
cipantes en el estudio GEIH Ab 2000. Estas cepas fueron identificadas
como A. baumannii mediante ARDRA (analisis del patrén de restric-
cién resultante de la digestion con enzimas de restriccién de elevada
frecuencia de corte del producto de amplificacién del ADNr 16S). La
relacién epidemioldgica se determiné mediante analisis del cromoso-
ma bacteriano digerido con una enzima de restriccion de baja frecuen-
cia de corte Smal y electroforesis de campo pulsado (PFGE).

PCR de los genes tetA y tetB

La deteccion de los genes tetA y tetB se hizo mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores especificos para tetA
(5’-GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC-3’y 5-CTG CCT GGA CAA
CAT TGC TT-3) y para tetB (5-TTG GTT AGG GGC AAG TTT TG-3’
y 5’-GTA ATG GGC CAA TAA CAC CG-3’). Los controles utilizados
fueron cepas de Salmonella sp. procedentes del Hospital Clinic, Bar-
celona, que contenian los genes tetA y tetB. Una colonia de cada aisla-
miento clinico fue resuspendida en 25 pl de agua y hervida durante
10 min. La amplificacién se realiz6 usando 200 uM dNTPs, 0,5 pM de
cada cebador y 2,5 unidades de Taq polimerasa en un volumen final
de 50 pl. Las condiciones de amplificacién fueron de 30 ciclos de 94 °C
durante 1 min, 55 °C durante 1 min y 72 °C durante 1 min, con una
extension final de 72 °C durante 5 min. El producto de PCR fue sepa-
rado en un gel de agarosa al 1,5%. Se tom6 una cepa en representacién
de cada uno de los 59 clones resistentes a tetraciclina (40 de estos clo-
nes también eran resistentes a minociclina) para estudiar el predo-
minio de los genes tetA y tetB (tabla 1).
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Determinacion de la sensibilidad
a los antimicrobianos

La sensibilidad a tetraciclina y minociclina fue determinada por
E-test siguiendo las instrucciones de los productores (AB Biodisk®,
Sélna, Sweden). Se tomé como punto de corte para tetraciclina una
CIM de 16 mg/l (las cepas con una CIM de 16 mg/l se consideraron re-
sistentes) y para minociclina una CIM > 1 mg/l (las cepas con una
CIM de 1 mg/l se consideraron sensibles).

Resultados y discusion

De 221 cepas estudiadas, 131 (59,3%) fueron resisten-
tes a tetraciclina y minociclina, 40 (18%) fueron resis-
tentes a tetraciclina, pero sensibles a minociclina, y el res-
to (22,6%) sensibles. Agrupadas por clones, 59 (74,7%) de
los 79 clones eran resistentes a tetraciclina, de los cuales
40 (50,6% del total de clones) eran también resistentes a
minociclina. No habia ninguna cepa sensible a tetraciclina
y resistente a minociclina.

Las cepas de A. baumannii elegidas para este estudio
fueron analizadas mediante PCR con cebadores especificos
para los genes tetA y tetB. El tamano de los productos de
PCR era de 950 pb para el gen tetA y 650 pb para tetB y se
correspondia con el tamafio de los controles positivos usa-
dos para estos 2 genes (fig. 1). El anélisis por PCR de las ce-
pas dio como resultado que un total de 39 clones (66%) po-
seian el gen tetB, mientras que sélo 8 clones (13,6%) fueron
positivos para el gen tetA. El analisis de la cepa represen-
tativa de cada uno de los 12 clones restantes no mostro la
presencia de tetA ni tetB, pese a presentar un fenotipo pro-
pio de las tetA* (tabla 1). La CIM de las cepas con el gen
tetB eran siempre de 128 mg/l, mientras que la mitad de las
cepas que tenian el gen tetA tenian una CIM de 64 mg/l.

Los resultados también demostraron que hay una rela-
cién entre la presencia del gen tetB y la resistencia a tetra-
ciclina y minociclina. Las cepas resistentes a tetraciclina
presentaron esta resistencia por adquisicién del gen tetA,
tetB o posiblemente otro gen tet. Treinta y nueve de las
40 cepas resistentes a tetraciclina y minociclina adquirie-
ron esta resistencia debido a la presencia del gen tetB; se
encontré sé6lo una cepa que no tenia el gen tetB y que, sin
embargo, era resistente a tetraciclina y minociclina (en
este caso podria haber otro gen que afectara la resistencia
a la minociclina). Esta cepa tiene una CIM a tetraciclina y
minociclina que es similar a otras cepas (CIM tetracicli-
na = 128 mg/l y CIM minociclina = 2 mg/l); todas las cepas
que tenian esta CIM eran positivas para el gen tetB. Estos
resultados confirman la conclusién de Guardabassi et al'”
cuando afirmaba que los genes tetA y tetB estaban presen-
tes frecuentemente en aislamientos clinicos de A. bauman-
nii resistentes a tetraciclina, mientras que eran infrecuen-
tes en cepas acuaticas de Acinetobacter spp.1°.

Las tetraciclinas no han sido generalmente usadas para
tratar infecciones causadas por A. baumannii, y aun asi,
la resistencia de este microorganismo a las tetraciclinas es
muy alta. Los genes tetA y tetB estan ampliamente dise-
minados entre las bacterias gramnegativas y se encuen-
tran normalmente localizados en transposones que a su
vez estan insertados dentro de plasmidos, lo que les pro-
porciona movilidad y les facilita la diseminacién entre di-
ferentes tipos de bacteria. A. baumannii puede colonizar el
tracto intestinal de pacientes hospitalizados fundamental-
mente en hospitales con una endemia elevadall. Este ni-

950 pb —p - i
Lee

i. <4— 650 pb

Figura 1. Amplificacion mediante PCR de los genes tetA y tetB. Carriles M,
marcador de ADN de 100 pb; carriles 1y 2, gen tetA; carril 3, gen tetB.

cho ecolégico presenta las condiciones 6ptimas para que
A. baumannii adquiera los genes tetA y tetB mediante
transferencia horizontal a partir de otras bacterias gram-
negativas presentes en él.

El gen tetB codifica la bomba de expulsion maés eficaz y
de esta manera proporciona resistencia a tetraciclina
y también a minociclina’. Los resultados obtenidos en este
trabajo estan de acuerdo con esta descripcion del gen tetB
ya que el 95% de las cepas resistentes a minociclina tenian
el gen tetB, en contraposicion a las cepas resistentes uni-
camente a tetraciclina, en las cuales diferentes genes tet
podian estar involucrados en esta resistencia.

En un estudio piloto reciente realizado en Estados Uni-
dos, Wood et al%, sugieren que la minociclina o la doxicili-
na podrian ser efectivas en el tratamiento de neumonias
causadas por cepas de A. baumannii multirresistentes.
Segun este estudio, la terapia con minociclina o doxicilina
fue efectiva en 6 de los 7 pacientes incluidos. Sin embargo,
en Espana la utilizacion de esta clase de antibiéticos que-
da invalidada por la elevada frecuencia de resistencias!?.

Como conclusién se puede decir que las cepas clinicas de
A. baumannii aisladas en Espana son frecuentemente re-
sistentes a tetraciclina debido a la adquisicién de los genes
tetB y, en menor medida zetA. El menor nimero de cepas
resistentes a minociclina es debido a que hay menos ge-
nes que proporcionan resistencia a este antimicrobiano; en
este estudio, inicamente TetB proporcionaba resistencia a
minociclina.
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