REVISION

El alto nivel de resistencia a los carbapenemes en
Acinetobacter baumannii es un problema multifactorial

German Bou
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Miembros del género Acinetobacter son cocobacilos
gramnegativos, aerobios y no fermentadores que son ubi-
cuos en la naturaleza y se encuentran formando parte de
la flora normal humana. Sin embargo, aunque
Acinetobacter es un patégeno de relativa baja virulencia
también es conocido su papel como patégeno nosocomial
oportunista productor de infecciones del tracto urinario y
respiratorio, asi como bacteriemias y meningitis secun-
daria, particularmente en pacientes inmunocomprometi-
dos y en aquellos admitidos en Unidades de Cuidados
Intensivos (UCI)L.

Durante la pasada década, se han descrito casos de
infecciones adquiridas en hospitales implicando a cepas
de A. baumannii multirresistentes, a menudo asociado
con contaminacién de equipo hospitalario o a través de
manos colonizadas del personal de cuidados intensivos?.

El tratamiento antimicrobiano de estas infecciones
puede estar comprometido por el patrén de multirresis-
tencia a los betalactamicos, aminoglucésidos y fluoroqui-
nolonas. Atendiendo a los betalactamicos, diferentes
mecanismos estdn implicados en la resistencia de las
cepas clinicas de A. baumannii, aunque como en otros
bacilos gramnegativos, el principal mecanismo de resis-
tencia es la producciéon de betalactamasas codificadas
cromosémicamente o por plasmidos®. Ademads, la baja
permeabilidad de la membrana externa de A. baumannii
resultante bien del pequeno tamano del poro asi como de
la limitada produccién de porinas ha sido implicado en la
resistencia a los betalactdmicos. En los pasados afios,
cepas de A. baumannii resistentes a los carbapenemes
han sido descritos a lo largo del mundo, y la pérdida de
porinas, proteinas fijadoras de penicilina (PBP) con afi-
nidad reducida, asi como diferentes betalactamasas de
clase B y D han sido implicadas en la resistencia a los
carbapenemes en cepas clinicas de A. baumannii*.

Desde febrero a noviembre de 1997, cepas de A. bau-
mannii con alto nivel de resistencia al imipenem y mero-
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penem (concentracion minima inhibitoria [CMI]) 128-256
ng/ml) fueron aisladas de 29 pacientes, 23 de ellos hospi-
talizados en 5 diferentes UCI del hospital Ramén y Cajal.
Medidas de control de la infeccion y el uso de guantes y
batas en el manejo de los pacientes infectados y/o coloni-
zados fueron rapidamente implementadas, asi como el
aislamiento de los pacientes infectados y/o colonizados.
De igual manera el uso de imipenem y meropenem, par-
ticularmente en las areas implicadas en el brote fue res-
tringido.

Se tom6 una cepa de A. baumannii de cada uno de los
29 pacientes y todas ellas se tiparon por métodos mole-
culares, en concreto electroforesis de campo pulsado
(PFGE) y REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindrom
Sequence-PCR). Dichos experimentos mostraron que el
brote nosocomial estaba causado por una tnica cepa epi-
démica®. Debido al nivel de resistencia al imipenem y
meropenem que estas cepas presentaban se llamaron
ABRIM (A. baumannii resistente al imipenem y merope-
nem).

Hidrdlisis de imipenem y meropenem fue detectada por
métodos bioquimicos con un extracto sonicado de la cepa
A. baumannii RYC 52763/97 (primera cepa ABRIM ais-
lada en el brote nosocomial). Ademas una prueba de
Masuda positiva para imipenem fue obtenida con el
mismo extracto. Este resultado sugeria la presencia de
una enzima que hidrolizaba los carbapenemes en la cepa
epidémica ABRIM. A la vez, la adicién de EDTA, com-
puesto quelante de cationes bivalentes no afectaba la
hidrélisis de imipenem, sugiriendo asi la ausencia de una
betalactamasa de clase B, enzimas que como ya se cono-
ce necesitan cationes Zn?* para su actividad®.

La técnica de isoelectroenfoque mostré que el extracto
sonicado de la cepa de A. baumannii RYC 52763/97 con-
tenia tres bandas de actividad betalactamasa, una con un
punto isoeléctrico (pl) de 5,4, otra con un pl de 9,0, y una
tercera con un pl de 9,4 que posiblemente corresponde a
la betalactamasa de clase C constitutiva del genotipo A.
baumannii.

Los altos niveles de resistencia a los carbapenemes en
las cepas ABRIM hacian pensar en la existencia de una
carbapenemasa con alta actividad hidrolitica sobre los
carbapenemes. Por este motivo intentamos la clonacién
de cada uno de los genes codificantes de las betalactama-
sas presentes en la cepa ABRIM RYC 52763/97. Por expe-
rimentos de conjugacién con esta cepa no se obtuvo la
transferencia de ningin gen de resistencia a ningun anti-
bidtico, aunque un gen codificando a una betalactamasa
de tipo TEM-1 fue encontrado en un plasmido de aproxi-
madamente 22 Kb y clonado mediante PCR con oligonu-
cledtidos especificos. Obviamente, las CMI a los carbape-
nemes no se modificaron en una cepa control sensible de
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Escherichia coli cuando se transformaba con el gen de la
enzima TEM-1 clonado en el plasmido pBGS18.

Por otro lado, el ADN comosémico de la cepa ABRIM
RYC 52763/97 fue digerido independientemente con las
enzimas de restriccion HindIIl y Bgl IT como se ha des-
crito previamente”®. Los fragmentos resultantes fueron
ligados en el plasmido pBGS 18 cortado con las mismas
enzimas de restriccion y los transformantes fueron selec-
cionados en placas de medio LB en presencia de los anti-
biéticos selectores ampicilina y kanamicina.

Cuando el ADN cromosémico de la cepa ABRIM fue
cortado con HindIII los transformantes obtenidos porta-
ban un tunico fragmento de 2,2 Kb. Tras la secuenciacién
de nucleétidos de dicho fragmento el resultado revel6 la
presencia de un gen que presentaba homologia con dife-
rentes betalactamasas cromosémicas y plasmidicas de
clase C. Este resultado indicaba que una betalactamasa
AmpC en A. baumannii habia sido clonada por primera
vez. Cuando el gen AmpC se introducia por transforma-
cién en una cepa de E. coli sensible a todos los antibi6ti-
cos, no se observaba modificacién en las CMI a los carba-
penemes, poniendo de manifiesto que dicha betalactama-
sa no estaba implicada en la resistencia a los carbapene-
mes en A. baumannii’.

Sin embargo, cuando el ADN cromosémico de la cepa
ABRIM se cort6 con Bgl 11 y se ligé al plasmido pBGS18
digerido con Bam HI se obtuvieron transformantes que
contenian un fragmento de ADN de aproximadamente
4,2 Kb con otro gen de tipo betalactamasa. La secuencia-
cién de nucledtidos puso de manifiesto en este caso que lo
que se habia clonado en el plasmido pBGS18 era una
enzima de clase D tipo OXA (OXA-24) debido a la homo-
logia (hasta un 40% de identidad) con las previamente
descritas betalactamasas OXA-10 y OXA-7. En este caso,
las CMI de los carbapenemes de un E. coli sensible se ele-
vaban hasta ocho veces por encima de su nivel normal
cuando se le introducia el gen OXA-24 clonado en el plas-
mido pBGS188.

Experimentos bioquimicos realizados con la semipurifi-
cada enzima OXA-24 mostraron hidrélisis de imipenem y
meropenem. Ademads, una prueba de Masuda positiva fue
también detectada con los carbapenemes y dicha betalac-
tamasa. Habiamos por fin encontrado un gen que codifi-
caba para una enzima con cierta capacidad inactivante
sobre el imipenem y el meropenem.

Estos resultados correlacionaron bien con los datos de
CMI obtenidos con las cepas de E. coli sensibles transfor-
madas con el gen para la enzima OXA-24. Sin embargo,
aunque los valores de CMI observados en la cepa de
E. coli transformada con el gen OXA-24 se habian incre-
mentado, dichos valores no explicaban los elevados valo-
res de las CMI a los carbapenemes en la cepa ABRIM ori-
ginal. Por tanto, pensamos que otros mecanismos po-
drian estar implicados y por ello decidimos analizar posi-
bles alteraciones en la permeabilidad de las cepas
ABRIM. El analisis de las proteinas de membrana exter-
na de la cepa resistente A. baumannii RYC 52763/97 y
otra cepa sensible a los carbapenemes con cierta relacién
genética a la epidémica, mostré que en la cepa resistente
se habia producido una reduccién en la expresion de dos
proteinas de membrana externa con un tamano de 22 y
33 Kda®. Dichas proteinas estan implicadas en el paso de
solutos y determinados compuestos que la bacteria nece-

sita para su normal crecimiento. A su vez, los antibi6ti-
cos usan estas “ventanas” para introducirse y ejercer su
accion. Por consiguiente, su expresion reducida dificulta
el paso de los antibiéticos al interior y produce una “resis-
tencia” por parte del microorganismo al antibiético.

Otro posible mecanismo de resistencia de las cepas
ABRIM podia deberse a la presencia de bombas de extru-
si6n o bombas de achique. En este sentido se conoce que
la molécula reserpina es capaz de bloquear dichas bom-
bas responsables de la expulsién del antibiético una vez
se ha introducido. Para analizar esta hipétesis, se hicie-
ron experimentos de CMI a los carbapenemes con las
cepas ABRIM en presencia y ausencia de reserpina. No
se obtuvieron variaciones en los valores de dichas CMI
cuando se anadi6 reserpina, pero si se obtuvo una dismi-
nucién en la CMI al meropenem en una cepa de Pseu-
domonas aeruginosa control con un bien definido meca-
nismo de bomba de achique. Por este motivo un posible
mecanismo de esta indole fue descartado.

A modo de resumen, podemos por tanto concretar que
aunque la modificacién de las PBP no puede descartar-
se, la presencia de una betalactamasa de clase D (OXA-
24) con capacidad de inactivacién sobre los carbapene-
mes junto a la reduccién en la expresién de dos proteinas
de membrana externa de 22 y 33 Kda estdan implicados
en la resistencia a los carbapenemes en la cepa ABRIM
aislada en el brote hospitalario mencionado. Hasta el
momento, aunque se han aislado algunas cepas de A.
baumannii con altos niveles de resistencia a los carba-
penemes (CMI de 128-256 pg/ml)>1° no ha sido posible
asociar una betalactamasa a esos altos valores de CMI.
Por tanto, es posible inferir de manera general que la
alta resistencia a los carbapenemes en A. baumannii es
un problema multifactorial donde diversos mecanis-
mos/enzimas pueden estar asociados y convergen de una
manera sinérgica en el resultado final, tal y como suce-
de en las cepas ABRIM estudiadas.

Por consiguiente, que los altos niveles de resistencia a
los carbapenemes no se deben solamente a la presencia
de betalactamasas, previene el uso de inhibidores de
estas enzimas en el tratamiento de las infecciones causa-
das por estos microorganismos (con la excepcion de sul-
bactam que suele tener una buena actividad intrinseca
frente a Acinetobacter) y deja como tdnica alternativa el
uso de colistina y polimixina B, farmacos nefrotéxicos y
neurotoéxicos usados en la década de los 5011

La alta capacidad de supervivencia de este microorga-
nismo en las superficies de los medios hospitalarios
unido a su facilidad para aceptar material genético
externo y a una posible alta tasa de mutacién hace selec-
cionar cepas de A. baumannii con cada vez mayor capa-
cidad de resistencia frente a diversas familias de anti-
biéticos.

Por tanto, una correcta politica de antibiéticos junto a
un buen seguimiento microbiolégico y epidemiolégico se
deberia imponer en todos los hospitales (especialmente
en las UCI) con el fin de evitar la diseminacién de este
tipo de cepas multirresistentes.
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