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TITLE: Clonality and resistance of Acinetobacter baumannii and Acinetobacter spp. 

in nosocomial infection 

INTRODUCTION 

Acinetobacter baumannii is one of the major pathogens involved in 

nosocomial outbreaks. Its ability to develop resistance to antimicrobial agents 

afford A. baumannii the possibility of spreading in hospitals. The clonal study of 

hospital strains is very important in terms of an understanding of the 

epidemiology of the outbreaks. 

This dissertation includes four research articles which expose different 

epidemiological situations. Article 1 shows a molecular typing study of epidemic 

clones from 19 hospitals in Spain over an 11-year period. Article 2 analyzes the 

genetic determinants of –lactamases in the population of epidemic clones 

characterized in article 1. Article 3 analyzes an outbreak of extensively drug-

resistant (XDR) A. baumannii in an intensive care unit (ICU). Article 4 examines 

the genetic diversity of endemic and epidemic A. baumannii clones isolated in a 

single hospital over a 12-year period. 

OBJECTIVES 

1. To analyze the genetic diversity and clonal distribution of epidemic strains of 

A. baumannii isolated from around Spain over an 11-year period by pulsed-

field gel electrophoresis (PFGE), sequencing of the rpoB gene, and multilocus 

sequence typing (MLST). 
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2. To verify the usefulness of partial sequencing of the rpoB gene for the 

identification of A. baumannii species in a wide epidemic population. 

3. To know the antimicrobial susceptibility pattern of A. baumannii epidemic 

strains in Spain. 

4. To study the distribution , diversity and activity of Acinetobacter-derived 

cephalosporinase (ADC)-, carbapenem-hydrolysing oxacillinase (CHO)- and 

metallo--lactamase (MBL)-encoding genes, and of the common insertion 

sequences (ISs), in the genome of nosocomial, epidemic A. baumannii clones 

from Spain. 

5. To characterize by PFGE typing the epidemiological features of an outbreak 

of extensively drug-resistant A. baumannii in an ICU. 

6. To study the endemic and epidemic clones of A. baumannii in a single hospital 

over a 12-year period and to compare them with other epidemic clones 

circulating in Spain by PFGE, MLST, and multiple locus variable number 

tandem repeat (VNTR) analysis (MLVA). 

RESULTS 

Article 1: The analysis of 729 epidemic strains identified 58 PFGE types that were 

grouped into 16 clones based on their genetic similarity. The rpoB gene 

sequencing and MLST results reflected a clonal distribution, in agreement with 

the PFGE results. The MLST sequence types (STs) were as follows: ST-2 (47.5%), 

ST-3 (5.1%), ST-15 (1.7%), ST-32 (1.7%), ST-79 (13.6%), ST-80 (20.3%), and ST-81 
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(10.2%). International clones I, II, and III were represented by ST-81, ST-2, and 

ST-3, respectively. All PFGE types were multidrug resistant; colistin was the only 

agent to which all pathogens were susceptible. 

Article 2: The most prevalent IS, ISAba1 (93.2%), was detected upstream of blaADC 

and blaOXA-51-like. blaOXA-58-like was carried by 20.3% of strains, in association with 

ISAba2, ISAba3 or IS18. blaOXA-40-like was the most prevalent acquired CHO gene 

(57.6%), and was associated with none of the studied ISs. Neither blaOXA-23-like nor 

ISAba4 was detected in any strain.  

Article 3: An outbreak of XDR A. baumannii occurred in an adult ICU, caused by . 

four highly-related PFGE types. Successive isolation of a single PFGE type was 

identified from five of ten patients; in the other five patients, two or three PFGE 

types were detected. The outbreak was controlled by an extensive infection 

control program. 

Article 4: PFGE analysis detected 15 A. baumannii endemic/epidemic PFGE types 

(EE1 to EE15) that grouped into five clusters: EE1-EE8, EE9, EE10, EE1 and EE12-

EE15. The MLST sequence type  distributions were: international clone II (ST-2) 

60%, international clone III (ST-3) 26.7%, ST-15 6.7%, and ST-80 6.7%. MLVA-

8Orsay returned 17 allelic profiles. The large (L) VNTR marker profiles were fully 

concordant with the detected STs, and concordant with 14 up to 15 PFGE types. 

Imipenem resistance was detected in five PFGE types; and the prevalence of 

blaOXA-40-like and blaOXA-58-like was 60% and 40% respectively. 

CONCLUSIONS 
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1. PFGE is a vital typing method for A. baumannii outbreaks studies that offers 

exhaustive information due to its high discriminatory power. It provides 

much in-depth knowledge regarding their epidemiology, in local setting 

studies and even in nationwide comparisons. 

2. PFGE typing of A. baumannii isolates provides the ability to differentiate 

sporadic and epidemic isolates; to know the clonal complexity of outbreaks, 

and the temporal and spatial distribution of the clones; and to demonstrate 

the long persistence of endemic clones in the hospital, and the the inter- and 

intrahospital transmission of clones. 

3. MLST of A. baumannii epidemic isolates groups the strains into clonal clusters, 

allowing the large-scale monitoring of the national and international epidemic 

clones. 

4. PFGE and MLST are concordant and complementary epidemiological typing 

tools in clonality studies of A. baumannii. 

5. International clone II is the most representative epidemic clone in Spain, is 

detected in more than 50% of the studied isolates, and is represented by ST-2. 

Two novel sequencetypes, ST-79 and ST-80, might be emerging clones in an 

expansion process. Clone international I, and clone international III have a 

minority presence. 

6. Partial sequencing of the rpoB gene is a useful tool for identifying A. 

baumannii species. rpoB types correlated with PFGE types. 
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7. In Spain, A. baumannii epidemic isolates show an extensively drug-resistant 

pattern, with 75% of imipenem resistance and full susceptibility to colistin. 

8. ISAba1 is the most common IS, located upstream of blaADC and blaOXA-51-like. The 

carbapenemase OXA-23 is absent, even though it has been found worldwide. 

OXA-24 is the main factor affording resistance to imipenem, followed by 

OXA-58. MBLs genes are also absent. 

9. In a monoclonal outbreak caused by XDR A. baumannii, an evolution of the 

predominant PFGE type 1 was detected in half of the patients with repetitive 

episodes. 

10. MLVA-8Orsay method involves four L-VNTR markers that provide similar 

information than MLST, grouping the isolates into clonal clusters. This 

method also involves four S-VNTR markers, but the variability associated 

with them is so great that it has not been possible to define agreed criteria for 

establishing MLVA clonal complexes. 

MLVA could be an excellent typing method for A. baumannii if new S-VNTR 

markers were added to MLVA panel and criteria for MLVA clustering were 

established by consensus. MLVA reveals clonal relationships similar to those 

provided by MLST analysis, and provides information at least as 

discriminative as PFGE. 
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1. El género Acinetobacter 

1.1. Antecedentes históricos y taxonomía 

En 1911 Beijerinck describió un microorganismo que había aislado del 

suelo y al que denominó Micrococcus calcoaceticus, debido a que lo había cultivado 

en un caldo de enriquecimiento que contenía acetato de calcio. Se trataba de la 

primera especie descrita del género Acinetobacter, actualmente reconocida como 

Acinetobacter calcoaceticus [Beijerinck, 1911]. 

Las siguientes décadas se caracterizaron por la confusión desde un punto 

de vista taxonómico. Se fueron describiendo distintas especies de 

acinetobacterias, algunas de las cuales permanecen todavía sin una identificación 

formal. En algunos casos, las especies descritas se incluyeron inicialmente en 

otros géneros; como Micrococcus, Moraxella o Achromobacter; aunque tras 

reclasificación, hoy están formalmente incluidas en el género Acinetobacter. 

El nombre del género Acinetobacter fue propuesto por Brisou y Prévot en 

1954. En cuanto a su etimología, la palabra “Acinetobacter” proviene del griego; 

“a” actúa como partícula negativa, “kinetos” significa “móvil”, y “bakter” 

significa “bacilo”. El nombre “Acinetobacter” describe por tanto, un grupo de 

bacterias inmóviles con morfología bacilar [Brisou, 1954].  
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Sin embargo, el género Acinetobacter no fue incluido en el Manual de 

Bacteriología Sistemática de Bergey hasta 1971, describiéndose en ese momento 

A. calcoaceticus como única especie 

En 1986 Bouvet y Grimont describieron una nueva clasificación del género 

basada en la hibridación ADN-ADN y en características nutricionales. 

Describieron 12 especies genómicas o genoespecies diferentes (1 - 12) [Bouvet, 

1986]. En 1989 Tjernberg y Ursing describieron tres genoespecies adicionales 

(13TU - 15TU). Simultáneamente, Bouvet y Jeanjean describieron cinco grupos 

genómicos de especies proteolíticas (13BJ – 17BJ) [Bouvet, 1989]. Este hecho creó 

cierta confusión porque se les adjudicó el mismo número a diferentes 

genoespecies; sirva como ejemplo que la genoespecie 14TU equivale a la 

genoespecie 13BJ [Tjernberg, 1989]. 

Actualmente, el género Acinetobacter está clasificado en el dominio Bacteria 

o Eubacteria, filum Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, orden 

Pseudomonadales, y familia Moraxellaceae, que incluye los géneros Acinetobacter, 

Psychrobacter, Moraxella y Branhamella entre otros. Hasta el momento, hay 

descritas 39 especies (http://www.bacterio.net/acinetobacter.html) de 

Acinetobacter. La tabla 1 recoge las genoespecies anteriormente referidas y las 

especies equivalentes. 

  

http://www.bacterio.net/acinetobacter.html
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Tabla 1. Genoespecies y especies de Acinetobacter 

Genoespecie Especie 

1 A. calcoaceticus 

2 A. baumannii 

3 A. pittii 

4 A. haemolyticus 

5 A. junii 

6 Acinetobacter genoespecie 6 

7 A. johnsonii 

8 A. lwoffii 

9 Acinetobacter genoespecie 9 

10 A. bereziniae 

11 A. guillouiae 

12 A. radioresistens 

13TUa A. nosocomialis 

14TUa Acinetobacter genoespecie 14TU 

15TUa Acinetobacter genoespecie 15TU 

13BJb Acinetobacter genoespecie 13BJ 

14BJb A. lwoffii 

15BJb Acinetobacter genoespecie 15BJ 

16 Acinetobacter genoespecie 16 

17 Acinetobacter genoespecie 17 
a Según esquema de clasificación de genoespecies de Tjerberg y Ursing  [Tjerberg, 1989] 

b Según esquema de clasificación de genoespecies de Bouvet y Jeanjean  [Bouvet, 1989] 

1.2. El complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus 

El complejo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus (Abc) está constituido por 

cuatro especies del género Acinetobacter: A. baumannii, A. calcoaceticus, A. pittii y 

A. nosocomialis. Estas cuatro especies están estrechamente relacionadas y no son 

distinguibles fenotípicamente, requiriéndose métodos moleculares para 

discernirlas correctamente.  
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A. calcoaceticus y A. baumannii se corresponden respectivamente con las 

genoespecies 1 y 2 descritas por Bouvet y Grimont. Posteriormente se 

identificaron las especies A. pittii y A. nosocomialis [Nemec, 2011]. A. pittii es 

equivalente a la genoespecie 3, mientras que A. nosocomialis se corresponde con la 

genoespecie 13TU. 

El complejo Abc incluye las tres especies de Acinetobacter más 

frecuentemente aisladas tanto en infecciones adquiridas en la comunidad como 

en infecciones nosocomiales. A. baumannii es con diferencia la especie más 

frecuente en muestras clínicas, seguida de A. pittii y A. nosocomialis. Sin embargo, 

la especie A. calcoaceticus, aunque está incluida en el complejo Abc, es ambiental y 

ha sido frecuentemente aislada de suelo y agua, pero hasta el momento no está 

clara su implicación clínica [Peleg, 2008]. 

1.3. Características microbiológicas 

Las bacterias del género Acinetobacter son cocobacilos Gram-negativos que 

tienen un tamaño de 1-1,5 m por 1,5-2,5 m. Carecen de motilidad y con 

frecuencia se agrupan en parejas. 

Son bacterias aerobias y por ello, necesitan oxígeno para vivir. Esta 

característica es fácilmente observable porque crecen abundantemente en la 

superficie de medios como KIA (Kliger Iron Agar) y TSI (Triple Sugar Iron), pero 

no crecen ni acidifican el fondo.  
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Su metabolismo es no fermentador. Las pruebas bioquímicas de la oxidasa, 

la reducción de nitratos a nitritos y la hidrólisis de la esculina dan resultados 

negativos que son característicos de este género. 

Son microorganismos mesófilos con una temperatura óptima de 

crecimiento alrededor de los 37 C. La restricción de crecimiento a temperaturas 

más elevadas se emplea como estrategia para seleccionar determinadas especies. 

El crecimiento a 41 C es positivo para A. baumannii, A. pittii y A. junii; mientras 

que el resto de especies no crecen a esta temperatura. Sin embargo, el crecimiento 

a 44 C es sólo positivo para A. baumannii. 

Tras 24 h de incubación a 37 C en agar sangre, las colonias del complejo 

Abc son convexas, lisas, con aspecto de translúcido a opaco y coloración blanco-

grisácea. 

1.4. Hábitat natural 

En conjunto, los miembros del género Acinetobacter son ubicuos. Están 

presentes en el ambiente y forman parte de la flora de animales y humanos. La 

distribución de las distintas especies en la naturaleza es muy variable. 

En cuanto a la colonización de la piel humana por acinetobacterias, se 

observan diferencias relacionadas con el clima y la variación estacional. En climas 

templados se aíslan con frecuencia especies como A. lwoffii, A. johnsonii, A. junii, y 

con menor frecuencia A. pittii [Seifert, 1997]. No es habitual en este tipo de clima 

que las especies del complejo Abc formen parte de la flora cutánea, ni tampoco 
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son frecuentes los portadores fecales [Dijkshoorn, 2005]. Sin embargo, en climas 

tropicales, la presencia del complejo Abc es predominante en la piel. [McDonald, 

1999]. 

Teniendo en cuenta los datos ofrecidos por diversos estudios [Peleg, 2008], 

las especies del complejo Abc presentan una distribución diferente entre sí. A. 

calcoaceticus se ha aislado en agua, suelo y plantas; A. pittii en agua, suelo, plantas 

y piel humana; A. nosocomialis en piel humana, esencialmente en clima tropical; y 

A. baumannii en suelo y plantas, siendo raros los portadores naturales humanos. 

En cualquier caso, A. baumannii no forma parte de la flora cutánea habitual en 

humanos y todavía se conoce poco acerca de su ubicación ambiental natural. 

El estudio de especies de Acinetobacter de origen no humano; realizado en 

aislados de agua, suelo, alimentos y animales; ha apuntado recientemente la 

existencia de reservorios animales de clones multirresistentes de A. baumanni 

portadores de carbapenemasas de alta actividad [Rafei, 2015]. 

Desafortunadamente, el hábitat natural tanto de A. baumannii como de A. 

nosocomialis permanece todavía por dilucidar. 

2. Identificación molecular de especies del género 

Acinetobacter 

El esquema de identificación propuesto por Bouvet y Grimont en 1986 se 

basa en 28 pruebas fenotípicas. Entre ellas incluye el crecimiento a 37, 41 y 44 °C, 

la producción de ácido a partir de glucosa, la hidrólisis de gelatina y la 
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asimilación de 14 fuentes de carbono. Sin embargo, las pruebas fenotípicas 

tradicionales no son adecuadas para la identificación sin ambigüedades de las 

especies de Acinetobacter. Los sistemas comerciales de identificación, basados en 

galerías de pruebas bioquímicas, no distinguen entre las diferentes especies del 

complejo Abc. 

Las técnicas moleculares son, por consiguiente, necesarias para la 

identificación correcta de las especies [Peleg, 2008]. A continuación se exponen 

las más importantes, algunas de las cuales solo son factibles en laboratorios de 

referencia debido a que son laboriosas, requieren un largo tiempo para su 

realización, aparataje costoso y personal especializado. 

2.1. Hibridación ADN-ADN 

Cuantifica la homología existente entre el ADN cromosómico de dos 

organismos. Cuando el ADN desnaturalizado de dos bacterias se incuba en 

condiciones adecuadas, se forma un dúplex híbrido. El grado de similitud entre 

las secuencias nucleotídicas se cuantifica en base a la estabilidad térmica del 

híbrido [Yamamoto, 1999]. Aunque es considerada la técnica de referencia en 

identificación, no discierne bien entre A. lwoffii y Acinetobacter gen. sp. 9.  
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2.2. Ribotipado 

Basado en el análisis del ADN mediante procedimientos de restricción e 

hibridación. El ADN cromosómico se digiere con varios enzimas de restricción 

(ERs), se separan los fragmentos por electroforesis, se transfieren las bandas del 

gel a un soporte sólido y se hibrida con una sonda marcada de ADNc que 

reconoce los operones del ARNr 16S y 23S. Cuanto mayor sea el número de 

copias del operón, mayor será la capacidad discriminativa del ribotipado. 

Algunos polimorfismos son específicos de especie, mientras que otros permiten 

discriminar a un nivel infraespecífico. Esto la convierte en una técnica con 

aplicaciones tanto taxonómicas como epidemiológicas. En taxonomía se ha 

empleado principalmente para identificar las especies del complejo Abc con 

buenos resultados [Gerner-Smidt, 1992]. 

2.3. AFLP o polimorfismo en el tamaño de los fragmentos 

amplificados 

Técnica muy sensible de huella molecular del ADN. Este es digerido con 

dos ERs con distinta frecuencia de corte, seguido de la amplificación selectiva de 

los fragmentos mixtos cortados en cada extremo con un ER distinto, la posterior 

separación electroforética de los fragmentos y su visualización. Este método suele 

estar semiautomatizado, con la detección de los fragmentos en una plataforma de 

secuenciación láser. Los perfiles obtenidos son complejos y se digitalizan y 

analizan con programas informáticos apropiados [Janssen, 1996].  
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2.4. ARDRA o análisis de restricción del amplificado del gen del 

ARNr 16S 

Los amplificados por PCR del gen del ARNr 16S se separan en cinco 

alícuotas y cada una se digiere con un ER distinto. Los fragmentos de restricción 

se separan por electroforesis. Finalmente, se comparan los perfiles resultantes de 

la combinación de los diferentes patrones de restricción con los registrados en 

una librería de perfiles de cepas de especies ya descritas. Es, junto con el AFLP, 

una de las técnicas de identificación más ampliamente aceptadas y validadas con 

el estudio de un gran número de cepas de referencia de todas las especies de 

Acinetobacter [Peleg, 2008]. 

2.5. Secuenciación del gen del ARNr 16S o gen rrs 

Constituye la herramienta más utilizada en estudios de taxonomía y 

filogenia bacteriana [Drancourt, 2000]. El gen rrs está altamente conservado 

aunque presenta variaciones concentradas en zonas específicas. La mayor 

variabilidad se concentra en los primeros 500 pb del extremo 5’; sin embargo, no 

presenta suficiente polimorfismo para identificar correctamente todas las 

especies de Acinetobacter, especialmente las del complejo Abc.  
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2.6. Huella dactilar de los espaciadores del ADNt 

Se amplifican las regiones espaciadoras situadas entre los genes del ARNt 

[Ehrenstein, 1996]. El patrón de amplificados es analizado por un secuenciador y 

expresado en forma de densitograma. Cada especie presenta un patrón de 

densidades característico. Sin embargo, esta técnica no discrimina entre A. 

baumannii y A. nosocomialis, ni tampoco entre A. calcoaceticus y A. pittii. 

2.7. Secuenciación de la región intergénica espaciadora 16-23S del 

ADNr 

La región espaciadora que separa los genes del ARNr 16S y 23S es un buen 

marcador taxonómico porque presenta una variación intraespecífica baja y una 

divergencia interespecífica elevada. Es eficaz en la diferenciación de especies del 

complejo Abc pero no se ha empleado en el análisis de otras especies de 

Acinetobacter [Chang, 2005]. 

2.8. Análisis de genes codificantes de proteínas: rpoB y gyrB 

El gen rpoB codifica la subunidad  de la ARN polimerasa; y gyrB, la 

subunidad  de la ADN girasa. Estos genes poseen regiones funcionales 

conservadas y flanqueadas por regiones variables que pueden emplearse para 

diferenciar especies genéticamente relacionadas. 

2.8.1. Secuenciación del gen rpoB 

Amplificación por PCR y secuenciación parcial del gen rpoB y de los 

fragmentos espaciadores flanqueantes [La Scola, 2006]. Incluye el análisis de 
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cuatro regiones de alta variabilidad: dos zonas polimórficas dentro del gen rpoB y 

las dos regiones que flanquean este gen. Es una técnica rápida y segura para la 

identificación de especies. Uno de los fragmentos de rpoB, conocido como zona 1, 

ha mostrado ser el más útil y además diferencia bien las especies del complejo 

Abc. El análisis de los otros fragmentos completa el esquema de identificación. Se 

han detectado problemas en la diferenciación de algunas especies como A. baylyi 

vs. Acinetobacter gen. sp. 9. La figura 1 muestra el gen rpoB y las regiones 

flanqueantes estudiadas, así como los cebadores empleados. 

 

Figura 1. Variabilidad de secuencia del gen rpoB y las regiones flanqueantes 

Graphical representation of range site variability in rpoB gene and spacer sequences of 
Acinetobacter species in the present study using SVARAP software. 

Bernard La Scola et al. J. Clin. Microbiol. 2006;44:827-832
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2.8.2. Amplificación de fragmentos del gen gyrB 

PCR multiplex basada en diferencias específicas de secuencia en el gen 

gyrB [Higgins, 2007; Higgins, 2010-a]. El polimorfismo en los tamaños de los 

amplicones permite diferenciar con rapidez las cuatro especies del complejo Abc 

2.9. PCR/ESI-MS o PCR multilocus asociada a espectrometría de 

masas con ionización por electropulverización 

Técnica muy rápida que combina la amplificación por PCR con el análisis 

posterior por espectrometría de masas [Ecker, 2006]. Se amplifican regiones 

conservadas de seis genes domésticos y se determina la composición de bases de 

los amplificados con los espectros de masas obtenidos. Tiene utilidad en la 

identificación de especies de Acinetobacter y también en la tipificación 

epidemiológica de A. baumannii. 

2.10. Detección del gen blaOXA-51-like 

Amplificación por PCR del gen de la carbapenemasa OXA-51, intríseco en 

A. baumannii. Su presencia no debe interpretarse como criterio definitivo de 

identificación de esta especie. Aunque puede emplearse como confirmación de la 

identificación previa por otras técnicas [Pournaras, 2014].  



Introducción 

23 
 

2.11. MALDI-TOF MS o espectrometría de masas asistida por 

matriz con desorción/ionización por láser y con analizador de 

tiempo de vuelo 

Aunque no es una técnica genotípica, se trata de un método molecular de 

análisis del proteoma. La bacteria a identificar se mezcla con una matriz que 

soporta la reacción inicial. Esta preparación se irradia con láser, lo que provoca la 

ionización de la muestra y la desorción de los iones de la fase sólida a gaseosa. 

Los iones generados se separan en un campo eléctrico, acelerándose en función 

de su relación carga/masa. Los más ligeros experimentan una mayor aceleración, 

viajan más rápido y llegan primero al detector. Los iones se separan, por tanto, en 

función del tiempo de vuelo. En el detector se genera el perfil o huella química 

específico de la muestra. El espectro obtenido se compara con los perfiles 

registrados en bases de datos. 

La identificación bacteriana se basa en la detección del perfil de proteínas 

ribosómicas, ya que constituyen el 80-90% de las señales del espectro. MALDI-

TOF MS es un método eficaz en la identificación de un amplio rango de 

microorganismos. Sin embargo, disponer de una buena base de datos es 

fundamental para realizar una identificación correcta.  

Una vez salvados los problemas iniciales derivados del empleo de bases 

de datos incompletas del propio sistema; la identificación de especies de 
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Acinetobacter por MALDI-TOF MS, incluido el complejo Abc, está consiguiendo 

actualmente resultados prometedores [Pailhoriès, 2015]. 

3. Patogenia de Acinetobacter baumanni 

3.1. Factores de virulencia y patogénesis 

A. baumannii es una especie para la que hay pocos factores de virulencia 

identificados en comparación con otros patógenos bacterianos de relevancia 

clínica. Aún así, hay una serie de factores de virulencia reconocidos como los más 

específicos en A. baumannii, entre los que se incluyen la formación de 

biopelículas, la adherencia, los sistemas de captura de hierro, el lipopolisacárido 

(LPS) y las proteínas de membrana externa (OMPs) [Gordon, 2010]. 

También son factores de virulencia importantes los mecanismos de 

resistencia a antisépticos y antimicrobianos [Fournier, 2006-a]. Estos últimos 

adquieren una dimensión especial en A. baumanii porque son la causa de la 

aparición de aislados multirresistentes. Merecen, por consiguiente, un apartado 

específico en la introducción de esta memoria que será abordado más adelante. 

Estudios genómicos en A. baumannii han identificado genes implicados en 

la autoinducción [Gordon, 2010], sistema de regulación de la expresión génica 

mediado por sustancias, los autoinductores, que son secretadas por las bacterias. 

Es un mecanismo cuantitativo, asociado a la densidad de población; de forma 

que cuando el número de bacterias alcanza un nivel umbral, las sustancias 
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secretadas y reguladoras también lo hacen. Esa concentración elevada de 

sustancias en el medio dispara los mecanismos de regulación genética. La unión 

del inductor a su receptor estimula la transcripción de determinados genes. Es un 

mecanismo de regulación colectivo, a nivel de población. Entre otros, se 

estimulan diversos mecanismos de virulencia, como la formación de biopelículas, 

además de mecanismos de resistencia. 

La capacidad de algunas bacterias para formar biopelículas sobre material 

inerte es un factor de virulencia que podría explicar el éxito de A. baumannii en el 

ambiente hospitalario [Peleg, 2008]. Esta capacidad facilita la colonización 

bacteriana del material protésico siendo un primer paso para la infección. 

Además, las biopelículas son una barrera física que dificulta el acceso de 

sustancias solubles y células al material colonizado, contribuyendo a la 

resistencia a fármacos y a la evasión del sistema inmune del huésped. La 

formación de biopelículas está asociada a la formación de pili y la producción de 

exopolisacárido. Pili y fimbrias son importantes para la adhesión inicial, y 

posteriormente la producción de exopolisacárido protege a la bacteria de los 

mecanismos de defensa del huésped [Gordon, 2010]. En la formación de 

biopelículas están implicadas una gran variedad de rutas metabólicas reguladas, 

a su vez, por autoinducción. La variación en la expresión de factores implicados 

en esas rutas específicas influye en la capacidad de las cepas para colonizar o 

infectar el huésped.  
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El mecanismo de adherencia a células epiteliales es distinto al de 

superficies inanimadas. Tras la adhesión, A. baumannii invade las células del 

huésped y promueve la apoptosis. Esta propiedad se le atribuye a la proteína 

OmpA que se dirige hacia la mitocondria y el núcleo e induce rutas metabólicas 

de muerte celular [Gordon, 2010]. 

La capacidad de A. baumannii de captar hierro es otro factor de 

supervivencia en el huésped y en el medio ambiente deficitarios en este metal. 

Para ello secreta componentes de bajo peso molecular que unen hierro, conocidos 

como sideróforos, entre los que destaca la actinobactina; y además posee un 

sistema de utilización de hemina [Gordon, 2010]. Hay una amplia variabilidad en 

la expresión de moléculas implicadas en la captura de hierro, incluso entre cepas 

de un mismo brote. 

El LPS es el factor inmunoestimulador más eficaz en bacterias Gram-

negativas. Es una potente endotoxina inductora de la expresión de citoquinas 

proinflamatorias en monocitos, estimulando una fuerte respuesta inflamatoria y 

siendo, por tanto, un contribuyente importante en la patogénesis de la infección. 

También hay una respuesta inmune humoral por parte del huésped frente 

a distintos componentes de A. baumannii. Se han detectado anticuerpos frente a 

OMPs capturadoras de hierro y el componente O del LPS [Gordon, 2010].  
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La transferencia de genes de virulencia se produce de unas bacterias a 

otras. Es conocido que algunos de los genes de virulencia de A. baumannii son 

originarios de otros patógenos como Pseudomonas spp., Salmonella spp. y E. coli. 

También se ha descrito en el genoma de A. baumannii la presencia de islas de 

patogenicidad, que concentran elementos de transposición y recombinación, así 

como determinantes de resistencia y de virulencia implicados en la envuelta 

celular, la biogénesis de pili, y la captura y metabolismo del hierro [Fournier, 

2006-b]. 

3.2. La infección por Acinetobacter baumannii 

Las infecciones por A. baumannii tienen lugar fundamentalmente en el 

ámbito hospitalario. Las infecciones adquiridas en la comunidad son, por el 

contrario, excepcionales y van generalmente asociadas a factores ambientales de 

tipo climático. 

Factores de riesgo importantes para desarrollar una infección por A. 

baumanii son el tratamiento antibiótico previo, la cirugía previa, la 

instrumentación invasiva, la estancia en UCI y la hospitalización prolongada 

[Maragakis, 2008]. 

3.2.1. Infecciones más frecuentes 

Hay una gran variedad de infecciones asociadas al complejo Abc y 

especialmente a A. baumannii [Peleg, 2008]. A continuación se describen las más 

frecuentes.  



Introducción 

28 
 

Neumonía nosocomial 

Con diferencia es la infección nosocomial más frecuente por A. baumannii. 

Está muy asociada con la traqueostomía e intubación traqueal en pacientes 

sometidos a ventilación mecánica en las UCIs. En estas circunstancias, el tubo 

endotraqueal supone una vía de entrada para las bacterias, y su colonización un 

paso previo necesario para la infección pulmonar. 

Neumonía adquirida en la comunidad 

Se trata de un tipo de neumonía descrita en zonas tropicales húmedas de 

Australia y Asia. Los afectados suelen ser portadores faríngeos. El alcoholismo y 

el tabaquismo son factores de riesgo asociados. Presenta un curso fulminante, con 

bacteriemia secundaria y mortalidad elevada. 

Infecciones de piel y heridas 

A. baumannii produce ocasionalmente infección nosocomial en heridas y 

tejidos blandos. Sin embargo es habitual en pacientes con quemaduras, siendo 

difícil su erradicación aunque no se conoce bien el papel que juega en la mala 

evolución de estos pacientes. 

Ha sido un agente frecuente en heridas de guerra en soldados procedentes 

de Irak y Afganistán. Sin embargo, en estos pacientes no se ha manifestado con 

gran patogenicidad, al margen de tratarse de aislados multirresistentes 

implicados en numerosos brotes nosocomiales [Maragakis, 2008].  
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Una característica habitual de este tipo de infecciones es la colonización 

previa de las heridas por cepas de A. baumannii presentes en el ambiente 

hospitalario. 

ITU o infección del tracto urinario 

A. baumannii causa ITU de forma ocasional. Lo más frecuente son las ITUs 

adquiridas en las UCIs, asociadas a colonización de catéter. 

Bacteriemia/Sepsis 

A. baumannii no está entre los agentes causales más frecuentes de 

bacteriemias nosocomiales. Es más habitual en pacientes de UCI y suele ser 

secundaria a neumonía, ITU o heridas. La mortalidad asociada es elevada, 

aunque no está demostrado si es por la virulencia de la bacteria o por factores de 

riesgo asociados al prototipo de paciente afectado. 

Meningitis 

Lo más característico es la meningitis nosocomial postquirúrgica, en 

pacientes con drenaje ventricular externo. La tendencia de la infección por A. 

baumannii multirresistente en este tipo de pacientes va en aumento, al igual que 

para otros Gram-negativos multirresistentes. 

Otras infecciones 

Hay descrito un amplio abanico de infecciones poco frecuentes producidas 

por A. baumannii. Son destacables algunos casos raros de endocarditis, la mayoría 

asociados a válvulas protésicas; peritonitis en pacientes sometidos a diálisis 

peritoneal; infecciones oculares como conjuntivitis, endoftalmitis y queratitis, 
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asociadas al uso de lentes de contacto o complicaciones postquirúrgicas; y casos 

esporádicos de osteomielitis y sinovitis. 

3.2.2. Impacto clínico de la infección por Acinetobacter baumannii 

Hay una falta de consenso para la valoración del impacto clínico de la 

infección por A. baumannii en términos de morbilidad y mortalidad que se puede 

atribuir a varias causas [Gordon, 2010]. 

Por un lado está la dificultad para discernir entre colonización e infección. 

Esto es debido a los datos limitados sobre la patogénesis de esta bacteria y a que 

el paciente prototipo afectado está en estado crítico, intubado con ventilación 

mecánica y en muchos casos, tiene mal pronóstico. 

Por otro lado, hay una amplia heterogeneidad metodológica en el diseño 

de los estudios realizados (retrospectivos y prospectivos, de cohortes pareados, 

de casos y controles, etc), una gran variación en la definición de casos vs. 

controles de unos estudios a otros (infección por A. baumannii vs. otras 

infecciones bacterianas, infecciones polimicrobianas vs. infecciones 

monomicrobianas, etc), y una falta de correspondencia apropiada entre estudios 

respecto a las comorbilidades subyacentes de los pacientes afectados [Gordon, 

2010]. 

Tampoco se ha observado una elevación clara de la mortalidad en los 

pacientes infectados por A. baumannii multirresistente y aquellos que no lo están. 

En cuanto a la morbilidad, en el primer grupo la duración de la estancia en UCI y 
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de la hospitalización en general es mayor que en el segundo grupo [Maragakis, 

2008]. 

4. Acinetobacter baumannii y los antimicrobianos 

4.1. Mecanismos de resistencia a antimicrobianos 

A. baumannii tiene una gran capacidad para desarrollar mecanismos de 

resistencia frente a distintos grupos de antimicrobianos. Ante la presión 

ambiental adecuada se seleccionan los organismos capaces de sobrevivir. Este 

fenómeno explica la emergencia a nivel global de cepas multirresistentes en el 

ámbito hospitalario. 

Los mecanismos de resistencia tienen su origen en la sobrerregulación de 

mecanismos innatos y en la adquisición de determinantes de resistencia de otros 

organismos. En estos procesos intervienen elementos genéticos móviles 

conjugativos, integrones, secuencias de inserción (SIs) y mecanismos naturales de 

transformación [Touchon, 2014]. 

4.1.1. Mecanismos de resistencia a -lactámicos 

Los mecanismos responsables de la resistencia a los antibióticos –

lactámicos son la actividad de –lactamasas, los cambios en OMPs, las bombas de 

expulsión, y las alteraciones en la afinidad o en la expresión de las proteínas de 

unión a penicilinas (PBPs). La tabla 2 resume los principales mecanismos de 

resistencia a –lactámicos detectados en A. baumannii.  
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Tabla 2. Resistencia a -lactámicos en Acinetobacter baumannii 

Mecanismo resistencia Clase/Familia Proteína/Enzima Referencias 

-lactamasas C   

     ADC ADC Bou, 2000-a 

Hujer, 2005 

 A   

     BLEE VEB 

PER 

TEM 

SHV 

CTX-M 

Poirel, 2003 

Vahaglobu, 2001 

Naiemi, 2005 

Naiemi, 2005 

Nagano, 2004 

     carbapenemasas GES 

KPC 

Moubarek, 2009 

Robledo, 2010 

 D   

     CHO Grupo OXA-51 

Grupo OXA-23 

Grupo OXA-40 

Grupo OXA-58 

OXA-143 

Brown, 2005 

Corvec, 2007 

Bou, 2000-c 

Poirel, 2005 

Higgins, 2009 

 B   

     MBL VIM 

IMP 

SIM 

NDM 

Yum, 2002 

Chu, 2001 

Lee K, 2005 

Karthikeyan, 2010 

Pérdida de OMPs  CarO Limansky, 2002 

  HMP-AB Gribun, 2003 

Bombas de expulsión RND AdeABC Magnet, 2001 

Alteraciones PBPs  PBPs Cayô, 2011 

El mecanismo más prevalente es la degradación enzimática por la acción 

de –lactamasas. El conjunto de las –lactamasas descritas en A. baumannii se 

caracteriza por la variabilidad, con distintos representantes de la clasificación de 

Ambler [Ambler, 1980] y con espectros de acción muy diversos. Algunas son de 

naturaleza innata, mientras que otras son adquiridas por mecanismos de 

transferencia de genes entre bacterias.  
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Una primera clase de –lactamasas intrínsecas la conforman las 

cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter (ADCs), inicialmente descritas como 

cefalosporinasas cromosómicas tipo AmpC. El determinante que regula la 

expresión de las ADCs es la secuencia de inserción ISAba1, que cuando se sitúa 

río arriba del gen ADC provoca su sobreexpresión [Héritier, 2006]. El fenotipo 

resultante es resistente a cefalosporinas de amplio espectro, mientras que 

permanece sensible a cefepime y carbapenémicos. 

Entre las enzimas de clase A se han descrito diversas –lactamasas de 

espectro extendido (BLEEs), por ejemplo tipo VEB, PER, TEM, SHV o CTX-M. 

Estas confieren resistencia a monobactámicos y cefalosporinas, no hidrolizan 

cefamicinas ni carbapenémicos, y son inhibidas por el ácido clavulánico. 

Excepcionalmente, también se han detectado carbapenemasas de clase A del tipo 

GES y KPC. 

Las –lactamasas de clase D descritas en A. baumannii hidrolizan 

activamente la oxacilina y la cloxacilina. Por ello, se conocen como –lactamasas 

tipo OXA y también como oxacilinasas hidrolizadoras de carbapenémicos 

(CHOs) debido a su actividad carbapenemasa. 

Hay descritos cuatro grupos principales de CHOs: OXA-51, OXA-23, 

OXA-40 y OXA-58. Aunque también se han detectado excepcionalmente otras 

CHOs como OXA-143. El grupo OXA-51 está codificado por los genes blaOXA-51-like 

intrínsecos de localización cromosómica. Su nivel de expresión está condicionado 

por ISAba1, la SI que situada río arriba de OXA-51 aumenta su expresión. 
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Cuando ISAba1 está ausente, la actividad carpamenemasa de OXA-51 es mínima. 

Esto es lo que sucede en las cepas silvestres sensibles a carbapenémicos [Turton, 

2006]. 

Las CHOs adquiridas pertenecen a los grupos OXA-23, OXA-40 y OXA-58, 

codificadas por los genes blaOXA-23-like, blaOXA-40-like y blaOXA-58-like respectivamente. En 

los tres casos pueden ser de localización tanto cromosómica como plasmídica. La 

primera en describirse pertenece al grupo OXA-23, fue inicialmente denominada 

ARI-1, se ha encontrado asociada a ISAba1 e ISAba4 [Corvec, 2007], y tiene una 

amplia distribución mundial aunque no se había registrado ningún caso en 

España hasta el año 2013. OXA-40 es la CHO adquirida más frecuente en España 

[Villalón, 2013; Acosta , 2011], sus genes no presentan SIs asociadas y tiene una 

distribución mundial más restringida que OXA-23 aunque está en clara 

expansión. El grupo OXA-58 también tiene una prevalencia mundial elevada y se 

ha descrito asociado a ISAba1, ISAba2, ISAba3, e IS18 [Poirel , 2006-b]. La 

actividad carbapenemasa de estas CHOs adquiridas es variable, siendo OXA-23 y 

OXA-40 más activas que OXA-58. La expresión tanto de OXA-23 como de OXA-

40 va asociada a CMIs a imipenem elevadas, mientras que la expresión de OXA-

58 se corresponde con CMIs más moderadas [Héritier, 2005]. La figura 2 muestra 

la localización de SIs en aislados positivos para blaOXA-58-like.  
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Figura 2. Estructuras génicas en aislados de A. baumannii blaOXA-58-like positivos 

Schematic map of blaOXA-58-positive structures identified in A. baumannii isolates. 

Laurent Poirel, and Patrice Nordmann Antimicrob. Agents 
Chemother. 2006;50:1442-1448

 

Un último tipo mucho menos frecuente de carbapenemasas detectadas en 

A. baumannii son las metalo--lactamasas (MBLs). Pertenecen a la clase B y su 

nombre se debe a la presencia de Zn2+ en su centro activo. Son muy potentes y 

tienen una actividad 100-1000 veces superior a las CHOs. Hidrolizan todos los –

lactámicos salvo el aztreonam. En A. baumannii se han descrito MBLs de los tipos 

IMP, VIM, SIM y NDM. Los genes de MBLs se localizan frecuentemente 

asociados a genes de resistencia a aminoglucósidos en integrones de clase 1.  
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4.1.2. Mecanismos de resistencia a antibióticos no -lactámicos 

La tabla 3 expone los mecanismos de resistencia para los antibióticos no –

lactámicos que presentan actividad frente a A. baumannii. 

Tabla 3. Resistencia a antibióticos no -lactámicos en Acinetobacter baumannii 

Antimicrobianos Mecanismo resistencia Proteína/Enzima Referencias 

Aminoglucósidos Modificación enzimática   

  Acetiltransferasas Nemec, 2004-b 

  Nucleotidiltransferasas  

  Fosfotransferasas  

 Metilación del ARNr 16S ArmA 

RmtA, RmtB, RmtC, RmtD 

Yamane, 2005 

 Bombas de expulsión   

     RND AdeABC Magnet, 2001 

     MATE AbeM Su, 2005 

Quinolonas Mutaciones    

     ADN girasa GyrA Lee JK, 2005 

     ADN topoisomerasa IV ParC  

 Bombas de expulsión   

     RND AdeABC Magnet, 2001 

     MATE AbeM Su, 2005 

Tetraciclinas Bombas de expulsión   

     MFS TetA-TetE, TetK Huys, 2005 

     RND AdeABC Magnet, 2001 

 Protección del ribosoma TetM Ribera, 2003 

Glicilglicinas Bombas de expulsión   

     RND AdeABC Magnet, 2001 

Cotrimoxazol Dihidropteroato sintetasa SulI/II Segal, 2005-b 

 Dihidrofolato reductasa FolA Mak, 2009 

 Bombas de expulsión   

     RND AdeABC 

AdeIJK 

Magnet, 2001 

Damier-Piolle, 2008 

Cloranfenicol Inactivación enzimática   

     O-acetiltranferasa CAT Peleg, 2008 

 Bombas de expulsión   

     RND AdeABC 

AdeIJK 

Magnet, 2001 

Damier-Piolle, 2008 

     MFS CmlA 

CraA 

Fournier, 2006-b 

Roca, 2009 

     BIMP AbeS Srinivasan, 2009 

Polimixinas Modificación del LPS PmrA/PmrB Olaitan, 2014 

 Pérdida del LPS LpxA 

LpxC 

LpxD 

Olaitan, 2014 
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4.2. Opciones terapéuticas en la infección por Acinetobacter 

baumannii multirresistente 

Algunos antimicrobianos que presentan actividad potencial frente a las 

cepas silvestres de A. baumannii son las penicilinas y cefalosporinas de amplio 

espectro con actividad antipseudomónica, monobactámicos, carbapenémicos, 

sulbactam, tetraciclinas y glicilglicinas, aminoglucósidos, fluoroquinolonas y 

polimixinas. Sin embargo, la presencia de cepas multirresistentes es frecuente en 

las infecciones producidas por esta bacteria, limitando las opciones terapéuticas a 

un grupo reducido de antimibrobianos [Gilad, 2008]. 

Los carbapenémicos, especialmente el imipenem, continúan siendo el 

tratamiento de elección en infecciones graves cuando las cepas permanecen 

sensibles. 

El sulbactam es el único inhibidor de –lactamasas que tiene actividad 

intrínseca frente a Acinetobacter. Debe considerarse una opción terapéutica para 

infecciones de moderadas a graves pero no debe administrarse en monoterapia 

en infecciones graves [Maragakis, 2008]. 

Los aminoglucósidos tobramicina y amikacina son opciones terapéuticas 

que, por lo general, se administran de forma combinada con otros antibióticos. 

La colistina se puede considerar como el tratamiento de segunda opción 

frente a cepas multirresistentes. Estudios recientes apuntan que puede ser tan 
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segura y eficaz como otros antibióticos de referencia en el tratamiento de la 

infección por A. baumannii [Liu, 2014]. 

5. Epidemiología de Acinetobacter baumannii 

5.1. Persistencia de Acinetobacter baumannii en el ambiente 

hospitalario 

Aunque todavía hay incógnitas por resolver acerca del hábitat natural de 

A. baumannii, es bien conocida su capacidad para colonizar el ambiente 

hospitalario y persistir con el tiempo. Precisamente, es la persistencia la principal 

causa de que esta bacteria se haya convertido en un problema endémico en 

muchos hospitales en todo el mundo. 

Son tres los factores principales que contribuyen en la persistencia: la 

resistencia a los principales antimicrobianos, la resistencia a la desecación y la 

resistencia a los desinfectantes [Fournier, 2006-a]. 

La resistencia a los antimicrobianos confiere a los microorganismos una 

ventaja selectiva en aquel entorno ambiental donde existe una exposición intensa 

a los antibióticos, como sucede en los hospitales. Las cepas epidémicas de A. 

baumannii son característicamente multirresistentes. De hecho, la resistencia a 

quinolonas y carbapenémicos se ha identificado como un factor de riesgo para la 

aparición de brotes [Maragakis, 2008]. Por el contrario, las cepas esporádicas 

suelen presentar un patrón sensible a antimicrobianos.  
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La tolerancia a la desecación es similar en cepas epidémicas y esporádicas 

de A. baumanii. El número de días de supervivencia en el ambiente es superior a 

los valores registrados para enterobacterias [Gayoso, 2013]. Sin embargo, esta 

tolerancia es menor en otras especies de Acinetobacter. Este hecho, unido a un 

perfil más sensible a los antibióticos, puede explicar por qué otras especies de 

este género están raramente implicadas en brotes hospitalarios. 

En A. baumannii se han descrito genes de resistencia a varios metales 

pesados, principalmente arsénico y mercurio, y a componentes de amonio 

cuaternario [Fournier, 2006-a]. Sin embargo, la comparación de las actividades in 

vitro de varios desinfectantes ha puesto de manifiesto recientemente que todos 

son activos ante las recomendaciones de concentración y de tiempos de contacto 

del fabricante. Pero cuando no se siguen estas recomendaciones, hay bacterias 

que permanecen viables [Wisplinhoff, 2007]. El empleo inadecuado de los 

desinfectantes puede jugar un papel importante en la transmisión cruzada de la 

bacteria. No se han observado diferencias entre cepas epidémicas y esporádicas. 

5.2. Brotes nosocomiales 

La persistencia endémica de A. baumannii en el ambiente es un factor de 

riesgo para la aparición de brotes nosocomiales [Fournier, 2006-a]. A. baumannii 

tiene una gran capacidad para desarrollar mecanismos de resistencia frente a 

distintos grupos de antimicrobianos. La exposición continua a los antibióticos en 

los hospitales selecciona las cepas multirresistentes que están presentes en el 
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ambiente. Estas cepas pueden colonizar todo tipo de superficies inanimadas; 

como el mobiliario, equipos informáticos, instrumental médico y de enfermería; e 

incluso, la piel y vestuario tanto de los pacientes como del personal sanitario. La 

colonización de piel y mucosas de pacientes en situaciones especiales de 

morbilidad constituye un primer paso para el desarrollo de una infección por A. 

baumannii. Cuando confluyen todas estas circunstancias, las cepas endémicas 

pueden ocasionar brotes infecciosos que se caracterizan por un aumento por 

encima de lo esperado del número de pacientes afectados en un determinado 

periodo de tiempo y en una zona circunscrita del hospital. Una característica 

fundamental que presentan las cepas epidémicas de A. baumannii es la 

multirresistencia; es decir, la resistencia a varios grupos de antimicrobianos de 

utilidad terapéutica, especialmente a los carbapenémicos.  

Las unidades de los hospitales más afectadas por brotes de A. baumannii 

son aquellas donde se asiste al paciente en situación crítica, como las UCIs y 

unidades de quemados. Esto se debe a que en estas unidades confluyen varios 

factores de riesgo [Maragakis, 2008]. Entre ellos está la exposición masiva a 

antibióticos de amplio espectro, como las fluoroquinolonas y los carbapenémicos. 

Otro factor es el empleo de técnicas de instrumentación invasiva; como la 

intubación traqueal, sondaje urinario, o derivación ventricular. Estas técnicas 

favorecen la colonización por bacterias nosocomiales del material utilizado, 

actuando como una vía de entrada de los microorganismos al interior del 

huésped.  
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Los primeros brotes nosocomiales empezaron a investigarse en Europa en 

los años 1980s empleando métodos epidemiológicos de tipificación molecular. 

Inicialmente se describieron tres grandes clones europeos que posteriormente 

fueron identificados como los clones internacionales I, II y III. Estos métodos de 

estudio permitieron demostrar la transmisión interhospitalaria de cepas 

epidémicas. Esta transmisión se ha observado no solamente entre hospitales de 

una misma ciudad, sino también a nivel nacional, internacional entre países 

europeos, e incluso a nivel intercontinental [Towner, 2009]. 

En América del Norte se han detectado numerosos brotes de A. baumannii 

multirresistente desde los años 1990s. Durante las dos décadas siguientes, los 

soldados norteamericanos que lucharon en las guerras de Irak y Afganistán 

contribuyeron en la epidemiología de esta bacteria tras su repatriación. En estos 

pacientes se observó un aumento en las infecciones por A. baumannii. Los 

estudios epidemiológicos evidenciaron que los pacientes no eran infectados en el 

momento de producirse las heridas ni tampoco por estar colonizados por la 

bacteria antes de herirse. Lo que se detectó, sin embargo, fue la presencia de la 

bacteria en superficies inanimadas de los hospitales de campaña. Estas cepas 

ambientales se relacionaron genotípicamente con las cepas aisladas de las 

muestras clínicas. Con el traslado de los repatriados, el problema se trasladó de 

los hospitales de campaña a los hospitales receptores de soldados heridos 

[Maragakis, 2008].  
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Por añadidura, cada vez es mayor el número de brotes descritos en otras 

zonas geográficas, especialmente en países de América del Sur y Asia. De esta 

forma queda patente que la capacidad de A. baumanni multirresistente de causar 

brotes nosocomiales constituye un problema sanitario de alcance mundial 

[Higgins, 2010-b]. 

5.3. Medidas de control de brotes 

Ante una situación de brote nosocomial causado por A. baumannii 

multirresistente, pueden ponerse en marcha una serie de intervenciones de 

control de la infección que se enuncian a continuación. 

Procedimientos de gestión del uso de los antibióticos. 

El objetivo es asegurar un uso moderado de los antibióticos que aumentan 

el riesgo de aparición de cepas multirresistentes; especialmente las cefalosporinas 

de amplio espectro, los carbapenémicos y las fluoroquinolonas. 

Procedimientos de limpieza y desinfección. 

La limpieza y desinfección del ambiente y equipos que rodean a los 

enfermos es esencial para controlar la transmisión de infecciones nosocomiales. 

Se deben tener en cuenta todo tipo de superficies inanimadas. 

Procedimientos de aislamiento. 

El objetivo es evitar la transmisión cruzada de las cepas de unos pacientes 

a otros. El aislamiento debe ser de contacto y requiere el uso de guantes y batas 

tanto para atender a los pacientes afectados como para desenvolverse en su 
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ambiente. Además, la higiene de manos es una prioridad en estos 

procedimientos. 

El aislamiento es la medida de control más complicada de llevar a la 

práctica debido a las limitaciones en infraestructuras y personal sanitario 

disponible. Lo ideal es que los pacientes se aíslen individualmente y sean 

atendidos exclusivamente por un solo miembro del personal de enfermería. 

Cultivos microbiológicos. 

Los cultivos de muestras ambientales son fundamentales para conocer un 

posible foco ambiental de la bacteria causante del brote. En caso de encontrarlo, 

habría que eliminarlo con los procedimientos de limpieza y desinfección. Las 

fuentes de contaminación ambiental identificadas en estudios previos son 

numerosas: tubos de ventilación mecánica, humidificadores, recipientes de 

recolección de orina, viales de medicación multidosis, nutriciones parenterales, 

medidores de presión arterial, teclados de ordenador, etc [Maragakis, 2008]. 

Estudios de epidemiología molecular. 

Las investigaciones de epidemiología molecular (apartado 5.4) son 

esenciales para confirmar la presencia de cepas epidémicas y también para 

tipificar la población de clones epidémicos presentes en los hospitales. 

Todas estas medidas han probado su efectividad en el control de las 

infecciones epidémicas por A. baumannii [Towner, 2009]. Algunas son medidas 

básicas de higiene para prevenir la transmisión paciente-paciente, como la 

decontaminación ambiental y la higiene de manos. La monitorización de las 
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intervenciones de control es importante para asegurar su cumplimiento. A pesar 

de los esfuerzos realizados en muchos hospitales, continúan apareciendo brotes 

que a veces son muy difíciles de erradicar, requiriendo incluso el cierre temporal 

de las unidades afectadas. 

5.4. Técnicas moleculares de tipificación epidemiológica 

El control de la diseminación de A. baumannii en el hospital requiere la 

identificación de posibles reservorios ambientales del microorganismo y de sus 

mecanismos de transmisión. Para este propósito es necesaria la realización de 

cultivos microbiológicos de muestras ambientales y clínicas y el posterior análisis 

de las bacterias aisladas. Pero para distinguir las cepas causantes de un brote de 

otras cepas epidemiológicamente no relacionadas es necesario comparar los 

aislados a nivel de subespecie. Para este propósito se emplean técnicas 

epidemiológicas de tipificación bacteriana. 

Entre los métodos fenotípicos de estudio destacan el biotipado basado en 

perfiles bioquímicos, los patrones de susceptibilidad a antibióticos, el serotipado 

basado en reacciones serológicas y la fagotipia [Peleg, 2008]. Estas técnicas 

fenotípicas han sido ampliamente reemplazadas por técnicas moleculares. A 

continuación se describen las técnicas moleculares más destacables aplicadas al 

estudio epidemiológico de A. baumannii.  
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5.4.1. Análisis plasmídico 

La mayoría de las especies de Acinetobacter contienen plásmidos silvestres. 

Por este motivo, el análisis plasmídico es uno de los pocos métodos empleados en 

el estudio epidemiológico de especies no pertenecientes al complejo Abc. 

Es un método robusto pero, debido a que muchos plásmidos son 

transferibles, el perfil plasmídico puede cambiar durante un episodio epidémico. 

Este hecho contribuyó en el reemplazamiento de este método por otros métodos 

no sujetos a esta variabilidad. 

5.4.2. Ribotipado 

Descrito en el apartado 2.2 de identificación molecular de especies de 

Acinetobacter. En tipificación epidemiológica, el ripotipado automatizado 

presenta un poder de discriminación similar a la electroforesis en campo pulsante 

(PFGE) y ofrece resultados con una rapidez similar, pero es costoso y requiere 

equipo y personal especializado sólo disponible en laboratorios de referencia. 

5.4.3. Métodos de tipificación basados en la PCR 

RAPD-PCR o ADN polimórfico amplificado aleatoriamente por PCR es 

una técnica que ha sido empleada con éxito para relacionar aislados de 

Acinetobacter. Consiste en una amplificación por PCR múltiple y arbitraria. Se 

amplifican fragmentos aleatorios del ADN genómico utilizando cebadores 

individuales de secuencia arbitraria. El número y localización de las regiones 
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reconocidas por los cebadores varía entre las cepas de una misma especie 

bacteriana [Peleg, 2008]. 

REP-PCR o PCR de palíndromos extragénicos repetitivos es una técnica de 

amplificación por PCR múltiple y definida. Se emplean cebadores consenso 

dirigidos frente a las secuencias REP, que son secuencias repetidas, altamente 

conservadas y ampliamente distribuidas a lo largo del genoma bacteriano. Se 

amplifican las secuencias localizadas entre los motivos REP consecutivos 

[Grundmann, 1997]. 

RAPD-PCR y REP-PCR son métodos rápidos, fáciles y baratos. En general, 

los métodos basados en la PCR no requieren un equipamiento especializado y 

permiten hacer una estimación rápida de las relaciones epidemiológicas en un 

lugar concreto, ya sea un hospital o una unidad dentro de un hospital. Pero no 

son adecuados para estudios epidemiológicos a gran escala, aunque la 

estandarización y automatización de la REP-PCR ha supuesto una mejora en la 

reproducibilidad entre laboratorios. El poder de discriminación es inferior al del 

PFGE. 

AFLP es una técnica descrita en el apartado 2.3 de identificación molecular 

de especies de Acinetobacter. Como herramienta epidemiológica es útil para la 

caracterización de Acinetobacter a nivel de subespecie y para la investigación de 

brotes. Es un método robusto pero requiere un alto nivel de estandarización y 

amplia experiencia en la interpretación de patrones de bandas, aún cuando se 

disponga de programas informáticos para su análisis [Janssen, 1996]. Es, por ello, 
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un método restringido a laboratorios de referencia. Además, los datos no son 

intercambiables entre laboratorios debido, principalmente, a la falta de 

reproducibilidad por el empleo de diferentes plataformas de AFLP. 

5.4.4. PCR/ESI-MS 

Descrito en el apartado 2.9 de identificación molecular de especies de 

Acinetobacter. 

5.4.5. PCR múltiplex y secuenciación de genes ompA, csuE y blaOXA-51-like 

Se analizan las variaciones alélicas de tres genes de factores de virulencia. 

El gen ompA codifica la proteína A de membrana externa que actúa como porina 

e induce la apoptosis en células epiteliales. El gen csuE codifica parte de un 

sistema de ensamblaje de pilus y es esencial en la formación de biopelículas. Los 

genes blaOXA-51-like codifican las carbapenemasas del grupo OXA-51. 

La secuenciación génica clasifica los aislados en secuenciogrupos (SGs). 

Cada SG tiene una combinación característica de alelos de los tres genes. 

El diseño de dos PCRs multiplex (PCR1 y PCR2) permite identificar tres SGs 

principales sin necesidad de secuenciar. 
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Esta técnica permite tipificar con rapidez las cepas epidémicas que 

pertenecen a las tres grandes líneas clonales internacionales de A. baumannii 

[Turton, 2007] de la siguiente forma: 

 SG1: PCR1 positiva (3 genes), PCR2 negativa, blaOXA-66-like positivo, clon

internacional II.

 SG2: PCR1 negativa, PCR2 positiva (3 genes), blaOXA-69-like positivo, clon

internacional I.

 SG3: PCR1 (csuE y blaOXA-51-like positivos), PCR2 (ompA positivo), blaOXA-71-like

positivo, clon internacional III.

5.4.6. PFGE o electroforesis en campo pulsante 

Actualmente continúa siendo reconocida como la técnica de referencia 

para la tipificación epidemiológica de Acinetobacter debido a su elevado poder 

discriminatorio. 

La restricción del cromosoma intacto se hace con un enzima de baja 

frecuencia de corte. Los fragmentos de restricción son de gran tamaño y no 

pueden resolverse adecuadamente en una electroforesis convencional. El PFGE 

es una electroforesis especial donde se alterna consecutivamente la dirección del 

campo eléctrico en un ángulo de 120°. De esta forma y durante varias horas, se 

separan los distintos fragmentos de restricción. Los perfiles de bandas de ADN 

obtenidos son analizados visualmente o con programas informáticos 
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especializados que permiten almacenarlos en una base de datos. La figura 3 

muestra los patrones de bandas de varias cepas analizadas por PFGE. 

Figura 3. PFGE de aislados bacterianos de un brote nosocomial 

Foto proporcionada por P. Villalón. Lab. Taxonomía. Centro Nac. Microbiología 

La estandarización de los protocolos está consiguiendo una buena 

reproducibilidad entre laboratorios [Seifert, 2005]. Esto está permitiendo el 

reconocimiento de cepas epidémicas con distribución en diferentes hospitales, 

incluso implicadas en brotes a nivel nacional. Sin embargo, el poder 

discriminatorio del PFGE es elevado para estudios de epidemiología a gran 

escala o de poblaciones. 
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5.4.7. MLST o tipificación por secuenciación de múltiples loci 

Hay dos esquemas validados de MLST para A. baumannii, el del Instituto 

Pasteur [Diancourt, 2010] y el de Oxford [Bartual, 2005]. Ambos consisten en la 

amplificación por PCR y posterior secuenciación de zonas conservadas de siete 

genes domésticos. La tabla 4 muestra los genes estudiados en ambos esquemas y 

las proteínas que codifican. 

Tabla 4. Esquemas MLST de A. baumannii 

Gen Proteína 
Esquema 

“Pasteur” 

Esquema 

“Oxford” 

cpn60 Chaperonina 60 KDa Sí Sí 

fusA Factor de elongación EF-G Sí No 

gltA Citrato sintetasa Sí Sí 

pyrG CTP sintetasa Sí No 

recA Factor de recombinación homólogo Sí Sí 

rplB Proteína L2 sub. 50S ribosomal Sí No 

rpoB Subunidad  ARN polimerasa Sí No 

gyrB Subunidad  ADN girasa No Sí 

gdhB Glucosa deshidrogenasa B No Sí 

gpi Glucosa-6-fosfato isomerasa No Sí 

rpoD Factor  ARN polimerasa No Sí 

La secuenciación de los amplificados permite la identificación de 

diferentes alelos para cada gen. La combinación de alelos de todos los genes 

estudiados se corresponde con un perfil numérico que se identifica con un 

secuenciotipo (ST). Existe una base de datos común para los dos esquemas MLST 

de A. baumannii (http://pubmlst.org/abaumannii) que permite identificar por 

comparación los alelos de cada gen, así como la asignación de un ST a un perfil 

alélico concreto. 

http://pubmlst.org/abaumannii
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Como es un método que adjudica un código numérico a los resultados 

obtenidos, estos son transferibles entre laboratorios. También es un método caro, 

laborioso y con un poder discriminatorio inferior al del PFGE. Por tanto, no es 

aplicable a la rutina en el estudio de brotes y otros estudios epidemiológicos de 

escala reducida. Su utilidad es como marcador molecular en estudios 

epidemiológicos de aplicación global o a largo plazo. Permite el reconocimiento 

de clones epidémicos, multirresistentes y virulentos de A. baumannii, así como la 

monitorización de su dispersión nacional e internacional. Tal es el caso de los tres 

grandes clones internacionales I, II y III; cada uno de los cuales se corresponde 

con una serie de STs concretos [Hamouda, 2010; Villalón, 2011]. 

5.4.8. MLVA o análisis en múltiples loci del número variable de secuencias 

repetidas en tándem (VNTR) 

El cromosoma bacteriano presenta regiones con secuencias repetidas en 

tándem en número variable (VNTR). El MLVA consiste en el análisis del número 

de polimorfismos presentes en varios de estos loci VNTR. 

En función de la longitud de la unidad de repetición hay dos tipos de 

VNTRs, llamados S (small) y L (large). En los microsatélites o S-VNTRs, la 

unidad de repetición tiene como máximo 9 pb. Los minisatélites o L-VNTRs se 

caracterizan porque la unidad de repetición es superior a 9 pb. Los esquemas 

MLVA publicados para las distintas especies bacterianas incluyen marcadores de 

los dos tipos. 
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Se amplifican por PCR los marcadores VNTR y posteriormente se separan 

por EF los fragmentos obtenidos. El tamaño de los fragmentos dependerá del 

número de repeticiones presentes en cada marcador. El análisis final ofrece un 

MLVA-tipo que refleja el número de repeticiones para cada marcador estudiado 

(ej. 7 7 4 9 13 10 20 13). 

El esquema MLVA más completo de A. baumannii es el conocido como 

MLVA-8Orsay [Pourcel, 2011]; el cual incluye el estudio de ocho loci VNTR, cuatro 

L-VNTR y cuatro S-VNTR. Los marcadores L son Abaum_3530, Abaum_3002,

Abaum_2240 y Abaum_1988. Los marcadores S son Abaum_0826, Abaum_0845, 

Abaum_2396 y Abaum_3468. 

El MLVA es una técnica con una elevada reproducibilidad y también 

posee una elevada capacidad discriminativa. La electroforesis capilar para la 

separación de los amplificados ofrece la mejor precisión, reproducibilidad y 

rapidez en el análisis de datos. Por todo ello, es la técnica de referencia en la 

tipificación epidemiológica de varias especies bacterianas. 
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Los brotes nosocomiales causados por cepas multirresistentes de 

Acinetobacter baumannii suponen un problema sanitario de alcance mundial que 

también afecta a España. El estudio molecular de las cepas ambientales y clínicas 

aisladas en el ambiente nosocomial es fundamental para entender su 

epidemiología y por ese motivo, se considera una de las medidas básicas para el 

control y la prevención de los brotes. Las técnicas de tipificación epidemiológica, 

como el PFGE y el MLST, son las herramientas empleadas en este tipo de 

estudios. De esta forma, se han identificado tres grandes clones en los que se 

agrupan la mayoría de los aislados multirresistentes de A. baumannii: los clones 

internacionales I, II y III. 

La mayoría de los estudios epidémicos de A. baumannii describen brotes 

acontecidos en un solo hospital. Para conocer mejor la realidad clonal de los 

aislados epidémicos de A. baumannii en nuestro país, se planteó el estudio de esta 

bacteria desde un enfoque múltiple que abarcara distintas situaciones 

epidemiológicas: el estudio a nivel nacional de múltiples brotes nosocomiales, el 

estudio de un solo brote en un único hospital y el estudio de la población de 

clones endémicos y epidémicos circulantes en un único hospital. 

En este contexto, los objetivos concretos de este trabajo fueron los 

siguientes: 

1. Analizar la diversidad genética y la distribución clonal de las cepas

epidémicas de A. baumannii aisladas en España durante un periodo de 11 
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años, empleando las siguientes técnicas de tipificación molecular: PFGE, la 

secuenciación parcial del gen rpoB, y MLST. 

2. Comprobar la utilidad taxonómica de la secuenciación parcial del gen rpoB en

la identificación de la especie A. baumannii en una amplia población de cepas 

epidémicas. 

3. Conocer el perfil de resistencia a antimicrobianos de las cepas epidémicas de

A. baumannii circulantes en España.

4. Determinar la distribución , diversidad y actividad de los genes de las

cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter, de las oxacilinasas hidrolizadoras 

de carbapenémicos, de las metalo--lactamasas, y de las secuencias de 

inserción más comunes relacionadas con esos genes, en la población de clones 

epidémicos de A. baumannii aislados en España. 

5. Realizar el análisis epidemiológico de un único brote en una UCI causado por

A. baumannii extensamente resistente, empleando PFGE como técnica de

tipificación molecular. 

6. Analizar la diversidad genética y la distribución de los clones endémicos y

epidémicos de A. baumannii aislados en un solo hospital durante un periodo 

de 12 años y compararlos con otros clones epidémicos circulantes en España; 

empleando las siguientes técnicas de tipificación molecular: PFGE, MLST y 

MLVA. 
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En esta memoria se incluyen cuatro artículos de investigación que 

exponen diferentes situaciones epidemiológicas referentes a la infección 

nosocomial por A. baumannii. Los dos primeros artículos están realizados sobre 

una amplia población de aislados epidémicos procedentes de diferentes 

hospitales de España durante un largo periodo de tiempo. El artículo 1 [Villalón, 

2011] es un estudio de tipificación molecular de clones epidémicos y el artículo 2 

[Villalón, 2013] es un estudio acerca de los determinantes genéticos de -

lactamasas presentes en esos clones. El artículo 3 [Monterrubio-Villar, 2009] es un 

estudio clínico-epidemiológico de un brote detectado en la UCI de un hospital. El 

artículo 4 [Villalón, 2015] se centra en la tipificación molecular de los clones 

endémicos y epidémicos presentes en un único hospital durante un extenso 

periodo de tiempo, y en la comparación con otros clones epidémicos circulantes 

en España. 

Estos cuatro artículos se entrelazan por su contenido y tienen como hilo 

conductor principal la caracterización molecular de las cepas epidémicas 

nosocomiales de A. baumannii. La investigación clonal realizada en el artículo 1 

sentó las bases para poder abordar el artículo 2 sobre mecanismos de resistencia. 

El brote analizado en el artículo 3 también está incluido en los análisis de los 

artículos 1 y 2. Para finalizar, las investigaciones de los artículos 1 y 2 también 

han sido fundamentales para poder realizar la comparación interhospitalaria con 

los clones analizados en el artículo 4. 
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La discusión de los cuatro artículos mencionados, que a continuación se 

expone, está estructurada de forma que, a la par que se va analizando cada 

artículo de forma individual, se van relacionando entre ellos para formar un 

conjunto integrado de conocimiento. 
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1. Artículo 1: Diversidad clonal de las cepas epidémicas

nosocomiales de Acinetobacter baumannii aisladas en España 

En este trabajo se estudió una amplia población de cepas (814) de origen 

clínico del complejo Abc recibidas en el Centro Nacional de Microbiología (CNM) 

para su caracterización molecular. Estas cepas fueron aisladas durante 

situaciones de brote en 19 hospitales (H1-H19) del Sistema Nacional de Salud 

español durante un periodo de 11 años. Los hospitales participantes estaban 

situados en 17 provincias distintas, implicando un reparto representativo de la 

geografía española. 

La mayoría de las cepas procedían de unidades hospitalarias de cuidado al 

paciente crítico; como unidades de quemados, postquirúrgicas y, sobre todo, de 

cuidados intensivos; y como es habitual en este tipo de estudios, la mayoría de 

los aislados provenían de muestras respiratorias (tabla 1, artículo 1) [Falagas, 

2007]. El paciente crítico presenta muchos factores de riesgo que lo hacen 

especialmente vulnerable a la infección por A. baumannii, entre los que destacan 

intervenciones invasivas como la intubación respiratoria que supone una vía de 

entrada de patógenos nosocomiales [Coelho, 2006]. 

Como para muchas otras especies bacterianas, el PFGE es considerado el 

método de tipificación con mayor poder de discriminación para A. baumannii 

[Marcos, 1994; Seifer, 1995]. Este trabajo se inició con el análisis por PFGE de 

todas las cepas del estudio, obteniéndose 58 PFGE tipos epidémicos (Ab1-Ab58). 
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Los PFGE tipos se distribuyeron en 16 clones en función de su similitud genética 

(punto de corte del 80%): grupo A (clones A1 y A2), clon B, clon C, grupo D 

(clones D1-D7), clon E, clon F y grupo G (clones G1-G3), (figura 1, artículo 1). El 

poder discriminativo de esta técnica se determinó con el índice de diversidad 

(ID) de Simpson (0,95) [Hunter, 1998] que mostró que el PFGE es una 

herramienta eficaz para determinar las relaciones genéticas entre las cepas 

aisladas en brotes epidémicos. El PFGE también fue útil para determinar la 

implicación de las cepas en distintas situaciones epidemiológicas [van Belkum, 

2007], tal y como se describe a continuación. 

La distribución clonal de los PFGE tipos en los hospitales reveló dos 

modelos de brotes: monoclonal y policlonal (tabla 1 y figura 1, artículo 1). El 

modelo monoclonal fue el más común, detectándose en 15 de 19 hospitales. Los 

brotes monoclonales fueron en ocasiones causados por un solo PFGE tipo 

epidémico (seis hospitales), pero también por varios PFGE tipos pertenecientes a 

un mismo clon (ocho hospitales). En este último caso de modelo monoclonal se 

observó que normalmente prevalecía un PFGE tipo sobre los otros; es decir, un 

PFGE tipo estaba presente en la mayoría de los aislados y además estaban 

presentes otros PFGE tipos minoritarios. El hospital H7 también se ajustó al 

modelo monoclonal aunque con una peculiaridad: presentaba distintos clones 

(D4, D1 y A2) que causaron cuatro brotes monoclonales independientes en 

distintas fechas. 
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El modelo policlonal concernió sólo a cuatro hospitales (H3, H4, H18 y 

H19). En los hospitales H3 y H4, uno de los clones coexistentes era claramente 

minoritario. En ambos casos, los clones minoritarios presentaron resistencia a 

imipenem. Esto podría reflejar la coexistencia de clones epidémicos con clones 

esporádicos multirresistentes [Rodríguez-Baño, 2004]. Estos últimos supondrían 

un factor de riesgo para la aparición de nuevos brotes. El hospital H19 también 

exhibió un patrón policlonal con tres clones (D1, D5 y G3) aislados en la UCI, 

cardiología, traumatología y consultas externas; lo que podría reflejar un bajo 

nivel en el control de la infección nosocomial, teniendo como consecuencia la 

diseminación intrahospitalaria de algunos clones (D1 y D5) por un sospechado 

mecanismo de contaminación cruzada [Marcos, 1994]. Desafortunadamente, el 

origen del brote fue desconocido. Por último, el hospital H18 presentó un brote 

policlonal con clones epidémicos y esporádicos coexistentes, pero debido a la 

falta de mayor información, no fue posible hacer un análisis epidemiológico más 

profundo. 

La distribución temporal de los 58 PFGE tipos reveló que todos ellos 

estaban implicados en brotes, aunque además algunos mostraron persistencia en 

el tiempo en algunas unidades hospitalarias. Por ejemplo, en el hospital H7 se 

detectó el clon D4 en dos periodos separados por un intervalo de más de cuatro 

años. De manera similar, en el hospital H18 se aisló el clon D7 en dos brotes 

diferentes en 2001 y 2006. La reaparición en estos dos hospitales de clones 

epidémicos previamente aislados, revela la persistencia endémica de cepas de A. 
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baumannii en el ambiente nosocomial, donde representan un factor de riesgo para 

futuros brotes. 

La transmisión interhospitalaria de A. baumannii es un hecho conocido 

[Barbolla 2003; Coelho, 2006; Maragakis, 2008]. El presente estudio apunta hacia 

este dato al analizar la distribución temporal de los PFGE tipos en los clones B y 

D6. El clon B fue exclusivo de los hospitales H4 y H5, ambos situados en la 

misma provincia P3. La similitud genética de los PFGE tipos fue muy elevada (87 

al 100%), incluso ambos hospitales compartieron el PFGE tipo Ab9. Este PFGE 

tipo (Ab9) se detectó por primera vez en el hospital H4 en junio del 2005 de 

forma minoritaria. En el hospital H5, Ab9 se detectó en julio del 2005, y fue el 

PFGE tipo mayoritario aislado en este hospital [Monterrubio-Villar, 2009]. Estos 

datos apuntan hacia la transmisión de Ab9 desde el hospital H4 hacia el hospital 

H5, originando un nuevo brote en este último hospital. Una posible explicación, 

aunque no confirmada, para este hecho podría ser la transferencia de pacientes 

y/o trabajadores sanitarios de un hospital a otro, lo que estaría favorecido por la 

pertenencia de ambos hospitales al mismo área de salud. De forma similar, los 

PFGE tipos del clon D6 (Ab49, Ab50 y Ab51) se distribuyeron exclusivamente en 

los hospitales H1 y H2 de la provincia P1. Aunque estos dos hospitales no 

compartían ningún PFGE tipo, sí compartían el mismo clon D6. Este dato 

también podría indicar la transmisión interhospitalaria de la bacteria. 

Una característica que presentan los aislados de A. baumannii implicados 

en brotes nosocomiales es la multirresistencia [Fierobe, 2001; Wang, 2003]. En 
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este trabajo, las pruebas de susceptibilidad a antimicrobianos mostraron que el 

fenotipo multirresistente era una característica común a todos los PFGE tipos 

epidémicos, además presentando la mayoría de ellos resistencia a imipenem 

(74,6%). En la valoración de estas pruebas, las CMIs y halos de inhibición 

intermedios se interpretaron como resistentes. La primera elección en el 

tratamiento de la infección por A. baumannii resistente a carbapenémicos es la 

colistina. Este organismo presenta un nivel bajo de resistencia a este agente; de 

hecho, en este estudio es el único antibiótico para el que se observó sensibilidad 

en todos los aislados. 

La secuenciación del gen rpoB se hizo con fines epidemiológicos y 

taxonómicos. Por un lado, el motivo era obtener un marcador de cribado que 

pudiera ofrecer resultados más rápidos en el análisis de los brotes. En este 

aspecto, aunque los cinco rpoB tipos (figura 1, artículo 1) mostraron una 

distribución clonal correlacionada con los PFGE tipos (un clon se correspondía 

con un rpoB tipo), el poder discriminativo de esta técnica no fue elevado (ID de 

0,45). En cuanto al interés taxonómico, hay que considerar que las pruebas 

bioquímicas convencionales no son capaces de identificar A. baumannii con total 

seguridad y en la mayoría de los casos, se limitan a clasificar los aislados de esta 

especie en el complejo Abc. Las pruebas bioquímicas son habitualmente la única 

herramienta de identificación disponible en los laboratorios de microbiología 

clínica de los hospitales. Los aislados incluidos en este estudio habían sido 

presuntivamente identificados en los hospitales de origen como A. baumannii o 
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como pertenecientes al complejo Abc. En este contexto, la secuenciación parcial 

del gen rpoB es una herramienta útil para identificar las bacterias a nivel de 

especie [Ko, 2007; La Scola, 2006] ya que todos los PFGE tipos fueron 

identificados como A. baumannii empleando esta técnica. 

El análisis MLST de las cepas epidémicas ofreció siete STs (figura 1, 

artículo 1) con una distribución clonal que se correlacionaba con los PFGE tipos 

(un clon se correspondía con un ST), aunque tampoco mostró un poder 

discriminativo elevado teniendo en cuenta que el ID fue 0,48. Las relaciones 

clonales internacionales se hicieron de acuerdo a un análisis descrito previamente 

[Diancourt, 2010]. 

El ST-2 se corresponde con el clon internacional II. Se ha descrito como el 

ST más común en los países mediterráneos [Denton, 2009; Di Popolo, 2010; 

Giannouli, 2010] y también fue el más prevalente en este estudio (47,5%). El ST-2 

fue compartido por todos los clones del grupo D (D1-D7), que a su vez 

presentaron una amplia distribución en el conjunto de provincias incluidas en el 

estudio durante 1997-2007, abarcando más del 50% de los aislados en ese periodo 

(figura 2, artículo 1). 

El ST-3 (5,1%) se corresponde con el clon internacional III y se detectó en 

el grupo clonal G (G1-G3). Los clones de este grupo, aunque minoritarios, 

tuvieron una distribución temporal esporádica a través del periodo de estudio 

(detectados en 2000, 2001 y 2007) y mostraron una distribución geográfica 

aleatoria. 
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El ST-15 (1,7%) y el ST-32 (1,7%) tuvieron distribuciones geográficas y 

temporales limitadas. 

Los secuenciotipos ST-79, ST-80 y ST-81 fueron descritos por primera vez 

en este trabajo. El ST-81 (10,2%) difiere del ST-1 en un solo alelo. Por tanto, forma 

parte del complejo clonal 1, que a su vez incluye el clon internacional I. El ST-81 

estaba presente en el clon C y tuvo un número de aislados significativo en 1999-

2002 en el NE de España, pero posteriormente no volvió a detectarse. El ST-79 

(13,6%) presentó dos alelos de nueva descripción (cpn60-26 y recA29) y se detectó 

en el grupo clonal A (A1 y A2). Los clones del grupo A se aislaron por primera 

vez en la provincia P6 en el 2004 como clones minoritarios. Desde el 2005, el 

número de aislados de clones del grupo A aumentó, extendiéndose a otras 

provincias. El ST-80 (20,3%), una nueva combinación de alelos previamente 

descritos, se detectó en los aislados del clon B. Solamente se detectó en la 

provincia P3 durante 2005-2007 y está implicado en la transmisión 

interhospitalaria de A. baumannii (del hospital H4 al H5). El ST-79 y el ST-80 

podrían ser clones nuevos emergentes en proceso de expansión. Se debería hacer 

un seguimiento por MLST de ambos STs para determinar su evolución. 

El complejo clonal internacional 1 (ST-81), el clon internacional II (ST-2) y 

el clon internacional III (ST-3) se han asociado reiteradamente con aislados 

multirresistentes [Dijkshoorn, 1996; Di Popolo, 2010; Giannouli, 2010; Peleg, 2008; 

van Dessel, 2004]. Los aislados sensibles a imipenem no presentaron una 

distribución homogénea entre todos los clones, sino una distribución sesgada 



Discusión 

110 
 

(figura 1, artículo 1) en el grupo de clones A (ST-79), el clon C (ST-81), y los clones 

D3, D4 y D7 (todos ellos del ST-2). La distribución de la susceptibilidad a 

imipenem en el ST-2 y el ST-15 encaja bien con datos previamente informados 

[Diancourt, 2010]. En el momento de la realización de este estudio, para el ST-2 

había datos sensibles y resistentes, y para el ST-15 sólo había informes resistentes. 

El ST-3, el ST-32 y el ST-81, previamente descritos como sensibles a imipenem 

[Diancourt, 2010], en este trabajo fueron resistentes. El ST-79 y el ST-80 fueron 

descritos por primera vez en este estudio y por tanto, no había datos previos para 

comparar. Sin embargo, como se verá en la discusión del artículo 4 de esta 

memoria, el ST-80 multirresistente se detectará posteriormente en otra población 

de aislados nosocomiales de A. baumannii [Villalón, 2015]. 

El estudio de la variabilidad genética de las cepas de A. baumannii aporta 

un conocimiento en profundidad de su epidemiología. Muchos hospitales han 

incluido este análisis entre las medidas a tomar para erradicar brotes [Denton, 

2009; Giannouli, 2010; Monterrubio-Villar, 2009; Roberts, 2001]. Este trabajo 

evidencia que los estudios de tipificación aportan información de la distribución 

temporal de los clones en diferentes unidades hospitalarias y de la complejidad 

clonal de los brotes. Los resultados confirman que un clon puede reaparecer en 

diferentes momentos, sugiriendo su persistencia endémica. Los resultados 

también resaltan la transmisión intra e internosocomial de las bacterias, 

reflejando de qué forma MDRAB se ha convertido en un problema hospitalario a 

nivel mundial. 
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2. Artículo 2: Epidemiología de los genes de las cefalosporinasas 

derivadas de Acinetobacter, las oxacilinasas hidrolizadoras de 

carbapenémicos y las metalo--lactamas, y de las secuencias de 

inserción comunes en los clones epidémicos de Acinetobacter 

baumannii en España 

MDRAB es uno de los principales patógenos causantes de brotes en los 

hospitales [Peleg, 2008]. Los carbapenémicos son la primera elección en el 

tratamiento de infecciones graves por esta bacteria. Por este motivo decidimos 

llevar a cabo un trabajo de investigación sobre los principales determinantes 

genéticos de resistencia de este grupo de antimicrobianos en A. baumannii, que a 

día de hoy son fundamentales para administrar un tratamiento eficaz a los 

pacientes afectados. 

La población de estudio en este trabajo la constituyeron los 58 PFGE tipos 

epidémicos de A. baumannii que habían sido objeto de análisis clonal en el 

artículo 1 de esta memoria [Villalón, 2011]. Se trataba, por tanto, de una 

población representativa de los clones epidémicos de A. baumannii circulantes en 

España. Todos los PFGE tipos eran multirresistentes y sólo una minoría (25,4%) 

eran sensibles a imipenem (figura S1, artículo 2). 

Las –lactamasas son el mecanismo de resistencia a –lactámicos más 

prevalente en A. baumannii [Peleg, 2008]. En este trabajo se estudiaron los genes 

de las cefalosporinasas derivadas de Acinetobacter (ADCs) [Hujer, 2005], de los 



Discusión 

112 
 

principales grupos de oxacilinasas hidrolizadoras de carbapenémicos (CHOs): 

OXA-51 [Brown, 2005], OXA-23 [Corvec, 2007], OXA-40 [Bou, 2000-c] y OXA-58 

[Poirel, 2005], y de las metalo--lactamasas (MBLs) [Lee, 2005; Karthikeyan, 

2010]. También se incluyó en el estudio la búsqueda de las secuencias de 

inserción (SIs) más frecuentemente asociadas a estos genes en A. baumannii: 

ISAba1, ISAba2, ISAba3, ISAba4 e IS18 [Héritier, 2006; Turton, 2006]. 

El análisis de MBLs comprendía el estudio del fenotipo y del genotipo. La 

detección del fenotipo con tiras de E-test de imipenem vs. imipenem+EDTA 

mostró un fenotipo positivo para MBLs en la mayoría de las cepas (67,8%). Sin 

embargo, estos resultados se interpretaron como probables falsos positivos 

debido a que ninguna cepa fue positiva en la amplificación por PCR para los 

genes blaMBL (blaIMP,. blaVIM, blaGIM-1, blaSIM-1, blaSPM-1 o blaNDM-1). Este fenómeno puede 

suceder en cepas MBL-negativas pero CHO-positivas, y una explicación posible 

es que, en presencia de EDTA, las oxacilinasas cambian a un estado menos activo, 

lo que llevaría a una reducción drástica de las CMIs (tabla 1, artículo 2) [Segal, 

2005-a]. En este estudio también se observó que el efecto del EDTA fue mínimo 

en las cepas que sólo portaban el gen blaOXA-51-like, moderado en las que portaban el 

gen blaOXA-58-like y elevado en aquellas que tenían el gen blaOXA-40-like. Esto se debe a 

que cuanto más eficaz es la actividad de las CHOs, más evidente es la actividad 

sinérgica del imipenem+EDTA. 

El análisis de SIs dejó patente que ISAba1 fue la SI detectada con mayor 

frecuencia (93,2% de las cepas), seguida de ISAba2, ISAba3 e IS18. ISAb4, sin 
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embargo, no se detectó en ninguna cepa. En cuanto a su localización, ISAba1 

siempre se encontró en posición río arriba de los genes blaADC y blaOXA-51-like, incluso 

se detectaron dos secuencias distintas de ISAba1 en 13 cepas; lo que muestra la 

gran capacidad de ISAba1 de insertarse en distintos puntos del mismo genoma 

[Segal, 2005-b]. Finalmente, ISAba2, ISAba3 e IS18 se detectaron asociadas a blaOXA-

58-like. En la figura S1 (artículo 2) se muestra la distribución clonal de las SIs 

analizadas y también su posición respecto a los genes estudiados. 

Como era de esperar para un gen intrínseco en A. baumannii, blaADC se 

detectó en todas las cepas. El análisis de los amplificados permitió detectar 10 

variantes alélicas (tabla 2, artículo 2), de las cuales cuatro fueron descritas por 

primera vez en este trabajo. Las distintas variantes alélicas mostraron una clara 

distribución clonal que se puede observar en la figura S1 (artículo 2). La 

sobreexpresión del gen blaADC viene determinada por la inserción de ISAba1 en 

posición río arriba [Héritier, 2006]. Sin embargo, no se observaron diferencias 

fenotípicas entre las cepas que presentaban ISAba1 río arriba de blaADC (n=54) y las 

que no lo presentaban (n=5). Tampoco hubo diferencias fenotípicas entre los 

distintos ADC tipos. Todas las cepas fueron resistentes a cefalosporinas de 

amplio espectro, lo que hace sospechar que pueda haber otros mecanismos de 

resistencia en juego, a parte de las -lactamasas [Peleg, 2008]. 

El gen intrínseco blaOXA-51-like fue detectado en todas las cepas, presentando 

ocho variantes alélicas. La figura S1 (artículo 2) muestra la distribución clonal de 

las diferentes CHOs estudiadas y también las variantes alélicas OXA-51 
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detectadas. Estas variantes mostraron una distribución sesgada en los tres clones 

internacionales ya descrita con anterioridad [Evans, 2008]. La variante más 

común (45,8%) fue OXA-65/66/76/79, se denominó de esta manera por tener una 

secuencia común con OXA-65, OXA-66, OXA-76 y OXA-79, y estaba 

principalmente distribuida entre las cepas con ST-2 (clon internacional II). La 

variante OXA-69/92/112 (10,2% de las cepas) estaba asociada al ST-81 incluido en 

el complejo internacional 1. Finalmente, también se observó asociación entre 

OXA-71 y el ST-3 (clon internacional III). 

El gen blaOXA-40-like fue el más prevalente (57,6% de las cepas) entre las 

CHOs adquiridas. Sólo mostró un alelo ampliamente distribuido entre los 

secuenciotipos ST-2, ST-3, ST-32, ST-79 y ST-80. Este hecho va en consonancia con 

la descripción en nuestro país de numerosos brotes ocasionados por cepas de A. 

baumannii portadoras de este gen [Bou, 2000-c; Acosta, 2011]. No se detectó 

ninguna SI asociada a blaOXA-40-like. Todas las cepas portadoras de este gen 

mostraron un alto nivel de resistencia a imipenem. 

El gen blaOXA-58-like mostró una distribución menor, amplificando en el 

20,3% de las cepas y también mostró sólo un alelo. Sin embargo, este gen aparecía 

siempre asociado a alguna SI [Poirel, 2006-b]. La combinación más frecuente fue 

ISAba2 en posición río arriba de blaOXA-58-like e ISAba3 río abajo, encontrándose en 

ocho PFGE tipos distribuidos entre el ST-15, el ST-79 y el ST-81. Otra 

combinación fue ISAba3 río abajo en un solo PFGE tipo en el ST-79. Y una tercera 

combinación fue la que presentaba sólo IS18 río arriba en tres PFGE tipos del clon 
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D6 (ST-2). Todas las cepas portadoras de blaOXA-58-like fueron resistentes a 

imipenem excepto Ab3 (figura S1, artículo 2). El elemento diferenciador entre 

Ab3 y el resto de las cepas portadoras de blaOXA-58-like es la ausencia en Ab3 de SIs 

río arriba de este gen. Esto podría ser un indicador indirecto del efecto 

potenciador de ISAba2 e IS18 en la expresión de OXA-58. 

El gen blaOXA-23-like no se detectó en ninguna de las cepas estudiadas. 

Aunque son numerosos los brotes descritos en todo el mundo por cepas de A. 

baumannii portadoras de este gen [Peleg, 2008], en el momento de la realización 

de este trabajo, blaOXA-23-like no se había detectado en ningún brote en España. Fue 

en 2013 cuando se describió el primer brote de cepas portadoras de blaOXA-23-like en 

nuestro país [Mosqueda, 2013]. 

Se observó sensibilidad a imipenem en el 25,4% de las cepas, con una 

distribución clonal en el ST-2, el ST-79 y el ST-81 (figura S1, artículo 2). La 

heterorresistencia a imipenem [Pournaras, 2005] fue un fenómeno frecuente 

(45,8% de las cepas) con una amplia distribución entre los distintos STs. Los 

valores altos de CMIs eran debidos a las CHOs adquiridas más que a la OXA-51 

intrínseca. Igual que en un estudio previo [Héritier, 2005], las cepas portadoras 

de blaOXA-58-like fueron menos resistentes a imipenem (rango de CMIs de 4 a >32) 

que las cepas portadoras de blaOXA-40-like que presentaron un elevado nivel de 

resistencia (CMIs >32). 

En cuanto a la distribución en los STs de los genes estudiados; el ST-2, que 

se corresponde con el clon internacional II [Diancourt, 2010], fue el más común 
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estando implicado en muchos brotes en 10 provincias españolas durante el 

periodo 1997-2007. También fue el más complejo, mostrando muchos perfiles 

genéticos (clones D1-D7 del PFGE) [Villalón, 2011]. Esta diversidad no se observó 

en el resto de los STs estudiados, probablemente por su menor representación 

numérica y/o su distribución geográfica y temporal más restringida. Todos los 

STs mostraron una clara distribución clonal de los genes bla y de sus SIs, igual 

que para la susceptibilidad a imipenem.  
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3. Artículo 3: Brote por Acinetobacter baumannii multirresistente 

en una unidad de cuidados intensivos polivalente: análisis 

clínico, epidemiológico y evolución de patrones del PFGE 

En este artículo se analizan las características clínicas y epidemiológicas de 

un brote en una UCI causado por varios PFGE tipos de MDRAB. 

Durante las dos últimas décadas se han descrito numerosos brotes de 

MDRAB en distintas unidades hospitalarias, especialmente en UCIs de hospitales 

de tercer nivel y de hospitales universitarios [Das, 2002; Denton, 2004; Katragkou, 

2006]. Los brotes por A. baumannii en hospitales comarcales se han informado con 

mucha menos frecuencia [Weernink, 1995]. Sin embargo, el brote que se describe 

en este trabajo tuvo lugar en la UCI de adultos de un hospital comarcal de 297 

camas. La UCI tenía una actividad polivalente y capacidad para atender a ocho 

pacientes. Esta unidad no tuvo antecedentes epidémicos por A. baumannii, al 

menos durante los dos años previos al brote. En el año 2003 y durante los seis 

primeros meses del 2004, la incidencia de infección/colonización por A. baumannii 

fue baja, registrando valores del 2,4% y 2,2% respectivamente. Por añadidura, el 

año anterior a la detección del brote, desde julio del 2004 hasta junio del 2005, no 

se registró ningún caso de infección/colonización por esta bacteria. El perfil de 

resistencia a antimicrobianos durante este periodo previo al brote fue diferente y 

más sensible al que se registraría posteriormente. Todos los aislados detectados 
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antes del brote fueron sensibles a –lactámicos, aminoglucósidos y 

carbapenémicos. 

El brote se extendió durante un periodo de 27 semanas, desde julio del 

2005 hasta enero del 2006. En julio del 2005 se aisló una cepa de MDRAB en las 

secreciones respiratorias de un paciente sometido a ventilación mecánica y que 

posteriormente sería reconocido como el caso índice del brote. A partir de esa 

fecha, el número de aislados de MDRAB fue en aumento hasta alcanzar un 

máximo (22) en agosto. Aunque en ligero declive, durante los tres meses 

siguientes todavía siguieron detectándose un número elevado de aislados (14). 

En la fase final del brote, durante los dos últimos meses, los aislados fueron 

disminuyendo progresivamente hasta desaparecer. 

A lo largo de todo el proceso se aislaron 72 cepas de MDRAB. Todos los 

aislados fueron de procedencia clínica. En este tipo de situaciones, los pacientes 

más vulnerables son los que presentan intubación traqueal [Peleg, 2008]. En este 

brote también se dio esta circunstancia, ya que el tipo de muestras en las que se 

aisló la bacteria, ordenadas de mayor a menor frecuencia, fue el siguiente: 

respiratorias (50%), punta de catéter (23,6%), sangre (13,9%), orina (6,9%) y 

heridas (5,6%). Otra característica de las cepas epidémicas de A. baumannii es la 

multirresistencia [Villalón, 2011], cualidad que también se observa en las cepas 

de este brote. Todos los aislados presentaron el mismo perfil de susceptibilidad a 

antimicrobianos, mostrando resistencia a todos los antibióticos estudiados, salvo 

ampicilina/sulbactam y colistina. De forma generalizada, también se detectó un 
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nivel de resistencia a imipenem elevado ya que el valor de las CMIs fue igual o 

superior a 16 g/ml. Teniendo en cuenta estos datos, las distintas pautas de 

tratamiento administradas fueron a base de colistina y/o la combinación de 

ampicilina con sulbactam. La colistina se administró en aerosol y por vía 

intravenosa. Cinco pacientes no recibieron terapia antibiótica específica para 

tratar una infección por MDRAB. 

Los pacientes afectados fueron 21, de los cuales fallecieron 13. La 

incidencia en la UCI por colonización/infección por A. baumannii durante el brote 

ascendió al 12,4%. El análisis de las características clínicas de los pacientes 

afectados se hizo teniendo en cuenta datos demográficos, la presencia y el estado 

de enfermedades crónicas, la gravedad de la enfermedad según la puntuación 

APACHE II, la presencia de factores de riesgo para la infección o colonización 

por patógenos nosocomiales, los datos microbiológicos y la evolución. Todas 

estas variables se analizaron y compararon entre supervivientes y no 

supervivientes. Diversos estudios indican que las infecciones por A. baumannii no 

van asociadas a peor pronóstico que el de otras infecciones o grupos de control 

[Garnacho-Montero, 2005; Álvarez-Lerma, 2005]. En este estudio se encontró una 

asociación positiva estadísticamente significativa (p < 0,05) entre la puntuación 

APACHE II el día del aislamiento del MDRAB y la mortalidad. Sin embargo, esta 

diferencia podría estar ocasionada por otros factores diferentes a la colonización 

o infección por MDRAB. Tampoco se observó que el desarrollo de choque 

séptico, ni la terapia antimicrobiana inapropiada estuvieran estadísticamente 
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asociados con la evolución fatal. Es muy difícil asegurar el impacto de la 

infección por A. baumannii en la mortalidad [Gordon, 2010], incluso cuando se 

utilizan herramientas de adecuadas, como el diseño de un estudio de casos y 

controles llevado a cabo en este trabajo. 

Se enviaron 49 cepas de MDRAB al CNM para su tipificación molecular 

por PFGE. Las cepas se habían aislado en 18 de los 21 pacientes afectados, lo que 

suponía una selección representativa del brote. La tipificación por PFGE resultó 

ser una herramienta muy útil en la caracterización del brote [Seifert, 2005] y en su 

evolución temporal. Esta técnica agrupó los aislados en cuatro genotipos (PFGE 

tipos) estrechamente relacionados, ya que presentaban una similitud genética 

del 90-97%. El PFGE tipo 1 fue el primero en detectarse y el predominante (27 

cepas). Los PFGE tipos 2, 3 y 4 se detectaron en 11, 3 y 8 cepas respectivamente 

(figura 1, artículo 3). A lo largo del periodo de 27 semanas de duración del brote, 

el PFGE tipo 1 se detectó durante las primeras 13 semanas, mientras que los 

PFGE tipos 2, 3 y 4 surgieron una, 13 y 18 semanas más tarde respectivamente. 

Algunos pacientes (8 de 18) tuvieron un único episodio provocado por MDRAB, 

mientras que otros(10 de 18) presentaron varios episodios a lo largo del brote con 

aislamientos reiterados de la bacteria. Entre estos últimos, cinco pacientes 

mostraron un solo PFGE tipo y los cinco pacientes restantes presentaron varios 

de los PFGE tipos descritos (figura 2, artículo 3). El caso más extremo fue el del 

paciente nº 8 que llegó a tener siete aislamientos en un periodo de más de dos 

meses, con la presencia de tres PFGE tipos distintos (1, 2 y 4). Los cuatro PFGE 
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tipos detectados en este brote probablemente son variantes de un ancestro común 

[Diancourt, 2010] generadas en un breve espacio de tiempo. Los cambios 

genéticos que llevan a la aparición de nuevos PFGE tipos podrían ocurrir tanto 

en el ambiente externo del hospital como en los tejidos de los pacientes 

colonizados/infectados. 

Este análisis enlaza directamente con el análisis de clonalidad realizado 

en el artículo 1 [Villalón, 2011] y con el análisis de –lactamasas del artículo 2 

[Villalón, 2013]. El hospital donde tiene lugar el brote descrito en el presente 

artículo es el identificado como H5 en el artículo 1, y los PFGE tipos 1, 2, 3 y 4 

identificados en el presente estudio se corresponden respectivamente con los 

PFGE tipos Ab9, Ab12, Ab14 y Ab15 del artículo 1. El análisis detallado del PFGE 

y del MLST nos ha permitido saber que se trata de un brote monoclonal (clon B, 

ST-80) con 4 PFGE tipos distintos y que uno de ellos (PFGE tipo 1 o Ab9) 

predomina inicialmente sobre los demás pero siendo sustituido posteriormente 

de una forma paulatina por nuevos PFGE tipos emergentes muy relacionados 

genéticamente. También hay importantes indicios de la transmisión de Ab9 del 

hospital H4 al H5, pertenecientes a la misma provincia P3. Aunque se desconoce 

cuál ha sido el mecanismo exacto de la transmisión interhospitalaria, en este 

hecho se encuentra el origen del brote en la UCI del hospital H5. 

El análisis de determinantes genéticos de resistencia de -lactamasas del 

artículo 2 mostró la siguiente combinación para los cuatro PFGE tipos implicados 

en este brote: ISAba1-ADC-1, OXA-64/99/132 y OXA-40. La presencia por sí sola 
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de ISAba1 en posición río arriba de ADC-1 explicaría la resistencia a 

cefalosporinas de amplio espectro [Héritier, 206], al margen de que pueda haber 

otros mecanismos de resistencia adicionales que afecten a los –lactámicos. El 

gen blaOXA-51-like presenta una secuencia compatible con las variantes OXA-64, 

OXA-99 y OXA-132. La actividad carbapenemasa de OXA-51 es residual y la 

sensibilidad a carbapenémicos no se ve afectada salvo que blaOXA-51-like 

experimente una sobreexpresión mediada por la inserción de ISAba1 en posición 

río arriba [Segal, 2005-b], circunstancia que no se da en este caso. Sin embargo, 

debido a su alta actividad carbapenemasa, la presencia de OXA-40 justifica por sí 

sola el alto nivel de resistencia a imipenem en las cepas de este brote. Como en la 

mayoría de los brotes de MDRAB descritos hasta el momento en España, el 

principal determinante de resistencia a carbapenémicos es blaOXA-40-like [Villalón, 

2013]. 

A. baumannii es un microorganismo de gran importancia en la infección 

nosocomial debido a la variedad de sus reservorios, su capacidad para adquirir 

resistencia a antibióticos, su resistencia a la desecación, su tendencia a causar 

brotes y su complejidad epidemiológica. Su erradicación completa y la 

prevención de su diseminación pueden requerir múltiples intervenciones [Cefai, 

1990]. En este caso, se llevaron a cabo una serie de medidas de control de la 

infección [Corbella, 2000; Garner, 1996] ejecutadas en dos fases que tuvieron 

como resultado la desaparición de nuevos aislados de A. baumannii durante los 

tres años siguientes. En la primera fase se contactó con los especialistas en 
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enfermedades infecciosas, se establecieron cohortes de pacientes 

infectados/colonizados y del personal de enfermería, se restringió el uso de 

carbapenémicos, se informó del brote a todo el personal de la UCI y se recalcó la 

necesidad de lavarse las manos con un gel con base de alcohol. En la segunda 

fase se establecieron medidas estrictas de barrera (uso de guantes y batas 

estériles, mascarillas y protección ocular), se limitaron el número de 

exploraciones clínicas y de visitas, y se limpiaron todas las superficies con 

hipoclorito al 0,1%. Finalmente, gracias a este programa multifactorial de control 

de la infección, basado también en la caracterización microbiológica por PFGE, se 

consiguió la erradicación definitiva del brote.  
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4. Artículo 4: Clones endémicos y epidémicos de Acinetobacter 

baumannii: un estudio de doce años en un hospital de tercer 

nivel 

En este trabajo se realizó un análisis de la diversidad genética de los clones 

endémicos y epidémicos de A. baumannii aislados en un único hospital durante 

un periodo de doce años. Las técnicas de tipificación utilizadas fueron el PFGE, el 

MLST y el MLVA. 

El análisis inicial incluyó todos los aislados del complejo Abc (405) 

recolectados en el hospital durante el periodo de estudio (1999-2010) (tabla 3, 

artículo 4). La tipificación clonal por PFGE de estos aislados identificó 15 PFGE 

tipos endémicos (EE1-EE15, 231 aislados) que fueron analizados por MLST y 

MLVA. Estos PFGE tipos se distribuyeron en cinco grupos en función de su 

similitud genética (punto de corte del 75%): EE1-EE8, EE9, EE10, EE11 y EE12-

EE15 (figura 1, artículo 4). 

Durante el periodo de estudio se registraron tres brotes nosocomiales por 

A. baumannii (figuras 1 y 2, artículo 4) en los que estuvieron implicados cuatro 

PFGE tipos epidémicos (EE1, EE10, EE13 y EE15). El primer brote tuvo lugar en 

1999-2000 en el área de neumología de la 3ª planta del hospital, afectó a 20 

pacientes y estuvieron implicados dos PFGE tipos (EE1 y EE15). Ambos PFGE 

tipos fueron detectados por primera vez durante el brote pero posteriormente 

persistieron de forma endémica en la 3ª planta hasta el año 2001. El segundo 
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brote ocurrió en la UCI en marzo del 2007, afectó a cuatro pacientes y fue 

causado por el PFGE tipo EE13. Este mismo PFGE tipo presentó una amplia 

distribución endémica en el hospital: fue reiteradamente aislado durante 2005-

2009 en las plantas 3ª, 4ª y 5ª, así como en la UCI, urgencias y consultas externas. 

El tercer brote, de diciembre del 2009 a marzo del 2010, también sucedió en la 

UCI, fue provocado por el PFGE tipo EE10 y afectó a cuatro pacientes. 

Los 11 PFGE tipos restantes (EE2-EE9, EE11, EE12 y EE14) no estuvieron 

implicados en ningún episodio epidémico pero fueron endémicos; es decir, 

fueron aislados en varias ocasiones en distintas partes del hospital. La 

distribución temporal de los 15 PFGE tipos fue variable, con un rango de 1-6 

años, destacando la larga persistencia de EE9, EE13 y EE11 durante cuatro, cinco 

y seis años respectivamente. La distribución espacial en el hospital de los 15 

PFGE tipos fue universal, aunque la 3ª planta (113 aislados) y la UCI (44 aislados) 

fueron las unidades más afectadas, probablemente debido al tipo de actividad y 

de pacientes ingresados en esas áreas. Todos, salvo tres PFGE tipos (EE2, EE3 y 

EE10), fueron detectados en la 3ª planta, y ocho de quince PFGE tipos fueron 

detectados en la UCI. Los PFGE tipos más ubicuos fueron EE8, EE11 y EE13. La 

persistencia a largo plazo, la amplia distribución en distintas áreas del hospital y 

la resistencia a antimicrobianos son factores de riesgo para la aparición de nuevos 

brotes. La figura 2 (artículo 4) muestra la distribución temporal y espacial de los 

15 PFGE tipos endemo-epidémicos. 
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Los resultados del MLST se correlacionaron bien con el agrupamiento del 

PFGE. La mayoría de los PFGE tipos (60%; grupos EE1-EE8 y EE10) circulantes 

en el hospital durante el periodo de estudio presentaron el ST-2, correspondiente 

con el clon internacional II [Diancourt, 2010]. La detección de este clon de forma 

mayoritaria en los hospitales españoles es algo habitual [Villalón, 2011], igual que 

en otros países de la cuenca mediterránea [Di Popolo, 2011], además de en otras 

zonas del mundo [Martins, 2013; Hojabri, 2014]. En el artículo 1 de esta memoria 

[Villalón, 2011] se observó que el ST-2, de elevada prevalencia, agrupaba PFGE 

tipos que tenían patrones de bandas muy diferentes. Esta diversidad genética 

asociada al ST-2 también se detectó en el presente estudio, ya que los grupos EE1-

EE8 y EE10 del PFGE presentaron entre ellos sólo un 65% de similitud genética. 

El ST-3 o clon internacional III [Diancourt, 2010] se correspondió con el grupo 

EE12-EE15 del PFGE. El clon internacional III también está implicado en muchos 

brotes nosocomiales a nivel mundial [van Dessel, 2004], y en este estudio fue el 

segundo más frecuente (26,7% de los PFGE tipos). Aunque el ST-15 (grupo EE11 

del PFGE) y el ST-80 (grupo EE9 del PFGE) fueron los menos frecuentes (6,7% 

cada uno), ambos ya se habían descrito con anterioridad en brotes en otros 

hospitales españoles. En este estudio no se detectaron aislados del complejo 

clonal internacional 1/ST-81 ni de los secuenciotipos ST-79 y ST-32, aunque todos 

ellos son importantes clones nosocomiales previamente detectados en España 

[Villalón, 2011]. 
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Tras obtener los resultados del MLST se decidió incorporar al estudio dos 

PFGE tipos epidémicos (Ab9 y Ab54) procedentes de otros hospitales españoles 

que habían sido previamente analizados por PFGE y MLST (artículos 1 y 3 de 

esta memoria) y para los que se habían estudiado los determinantes genéticos de 

–lactamasas (artículo 2). En el 2005, Ab9 había sido detectado en dos brotes 

ocurridos en las UCIs de los hospitales H4 y H5 de la provincia de Badajoz. En el 

2003, Ab54 se detectó en un brote en la UCI del hospital H3 situado en la 

provincia de Almería , donde también está ubicado el hospital del presente 

trabajo. Ab9 se incluyó para compararlo con EE9, ya que ambos compartían el 

ST-80. Ab54 se añadió al estudio para compararlo con EE11 porque ambos 

presentaban el ST-15. El estudio de comparación incluyó la tipificación por PFGE, 

MLST y MLVA, además del análisis de los genes de ADCs, CHOs, MBLs y las SIs 

asociadas (tabla 2 y figuras 1 y 3, artículo 4). El análisis del PFGE incluyó Ab9 en 

el mismo grupo clonal que EE9, y Ab54 en el mismo grupo que EE11. 

El esquema MLVA-8Orsay ofreció una correlación perfecta entre los perfiles 

alélicos de los marcadores L y los STs obtenidos en el MLST. Por consiguiente, los 

marcadores L del MLVA-8Orsay se correlacionaron con el agrupamiento obtenido 

en el PFGE. Sirva como ilustración de la correlación perfecta entre los resultados 

de los marcadores L del MLVA y del MLST, el hecho de que el mismo perfil 

alélico de marcadores L (y por tanto, el mismo ST) se detectó incluso en PFGE 

tipos genéticamente dispares que pertenecían a grupos distintos; por ejemplo, el 

perfil de marcadores L 7-7-4-3 (ST-2) detectado en los grupos EE1-EE8 y EE10. 



Discusión 

128 
 

Los perfiles alélicos de los marcadores S mostraron una gran diversidad. Esta 

variabilidad se hace especialmente patente cuando el mismo PFGE tipo presenta 

distintos perfiles alélicos de marcadores S en poco tiempo [Hu, 2013]. Por 

ejemplo, EE4 registró un cambio en tres loci S entre los años 2000 y 2001, 

presentando por tanto dos MLVA tipos distintos. Por este motivo, en el PFGE 

tipo EE4 se identificaron EE4 y EE4* que, aunque presentaban el mismo patrón 

de bandas, permitieron distinguir los aislados incluidos en cada uno de esos dos 

MLVA tipos. EE4 agrupaba los aislados del año 2000, y EE* los del 2001 (figuras 

1, 2 y 3; artículo 4). De forma similar, en el espacio de unos pocos meses y 

durante el brote acaecido en 2009-2010, el PFGE tipo EE10 experimentó cambios 

en dos loci S (identificados como EE10 y EE10*). En uno de esos loci (alelo 0826), 

el cambio supuso un descenso notable en el número de repeticiones en tándem, 

pasando de 17 (en EE10, año 2009) a 9 (en EE10*, año 2010). De hecho, la 

diversidad asociada al alelo 0826 ha llevado a algunos autores [Hu, 2013] a 

excluirlo a la hora de definir criterios de agrupación de los resultados en 

complejos MLVA. En este estudio, la variabilidad asociada a los marcadores S era 

tan grande que no fue posible definir criterios concretos para establecer 

complejos MLVA, ni tampoco para aplicar los criterios ya definidos por otros 

autores [Pourcel, 2011; Hu, 2013]. Por tanto, en este estudio los complejos MLVA, 

identificados como A, B, C y D, fueron definidos asumiendo un punto de corte de 

similitud genética del 40%. De esta forma se observó una correlación total entre el 
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MLST y los complejos MLVA-8Orsay: el ST-2 se correspondía con el complejo A, 

ST-80 con B, ST-15 con C, y ST-3 con D (figuras 1 y 3, artículo 4). 

Los marcadores L del MLVA-8Orsay son muy útiles para establecer 

relaciones filogenéticas debido a su estabilidad [Pourcel, 2011], y revelan 

relaciones similares a las que aporta el análisis MLST [Hauck, 2012; Maiden, 

2006]. Hasta hoy, se han propuesto para A. baumannii varios criterios para la 

formación de complejos MLVA teniendo en cuenta los marcadores L y S [Pourcel, 

2011; Hu, 2013]. Hay unanimidad de criterios para la interpretación de los 

marcadores L, pero no se han alcanzado criterios de aceptación común en la 

interpretación de los marcadores S, lo que sí se ha conseguido para otros 

patógenos [Vergnaud, 2009]. Esta dificultad se centra específicamente en 

establecer cuál es el número máximo de diferencias que se pueden aceptar, tanto 

en el número de alelos como en el número de repeticiones en cada alelo, para 

agrupar diferentes MLVA tipos en el mismo complejo MLVA. 

Los 15 PFGE tipos estudiados se clasificaron como extensamente 

resistentes a antimicrobianos (XDR) ya que sólo presentaban sensibilidad a uno 

o como máximo dos grupos de antimicrobianos con actividad frente a A. 

baumannii [Magiorakos, 2011]. La resistencia es habitual en los brotes 

nosocomiales por A. baumannii, ya que las cepas resistentes son seleccionadas en 

el ambiente hospitalario, especialmente en áreas de alto riesgo, como las UCIs 

[Villegas, 2003; Playford, 2007]. Tres PFGE tipos (EE1, EE10 y EE15) de los cuatro 

involucrados en los tres brotes descritos en este trabajo fueron además resistentes 
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a imipenem. También se detectaron PFGE tipos endémicos resistentes a 

imipenem, como EE9 y EE11, que no habían estado implicados en ningún brote. 

Ambos mostraron una amplia distribución en diferentes áreas del hospital, y 

fueron aislados durante largos periodos de tiempo (figuras 1 y 2, artículo 4). EE9 

se aisló durante 2005-2008 en las plantas 3ª, 4ª y 5ª. EE11 se aisló en el periodo 

2003-2007 y durante el 2009 en las plantas 3ª, 4ª y 5ª, UCI, urgencias y consultas 

externas. La presencia endémica de PFGE tipos XDR supone un riesgo potencial 

para la aparición de nuevos brotes [Koeleman, 2001]. 

Los resultados de susceptibilidad y -lactamasas de este estudio son 

acordes con los datos epidemiológicos en España, donde la resistencia a 

carbapenémicos en A. baumannii se debe básicamente a la actividad de OXA-40 y 

OXA-58 [Villalón, 2013]. La idea de la transmisión interhospitalaria de clones 

XDR de A. baumannii viene reforzada por la detección de un patrón común de los 

genes de ADC, OXA-51 y CHOs adquiridas y sus SIs asociadas, como se ha visto 

en las parejas de PFGE tipos EE11-Ab54 y EE9-Ab9. 
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1. La electroforesis en campo pulsante (PFGE), debido a su elevado poder de 

discriminación, es una técnica de tipificación molecular imprescindible para 

realizar un análisis epidemiológico profundo de los aislados epidémicos de A. 

baumannii, tanto en estudios locales restringidos a un único hospital o unidad 

hospitalaria, como en estudios comparativos a nivel nacional. 

2. La tipificación por PFGE de los aislados epidémicos de A. baumannii ofrece 

una información epidemiológica que permite distinguir los aislados 

esporádicos de los epidémicos, conocer la complejidad clonal de los brotes, 

conocer la distribución temporal y espacial de los clones epidémicos en los 

hospitales, demostrar la persistencia a largo plazo de clones endémicos en el 

ambiente hospitalario, y demostrar la transmisión intra e interhospitalaria de 

los clones. 

3. La utilidad de MLST en la caracterización de los brotes por A. baumannii 

radica en su capacidad para clasificar los aislados en grandes agrupaciones, lo 

que permite hacer un seguimiento a gran escala de los clones epidémicos 

nacionales e internacionales. 

4. PFGE y MLST son técnicas de tipificación epidemiológica concordantes y 

complementarias cuando se emplean en estudios de clonalidad de A. 

baumannii. 

5. El clon epidémico más representativo en España es el clon internacional II, 

detectado en más del 50% de los aislados estudiados y representado por el ST-

2. Dos secuenciotipos de nueva descripción, el ST-79 y el ST-80, podrían 
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representar clones emergentes en proceso de expansión. La presencia de los 

clones internacionales I y III es minoritaria. 

6. La secuenciación parcial del gen rpoB se mostró como una herramienta útil en 

la identificación de la especie A. baumannii. Los cinco rpoB tipos se 

correlacionaron con los PFGE tipos obtenidos, aunque el índice de diversidad 

fue bajo (0,45). 

7. Los aislados epidémicos de A. baumannii tienen un perfil de resistencia 

extensa a antimicrobianos caracterizado por presentar sensibilidad a uno o 

como máximo dos grupos de antimicrobianos. La resistencia a imipenem 

afecta aproximadamente al 75% de la población estudiada a nivel nacional. 

Sin embargo, no se detecta resistencia a colistina. 

8. ISAba1 es la secuencia de inserción más común, localizada “río arriba” de los 

genes blaADC y blaOXA-51-like. La carbapenemasa OXA-23 está ausente, a pesar de 

tener una amplia distribución mundial. La principal causa de resistencia a 

imipenem es OXA-24, seguida de OXA-58. Los genes de metalo--lactamasas 

también están ausentes. 

9. En una UCI de adultos con baja incidencia de A. baumannii y con aislamientos 

sensibles a –lactámicos, carbapenémicos y aminoglucósidos, tuvo lugar un 

brote durante 27 semanas con aislamientos con un perfil extenso de 

resistencia. La caracterización mediante PFGE de cuatro genotipos 

estrechamente relacionados (≥90%) identificó este brote como del tipo 

monoclonal. El patrón de infección/colonización fue variado: ocho pacientes 
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presentaron un único episodio, cinco pacientes tuvieron episodios sucesivos 

por un único PFGE tipo, y cinco pacientes tuvieron episodios sucesivos 

ocasionados por varios PFGE tipos. 

10. El esquema MLVA-8Orsay incluye cuatro marcadores L-VNTR que ofrecen una

información similar a la de MLST, agrupando los aislados en grandes clones. 

Además incluye cuatro marcadores S-VNTR que, debido a su gran 

variabilidad, no permiten establecer criterios interpretativos fijos para el 

agrupamiento de los aislados en complejos clonales. 

MLVA podría ser una método excelente de tipificación para A. baumannii si se 

incorporaran nuevos marcadores S-VNTR al panel y se establecieran criterios 

acordados para el agrupamiento de los complejos MLVA. Es una técnica que 

permite hacer un agrupamiento clonal equivalente al de MLST, y ofrece una 

información tanto o más discriminativa que la de PFGE. 
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