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INTRODUCCION. El objetivo del trabajo fue la deteccion de
carbapenemasas en aislamientos de Acinetobacter
baumannii resistentes a imipenem recogidos durante

19 meses en un hospital del Servicio de Salud del Pais
Vasco y la caracterizacion genética de los clones
implicados.

MEeTopos. La sensibilidad a imipenem, meropenem,
ticarcilina, ceftazidima, cefotaxima, cefepima y aztreonam
se realizé determinando la concentracion inhibitoria
minima (CIM) mediante la técnica de dilucion en agar. Los
aislamientos se caracterizaron genéticamente mediante la
técnica de acido ribonucleico de transferencia (ARNt) y
tipificados mediante la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con los iniciadores ERIC2, AP3y M13. La
deteccion de carbapenemasas se realiz6 utilizando la
técnica de Hodge y la deteccion de metalobetalactamasas
mediante un ensayo de inhibicién con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) y mediante la tira
comercial Etest MBL.

ResuLTADOS. Fueron resistentes a imipenem

76 aislamientos y, de ellos, 49 lo eran a todos los
betalactamicos ensayados. Las técnicas de tipificacion
genética mostraron la presencia de tres genotipos
predominantes denominados | (9 aislamientos),

Il (48 aislamientos) y Il (8 aislamientos). El test de Hodge
mostro positividad en 45 cepas del genotipo Il, 8 del |

y 7 del lll. El test de EDTA resulto positivo en

8 aislamientos del genotipo Il, 4 del |, y 3 del lll. Mediante
Etest, 7 cepas mostraron resultado positivo (45% de los
casos positivos por el ensayo con EDTA).

ConcLusion. Teniendo en cuenta nuestros resultados puede
establecerse que uno de los factores que explican el
elevado grado de resistencia a imipenem en los
aislamientos analizados, se debe a la diseminacion de un
clon mayoritario multirresistente que produce
carbapenamasas de tipo OXA en el que también se ha
detectado actividad metalobetalactamasa.
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Carbapenemase detection in Acinetobacter baumannii
clones resistant to imipenem

INTRODUCTION. The aim of this study was to detect
carbapenemases in imipenem-resistant Acinetobacter
baumannii isolates obtained in the microbiology
department of a Basque Country Public Health Service
hospital over a period of 19 months, and to genetically
characterize the resistant clones.

MEeTHODS. Susceptibility tests to imipenem, meropenem,
ticarcillin, ceftazidime, cefotaxime, cefepime and
aztreonam were done by determining the minimum
inhibitory concentration on agar plates. A tRNA technique
was used for species identification and PCR with primers
ERIC2, AP3 and M 13 for genetic typing of resistant
isolates. Carbapenemase production was detected by the
Hodge test and metallo-beta-lactamase by the EDTA test
and Etest MBL.

ResuLTs. A total of 76 isolates were resistant to imipenem
and 49 of these were resistant to all the betalactam
antibiotics tested. Genetic typing showed three
predominant clones, denominated I (9 isolates), Il

(48 isolates) and Il (8 isolates). Hodge and EDTA tests
were positive in 45 and 8 isolates belonging to clone I,

8 and 4 belonging to clone | and 7 and 3 belonging to clone
lll, respectively. The Etest confirmed 7 results (45% of the
17 positive EDTA test isolates).

ConcLusioN. Our results show that one factor contributing
to the high level of imipenem resistance in the isolates
analyzed is dissemination of a predominant, multiresistant
clone able to produce OXA-type carbapenemases and
metallo-beta-lactamases.

Key words: A. baumannii. Imipenem. PCR.
Carbapenemase. Metallo-beta-lactamase.

Introduccion

Acinetobacter baumannii esta considerado hoy en dia
como un patégeno emergente, ya que se ha incrementado
de forma alarmante el ndmero de aislamientos
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responsables de infecciones nosocomiales graves. Muchos
de estos aislamientos hospitalarios son ademés
multirresistentes, lo que complica enormemente el
tratamiento y empeora el prondstico del paciente
infectado por estos aislamientos.

Los carbapenems siguen siendo considerados uno de los
tratamientos antibiéticos mas eficaces frente a las
infecciones por Acinetobacter spp., aunque cada vez es mas
frecuente la descripcion de cepas resistentes!-3. A pesar
de que estas cepas se han aislado de diferentes areas
geograficas en todo el mundo, en Europa parece ser un
fenémeno epidémico en el norte, pero endémico en algunos
paises del 4rea mediterranea?*%. Aunque pueden estar
implicados mecanismos de resistencia como la alteracién
en las proteinas de unién a penicilinas (PBP) o en las
proteinas de la membrana externa, en los ultimos afios
estd aumentando la descripcion de cepas que producen
carbapenemasas, siendo éste uno de los mecanismos mas
estudiados’. La mayoria de estas enzimas descritas hasta
el momento pertenecen a la clase molecular D del tipo
OXA%810 pero también se han identificado
metalobetalactamasas del tipo IMP o VIM!-12,

El objetivo del presente estudio fue detectar la presencia
de carbapenemasas en la poblacién de A. baumannii
resistente a imipenem aislados en un hospital del Servicio
de Salud del Pais Vasco (Osakidetza) y la caracterizaciéon
genética de los clones implicados.

Métodos

Se analizaron un total de 125 aislamientos recogidos en el Servicio
de Microbiologia del Hospital de Santa Marina (Vizcaya) durante un
periodo de 19 meses (desde junio de 1998 a diciembre de 1999). Este
hospital es de estancia media-larga con capacidad de 240 camas en el
que se tratan principalmente pacientes con enfermedades pulmonares
créonicas (EPOC) y también pacientes de medicina interna,
rehabilitacién, cuidados paliativos y cardiologia, procedentes en su
mayoria de otros hospitales de mayor tamano del drea metropolitana
de Bilbao. Las muestras procedian de un total de 84 pacientes y
correspondian a 94 esputos, 7 muestras de orina, 8 hemocultivos,
1 aspirado pleural, 12 escaras y 3 punciones transtorécicas.

Como cepas control se utilizaron las siguientes: para la técnica de
4cido ribonucleico de transferencia (ARNt) se utiliz6 una cepa de
Acinetobacter genoespecie 2 (cedida por el Dr. Kevin J. Towner,
Nottingham, Reino Unido), para la determinacién de la sensibilidad
antibiética la cepa de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y para el
estudio de carbapenemasas la cepa de Escherichia coli CECT 434, P.
aeruginosa A327 (IMP-1) y A. baumannii SM 80 (OXA-40).

Caracterizacién a nivel de especie mediante la técnica de ARNt:
los aislamientos, identificados en el hospital mediante el sistema
API20NE o ID32GN (BioMérieux), fueron analizados genéticamente
mediante la técnica de ARNt utilizando experimentos de
amplificacion de ADN (reaccién en cadena de la polimerasa, PCR)
con los iniciadores T3A (5’-GGGGGTTCGAATTCCCGCCGGCCCCA-3) y T5B
(5’-AATGCTCTACCAACTGAACT-3’) en las condiciones descritas
previamente!®,

Determinacién de la sensibilidad antibidtica: el estudio de la
sensibilidad antibiética se realiz6 mediante la determinacién de la
concentracién inhibitoria minima (CIM) por la técnica de dilucién en
agar siguiendo las indicaciones del National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS)!. Los antibiéticos ensayados fueron
los siguientes: ticarcilina, cefotaxima, ceftazidima, cefepima,
imipenem, meropenem y aztreonam.

Respecto a la tipificacion genética, la identificaciéon a nivel de clon
se realizé utilizando la técnica de PCR llevando a cabo reacciones por
triplicado con los iniciadores ERIC2 (5’-AAGTAAGTACCTGGGGTGAGCG-3),
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AP3 (5-TCACGATGCA-3’) y M13 (5-GAGGGTGGCGGTTCT-3’) en las
condiciones descritas previamente®!®. Los ciclos de amplificacién
fueron los siguientes: AP3: 1x (5 min a 94 °C, 5 min a 35 °C y 5 min a
72°C), 28x (1 min a 94 °C, 2 min a 35 °C y 2 min a 72 °C) y 1x (10 min
a 72 °C); ERIC2: 1x (5 min a 94 °C, 5 min a 35 °C y 5 min a 72 °C),
28x (1 min a 94 °C, 2 min a 52°C y 2 min a 72 °C) y 1x (10 min a
72 °C) y M13: 1x (2 min a 94 °C), 35x (20 seg 2 94 °C, 1 min a 50 °C y
20 seg a 72 °C) y 1x (5 min a 72 °C).

El andlisis de los resultados se realiz6 mediante el programa
Molecular Analyst/Macintosh Fingerprinting 1.0 (Bio-Rad). Siguiendo
las recomendaciones del Grupo Europeo de Marcadores
Epidemiolégicos y las indicaciones de grupos internacionales de
referencia'®!® los aislamientos que se agruparon con un valor de
Sab > 0,72 se consideraron del mismo clon.

Deteccion fenotipica de carbapenemasas: todos los aislamientos
resistentes a imipenem se analizaron mediante la técnica de Hodge
para la deteccion de carbapenemasas y las pruebas de &acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) siguiendo la metodologia descrita
previamente'” y Etest MBL para la deteccién de
metalobetalactamasas, siguiendo las indicaciones del fabricante (AB
Biodisk, Suecia).

Para la técnica de Hodge se inocul6 la superficie de una placa de
agar con la cepa de E. coli CECT 434 sensible a imipenem, se colocé
un disco de imipenem (10 pg) (Mast Diagnostics, UK) en el centro y
se inocularon radialmente las cepas que se iban a ensayar. Tras
incubacién se comprobd la existencia de una distorsién en interseccién
entre la zona de inhibicién de la cepa control alrededor del disco de
imipenem y la cepa problema.

La técnica de EDTA se realiz6 inoculando una placa de agar con
100 pl de un cultivo en caldo de la cepa de Acinetobacter con una
turbidez de 0,5 U de la escala McFarland y colocando un disco de
imipenem (10 pg) y otro de EDTA (1,5 mg/disco) a una distancia de
10 mm. La presencia de una metalobetalactamasa se evidenci6 por la
presencia de una distorsién (aumento) en el halo de inhibicién
alrededor del disco de imipenem. Cuando el resultado era dudoso se
utiliz6 otra variante que consistia en anadir la solucién de EDTA
directamente sobre el disco de imipenem (IMP + EDTA), colocando
ademas en la placa dos discos control, uno de imipenem (IMP) y otro
de EDTA. En este caso, un resultado positivo se demostraba por un
aumento del halo de inhibicién de IMP + EDTA con respecto al de
IMP.

La técnica de Etest MBL se realiz6 siguiendo las indicaciones del
fabricante (AB Biodisk). La presencia de betalactamasas se detect6
por la aparicién de un halo de mayor tamano en la zona de imipenem
mas EDTA.

Deteccién genotipica de la nueva carbapenemasa OXA-40: la
deteccion genética de la presencia del gen blaoxa.4 se realizé mediante
amplificaciéon por PCR con los iniciadores OXA24-R y OXA-24F,
siguiendo las condiciones descritas previamente*S.

Resultados

El analisis de los resultados de sensibilidad antibiética
mostré que 72 aislamientos eran resistentes a meropenem
(57,6% de la poblacion total), 76 a imipenem (60,8%), 76 a
ticarcilina (60,8%), 88 a ceftazidima (70,4%), 92 a
cefepima (73,5%), 97 a aztreonam (78,1%) y 102 a
cefotaxima (81,6%). Si a estos porcentajes se le sumaban
los aislamientos con nivel intermedio los porcentajes eran
los siguientes: 60,8% a meropenem, 66,4% a imipenem,
79,8% a ceftazidima, 85,4% a cefepima, 87% a ticarcilina,
87,5% a aztreonam y 91,8% a cefotaxima.

En cuanto a la resistencia combinada se comprobé que:
a) algunas cepas resistentes a imipenem eran intermedias
o sensibles a meropenem; b) de los 76 aislamientos
resistentes a imipenem, también lo eran a un minimo de
otros dos betalactamicos ensayados, y ¢) 49 fueron
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TABLA 1. Resistencia a los antibiéticos betalactamicos
de los 76 aislamientos de Acinetobacter baumannii resistentes
a imipenem

Antibiético Cepz(llsl ;(E;;]s)ibles Cepas(i;‘;tfalel;edias Cepa(s n!:ge[s';:]t)entes
Ticarcilina 5(6,58) 13 (17,11) 58 (76,32)
Ceftazidima 6 (7,89) 5(6,58) 65 (85,53)
Cefotaxima 4 (5,26) 2(2,63) 70 (92,11)
Cefepima 9(11,84) 3 (3,95) 64 (84,21)
Meropenem 14 (18,42) 3(3,95) 59 (77,63)
Aztreonam 2(2,63) 8 (10,53) 66 (86,84)

resistentes a todos los betalactamicos estudiados, lo que
representa un 64,5% de los aislamientos resistentes a
imipenem y un 39% de la poblacién total (tabla 1).

Para llevar a cabo el analisis genético de la poblacién
resistente se comenz6 por confirmar la identidad de
especie realizando la técnica de ARNt con la que se
comprob6 que las 76 cepas seleccionadas eran
efectivamente A. baumannii.

El anaélisis de los perfiles obtenidos permiti6 identificar
11 clones distintos con el iniciador ERIC2 y 9 con AP3 y
M13 (fig. 1). Sin embargo, con los tres iniciadores existié
coincidencia en cuanto a que tres fueron los clones
predominantes. El clon I incluia 9 aislamientos (11,8%),
el clon II, 48 aislamientos (63,1%) y el clon III,
8 aislamientos (10,5%). El clon IV contaba con
4 aislamientos y todos los demas con uno o dos.

Figura 1. Perfiles de bandas caracteristicos de los clones mayoritarios
mediante el uso del iniciador M13. L1: marcador de peso molecular (100 bp
ladder, Invitrogen); L2, L6 y L7: clon I; L3: clon IT; L4: clon ITT y L5: clon IV.
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Figura 2. Test de Hodge: resultado positivo y negativo.

Teniendo en cuenta también la resistencia a meropenem
pudimos comprobar que en el clon I, 2 aislamientos eran
resistentes; en el clon II, 43 resistentes y uno con
sensibilidad intermedia y en el clon III, seis eran
resistentes.

En cuanto a la persistencia de los clones en cada
paciente se analizaron los pacientes con mas de un
aislamiento (una media de 3 aislamientos) comprobando
que en la mayoria de los casos el clon aislado era el II que
se mantenia en todos los aislamientos del paciente. Otros
2 pacientes mantenian el I y el III, respectivamente, y en
un caso se pudieron aislar los tres clones predominantes
en aislamientos sucesivos.

En el analisis de la resistencia dentro de cada clon
pudimos comprobar que eran resistentes a todos los
betalactamicos ensayados, 35 aislamientos del clon II
(73%), dos del clon I (6%), cinco del clon III (45%) y cuatro
del clon IV (100%).

Los resultados del analisis de la presencia de
carbapenemasas por el test de Hodge (fig. 2) mostraron
resultado positivo en 8 cepas del genotipo I, en 45 del II, y
en siete del III. Todos los genotipos minoritarios, con
excepcion del clon VIII también mostraron un resultado
positivo.

El ensayo con EDTA para la deteccion de
metalobetalactamasas fue positivo en 4 aislamientos del
genotipo I, en ocho del I y en tres del III. También los
genotipos V, VI y VIII mostraron positividad.

Los aislamientos positivos con la prueba con EDTA se
analizaron con el test comercial Etest MBL. De los
aislamientos del genotipo I uno fue positivo, cuatro del II,
dos del III y uno del genotipo VI. Ocho cepas que habian
resultado positivas con el test de EDTA fueron negativas
mediante esta prueba (54%).

La relacion del fenotipo a imipenem y meropenem y el
resultado de los tests de carbapenemasas y
metalobetalactamasas se esquematizan en la tabla 2.

La presencia del gen blaoxas0 se detecté en
2 aislamientos del clon I, en todos los aislamientos del clon
II, en dos del clon IIT y en algin aislamiento de los clones
minoritarios.
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TABLA 2. Resultados de los tests de Hodge, EDTA y Etest MBL en relacion al fenotipo mostrado frente a imipenem y meropenem

Clon Fenotipo Carbapenemasas Metalobetalactamasas
(n? de aislamientos) (n? de aislamientos) Test de Hodge Test EDTA Etest MBL
1(32) IMPrMERr (2) 1 - -
IMPrMERs (7) 7 4 1
I (51) IMPrMERr (43) 40 7 4
IMPrMERs (4) 4 - -
IMPrMER:i (2) 1 1 -
I @an IMPrMERr (6) 5 2 1
IMPrMERs (2) 2 1 1
V4 IMPrMERr (4) 4 - -

EDTA: acido etilendiaminotetraacético; IMP: imipenem; MER: meropenem.

Discusién

El aislamiento de cepas de A. baumannii resistentes a
imipenem es cada vez mas frecuente, sobre todo en paises
del sur de Europa*57"11, El porcentaje global de resistencia
encontrado en nuestro estudio mostré que meropenem era
el antibidtico betalactdmico més activo seguido de imi-
penem y ticarcilina. En cuanto al resto de antibiéticos
analizados cefotaxima fue el menos activo seguido de az-
treonam, cefepima y ceftazidima. Estudios realizados en
nuestro pais, en los que también se analiza la poblacién de
A. baumannii de un hospital, coinciden en cuanto a la alta
resistencia a los betalactamicos ensayados, que es incluso
maés elevada en el caso de imipenem!8. Los datos del
Grupo Espafiol de Infecciéon Hospitalaria (GEIH)
muestran también a imipenem y meropenem como unos
de los farmacos maés eficaces, aunque con cifras globales de
resistencia ligeramente inferiores. Este hecho se explica
por la variabilidad de resultados encontrada por el GEIH
dependiendo de los hospitales, y por el tipo y nimero de
muestras analizadas®.

Los iniciadores que mostraron perfiles de bandas mas
claros y de facil interpretacion fueron ERIC2 y M13. Dos
aislamientos de los genotipos mayoritarios que eran
indistinguibles con M13 si mostraron diferencias con
ERIC2. La eleccion de secuencias iniciadoras para esta
técnica suscita normalmente debate ya que pueden hacer
variar de forma importante el resultado!®. Algunos
trabajos sugieren otras secuencias utiles en A. baumannii
como puede ser DAF4, REP o combinaciones de varios
iniciadores’'. En nuestro caso los resultados obtenidos
han mostrado a M13 como el iniciador méas recomendable,
ya que ademas los ciclos de amplificacién son mucho mas
cortos con lo que se tarda menos tiempo en la obtencién
del resultado. A pesar de todo, y para evitar errores en la
identificacién de clones, siempre se incluian en cada
experimento de amplificacién un aislamiento de los clones
mayoritarios I, IT y III.

El clon II result6 ser mayoritario siendo el 63,1% de la
poblacion resistente. Este hecho concuerda con la teoria
de otros autores que sefialan que el aumento de la
resistencia se debe a la diseminacién de un nimero
limitado de clones!15:19.20,

La descripcién de nuevas carbapenemasas es cada dia
mas frecuente y, en la actualidad, es uno de los
mecanismos emergentes considerado responsable del
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aumento de la resistencia a imipenem y también a
meropenem’. Este hecho hace necesario el desarrollo de
técnicas rapidas y especificas para lograr la identificacion
de estas enzimas.

Todas las técnicas utilizadas fueron faciles de realizar y
excepto la técnica comercial de Etest el coste de la prueba
fue muy bajo. El test de Hodge en general ofrecié
resultados claros y facilmente interpretables. Sin
embargo, en algunos casos la interpretacion del resultado
de los tests de EDTA y también Etest fue un poco
complicada y no pudo ser valorada de forma conveniente.
En el caso del test de EDTA hay que anadir que el hecho
de que variaciones en la preparacion del disco o distancia
entre los discos en la placa variaban de forma importante
el resultado. Este hecho también pudiera ser explicado por
el hecho de que la solucién de EDTA pueda interferir en
el crecimiento de las cepas y esto distorsionaria el
resultado. Es por esta razon por lo que resulté mucho mas
eficaz la utilizacién de la segunda alternativa del método
utilizando tres discos, uno de imipenem, otro de EDTA y
un tercero de imipenem mas EDTA.

El hecho de que no todos los resultados por la técnica de
EDTA fueran confirmados por la técnica de Etest hace
necesaria la utilizacion de técnicas confirmatorias para
comprobar la presencia de falsos positivos o negativos.
A pesar de la utilidad de los tests fenotipicos descritos
como técnica de uso rapido en el laboratorio, los resultados
de este estudio indican y apoyan la sugerencia de otros
autores con respecto a la necesidad de realizar también
tests de identificacién genética para la caracterizacién
especifica de nuevas carbapenemasas no sélo del tipo
OXA, sino nuevas metalobetalactamasas tipo IMP o VIM”.
De hecho, en los aislamientos del clon II se encuentra
ampliamente diseminada la nueva enzima OXA-40,
originariamente identificada en una cepa de este clon®.

El nimero de cepas con actividad metalobetalactamasa
fue elevado en los clones I y III. Estudios preliminares
indican la presencia de genes blay, pero no blamp en
estos mismos aislamientos (datos no mostrados). Este
hecho concuerda con resultados descritos por otros autores
que comienzan a constatar la aparicién de este tipo de
enzimas en paises del sur de Europa'l.

Aunque otros mecanismos pueden estar implicados, esta
claro que el nivel de resistencia a imipenem en los
aislamientos analizados se debe a la diseminacién de un
clon mayoritario que produce carbapenamasas tipo OXA.
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Ademas de la presencia elevada de este tipo de enzimas
también se ha constatado la presencia, aunque en menor
proporcion, de metalobetalactamasas. Este hecho indica la
necesidad de un riguroso control de estos aislamientos
para evitar su diseminacién en el ambiente hospitalario y
crear un grave problema de resistencia al tratamiento.
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