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INTRODUCCION. El objetivo del estudio fue determinar la
relacion clonal y la sensibilidad a antimicrobianos de uso
clinico de aislados de Acinetobacter baumannii obtenidos
en Espaia.

MEeropos. Se incluyen 221 aislados consecutivos de

A. baumannii obtenidos de muestras clinicas durante
noviembre de 2000 en 25 hospitales espainoles (proyecto
GEIH-Ab 2000). La identificacion se realizé6 mediante
pruebas bioquimicas convencionales y genotipicas (analisis
del patron de restriccion del acido desoxirribonucleico
ribosomal [ADNr] 16S). La relacion clonal entre los aislados
se determin6 mediante electroforesis en campo pulsante.
Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) de
ampicilina (AP), amikacina (AK), cefalotina (CF), cefepima
(FP), cefoxitina (FX), ceftazidima (CZ), ciprofloxacino (CP),
cotrimoxazol (T/S), doxiciclina (DX), gemifloxacino (GX),
gentamicina (GN), imipenem (IP), minociclina (Ml),
meropenem (MP), piperacilina (PP), polimixina B (PB),
rifampicina (RI), sulbactam (SB), tetraciclina (TT) y
tobramicina (TO) se determinaron mediante microdilucion
(normas del National Committee for Clinical Laboratory
Standards [NCCLS], 2000).

ResuLTADOS. Se diferenciaron 79 clones de A. baumannii.
Las CIMso/ CIM g para los 221 A. baumannii fueron

> 512/> 512 (PP), > 256/ > 256 (AP, CF, FX), > 128/> 128
(TT, GN), 128/ > 256 (CZ), > 64/ > 64 (CP), 64/ 256 (FP),
32/256 (AK), 32/64 (DX), > 16/> 16 (GX), 16/ 128 (TO),
16/64 (SB, T/S), 8/> 128 (MP), 4/128 (IP), 4/8 (RF), 2/16 (M)
y 1/2 PB). Los porcentajes de aislados sensibles fueron
100 (PB), 65,8 (Ml), 52,5 (IP), 49,3 (RF), 46,7 (SB), 43,1 (MP),
34,7 (AK), 32,0 (DX), 21,3 (TO) y < 20 (CZ, FP, GN, T/S, TT,
GX, CP, AP, PP, CF y FX).

ConcLusionEs. Existe una gran diversidad de clones de

A. baumannii aislados en Espafa. Los antimicrobianos
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mas activos frente a A. baumannii fueron polimixina B,
minociclina, imipenem, rifampicina, sulbactam,
meropenem, amikacina y doxiciclina.

Palabras clave: Acinetobacter baumannii. Diversidad
clonal. Sensibilidad. Antimicrobianos. Estudio nacional.

Clonal diversity and antimicrobial susceptibility
of Acinetobacter baumannii isolated in Spain.
A Nationwide Study: GEIH-Ab project (2000)

INTRODUCTION. A nationwide multicenter study was
performed in Spain to evaluate the clonal diversity and
antimicrobial susceptibility of Acinetobacter baumannii
clinical isolates.

MEeTHODS. A total of 221 consecutive A. baumannii isolates
recovered from clinical samples from 25 Spanish hospitals
during November 2000 were studied. Isolate identification
was performed by phenotyping methods and by amplified
rDNA restriction analysis. Clonal relationships among A.
baumannii isolates were determined by pulsed field gel
electrophoresis. MICs of amikacin (AK), ampicillin (AP),
cephalothin (CF), cefoxitin (FX), ceftazidime (CZ),
ciprofloxacin (CP), cotrimoxazole (T/S), doxycycline (DX),
gemifloxacin (GX), gentamicin (GN), imipenem (IP),
meropenem (MP), minocycline (MI), piperacillin (PP),
polymyxin B (PB), rifampicin (RI), tetracycline (TT),
sulbactam (SB) and tobramycin (TO) were determined by
microdilution (NCCLS guidelines).

ResuLTs. Seventy-nine A. baumannii clones were
differentiated. MICso/ MICy (mg/ L) values for the 221 A.
baumanniiisolates were PP: > 512/> 512; AP, CF,

FX:> 256/> 256; TT, GN: > 128/> 128; CZ: 128/ > 256;

CP: > 64/ > 64; FP: 64/ 256; AK: 32/ 256; DX: 32/ 64;
GX:>16/>16;TO:16/128; SB, T/S: 16/64; MP: 8/> 128;

IP: 4/128; RF: 4/8; M1: 2/ 16 and PB: 1/ 2. Percentages of
susceptible isolates were PB: 100%; MI: 65.8%; IP: 52.5%,
RF: 49.3%; SB: 46.7%; MP: 43.1%; AK: 34.7%; DX: 32.0%;
TO:21.3% and CZ, FP, GN, T/S, TT, GX, CP, AP, PP, CF and
FX: < 20%.
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ConcLusions. A. baumannii isolates show high clonal
variability in Spain. The most active antimicrobial agents
against this organism were polymyxin B, minocycline,
rifampicin, imipenem, sulbactam, meropenem, amikacin
and doxycycline.

Key words: Acinetobacter baumannii. Clonal diversity.
Antimicrobial susceptibility.

Introduccion

De las 21 genoespecies descritas en el género
Acinetobacter, la genoespecie 2 (Acinetobacter baumannii)
es la que posee mayor importancia clinica’. Se incluye
junto con A. calcoaceticus (genoespecie 1) y las
genoespecies 3 y 13 TU dentro del complejo A.
calcoaceticus-A. baumannii?. La diferenciacion de A.
baumannii de las demds genoespecies del complejo
requiere la utilizacién de métodos genotipicos debido a la
similitud fenotipica existente entre ellas®.

La sensibilidad de A. baumannii a los antimicrobianos
ha disminuido considerablemente en los tltimos 20 afios,
aunque en una proporcién muy desigual, dependiendo del
hospital y del pais’*7. El tratamiento de las infecciones
causadas por A. baumannii multirresistente constituye
un grave problema debido a las escasas opciones
terapéuticas disponibles y a que se requieren medidas de
control eficaces para evitar la diseminaciéon de este
microorganismo en el ambiente hospitalario®®. La
seleccién de clones de A. baumannii resistentes a
carbapenemas reduce o limita las alternativas
terapéuticas a sulbactam!® 0 a compuestos con los que
existe escasa experiencia clinica como polimixinas,
nuevas fluoroquinolonas, doxiciclina y rifampicina'>'2,

En nuestro pais se han realizado varios estudios en los
que se ha evaluado la sensibilidad in vitro de A.
baumannii a los antimicrobianos?®%13-16, La mayoria de
estos estudios incluyen aislados de A. baumannii

identificados exclusivamente mediante métodos
fenotipicos y obtenidos en un nimero reducido de centros
hospitalarios.

El objetivo de este estudio es determinar la variabilidad
clonal y la sensibilidad a antimicrobianos de uso clinico en
aislados de A. baumannii procedentes de un estudio
multicéntrico nacional.

Métodos

Aislados y cepas bacterianas

Se incluyeron 221 aislados de A. baumannii obtenidos de forma
consecutiva de muestras clinicas durante el mes de noviembre de
2000 en 25 hospitales espafoles que participaron en el proyecto
GEIH-ADb 2000. En las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos
se utilizaron como control Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Identificacion y tipificaciéon molecular

La identificacién preliminar de A. baumannii se realizé en cada
centro participante mediante métodos fenotipicos convencionales:
tincién de Gram, prueba de la oxidasa, sistemas de identificacién
semiautomatizados y/o el sistema API 20 NE (BioMérieux, Marcy
I'Etoile, France). Los resultados de identificacién se confirmaron en

268 Enferm Infecc Microbiol Clin 2004;22(5):267-71

el laboratorio de referencia mediante ARDRA (anélisis del patrén de
restriccion resultante de la digestion con enzimas de restricciéon de
elevada frecuencia de corte del producto de amplificacién del acido
desoxirribonucleico ribosomal [ADNr] 16S)'.

La relacién clonal entre los aislados de A. baumannii se determiné
mediante electroforesis en campo pulsante (PFGE) de ADN
cromosomico digerido con Smal'® (Roche, Madrid, Espana). La
interpretacion de los patrones de restriccion se realizé siguiendo los
criterios de Tenover et al'®.

Sensibilidad a los antimicrobianos

Se evaluaron los siguientes antimicrobianos: amikacina, cefalotina,
cefoxitina, cotrimoxazol, gentamicina, minociclina, piperacilina,
polimixina B, rifampicina, tetraciclina, tobramicina (Sigma, Madrid,
Espaiia); doxiciclina, sulbactam (Pfizer, Madrid, Espafia); cefepima
(Bristol-Myers, Madrid, Espaia); ceftazidima (GlaxoWellcome,
Madrid, Espana); ciprofloxacino (Bayer, Madrid, Espana);
gemifloxacino (SmithKline Beecham, Madrid, Espafia) imipenem
(Merck Sharp & Dohme, Madrid, Espana) y meropenem (Zeneca
Pharma, Madrid, Espafia). Para todos ellos se determiné la
concentracién inhibitoria minima (CIM) mediante microdilucién en
caldo Mueller-Hinton ajustado con cationes, siguiendo las
recomendaciones del National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS).

El rango de las concentraciones (mg/l) evaluadas fue
512-4 (piperacilina), 256-2 (ampicilina, cefalotina y cefoxitina),
256-0,125 (amikacina, cefepima y tobramicina), 128-1 (gentamicina),
128-0,06 (imipenem), 64-0,5 (ciprofloxacino, cotrimoxazol
[concentracién de trimetoprima:sulfametoxazol en proporcién 1:19]),
doxiciclina, meropenem, minociclina, tetraciclina y sulbactam),
16-0,125 (gemifloxacino y rifampicina) y 16-0,008 (polimixina B).

La interpretacion de las categorias clinicas se realizé considerando
los puntos de corte establecidos por el NCCLS?’, excepto para
sulbactam, rifampicina y polimixina B, para los que se utilizaron los
puntos de corte definidos por el Comité de ’Antibiogramme de la
Societé Francaise de Microbiologie (CA-SFM)?'.

El analisis de los patrones de sensibilidad/resistencia (antibiotipos)
se realiz6 considerando los valores de CIM de doxiciclina, ceftazidima,
sulbactam, imipenem, gentamicina, amikacina y ciprofloxacino frente
a los clones de A. baumannii que incluyeron cuatro o més aislados.
Se consideraron dos categorias clinicas por cada antimicrobiano
evaluado: sensible y resistente (incluyéndose en este ultimo caso los
aislados con sensibilidad intermedia).

Resultados

En el estudio se identificaron 221 aislados de A.
baumannii. Se diferenciaron 79 clones de A. baumannii.
Siete clones se aislaron de siete hospitales que enviaron
un unico aislado. Para los hospitales que enviaron mas de
un aislado, el numero de clones fue variable, oscilando
entre 2 (cuatro hospitales) y 15 (un hospital).

Como se observa en la tabla 1, en los 221 aislados de
A. baumannii la CIMs (mg/1) fue similar a la CIMy, (mg/1)
para piperacilina (> 512), ampicilina, cefalotina, cefoxitina
(> 256), gentamicina, tetraciclina (> 128), ciprofloxacino

(>64) y gemifloxacino (>16). Para los demads
antimicrobianos estos valores (expresados como
CIM;5¢/CIMyy) fueron 128/ > 256  (ceftazidima),

64/256 (cefepima), 32/256 (amikacina), 32/64 (doxiciclina),
16/128 (tobramicina), 16/64 (cotrimoxazol y sulbactam),
8/ >128 (meropenem), 4/128 (imipenem),
4/8 (rifampicina), 2/16 (minociclina) y 1/2 (polimixina B).

El porcentaje de aislados sensibles vari6 entre el 100%
(polimixina B) y el 0% (cefalotina y cefoxitina) (tabla 1).
Mas del 40% de los aislados evaluados mostraron
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TABLA 1. Actividad in vitro de 20 antimicrobianos frente
a 221 cepas clinicas de A. baumannii

CIM (mg/l) Sensibilidad (%)
Antimicrobiano
Rango | 50% | 90% | Sensible | Intermedia

Polimixina B <0,12 1 2 1002 02
Minociclina <1->64 2 16 65,8 13,3
Imipenem <0,12->128 4 128 52,5 6,3
Rifampicina 1-16 4 8 49,3 45,8
Sulbactam <0,5->64 16 64 46,7¢ 20,0¢
Meropenem <1->64 8 > 128 43,1 7,1
Amikacina <0,25->256 32 256 34,7 11,1
Doxiciclina <1>64 32 64 32,0 3,1
Tobramicina <0,25->256 16 128 21,3 22,2
Ceftazidima 2-> 256 128  >256 15,1 49
Cefepima 1-> 256 64 256 14,2 12,4
Gentamicina <1->128 >128 >128 13,3 4,0
Cotrimoxazol <1>64 16 64 12,4 0
Tetraciclina <1->128 >128 >128 10,7 9,3
Gemifloxacino  <0,12->16 >16 >16 10,74 1,84
Ciprofloxacino <1->64 >64 >64 9,3 0,4
Piperacilina 8->512 >512 >512 4,9 6,7
Ampicilina 4-> 256 >256 >256 2,2 58
Cefalotina 256-> 256 >256 >256  0° 0e
Cefoxitina 64-> 256 >256 >256  0° 0¢

aPuntos de corte establecidos por el Comité de ’Antibiogramme de la
Societé Francaise de Microbiologie (CA-SFM) para polimixina B: <2 mg/l
(sensible).

PPuntos de corte establecidos por el CA-SFM para rifampicina: < 2 4 mg/l
(sensible) y 8 mg/l (sensibilidad intermedia).

‘Puntos de corte establecidos por el CA-SFM para sulbactam: <2 8 mg/l
(sensible).

dPuntos de corte arbitrarios para gemifloxacino: < 2 2 mg/l (sensible) y

4 mg/l (sensibilidad intermedia).

¢Puntos de corte establecidos por el NCCLS para ampicilina, cefalotina y
cefoxitina en enterobacterias: < 2 8 mg/l (sensible) y 16 mg/l (sensibilidad
intermedia).

sensibilidad a imipenem, minociclina, meropenem,
rifampicina, polimixina B o sulbactam, mientras que el
porcentaje de sensibilidad a ampicilina, cefepima,
ceftazidima, cotrimoxazol, ciprofloxacino, gemifloxacino,
gentamicina, piperacilina o tobramicina fue inferior al
25%.

La actividad de amikacina, ceftazidima y sulbactam
frente a los aislados de A. baumannii con sensibilidad
intermedia a imipenem (IP-I) o resistentes a imipenem
(IP-R) fue superior a la de doxiciclina, gentamicina y
ciprofloxacino (fig. 1). Por otra parte, imipenem,
amikacina y doxiciclina mostraron mayor actividad frente
a los aislados de A. baumannii con sensibilidad
intermedia a sulbactam (SB-I) o resistentes a sulbactam
(SB-R) que ceftazidima, ciprofloxacino y gentamicina
(fig. 2).

En funcién de la sensibilidad/resistencia a ceftazidima,
imipenem, ciprofloxacino, gentamicina, amikacina,
doxiciclina (criterios del NCCLS) y sulbactam (criterios
del CA-SFM), se diferenciaron 70 patrones diferentes.

El ndmero de patrones de sensibilidad/resistencia
observado en 14 de los 19 clones representados por cuatro
o mas aislados fue el siguiente: 2 (1 clon), 3 (5 clones),
4 (6 clones), 5 (1 clon) y 7 (1 clon). El patrén mas frecuente
fue el de aislados resistentes a doxiciclina, ceftazidima,
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Figura 1. Actividad de amikacina (AK), sulbactam (SB), ceftazidima (CZ),
gentamicina (GN), doxiciclina (DX) y ciprofloxacino (CP) frente a Acinetobacter
baumannii con sensibilidad intermedia a imipenem (clones IP-I) o resistencia
a imipenem (clones [P-R).
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Figura 2. Actividad de imipenem (IP), amikacina (AK), doxiciclina (DX),
ceftazidima (CZ), gentamicina (GN) y ciprofloxacino (CP) frente a Acinetobacter
baumannii con sensibilidad intermedia a sulbactam (clones SB-I) o resistencia
a sulbactam (clones SB-R).

sulbactam, imipenem, gentamicina y amikacina (35% del
total de los aislados evaluados), seguido del de aislados
resistentes a doxiciclina, ceftazidima, gentamicina y
amikacina, y sensibles a imipenem y sulbactam (13%).

Discusion
La importancia de A. baumannii como patégeno
nosocomial radica en su capacidad para colonizar
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practicamente cualquier superficie y su facilidad para
adquirir multirresistencia a los antimicrobianos?.

En este trabajo se evalua de forma global la diversidad
clonal y la sensibilidad in vitro a los antimicrobianos de un
numero importante de aislados de A. baumannii
(caracterizadas por métodos fenotipicos y genotipicos)
procedentes de varios centros hospitalarios del territorio
espanol.

Hemos observado que existe una gran variabilidad de
clones de A. baumannii, incluso dentro de un mismo
hospital. Esta variabilidad, aunque no es muy
frecuente???3 se ha descrito por otros autores®??, y podria
explicarse por la coexistencia de clones epidémicos y
clones esporadicos o endémicos?®.

En los dltimos afnos se ha producido un incremento
significativo en la resistencia de A. baumannii a los
antimicrobianos, incluyendo sulbactam y otros agentes de
amplio espectro, como fluoroquinolonas y
carbapenemas’*7. En general, nuestros resultados son
similares a los obtenidos en un estudio reciente realizado
por Picazo et al® en Espafa, y reflejan un elevado
porcentaje de resistencia a betalactamicos (incluidas las
carbapenemas y sulbactam), quinolonas y aminoglucésidos.
No obstante, existen diferencias importantes en las tasas
de resistencia observadas entre distintos hospitales, que
podrian estar relacionadas con la expresién de diferentes
mecanismos de resistencia a los antimicrobianos entre los
aislados de A. baumannii.

Las carbapenemas y el sulbactam fueron los
betalactamicos que presentaron mayor actividad, aunque
los porcentajes de resistencia a los mismos son
preocupantes (41,2% para imipenem, 49,8% para
meropenem y 33,3% para sulbactam). Esta situaciéon debe
ser interpretada de forma global, puesto que en varios
hospitales participantes no se obtuvieron aislados
resistentes a estos compuestos (datos no mostrados).

De los antimicrobianos evaluados frente a los aislados
de A. baumannii resistentes a imipenem, los de mayor
actividad fueron sulbactam, amikacina y ceftazidima,
mientras que para los aislados resistentes a sulbactam
los antimicrobianos mas activos fueron imipenem,
amikacina y doxiciclina.

Amikacina fue el aminoglucésido de mayor actividad
(34,7% de aislados sensibles). Las quinolonas presentaron
muy baja actividad antibacteriana, con unos porcentajes
de sensibilidad muy similares para ciprofloxacino (9,3%)
y gemifloxacino (10,7%).

Polimixina B y, en menor medida, minociclina y
rifampicina contintan siendo los antimicrobianos con
mayor actividad in vitro frente a A. baumannii, por lo que
podrian ser una alternativa al tratamiento antibacteriano
convencional de las infecciones ocasionadas por este
microorganismo, aunque ya se han descrito casos de
resistencia a estos compuestos’.

El estudio de los patrones de sensibilidad/resistencia de
los clones de A. baumannii evaluados indica que este tipo
de analisis tiene escaso valor para diferenciar o
discriminar clones de A. baumannii. La presencia de un
mismo clon con diferentes patrones de
sensibilidad/resistencia a los antimicrobianos es un
fenémeno que estd muy extendido en la mayoria de los
hospitales espanoles estudiados, y que podria estar
relacionado con la presencia de alteraciones o mutaciones
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puntuales en los genes de resistencia que no pueden
diferenciarse mediante electroforesis en campo pulsante
(PFGE).

En conclusién, nuestro estudio indica que los
antimicrobianos més activos frente a A. baumannii son
polimixina B, minociclina, rifampicina, imipenem,
sulbactam, meropenem, amikacina y doxiciclina, y que
existe una gran diversidad de clones de A. baumannii
aislados en Espafia. La gran mayoria de los clones
estudiados presentan méas de un patrén de
sensibilidad/resistencia, siendo el mas frecuente el
caracterizado por presentar resistencia a doxiciclina,
ceftazidima, sulbactam, imipenem, gentamicina y
amikacina.
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Fe de errores

En el articulo titulado “Prevencién de las infecciones oportunistas en pacientes adultos y adolescentes infectados
por el VIH. Recomendaciones de GESIDA / Plan Nacional sobre el Sida. Afio 2003” (Enferm Infecc Microbiol Clin

2004;22[3]:160-176) se han detectado dos errores:

— El titulo correcto del articulo es Prevencién de las infecciones oportunistas en pacientes adultos y adolescentes
infectados por el VIH. Recomendaciones de GESIDA |/ Plan Nacional sobre el Sida.
— En la pagina 160, la fecha de recepcion correcta es 23-12-2003 y no 23-12-2004, como aparecia publicado.
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