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Summary

[. Summary

Spread o f Acinetobacter spp. strains in h ealthcare facilities is one o fthe
biggest threats in nosocomial infection control. Some Acinetobacter strains can
cause nosocomial outbreaks and, many times, it is difficult to eradicate it from

the hospital environment becoming endemic.

The genus Acinetobacter has undergone significant taxonomic modification
over the last few years. It currently comprises more than 30 genomic species and
its most important representative, Acinetobacter baumannii, has emerged as one
of th e m ost p roblematic p athogens fo r h ealth c are 1 nstitutions t hroughout t he
world, mostly because of its ability to develop resistance to several antibiotics.
Although s pecies o ther than A. baumannii are also thoughtto be involved in
nosocomial d isease, t heirro lei sn oty et c lear. Unfortunately, t he s imple
phenotypic t ests u sed i n d iagnostic | aboratories fo r i dentification o f other
bacterial genera to species level fail to properly distinguish them thus leading to
the m isidentification o f o ther Acinetobacter species with s imilar phenotypes.
Consequently, m orere levants peciesh aveb eeng roupedt ogethera s
Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii complex (A. baumannii,

A. calcoaceticus, A. genospecies 3 and A. genospecies 13TU).

Acinetobacter species are defined based o n several phenotypic and
genotypic characteristics. Among the latter group, the presence of O XA 51-like
genes (naturally occurring in A. baumannii but not in other species in the genus)
Due to the increasing relevance of Acinetobacter baumannii and other genomic
specieS as pathogens, re cent re searches h ave fo cused o n t he development o f
reliable i dentification m ethods. R NA polymerase [-subunit ( rpoB) gene
sequences seem to b e one of the most useful t ools for t he 1 dentification a nd
taxonomic classification of various bacterial species, including Acinetobacter spp
Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-Of-Flight mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) is increasingly used in the field of bacterial taxonomy. The
method is being introduced as a rapid tool for routine bacterial identification in

clinical la boratories w ithp romisingre sultsi nm ostb acterial s pecies
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Nevertheless, s ome n onfermentative G ram-negative b acilli haveb een

misidentified.

Increased u se o f ¢ arbapenems and o ther b road-spectrum a ntibiotics h as
promoted the selection of resistant strains, and infections by multidrug-resistant
A. baumannii strains are c ommonly re ported worldwide. The carbapenemases
found in Acinetobacter species mainly i nclude class B m etallo-b-lactamases
(MBLs) (VIM, IM P, SIM and NDM type) and c lass D O XA-type e nzymes
(blaoxa-23-1ike> PlaoxA-24-11e and blagxa_sg families), which confer different levels of
resistance to 1 mipenem, m eropenem a nd other betalactamics. Most of't hese
enzymes are found as part of mobile structures such as plasmids, although some
are chromosomally encoded, such as the blapgxa.s:. This enzyme is thought to be
intrinsic to A. baumannii and has been widely used to easily identify this species.
OXA-51-like enzymes usually show weak carbapenemase activity. However, its
expression can be m odified when t he insertion s equence IS Abal is 1 ocated
upstream of the blapya.si-iike gene, which generates a strong promoter, resulting in

a carbapenem-resistant phenotype.

As carbapenems are o ften the 1ast re sort t reatment for Acinetobacter spp
clinical 1 solates, ra pid d etection and 1 dentification of enzymes re sponsible for
carbapenems resistance is mandatory and a clinical challenge. MALDI-TOF MS
has shown promise in the identification of antimicrobial resistance but it is still
necessary a s tandard p rotocol t hat c an b e u sed s ystematically and facilitates

routine use in all Microbiology Departments.

The objectives of't his s tudy were to ¢ haracterize t he A. baumannii
population in our institution and to investigate the diversity of the OXA-51-like
class D and other carbapenemases. We establish the usefulness of matrix-assisted
laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
for the identification of Acinetobacter species by comparison with two molecular
techniques, as well as determine the role of species other than A. baumannii play
in nosocomial infections. In addition, we studied the distribution and diversity of

the intrinsic O XA-51-like class D carbapenemases in A. baumannii strains and
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the presence of the ISAbal insertion sequence upstream of the blagya.si-iike gene.

We also analyzed the time distribution of circulating clones.

In this study we check the utility of MALDI-TOF MS for carbapenemase
detection in Acinetobacter spp. We compare the previous published conditions in
order to develop an effective way to detect and differentiate carbapenemases that
may a ppear i nt his bacterial g enus. We determined t he o ptimal a ntibiotic
concentration and analyzed the peaks of interest with imipenem to finally report
a rapid and reliable technique for screening all clinically relevant Acinetobacter

spp carbapenemases

In this s tudy, bla.oxasiiike 0Occurred naturally in A. baumannii but not in
1solates from other species, as previously reported, thus making its detection a
useful tool fort he identification o f A. baumannii. MALDI-TOF M Sis a
promising clinical laboratory technique that can rapidly identify most pathogens.
All t ested 1 solates w ere p roperly 1 dentified t o g enus I evel but a s ignificant
percentage were misidentified att he s pecies 1 evel resultingin an unreliable
technique when an a ccurate i dentification o f't he s pecies o f Acinetobacter is
needed We concluded that the limited nature of the database is MALDI-TOF’s
greatest d rawback and s hould b e e xtended t o ot her currently u nderestimated
Acinetobacter species that play an important role in nosocomial infections being
more significant as human p athogens than originally thought. rpoB sequencing
identified all the strains, e ven genetically close strains, and no other molecular

techniques were necessary to conclude the analysis.

Some blapxas: alleles (OXA-65, O XA-64, O XA-71, and OXA-201) have more
prevalence in our e nvironment t han others. Most of these predominant O XA-51-like
variants w ere asso ciated with ap articular PFGE p rofile and d ifferent acq uired
carbapenemases defining successful clones that persist over time instead of others that
appear s poradically. Analysis of I SAbal insertion seq uence sh owed 3 different
susceptibility profiles among the ISAbal-positive isolates, including some susceptible
ones B ased on these results, the role of the  SAbal element in t he d evelopment of

resistance to carbapenems is not clear here,
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Our findings allowed us to increase the understanding of the dynamics of

this organism in the hospital.
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II. Introduccion

» Acinetobacter spp.

Las b acterias i ncluidas e n e I g énero Acinetobacter han s ufrido m uchos
cambios t axondémicos a 1o largo delahistoria. Actualmente este g énero esta
formado por mas de 30 especies, muchas de las cuales no tienen designado aun
un n ombre fo rmal y se d enominan c omo diferentes especies gendmicas. L os
principales representantes, especie genomica 1 ( A. calcoaceticus), e specie
gendémica 2 (A. baumannii), e specie gendémica 3 (A. pitii) y especie gendomica
13TU ( A. nosocomialis), se h an a grupado bajo e I n ombre d e complejo A.
calcoaceticus-A. baumannii debido a su proximidad genética. Todas las bacterias
del g énero ¢ omparten ¢ iertas ¢ aracteristicas b ioquimicas, morfoldgicasy d e
crecimiento. Entre las primeras destaca el hecho de ser bacterias Gram negativas,
no méviles, no fermentadoras de la glucosa, oxidasa negativa, catalasa positiva y
aerobias e strictas, con un contenido G+C del 39 al47 mol%. En cuanto a 1as
propiedades morfologicas, todas ellas presentan forma cocobacilar, y atendiendo
a sus caracteristicas de crecimiento, las condiciones dptimas se dan entre los 20 y
los 30 °Ce nm edio d e ¢ ultivo ¢ omplejo s in re querimientos e speciales d e
nutrientes. S in embargo, o tras propiedades como la h emolisis varian d e u nas
especiesa o tras [1, 2]. En lafi gural s e muestranl as caracteristicas

macroscopicas de las colonias de distintas especies del género Acinetobacter.

Aunque Acinetobacter spp. s e ¢ onsidera un m icroorganismo con poc o
potencial p atdgeno, p resenta c iertas ¢ aracteristicas q ue p ueden c ontribuir a su
virulencia. Estas son, entre otras, la presencia de un polisacarido capsular de L-
ramnosa-D-glucosa-acido-D-glucuronico-D-manosa, que dotade m ayor
hidrofilia a s u s uperficie, | a p ropiedad d e adhesion a las c élulas d el e pitelio
humano ol ap resenciad el ipopolisacaridoy del ipido A . Tambiéns eh a
observado q ue a lgunas c epas p oseen s ider6foros q ue 1 es p ermiten o btener e 1

hierro necesario para su crecimiento de las reservas del cuerpo humano [3-5].
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A pesar d e a gruparse ¢ n un m ismo ¢ omplejo, s 6lo A. baumannii seha
considerado histéricamente un microorganismo capaz de causar infecciones en el
ser h umano, m ientras q ue A. calcoaceticus se a isla h abitualmente d el m edio
ambiente y A. pitii y A. nosocomialis forman p arte delafloranormaldela
epidermis, c omo | am ayoriad el as e species d el g énero. N o o bstante, e sta
circunstancia ha ido cambiando con el tiempo y muchas de las especies que se
creian comensales empiezan a encontrarse de forma repetida en aislados clinicos
haciendo ques ere plantees up apel c omo m icroorganismos ¢ ausales d e
infecciones en humanos. En la a ctualidad se estan llevando a cabo muchos
estudios centrados en d ilucidar e 1 p apel q ue otras e species d istintas d e A.

baumannii desempeifian en la clinica [6-10].

Figura 1. Aspecto macroscopico de las colonias de distintas especies de Acinetobacter. Crecimiento
en TSA a 30°C durante 24 h. (a) A. parvus LMG 21765 (b) A. ursingii LUH 3792 (c) A. lwoffii ATCC
15309 (d) A. johnsonii (e) A. junii ATCC 17908 (f) A. schindleri LUH 5832. Las barras equivalen a 2
mm. Fuente: Nemec et al Int J Syst Evol Microbiol (2003), 53, 1563-1567

A e stan ueva p erspectivah ay que a fadirlee 1h echod e que la g ran
proximidad genética entre especies ha dificultado enormemente la correcta
identificacion de las mismas a lo largo de los afios. Los diferentes métodos de
identificacion fenotipica mediante pruebas bioquimicas de los que se disponen en

la mayoria d e 1 os 1 aboratorios ¢ linicos n o s on c apaces d e 1 dentificar e species
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distintas de A. baumannii por lo que generalmente se agrupan como complejo o,
simplemente, se nombran como Acinetobacter spp. Esto hace que el nimero de
aislados clinicos distintos de A. baumannii esté¢ a menudo subestimado. Solo las
técnicas m oleculares permiten d iferenciar an ivel dee speciel os distintos
miembros d e e ste género pero resultan d emasiado | aboriosas y c aras parasu
empleo en la clinica. Las técnicas moleculares disponibles actualmente para la
correcta identificacion d e las e species d e Acinetobacter son 1a hibridacion del
ADN-ADN [1], el ribotipado [11], el analisis de restriccion del gen 16S del ARN
ribosomal [12, 13], la secuenciacion de regiones espaciadoras de los genes 16S-
23S [14], el MLST [15] o la secuenciacion de la subunidad B del gen rpo [16].
Por otro 1 ado s e e stan desarrollando técnicas espectrométricas con re sultados
similares a l os m oleculares que ya se estdn aplicando en | os | aboratorios d e

asistencia clinica [17-19].

» Importancia nosocomial de los aislados de Acinetobacter spp.

El c ontrol d e I as 1 nfecciones n osocomiales ¢ ausadas p or b acilos G ram
negativos multirresistentes s € h a ¢ onvertido e n un problema d e i mportancia
mundial e n1 os U Itimos afios. E 1a umentod el ai ncidenciad e infecciones
hospitalarias originadas por microorganismos de la familia Enterobacteriaceae
en los afnos 70 tuvo como consecuencia el desarrollo e introduccion en la clinica
de nu evos antibioticos de amplio e spectro ¢ apaces d e h acerles fr ente, lo que
origind un importante aumento en el n imero de infecciones p roducidas por
bacilos Gram negativos aerobios estrictos como P. aeruginosa, S. maltophilia o
Acinetobacter spp. [20, 21]. De estos nuevos patogenos, Acinetobacter spp. juega
desde entonces un importante papel en la colonizaciéon e infeccion de pacientes
hospitalizados, causando infecciones que incluyen la bacteriemia, infecciones del
tracto u rinario, meningitis s ecundaria, i nfecciones de piel y tejidos b landos o
neumonia asociadaa v entilacion m ecanica [22, 23]. Lasn uevast écnicas
diagnoésticas invasivash an fa vorecido también quem icroorganismos

considerados tradicionalmente ambientales como Acinetobacter tengan acceso a



Introduccion

estructuras profundas del organismo afectando a pacientes criticos ingresados a
menudo en unidades de cuidados intensivos. Se ha descrito que tanto el ingreso
en UCI, a consecuencia de los procedimientos invasivos que se realizan, como la
administracion previa de antimicrobianos de amplio espectro, la cirugia mayor o
los distintos t ipos de inmunosupresion, suponen un factor de riesgo p ara la

colonizacidon y posterior desarrollo de una infeccion por Acinetobacter [2, 24].

Durante los taltimos 30 afios los clones predominantes de Acinetobacter spp.
han ido acumulando resistencias a distintos antimicrobianos como las penicilinas,
cefalosporinas, quinolonas o aminoglucdsidos. El a bordaje t erapéutico de las
infecciones que p roducen e stas ¢ epas multirresistentes supone € n m uchas
ocasiones un reto para los clinicos debido a la amplia distribucion de estos clones
multirresistentes, lo que hace necesario con fre cuencia elu sod e te rapias
combinadas [25-27]. A estas dificultades a 1a h ora d e p lantear un tratamiento
antibidtico efectivo hay que sumarle el hecho de que esta bacteria presenta una
importante capacidad para sobrevivir largo tiempo en el ambiente hospitalario, lo
que 1 ncrementa | as p osibilidades d e t ransmision e ntre p acientes, t anto v ia
reservorio humano como inanimado, apareciendo a menudo en forma de brotes.
Acinetobacter es un microorganismo que forma parte de la floranormal de 1a
poblacion general, encontrandose principalmente en ingles y axilas, sin embargo,
su presencia en pacientes hospitalizados es mayor y puede aislarse ademads en la
cavidad orofaringea y el tracto respiratorio. Este hecho se ve incrementado en los
brotes, en p articular e n a quellos q ue 1 mplican a pacientesd el as UCI ¢ on
ventilaciéon mecanica. En e stos c asos re sulta c on fre cuencia necesario el cierre
completo de unidades de hospitalizacion para su erradicacion mediante limpieza

de suelos, equipos, camas, etc [28-30].

» Opciones t erapéuticas para el tratamiento de | as i nfecciones

por Acinetobacter spp.

Lare sistenciai ntrinsecad ¢ Acinetobacter al am ayoriad el os

betalactamicos a si c omo | a ¢ apacidad de este m icroorganismo para a cumular
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diversos mecanismos de resistencia ha derivado en el uso de los carbapenemes
como primera o pcidn terapéutica para el tratamiento de las infecciones graves
por Acinetobacter spp. S in e mbargo, desde p rincipios d e 1 os afios 90 se h an
notificado aislados resistentes a estos antibioticos y su nimero ha ido en aumento
desde entonces, haciendo de éste un problema real en nuestros dias [25, 31, 32].
Ante e sta p erspectiva ha sido n ecesario plantearse o tras o pciones t erapéuticas

como alternativa (figura 2).

HaC

Imipenem

H,C H f
H,C %/N\)i\N
H,C A
Tigeciclina

Figura 2. Estructura molecular de los principales principios activos empleados frente a Acinetobacter
spp. (imipenem, colistina y tigeciclina).

Una de ellas ha sido la reintroduccion en la clinica de la colistina para el
tratamiento d e i nfecciones p orb acilos G ram n egativos. L ac olistina fu e
descubierta en 1949 y utilizada hasta los afios 80, cuando se abandoné debido a
la alta incidencia d e nefrotoxicidad [33]. En los ultimos anos se han realizado
muchos estudios para evaluar la eficacia de la colistina en el tratamiento de las
infecciones por cepas de A. baumannii multirresistente y, aunque los datos son
limitados, este antibidtico parece mostrar buenos resultados, especialmente en el
tratamiento d e p acientes ¢ on i nfecciones re spiratorias donde | a ¢ olistina se
administraba e n fo rma d e a erosol [34-37]. S in e mbargo, desde e 1 p rimer

aislamiento e n 1 999 de u na c epad e Acinetobacter resistente a ¢ olistina e |
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numero de éstas ha ido en aumento en todo el mundo. Ademas, como sucede con
otros antimicrobianos, se ha descrito el fenomeno de heterorresistencia, en el que
se detectan subpoblaciones de A. baumannii resistentes entre otra mayoritaria de
cepas sensibles [38-40]. El mecanismo de resistencia no esta claro todavia pero
algunos e studios 1 ndican q ue podria e star re lacionadoc onl ap érdida de
lipopolisacérido y/o el sistema de d os componentes PmrAB. La administracion
de colistina en monoterapia origina con frecuencia aislados resistentes por lo que

la terapia combinada resulta la mejor opcion para prevenir estas resistencias [41].

Con objeto de hacer frente al creciente problema de la multirresistencia se
estan | levando a ¢ abo m uchos e studios que i ntentan a nalizar 1 a a ctividad
combinada d e d istintos a ntibioticos p ara e | t ratamiento d e | as 1 nfecciones p or
Acinetobacter. En e ste s entido, 1 as c ombinaciones de colistinay rifampicina o
colistina y carbapenemes han sido las més ensayadas y han mostrado resultados
prometedores t anto in Vvitro como in vivo [26, 27, 42]. Ademas, se e stan
estudiando m uchos otros ¢ ompuestos ¢ one | fi n proporcionar u n nimero
suficiente de opciones terapéuticas contra este microorganismo. Entre ellos cabe
destacar los trabajos realizados con inhibidores de betalactamasas (sulbactam) y
con la tigeciclina. El sulbactam es un inhibidor de las betalactamasas de la clase
A de A mbler ¢ on e structura b etalactdmica q ue presenta a ctividad fre nte a
Acinetobacter al unirse a 1a PBP 2 (penicilin binding protein 2) [43]. Mientras
que la tigeciclina es una glicilglicina aprobada para el tratamiento de la infeccion
intraabdominal ¢ omplicaday 1 as i nfecciones d e p iel y t ejidos b landos. E sta
molécula actia mediante la unién irreversible a la subunidad 30S del ribosoma lo
que impide la incorporacion del ARN de transferencia al sitio A del ribosoma vy,
por tanto, inhibe la sintesis proteica. La tigeciclina se une a su sitio especifico en
el ribosoma con mayor afinidad que las tetraciclinas y no se ve afectada por las
mutaciones en el sitio activo que confieren resistencia a las mismas. Ademas, sus
propiedades e structurales hacen q ue e vada ¢ on fre cuencia las bom bas de
expulsion de las t etraciclinas. Todas e stas ¢ aracteristicas h acend ee llau n
antibidticod e g ranu tilidad parae 1t ratamientod el asi nfecciones p or

Acinetobacter spp. [44, 45]. Sin embargo, en la bibliografia se recogen casos de
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A. baumannii resistentes a e ste a ntibidtico [46]. E 1 principal m ecanismo
implicado en la resistencia a la tigeciclina es 1a sobreexpresion de la bomba de
expulsion AdeABC, aunque también se han descrito otros como la alteracion de
las p roteinas d e m embrana p or 1l a in sercién de e lementos IS e nl are gion
codificante. E stap érdidad e p roteinas d e m embrana g enera re sistenciaa |

inhabilitar el acceso del antibidtico al interior celular [47, 48].

También se e stdn e studiando n uevos a gentes p eptidicos ¢ on a ctividad
bioldgica que comprenden entre 10 y 48 residuos aminoacidicos con dominios no
conservados. La mayoria de ellos son moléculas catidonicas con un contenido de
aminoécidos h idrofébicos mayor o igualal 50% y son aislados d e d iferentes
especies b acterianas, p lantas y animales. E stos c ompuestos a ctian m ediante 1a
union electrostética a las cargas negativas de la membrana bacteriana y causan su
efecto inhibitorio al aumentar la permeabilidad de esta membrana. Esto origina la
pérdida d el c ontenido b acteriano a 1a vez que facilita la p enetracion de o tros
compuestos. Algunas de esta moléculas son el aliteserin-1c y su analogo E4K, el

buforin II o la B-defensina-2 humana [49-51].

» Determinantes de patogenicidad

Varios fa ctoresh anc ontribuidoa 1h echo deq uel ase speciesd e
Acinetobacter, mas concretamente A. baumannii, hayan pasado de considerarse
microorganismos comensales a convertirse en verdaderos patégenos implicados
en infecciones, p rincipalmente h ospitalarias, d e dificil manejo. Por un lado, su
presencia en la flora normal de individuos sanos favorece la colonizacion y
posterior d esarrollo d e i nfeccion. Por o tro, | a r esistencia i ntrinseca a ¢ iertos
antibioticos debida bien a la baja permeabilidad de su membrana externa o a la
expresion constitutiva de bombas de expulsion multisustrato dificulta su manejo
clinico. Y, por Gltimo, la plasticidad de su genoma, que le permite incorporar con
gran facilidad nuevos genes de resistencia ligados a estructuras como plasmidos,
transposones o integrones, contribuye también a la expresion de un fenotipo de

multirresistencia.
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La s ecuenciacion en2 006 d el genomadedoscepasde A. baumannii
multirresistente (c epa A YE, figura 3 ) re sponsablesdeunbroteen2 003 en
Francia permitié identificar una region conocida como “isla de resistencia”. Esta
comprende u nare giéon de 8 6 K bq uei ncluye 52 g enes d ere sistencia a
antimicrobianos, metales pesados y antisépticos. Esta region esta flanqueada en
ambos extremos por una secuencia repetida de cinco nucleotidos (ACCGC) [43,
52, 53]. Desde entonces se han secuenciado y analizado muchas otras cepas de A.
baumannii demostrando que ¢ stas islas presentan un gran nimero de genes de
resistencia. E stos genes se han transmitido horizontalmente entremezclados con
diversos tipos de transposones, integrones y secuencias relacionadas lo que puede
haber facilitado la transferencia de esta region desde muestras ambientales hasta

el genoma de A. baumannii [54-56].

A. baumannii
strain AYE
(3.9 Mb)

F-partial  Arsenic antibiotic antibiotic mercury antiblotic antibiotic S'-partia

APIW resistance il Int __resistance 'Iﬁii resistance I iluilinli resistance i i ‘i i i i i resistance I]asr

Figura 3. Contexto genético de laisla de resistencia de la cepa AYE de A. baumannii (86kb). Tn,
transposasa; I nt, i ntegrasa; I S, s ecuencia de i nsercion. Fuente: Kempf et al Antimicrob Agents
Chemother 39 (2012) 105-114.
Aparezcan o no codificados en alguna d e e stas islas, 1 o0s m ecanismos d e
resistencia mas frecuentes en este grupo de microrganismos pueden agruparse en

dos categorias:

14



Introduccion

° Mecanismos de resistencia enzimaticos

La p resencia d e d iferentes e nzimas c apaces d e d egradar 1 os a ntibioticos
betalactamicos (incluyendo penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes) supone
el p rincipal m ecanismo d e re sistencia dentro del género Acinetobacter. Este
grupo de enzimas reciben de forma genérica el nombre de betalactamasas. Estas,
actuan inhibiendo la transpeptidacion del peptidoglicano mediante la inactivacion
de las transpeptidasas, impidiendo de este modo la sintesis de la pared bacteriana,
lo que conduce a la muerte de la bacteria. Las betalactamasas son enzimas de la
familia de las proteinas de unidn a penicilinas (PBPs) de las que se cree que han

evolucionado [57].

Lasb etalactamasas sec lasificans egin A mblere nc uatro g rupos
moleculares a tendiendo a 1 a similitud enl a secuencia d e a minoacidos que
componen su centro activo [58]. De este modo, las betalactamasas de los grupos
A, C y D presentan un residuo de serina en su centro activo, responsable de la
inactivacion d el antibidtico. P or otro 1ado, 1 as b etalactamasas del grupo B son
metaloenzimas que precisan de al menos un residuo de Zinc para llevar a cabo su
actividad ¢ atalitica. E stase nzimast ambiéns onc onocidas como

metalobetalactamasas.

Segun su relevancia en el género Acinetobacter:

O Betalactamasas clase D

Estas e nzimas h an r ecibido histoéricamente e 1 n ombre d e o xacilinasas
debido a su capacidad para hidrolizar 1a oxacilina de forma mas efectiva que la
benzilpenicilina. Ademas, son capaces de hidrolizar | a amoxicilina, m eticilina,
cefaloridina y la cefalotina. A Igunas de e stas e nzimas, d erivadas d e o tras con
mayor actividad, son también capaces de hidrolizar las cefalosporinas de espectro
extendido. La actividad c arbapenemasa sin e mbargo, parece ser una propiedad
intrinseca a a lgunas o xacilinasas, a unque s u e ficiencia hidrolizando e stos
antibioticos es mucho menor que la de 1 as metalobetalactamasas [57, 59]. Las

betalactamasas del a clase D soni nactivadasp or inhibidores de las
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betalactamasas como el dcido clavulanico o el sulbactam. La figura 4 muestra el

centro activo de una betalactamasa de la clase D.

(B)

Figura 4. Enzima OXA-24-like PDB 3 PAE de A. baumannii acomplejada c on d oripenem. (A)
Estructuras en forma de a-hélice y de lamina 8 y (B) detalle del centro activo donde se aprecian en rojo
las serinas (http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=3pae).

La primera oxacilinasa con actividad carbapenemasa fue aislada en 1985 de
una cepa m ultirresistente de A. baumannii enu n p aciente d ¢ E dimburgo y
descrita p osteriormenete en 1993. En la actualidad se han identificado més de
120 variantes d e o xacilinasas. T odas e llas c omparten tres d ominios p eptidicos
altamente conservados: S er-X-X-Lys, Se r-X-Val/lley Lys-Thr/Ser-Gly. Estas
enzimas se a grupan e n d istintos clusters segun s u s imilitud e n1a s ecuencia
aminoacidica, variando del 40a 17 0%. C uatro dee stos clusters seh an
identificado ene 1 género Acinetobacter: subgrupol/familiad el a O XA-23,
subgrupo 2/familia de la OXA-24, subgrupo 3/familia de la OXA-51 y subgrupo
4, que incluye a una tnica enzima, la OXA-58 [60]. La mayoria de estas enzimas
estan ¢ odificadas e n plasmidos (blaoxa-23iikes Dlaoxa2sike ¥ blaoxass), s in
embargo algunas de ellas son de ubicacion cromosomica, apareciendo siempre en
todos los aislados de la misma especie, como es el caso de la OXA-51-like y A.
baumannii [61]. Algunos autores han resefiado la presencia de esta enzima OXA -
51-like ligada a o tras e species d e Acinetobacter distinta de A. baumannii, sin

embargo, el numero de estos a dia de hoy es anecdotico [62]. Esta enzima no se
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encuentra a sociada a n inglin i ntegrén n it ransposén y s ui mplicacione n la
resistencia de A. baumannii a los betalactamicos parece re ducida. N o obstante,
esta s ituacion s e v e modificada c uando 1 a e nzima O XA-51-like se e ncuentra
precedida por la secuencia de insercion ISAbal separada del coddn de inicio 7
pares de bases corriente arriba [63]. Esto se traduce en una sobreexpresion de la
misma y, en consecuencia, un mayor nivel de resistencia a 1os betalactamicos

[64].

La OXA-24-like se describio en Espana en el afio 2000. Esta enzima de 274
aminoacidos no presenta actividad hidrolitica frente a la oxacilina, cloxacilina y
meticilina a diferencia de otras betalactamasas de la clase D, pero si moderada
actividad frente a 1os carbapenemes [65]. Los altos niveles de resistencia a 1os
betalactdmicos observados en el caso de la OXA-24-like parecen estar ligados en
gran m edida a 1a presencia d e otros m ecanismos, c omo la disminucion de la
expresion de las proteinas de membrana (O MPs) [66]. La enzima O XA-58 fue
descritap or p rimerav eze n2 005 p or Poirel et al formando parte de un
transposon compuesto. Este se encontraba en un plasmido e incluia dos copias de
la secuencia de insercion ISAba3 flanqueando el gen blagxa.sg. Las secuencias de
insercion ISAbal, ISAba2, ISAba3 e IS 18 parecen regular 1a expresion del gen
blapxass mientras que la ISAba3 ademas participa en la adquisicion de este gen.
Esta enzima d e 2 80 aminodacidos presenta una similitud del 48 y 47% con las
enzimas O XA-23-like y O XA-24-like respectivamente y confiere re sistencia a

ticarcilina y sensibilidad disminuida a imipenem y meropenem [67].

La asociacion d e 1 a secuencia de insercion IS Abal conla OXA -23-like
genera promotores fuertes que conducen a una hiperproducciéon de la enzima, lo
que se traduce en un aumento significativo de los niveles de resistencia [68, 69].
Estas enzimas han sido identificadas en diferentes brotes de Acinetobacter spp.
multirresistente a lo largo de todo el mundo: OXA 23-lik en Brasil, Reino Unido,
Korea y T ahiti, OXA-24-like en Es pana y P ortugal y O XA-58 en F rancia,

Grecia, Italia, Rumania, Turquia, Argentina y Kuwait [60].
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0 Betalactamasas clase C

Las b etalactamasas d el a ¢ lase C p ertenecen a | s ubgrupo d e 1 as s erin

enzimas, por presentar este residuo aminoacidico en su centro activo.

La mayoria de las betalactamasas AmpC producidas por las bacterias Gram
negativas hidrolizan las amino y ureidopenicilinas, las cefamicinas (cefoxitina y
cefotetdn) y en menor nivel las oximinocefalospoinas (ceftazidima, ceftriaxona y
cefotaxima) y las monobactamas como el aztreonam. Otras cefalosporinas, como
el cefepime o la cefpirona no forman parte normalmente del espectro de accion
de las AmpC. No obstante, se han descrito c efalosporinasas AmpC de amplio

espectro en Enterobacteriaceae y P. aeruginosa [70, 71].

A. baumannii presentau na AmpC c romosomicare sponsabled el a
resistencia intrinseca d e e ste microorganismo alas amino y ureidopenicilinas.
Esta enzima se expresa normalmente en bajos niveles y no es inducible, como
sucede en otras especies. A diferencia de E. coli, donde la hiperproduccion de
AmpC es debida a mutaciones puntuales, en A. baumannii se relaciona con la
presencia de la secuencia de insercion [ISAbal corriente arriba, lo que origina un
promotor fu erte. Las v ariables de A mpC presentes e n Acinetobacter se han

renombrado como ADC (Acinetobacter-derived cephalosporinases) [72, 73].

O Betalactamasas clase B

Las metalobetalactamasas son enzimas que se caracterizan por su capacidad
para hidrolizar los carbapenemes, asi como por su resistencia a los inhibidores de
las b etalactamasas. Sin e mbargo, estas e nzimas son inactivadas p or quelantes
divalentes como el EDTA, el DPA o el acido-2-mercaptopropionico que atrapan
los iones de Zinc presentes en el centro activo de la misma (figura 5). Ademas de
los ¢ arbapenemes, 1 as m etalobetalactamasas s on ¢ apaces d e h idrolizar | as

penicilinas y las cefalosporinas, pero no el aztreonam [74].
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Figura 5. Metalobetalactamasa IMP-1 de P. aeruginosa (A y B) Estructuras en forma de a-hélice
(rosa), laminas  (amarillo) y atomo de Zn*" en el centro activo (azul) y (C) estructura tridimensional
de la proteina (http://www.rcsb.org/pdb/explore/explore.do?structureld=4F6z).

Aligual que las oxacilinasas, este grupo de enzimas pueden formar p arte
del cromosoma de las bacterias o bien ubicarse en diferentes elementos méviles.
Sin e mbargo, e ne I ¢ asod e Acinetobacter, t odas | as metalobetalactamasas
aisladas se encuentran formando parte de una amplia variedad d e integrones, a
los que han sido incorporadas como gen cassettes. Cuando estos in tegrones se
asocian a plasmidos ot ransposones, 1 at ransferencia e ntre b acterias s e ve
altamente facilitada incrementando su transferencia horizontal y dificultando el

control de su expansion.

Las principales metalobetalactamasas conocidas son la IMP (“activa frente
al imipenem”), V IM (Verona integron-encoded metallo-beta-lactamase), S PM
(Sao Paulo metallo-beta-lactamase), GIM (German imipenemase), S IM ( Seoul
imipenemase), y NDM (New Delhi metalobetalactamase), aunque se han descrito
hasta un total de 9 metalobetalactamasas distintas. Desde su descubrimiento, las
enzimas SPM, GIM y SIM, nose han diseminado més alla de sus paises de
origen, s in e mbargo, VIM e I MP s on de distribucidon universal. S 6lo se han
identificado en el género Acinetobacter enzimas de la familia IMP, VIM, SIM o
NDM, a unque ¢ on p resencia d ispar; a si, enzimasd el ac lase V IM s e ha
encontrado en contadas ocasiones en A. baumannii, tratandose siempre de VIM-2
y en zonas de Korea del Sur, region en la que las enzimas de la clase VIM se
encuentran altamente presentes en P. aeruginosa y Enterobacteriaceae [59, 75].

Esto mismo sucede con las enzimas de la clase SIM, apareciendo en aislados de
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A. baumannii portadores de SIM-1 en Korea del Sur. La mas reciente de todas las
metalobetalactamasas descritas en A. baumannii es la NDM, aislada
originariamente en E. coli y K. pneumoniae [76, 77]. Tanto la NDM-1 como la
NDM-2, que s e diferencian e n un s olo a minoacido, se h an encontrado en A.
baumannii. Aunque la India, pais en el que se aislo por primera vez 1la NDM, es
considerada el reservorio d e e sta e nzima, su gran c apacidad para d iseminarse
hace p osible s u a islamiento e n ¢ ualquier p arte d el m undo e n 1 a a ctualidad,

haciendo de éste un tema de gran preocupacion para la comunidad internacional.

Las cepas portadoras de metalobetalactamasas a menudo presentan patrones
de multirresistencia complejos debido, en gran medida, al entorno genético en el
que se hallan estas enzimas. Los genes de las metalobetalactamasas forman parte
de integrones de la clase 1, insertados como gen cassettes entre 1 os e xtremos
conservados 5’ -CSy 3’-CSy acompanados d e o tros g enes de re sistencia a
antibidticos. Estoso tros g enes codifican con fre cuenciap ara enzimas
modificadoras d e a minoglucosidos o e nzimas de resistencia a | ¢ loranfenicol.
Todos 1os genes d e resistencia incluidos en un integron se e xpresan d e forma
simultdnea dotando al a bacteria portadora del mismo de un perfil de

multirresistencia [59].

Aunque el aztreonam no se hidroliza por las metalobetalactamasas, no es
util para el tratamiento de estas cepas pues suelen presentar otros mecanismos de

resistencia que lo inactivan [75].

O Betalactamasas clase A

Al igual quelas b etalactamasas delasclasesC y D,lasdelaclase A
comparten la similitud estructural de presentar un residuo de serina en su centro

activo formando parte de los motivos conservados S-X-X-K, S-D-N y K-T-G.

Estas e nzimas t ienen | a p ropiedad d e h idrolizar a ntibioticos como 1 os
carbapenemes, | as p enicilinas, | as ¢ efalosporinasy el a ztreonamy de ser
inhibidas por inhibidores de las betalactamasas como el 4cido clavulanico o el

tazobactam. Dentro de las betalactamasas de la clase A se encuadran e nzimas
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como la IMI, 1a GES, la TEM, la SHV o la KPC [74]. Este grupo de enzimas se
encuentran ampliamente d istribuidas en la familia Enterobacteriaceae pero su
presencia e ne 1 g énero Acinetobacter es m uy 1 imitada. Sin e mbargo, s ¢ ha
descrito el hallazgo de alguna de estas enzimas en A. baumannii: KPC [78, 79]
VEB-1 [80, 81], PER-1 [82, 83], PER-2 [84], TEM -92 [85], CTX-M-2 [86],
TEM-1y TEM-2 [87].

° Mecanismos de resistencia no enzimaticos

Aunque los mecanismos enzimaticos tienen una mayor implicacion en el
origen d e resistencias a los betalactamicos en el género Acinetobacter, e xisten
otros m ecanismos que c ontribuyen, d e forma d ecisiva e n muchas o casiones, a

estas resistencias.

0 Bombas de expulsion

Formando p arted ¢1 am embrana e xternad e Acinetobacter spp. se
encuentran u na s erie d e p roteinas t ransportadoras que s e € xpresan d e fo rma
constitutiva. F isioldgicamente, e stas proteinas e stdn i mplicadas en la c aptacion
de nutrientes e senciales e iones, en la excrecion de productos d el metabolismo
bacteriano y de sustancias toxicas y en los distintos procesos de c omunicacion
intercelular y con el medio. Una c aracteristica fu ndamental d e e stas p roteinas
transportadoras e s 1a relativa i nespecificidad d e s ustrato q ue p resentan, s iendo
capaces d e t ransportar u na mplio nimero de compuestos no re lacionados

estructuralmente, entre ellos, diversas clases de antimicrobianos [88].

Las bo mbas d e expulsion se cl asifican e n ¢ inco s uperfamilias que s e
diferencian tanto en su estructura como en la fuente de energia que utilizan para
expulsar lo s distintos sustratos, como se muestra en la figura 6. Estas familias
son: la ABC (ATP-binding cassette) y la MFS (major facilitator superfamily) la
RND ( resistance-nodulation-cell division), la MATE ( multidrug and toxic
compound extrusion) y la SMR (small multidrug resistance). Los transportadores

de la superfamilia ABC son dependientes de 1a hidrolisis de ATP para expulsar
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los d istintos ¢ ompuestos; e n ¢ ambio, lo s t ransportadores d e 1 a familia M ATE
utilizan un gradiente electroquimico generado por Na" o H'. Por otro lado, 1as
bombas pertenecientes a 1a superfamilia MFS y a las familias RND y S MR
utilizan la fuerza proton-motriz para ejercer su funcién. De todas estas proteinas,
las de mayor implicacion en 1a multirresistencia de A. baumannii son aquellas

que utilizan la fuerza proton motriz como fuente de energia [89, 90].

Se han identificado en A. baumannii tres bombas pertenecientes a la familia
MEFS; los sistemas Tet(A) y Tet(B), que otorgan resistencia a la tetraciclina y a la
tetraciclina y la minociclina respectivamente, y el sistema CmlA, implicado en la
resistencia al cloranfenicol. Un aspecto importante a considerar es el ambiente
genético en el que se encuentran codificadas estas proteinas, bien formando parte
de transposones, como es el caso del gen tet(A), o dentro de islas gendmicas,
como sucede con el gen cmlA, lo cual se relaciona con una alta probabilidad de
diseminacion h orizontal. L as b ombas d e esta fa milia c onsisten e n s istemas
compuestos por u nas ola proteinad e m embranaq uea ctiana t ravésd e

mecanismos de simporte, antiporte o uniporte [89].

External
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Figura 6. Mecanismo de accion de las principales familias de bombas de expulsion encontradas en el
género Acinetobacter. Fuente: M icrobiology A ustralia. No v.2010 Pumping out bi ocides ¢ ause for
concern?

La mayoria de las bombas de expulsion de antimicrobianos presentes en los
bacilos Gram negativos sin embargo, pertenecen a la familia RND. Estas bombas
estan formadas por tres componentes: una proteina transportadora ubicada en la

membrana interna, una proteina accesoria periplasmatica o proteina de fusion de
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membrana y u na proteinad e m embrana externa o porina. L os genes q ue
codifican al osd istintos ¢ omponentes d e ¢ stasb ombas dee xpulsions e
encuentran en el cromosoma bacteriano, generalmente en forma de operones. La
importancia de estas bombas de expulsion radica en que poseen un amplio rango
de sustratos, por lo que son capaces de contribuir a la resistencia de una gran
cantidad d e a ntimicrobianos no re lacionados e structuralmente, y por e llo, se

clasifican como sistemas multidrogas inespecificos.

En el afio 2001 se identificd en una cepa multirresistente de A. baumannii
una bomba de expulsion perteneciente a esta familia denominada AdeABC [91].
En los G ltimos afios se ha asociado esta bomba a la resistencia frente a v arias
clases d e a ntimicrobianos, € ntre | os q ue s e e ncuentran la tetraciclina, la
eritromicina, el cloranfenicol, la cefotaxima, la gentamicina, la kanamicina y la
tigeciclina. También se ha descritol ai mplicacion dee stab omba enl a
disminucion d el as usceptibilidad a lo s carbapenemes. E sto s ucede ¢ omo
resultado d e mutaciones p untuales que s e traducen en la sobrexpresion de la
misma. Del mismo modo, se ha demostrado la implicacién directa de esta bomba
con la resistencia al meropenem [92-94]. Dentro de la misma superfamilia RND
esta la bomba AdelJK que, a diferencia de la AdeABC, que se encuentra solo en
cepas multirresistentes de A. baumannii, aparece también en cepas sensibles, por
lo que contribuye a la resistencia intrinseca de e sta bacteria frente a diversos
antimicrobianos ¢ omo | os betalactamicos, el ¢ loranfenicol, 1 a tectraciclina, 1 a

eritromicina y, en menor medida, a las fluoroquinolonas [95].

0 Alteracién de las proteinas de membrana

Las porinas son proteinas con forma de canal ubicadas en las membranas
lipidicas que permiten el transporte de moléculas a través de las mismas. Estas
pueden a ctuar como dianas p otenciales p ara 1 a a dhesion de o tras ¢ élulas o la
uniéon d e compuestos a ntibacterianos a la s uperficie d e | as b acterias G ram
negativas. Tanto la variacion en su estructura como la regulacion de la expresion
de 1as m ismas e n re puesta a 1 a presencia d e antibioticos son m ecanismos de

supervivencia que h an d esarrollado la s b acterias p ara hacer fre nte a distintos
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compuestos como los  antibioticos, j ugando un pa peli mportante e nl os

mecanismos de resistencia.

Las bacterias del género Acinetobacter presentan un niimero reducido de
porinas en comparacion con otros bacilos Gram negativos. Estas son, ademas, de
pequefio t amafio, ] o que e xplica |l a re ducida p ermeabilidad de s u m embrana
externa y su contribucion a los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.
La principal porina descrita en A. baumannii es la HMP-AB que pertenece a la
familia de la OmpA, implicada en la induccion de la apoptosis y la formacion de
biopeliculas [96]. Ademads, se han caracterizado otras tres p orinas relacionadas
con | are sistencia a 1 1 mipenem, d isminuyendo s u expresion o llegando e n
ocasiones a no expresarse en las cepas de A. baumannii resistentes al imipenem.
Estas son una proteina Omp de 33-36 kDa, una de 29 kDa, denominada CarO y
una ultima de 43 kDa, similar a la OprD de P. aeruginosa. [97, 98].

» Papel d el as s ecuencias de i nsercion e n la e xpresion del a

resistencia a carbapenemes en Acinetobacter.

Una vez c onocidos | os p rincipales determinantes de re sistenciaa 1 os
carbapenemes e n Acinetobacter es p reciso a nalizar t ambién |1 os m ecanismos
genéticos que regulan su expresion. El fenotipo final que manifieste cada cepa va
a d epender, en gran m edida, de e stos m oduladores d e 1 a e xpresion. A si, los
distintos g enes d e re sistencia actuaran de unm odou ot ro dependiendo d e
factorest alesc omol aa dquisiciond ee lementos m oOviles (p lasmidos,
transposones o integrones), la activacion o inactivacion de genes por secuencias
de insercion (IS) o las posibles mutaciones que alteren la e xpresion normal de

porinas y/o bombas de eflujo.

Los 1 ntegrones m edian c on fre cuencia l a adquisicién y d iseminacién de
genes de resistencia antibiotica en las bacterias Gram negativas. Estos integrones
contienen determinantes g enéticos p ara la recombinacion e specifica d e sitio y

promotores que conducen a la expresion de gene casettes. La integrasa (intll)
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presente en ellos facilita la adquisicion sitio-especifica y la escision de genes del
integron. E stos genes a menudo estdn implicados en la resistencia a ntibidtica,
aunque también pueden dotar a la bacteria de otras funciones metabdlicas. Se han
descrito cinco clases de integrones basandose en la secuencia de los genes de la
integrasa intll siendo el de la clase 1 es el mas prevalente en A. baumannii [99].
Esta clase de integrones se caracterizan por presentar dos regiones conservadas la
5’-CS, queincluyeelgendelaintegrasa (intll), el sitio d e re combinacion
adyacente (attll) y el promotor (Pc), y lare gion 3’-CS,conelgen gacEAI
implicado en la resistencia a 1os compuestos de amonio cuaternario, ¢l gen sull
de resistencia a las sulfonamidas y el orf5. La gran capacidad de los integrones
para diseminarse se debe a que tan solo portan genes codificantes de funciones
para la integracion y escision. Ademads, los integrones de la clase 1 se encuentran
con fre cuencia fo rmando p arte d e p lasmidos, t rasnposones y s ecuencias d e

insercion lo que facilita ain mas su diseminacion [100].

Las s ecuencias d e1 nsercion s on e lementos ¢ apaces d et ransponerse
independientemente de 1 ge nomay han e volucionado ¢ omo m ecanismos de
regulacion d el a e xpresion de g enes. L a t rasposicion de u na s ecuenciad e
insercion puede conducir a la interrupcion de un gen causando su inactivacion o,
por el contrario, originar una sefial de activacion que conduce a la sobreexpresion
del gen adyacente al d otara 1a s ecuenciad e un promotor fu erte c uando s e
encuentra ¢ orriente a rribad el g en. L aa ctivacion o1 nactivacion d e e stos
elementos d e in sercidon depende de m ecanismos ¢ omplejos d e re presion-
inhibicion bajo ¢ ondiciones d e estrésy j ueganu n importante p apele nl a

regulacion de la expresion de los genes [101].

Se conocen numerosas secuencias de insercion asociadas a mecanismos de
resistencia en Acinetobacter. Dentro de ellos, el elemento ISAbal es uno de los
mas diseminados y se ha encontrado asociado a diferentes genes de resistencia a
los carbapenemes como el blagya-si-iikes Plaoxa-23-1ike; ¥ 12 cefalosporinasa AmpC.
En todos estos casos el fragmento ISAbal parece originar un promotor fuerte que
conduce a la sobreexpresion del os g enes d e re sistencia [102]. Enelc aso

concreto del gen blapya.siike 1a localizacion del fragmento de insercion ISAbal a
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tans olo7 p aresd e b ases d el promotor ¢ orriente a rriba e s suficiente p ara
convertir una cepa sensible a los carbapenemes, no portadora de otro mecanismo
enzimatico de resistencia, en resistente (figura 7). En aislados p ortadores tanto
del gen blagxa-2z.iike como del blagxasiike €l fragmento de insercion ISAbal se
encuentra asociado al primero y no al blagxasiiike 10 que sugiere que la
coexpresion de estos dos genes no tiene lugar. Sin embargo, con frecuencia se
encuentran aislados portadores de mas de una copia de la secuencia ISAbal [63].
El fra gmento d e i nsercion IS Abal también participa e nla modulaciondela

movilidad de los genes tipo OXA.

2 ISAbat AAGTCTT
qu

Figura 7. Secuencia de insercion I SAbal precediendo el gen blagxasiike. L @ i magen m uestra la
distancia de 7 pb existente entre ISAbal y el inicio del gen.

En el caso del gen blapya.sg 1a asociacion tiene lugar con el fragmento de
insercion I SAba3, 1 o que m edia |l a re sistencia a a Igunas penicilinas ¢ omo 1 a
amoxicilina y la ticarcilina, perono a los carbapenemes. E sto 1 Iltimo s ucede
cuando el gen blagyasg esta precedido por un promotor fuerte formado por otras
secuencias d ¢ 1 nsercion a demas d el e lemento IS Aba3 como parted eu n
transposon ¢ ompuesto [103] [67]. E na Igunosc asoss eh ao bservadol a
interrupcion del fragmento ISAba3 por una secuencia de insercion IS1006. Esto
genera un promotor hibrido c on la s ecuencia IS 1006 1 ocalizadaen -35 y el
ISAba3 en -10. En otros, el fragmento de insercion ISAba3 esta interrumpido por
una s ecuencia IS 1008 originando d os p romotores i ndependientes p aral a
transcripcion y el control de la e xpresion del gen blagyxass [104]. El elemento

ISAba3 también se ha encontrado corriente abajo del blagya ss.iike.

Otros elementos como el ISAba825 ligado a los genes blagxa-ss-iike, Dlaoxa-s1-
ike Y carO [101, 105], el IS Abal6 junto c on el ge n blagyasiiike [106] o el
ISAbal25 asociado blapxass y blaypm [107, 108] se han encontrado también en

A. baumannii participando en la regulacion de su expresion,
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Se ha visto que varios de e stos factores pueden darse simultdineamente y
alterar la expresion de proteinas de membrana externa (CarO y OmpK 36y 37)
en A. baumannii. Asi pues, la movilizacion de genes por medio de los elementos
IS s irve ¢ omo m ecanismo re gulador b acteriano e n ¢ ondiciones d ¢ e strés.
Ademas, e sta capacidad p ara modular la e xpresion de 10s genes de re sistencia

contribuye en gran medida a la patogenicidad bacteriana.

» Técnicas de tipado

La mayoria de los aislados clinicos responsables de brotes hospitalarios en
todo el mundo se han agrupado en un reducido numero de linajes epidémicos.
Dos de estos, conocidos como linaje clonal internacional I 'y II, se identificaron
por primerav eze n eln oroeste d e Europaa p rincipios del osafios 80y,
posteriormente, entodo el mundo. Porsu p arte, el t ercer g rupo c lonal (clon
internacional III) aparecid p osteriormente en Francia, Holanda, Italia y E spafa

[109].

Con el objetivo de determinar la epidemiologia de A. baumannii, tanto local
como a escala global, se han ido desarrollado a lo largo de los afios diferentes
métodos d et ipado como elri botipado,e 1R APD ( randomly amplified
polymorphic DNA analysis) o el AFLP (amplified fragment length polymorphism
analysis), e ntre o tros [110]. Det odos ¢ llos, e 1 a nalisis d e f ragmentos d e
macrorrestriccion m ediante e lectroforesis d e ¢ ampo p ulsado (P FGE)y e 1
multilocus sequence typing (MLST), son considerados actualmente 1os métodos
de eleccidn para tipado epidemiologico y estudios de poblaciones genéticas de A.

baumannii [15].

La técnica de PF GE se basa enla comparacion entre si de los patrones
discretos de bandas g enerados para c ada aislado t ras 1 a d igestion del ADN

cromosomico con enzimas de restriccion [110].

EIM LST consiste e nl as ecuenciaciéon y a ndlisis d e d iferentes g enes

housekeeping de modo que a cada uno de estos genes se le asigna un alelo. De
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este modo cada aislado se define por los alelos de cada uno de los genes que son
analizados. Estos genes housekeeping se seleccionan por codificar proteinas que
desempenan una funcién vital y, por lo tanto, p or estar presentes en todos 10s

aislados de la misma especie [15].

Aunque e stas t écnicas han sido ampliamente utilizadas, presentan c iertas
limitaciones como su l aboriosidad, la d ificultad p ara extrapolary comparar
resultados entre diferentes laboratorios en el caso de PFGE, o las discrepancias
con re specto a 1 os genes que utilizan d istintos autores en el caso d el MLST.
Actualmente s ¢ estan empezando a u tilizar nuevas t écnicas como el analisis
MLVA (multiple-locus variable-number tandem-repeat analysis) que consiste en
analizar diferencias en el polimorfismo de los motivos de ADN que aparecen en
el g enoma d e cada m icroorganismo d e forma re petitiva (VNTRs; variable-
number tandem repeats) [109, 111]. En cada ensayo de MLVA se analizan un
nimero determinado de VNTRs al que se le asigna un c 6digo en funcion del
numero de repeticiones de cada locus para cada cepa. Esta nueva técnica es a su
vez ¢ oste-efectivay p ermite incluir ] os re sultadose nunab ased ed atos 'y

compararlos entre distintos laboratorios.

» MALDI-TOF MS
La espectrometria dem asas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser

Desorption-lonization Time Of Flight) se ha utilizado durante afios en el campo
del aquimicap eron o has ido hastam ediados del osafios 7 0 c uando s e
empezaron a estudiar sus posibles aplicaciones en la microbiologia. Los primeros
estudios surgieron al observar el diferente espectro proteico que se originaba para

cada género, y también especie, partiendo de un extracto bacteriano [112].

Esta técnica se basa en la determinacion de los analitos cocristalizados con
una matriz apropiada que, tras la accion de un laser UV, son convertidos en iones
de distintos tamafios. Estos iones atraviesan un acelerador y vuelan a través de un
tubo separandose e n fu ncién de s u re lacion m asa-carga. C uando I os i ones

alcanzan el final del tubo llegan a un detector de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of-
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Flight) que se utiliza para calcular la masa de los iones. Con estos datos se crea
un espectro que incluye no s6lo la masa (m) y carga (z) de cada ion, sino también
el numero de iones de cadatamafio [113]. Las figura 8 muestra | os d istintos
componentes de un espectrometro de masas MALDI-TOF y el funcionamiento

de la técnica.
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Figura 8. (A) Diferentes p artes d e 1 as q ue co nsta u n es pectrometro d e m asas Microflex (B ruker
Daltonik, B remen, Ge rmany) (whri.qmul.ac.uk). (B). Flujo de trabajo en es pectrometria d e m asas
MALDI-TOF. Detalle de los pasos seguidos desde el crecimiento de los microorganismos en medio de
cultivo hasta la preparacion de la muestra en la placa de lectura y el posterior proceso de ionizacion
que tiene lugar en el tubo de vuelo hasta su llegada al detector (www.accugenix.com).

Entre 1as aplicaciones d e 1a e spectrometria de masas MALDI-TOF en el

campo de la microbiologia destacan tres:

° Identificacion de microorganismos

La e spectrometria d e m asas M ALDI-TOF p ermite la i dentificacion d e
microorganismos a nivel de género y especie mediante la d eterminacion de las
proteinas r ibosomales presentes e n ¢ ada uno de e llos. E ste e spectro p roteico
contiene diferentes picos que oscilan entre los 0 y los 20 K Da y es tinico para
cada microorganismo. La comparacion de cada espectro con todos los incluidos
en la base de datos permite la identificacion a nivel de género y especie (figura
9). Cada identificacion se acompana de un valor de score que variade 0 a 3

segun la fiabilidad del resultado obtenido.

Esta técnica esla que se encuentra m s a mpliamente d esarrolladaenla

actualidad utilizandose d e fo rma ru tinaria e n un nimero c reciente d e ¢ entros
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diagnosticos por permitir la identificacion tanto de microorganismos Gram
positivos, comod e Enterobacteriaceae, bacterias no fermentadoras,
micobacterias, a naerobios y le vaduras [114-117]. S in embargo, 1 os re sultados
obtenidos ¢ on ¢ ada g rupo v arian b astante, d ependiendo € n g ran m edida d el
numero de perfiles incluidos en la base de datos para cada especie. Las mayores
limitaciones se encuentran en el grupo de los bacilos Gram negativos no
fermentadores, entre ellos Acinetobacter [118], y Streptococcus grupo v iridans

[119], de los que no existen atin un nimero elevado de estudios.
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Figura 9. E spectro p roteico d el aislado A4 de Acinetobacter baumannii (superior) y otro de A.
genomospecies 14BJ (A3, inferior) obtenidos mediante espectrometria de masas MALDI-TOF.

° Determinacion de resistencias a los betalactamicos

Lan ecesidad deu nard pidad eterminaciéon del os m icroorganismos
resistentes a los antibidticosy 1a falta de técnicas sencillas para e ste fin h an
hecho que los ultimos e studios en el campo de l1a e spectrometria de masas en

microbiologia se enfoquen en esta direccion.

La i dentificacion de microorganismos re sistentes a 1 os b etalactdmicos s e
basa en la monitorizacioén de la actividad betalactamasas mediante la d eteccion
del compuesto estudiado y la posterior aparicion de sus productos de degradacion
[120]. Los pr imeros ¢ ompuestos e nsayados e ne ste ¢ ontexto f ueron los
betalactimicos m as s encillos, comol aa mpicilinay 1 a penicilina,e nl as

enterobacterias con 1 os que s e o btuvieron buenos r esultados, a unque c on una
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aplicacion algo limitada [121]. Tras estos estudios previos, los ultimos se centran
en el analisis d e m ayor n umero d e a ntibioticos, e ntre e llos 1 os carbapenemes
[122] y tratan ademas de ampliar el espectro de microorganismos analizados a
los bacilos Gram negativos no fermentadores como Pseudomonas aeruginosa y

Acinetobacter baumannii [123, 124].

Aunque 1 os re sultados s on p rometedores e staa plicaciont odavias e
encuentra e n fase d e desarrollo. El n imero de v ariables que i nfluyen en el
resultado, como | a e stabilidad del as m oléculasy los distintos s olventes
utilizados, la aparicion de aductos y distintos productos de degradacion tras la
hidrolisis del anillo betalactamico, los distintos tiempos de incubacion requeridos
para la d egradacion d e c ada antibidtico, el calibrador y los picos debidos a la

matriz, dificultan su reproducibilidad y estandarizacién [123].

° Estudios de clonalidad

El correcto manejo de los brotes originados por distintos microorganismos
requiere del tipado de las cepas implicadas en el mismo con objeto de determinar
su re lacion e pidemiologica. L as té cnicas d e 1 as que s e d isponen h oy en d ia,
aunque utiles, resultan excesivamente laboriosas. En este sentido, la rapidez con
la que la espectrometria de masas es capaz de analizar los aislados bacterianos se
presenta c omo una h erramienta interesante en e ste campo. La aplicacion de la
espectrometria d e m asas a 1 os estudios detipado sebasaen eluso de un
algoritmo que determina la relacion existente entre determinaciones individuales
del espectro de cada aislado. Los distintos espectros obtenidos se representan en
forma d e d endrograma o drbol donde la distancia e xistente e ntre 1 os d istintos
brazos esta directamente relacionada con la similitud entre 10s espectros y, por
tanto, c on la s imilitud e ntre 1 os aislados (figura 10) [116]. Sin e mbargo, esta
aplicacion se encuentra aiin en fase de desarrollo y existen pocos estudios hasta
la fe cha. A lgunos de ellos incluyen el tipado d e distintas e species d e Listeria
[125], la diferenciacion de aislados de S. pneumoniae implicados en un brote de
conjuntivitis [126], identificacion de E. faecium vanB [127] o la caracterizacion y

discriminacion de cepas ambientales de E. coli altamente relacionadas [128].
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Figura 10. Dendrograma que muestra la distancia genética existente entre todas las especies de Acinetobacter incluidas en la base de datos del espectrometro de masas
Microflex (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) FlexControl 3.0 con el que se desarrolld este trabajo.
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III. Objetivos

El estudio detallado de Acinetobacter spp resulta de gran importancia en el
ambiente h ospitalario t anto p or el i1 mportante p otencial p atogeno de e ste
microorganismo como por sus implicaciones epidemioldgicas. Acinetobacter es
capaz d e p ersistir e n ¢ | a mbiente 1 argos p eriodos d e t iempo s uponiendo u na
amenaza c onstante p ara | os p acientes m as s usceptibles y e std con fre cuencia
implicado en brotes dificiles de manejar que obligan a tomar medidas e strictas
paras u erradicacidon,i ncluyendoe lc ierre ¢ ompleto deu nidadesd e
hospitalizacion. A demas, el elevado numero d e mecanismos de resistencia que
presenta, tanto intrinsecos como adquiridos, complica en gran medida el manejo

de las infecciones causadas por este microorganismo.

Por todo ello al inicio del estudio nos planteamos una serie de objetivos que

se detallan a continuacion:

1. Determinar la importancia nosocomial de Acinetobacter spp en el HCSC e
identificar 1 as patologias i nfecciosas mads f recuentes c ausadas p or este
agente d efiniendo 1 as p rincipales ¢ aracteristicas e pidemiologicas q ue

presentan los pacientes con aislados de Acinetobacter spp.

2. Caracterizar las especies predominantes de Acinetobacter en el HCSC y
determinar | a re levancia c linica d e a quellas especies distintasd e A.

baumannii.

3. Evaluarl as d istintas t écnicas existentes p aral a1 dentificaciond el as
especies d e Acinetobacter y v alorar 1a utilidad d e la espectrometria d e
masas MALDI-TOF para este fin.

4. Establecer el perfil de sensibilidad de los aislados de Acinetobacter spp
del HCSC a los antimicrobianos mas utiles para su tratamiento atendiendo

principalmente a los carbapenemes
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Objetivos

Identificar y caracterizar molecularmente las enzimas responsables de la

resistencia a los carbapenemes.

Conocer los clones de Acinetobacter spp predominantes e n n uestro

entorno y estudiar su evolucion en un periodo de tres afios.

Estudiar la aplicabilidad de la espectrometria de masas MALDI-TOF para
la deteccion de enzimas de resistencia a los carbapenemes desarrollando

un protocolo estandarizado.
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IV. Materiales y métodos

» Aislados clinicos

Ene le studios ei ncluyeronu nt otald el 30 a islados ¢ linicos de
Acinetobacter spp. Todos ellos se recogieron a lo largo de los anos 2008-2010 en
el servicio de microbiologia Clinica del Hospital Clinico San Carlos de Madrid.
Allis ei dentificaron ¢ omo microorganismos p ertenecientesa 1 complejo
Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii  mediante p ruebas
bioquimicas Vitek-2 (BioMerieux, Marcy L’Etoile, Francia) o Wider (Francisco
Soria M elguizo, M adrid, Espafia) y se d etermind también su s ensibilidad a

diferentes antimicrobianos por medio de los sistemas citados anteriormente.

Se revisaron las historias clinicas de todos los pacientes con objeto d e
obtener c ualquier i nformacion c linica re levante; p atologia d e base, motivo del
ingreso h ospitalario en el cual se produce la infeccion por Acinetobacter spp.,
tiempo de ingreso hospitalario y servicio en el que ingresa, muestra clinica en la
que se aisla el microorganismo en estudio, tratamiento antimicrobiano recibido y

duracion del mismo.

Se recogieron asi mismo datos demograficos de los pacientes de los que

procedian las muestras.

» Extraccion de acidos nucleicos y calculo de 1a concentracion

de ADN.

Como puntod e partidap arat odosl os estudios m oleculares ques e
realizaron con posterioridad se extrajo el material genético de los 130 aislados
analizados. Este p rocedimiento sere alizbe nu n extractor a utomatico

NucliSENSeasyMAG (BioMerieux, Marcy L’Etoile, F rancia) q ue e mplea un
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sistema b asado en1at ecnologia d e extraccion c on s ilice magnética ( también

denominada tecnologia BOOM).

La extraccion de los acidos nucleicos de los aislados se llevo a cabo a partir
de 500 pl de una suspension bacteriana en suero salino, ajustada a turbidez 3 en
la e scala d e McFarland, que s e p repard partiendo d e un pase fre sco d e c ada
microorganismo en placas de agar sangre. En todas las muestras el volumen de

elucion fue 25pl.

Tras la extraccion de los &cidos nucleicos se determind la concentracion y
pureza del ADN enu n Nanodrop a 260 nm (Nanodrop Technologies,
Wilmington, D elaware, U SA). En todos l1os casos 10s valores de ADN fueron
superiores a 25 ng. Los calculos d el a c oncentracion de A DN s e re alizaron
teniendo en cuenta que 1.0 unidad de A,4pnm de ADN de doble cadena equivale a

una concentracion de 50 pg/ml.

> Técnicas de identificacidon

Todos los aislados de Acinetobacter seleccionados para el estudio se
identificaron u tilizando d iferentes sistemas d e 1 os que d ispone el s erviciod e
microbiologia d el H CSC. Inicialmente, y para su inclusion en e ste trabajo, se
utilizaron 1 as t écnicas d e 1 dentificacion ¢ onvencionales p ara, p osteriormente,

determinar la especie concreta mediante pruebas moleculares.

° Técnicas co nvencionales: bateriade  pruebas bi oquimicas de

1dentificacidon

La i dentificacion inicial del os m icroorganismos se re alizd de fo rma
rutinaria mediante técnicas de identificacion semiautomatizadas. Segun el origen
delasmuestrass eu tilizbunsistemau otrodel osd osque sed etallan a

continuacion.
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0 Sistema de i1dentificacion WIDER

La identificacion de microorganismos mediante esta técnica se realiza por
medio de  paneles comerciales de pruebas bi oquimicas. Ene lc asod e

Acinetobacter spp. se utilizan los paneles “MIC/ID Gram negativos Rev2”.

Elp rocedimientos ere aliza seginla si nstruccionesd el fa bricante
(Francisco Soria Melguizo, Espafia). Para ello se inocula una suspension de cada
microorganismo equivalente a 0.5 McFarland en cadauno delos pocillos del
panel. Posteriormente se incubaa 3 7°C d urante al menos 1 6 horas. En este
tiempo, d iferentes re acciones b ioquimicas tienen lugar e n c ada e nsayo lo que
produce alteracionese ne lp H. Esto generau n p erfil e specifico p ara ¢ ada

microorganismo que se identifica a continuacion mediante lectura automatica.

0 Sistema de 1dentificacion Vitek 2

La identificacién de microorganismos por el sistema Vitek 2 (BioMerieux,
Marcy L’Etoile, F rancia)s eb asae n lare alizacion d e d iferentes p ruebas

bioquimicas.

El p rocedimiento se llevaa cabo ap artir de una suspension b acteriana
equivalente a 0.5 McFacrland en s olucion s alina, c omo 1 ndica e I fabricante
(BioMerieux, M arcy L’Etoile, F rancia). P aral ai dentificaciond e
microorganismos d el g énero Acinetobacter spp. se e mplearont arjetasd e

identificacion de Gram negativos (GN).

° Técnicas de identificacion moleculares basadas en el ADN

0 Determinacion de la presencia de blaoxa-si-ike

La determinacion de la presencia del gen blagya-si-ike (intrinseco a la especie
A. baumannii) se llevé a cabo mediante PCR convencional empleando las parejas
de cebadores OXA-51U y OXA-51L y OXA-51A y OXA-51B descritos por Ruiz
et al y Coelho et al respectivamente (tabla 1 ) empleando | as ¢ ondiciones

recogidas por Culebras et al [129]. Como ADN molde se utiliz6 una c antidad
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variable de los extraidos dependiendo de las caracteristicas del microorganismo

analizado. Esta no fue en ningun caso inferior a 200 ng ni superior a 400 ng.

La posterior visualizacion de los productos resultantes de la PCR se realizo
mediante g eles de a garosa al 1 % incluyendo m arcadores de p eso molecular

Dominon mbl ladder 100pb como referencia.

0 Amplificacion y secuenciacion del gen rpoB

La amplificacion de la subunidad B de la ARN polimerasa se realizd
mediante P CR ensayando diferentes c oncentraciones de ADN (100ng, 200ng y
400ng) para cada uno de los aislados incluidos en el estudio. Se utilizaron los
cebadores Ac969F y Ac1598R descritos por La Scola et al (tabla 1) [130], asi
como s us m ismas condiciones d e a mplificacion, p eroi ntroduciendo u na

modificacion en la temperatura de anillamiento que se cambid de 48°C a 58°C.

Los amplificados sec argarone ng elesd ea garosaa 1 1% j untoc on
marcadores d e p eso molecular ¢ onocidos (Dominon mbl 1 adder 1 00pb) yse

visualizaron bajo luz UV.

Los productos de PCR se purificaron a continuacion utilizando el kit de Qiagen
PCR product purification (QIAGEN, Hilden, G ermany). Para la s ecuenciacion
del gen rpoB se utilizé 1a mezcla BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction mix
(Applied Biosystems, California) y los mismos c ebadores Ac969F y Ac1598R
empleados e n 1 a a mplificacion a una c oncentracion de 3.2 m M. Como ADN
molde se anadieron 250 ng del producto purificado de la PCR. La secuenciacion
se re alizd en un s ecuenciador A BI P RISM B IO s ystem a utomatico (P erkin-
Elmer). Las s ecuencias o btenidas s e analizaron ¢ on el p rograma i nformatico
Sequence Scannery se identificaron mediante ¢ omparacion con las s ecuencias
incluidase n lab ase ded atos de P ubMed empleando lah erramienta de

alineamiento de secuencias BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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° Técnicas de identificacidon moleculares basadas en el perfil protéico:

Espectrometria de masas MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption-
lonization Time Of Flight)

La espectrometria d e m asas M ALDI ( Matrix-Assisted Laser Desorption-
lonization, desercion/ionizacion m ediante 1 aser a sistida p or matriz) e su na
técnica que permite identificar distintos analitos en funcion de sus propiedades de
masa-carga. P ara ello, 1 os analitos c ocristalizados c on una matriz apropiada se
convierten en iones mediante la accidon de un laser. Esta fuente de ionizacion se
asocia a un analizador de tiempo de vuelo (TOF, Time-Of-Flight) en el que los
iones se separan en funcion de su relacidon masa-carga tras ser acelerados en un
campo eléctrico. Su aplicacion en la microbiologia clinica radica en la capacidad
de esta técnica para identificar microorganismos segun su espectro de proteinas
ribosomales m ediante ¢ omparacion ¢ on lo s e spectros incluidosensubasede

datos.

En nuestro e studio todas las muestras se prepararon por el método de
extraccion en etanol y agua (2:1) recomendado por el fabricante, previamente a la
determinacion del e spectro. P ara ello s e trabajé s iempre a p artir de ¢ olonia
aislada y crecida en medio de cultivo agar sangre tras 24 horas de incubacién a
37°C. Sin embargo, se introdujo una pequefia modificacion en este protocolo que
consistié en preparar una suspension inicial de bacterias en agua, equivalente a 3
unidades en la escala de McFarland, a 1a que posteriormente se afiadio el doble
de v olumend e e tanolal1 00%. A ¢ ontinuacidn, s e ¢ entrifugd a v elocidad
maxima (1 4000rpm) d urante 2 m inutosy s e u tilizo e 1 pellet originado p ara
continuar con el protocolo de extraccidon con acido formico al 70% y acetonitrilo

en proporcion 1:1.

Para | a d eterminacién final d el espectro s e utilizé 1 ul d el s obrenadante
obtenido en el ltimo paso delaextraccion que se cubrid con 1ul de matriz
(solucions aturadad e 4cido  a-ciano-4-hidroxi-cinnamico en5 0%

acetonitrilo/2,5% acido trifluoroacético).
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Tabla 1. Relacién de cebadores y condiciones empleadas para la amplificacion de los genes del estudio.

Materiales y

Gen Cebador Tamafio del amplicon T2 anillamiento Referencia
blaogxa-s1-tike U 5’-AACAAGCGCTATTTTTATTTCAG-3’ 641 pb 58°C
Ruiz et al, 2007 [131]
L 5>-CCCATCCCCAACCACTTTT-3’
A 5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’ 353 pb 58°C
Coelho et al, 2006 [132]
B 5’-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’
rpoB Ac969F 5°-TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAA-3’ ~800 pb 58°C
La Scola et al, 2006 [130]
Ac1598R 5’-GGBGCRTGCATYTTGTCRT-3"
blaoxa-ss A 5’-ATGAAATTATTAAAAATATTGAGTTTAGTTTGC-3’ 843 pb 58°C
Coelho et al, 2006 [132]
B 5’-TTATAAATAATGAAAAACACCCAACTTATC-3’
blaoya-23-tike A 5’-GATGTGTCATAGTATTCGTCG-3’ 1062 pb 52°C
Afzal-Shah et al, 2001 [133]
B 5’ -TCACAACAACTAAAAGCACTG-3’
blaoxa-24-tike A5’ -GTACTAATCAAAGTTGTGAA-3’ 1023 pb 52°C
Afzal-Shah et al, 2001 [133]
B 5’ -TTCCCCTAACATGAATTTGT-3’
blakpc F 5’-TGTCACTGTATCGCCGTC-3’ 1012 pb 58°C
Yigit et al 2005 [134]
R 5’-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3’
blayyp A 5’ -CTACCGCAGCAGAGTCTTTG-3’ 587 pb 52°C
Lee et al, 2008 [135]
B 5’-AACCAGTTTTGCCTTACCAT-3’
blayim A 5’-ATGGTGTTTCCTCGCATATC-3’ 510 pb 52°C
Lee et al, 2008 [135]
B 5’-TGGGCCATTCAGCCAGATC-3’
blanpm NDMI1 5’-CTCTGTCACATCGAAATCGC-3’ 884 pb 63°C
Kumarasamy et al, 2010 [136]
NDM?2 5’-CACCTCATGTTTGAATTCGCC-3’
blag;u F 5>-TACAAGGGATTCGGCATCG-3’ 570 pb 56°C

R 5’-ATATGGCCTGTTCCCATGTG-3’

Lee et al, 2005 [137]
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Las m edidas s e re alizaron e nu n e spectrometro d e m asas Microflex
instrument (B ruker Daltonik, B remen, G ermany) operando en m odo | inear
positivo yu tilizando e 1 software FlexControl 3 .0 parae la nélisisd el os
resultados. Todos los espectros se analizaron en el rango 1000-20000 m/z y para
cada muestra s e realizaron 240 disparos. Los criterios de interpretacion de 1os

resultados se especifican en la tabla 2.

Tabla 2. Interpretacion de los valores de score obtenidos en la identificacion de cada microorganismo
mediante MALDI-TOF MS (Bruker Daltonik, Bremen, Germany).

Valor de Score Significado

0.000-1.699 Identificacion no fiable
1.700-1.999 Identificacion probable en el género
2.000-2.299 Identificacioén de género segura, probable de especie

2.300-3.000 Identificacion con alta probabilidad en el género y especie

» Estudios de sensibilidad a antimicrobianos

° M¢étodo de dilucion en agar

Para determinar la sensibilidad de cada aislado a diferentes antimicrobianos
se realizaron ensayos de dilucion en agar segun el protocolo descrito por el CLSI

[138].

Se incluyeron en el estudio un total de 13 antimicrobianos pertenecientes a
los d iferentes g rupos t erapéuticos c on i nterés c linico en el t ratamiento d e 1 as
infeccionesp or  Acinetobacter  spp.  (antibioticos b  etalactamicos,
aminoglucosidos, tetraciclinas, glicilglicinas, quinolonas, inhibidores de la ARN
polimerasa y p olimixinas), a si c omo u n inhibidor d e b etalactamasasy d os
combinaciones d e a ntibidtico b etalactimico m as 1 nhibidor d e b etalactamasas.

Los antibi6ticos estudiados se detallan en la tabla 3.
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Tabla 3. Lista de antibidticos incluidos en el estudio

Antibiéticos

Imipenem Amikacina
Meropenem Gentamicina
Cefotaxima Minociclina
Ceftazidima Doxiciclina
Cefepime Tigeciclina
Sulbactam Levofloxacino

Ampicilina/Sulbactam Rifampicina

Piperazilina/Tazobactam Colistina

Para llevar a c abo e sta d eterminacion s e p repararon placas d e medio de
cultivo Mueller-Hinton agar con concentraciones crecientes de cada uno de los
antibioticos a ensayar (0,12 pg/ml, 0,25 pg/ml, 0,5 pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4
pg/ml, 8 pg/ml, 16 pg/ml, 32 pg/ml 64 pug/ml, 128 pg/ml, 256 pg/mly S 12
png/ml). El in6culo bacteriano se prepar6 a partir de una dilucion 1:10 de una
suspension de microorganismo de 0,5 de turbidez en la escala de M cFarland en
suero salino. Las placas se inocularon con ayuda de un replicador de Steers que
posibilita 1 a s iembra s imultanea d e hasta 36 m icroorganismos p or p laca. Este
sistema d eposita 1 pldecada uno delos microorganismos analizados 1 o que
permite conseguir un inoéculo final de aproximadamente 10* UFC. En todos los
ensayos se incluyeron placas sin antibiotico al principio y al final de cada serie.
Se incluyeron también como controles internos del ensayo tres cepas ATCC con
CMI c onocidas para c ada antibidtico a nalizado (E. coli ATCC 25922, E. coli
ATCC 35218 y P. aeruginosa 27853).

Pasadas 24 horas de incubacion a 37°C se realizé la lectura de la CMI. El
valor de la CMI corresponde a la m enor c oncentracion d e antimicrobiano que

inhibe completamente el crecimiento bacteriano.
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Paral a c lasificacion de 1l os a islados ¢ omo s ensibles o re sistentes a 1 os
distintos antibidticos se utilizaron los criterios del CLSI del afio 2010y los del

EUCAST 2013.

° M¢étodo de Epsilon-test

El Epsilon-test (AB Biodisk, Suecia) se empled para determinar la CMI de
los 130 aislados analizados a los cuatro carbapenemes disponibles en el mercado

(imipenem, meropenem, ertapenem y doripenem).

Se re alizd u na s uspension bacterianad e 0 ,5 unidadesenla escalad e
turbidez de M cFarland e n s uero s alino q ue s ¢ s embr6 fo rmando un c ésped
uniforme en placas de Mueller-Hinton agar. Posteriormente se coloco una tira de
celulosa que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a
15 diluciones (0.002-32 p g/ml) y s eincub6 c ada placa 1 8-24 horasa 3 7°C.
Transcurrido este tiempo se realizo la lectura de la CMI considerando la CMI el
punto de interseccion entre el extremo de inhibicion de la elipse y 1a tira de E-

test.

° Método de microdilucién en caldo

La determinaciond e la CMI al doripenem, imipenem y meropenem se

realizo por el método de dilucion en caldo descrito por el CLSI [138].

Para ello se prepararon 11 concentraciones crecientes de cada uno de los
antibidticos a ensayar y se dispensaron en placas microtiter de fondo en U (0,5
pg/ml, 1 pg/ml, 2 pg/ml, 4 pg/ml, 8 pg/ml, 16 pg/ml, 32 pg/ml 64 pg/mi, 128
pg/ml, 256 pg/mly 512 pg/ml). Las suspensiones bacterianas (0.5 McFarland)
preparadas en medio Mueller-Hinton caldo se afiadieron en proporcion 1:1 en las
filas correspondientes de la placa microtiter para conseguir una concentracion de
0.5x10® UFC/ml en cada pocillo. En cada determinacion se incluyé ademas un

control de crecimiento de cada aislado.

La lectura de la CMI se realiz¢ tras 18-24 horas de incubacién de las placas

a 37°C.
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El valor de 1a CMI se considero el correspondiente a la concentracion de
antibiotico del primer pocillo en el que el crecimiento bacteriano era claramente

menor que el del pocillo control.

» Pruebas fenotipicas para determinacion de carbapenemasas

° Test de Hodge

La determinacion fenotipica de carbapenemasas se realiz6 mediante el test
de Hodge modificado [139]. Para ello se inoculé una placa de Mueller-Hinton
agar con una suspension en suero salino de la cepa E. coli ATCC 25922 con una
turbidez e quivalente a 0,5 del a escala de M cFarland diluida al 1:10. A
continuacién se coloco un disco de imipenem (10 pg) en el centro de la placa y se
sembraron 4 aislados problema diferentes formando con cada una de ellos una
estria radial desde 2-3 mm del disco con imipenem hacia el borde de la placa.
Estas p lacas s e incubaron a 3 7°C durante 18-24 horas. Entre 1 os 130 aislad os
estudiados se incluyo una K. pneumoniae de la coleccion de HCSC portadora de

una metalobetalactamasa VIM como control positivo del ensayo.

Todos 1 os ensayos del te std e H odge s e realizaron a demads 1 ncluyendo
discos de imipenem suplementados con 10 ul de ZnSO,4 a una concentracion de
50 mM y discos de imipenem suplementados con 10 pul de EDTA 0,5 M [140]. El
procedimiento q ues el levoa ¢ abo enam bosc asos fuee 1d escrito con

anterioridad.

Posteriormente se re pitid e ste e studio utilizando una su spensiéond e M.
luteus en suero s alino ¢ on unat urbidez equivalentea 0,5 delae scalade
McFarland que se sembro directamente en placas de Mueller-Hinton. El resto del
protocolo fue similar al descrito anteriormente salvo los tiempos de incubacion

que, en este caso, fueron de 48 horas.
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° Test de sinergia de doble disco

El test de sinergia de d oble disco tiene p or o bjeto la deteccion de c epas

portadoras de metalobetalactamasas.

Este estudio se realizo en todas los aislados con resultado positivo para el
test de Hodge. Para ello se prepard una suspension bacteriana de 0.5 McFarland
en s uero s alino y, ac ontinuacidén, se s embro e n p lacas de a gar M cConkey
formando un césped homogéneo. En ¢ ada pl aca s e realizaron tres e nsayos
diferentes que i ncluian d iscos d e i mipenem 10 p gy de m eropenem 10 pg
separados una distancia de 10 mm de discos de celulosa cargados con ZnSO, 2
mM, EDTA 0.5 M y DPA 2 mM. Las placas se incubaron durante 18-24 horas a
37°Cy unav ez trascurrido e se t iempo s ere alizo 1 al ecturad e | as mismas
considerandose el test como positivo en todos los casos en los que se observd una
deformacion d el halo [141]. Ademas, s e e studi6 e 1 e fecto a islado de ¢ ada
compuesto repitiendo el mismo ensayo con los discos separados a una distancia

mayor para evitar la superposicion de los halos.

° Test de PBA

Lap resenciad e e nzimas de lac lase As e determind a nalizando e 1

comportamiento de los distintos aislados frente al acido fenilborénico [142].

Inicialmente s ep repar6u na suspension 0.5 McFarlandd ec ada
microorganismo en suero salino y se sembr6 en una placa de Mueller-Hinton. A
continuacion se p repararon discosd €1 mipenemy m eropenem 1 0 pg
suplementados c on 4 cido fenilboronico 40 p g/ul y se c olocaron en las p lacas
frente a discos de estos mismos antibidticos sin suplementar. La lectura se realizo
tras 18-24 horas incubacion a 37°C y se consideraron positivos todos los ensayos
que presentaron un halo de inhibicion con acido fenilboroénico 5mm mayor que

su respectivo control sin suplementar.
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° Deteccion de 1 a act ividad ¢ arbapenemasa mediante M ALDI-TOF

MS

La deteccion de l1a actividad c arbapenemasa por MALDI-TOF se llevé a
caboe n un espectrometro M icroflex (Bruker D altonik, B remen, G ermany)
determinando t odos |1 os pi cos presentes ene lra ngod e 100-1000 Da. Se
selecciond esta escala de m/z por incluir todos los valores esperados tanto para el
antibidtico como para los posibles aductos y productos de degradacion. Todos los
ensayos fueron repetidos un minimo de tres veces. La lectura se llevo a cabo en
modo a utomatico | o que a umentd la aleatoriedad d el muestreo. A demas, se
ejecutaron 4 80 d isparos para cada muestra, en vez de los 240 establecidos de
modo e stdndar. T odos e stos a justes se re alizaron c on o bjeto de m inimizar los

errores de lectura y aumentar la repetitividad de la prueba.

Todos los ensayos se calibraron de acuerdo a lo descrito por Sparbier et al
[122]. La calibracion se realizo previa a la determinacion de los espectros. Para
ello s e a justaron | os v alores de ¢ uatro ¢ ompuestos b ien 1 dentificados a s u
respectivo valor m/z conocido. Dos de estos picos corresponden a la matriz (alto
379.09 m/z y bajo 190.44 m/z) y otros dos a la bradiquinina 1-5 (572.76 m/z) y a
la bardiquinina 1-7 (756.85 m/z).

La matriz fue suministrada por Francisco Soria Melguizo y ambas
bradiquininas s e a dquirieron en S igma E spafa como 1 iofilizadosy s e
reconstituyeron e n a gua ¢ onservandose l as a licuotas a -20°C hasta su us o. El
calibrador se prepard mezclando las bradiquininas y ajustando cada una de ellas a
una c oncentracion d e 35 p M. El c ompuesto a si p reparado se conservd a4 °C
durante un mes. Transcurrido este tiempo el preparado pierde estabilidad 1o que
se traduce en la aparicion de una inflexidon proxima a los picos de interés y un
ensanchamiento de I os mismos. Esto se debe a 1a oxidacion d e las a rgininas
presentes e n e 1 c ompuesto p or acciéon d el agua. E1 empleo de una b ase débil

como solvente minimizaria este efecto.
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Antes de llevara c abol os e xperimentos q ue a nalizaban | a actividad
carbapenemasa de los distintos aislados fue necesario determinar las condiciones

optimas del ensayo y disefar un protocolo de trabajo facil y reproducible.

0 Seleccion de las condiciones Optimas del ensayo

La puesta a punto del ensayo de actividad carbapenemasa necesité de un
proceso previo de estandarizacion de las condiciones del estudio. E1 fin tltimo
fue seleccionar el solvente mas adecuado en el que se realizarian las mezclas, el
in6culo bacteriano con el que se desarrollarian los experimentos y el tiempo de
incubacion de los mismos. Ademas, fue preciso identificar los picos de interés en
los que se centraria el analisis p osterior. E stos picos deberian de ser faciles de
identificar, presentando una buena sefial sobre ruido, y buenos indicadores para
monitorizar | a a ctividad c arbapenemasa. L os p icos s eleccionados tendrian que
guardar relacion directa con el antibidtico utilizado, bien como antibiotico puro o

como alguno de sus aductos.

La s eleccion del s olvente p aso p or a nalizar e 1 c omportamiento d e los 3
compuestos utilizados por otros autores (Tris-HCI 20mM pH®6.8, citrato aménico
dibasico 10 mM pH 7.0 y NaCl 0.46%) solos y tras la adicion de SDS 0.01%
[122-124]. Otros trabajos han sefialado que el SDS puede aumentar la estabilidad
de los productos de degradacion facilitando su deteccion [143]. Posteriormente se
analiz6 in formaticamente e 1 p erfil d e p icos originado por c ada uno d e e llos

utilizando el software Flexanalysis proporcionado por la casa comercial.

Con objeto d e e stablecer | os p icos ¢ orrespondientes a I a ntibidtico se
ensayaron los tres solventes con y sin SDS 0.01% en presencia de imipenem a
diferentes concentraciones (0.25, 0.5, 1 y 5 mg/ml). Para ello se utilizd6 un
preparado comercial de im ipenem c on c ilastatina e n proporcion 1 :1 (T ienam,
500mg MSD). Una vez identificado, el pico correspondiente a la cilastatina se
utilizd para normalizar los espectros pues aparecia de forma constante en todos
ellos. L a e stabilidad d e 1 a m olécula d € i mipenem s e analiz6 tras 4 horas de

incubacion a 35°C.
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Los mismos experimentos se repitieron en presencia de distintos indculos
de los aislados A93 (cepa productora de la m etalobetalactamasa IM P-8), A 26
(portadord e una O XA-24-like)y Al (aislado sensible nop ortador de
betalactamasas). Para esto se prepararon suspensiones de 1 x 10 ° UFC/ml, 2.5 x
10° UFC/ml y 2.5 x 10" UFC/ml en los distintos solventes con y sin antibidtico.
Estas se c entrifugaron durante 2 m inutosa 14000t pm y se resuspendieron
posteriormente en 1/20 del volumen inicial, utilizando las mezclas de solvente-
antibidtico citadas. De este modo se determind el indculo més adecuado para los
ensayos posteriores. El andlisis de la disminucion de la intensidad de los picos se
monitorizé durante 4 horas, obteniéndose espectros a los 15 minutos, 30 minutos,
1 hora, 2 horas, 3 horas y 4 horas. La incubacion se realiz6 a 35°C con agitacion

constante.

Los p icos d el e spectro d e m asas ¢ orrespondientes a 1 ¢ nsayo d e ¢ ada
solvente aislado, al del mismo solvente mas antibidtico y éste ultimo en presencia
de los aislados control se analizaron paralelamente. Esto permitié determinar los
picos que aparecian y d esaparecian en c ada s ituacion y asignarlos asia cada

compuesto de la mezcla.

El e spectro d e m asas de todas 1as s ituaciones descritas a nteriormente se

determind mediante MALDI-TOF MS con las especificaciones mencionadas.

El procesamiento d e todos 1 os d atos o btenidos en 1os diferentes e nsayos

permitid establecer las siguientes condiciones de ensayo:
Solvente: NaCl 0.46% y/o Tris-HCI 20 mM pH 6,8
Inéculo bacteriano: 2.5 x10'° UFC/ml

Incubacién: 1h a 35°C con agitacion constante (500rpm)

0 Deteccion de | a actividad hi drolitica mediante es pectrometria d e

masas

La determinacion de la actividad carbapenemasa mediante MALDI-TOF se

llevo a cabo en los 130 aislados del estudio.
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Para el ensayo se prepar6 una suspension bacteriana de 3 McFacrland en 1
ml de NaCl 0.46% a partir de un pase fresco en medio de cultivo Mueller-Hinton
agar de cada una de los aislados. A continuacion se centrifugaron 250 pl de cada
suspension durante 2 minutos a 14000 rpm y se resuspendio el precipitado en 25
ul del mismo solvente con imipenem 1 mg/ml. Los tiempos establecidos para el
analisis fu eron t iempo c ero y transcurrida I horas d e i ncubaciona 35°C. Se
incluyeron ademas muestras sin microorganismo y sin imipenem como controles

del ensayo.

Para la determinacion del espectro de masas se centrifugaron 15 ul de cada
preparado durante 2 minutos a 14000rpm y se depositd 1 ul del sobrenadante en
la placa de lectura. Una vez 1a muestra se hubo secado se cubrié con 1 plde
matriz organica (solucion saturada de 4cido a-ciano-4-hidroxi-cinnamico en 50%

acetonitrilo/2,5% &cido trifluoroacético) y se realizo la lectura.

0 Deteccion de metalobetalactamasas mediante MALDI-TOF MS

Laa ctividad ¢ arbapenemasa sed etermin6 ent odosl osa islados
suplementando la solucién de incubacién con ZnSO,4 (2 mM concentracion final)
y/o un quelante divalente (DPA, 2 mM concentracion final) para c onfirmar la
presencia de metalobetalactamasas. L.as muestras se incubaron durante una hora
con agitacion (500rpm) en NaCl 0.46% con imipenem 1 mg/ml con o sin el ion
divalente y el compuesto quelante. El protocolo de preparacion de l1as muestras

fue el descrito en el apartado anterior.

La incubacién c on DPA inhibiria | a a ctividad m etalobetalactamasa, s in
embargo, la adicion de ZnSO, revertiria este efecto. En el caso de suplementar el
medio con DPA més ZnSQOy, la actividad de la enzima permaneceria intacta pues
el DPA quelaria los cationes Zn®" liberados por el ZnSO, y el centro activo de la

enzima no se veria afectado.
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» Estudios moleculares de enzimas implicadas en la resistencia a

carbapenémicos

° Secuenciacion de la enzima blaogxa-s1-ike

Para l a s ecuenciacion d e 1 a e nzima blagxa-si-ike S€ u tilizaron como A DN
molde 250 ng del producto de PCR purificado (Qiagen PCR product purification
-QIAGEN, Hilden, Germany) obtenido en el proceso de amplificacion descrito
en el apartado “Técnicas d e i dentificacion; D eterminacién de la p resencia de
blapxa-s1iike”. Lare accion d e s ecuencia s € 1l evo a ¢ abo utilizando la m ezcla
BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction mix (Applied Biosystems, California) y
los cebadores OXA-51U y OXA-51L (tabla 1) a una concentracion de 3.2 mM.
La s ecuenciacion s e re alizo e nu n's ecuenciador ABI P RISM B 10 syste m
automatico (P erkin-Elmer). El a ndlisis d e 1 as s ecuencias o btenidas se re alizo
mediante el programa informatico Sequence Scanner y se identificaron mediante
comparacion ¢ on | as s ecuencias i ncluidas enla base d e datos de P ubMed,
empleandol a herramienta dea Ilineamientod es ecuencias BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Blast.cgi). T odas 1 as s ecuencias s e i dentificaron

con una similitud igual o superior al 98% a la incluida en la base de datos.

° Amplificacion vy s ecuenciacion de car bapenemasas dela cl ase B:

OXA-23-like, OXA-24-like y OXA-58

La presencia delas enzimas O XA-23-like, OXA-24-like y OXA-58 se
determind mediante P CR ¢ onvencional en todos 1 os a islados 1 ncluidos e n el
estudio. Los cebadores utilizados y las condiciones de amplificacion se detallan
en la tabla 1. Como ADN molde se utilizaron 200-400 ng de ADN de cada una

de los aislados.

La v isualizacion d e 1 os productos de PC R se re alizdé m ediante geles d e
agarosa al 1% incluyendo marcadores de peso molecular (Dominon mbl ladder

100-2000pb) para estimar el tamafo de los amplificados.
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Por ultimo, ses ecuenciaron los productos de PCR de un numero
representativo de aislados positivos para cada una de las enzimas ensayadas con
el fin de confirmar 1 os re sultados o btenidos. La secuenciacion se llevo a cabo
utilizando los mismos cebadores empleados para la amplificacion a una
concentracion de 3.2 mM vy utilizando la mezcla BigDye Terminator v1.1 Ready
Reaction mix (Applied Biosystems, California). Como ADN molde se utiliz6é una
dilucion 1:50 del producto de PCR en agua. La secuenciacion se realizdé en un
secuenciador ABI PRISM BIO system automatico (Perkin-Elmer). La lectura de
las secuencias se llevo a cabo con el programa informético Sequence Scanner.
Estas se identificaron posteriormente empleando la herramienta de alineamiento
de s ecuencias Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) de P ubmed
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

J Amplificacion de carbapenemasas de la clase A: blakpc

El estudio de enzimas de la clase A tan solo se realiz6 en los aislados que
presentaron un perfil d e re sistencia a 1 os ¢ arbapenemes p ero no a mplificaron

ninguna de las otras carbapenemasas estudiadas.

Para la PCR se emplearon los cebadores y las condiciones que se detallan
en la tabla 1. Como ADN molde se utilizaron 200-400 ng de ADN de cada uno
de los aislados. Se incluyé ademas un control positivo de la coleccion HCSC (K.
pneumoniae HCSC493). La posterior visualizacion de los productos amplificados
sellevoa caboenungeldeagarosaal 1 % incluyendo un marcador de p eso

molecular conocido (Dominon mbl ladder 100-2000pb).

. Amplificaciéon y s ecuenciaciéon de m etalobetalactamasas: blayyp,

blam, blaNDM \Y blam

El e studio m olecular d € m etalobetalactamasas s e 1 levd a ¢ abo m ediante
PCR c onvencional e mpleando 1 os ¢ ebadores y ¢ ondiciones d e ensayo quese
recogenenla tabla 1. El ADN utilizado como molde fue el obtenido tras la

extraccion automatica de los acidos nucleicos en el sistema EasyMag.
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Como en los casos anteriores, la visualizacion de los amplificados se realizo
en geles de agarosa al 1% incluyendo un marcador de peso molecular conocido

(Dominon mbl ladder 100pb).

Todas las muestras con PCR positiva se secuenciaron utilizando la mezcla
BigDye Terminator v1.1 Ready Reaction mix (Applied Biosystems, California) y
los ¢ ebadores d escritos ¢ on a nterioridad a u na c oncentracion de 3 .2mM. E |
secuenciador q ue s e u tilizé p ara e ste e studio fue el ABI P RISM BI O s ystem
automatico (P erkin-Elmer). El p rocesamiento d e 1 as s ecuencias o btenidas s e
realizd ¢ on e 1 programa i nformatico S equence S canner y s u1i dentificacion
posterior s el levoa cabo e mpleando1 ah erramienta BLAST de Pu bMed

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

° Presencia v localizacion de la secuencia de insercion ISAbal ligada

al gen blaoxasi-like

La determinacion dela presencia de las ecuencia de i nsercion ISAbal
ligada al gen blagyasi.ike se 1levo a cabo mediante PCR con las condiciones y los

cebadores 23A y 51L resefiados en la tabla 1.

Los productos obtenidos en la PCR se analizaron bajo luz UV en geles de
agarosa al 1%. En todos los geles se incluyeron marcadores de peso molecular

conocido para estimar el tamafio de los fragmentos (Dominon mbl ladder 100pb).

Aligual queenlos casos anteriores 1 a s ecuenciacion s e realizd enun
secuenciador A BI PRISM B 10 s ystem a utomatico (P erkin-Elmer) conl os
mismos cebadores utilizados para la amplificacion a una concentracion de 3.2
mM. Los productos de PCR se purificaron previamente con el kit de Qiagen PCR
product purification siguiendo las instrucciones de fabricante. La secuenciacion y
el andlisis de las s ecuencias s e realizd con el programa i nformatico S equence
Scanner. El alineamiento posterior se 1levo a cabo utilizando mediante BLAST

de PubMed (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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» Estudios clonales

° Electroforesis en campo pulsado

La determinacion de perfiles clonales se realizo mediante electroforesis en
campo pulsado. E sta técnica p ermite s eparar fra gmentos de A DN d e e levado
peso molecular incluidos en un gel de a garosa mediante 1a a lternancia d e un
campo e léctrico e ntre diferentes p ares d e e lectrodos. E ste ¢ ampo e léctrico
provoca u na re orientacion c ontinua d e los fra gmentos d e A DN que migran a

través de la agarosa.

Inicialmente s € prepararon b loques d e a garosa q ue i ncluiane 1 A DN
bacteriano sin fragmentar. Para ello se partio de una suspension bacteriana de 10’
UFC/ml en tampon de resuspension (Tris 100 mM, EDTA 100 mM pH 8.0) que
se mezclo con un volumen de agarosa low melting al 2% (Low Melt A grose.
BioRad. Catalog 161-3112) en 1% SDS en TE (Tris 10 mM EDTA, 1 mM pH
7.5) en proporcion 1 :1. P osteriormente s € incubd a 55°C en tampon de lisis
(Tris50 mM, EDTA 50 mM pH 8, 1% sarcosil) con proteinasa K (0,1 mg/ml)
durante 16 horas con agitacion. A continuacion s e re alizaron 5 lavados de 30
minutos con TE y finalmente se incubd 30 minutos a 25°C en tampon con BSA
(100 pg/ml). Transcurrido este tiempo se incorporo la enzima Apal 15-(20 U de
enz/ 100 pl de buffer) durante 16 horasa 2 5°C. Finalmente, se c argaron | os
bloques enun gel de agarosa megabase al 1% (BioRad catalog) 161-3110 en
TBE 0,5X y se realiz6 la electroforesis en un CHEF-DR III (BioRad) bajo las

siguientes condiciones [144, 145] :
O 21 horas
0 Pulsos de 5 a 35 segundos en rampa lineal
0 Voltaje 6V/cm o 200V

La visualizacion de los geles se realizé bajo luz UV.
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El analisis informéatico de 1os perfiles clonales se realiz6 con el programa
FPQuest y los resultados se interpretaron segln los criterios descritos por Seifert

etal [145].

» Analisis estadistico de los datos

El a nalisis e stadistico s e u tilizo p ara d escribir | as principales v ariables
demogréficas i ncluidas e n e 1 e studio. El c dlculo de 1as m edidas d e t endencia
central, como la media, la moda o la mediana, sirvi6é para mostrar la distribucion
de los datos de edad y sexo de los pacientes, asi como el tipo de muestra recibida

y su procedencia.

Los valores predictivos, tanto p ositivo c omo n egativo, se c alcularon p ara
evaluar la eficacia real de la espectrometria de masas MALDI-TOF como técnica
de identificacion para Acinetobacter spp. Asimismo, se calcularon los valores de

sensibilidad y especificidad de esta prueba diagnostica.
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V. Resultados

» Aislados clinicos

° Caracteristicas de crecimiento

Todos los aislados incluidos en el estudio presentaron unas caracteristicas
similares d € ¢ recimiento tras 18 horas d e incubacion a 37°C. No obs tante, el
aspecto macroscopico d e | as d istintas c olonias v ari6 sustancialmente d e u nos
aislados a otros. Asi, la mayoria de las colonias presentaron un tamano de unos 2
mm de color blanquecino y c onsistencia mucosa. Esta gr an h omogeneidad s e
observo principalmente en los aislados de la especie A. baumannii. Sin embargo,
en otros casos las colonias mostraron un tamafio menor transcurrido el mismo
tiempo de incubacion y su consistencia era seca. Otra caracteristica destacable de
algunos aislados fue la presentacion de hemolisis al cultivarse en medio agar
sangre, como se refleja en la figura 11. Estas variaciones de comportamiento se
presentaron en su mayoria en aislados distintos de A. baumannii aunque no se

pudo asociar claramente un patrén de crecimiento a ninguna especie concreta.

Figura 11. Aspecto macroscopico de las colonias de A. baumannii (izquierda) y A. genomospecies
14BJ (derecha) donde se aprecian las propiedades hemoliticas de esta tltima.
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° Epidemiologia

0 Distribucién de pacientes segun edad y sexo.

Las 130 muestras incluidas en el estudio se aislaron de 110 pacientes. E1l
rango de edad fue de los 1 a los 96 anos aunque el mayor numero de aislados
correspondi6 a pacientes con una edad comprendida entre los 76 y los 85 afos. El
numero de muestras recibidas aumento con la edad de los pacientes hasta los 85
afos, descendiendo a continuacion en los pacientes mayores. La media de edad
fuede 59 anosy lamedianade 68. Tan s6lo una muestra d e | as a nalizadas
correspondi6 a un paciente pediatrico. Este se trataba de un varén de 1 afio que
presentaba una infeccidon de piel y partes blandas en tratamiento por el servicio

de dermatologia.

La distribucion de edades de los pacientes se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Distribucion de edades de los pacientes incluidos en el estudio.

En cuanto al sexo delos pacientes, el mayor p orcentaje d e aisladosd e
Acinetobacter spp. p rocedieron d e v arones (6 4.1%). El13 5.9% re stantes s ¢
aislaron de mujeres. La edad de los hombres varié de 1 a 88 afios encontrandose

lamayoriade ellos entre los 56 y l1os 85. El ntimero muestras procedentes de
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hombres a ument6 c on l a e dad hastalos 8 5 afios ytan s dlo s e re cogieron 6
aislados de varones mayores de esta edad. Las muestras procedentes de mujeres
correspondieron a pacientes de mayor edad presentando el 60% de ellas mas de
76 anos. Del 40% restante la mayoria de las muestras se obtuvieron de los rangos
de e dad c omprendidos entre los 31 ylos45afios (12.8%)ylos66yl os75
(12.8%) seguidodel de 56 a 65 afios (10.3%). Las pacientesde entre 46y 55
afios tan solo supusieron el 2.6% del total de las muestras recibidas. En el caso de

las mujeres el rango de edad oscilo entre los 38 y los 96 afos.

La figura 13 recoge los datos relativos a la edad de los pacientes en funcion

de su sexo.
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Figura 13. Distribucion de los pacientes del estudio segiin su edad y sexo (porcentaje de hombres y
mujeres en cada grupo de edad).

0 Distribucion de aislados por servicios

Los aislados estudiados se obtuvieron de pacientes ingresados en distintos
servicios d el hospital, asi como en aquellos que asistieron a la consulta de su

médico de atencidn primaria. La mayor parte provinieron de pacientes ingresados
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enl au nidad d e c uidados i ntensivos (2 7.7%)y ent raumatologia ( 14.6%).
También s e o btuvieron m uestras d e p acientes p ertenecientes a 1s erviciod e
medicina interna (12.3%), geriatria (6.9%), oncologia (3.8%), nefrologia (3.1%),
endocrinologia (3.1%), hematologia (2.3%), cirugia general (2.3%), neurologia

(1.5%), y cirugia vascular (1.5%).

La distribucion de aislados por servicio se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Distribucion de los aislados de Acinetobacter segtin el servicio de procedencia, incluyendo
el porcentaje de muestras recibidas de cada uno de ellos.

0 Distribucion de muestras

Los aislados de Acinetobacter spp. estudiados se obtuvieron a p artir de
diferentes muestras clinicas. L a mayoria d e € stas fu eron muestras re spiratorias
(n=48, 37%) que in cluian t anto b roncoaspirados, en el c aso d e p acientes c on
ventilacién mecanica, como esputos y lavados broncoalveolares. E126 % de los
aislados procedieron de muestras de piel o tejidos blandos, el 1 1% apartirde

heridas q uirtrgicas y e 1 8 % e n c atéteres vasculares. Tanso6loel6 % delos
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aislados se encontraron en orinas y el 5% en liquidos corporales estériles. E1 2 y
5% restantes pertenecieron a hemocultivos y otro tipo de muestras, como

exudado conjuntival, ufia o protesis.

La distribucion de las muestras recogidas se detalla en la figura 15.
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Figura 15. Porcentaje de muestras con aislados de Acinetobacter spp.

Posteriormente se analiz6 el tipo de muestra recibida segun el servicio de
procedencia. Asi, de las 36 muestras aisladas en la UCI el 61.1% correspondieron
a muestras re spiratorias y el25% a catéteres. O tras muestras d e e ste s ervicio
fueron hemocultivos, heridas quirargicas y liquidos corporales estériles. El
segundo s ervicio que a portd m ayor nimero de m uestras al e studio fue C OT
(n=19) siendoe ns um ayoriam uestrasd e h eridasre lacionadasc onl a
intervencion (63.2%) y distintos liquidos corporales (21.1%) tales como liquido
articular. De las 16 muestras recibidas del servicio de medicina interna el 50%
fueron esputos y otras muestras del tracto respiratorio y el 25% muestras de piel
y tejidos blandos. D el mismo modo que sucedi6 con las muestras de medicina
interna, l as 9 muestras a siladas de p acientes a c argo del s ervicio de g eriatria
fueron e n su m ayoria muestras d e piel y tejidos b landos (44.4%) y m uestras
respiratorias (22.2%). En el caso de atencion primaria estos aislados (n=9) fueron

igualmente recogidos de piel y tejidos blandos (44.4%) y de orina (33.3%).
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Figura 16. Relacion de servicios de los que se obtuvieron aislados de Acinetobacter Figura 17. Distintos tipos de muestras recibidas por servicios. Los valores estan
spp de sglosando e n c ada uno de e llos e 1tipo de m uestra de 1 que procedian 1 os expresados como porcentaje del total de las muestras de cada servicio.

mismos, expresado en valor absoluto.



Resultados

El 80% de las muestras d e o ncologia fu eron m uestras re spiratoriasy el 2 0%
restante s e aislaron d e piel y t ejidos blandos. O tros servicios d el os q ue se
recibieron muestras re spiratorias fu eron h ematologia, cirugia g eneral y

neurologia (66.7%, 33.3% y 50% respectivamente) (figuras 16 y 17).La relacion
de los servicios en los que se atendio a los distintos pacientes segun su edad se

recoge en la figura 18.
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Figura 18. Distribucion de los pacientes segun su grupo de edad incluyendo los distintos servicios en
los que fueron atendidos. Los valores aparecen expresados como porcentaje del total de los pacientes
de su grupo de edad.

Como puede observarse, los p acientes mayores de 85 afios fueronensu
mayoria atendidos por el servicio de COT (33.3%), el de geriatria (22.2%) o la
UCI (16.7%). Un porcentaje menor ingreso a cargo de medicina interna (11.1%)
y otros servicios como cirugia general (5.6%) o neurologia (5.6%). Los pacientes
de los 76 alos 85 afios se distribuyeron en un mayor nimero de servicios entre
los q ue c abe d estacar laU CI (17.9%), COT (1 4.3%), g eriatria (1 0.7%) o
medicina interna (10.7%) entre otros. El 28.6% de los pacientes de 66 a 75 afos
ingresaron en la UCI y el 14.3% en oncologia. Este grupo de pacientes también
fue atendido por los servicios de traumatologia (9.5%), endocrinologia (9.5%),
nefrologia, geriatria y medicina interna (4.8% cada uno de ellos), mientras que el

9.5% acudid a su médico de atencion primaria. Los pacientes de entre 56 y 65
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afios e stuvieron i ngresados e nl a U CI o e n m edicina i nterna p rincipalmente
(29.4% de los pacientes en ambos servicios). Por su parte, los de 46 a 55 afios
fueron en su mayoria atendidos en la UCI (36.4%). El resto de los pacientes de
estera ngod e e dadi ngresarona c argod el oss ervicios d e hematologia,
neurologia, endocrinologia, angiologia y cirugia vascular, o fueron vistos en las
consultas d e a tencidn p rimaria ( 9.1% p ara cadauno d e 1 os s ervicios c itados
anteriormente). Al igual que sucedi6 con el grupo de edad anterior, la mayoria de
lospacientesde 31 a 45 afios e stuvieron i ngresados en la U CI (55.6%). L os
pacientesd e 1 5a 30a fios s e re partieron p ori gual e ntre 1 os s ervicios d e
nefrologia, o ncologiay 1a UCI (3 3.3% cadauno de ellos). El inico p aciente
menor d e 15 a fios e stuvoa c argo de dermatologia, como s e c oment6 con

anterioridad.

0 Pacientes con mas de un aislado

La mayoria de 1 os p acientes aportaron una tinica muestra al e studio, sin
embargo, en 15 casos se recibié mas de un aislado por paciente, lo que supuso un
total de 36 muestras. Once de estos pacientes aportaron 2 muestras mientras que

de los cuatro restantes se recibieron 3 muestras en dos casos y 4 en los otros dos.

N° de aislados

4 - LCOR
3,5 - m Piel o tejidos blandos
37 m Herida quirurgica
25 1 ® Orina
21 m Respiratorias
131 ® Hemocultivos
0’; | m Cateter
0

2 i o6 gy > & & & 9 4,
%, %, %;;a;- o -?o‘;?& /35% a%o ’%of% /‘%‘%ﬁo},@ﬁ?
/%i‘* &% & 0,0, %, %, 0,

Figura 19. Distribucion de los 15 pacientes con mas de un aislado de Acinetobacter spp. La figura recoge
la edad de cada paciente asi como el servicio en el que fueron atendidos y el niimero de aislados que se
recogi6 de cada uno de ellos
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Tabla 4. Relacion de pacientes con mas de un aislado de Acinetobacter spp.

Resultados

Paciente Edad Sexo  Muestra/ID Servicio ;Z (I:z:]r?]iento Especie
1 66 H CVC (A14) URO 30/11/09 A. baumannii
CVC (A15) URO 19/11/09 A. berezinae
2 54 H CVC (A24) ucCI 17/11/08 A. baumannii
CVC (A26) UCI 13/11/08 A. baumannii
BAS (A30) UCI 30/10/08 A. baumannii
CVC (A34) ucl 27/10/08 A. baumannii
3 85 H EXU (A39) UCI 03/10/08 A. baumannii
BAS (A42) UCI 01/10/08 A. baumannii
4 91 M FIS (A40) COT 03/10/08 A. baumannii
LAR (A46) COoT 17/09/10 A. baumannii
5 81 M HQX (A54) COT 04/06/08 A. baumannii
HQX (A56) COoT 22/05/08 A. baumannii
6 61 H BAS (A58) MIN 30/05/08 A. baumannii
BAS (A60) MIN 22/05/08 A. baumannii
BAS (A62) MIN 14/05/08 A. baumannii
BAS (A65) NRL 08/04/08 A. baumannii
7 38 H EXU (A64) MIN 21/11/07 A. baumannii
ORI (A66) MIN 02/04/08 A. baumannii
8 81 M HQX (A68) COT 10/03/08 A. baumannii
HQX (A73) COT 28/12/07 A. baumannii
LAR (A75) COT 11/12/07 A. baumannii
9 H EXU (A84) MCR 12/03/10 A. calcoaceticus
EXU (A85) MCR 17/03/10 A. calcoaceticus
EXU (A87) MCR 12/03/10 A. baumannii
10 20 H ESP (A86) NFR 22/07/10 A. beijerinkii
ESP (A102) NFR 22/07/10 A. baumannii
11 70 M BAS (A97) UCI 23/06/10 A. baumannii
HM (A98) UCI 21/06/10 A. baumannii
12 77 M CVC (A103) UCI 26/07/10 A. baumannii
BAS (A104) ucClI 05/08/10 A. baumannii
13 64 H CVC (Al114) UCI 10/09/10 A. baumannii
CIN (A117) MIN 03/09/10 A. baumannii
14 41 H BAS (A118) ucCI 20/09/10 A. baumannii
BAS (A121) ucCI 30/09/10 A. baumannii
15 84 H HM (A126) GRT 28/10/10 A. baumannii
ORI (A129) GRT 29/10/10 A. baumannii
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Estos pacientes presentaron edades comprendidas entre los 20 y los 91 afios
y e stuvieron e n s u m ayoria i ngresados en la U CI (4 0%) o en traumatologia
(20%). E1 33.3% fueron m uestras re spiratorias re cibidas p rincipalmente de 1 a
UCI. También se recogieron muestras de catéteres (19.4%) en la UCI, liquidos
corporales estériles (13.9%) en la UCI, en traumatologia y en medicina interna,
heridas quirargicas (11.1%) en traumatologia y muestras de piel y partes blandas
(11.1%) t ambién e n t raumatologiay enla consulta de t oma de m uestras d el
servicio de microbiologia. Ademas, se obtuvieron dos muestras de orina (5.6%)
en pacientes de medicina interna y geriatria y otras dos de hemocultivos (5.6%)

en la UCI y geriatria. Figura 19 y tabla 4

Identificacion de los aislados clinicos

° Identificacion de 1 os a islados m ediante ga leriade pr uebas

bioquimicas

Todos 1 os aislados s eleccionados p ara e ste estudio s e identificaron c omo
miembros del c omplejo Acinetobacter calcoaceticus-Acinetobacter baumannii
mediante 1 os test rutinarios d isponibles e ne | s ervicio d e m icrobiologia del
HCSC. Estos sistemas no permiten diferenciar entre unas especies del género y
otras debido a su gran proximidad genética por 1o que, tras suinclusion en el

estudio, fue necesaria su identificacion mediante técnicas moleculares.

° Determinacion de la presencia de la enzima OXA-51-like

La PCR para detectar la presencia de la enzima OXA-51-like se llevo a
cabo en los 130 aislados del estudio. En 105 de ellos se obtuvo un producto de
353 pb cuando la reaccion se llevo a cabo con los cebadores OXA-51A y OXA-
51B. Cuando se utilizaron OXA-51U y OXA-51L el producto de PCR mostraba
una ba nda de 641 pb. Los 25 a islados re stantesn o presentaron ningun

amplificado tras la realizacion de ambas PCR (figura 20).
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2b 3b 4b 5b

700 —

300 —

Figura 20. Gel de agarosa al 1% que muestra los productos de PCR del gen blaoxa.si.iike. En €l primer
caso (muestras 1 a 5) se utilizo el par de cebadores OXA-51A/B mientras que en el segundo (muestras
1b a 5b) se emplearon los OXA-51U/L. Las muestras 1, 3 y 4 mostraron resultado positivo en ambas
PCRs al presentar una banda del tamafio adecuado (353pb y 64 1pb respectivamente) mientras que en
las muestras 2 y 5 no se observo producto de amplificacion en ninguno de los dos casos.

° Espectrometria d e masas M ALDI-TOF MS ( Matrix-Assisted Laser

Desorption-lonization Time Of Flight).

Los 1 30 aisladosde Acinetobacter spp. se identificaron mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF, previa extraccion segun el protocolo. Los
resultados de la comparacion de los patrones de picos del espectro obtenido para
cada microorganismo con el de referencia incluido en la base de datos (figura 21)
se expresaron como log(score) en una escala de valores que oscilan entre 0 y 3,

segun la fiabilidad de los resultados (tabla 5).

Tabla 5. Resultados de la identificacion por MALDI-TOF MS y de la amplificacion de la enzima OXA-
51-like de los 130 aislados incluidos en el estudio. Aparecen también los valores de score obtenidos para
cada determinacion por MALDI-TOF MS.

Identificacién NUmero de
MALDI-TOF MS aislados (n=130)

Valor de score OXA-51-like

A. baumannii 102 >2 Si
A. baumannii 2 >2 No
A. baumannii 3 1.8-1.99 Si
A. pitii 19 >2 No

A. pitii 1 1.95 No

A. baylyi 1 1.936 No

A. junii 1 2432 No

A. tjernbergiae 1 2.024 No
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Los resultados d el andlisis de cada e spectro mostraron un total de 107 A.
baumannii, 20 A. pitii, 1 A. junii, 1 A. baylyi y 1 A. tjernbergiae. De las 130
muestras ensayadas, 125 tuvieron un valor de score mayor o igual a 2.0, lo que
confirma s u 1 dentificacion de género y probable 1 dentificacion t ambién d e
especie. SOl o 5 a islados p resentaron u n valor menor de 2. 01 ndicando una
probable identificacion de género pero no de especie. Estos correspondieron a 3

A. baumannii, 1 A. pitii y 1 A. baylyi.

RV e B

I

©)

Figura 21. Comparacion de los e spectros de m asas de 1o0s aislados problema ( azul) c on 10s mas
similares de los incluidos en la base de datos. Se muestran en verde los picos coincidentes, en amarillo
los similares y en rojo los no coincidentes. (A) espectro del aislado A1 (A. baumannii) frente a otro de
A. baumannii, (B) espectro de A15 (A. berezinae) frente a uno de A. pitii y (C) espectro de A84 (A.
calcoaceticus) en comparacion con uno de A. pitii.
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° Amplificacidon y secuenciacion del gen rpoB

La amplificacion del gen rpoB se realizé en todas los aislados en los que la
identificacion por e spectrometria d e m asas resultdé diferente d e A. baumannii
(n=23), asi como en los aislados de A. baumannii (n=2) que no amplificaron el
gen de la OXA-51-like. Se incluyeron también como controles 7 aislados de A.
baumannii con resultado positivo para la OXA-51-like e identificados como tales
con score >2 mediante espectrometria de masas MALDI-TOF. Los resultados de

la PCR se muestran en la figura 22.

25 49 72 89 92 93 H,O

Figura 22. Visualizacion de los productos de 1a PCR del gen rpoB en gel de agarosa al 1%. Enla
imagen se muestran 10 aislados con resultado positivo.

La comparacion de las secuencias de los 32 aislados analizados con las de
la base de datos (BLAST-PubMed) permiti6 identificar todos con una homologia
mayor o igual al 98%. Estos fueron: 7 A. baumannii, 3 A. nosocomialis, 8 A. pitii,
7 A . berezinae/A. genomospecies 10, 3 A.calcoaceticus ,1 A. genomospecies
14BJ, 1 A. beijerinkii 1 A. soli, y 1 A.junii.

° Comparacion de los resultados obtenidos por las distintas técnicas de

identificacion

El empleo de pruebas de identificacion bioquimicas permitid caracterizar
los 130 aislados tan solo a nivel de género porlo que s e re alizaron d istintas

pruebas m oleculares para e stablecerl as e species ¢ oncretas q ue s e h abian
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obtenido de las distintas muestras. Las 3 técnicas moleculares que se utilizaron

mostraron algunos resultados discrepantes, tal y como se recoge en la tabla 6.

De los 32 aislados con secuencia del gen rpoB (técnica de referencia), 25 se
identificaron como no-A. baumannii. Ninguno de estos 25 aislad os fue positivo
para la amplificacion del gen blagya.siiike (gen que se considera intrinseco en esta
especie b acteriana) p orl o q uel osre sultados d e a mbast écnicas p ueden
considerarse coincidentes. Sin embargo, y tal y como aparece en la tabla, dos de
estos aislados se identificaron como A. baumannii por MALDI-TOF MS (scores
2.017 y 2.273). Estos 2 aislados erroneamente identificados correspondieron a 2
A. nosocomialis por secuenciacion. Teniendo en cuenta el conjunto de estos
resultados, la e spectrometria d e m asas p ermitio i dentificar ¢ orrectamente e 1

98.2% de los A. baumannii.

Tabla 6. Comparacion de los tres métodos de identificacion e mpleados en el estudio. R esultado de la
identificacion por espectrometria de masas, indicando el score obtenido, de la amplificacion de la enzima
OXA-51-like y de la secuenciacion del gen rpoB.

MALDI-TOF MS score OXA-51 Secuenciacion rpoB (n=32)

A. baumannii (n=7) >2 Si A. baumannii (n=7)
A. baumannii (n=2) >2 No A. nosocomialis (n=2)
A. pitii (n=19) >2 No A. pitii (n=8)

A. berezinae/ A. genomospecies 10 (n=7)
A. calcoaceticus (n=3)
A. genomospecies 14BJ (n=1)

A. pitii (n=1) 1.95 No A. nosocomialis (n=1)
A. tjernbergiae (n=1) 2.024 No A. beijerinkii (n=1)
A. baylyi (n=1) 1.936 No A. soli (n=1)

A. junii (n=1) 2432  No A. junii (n=1)

Los otros2 3 a islados quen o amplificaron la O XA-51-like fueron
identificados como especies distintas de A. baumannii por espectrometria d e
masas (20 A. pitii, 1 A. baylyi, 1 A. junii, 1 A. tjernbergiae) aunque en la mayoria

de los casos estas especies no coincidieron con las obtenidas por secuenciacion.
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La e specie d e no-A. baumannii que s e identifico mayor nimero de v eces p or
MALDI-TOF fu e A. pitii (19 v eces) pero esto solo s e ¢ onfirm6 m ediante
secuenciacion en ¢l 42.1% de los casos. A demas de 1os anteriores, el aislado
A109 s e identifico como A. junii por ambas técnicas. En e ste tltimo caso, el

valor de score obtenido en la lectura por MALDI-TOF MS fue superior a 2.4.

Delos 32 aislados que se estudiaron tanto por espectrometria d e m asas
como por secuenciacion del gen rpoB el 51.6% fue identificado c orrectamente
por MALDI-TOF, considerando la secuenciacion como la técnica de referencia.
Si atendemos solo alos identificados como A. baumannii, este valor asciende
hasta el 77.8%. Comparando con la secuenciacion, la espectrometria d e masas
presentaria una sensibilidad d el 100% y una especificidad del 91.7% p ara la
identificacion de A. baumannii. En cuanto a los valores predictivos positivos y
negativos serian el 77.8% y el 100% respectivamente. No obstante, hay que tener
en cuenta el escaso nimero de aislados de A. baumannii (n=7) analizados por los
dos métodos. S1 comparamos entonces 1 os resultados de 1a amplificacion de la
enzima O XA-51-like con los de MALDI-TOF los valores predictivos positivo y
negativo anteriores se modifican siendo del 97.7% y del 100% respectivamente.
El v alor e stadistico d e e stos datos e s mayor que el delacomparaciondela
espectrometria d e masas con l a s ecuenciacion al i ncluir un mayor numero de

aislados (n=109).

. Aislados distintos de A. baumannii

Las distintas pruebas de identificacion revelaron la presencia de 25 aislados
pertenecientes a una especie de Acinetobacter distinta de A. baumannii. Estos se
aislaron principalmente de muestras de piel y tejidos blandos (n=11) asi como de
muestras d el t racto re spiratorio s uperior (n =6) y o rinas (n=4). Ademas, e stos
microorganismos e stuvieron p resentes t ambién e n m uestras d e catéter (n=1),
herida quirargica (n=1), p rotesis (n=1)y ufa (n=1). No s e o bservdo ninguna
asociacion entre la especie identificada y el tipo de muestra del que se aislo el
microorganismo. De este modo, A. pitii (n=8) y A. berezinae/ A. genomospecies

10 (n=7), que fueron las especies aisladas con mayor frecuencia, se obtuvieron de
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muestras de piel y tejidos blandos (n=3), orina (n=3), esputo (n=1 ) y ufia (n=1)
la primera y de esputo (n=3), catéter (n=1), e xudado (n=1), herida quirtrgica
(n=1) y orina (n=1) la segunda.

Ocho de 1os pacientes ¢ on aislados distintos de A. baumannii estuvieron
ingresados en el h ospital en 1os servicios d e cirugia g eneral (n=2), o ncologia
(n=2), angiologiay c irugia v ascular (n=1), urologia (n=1), m edicina i nterna
(n=1) y nefrologia (n=1) mientras que los 16 restantes acudieron a su centro de

atencion primaria (n=7) o a las consultas externas del hospital (n=9).

» Pruebas de sensibilidad a diferentes antimicrobianos

) M¢étodo de dilucion en agar

Los re sultadosd el asp ruebas d e s ensibilidad fre ntea 1 os d istintos
antimicrobianos realizadas mediante el método de dilucion en agar se detallan en

la tabla 7.

Los puntosd ec orteu tilizadosp arae le studio correspondena 1 os
aconsejadosporel CLSIenelafio?2 010 p aratodos I os a ntimicrobianos, a
excepcion de rifampicina, sulbactam y tigeciclina. Al no especificarse en el CLSI
los valores para estos tres antimicrobianos se adoptaron 1os aconsejados por la
CA-SFM en el caso de los dos primeros [146]. Sin embargo, ninguna de las guias
(CLSI, EUCAST, CA-SFM) define el punto de corte para la tigeciclina por lo se
utilizo el valor de <2 para los aislados sensibles y >8 para los resistentes, como

recogen los estudios mas recientes [147].

Las tetraciclinas y la tigeciclina, junto con lac olistina fueron los
antimicrobianos que menores CMlIs, y CMlIy, mostraron de entre todos los grupos
testados. L as p rimeras p resentaron e I m ayor n umero d e a islados s ensibles
oscilando e ntre el 93.9% p ara la minociclinay €19 9.2% parala tigeciclina,
mientras q ue e 1 p orcentaje d e s ensibles a 1a c olistina fu e | igeramente m enor

(90.8%).
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Tabla 7. Valores de CMI obtenidos, incluyendo CMlIsy y CMlg, para los 130 aislados incluidos en el
estudio. Porcentaje de aislados sensibles, con sensibilidad intermedia y resistentes a todos los antibidticos

ensayados.
Antibiético CMlso CMlso Rango CMI %S %I %R
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

IPM 32 512 0.25->512 39.7 0.8 59.5
MEM 4 256 <0.12-512 59.5 2.3 38.2
CTX 256 512 <0.12->512 24.0 3.9 72.1
CAZ 64 >512 0.5->512 32.6 3.9 63.6
FEP 32 256 0.5->512 35.7 124 519
SUB 4 32 0.25-128 512 271 21.7
SAM 16 64 1-512 41.1 11.6 473
TZP 64 512 4->512 374 229 397
AMK 8 256 0.12-512 66.7 1.6 31.8
GEN 512 >512 0.12->512 31.8 10.1 58.1
MIN 0.25 4 <0.12-32 93.9 3.1 3.1

DOX 1 4 <0.12-64 97.7 2.3 0
TIG 1 2 <0.12-8 99.2 0 0.8
LVX 8 32 <0.12-64 31.8 9.3 58.9
RIF 4 16 1-512 79.8 14.0 6.2
COL 1 2 0.5-32 90.8 0 9.2

De todos los betalactamicos ensayados los que mostraron menor actividad

fueron | as cefalosporinas de 2* generacion, seguidas de lasde 3* y 4° Las

combinaciones d e betalactamicos c on inhibidores de betalactamasas o btuvieron

valores de CMlIs, y CM Iy, similares a 1os de las cefalosporinas mientras que el

sulbactam solo resultd ser més activo que su combinacidén con ampicilina. De los

dos ¢ arbapenemes, e 1 q ue m ostr6 m ayor numero d e aislados s ensibles fue el

meropenem, s in € mbargo, a mbos a ntibidticos o btuvieron valores d e C Mls, y

CMly, elevados. Los aminoglucdsidos m ostraronu naa ctividad re ducida,

especialmente la gentamicina. La rifampicina presentd un valor de CMlIs, igual al

punto de corte, sin embargo la CMIy, fue superior a éste. A pesar de este dato, el

79.8% de los aislados resultaron sensibles a este antibidtico.

71



Resultados

Las tablas 8 y 9 incluyen | os resultados d e 1 as p ruebas d e s ensibilidad
antibiotica re alizadas p or e I m étodo de diluciéon e n a gar diferenciando e ntre

aislados de A. baumannii (tabla 8) y otras especies del género (tabla 9).

Enelcasodelas e species d istintas de A. baumannii el p orcentajed e
aislados sensibles fue mayor que el de A. baumannii, oscilando entre el 60 y el
100% para todos los antibidticos ensayados. Solo la resistencia a colistina resultd
mayor en este grupo. El resto de los antibidticos siguieron la misma distribucioén

que el conjunto de los 130 aislados ensayados.

Tabla 8. Valores de CMIs, y CMly, obtenidos para los 105 aislados de A. baumannii incluidos en el
estudio y porcentajes de sensibilidad y resistencia a los distintos antimicrobianos.

Antibittico CMlso CMleo Range CM| %S %I %R
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
IPM 64 512 0.12-512 28 09 708
MEM 8 256 <0.12-512 519 19 462
CTX 256 >512 1->512 15.4 0 84.6
CAZ 128 >512 0.5->512 192 48 760
FEP 64 256 1->512 231 135 635
SUB 8 32 0.25-128 59.6 0 40.4
SAM 3 128 2512 288 144 567
TZP 64 512 4-512 264 245 491
AMK 16 256 0.5-512 596 1.0 394
GEN 512 512 0.5->512 173 115 712
MIN 0.25 4 >0.12-32 925 38 38
DOX 2 4 >0.12-64 97.2 0 2.8
TIG 2 2 >0.12-8 99.0 0 0.1
LVX 8 32 >0.12-64 183 106 712
RIF 4 16 1-512 750 173 17
coL 1 2 0.5-32 952 00 48
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Tabla 9. Resultados de CMI obtenidos para los aislados distintos de A. baumannii. La tabla muestra los
valores de CMlIsy y CMlIy asi como los porcentajes de aislados sensibles, con sensibilidad intermedia y
resistentes.

Antibiético CMlso CMlso Rango CMI %S %I %R
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
IPM 1 D) 0.25-256 88 0 12
MEM 0.5 4 <0.12-256 92 4 4
CTX 8 32 4-256 60 20 20
CAZ 4 128 2512 88 0 12
FEP 4 16 0.5-256 88 8 4
SUB 1 2 0.25-8 100 0 0
SAM 4 32 1-32 92 0 2
TZP 16 32 4-64 84 16 0
AMK 1 4 0.12-32 96 4 0
GEN 0.5 4 0.12->512 92 4 4
MIN 0.1 0.5 <0.12-1 100 0 0
DOX 0.1 0.25 <0.12-0.5 100 0 0
TIG 0.12 0.25 <0.12-1 100 0 0
LVX 0.12 4 <0.12-16 88 4 8
RIF 4 4 1-4 100 0 0
CoL 2 8 1-8 72 0 28

Atendiendo a los carbapenemes el meropenem presentd mayor nimero de
aislados susceptibles que el imipenem en ambos conjuntos aunque la CMIy, sélo
estuvo por debajo del punto de corte en los aislados distintos de A. baumannii.
Enelgrupo delas cefalosporinas s e o bservo u na re sistencia c reciente s egun
fueran de 4%, 3% 0 2? generacion. No obstante, el p orcentaje de aislados de A.
baumannii sensibles a estos antimicrobianos no alcanzé el 25% ni siquiera en el
caso del cefepime que fue la cefalosporina mas activa. El grupo de los no-A.
baumannii present6 un 88% de aislados sensibles frente a este antibiotico. En
ambos conjuntos la sensibilidad a la piperacilina-tazobactam fue menor que a la
ampicilina-sulbactam. A su v ez, e ste a ntibidtico, re sultd m enos a ctivo que el
sulbactam s 6lo. L a principal diferencia de sensibilidad entre 1as especies de A.

baumannii y no A. baumannii apareci6 en el grupo de los aminoglucésidos y el
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de las quinolonas donde un porcentaje muy reducido de aislados de A. baumannii

(31.8%) resulto sensible a estos antibidticos.

Todas las especies presentaron una gran sensibilidad a las tetraciclinas y a
la tigeciclina siendo el 100% de los no-A. baumannii sensibles a las mismas. En
cuanto a los A. baumannii la tigeciclina se mostré mas activa que la minociclina
y la doxiciclina. La rifampicina mostré también buen perfil de actividad frente a
ambos grupos. El1 100% de los aislados de no-A. baumannii resultaron sensibles.
En el caso de A. baumannii este porcentaje fue algo menor (75%) pero la CMls,

se mantuvo por debajo del punto de corte.

En las fi guras 23y 24 se m uestralare lacion de a islados s ensibles y
resistentes de A. baumannii y otras especies del género a los distintos

antimicrobianos.
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Figura 23. Porcentaje de aislados sensibles a los antimicrobianos ensayados por la técnica de dilucion
en cal do. En lafigura seincluyenlos v alores para A. baumannii y1as e species distintas de A.
baumannii, asi como el porcentaje total de aislados sensibles.
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Figura 24. Porcentaje de aislados de A. baumannii y no-A. baumannii resistentes a 10os antibioticos
ensayados segun la técnica de dilucion en caldo. E1 grafico muestra también el p orcentaje total de
aislados resistentes independientemente del género.

° Método de Epsilon-test

Los resultados de sensibilidad obtenidos mediante el método del E psilon-

test se muestran en la tabla 10.

Los puntos d e c orte para elimipenemy el m eropenem utilizadosenel
estudio corresponden a los aconsejados por el CLSIen el afo 2010 [148]. En
cuanto al doripenem se siguieron los criterios del EUCAST 2013 al no aparecer
recogidos en el CLSI. Para el ertapenem se establecieron unicamente los valores
de CMlIs, y CMly, al no recogerse puntos de corte para Acinetobacter spp. en

ninguna de las guias.

La CMIsy y CMlIyg resulté mayor de 32 pg/ml para los cuatro carbapenemes
ensayados, siendo el porcentaje de aislados sensibles de orden similar en todos

los casos (42.0% para el imipenem y 41.2% doripenem y meropenem).
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Tabla 10. Estudio de sensibilidad a los carbapenemes (imipenem, meropenem, doripenem y ertapenem)
mediante E-test.

Antibiotico CMISO(ug/ml) CMlgo(pg/ml) Rang()(pg/ml) %S %l %R

Imipenem >32 >32 0.094->32 42 0 58
Meropenem >32 >32 0.094->32 41.2 0.8 58
Doripenem >32 >32 0.064->32 412 39 549
Ertapenem >32 >32 0.5->32 - - -
o M¢étodo de dilucidén en caldo

En la tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para el estudio de
sensibilidad a 1 os ¢ arbapenemes (i mipenem, m eropenem y doripenem) p or e |

método de dilucion en caldo.

Los puntosd ec orteu tilizadosp arae e studio correspondena 1 os
aconsejados por el CLSI en el afio 2010 [148] para el imipenem y el meropenem

y para el doripenem los recogidos en el EUCAST 2013.

Tabla 11. Estudio de la CMI a los carbapenemes (imipenem, meropenem y doripenem) por la técnica de
dilucién en caldo.

Antibidtico CM|5o(ug/m1) CMlgo(pg/ml) Rango(pg/ml) %S %1 %R

Imipenem 64 512 <0.5-512  39.7 0.8 595
Meropenem 8 256 <0.5-256  42.0 19.8 38.2
Doripenem 16 512 <0.5-512 344 6.1 595

El 1 mipenem fu e e 1 a ntibidtico q ue m ayor C Mls, mostr6 seguido d el
doripenem. E ste v alor s 6lo fu e i nferiora 1 p unto dec ortee ne lc asod el
meropenem. Sin embargo, la CMlIy, superd los 256 ug/ml en los tres casos. El
mayor porcentaje de aislados sensibles se obtuvo con el meropenem (42%) y el

menor con el imipenem (34.4%).
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° Comparacion de las técnicas de determinacion de sensibilidad a los

carbapenemes: dilucion en agar, Epsilon-test v dilucion en caldo.

La sensibilidad a los carbapenemes se determind mediante las técnicas de
dilucién en agar, dilucion en caldo y E-test y posteriormente se compararon los

resultados obtenidos por los tres métodos.

Los porcentajes de sensibilidad obtenidos para el imipenem fueron
similares en todos los casos. Las técnicas de dilucion, tanto en caldo como en
agar, c lasificaronu n4 0% d el os a islados c omo s ensibles. E ste v alors e

incrementd un 2% al utilizar la técnica de E-test (figura 25).
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Figura 25. Comparacion de los valores de sensibilidad obtenidos para el imipenem segln la técnica
empleada, dilucion en agar, dilucion en calo y E-test.

Las m ayores d iscrepancias e ntre los d istintos métodos aparecieron a 1
analizar el meropenem, encontrandose las diferencias mas i mportantes entre la
técnica de dilucion en agar y las tiras de E-test. Asi, frente al 38.2% de aislados
resistentes por la técnica de dilucion se obtuvo un 58% cuando se empelaron las

tiras de E-test.

El e studio comparativo de las d os técnicas d e dilucién (m icrodilucion y
dilucion e n a gar) re veld 1 déntico p orcentaje d e m icroorganismos re sistentes
(38.2%). Sin embargo, la distribucion de Acinetobacter no-resistentes vari6 entre

una técnica y otra, encontrandose un 60% de aislados sensibles cuando el método
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empleado fue el de dilucidn en agar frente a un 42% cuando el andlisis se realizo
mediante dilucion en caldo. En este Gltimo caso, el 20% restante correspondi6 a

asilados con sensibilidad intermedia (figura 26).
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Figura 26. Estudio de sensibilidad al meropenem mediante las técnicas de dilucion en agar, dilucion
en caldo y E-test.
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Figura 27. Comparacion de los valores de sensibilidad obtenidos para el doripenem por las técnicas de
dilucién en caldo y E-test.

El doripenem no se estudid por la técnica de dilucion en agar al ser tan solo
la t écnica d e d ilucion e n c aldo la re comendada por 1as guias. L os re sultados
obtenidos para el doripenem por las técnicas de dilucién en caldo y E-test fueron

de orden similar. Solo el 8.4% de los aislados se clasificaron de forma diferente
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seginl at écnica. A si,1 a técnicad e d ilucion e nc aldo1 os i dentifico ¢ on
sensibilidad 1 ntermedia m ientras q ue 1 ad e E -test d ividio e ste p orcentaje € n

sensibles (4.6%) y resistentes (3.8%) (figura 27).

Por ultimo, el ertapenem se estudid mediante tiras de E-test. Sin embargo,
no se realizaron estudios comparativos al tratarse de un antibiotico no eficaz para
el tratamiento d ¢ Acinetobacter spp. Tans 6lo un6. 1% del osa islados
presentaron una CMI < 1 pg/ml, que esel punto de corte para el d oripenem
sugeridop ore | EU CAST 2 013. Tantola CMIsy como la CMlIy, resultaron
mayores de 32 pg/ml.

» Pruebas fenotipicas para determinacion de carbapenemasas

° Test de Hodge modificado

El test de H odge modificado permitio identificar d e forma p reliminar 1 os
aislados p ortadores d e c arbapenemasas. Ochenta y nueve aislados de los 1 30
analizados resultaron positivos p ara e sta prueba al presentar c recimiento de la
cepa s ensible ( E. coli o M. luteus) proximo al d isco d e a ntibidtico. Este
fenomenos e produce graciasa | ai nactivaciond eli mipenemp orl as

carbapenemasas presentes en determinadas cepas.

Figura 28. Test de Hodge para 4 aislados de Acinetobacter spp. En la figura se aprecia con claridad la
distinta intensidad de la respuesta enzimatica segtn se realice el ensayo con E. coli (A) o con M. luteus
(B) como cepa sensible. Los aislados A79 y A80 presentan un resultado positivo en los dos ensayos
mientras que A81 y A82 son negativos en ambos casos.
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El resultado del test con E. coli fue mas o menos claro segun la actividad
hidrolitica de 1a enzima presente en cada aislado. Sin embargo, este efecto fue
mas m arcado ¢ uandos ere alizoe | testc on M. luteus alp resentar u na
invaginacion m as p ronunciada (figura 2 8). La re alizacion de e ste e nsayo en
paralelo con el del E. coli permiti6 e stablecer 1 os re sultados de lapruebade

forma inequivoca.

° Test de sinergia de doble disco

De los 89 aislados analizados, tan sélo 2 (A93 y A107) resultaron positivos
para esta prueba lo que sugiere la presencia de alguna enzima de la familia de las

metalobetalactamasas.

El ensayo se considerd positivo en aquellos casos en los que se observé una
deformacion d el h alo d e i nhibicién originado por e | a ntibidtico (i mipenem y
meropenem) t anto € n p resencia d e ZnSO, (achatamiento del h alo) comode

EDTA y DPA (aumento del tamafio del halo) (figura 29).

Figura 29. Test de sinergia de doble disco en medio agar McConkey. (A) El aislado A93 presenta un
test positivo al originarse un ensanchamiento del halo del imipenem por accion del Zn*". (B) Los halos
de inhibicion observados en el caso del aislado A 102 no presentan ningln tipo de deformacion en
presencia del Zn*" o del EDTA por lo que el resultado se considera negativo.

Ademas, s e re alizd e ste m ismo e nsayo analizando e 1 e fecto d e c ada
compuesto p or separado. A si, se o bservdo que en los dos casos positivos | a
suplementacion de los discos de antibidtico con ZnSO, potenciaba la actividad
enzimatica. E sto o riginaba un halo d e m enor t amafio m ientras q ue 1 a a ccién

quelante del EDTA y el DPA inhibia la enzima generando un halo mayor que el
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del antibiotico solo. Este ultimo ensayo revelo la presencia de colonias aisladas
dentro de los halos de inhibicion lo que sugiere la presencia de un fendmeno de

heterorresistencia.

» Clasificacion de los aislados

Los distintos aislados incluidos en el estudio se clasificaron segtin distintos
criterios: perfil de resistencia a los antimicrobianos (antibiotipia), secuencia de la
enzima OXA-51-like, presencia de carbapenemasas de la clase B y D o perfil de

bandas en la electroforesis de campo pulsado.

o Antibiotipia
Los 130 aislados de Acinetobacter se agruparon inicialmente atendiendo a
los v alores d e CMI obtenidos p ara los d iferentes a ntimicrobianos t estados,

prestando especial atencion a los carbapenemes. Asi, pudieron establecerse los 8

grupos diferentes que se detallan a continuacion (tabla 12).

0 Grupo I (A)

Comprende 10 aislados de A. baumannii resistentes a i mipenem y c on
sensibilidad intermedia a meropenem. Todos fueron resistentes a cefalosporinas,
aunque los valores de CMI variaron segun la generacion de las mismas, siendo
proximos al punto de corte en las cefalosporinas de 3* generacioén. D el mismo
modo, t odos losa islados presentaron una sensibilidadi ntermediaa la
combinacidn de piperacilina con tazobactam. Sin e mbargo, re sultaron s ensibles
tanto frente a la asociacion de ampicilina con sulbactam como al sulbactam solo.
Las quinolonas mostraron una CMI superior al punto de corte, pero nol as
tetraciclinas, la tigeciclina ni la colistina, que resultaron activos frente a todos los
aislados. En cuanto a la rifampicina, tan s6lo dos aislados presentaron una CMI
por debajo del punto de corte (A113 y A119). La mayoria de los aislados fueron
sensibles a la amikacina y presentaron una sensibilidad intermedia a la

gentamicina. Dentro de e ste g rupo I hay q ue d estacar e | a islado A119 p or
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presentar u na C MI a normalmente elevada a | os a minoglucésidos ( AMK=256
ug/ml y GEN >512 pg/ml) muy por encima de lo obtenido para el resto de los

aislados del grupo.

0 Grupo II (B.1)

Este grupo esta formado por 10 aislados de A. baumannii con alto nivel de
resistencia tanto al imipenem como al meropenem. Los valores de CMI para las
cefalosporinas v ariaron s egun la g eneracion del a ntibiotico. Asi, todos 1 os
aislados re sultaron re sistentes a | a ¢ efotaxima, m ientras q ue algunos f ueron
sensibles a la ceftazidima (A67, A71 y A79)y el cefepime (A59, A67, A71y
A79). Aparecieron a demas altos n iveles d ere sistencia al ap iperacilina-
tazobactam ent odosl os a islados. Dentrod e e ste g rupo s e o bservo g ran
variabilidad e n ¢ vanto a s us ensibilidad fre nte a 1 a a mpicilina-sulbactam,
detectandose t anto a islados s ensibles, como ¢ on s ensibilidad intermediay
resistentes. E 1 s ulbactam s olo m ostré m ejores re sultados q ue e n a sociacion
encontrandose tan sélo 3 aislados (A68, A73 y A75) resistentes a este antibidtico.
Las quinolonas y los aminoglucésidos mostraron poca actividad y en la mayoria
de los casos los aislados fueron resistentes a ambos grupos de antimicrobianos.
La CMI p ara 1 a amikacina re sulté menor que 1a d e gentamicina en t odos I os
casos. Tan solo un aislado, A116, presentd valores inferiores al punto de corte
para los aminoglucosidos. Cuatro aislados fueron resistentes a la rifampicina, tres
de ellos con valores de CMI muy elevados (A68, A73 y A75). Estos asociaban
también resistencia de alto nivel a otros antibidticos. Todas los aislados fueron
sensibles a 1 ac olistina (rangod e C MIs 1 -2 pg/ml), 1 ati geciclina y1 as

tetraciclinas con valores iguales o inferiores a 4 ug/ml en el ultimo caso.

0 Grupo III (B.2)

Incluye 11 aislados de A. baumannii sensibles tanto al imipenem como al
meropenem. A 11 gualq uee n otros ¢ asos, lo sv aloresd e C MIp ara las
cefalosporinas aumentaron segun la generacion de las mismas. Todos los aislados

fueron resistentes a la cefotaxima y a la ceftazidima, a excepcion de A74 que fue
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sensible a e ste u ltimo. E n cuanto al c efepime, 1 a m ayoria delos aisladosse
mantuvieron sensibles o ¢ on valores i ntermedios y s 6lot res ¢ asos fu eron

resistentes, A35, A37 y A44, el primero de ellos con resistencia de alto nivel.

El sulbactam result6 activo frente a todos los aislados y las combinaciones
de b etalactdmicos c on in hibidores d e b etalactamasas t ambién m ostraron b uena
actividad. Todos 1 osa islados fu erons ensibleso m ostraron s ensibilidad
intermedia a estos antibidticos. La rifampicina, la colistina, las tetraciclinas y la
tigeciclina presentaron valores de CMI por debajo del punto de corte en todos los
casos. S 6loun aislado, Al9, fue s ensible a | evofloxacino. Atendiendo a lo s
aminoglucodsidos, la C MI p ara l a g entamicina fue siempre superiora ladela
amikacina. S 6lo un aislado, A 37, p resent s ensibilidad 1 ntermedia a I p rimero
mientras que los demas resultaron resistentes, en su mayoria con resistencia de
alto nivel. L a amikacina fue activa frente a todo el grupo a e xcepcion de un

aislado, A23, que tuvo sensibilidad intermedia.

0 Grupo IV (C)

Dentro de este grupo se engloban 16 aislados de A. baumannii resistentes a
imipenem (CMI 32-64 pg/ml) pero sensibles a meropenem (CMI 4 pg/ml). La
CMI para las cefalosporinas (1%, 2* y 3% generacidon) fue en todos los casos
superior al punto de corte c on valores m as b ajos p ara e | ¢ efepime. S 6loun
aislado, A45, present6 sensibilidad intermedia a este ultimo antibidtico. Su CMI
para la ceftazidima fue también menor que la del resto del grupo. La piperacilina-
tazobactam m ostrd m ejores re sultados q ue 1 as c efalosporinas e ncontrandose 1a
mayoria de los aislados préximos al punto de corte. Once aislados de este grupo
tuvieron s ensibilidad intermedia a e ste antibidtico. La ampicilina-sulbactam no
resultd activa frente a ningln aislado, aunque las CMI variaron de unos a otros.
Diez aislados fueron sensibles al sulbactam y 6 resistentes, lo que indica que este
antibidtico obtuvo m ejores re sultados q ue s u c ombinacion ¢ on a mpicilina. La
mayoria de los aislados resultaron también resistentes a quinolonas aunque con
valores de CMI diversos. En c uanto al grupo de los aminoglucoésidos, todos los

aislados presentaron alto nivel de resistencia a gentamicina mientras que fueron
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en su mayoria sensibles a la amikacina salvo A3, A10, A14y A43. Tanto las
tetraciclinas como la tigeciclina, la rifampicina y la colistina presentaron valores
de CMI por debajo del punto de corte, con excepcion de A13 y A29 que fueron

resistentes a doxiciclina y colistina y A45 sélo con resistencia a doxiciclina.

0 Grupo V (D)

Comprende 38 aislados de A. baumannii con alto nivel de resistencia para la
mayoria de los antibidticos ensayados. La CMI para el imipenem fue del orden
de una dilucion mayor que para el meropenem, superando e ste ultimo los 128
ug/ml en la mayoria de los casos. Solo A50, y A78 presentaron una CMI a
meropenem menor (CMI= 64 ng/ml) pero siempre por encima del punto de corte.
Todos los aislados fueron resistentes a cefotaxima y en su mayoria también a
ceftazidima y cefepime, aunque con este tltimo se obtuvieron valores de CMI
mas b ajos. L asc ombinacionesd eb etalactimicosc oni nhibidoresd e
betalactamasas tampoco resultaron activas y s6lo A26 fue sensible a piperacilina-
tazobactam. Seis aislados (A50, A64, A66, A69, A70 y A78) fueron sensibles a

sulbactam.

La mayor parte de los aislados presento resistencia de alto nivel a los dos
aminoglucosidos e nsayados,c onv aloresd e C MIm ase levadosp aral a
gentamicina. S in e mbargo A 33, A94, A 120, A 123, A126 y A 129 m ostraron
valores proximos al punto de corte para ambos antibidticos y, en algunos casos,
por debajo del mismo (A 33, A94, A120, A126 y A 129 para la amikacina). La
CMI paral ari fampicina v arié de u nas m uestras a o tras d etectindose t anto
aislados s ensibles c omo re sistentes. C abe d estacar | a re sistencia d e a Ito n ivel
presentada por A94, A120, A123, A126 y A129. Atendiendo a 1as quinolonas
solo A33 fue sensible a levofloxacino. Las tetraciclinas, tigeciclinay colistina
fueron 1 os a ntibidticos q ue m ejores re sultados m ostraron a 11 gual que ha bia
sucedido con otros grupos aunque también se encontraron aislados resistentes a
estos compuestos. A57 y A64 fueron resistentes a colistina. A33, A125 y A104
resultaron resistentes a d oxiciclinay minociclina (A 104). Sin e mbargo, no se

observaron resistencias a tigeciclina en ninguno de los aislados del grupo.
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Tabla 12. Relacion de aislados incluidos en cada grupo indicando los valores de CMI para el imipenem y el meropenem asi como las carbapenemasas encontradas en cada

uno de ellos.

IMP (ng/ml MEM /ml
Grupo (ATB) Aislados (ng/mD) (ng/mD) Carbapenemasa
CM|50 CMlgo Rango CM|50 CMlgo Rango
A (D) Al113, Al114, A115, A117, A118,
32 32 16-32 8 8 4-8 OXA-51-like/ISAbal
A119, A121, A122, A127, A130
B.1 (II) A59, A61, A67, A68, A71,A73,
>512 >512  256->512 128 256 64-256  OXA-51-like/ISAbal
A75, A79, A112, Al116
B.2 (I1I) A19, A23, A35, A37, A38,A40,
1 2 1-2 1 1 0.25-2 OXA-51-like/ISAbal
Ad4, Ad6, Ad7, A48, A74
C (V) A2, A3, A6, A7, A10, A13,A14, Al6, A18,
32 64 32-64 4 4 4 OXA-58
A29, A31, A43, A45, A53, A80, A96
D (V) A24, A26, A28, A30, A32, A33*, A34, A36, A39,A4l1,
A42, A50, A57, A58, A60, A62, A64, A65, A66, A69, OXA-24-like
256 >512  256->512 256 256 64-512
A70, A76, A78, A87, A90, A94,A97, A98, A99, A101,
A103, A104, A105, A120,A123, A125, A126, A129
E (VI,) A102, A124 64 64 64 8 8 8 -
F (VID) Al, A4, A9, Al1, A12, A20, A21, A22, A51
1 2 0.25-2 0.25 1 <0.12-1 -
AS52, A54, A55, A56, A63, A77, A81, A91, A110
G (VII) A5, A8, Al5, Al17, A25, A27, A49, AT72,
A82, A83, A84, A85, A86, A8, A89, A92, A93, 1 2 0.25-64 0.5 1 <0.12-8 -

A95, A100, A106, A107, A108, A109, A111, A128

*Aislado portador de OXA-24-like y OXA-58
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0 Grupo VI (E)

Esta formado por dos aislados de A. baumannii (A102 y A124) resistentes a
imipenem y con sensibilidad intermedia al meropenem. Los dos fueron
resistentes también a las c efalosporinasy a 1a p iperacilina-tazobactam. A 102
resultd s ensible t anto a1 sulbactam ¢ omo a s u ¢ ombinacion ¢ on a mpicilina
mientras que A124 no lo fue a ninguno de los dos. Ambos aislados fueron
resistentes a la g entamicina p ero s ensibles a 1a a mikacina, 1 a tigeciclinay la
colistina. LaCMI de A 102 para las d os tetraciclinas fue superior al punto de
corte pero en el caso de A124 sucedio lo contrario. Por Gltimo, estos dos aislados

fueron resistentes a levofloxacino pero sensibles a rifampicina.

0 Grupo VII (F)

Dentro de este grupo se incluyeron 18 aislados de A. baumannii sensibles
tanto al imipenem como al meropenem. Ademads, fueron en su mayoria sensibles
también al re sto d e 1 os a ntimicrobianos e nsayados, con v alores de C MI q ue

oscilaban ligeramente de unos a otros.

AS52,A 63y A 77 fueronre sistentesa | evofloxacinoy a 1 as tres
cefalosporinas testadas. En el caso de los dos ltimos aisladosla CMIparael
cefepime fue mayor que para la ceftazidima. A52 presentd ademads resistencia a
la a mpicilina-sulbactam p ero n o a 1 a p iperacilina-tazobactamy tambiéna la
gentamicina, conunv alord e CMI muy e levado. P or s u p arte, A 77 asocid
resistencia ala g entamicina, a lad oxiciclinay a la tigeciclina peronoa la

amikacina ni a la minociclina.

0 Grupo VIII (G)

Esta formado por 25 aislados de Acinetobacter no-baumannii sensibles en
sum ayoria a t odos | os a ntibidticos e nsayados. So6lo A 93y A 107 f ueron
resistentes a imipenem y el primero presenté ademas sensibilidad intermedia al

meropenem. Estos dos aislados resultaron resistentes a las cefalosporinas de 1* y
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2% generacion con valores de C MI mayores p ara € sta 1 ltima. S in e mbargo, se
mantuvieron sensibles al cefepime. A93 fue también resistente a la piperacilina-
tazobactam y a la colistina mientras que A107 asoci6 resistencia a levofloxacino.
Otros 8 a islados d el g rupo f ueron re sistentes a ¢ efotaximay de € stos tres
presentaron s ensibilidad intermedia al c efepime (A8, A17 y A88). A17y A88
fueron ademas resistentes a la ampicilina-sulbactam En cuanto a la piperacilina-
tazobactam 5 aislados fueron resistentes a este antibiotico. Dentro de este grupo
VIII se encontraron cinco aislados resistentes a colistina, cuatro de los cuales se

identificaron como A. berezinae y el otro como A. pitii.

° Deteccidn molecular de carbapenemasas

El analisis mediante P CR de las carbapenemasas dela clase D (CHDL)
blaoxasi-ike» Plaoxa-23-like> Plaoxa-24-likes PlA0oxA-58, 12 blakpc de la clase A y las de la
clase B (MBL) blayp, blayw blaypw y blagy asic omolapresenciadela
secuencia d e i nsercion ISAbal corriente a rribad el g en blagyasi-iike permitid
realizar u na primera c aracterizacion molecular d e 1 os d istintos a islados de 1
estudio. Estos re sultados presentaron b uena ¢ oncordancia ¢ on1 o o btenido
anteriormente e n las p ruebas de s ensibilidad a ntimicrobiana. Los aislad os d el
estudio se agruparon de la A a la G segin la enzima que presentaron como se

muestra en la tabla 12.

O Presencia del ae nzima O XA-51-likeligadaal as ecuenciade

insercion ISAbal

Todos lo s a islados identificados p ort écnicas m oleculares ¢ omo A.
baumannii amplificaron 1a enzima O XA-51-like. Sin e mbargo, 1a secuenciade
insercion I SAbal asociada c orriente arriba al gen que c odifica esta enzimase
encontrd solamente en los aislados con un perfil de antibiotipia I (A), I (B.1) y
III (B.2). Aunque la secuencia de insercion ISAbal aparecié a una distancia de 7
pb del inicio del gen blagxasi-ike €n todos los casos, los perfiles de resistencia a

los c arbapenemes v ariaron d e unos a islados a o tros. A si, los aisladosdelos
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grupos [y II fu eron re sistentes t anto a | i mipenem ¢ omo a 1 m eropenem, e |
segundo de ellos con alto nivel de re sistencia, mientras que l1os del grupo III

fueron sensibles a ambos antibioticos.

0 Presencia de la enzima OXA-58

La enzima OXA-58 se identifico en los 16 aislados del grupo IV (C) (figura
30). Ademas, esta enzima aparecio en otro aislado (A33) que no compartia el
patrén de sensibilidad de 1os anteriores. El aislado A 33 se habia incluido en el

grupo V al presentar alto nivel de resistencia a los carbapenemes.

/8 9 10 “11F12713° 14 15 1601718 18720721 22723 ‘24

Figura 30. Productos de amplificacion de la enzima OXA-58 en un gel de agarosa al 1%. Las muestras
2,3,6,7,10, 13, 14, 16 y 18 presentan una banda del tamafio esperado.

0 Amplificacion de la OXA-24-like

La OXA -24-like se encontr6 en 38 de los 130 aislados estu diados (figura
31). Todos ha bian s ido incluidose nel grupo V (D) segiin su patrén de

sensibilidad a los antibioticos. En uno de los casos (A33) se identifico también la

OXA-58.

17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34

Figura 31. Visualizacion de los productos de PCR de la OXA-24-like en un gel de agarosa al 1%. Las
muestras 26, 28, 30, 32, 33 y 34 fueron positivas para este ensayo.
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0 Amplificacion de la OXA-23-like

Los resultados de 1a PCR para la O XA-23-like re velaron 1 a presencia d e
una banda de aproximadamente 1062 pb en 24 aislados en los que, ademas, se
habia o btenido u na amplificacion p ositiva para la O XA-24-like. T odos
presentaron altos niveles de resistencia a la mayoria de los antimicrobianos,

principalmente los carbapenemes, y se incluyeron en el grupo V.

0 Deteccion de metalobetalactamasas

El analisis de las metalobetalactamasas IMP, VIM NDM y SIM mediante
PCR llevadoa caboenlos 130 aislados 1 ncluidos en e | e studio m ostré u n
resultado positivo parala IMP en 2 casos, A93 y A107. Ambos aislados fueron
identificados c omo A. berezinae y se incluyeronenel grupo G (VIII) delos
Acinetobacter no-baumannii. Ademas habian tenido un resultado positivo en el

test de Hodge modificado asi como en el de sinergia de doble disco.

O Ausencia de encimas CHDL y MBL en el analisis molecular

Como corresponde a su perfil d e sensibilidad, el grupo de A. baumannii
sensibles a los carbapenemes y la mayoria de los otros antimicrobianos (VII/F)
no presentd ninguna de | as e nzimas ensayadas. De | m ismo m odo, t odos los
aislados distintos d e A. baumannii incluidos e nel grupo VIII mostraron un
resultado negativo en el estudio de MBL y CHDL. Tan s6lo los dos aislados con
CMlI p aral osc arbapenemes superiora Ip untod ec orte (A 93 y A 107)

amplificaron una MBL tipo IMP, como se detalla en el punto anterior.

Los aislados del grupo VI (E) tampoco presentaron ninguna carbapenemasa
de las analizadas, contrariamente a 10 que sugiere su patron de resistencia. Asi,
tras analizar las enzimas que comuUnmente confieren resistencia a los
carbapenemes en el género Acinetobacter, se estudio en este grupo la presencia
de la e nzima KPC. Otros autores han descrito anteriormente el hallazgod e
aislados de A. baumannii portadores de esta enzima que presentaban un perfil de

resistencia s imilar al o bservado en nuestro c aso. El re sultado fue negativo en
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todos los casos cualesquiera fueran las concentraciones de ADN molde utilizado.
El aislado K. pneumoniae HCSC493 que s e utilizd c omo control p ositivo d el
ensayo amplificd una banda del tamafo esperado lo que su giere que no es es ta

enzima la responsable del fenotipo de resistencia observado.

° Secuenciacion de la enzima blagxa s1-ike

La secuenciacion d el g en blagyasijike s€ 11levd acaboen 74 aislados y

permitié determinar el alelo de este gen que portaba cada uno de ellos.

Las p rincipales O XA-51-like e ncontradas e ntre estos aislados fueron la
OXA-64, 1a OXA-65, las enzimas del grupo de la O XA-66 yla OXA-71 (tabla
13).

Tabla 13. Variantes de la enzima OXA-51 encontradas en el estudio y relacion con los distintos grupos
en los que se han clasificado los aislados. Se indica el nimero de aislados con cada variante enzimatica
asi como las CMIs a los dos carbapenemes

CMlipm  CMlinen

OXA-51-like  ISAbal  Grupo/ATB n
(Mg/ml)  (pg/ml)

201 + A/l 10 32 8
65 + B.1/11 10 512 128
65 + B.2/1l1 11 1-2 0.25-1
71 - C, E/1V, VI 17 64 4
64 - D/V 27  256->512  128-256
66 - D, E/V, VI, 7 64-512 8-512
70 - D/V 1 256 256
64-132 - D/V 4 64-512 8-512
64, 65, 66, 67,
68, 71,89, 93, - F/VII 18 0.25-2 <0,12-1
180, 208, 216
- - G/VIII 25 0.25-64 <0.12-8

La enzima OXA-64 fue la mas prevalente del estudio encontrandose en mas
del 2 5% d el os a islados (26.4%), 1 0 q ue 1 ncluye 2 7 a islados del g rupo D,
portadores ademds d e la O XA-24-likey un aislado del grupo F. La OXA -65

90



Resultados

aparecio en 2 1 aislados, 10 de ellos c onun pe rfil de alto nivel de resistenciaa los
carbapenemes (grupo II/B.1) y los otros 11 con valores de CMI inferiores al punto de
corte p ara estos a ntibidticos (grupo III/B.2). En ni nguno de 1 os c asos s e i dentifico
alguna car bapenemasa adquiriday | aO XA-65f uel au nica enzimaen contrada
independientemente del patron de sensibilidad. Esta variante de la OXA-51 se encontrd
también en un aislado del grupo F. En total el porcentaje de asilados que amplifico la
OXA-65 fue del 20.8%. El 16.0% de los mismos presentaron una de las enzimas
incluidas en el grupo de la OXA-66. Asi, la OXA-201 se identifico en los aislados del
grupo A, mientras que la OXA-66 se encontrd en 8§ aislados incluidos en los grupos D
(A33, A94, A120, A 124, A125, A126 y A 129)yF (A77). Enel primer casono se
detectd la presencia de ninguna otra enzima. Por el contrario, la OXA-66 apareci6 tanto
en s olitario como a compafiada de 1a O XA-24-like (grupo D). Los 16 aislados d el
grupo C y uno del E (A102) amplificaron la enzima OXA-71, lo que supuso un
15.1% del total de todo el estudio. Ademas de la OXA-71 el grupo C presentd la OXA-
58. Dentrod el grupo F d e A. baumannii sensible al os a ntimicrobianos s e
encontraron las enzimas OXA-64, OXA-65, OXA-66, OXA-67, OXA-68, OXA-
71, O XA-89, OX A-93, O XA-180, O XA- 208 y OXA-216 resultando ¢ ste e 1
grupo mas heterogéneo de todos los analizados. Por ultimo, 4 aislados del grupo
D (A62, A66, A76 y A87) iguales entre ellos presentaron una OXA-51-like cuya
secuencia de nucleotidos varid en una base respecto a la OXA-64y a la OXA-

132 como se aprecia en la figura 32.

Estas mutaciones puntuales a nivel de ADN se tradujeron en un cambio en
la secuencia aminoacidica. La transicion (G—C) que se observé con respecto a la
secuencia de la OXA-64 resultd en un cambio en el aminoacido de la posicion 38
(G—A) mientras que la transversion originada con respecto a la secuencia de la
OXA-132 (T—C) supuso una sustitucion del aminoacido en 48 (V—A). El
aislado re stante (A 123), perteneciente a l g rupo D, presentd u na v ariante, la

OXA-70, no encontrada en ninguna otra muestra.
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A66
OXA-132
OXA-64

A66
OXA-132
OXA-64

AG6
OXA-132
OXA-64

A66
OXA-132
OXA-64

A66
OXA-132
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OXA-132
OXA-64

A66
OXA-132
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AG6
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OXA-64

Figura 32. Alineamiento de la secuencia de la enzima OXA-51 del aislado A66 frente a las secuencias
OXA-132 (EU547447.1) y O XA-64 (AY750907.1) incluidas en BLAST donde se aprecian los dos

TATATAGTGACTGCTAATCCAAATCACAGCGCTTCAAAATCTGATGAAAAAGCAGAGAAA
TATATAGTGACTGCTAATCCAAATCACAGCGCTTCAAAATCTGATGAAAAAGCAGAGAAA
TATATAGTGACTGCTAATCCAAATCACAGCGCTTCAAAATCTGATGAAAAAGEAGAGAAA

ATTAAAAATTTATTTAACGAAGEACACACTACGGGTGTTTTAGTTATCCAACAAGGCCAA
ATTAAAAATTTATTTAACGAAGTACACACTACGGGTGTTTTAGTTATCCAACAAGGCCAA
ATTAAAAATTTATTTAACGAAGEACACACTACGGGTGTTTTAGTTATCCAACAAGGCCAA

AEXEEXEXAEXEAXAEAAXEAAXAXAEAAXAAX AXAAXAAXXAAXAXAXAAXAAAXAXAXAAXAAAXAALAAAAAAXAXX

ACTCAACAAAGCTATGGTAATGATCTTGCTCGTGCTTCGACCGAGTATGTACCTGCTTCG
ACTCAACAAAGCTATGGTAATGATCTTGCTCGTGCTTCGACCGAGTATGTACCTGCTTCG
ACTCAACAAAGCTATGGTAATGATCTTGCTCGTGCTTCGACCGAGTATGTACCTGCTTCG

ACCTTCAAAATGCTTAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAA
ACCTTCAAAATGCTTAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAA
ACCTTCAAAATGCTTAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAA

GTATTTAAGTGGGACGGGCAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTA
GTATTTAAGTGGGACGGGCAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTA
GTATTTAAGTGGGACGGGCAAAAAAGGCTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTA

EAAEEAAEAAXEAAEAAAAAXAAXAAXAAAXAAAXAAXAAAXAAXAXAAXAAAXAAXAAAXAAAXAAXAAAXAALAXAAAXX

GGCGATGCTATGAAAGCTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGA
GGCGATGCTATGAAAGCTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGA
GGCGATGCTATGAAAGCTTCCGCTATTCCGGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGGA

B o S s 2

CTTGAACTCATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACC
CTTGAACTCATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACC
CTTGAACTCATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGGTACC

CAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAG
CAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAG
CAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGAGGCACAG

TTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCCAAAAGTCCAAGATGAAGTG
TTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCCAAAAGTCCAAGATGAAGTG
TTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCCAAAAGTCCAAGATGAAGTG

aminoacidos discordantes en A66 con respecto a las secuencias tipo (azul y amarillo).

El fragmento de insercion ISAbal sélo aparecié ligado a la OXA-65 de los
grupos B.1 y B.2 y ala OXA-201 del grupo A. Sin embargo, esta secuencia no se
identifico asociada a estos alelos en los aislados del grupo D. La CMI observada
a los carbapenemes en e stos tres grupos varido de unos a otros. Entre ellos se
encontraron tanto aislados sensibles (grupo B.2), como resistentes (grupo A) y
con alto nivel de resistencia (grupo B.1), por lo que no queda clara la implicacion

del as ecuencia IS Abal enl aa dquisicion d e re sistencias a e ste g rupo de

antibioticos.
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Dice (Opt:1.00%)(Tdd 1.0%-1.0%)(H>0.0% S>0.0%)[0.0%-100.0%]
Apal

60
70
80
90
100

Ne Grupo OXA-51 ISAbal CMlipm CMlyen

All2 Bl OXA-65 n 256 256
L All6 Bl OXA-65 + 256 256
A35 B2 OXA-65 + 1 1
A44 B2 OXA-65 + 1 1
Al9 B2 OXA-65 + 1 025
AS6 F OXA-68 - 0.5 <0.12
A59 B OXA-65 + 512 128
A75 Bl OXA-65 + 512 128
A73 Bl OXA-65 + 512 128
A74 B2 OXA-65 + 9 2
1 AlOl D OXA-64 - 256 256
I 1 eI a2 F OXA-71 - 2 0.5
" e A1 F OXA-64 - 025 0.12
— 00 Il 1 a1 F OXA-180 - 025 <0.12
_{ CLRt i o An F OXA-180 - 1 025
S € e A2 F OXA-180 - 1 1
. — IR NN N A24 D OXA-64 - 512 128
F O meEEm W A% D OXA-64 . 256 256
‘ﬁ I . A32 D OXA-64 - >512 256
' (IR I A103 D OXA-64 - 256 256
L | i Liemm A62 D OXA-64/132 . 512 256
L (R L L o Ny D OXA-64/132 - >512 256
] | U IIm M A6 D OXA64/132 - 512 128
| 1 1) TR R Y C OXA-71 - 32 8
I I f e 10 A3 C OXA-71 . 32 4
— 1 (oW Y Ag0 C OXA-71 . 32 4
| 11 M908 2127 A OXA-201 + 32 8
4ﬁ A 10 MBERIRIE Al A OXA-201 + 3 8
| COOMEEEE L AI0 A 0XA-201 + 32 8
— +4 4 4.1 . Al24 E 0XA-66 - 64 8
{ (0 AEeMmE A6 D OXA-66 ; 256 512
L] 4| f 10 PBRIBI A9 D OXA-66 ; 256 512
R L | OEUNE D OXA-66 - 512 256
G0 M Ine s F OXA-68 ; 0.5 <0.12
| Oy A76 D  OXA-64/132 . 512 256
E t I 1) N e a2 OXA-71 . 64 8
I B WA st F OXA-67 ; 0.5 0.25
LR B L B TN F O0XA-216 . 2 0.5
[ TR e A8  F OXA-89 ; 0.5 0.25
S ERAaE A0 F OXA-65 ; 2 0.5
R IE vh C OXA-71 . 64 4

Figura 33. Aislados representativos de cada uno de los grupos de 1la OXA-51 obtenidos en el estudio
Se muestra ademas el patrén de bandas obtenido para cada uno de ellos en la electroforesis de campo
pulsado. Los posibles grupos de aislados relacionados entre si muestran una similitud >87% y aparecen
sombreados en azul. CMI: CMIyg pg/ml.
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La presencia de los distintos tipos de la OXA-51-like detectados varid a lo
largo d el periodo dee studio. Losa islados q ue portabanl a O XA-71 se
consideraron un clon endémico puesto que se encontraron a lo largo de los tres
afios analizados, principalmente en servicios como la UCI o geriatria. Los clones
de la O XA-64 y la O XA-65 fluctuaron entre 2008 y 2010. De este modo, 10s
aislados p ortadores d e la O XA-65 s e e ncontraron ¢ on fre cuenciaenla U CI
(16.6%) y en traumatologia (3 3.3%) en 2008. Las m edidas de controldela
infeccion hicieron quee n2 009 n o's e c omunicase | a p resencia d e a islados
portadores de esta variante sin embargo, reaparecieron en 2010 aunque solo el
grupo d e aislados re sistentes (grupo B.1). E ste mismo c omportamiento se dio
entre los aislados que presentaron la OXA-64, encontrandose la mayoria de ellos
enla UCI (63.3%)enelafio 2008 y volviendo a pareceren 2010 perono en
2009. Los aislados que amplificaron la O XA-201 aparecieron unicamente en la
UCI (50.0%)y enelservicio de m edicina i nterna (4 0.0%)enformadeun

pequetio brote de tres meses en el ultimo afo del estudio.

La figura 33 incluye los resultados del estudio de la OXA-51 indicando los
valores de C MI obtenidos a los carbapenemes. Se recogen en ella también 1as

distancias genéticas encontradas entre los aislados de un grupo y otro.

° Secuenciacion de otras enzimas identificadas en el estudio

La secuenciacion se llevd a cabo en un niimero representativo de aislados
de ¢ ada gr upo enzimatico con el fin de corroborar los resultados obtenidos

mediante PCR.

Dentro del grupo de la O XA-58 se seleccionaron 3 delos aislados c on
resultado positivo para la PCR. La comparacion de las secuencias obtenidas con
labase dedatos identifico 1 os amplicones como O XA-58, ¢ onfirmandose 1 a

identidad de la enzima.

La secuenciacion de 1a O XA-24-likese llevd a cabo en 16 aislados con
PCR positiva. Dado que esta fue la enzima mayoritaria detectada por PCR se

seleccionaron un mayor nimero de aislados para su secuenciacion. La secuencia
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parcial o btenida p ermiti6 i dentificar la variante de la OXA-24 que p resentaba
cada aislado. La comparacioén de las secuencias con las incluidas en la base de
datos (BLAST) revelo la presencia de la OXA-72 en la mayoria de los aislados
analizados mientras que un pequeio porcentaje se asemejaba mas a la OXA-207
(figura 34).

OXA-72 TTCTAGCGACTTATAAGTAATTTCATTACGAATAGAACCAGACATTCCTTCTTTCATTTC 80
A99 TTCTAGCGACTTATAAGTAATTTCATTACGAATAGAACCAGACATTCCTTCTTTCATTTC 120
OXA-207 TTCTAGCGACTTATAAGTAATTTCATTACGAATAGAACCAGACATTCCTTCTTTCATTTC 78

OXA-72 TAAGTTGAGCGAAAAGGGGATTTTTTTTCCATTAGCTTGCTCCACCCAACCAGTCAACCA 140
A99 TAAGTTGAGCGAAAAGGGGATTTTTTTTCCATTAGCTTGCTCCACCCAACCAGTCAACCA 180
OXA-207 TAAGTTGAGCGAAAAGGGGATTTTTTTTCCATTAGCTTGCTCCACCCAACCAGTCAACCA 138

OXA-72 ACCTACCTGTGGAGTAACATCCATTCCCCATCCACTTTTTGCATAAATCTTACTACCATT 200
A99 ACCTACCTGTGGAGTAACATCCATTCCCCATCCACTTTTTGCATAAATCTTACTACCATT 240
OXA-207 ACCTACCTGTGGAGTAACAECCATTACCCATCCACTTTTTGCATAAATCTTACTACCATT 198

B L i I S s s = s

OXA-72 TACTTCTTTAATTAGAAGCATTTTTTTAACTTCTTCTTGAGTTTCTAATTTAAAAGGTAA 260
A99 TACTTCTTTAATTAGAAGCATTTTTTTAACTTCTTCTTGAGTTTCTAATTTAAAAGGTAA 300
OXA-207 TACTTCTTTAATTAGAAGCATTTTTTTAACTTCTTCTTGAGTTTCTAATTTAAAAGGTAA 258

AEEAEXAEEAIXEAAXEAAXAXEAAXAAAXAXEAAXAAXAXAAXAAXAXAAXAAAXAXAXAAXAAAXALAAAXAAAXAXX

OXA-72 TCGGTTATGTGCAAGGTCATCGGCAAAATTAACTTCTTGTACTGGTGTAATTTTAAGGGG 320
A99 TCGGTTATGTGCAAGGTCATCGGCAAAATTAACTTCTTGTACTGGTGTAATTTTAAGGGG 360
OXA-207 TCGGTTATGTGCAAGGTCATCGGCAAAATTAACTTCTTGTACTGGTGTAATTTTAAGGGG 318

OXA-72 GCCAACTAACCAAAAATTATCGACCTGTGTTCCAATATTTGTATTTCCAAAATTAACCCG 380
A99 GCCAACTAACCAAAAATTATCGACCTGTGTTCCAATATTTGTATTTCCAAAATTAACCCG 420
OXA-207 GCCAACTAACCAAAAATTATCGACCTGTGTTCCAATATTTGTATTTCCAAAATTAACCCG 378

Figura 34. Fragmento de la secuencia de la OXA-24-like de un aislado representativo (A99) frente a la
OXA-72 (JX968505.1) y 1a OXA-207 (JQ838185.1) incluidas en BLAST. EI fragmento incluye 1os
aminoacidos que varian de una secuencia tipo a la otra (sombreado).

Para confirmar la presencia de la OXA-23-like se secuenciaron 10 de las
muestras que mostraron una banda de tamafio compatible tras la PCR. En todos
los casos se obtuvo una secuencia de tamafio menor al esperado y tras su lectura
se comprobo que no se trataba de una OXA-23-like como sugeria el resultado de
la PCR. Todas las secuencias fueron similares entre si y su comparacion con las
base d e d atos re veld una h omologia d el 9 0-95% c on p roteinas d e m embrana
implicadas en el transporte de hierro, relacionadas c on re ceptores d ependientes

de TonB (figura 35).
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Resultados

TonB  ACATGGCGGTCCATGGATTGACTTAAAGTCTGAGCGTTATGATTTTAAAACCGAGTTAAA 172
A50 ACATGGCGGTCCATGGATTGACTTAAAGTCTGAGCGTTATGATTTTAAAACCGAGTTAAA 179

TonB  CGATCCATTTGCAGGCTTCCAAAAGTTACGTGCCCAAGCGAGCTATACAGATTATCAGCA 232
A50 CGATCCATTTGCAGGCTTCCAAAAGTTACGTGCCCAAGCGAGCTATACAGATTATCAGCA 239

AEXEAXEAXAIEAAXAEAXAXALAXAXAAXTEAAXAXAXAAXAAAXAAXAAXAXAAXAXAAXAAXAXAAAAAXALAXAAXAAKx*X

TonB TGATGAGATTGAAGAAGGGGCAATCGCAACTCGATTCCAAAACAAAGGTTATGATGGGCG 292
A50 TGATGAGATTGAAGAAGGGGCAATCGCAACTCGATTCCAAAACAAAGGTTATGATGGGCG 299

B o s =t S 2 =

TonB TATTGAGTTAGTCCATAACCCTATTGCTGATTGGGAAGGGGTAATTGGTACCCAGTTAGG 352
A50  TATTGAGTTAGTCCATAACCCTATTGCTGATTGGGAAGGGGTAATTGGTACCCAGTTAGG 359

TonB CCAACAAAAACTAAATTTAACTGGTGAAGAGGCATTTATGGCACCGACCACTACCAAAAA 412
A50 CCAACAAAA-CTAAATTTAACTGGTGAAGAAGCATTTATGGCACCAACTACTACCAAAAG 418
**x

TonB GTGGAGTGTTTTTGCTTTAGAACATAAACAATGGAAAGATGTTCATTTTGAACTTTCTGC 472
A50 -TGGAGTG-TTTTGCTTTAGAACAT-AACAATGG-AAGATGTTCATTTTGAACTT-CTGC 473

*AhAxIhhkd FhhdhAhhdhxihiiikkx EE e I R s e * kK

TonB TCGTGCAGATCAGCAAGAAATCAATGTAGATGATAACTCTAAACAAGATTTTGACGGTTC 532
A50  TCGTGCAGATCAGCAG--AATCGATGTAGATGATAACTCTAACAGA---TTTGACGG-TC 527

nnnnnnnn * kX EAR AR R R e Rk o S R S R R R * Fhdxhdhkiik *k

Figura 35. Alineamiento de la secuencia obtenida con los cebadores de la OXA-23-like para uno de
los aislados del grupo (AS0) frente a la de proteina receptora dependiente de TonB incluida en BLAST
(CP000521.1). En todos los casos analizados se obtuvo una homologia igual o superior al 90%.

En cuanto a 1 os a islados que presentaronuna MBL ( A93 y Al107)1a
secuenciacion permitid determinar que se trataba de la variante IMP-8 en ambos

Casos.

° Caracterizacion d e p erfiles ¢l onales mediante el ectroforesis en

campo pulsado

El analisis mediante e lectroforesis e n ¢ ampo p ulsado (PFGE) permitid
establecer los grupos clonales en los que se dividian nuestros aislados. Aplicando
los criterios de Seifert et al todas 1 os aislados cuya similitud en el p atron de
bandas fue mayor o igual al 87% se consideraron el mismo clon [144]. Los datos
del andlisis del PFGE se relacionaron con los perfiles de sensibilidad y con los
resultados obtenidos en el estudio enzimatico lo que permitioé una caracterizacion
mas completa los grupos antes descritos. En todos los casos se observo una gran
homologia entre los componentes de un mismo grupo (tabla 14). El resultado del

analisis de PFGE se detalla a continuacion:
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Resultados

0 Grupo A

La distribucidon del patron de bandas del grupo A permiti6 identificar un
clon predominante que incluia 7 aislados. De los tres restantes, A113y A118
compartieron el mismo perfil, mientras que A119 result6 diferente. E ste 1ltimo
presentd ademas valores de CMI para los aminoglucésidos muy superiores a 1os
mostrados por el resto del grupo. Todos los aislados del grupo A amplificaron la

OXA-201 como unica enzima (tabla 15).
0 Grupo B.1

Ocho de los 10 aislados incluidos en este grupo tuvieron el mismo perfil de
bandas. Los dos restantes (A112y A116), aunque diferentes al resto del grupo,
fueron iguales entre si. Las CMlIs de estos microorganismos fueron similares a
las del resto del grupo a excepcion de las tetraciclinas, que mostraron una CMI

del orden de 5 diluciones mayor a los otros aislados (tabla 17).
0 Grupo B.2

Dentro del g rupo B.2 s e i dentificé u n perfil ¢ lonal p redominante q ue
incluy¢ di ez aislados. Tan sOlo A74 pr esentd un pa tron de ba ndas con una
similitud menor del 80% a los del resto del grupo. Sin embargo, no se observaron
diferencias en cuanto al perfil de sensibilidad entre este aislado y los del resto del

grupo (tabla 18).
0 Grupo C

El patron de bandas de los aislados del grupo C presentd una distribucion
homogénea para la mayoria de los casos. El clon predominante englob6 a todos
los aislados a e xcepcion de uno (A 45) c uya p roximidad fue m enor del 40%.
Aunque el perfil de resistencia a los carbapenemes de este aislado fue igual al del
resto d el grupo, se apreciaron algunas d iferencias en los valores de C MI p ara
otros antimicrobianos. Este fue el caso de la gentamicina y las cefalosporinas de
2% y 3% generacidon cuyas CMIs fueron cuatro diluciones menores a las del resto
del grupo, y de la doxiciclina, antibidtico para la que este aislado fue el tnico

resistente (tabla 19).
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Resultados

0 Grupo D

La digestion con la enzima Apal mostréo un modelo de bandas homogéneo
en el analisis de 28 de los 38 aislados del grupo. Ademas, se identificaron otros 7
clones m inoritarios. Todos lo s aislados d e este g rupo a mplificaron I a € nzima
OXA-24-like y 25 de ellos presentaron ademas la misma variante de la OXA-51-
like (O XA-64). Tan solo dos aislados (A24 y A101) portadores de la O XA-64
presentaron un perfil de bandas diferente (similitud <60%). Los otros 8 aislados
amplificaron la OXA-66 (A33, A%4, A120, A125, A126 y A129), la OXA64/132
(A76) o la OXA-70 (A123) y ninguno de ellos estuvo incluido en el perfil
mayoritario. De € stos, cuatro fueron s imilares e ntre si (A33, A120, A 126y
A129), mientras que los 4 restantes (A76, A94, A123 y A125) aparecieron como

clones unicos con una similitud menor del 50% de unos a otros (tabla 20).
0 Grupo E

Los dos aislados del grupo E (A102 y A124) mostraron perfiles inicos no

relacionados con ninguno otro del estudio (tabla 16).
O Grupo F

El p atron de b andas m ostr6 g ran v ariabilidad de u nos a islados a o tros
dentro de este grupo. Tan solo 4 de los clones estuvieron representados por dos

aislados (A1 y A9, A1l y A52, A12 y A81, A54 y A56) (tabla 21).
0 Grupo G

Los aislados del grupo H mostraron un gran nimero de perfiles de bandas
diferentes en el estudio de clonalidad. Soélo los dos aislados portadores de IMP 8
(A93 y A107)y A84y AS85, aislados del mismo p aciente, tuvieron el mismo
patron de bandas. Las muestras de A93 y A107 se recogieron con una diferencia
de do s m eses y p rocedieron de p acientes d istintos ingresados e n s ervicios

independientes (tabla 22).

98



Tabla 14. Resumen de las caracteristicas moleculares de los aislados incluidos en el estudio. En la tabla se incluye el grupo al que pertenece cada aislado, los valores de
CMly, para IPM y MEN asi como las enzimas presentes, el perfil de antibiotipia y el de la electroforesis en campo pulsado.

N° CMilgoipm CMlgomen B 1 Perfil PFGE perfil (aislados no
Grupo aislados (ug/mi) (ug/ml) OXA-51 like ISAbal CHDL/MBL ATB incluidos)

A 10 32 8 201 + - 1 A (A113, A118, A119)
B.1 10 512 128 65 + — II B.1 (A112, A116)
B.2 11 1-2 0.25-1 65 + - 111 B.2 (A74)

C 16 64 4 71 — OXA-58 v C (A45)

D 38 256->512 128-256 64 (n=27) OXA-24-like A% D (A24, A33, A76, A%4,

66 (n=6) (n=33) A101,A120, A123,
70 (n=1) OXA-38 (n=1) A125, A126, A129)
64/132 (n=4)

E 2 64 8 66 (n=1)

- - VI Perfiles tnicos
71 (n=1)

F 18 0.25-2 <0,12-1 64, 65, 66, 67, 68,

71, 89, 93, 180, - - VII Perfiles Ginicos
208, 216
G 25 0.25-2 <0,12-1 — VIII Perfiles tinicos

32-64 4-8 IMP (n=2)




Tabla 15. Patrén de bandas obtenido para los aislados del grupo A incluyendo el perfil de sensibilidad de cada uno de ellos. Todos los aislados de este grupo amplificaron la
enzima OXA-201 precedida de la secuencia de insercién ISAbal.Los resultados del estudio de sensibilidad corresponden a los valores de CMlIy, expresados en pg/ml.

g g 8 8 N IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG
— | 1 NI 2127 32 8 64 32 256 2 8 64 16 16 2 8 2 4 4 2
A MR Ans 32 8 32 32 256 2 8 64 16 16 2 8 2 4 4 2

| TR All4 32 8 32 32 256 2 8 64 16 16 2 8 2 4 4 2

e n All7 32 8 64 64 256 2 8 64 16 16 2 8 2 4 4 2

(4 wees A130 32 8 64 32 256 2 8 32 16 16 2 8 1 1025 2

LARL Al21 32 8 64 32 256 2 8 64 16 16 8 64 2 4 4 2

| P IR RY A2 32 8 32 32 25 2 8§ 64 16 16 2 8 2 4 4 2

‘ All3 32 8 32 32 256 2 4 64 8 16 2 4 2 4 4 2

Al18 32 8 64 64 256 2 8 64 16 16 2 8 2 4 4 2

Al19 16 4 64 32 256 2 8 64 8 32 256 >512 2 4 4 2

Tabla 16. Perfil de bandas de los aislados del grupo E y patron de sensibilidad observado expresado como CMly, (png/ml). Los aislados de este grupo no presentaron ninguna
de las enzimas analizadas

i 7 Ne IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG

I:“ W B A2 4 8 256 512 sz 32 64 256 4 16 2 512 2 4 2 1
w8

Al124 64 8 32 64 256 4 8 128 8 16 1 64 2 64 32 1




Tabla 17. Resultados de los estudios de PFGE y de sensibilidad para los aislados del grupo B.1. Los aislados incluidos en este grupo amplificaron la enzima OXA-65 asi
como la secuencia de insercion ISAbal. Los resultados del estudio de sensibilidad corresponden a los valores de CMIy, expresados en pg/ml.

N° IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG

A61 512 64 32 16 256 8 32 64 8 8 128 >512 2 <0,12 <0,12 0,5

A67 512 128 8 8 64 8 32 256 4 32 16 >512 1 <0,12 <0,12 1
A75 512 128 512 32 256 32 128 512 256 8 64 >512 1 <0,12 <0,12 0,25
A68 512 256 512 32 512 128 512 >512 256 8 16 >512 1 0,25 <0,12 1
A59 512 128 8 16 64 8 16 128 4 32 16 >512 1 <0,12 <0,12 2
A71 512 128 8 8 64 4 16 256 4 32 16 >512 1 <0,12 <0,12 1
A73 512 128 512 32 256 32 128 512 256 8 64 >512 1 <0,12 <0,12 0,25
A79 512 128 8 8 64 8 32 256 4 32 16 >512 1 <0,12 <0,12 1
All2 256 256 64 16 128 32 64 512 8 32 128 >512 2 4 2 2

All6 256 256 64 64 256 2 8 64 16 16 2 >512 2 4 4 2




Tabla 18. Perfil de bandas obtenido para los aislados del grupo B.2 en la electroforesis de campo pulsado y resultados del estudio de sensibilidad expresados como valor
deCMI90 (png/ml). Los aislados de este grupo amplificaron la enzima OXA-65 precedida de la secuencia de insercion ISAbal.

lo]

s 3 8 N° IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG
f 1B A3 2 0,5 16 >256 128 8 32 4 1 4 32 512 1 <0,12 <0,12 1
: F PR BE s 1 512 25 256 4 16 64 4 16 16 >512 1 05 025 2

) L A9 1 025 8 256 128 4 8§ 1 05 8 64 1 <012 <012 0,12
| 18 B 7 1 32 128 128 2 8§ 16 4 16 4 8 1025 <012 2
B 5 B NI 1 16 128 64 4 16 16 4 8 16  >512 1 025 <012 1
l f LB s o5 1 16 128 128 4 16 16 4 8 8 >512 1 025 <002 2
R R | Y 132 128 128 4 16 16 4 16 16 >512 2 025 <012 2
F T B A 1 16 128 128 4 32 16 4 8 16 >512 1 025 <012 2
| ' VRTEEE a0 1 8 128 64 4 16 16 4 8 16 >512 1 025 <0,12 2
— [ fF e o 1 8 128 64 4 32 16 4 8 16 >512 1 025 <012 2
{ . T 2 8§ 16 64 2 8 32 4 32 16 512 1 <012 <012 1




Tabla 19. Patron de bandas de los aislados del grupo C portadores de la enzima OXA-58. Se incluyen ademas los valores de CMIg, (ng/ml) obtenidos para los distintos
antimicrobianos en el estudio de sensibilidad.

60
80
100

N° IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG

[ IR |
LT A0 32 4 256 >512 512 8 32 64 2 32 25 512 1 1 025 2
J | A9 32 4 64 >512 512 8 32 64 4 64 4 512 8 8 | 2
] A3 32 4 64 512 512 8 32 64 4 3R 16 512 2 2 025 2
[ i 0 A43 32 4 128 512 >512 16 64 64 2 16 256 >512 1 1025 2
'] M I & & 4 28 512 s2 8 32 64 2 16 8 Sl2 2 2 025 2
'l ORIE T a4 20 4 256 512 512 8 32 64 4 32 256 512 2 2 025 2
[ Ty AIS 32 4 128 512 512 8 32 e 2 3 8 512 2 2 025 2
I e Y a0 3 4 128 >512 512 16 32 256 2 012 8  >512 1 1 <012 1
4 Pl s 2 4 64 ssi2 512 8 %2 64 4 64 4 5128 8 025 2
" A6 32 4 128 >512 512 8 32 128 2 16 8 512 2 2 025 2
1 1 Al6 32 4 25 512 512 8 32 64 4 32 8 512 1 1025 2
—— A3 32 4 128 >512 >512 16 64 128 2 16 8 512 1 1025 2
|- A% 64 4 128 >512 512 16 32 128 2 16 4 512 1 <012 1
_‘ A2 64 4 25 >512 512 8 32 128 2 32 8 512 2 2 025 2
A3 64 4 256 >512 512 16 32 64 2 32 256 512 2 2 025 2
| A4S 64 4 16 64 >512 16 128 64 2 4 6 64 1 32 4 1




Tabla 20. Resultados de los estudios de PFGE y de sensibilidad, expresados como CMIy, (ng/ml), para los aislados del grupo D portadores de la enzima OXA-24-like. Se

incluye también la variante de la OXA-51 identificada en cada aislado.

? ] N° IPM_ MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG  OXA-51
1 L BB D A9 512 128 16 512 256 8 16 128 4 8 256 >512 4 2 025 2 OXA-64
e A39 512 256 64 512 >512 32 64 512 4 4 256 >512 2 2 025 2 OXA-64
LI | A97 256 256 256 S12 512 32 64 512 4 8 128 >512 2 4 4 1 OXA-64
L Ml 0 oA98 256 256 256 512 512 32 64 s12 4 8 128 >512 1 4 4 1 OXA-64
| MBIl M A9 256 256 256 512 512 32 64 512 4 8 128 >512 1 4 4 1] OXA-64

I IO 0 A8 256 64 16 512 256 4 16 256 2 16 256 >512 2 2 025 2 OXA-64
LIl A 512 256 32 512 256 32 64 512 8 8 256 >512 2 2 025 2 OXA-64
(RN ~ A103 256 256 256 512 512 32 64 512 4 8 128 >512 2 4 2 1 OXA-64
[ | MefiN | A0 256 128 16 512 256 4 16 128 2 4 256 >512 4 2 025 2 OXA-64
I L BIN  A30 >512 256 64 512 256 16 64 256 16 8 256 512 1 4 025 2 OXA-64
0 LM Al04 256 256 256 512 512 32 64 512 4 8 128 >512 2 16 8 2 OXA-64
5 AI05 256 256 256 512 256 32 64 >512 4 16 64 >512 2 4 4 1 OXA-64

R A28 >512 256 64 512 512 16 64 256 16 8 256 512 1 4 05 2 OXA-64
I Lee A32  >512 256 256 512 512 16 64 256 16 8 256 512 1 4 05 2 OXA-64
L PR e o A3 512 256 32 512 >512 16 64 512 2 8 256 >512 1 2 025 2 OXA-64
A4l 512 256 64 512 >512 32 64 512 4 4 256 >512 2 2 05 2 OXA-64

| L HIEIE W Ac0 512 256 64 512 >512 32 64 256 4 4 256 >512 2 2 025 2 OXA-64
LI A42 512 256 64 >512 >512 32 64 512 4 4 256 >512 2 2 05 2 OXA-64
LA | A0 512 64 16 512 25 8 16 1280 4 8 256 >512 2 4 05 2 OXA-64
{0 WOBIm W As6 512 256 16 512 256 16 128 2 8 512 >512 2 2 025 2 OXA-64/132
I A2 512 256 64 512 >512 16 64 256 4 8 256 >512 2 2 025 2 OXA-64/132



Tabla 20. Continuaciéon

, veww . N° IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG  OXA-51
LI Aes s12 128 16 512 256 8 16 128 4 8 512 >512 32 2 025 2 OXA-64

b I T Aas7 s1i2 256 64 512 =512 16 64 128 4 8 512 512 16 2 05 2 OXA64

_ PRI A2 >512 256 64 >512 512 16 64 8 16 8 256 512 1 <012 <012 2 OXA-64
T A9 256 256 64 512 512 32 64 256 4 4 256 >512 2 2 025 2 OXA-64

v Y A65 512 256 64 512 >512 32 64 256 4 4 256 >512 2 4 025 2 OXA-64
CUIIEE A8 512 256 64 512 >512 32 64 256 4 8 25 512 02 2 05 2 OXA-64

(" A87 512 256 64 512 512 32 64 256 4 4 25 >512 2 2 025 2  OXA-64/132

S S A4 512 256 64 >512 256 16 64 256 16 8 256 512 1 2 025 2 OXA-64
L | WL D A12s 256 128 256 128 256 32 64 512 16 16 64 2 64 8 2 OXA-66
| AI01 256 256 256 512 256 32 64 >512 8§ 64 >512 2 4 4 1 OXA-64

F PO A33 512 256 32 64 256 32 128 256 28 8 1 16 2 025 OXA-66

P MO A120 256 512 256 32 256 32 256 >512 512 8 1 8 2 4 2 1 OXA-66
FLLIMBRIL Al26 256 512 128 32 256 32 256 >512 512 8 1 16 2 4 21 OXA-66

F PP Aa120 256 512 128 32 256 32 256 >512 512 8 1 16 1 1 025 |1 OXA-66

4 [0 A%  >512 512 >512 32 256 128 256 >512 25 8 05 8 1 1 025 1 OXA-66
| Vil A76 512 256 512 >512 512 32 128 >512 4 8 25 >512 1 2 025 2  OXA-64/132
HIT I8 BiSAa123 256 256 256 >512 256 32 64 512 512 16 64 8 2 4 2 2 OXA-70




Tabla 21. Perfil de bandas de los aislados del grupo F acompanado del valor de CMly, (ng/ml) para los distintos antimicrobianos analizados en el estudio. Los aislados
incluidos en este grupo no presentaron ninguna de las carbapenemasas adquiridas estudiadas.
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N° IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG
All 1 0,25 2 2 8 1 2 4 2 0,12 2 1 1 <012 <012 0,12
A2 1 1 16 128 128 4 32 4 4 8 16 >512 1 <0,12 <012 2
A5l 025 <0,12 4 2 8 0,5 4 4 2025 2 4 1 <012 <0,12 025
A2l 2 1 8 8 2 4 8 16 4 025 4 2 1 <012 <0,12 05
A2 2 0,5 2 4 8 2 4 8 4 0,12 2 0,5 1 <012 <012 0,12
A4 2 0,5 2 4 8 2 4 4 0,12 2 1 2 <012 <012 0,12
A91 025 012 2 0,5 2025 8 4 1 012 4 1 05 <012 <0,12 <0,12
A63 05 1 16 8 32 2 8 16 4 8 1 0,5 1 05 <0,12 1
A77 025 1 128 16 512 8 4 32 1 32 4 512 0,5 64 1 8
All0 2 0,5 4 2 8 1 4 16 4 012 05 1 2 05 05 0,12
A20 2 025 2 4 1 2 4 4 4 012 2 1 1 <012 <0,12 0,12
A4 05 025 2 2 8 1 4 8 4 <012 1 0,5 1 <012 <012 0,12
A56 05 <0,12 2 2 8 1 4 8 4 <012 1 0,5 1 <0,12 <0,12 0,12
A55 05 <0,12 1 2 8 1 4 8 4 <012 1 0,5 1 <012 <0,12 0,12
A9 2025 2 4 8 2 4 8 2 0,12 2 1 1 <012 <012 0,12
Al 1 0,25 2 2 8 2 4 8 1 012 2 0,5 1 <012 <0112 0,12
Al2 2 0,5 2 4 8 1 2 4 1 0,12 2 1 1 <012 <012 0,12
A8l 05 025 2 4 8 1 4 8 4 0,12 1 0,5 2 <012 <0,12 <0,12




Tabla 22. Perfil clonal de los aislados distintos de A. baumannii incluidos en el grupo G. La tabla recoge los valores de CMIy, (png/ml) a los antimicrobianos analizados en el
estudio de sensibilidad. Tan solo los aislados A93 y A107 amplificaron una de las enzimas ensayadas (IMP-8).

8 N IPM MEM CEF CAZ CTX SUB SAM PTZ RIF LVX AMK GEN COL DOX MIN TIG

F PR 225 2 0.5 8 4 16 2 4 8 4 012 2 0,5 1 <012 <012 0,12

E _ A72 025 0,5 4 2 8 1 4 16 20,12 1 1 1 <012 <0,12 <0,12
||| ' . A92 025 05 0,5 2 4 0,5 4 16 4 012 025 0,12 4 <0,12 <012 <0,12

HHNea A5 2 1 4 8 8 2 4 8 2 0,12 4 2 1 <0,12 <0112 025

0 I A83 025 025 2 2 8 1 4 16 4 0,12 1 0,5 2 <0,12 <012 <0,12

, TR 11 vy 1 0,25 8 4 8 1 4 4 4 0,12 2 1 1 <0,12 <012 0,12
AlOO 2 <012 2 2 4 0,5 2 16 1 0,12 025 05 1 025 05 0,12

||. "["g AS88 1 0.5 16 8 64 8 32 8 2 4 32 2 8§ <012 <0,12 0.12

|| ..-l.l BiaL A% 025 025 1 2 4 025 2 16 2 0,12 025 05 8§ <012 <0,12 <0,12

| _"ﬁ". A49 051 05 8 2 16 1 4 4 <012 1 1 1 <012 <0,12 <0,12

_|: A89 0,25 1 4 2 4 025 4 2 0,12 1 1 2 <0,12 <012 025
8 3J MR A6 2 1 8 4 32 1 4 32 4 0,12 1 2 2 025 05 0,12

0 e 208 1 <0,12 4 4 8 1 4 32 1 0,12 1 0,5 2 025 05 0,12

fRU R a8 1 0,5 16 8 16 2 4 4 2 1 0,5 4 <0,12 <0,12 0,12

L F 0B RLEE A7 1 1 8 8 32 8 32 4 2 2 1 1 <0,12 <012 0,12
| .“‘ OMEE e A4 025 <012 2 2 8 1 4 16 2 012 05 025 1 <0,12 <012 <0,12
(e LAMEEe e A5 025 <012 2 2 2 4 16 2 012 025 0,12 1 <0,12 <012 <0,12

' . JEBER A86 1 <0,12 1 2 0,5 1 8 1 0,12 1 1 2 025 05 0,12

‘|: . 2 B2 g A 1 8 8 16 2 4 64 4 16 2 8 2 0,5 05 0,12
| (" s 2128 1 <0,12 4 4 16 1 4 16 4 012 025 05 2 0,25 1 0,12

|g,_. ] A82 025 0,5 0,5 2 4 0,5 4 8 4 012 012 025 8§ <012 <0,12 <0,12
THIIRIEE Al107 32 4 8 128 32 1 4 16 4 8 2 0,5 2 025 05 0,12

Hi t 1 g A3 64 8 8 256 64 1 4 32 2 1 8 4 8 <012 <0,12 <0,12
" e 3w AD 2 0,5 1 4 8 1 2 4 4 012 05 0,5 8 0,5 <0,12 0,12
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» Deteccion de actividad carbapenemasa por MALDI-TOF MS

° Seleccion de las condiciones O ptimas del ensayo e identificacion de

los picos mas representativos

O Estabilidad del imipenem en los distintos solventes

El p rimer p aso para llevar a c abo | os e xperimentos fu e d eterminar | a
estabilidad del imipenem en los tres solventes previamente empleados por otros
autores en e nsayos s imilares (NaCl 0.46%, e 1T ris-HCl 20 mMp H6 .8e
hidrégenocitrato de amonio 10 mM pH 7.0). Para esto se prepararon soluciones
de i mipenem (0.25 mg/ml, 0.5 mg/ml y 1 mg/ml) encada unodeellosy se
incubaron a 35°C durante 4 horas, realizdndose determinaciones del espectro a

los 15 minutos, 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas y 4 horas.

R 274 300 ) 489
(A): : T —
Tris-HCl1
_ 274 ) 300 1 489
B): -

Citrato amoénico

(©) 274 300 489
Lo ,\“—4 - fﬂ/\ L/\’v

NacCl

Figura 36. Estabilidad del imipenem en los distintos solventes. Detalle de los picos de 274 m/z, 300
m/z y 489 m/z del imipenem tras su incubacion en Tris-HCI 20mM (A), Citrato amoénico 10mM (B) y
NaCl 0.46% (C) a tiempo 0 horas (A-verde, B-granate, C-verde claro) y tiempo 4 horas (A-naranja, B-
verde, C-malva).
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Los resultados obtenidos fueron similares con los tres solventes a tiempos
cortos pero, al prolongar el periodo de incubacion hasta las 4 horas, los picos mas
significativos p resentaban unai ntensidad m enor cuandos ee mpleabae |
hidrogenocitrato de amonio como solvente (figura 36). En el caso del NaCl y el
Tris-HCI los va lores o btenidos fueron s imilares e nt odos I os t iempos. Las
pequeias variaciones que se detectaron en los datos crudos al emplear estos dos
solventes pasaban a s er 1 napreciables al n ormalizar 1 a s efial d e I os p icos d el

espectro con el valor del pico de cilastatina-Na'.

La figura 37 presenta un espectro significativo cuando se emplea el Tris-
HCI como solvente. En ellase aprecia como al afiadir el antibidtico a parecen
diferentes picos y como €stos se mantienen estables a 1o largo de las 4 horas de

incubacion.

Tris-HC1

ﬁris_HCHIPM {=() |

Tris-HCIHIPM t=4h

e
-
L=]

s
1

Intens. [a.u]

300 489

5.

prs

g L

0.0 4~

T
250 300 350

Figura 37. Estudio de estabilidad del imipenem a distintos tiempos de incubacion en Tris-HCI 20 mM.
La figura muestra el espectro de masas M ALDI-TOF del imipenem en Tris-HCI a tiempo O h oras
(azul) y 4 horas de incubacién (amarillo) y del solvente sin antibiotico (gris). En el detalle se aprecian
los picos mas representativos del imipenem.
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La figura 38 muestra el efecto de la incubacion a 3 tiempos distintos en
NaCl. Aqui puede apreciarse como el v alordelos picos mas i mportantes s e

mantiene constante a lo largo del tiempo.

La s uplementacion ¢ on S DS 0.01% n o pr odujo ni ngun ¢ ambioe ne |

espectro del antibidtico en ninguno de los casos estudiados.
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Figura 38. Estabilidad del imipenem 1 mg/ml en NaCl (A) t=0 h, (B) t=15 miny (C) t=1 h. La tablas
recogen el valor m/z de los picos mas representativos asi como la intensidad de cada uno de ellos y su
intensidad r elativa asignando elv alor de 1al picode mayor intensidad que, e n todo s los c asos,
corresponde al 498 m/z. I: intensidad absoluta, IR: intensidad relativa.

0 Identificacion de los picos mas representativos del espectro

La c omplejidad d e 1 os e spectros d e m asas h ace que e l analisisd e 1 os
mismos sea dificil y laborioso. Por esto resulta necesario identificar los picos mas
caracteristicos d e ¢ ada ¢ ompuesto p ara fa cilitar la1 nterpretaciond el os
resultados. Para ello se estudio el espectro de masas del imipenem en distintas
condiciones e xperimentales t ratando de 1 dentificar e n e llos s us ¢ ompuestos

relacionados.
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La comparaciéon de los espectros obtenidos en los ensayos realizados con
los d istintos s olventes c on y sin i mipenem-cilastatina permitié s eleccionar 8
picos re lacionados tedricamente con el uso del antibiotico (121 m/z; 274 m/z;
300 m/z; 359 m/z, 381 m/z; 445 m/z 489 m/z y 658 m/z). Estos picos aparecieron
de forma repetida con todos los solventes y en todas las condiciones ensayadas.
Por el contrario, los picos que aparecian en un solo solvente o en un solo ensayo
no se consideraron. En la figura 39 se muestran 5 de estos picos que aparecen
tras la adicion del antibidtico pero que no se detectan en el ensayo realizado con

el solvente solo (Tris-HCI).

1 2 3 4 5

274 300 o, 359 381 | 489
e H M)
Tris-HCI - | |I'l =1 |'|| . '1. - “
Tris-HCHIPM = |'|_ | =1 || |
| | ! t ' .| i || |I I|

I | | Ly

I (IFL l,n'l‘l' # E; [ A A N I']L I \ I 'I ! P
- / -'I i l“" l,‘!r : II'.—'II l"\ -..,-'-\.FJ oA i | ]\'r".: I'l.f % -~ - \""..

W]
¥
i
L}
'

! Ll LR

Figura 39. Comparacion de los espectros de masas del solvente Tris-HCI (gris) y el solvente Tris-HCI
con i mipenem 1m g/ml ( azul) d onde s e a precian c on c laridad 1 os picos de bidos a 1a a diciéon del
antibidtico. El detalle en la parte superior resalta los picos mas representativos (1) tienamicina-H" (274
m/z), (2) imipenem ( 300 m/z), (3) (359 m/z), (4) cilastatina-Na" (381 m/z)y (5) imipenen-ac-a
hidroxi-cinamico (489 m/z).

La figura 40 muestra el c omportamiento de 1os mismos 5 picos enlos 3

solventes ensayados.
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El 104 Muestra 13 0:B1 MS, BaselineSubfracied, Smoothed
3 (A) Tris-HC1 ' ' '
€V |

48 41

ntens. Bu

] 273674 299655 358619
0.0 E_AJHJALL_J»_«}-\JL_,J-M,L_M‘_J&
x10% 3

1_255 (B) Citrato amonico

Muestra 14 0-B2 MS, BaselineSubfradied, Smoothed

488 62
I

Intens. [a.u]

1007 356793

273302 299314

)1(125 ] | Muestra 15 0-B3 MS, BaselineSubtracted, Smoothed
257 (C)Nacl ¥ B
4 _.l]

Intens, [a.u]

358.706

273826

250 275 300 325 30 375 400 425 450 a5 500

Figura 40. E spectros de masas M ALDI-TOF del i mipenem 1 mg/ml en los distintos s olventes (A)
Tris-HC1 20 mM (B) citrato amoénico 10mM y (C) NaCl 0.46%. El detalle muestra el pico de 381 m/z
utilizado para la normalizacién de los espectros.

Una vez seleccionados los picos relacionados con la adiccion del antibidtico
(imipenem-cilastatina) se estudid su e volucidon e n p resencia d et res a islados
representativos del osgr uposde m icroorganismose ncontrados: A 1,
Acinetobacter sensible a los carbapenemes, OXAS51-like positivo, A26, resistente
a los carbapenemes, OXA-24-like positivo y A93, resistente a los carbapenemes
portador d e IMP-8. Lare spuestaa 1aincubaciéon c onl os m icroorganismos
resistentes deberia indicar cudles de los picos seleccionados inicialmente
corresponden al antibidtico en realidad. La incubacion con el aislado A93 origind
una disminucidn en la intensidad de cuatro de estos picos (m/z: 274; 300; 489;
658), observandose el mayor efecto en los de 300 m/z y 489 m/z. Al incubar con
A26 se obtuvo un resultado similar si bien la disminucién de 1a intensidad fue
menor e n t odos | os ¢ asos. Por ultimo, el ensayo c on A 1 no produjo ningiin
cambio en la intensidad de ninguno de los ocho picos inicialmente considerados

(figura 41).
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Figura 41. Espectro de masas MALDI-TOF en el que se muestran los picos mas representativos del imipenem. Los espectros se obtuvieron con el solvente de incubacion
solo (NaCl 0.46%) (A), con la solucién de imipenem-cilastatina 1 mg/ml (B), con el aislado sensible Al (C), con el A26 productor de una OXA-24-like (D) y con el A93
portador de una IMP-8 (E). Los picos sefialados corresponden a la tienamicina-H" (274 m/z), imipenem (300 m/z), cilastatina-Na" (381 m/z) e imipenem-4cido-a-ciano-
hidroxi-cinamico (489 m/z). Las flechas y 1 os as teriscos m uestran 1 os pi cos de i mipenem-cilastatina que no se modificaron tras | a i ncubacion c on 1 os ai slados de
Acinetobacter productores de carbapenemasas
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Aquellos p icos que a parecieron tras | aa diciéon del i mipenem que no
modificaron s u intensidad a I 1 ncubar con los m icrorganismos re sistentes s e
consideraron re lacionados ¢ on 1 a cilastatinap resenteenel T ienamy n o se
valoraron en e nsayos p osteriores, exceptuandoe Ipicode3 81 m/z ques e

identifico c omo el c orrespondiente a cilastatina s 6dica y se utilizd en ensayos

sucesivos para normalizar los espectros.

En la tabla 23 se recogen los valores m/z de los picos relacionados con el
imipenem y del probable compuesto quimico asociado, asi como su modificacion

en presencia de los Acinetobacter spp empleados como controles.

Tabla 23. Relacion m/z de los picos de interés y sus compuestos asociados y respuesta a la incubacion

con los microorganismos control.

Respuesta
m/z Compuestos
A93 A26 Al
274  [Tienamicina+H]" + o+ -
300 Imipenem + + -
381 Cilastatina sodica - - -
489 Aducto Imipenen- + + -
Ac-a-hidroxi-cindamico
658 Imipenem+Cilastatina  + + -

Aunque la evolucion en la intensidad de los 4 picos del imipenem recogidos
en latabla se valord en todos 1 os ensayos que se hicieron a ¢ ontinuacion, se
otorgd una mayor re levancia al correspondiente ala ducto de i mipenem-Ac-o-
hidroxi-cindmico (489 m/z) puesto que presentaba la mayor intensidad relativa

en las condiciones control (sin microorganismo) (figura 38).

0 Seleccion de la concentracion de antibiotico

Una v ez identificados 1 os p icos d e 1 nterés se procedid a determinar | a

concentracion de antibidtico Optima con la que realizar los estudios p osteriores.
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Para ello se probaron 4 concentraciones distintas de imipenem (0.25 mg/ml, 0.5
mg/ml, 1 mg/ml y 5 mg/ml) en NClay Tris-HCI y se incubaron las soluciones
durante 1 hora a 35°C en agitacion. Estos ensayos se realizaron igualmente en
presencia de 2 aislados de Acinetobacter resistentes (A26 portador de una OXA-
24-likey A93 deuna IMP-8). L aintensidad d e l os p icos a umenté d e fo rma
directamente p roporcional a 1 a c oncentraciéon de i mipenem e mpleada h asta 1

mg/ml, sin embargo, a concentraciones superiores (5 mg/ml) este efecto no fue
tan evidente (figura 42). La incubacién con ambos microorganismos re sistentes
permitio también observar de manera clara la desaparicion del antibidtico con la
concentraciéon de Img/ml. A c oncentraciones m enores, las d iferencias que
aparecian entre e |1 p roductor de m etalobetalactamasa y e 1 de oxa cilinasa se
apreciaban peor mientras que el aumento de la concentracion de antibidtico a 5

mg/ml no supuso ninguna ventaja.

EV (B) 1 © 489

o000
3000 —

2000 o cooo

300

Teen o 19000 —

IPM 0.5 mg/ml = IPM 1 mg/ml IPM S mg/ml =

Figura 42. Detalle de los picos de interés del imipenem (A) imipenem (300 m/z), (B) cilastatina (381
m/z) y (C) aducto amipenen-acidoc-a-hidroxi-cinamico (489 m/z) empleando distintas concentraciones
de antibiotico, 0.5 mg/ml (verde), 1 mg/ml (naranja) y 5 mg/ml (azul).
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0 Estudio del efecto del indculo

Como parte d el p roceso d e o ptimizacion de | os e nsayos s e p rocedio a
determinar I a ¢ oncentracion d e m icroorganismo q ue p ermitiese s eguir |l a
degradacion d el a ntibidtico de m anera f acily ¢ lara. L ad isminucione nl a
intensidad del os p icos s eleccionados s e e studidé ¢ on tres concentraciones
diferentes de microorganismo (I x 10° UFC/ml, 2.5 x 10° UFC/ml, 2.5 x 10"
UFC/ml) y,a li gualq uee nl ose nsayos a nteriores, s e u tilizaron ¢ omo

microorganismos control los aislados A1, A26 y A93.

Los resultados variaron en funcion de la cepa de Acinetobacter empleada.
De e ste modo, el e fecto m 4s marcado se observo al re alizar 1a 1 ncubacion en
presencia del aislado productor de metalobetalactamasa (A93). Debido a la gran
actividad hidrolitica de la enzima que posee, la degradacion del antibidtico con
este aislado fue rapida y, cuando se emplearon indculos elevados, la desaparicion
de 1 os picos d e interés se pr odujo e n m enos de 3 0 m inutos (figura4 3). Al
emplear | x 1 0° UFC/mll a intensidad del os p icos d isminuyd de fo rma
inversamente p roporcional al tiempo de incubacién 1o que p ermitid e studiar 1a

actividad enzimatica en funcion del tiempo (figura 44).

P 1@ i P ®

3 1 3
:ZWA\_/";/\R/ - =

Figura 43. Reduccion del ai ntensidad de 1 o0s pi cos m 4s r epresentativos de 11 mipenem t ras s u
incubacion con el aislado A93 (2.5x10' UFC/ml). (A) Imipenem (300 m/z); (B) Aducto imipenen-ac-
o hidroxi-cinamico (489 m/z). Tiempos: 1: 0 minutos; 2: 15 minutos; 3: 30 minutos; 4: 1 hora.
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Figura 44. Estudio del efecto indculo. Espectros de masas MALDI-TOF del imipenem (A) y de éste
tras incubacion 30 minutos con distintas concentraciones del aislado A93 (B) 1 x 10° UFC/mly (C) 2.5
x 10" UFC/ml en Tris-HCI 20 mM. El detalle permite apreciar la disminucién de la intensidad de los
picos de interés segun el indculo bacteriano que se utilice.

La menor actividad presentada por las enzimas tipo O XA hizo necesarios
emplear | argos t iempos d e i ncubacion para d etectar actividad c arbapenemasa
cuando | os e nsayos s e  levaron a cabo en presenciade 1 x 10° UFC/ml d el
aislado A 26. Por el contrario, al emplear un inéculo de 2.5 x 10" UFC/ml la
degradacion del imipenem se detectd con claridad a tiempos menores. El ensayo
de estac oncentracién, tantoc one la islado A 93p ortador deu na
metalobetalactamasa como ¢ one la islado A 26 productor de u na O XA24,
permitio d etectar | a degradacion del a ntibiotico tras 1 horade incubacion d e
manerai ncuestionable. L ac ombinacion dee stac oncentraciond e
microorganismo y e stet iempo d e1 ncubacion origina, a demas, d iferencias
suficientes en la d isminucion de los picos de 300 m/zy 4 89 m/z como p ara

identificar los dos grupos de enzimas (figura 45).
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m/z 1 IR
274 45277 0,40
300 630,2 0,06
381 11268.1 1,00
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Figura 45 Modificacién del espectro de imipenem 1 mg/ml (A) tras 1 hora de incubacion con 2.5x10'"
UFC/ml de un productor de MBL (B) y un productor de O XA-24-like (C). Enla figura se ap recia
como la disminucion de la intensidad de 1os picos del imipenem tras 1 hora de incubacion es mas
intensa en el caso del aislado A93. Las tablas de 1a derecha recogen los datos de m/z de los picos de
interés asi como su intensidad absoluta y relativa asignando el valor 1 al pico de mayor intensidad. En
ellas se observa que el pico que sufre una mayor disminucion es en ambos casos ¢l de 489 m/z. I:

intensidad absoluta, IR: intensidad relativa.

0 Seleccion de las condiciones finales del ensayo.

Tras el procesamiento de los datos los picos de 300 m/z y 489 m/z fueron

asignados a 11 mipenemy a la ducto fo rmado pore 11 mipenemy 1am atriz

respectivamente y fueron los picos seleccionados como marcadores para detectar

la actividad carbapenemasa en los estudios sucesivos. Ambos picos disminuian

de m anera n otable s u i ntensidad, o bien desaparecian ¢ ompletamente, tras su

incubacion durante 1 hora con Acinetobacter productores de carbapenemasas en

todos los s olventes e nsayados, confirmando que s on b uenos i ndicadores para

monitorizar esta actividad enzimatica.

Teniendo e n ¢ uenta t odos 1 os r esultados a nteriores s € s eleccionaron | as

condiciones definitivas del ensayo. La concentracion final de imipenem en cada
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mezcla se establecido en 1 mg/ml. Elinoculo bacteriano se ajustdé en todos los
experimentos para conseguir una concentracion final de 2.5 x 10'° UFC/ml y el
tiempo d e incubacion se redujo a 1 hora. C omo s olventes se e mplearon tanto
NaCl 0.46% como Tris-HCI 20 mM pH 6.8, dado que ambos mostraron buenos
resultados y, acorde conla bibliografia p revia, el NaCl 0.46% podria ejercer

algun tipo de inhibicion sobre la actividad de las OXAs.

° Deteccion de la actividad car bapenemasas en asilados de

Acinetobacter spp mediante MALDI-TOF MS

Una vez establecidas las condiciones mas adecuadas para la deteccion de la
actividad carbapenemasa s ¢ analizaron 1 os 130 a islados del e studio bajo 1 as
condiciones descritas en el punto anterior Los espectros de todos los aislados se
obtuvieron tras la incubacion de 2.5 x 10" UFC/ml de cada microorganismo con
imipenem 1 mg/ml utilizando como solventes NaCl 0.46% y 20mM Tris-HC] pH
6.8. Todos los espectros se normalizaron con el valor del pico de la cilastatina y
se ¢ ompararon € ntre s iy ¢ on | os ¢ orrespondientes ¢ ontroles (antibiotico e n
ambos solventes en ausencia de microorganismo). Se incluyeron también como
controles muestras de |l os dos solventes c on cada microorganismo pero sin
antibidtico p ara c omprobar 1 os p icos que p odian a parecerene lp rocesod e
incubacién y que e ran d ebidos al microorganismoy no a ladegradacion d el

antimicrobiano.

Todos los aislados resistentes a los carbapenemes presentaron actividad tras
1 hora de incubacion al observarse la desaparicion o reduccion importante en la
intensidad de los picos de 300 m/z y 489 m/z. Al comparar los resultados
obtenidos para los dos solventes se observd una disminucidon mayor en varios
aislados p ortadores d e d istintas o xacilinasas al utilizar T ris-HCI. Sin e mbargo,
esto varid sustancialmente d e unos aislados a otros 1legando a ser e n muchos
casos i napreciable o incluso a preciandose el e fecto c ontrario. Enla figura4 6
aparece una muestra de la respuesta obtenida en ambos solventes para un nimero
representativo de portadores de OXA-24-like (46A) y para todos los aislados del

estudio en funcion de la enzima que poseen.
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Figura 46. Variacion de la intensidad del pico de 489 m/z tras 1 hora de incubacion en NaCl y Tris-
HCI1 con (A) varios aislados portadores de OXA-24-like y (B) todos los aislados del estudio agrupados
segun la enzima que portan. En este ultimo caso se representa la media y la desviacion estandar de
todos los aislados de cada grupo. El control corresponde al imipenem solo sin microorganismo. IR:
intensidad relativa.

El efecto mas dréstico tuvo lugar con los aislados A93 y A107 productores
de m etalobetalactamasas en l os que, tras 1 hora de incubacidn, s e produjo la
completa d esapariciéon de ambos picos. Con el resto de los aislados, la mayor
disminucion correspondid a aquellos portadores de la OXA-24-like. Los aislados
de A. baumannii que codificaban el gen blagyasiike precedido de la secuencia de
insercion ISAbal mostraron u na d isminucién m enor q ue | os anteriores. N o
obstante, ¢sta fue ligeramente superior a la observada para los aislados resistentes
al imipenem que amplificaban la enzima O XA-58. Los experimentos realizados
con los aislados distintos de A. baumannii sensibles al i mipenem c onfirmaron
que ¢éstas no presentaban actividad carbapenemasa, puesto que los picos de 300
m/z y 489 m/z no s ufrieron modificaciones s ignificativas. Enelcaso de este
grupo d ¢ microorganismos s € realizaron e xperimentos ¢ omplementarios a
tiempos de incubacion mayores confirmandose los resultados ya que ambos picos

estaban todavia presentes y con la misma intensidad tras 4 horas de incubacion.
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El e studio dela a ctividad ¢ arbapenemasas m ediante MADI-TOF M S se
realizot ambiéne nl osd os aislados de A. baumannii resistentes al os
carbapenemes (A102y A 124) enlos queno habias ido p osible a mplificar
ninguno de los genes analizados. La incubacion de estos microorganismos con el
imipenem reflejo q ue a mbos e ran ¢ apaces d e h idrolizar d icho ¢ ompuesto
practicamente en su totalidad al cabo de una hora lo que sugiere la presencia de
una e nzima c on a ctividad ¢ arbapenemasa. L a figura 47 destaca comol a
intensidad de los picos de 300 m/z'y 489 m/z disminuye con respecto al control

al incubar con los aislados A102 y A124

X104 489

Intens. [a.u.]

300

i .

L L B e B e e e e e B e e e e e e e e e e e e I B m e m e p S
300 325 350 375 400 425 450 475 500

Figura 47 Espectro del imipenem 1mg/ml (azul) y tras su incubacion con los aislados A102 (naranja)
y A124 (verde).

° Deteccion de metalobetalactamasas mediante MALDI-TOF MS

La completa desaparicion de los picos de 300 m/z y 489 m/z tras una hora
de incubacion con los aislados A93 y A107 indicaba la presencia de una enzima
tipo MBL en ambos aislados. No obstante, el estudio de esta actividad enziméatica
se completd mediante la adicidon de distintos compuestos, DPA 'y ZnSO,, a las

mezclas d e m icroorganismo y a ntibidtico. E ste e nsayos el levoa c abo en
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portadores de distintas oxacilinasas segiin el estudio molecular y en los dos

caracterizados como productores de la metalobetalactamasa IMP (A93 y A107).

Lai ncubacibnc onD PA origin6 unai nhibicion del aa ctividad
metalobetalactamasa en los aislados A93 y A107, sin embargo, la concentracion
de DP A empleada no fue suficiente p ara inhibir por completo 1a actividad. L a
actividad enzimatica residual produjo una pequeiia disminucién en la intensidad
de 1 os p icos re lacionados con e 11 mipenem. Al re petir | os experimentos € n
presencia de ZnSQOy se aprecié una reactivacion parcial de la enzima (figura 48).
La i ncubacion ¢ on a mbos ¢ ompuestos a lavez (DPAy ZnSO,) noalterd el

espectro con respecto al control.
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Figura 48. Estudio de la actividad metalobetalactamasa. En la figura se muestran 1os es pectros d e
masas del imipenem 1 mg/ml (A), el de este antibidtico tras su incubacion con el aislado A93 (B), con
A93 y DPA (C)y con A93, DPA y Zn*" (D). La disminucion de la intensidad de los picos sombreados
de300m/z,381 m/z y489 m/zen (B) ysurecuperacion al afi adir un quelante d ivalente en (C)
demuestran que este aislado es portador de una metalobetalactamasa. L a actividad quelante del DPA
revierte en (D) al introducir iones Zn>"y se aprecia de nuevo la actividad hidrolitica de A93. Los picos
de 300 m/z, 381 m/z 'y 489 m/z de todos los ensayos aparecen en el detalle de la derecha.

Cuando s e re alizaron e stos e xperimentos ¢ on a islados p ortadores d e
distintas oxacilinasas no se detectd efecto alguno en ninguna al afiadir cualquiera

de los compuestos mencionados. La figura 49 recoge en detalle la evolucion de
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los p icos mas re presentativos del e nsayo realizado c on A93-portador d e u na

IMP-8 y A 26-portador d e una OXA-24-like. En ella s e aprecia c on c laridad

como la actividad hidrolitica de A93 se ve modificada al incluir en el medio de

incubacion los distintos compuestos (ZnSO,4, DPA y ZnSO,+DPA), mientras que

el e spectro de A 26 permanece inalterado c on re specto al ¢ ontrol en todas 1 as

situaciones ensayadas.

A93 A93
300 300 300 . 300 489 489 489 489
A26 A26
: 300 300 300 | 300 . 489 489 . 489 489
:(\N : Ql&j\/\/ "1 :"—'“.J\/‘\A’._ T B —“——/\"“-“ :"_’M.J\/.VM

[PM = Ajslado ™ Aislado+ Zn**

Aislado+ DPA =

Aislado+ Zn*+DPA ™

Figura 49. Estudio de la actividad m etalobetalactamasa en 1 os aislados control A93 y A26. Enla
figura se muestra el detalle de los picos de 300 m/z y 489 m/z en las distintas condiciones del ensayo.
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VI. Discusidon

A. baumannii presenta una gran capacidad para sobrevivir largos periodos
de tiempo en el ambiente h ospitalario l o que supone un i mportante re servorio
para s u d iseminacion. In cluso d espués d e 1a e rradicacion d e un b rote, c iertas
poblaciones de este microorganismo permanecen en el ambiente suponiendo un
riesgo p ara l os p acientes m &s criticos. S in embargo, no todas las cepas de A.
baumannii parecen presentar la misma capacidad para persistir y ciertos clones
prevalecen sobre otros. La caracterizacion de 1os clones circulantes asi como el
conocimiento de la epidemiologia local resultan de gran importancia tanto para el
correcto manejo de los pacientes infectados como para la rapida actuacion en el

caso de brotes.

Los estudios de colonizacion ¢ infeccion p or Acinetobacter spp. d estacan
como c ausas p rincipales p ara e 1 d esarrollo d e u na p atologia a sociada a e ste
microorganismo el ingreso en unidades de cuidados intensivos, la cirugia previa
o los largos tiempos de estancia hospitalaria. A demads, factores como el uso de
catéteres centrales, urinarios y otros dispositivos invasivos como los respiradores
y aparatos de ventilacion mecanica pueden favorecer también la adquisicién de
una infeccion por Acinetobacter spp. El tratamiento previo ¢ on antibidticos de
amplio espectro predispone ademads a la infeccion por variantes multirresistentes

[22-24].

De acuerdo con esto, la mayoria de 1as muestras incluidas en este estudio
procedieron de la UCI, tratdndose p rincipalmente d e m uestras re spiratorias d e
pacientes intubados. O tro n imero importante de aislados se obtuvieron de
heridas e infecciones de piel y partes blandas de pacientes a cargo del servicio de
traumatologia fundamentalmente. En la UCI se recogieron también muestras de

otros dispositivos médicos como catéteres centrales.

Aunque la asociacion entre la unidad de ingreso y el desarrollo de infeccion
por Acinetobacter spp. si parece clara, otras variables no muestran una relacion

tan directa y distintos trabajos arrojan resultados dispares.
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Asi, datos demograficos como la edad o el sexo no parecen guardar relacion
con la mayor probabilidad de padecer una infeccion por Acinetobacter spp. Sin
embargo, con frecuencia, los pacientes de mayor edad presentan estancias
hospitalarias m as p rolongadas y m ayores ¢ omorbilidades, fa ctoresquesise
encuentran relacionados con la colonizacién y posterior desarrollo de una
infeccion por Acinetobacter spp [149]. Por el contrario, otros estudios destacan
que tener una edad mayor de 60 afios por sisolo supone un factor de riesgo a
tener en cuenta [150]. Los datos de nuestro estudio estarian mas acorde a estos
trabajos ya que este grupo de p acientes c omprendio el 70.9% del total de las

muestras.

Aunque parece que A. baumannii es el patégeno del género implicado con
mayor fre cuencia e n d istintas infecciones 1 a d ificultad p ara i dentificar I os
microorganismos d el grupo a nivel d e e specie h ace necesario un e studio mas
detallado del p apel que o tras especies p uedan desempefiar e ne stet ipo de

Procesos.

La distincion de los microorganismos incluidos en el género Acinetobacter
es complicada y, a menudo, se identifican como complejo A. calcoaceticus-A.
baumannii en muchos laboratorios de microbiologia clinica, sin prestar especial
atencion a la especie concreta. Este hecho se debe fundamentalmente a que los
sistemas d e 1d entificacion c omerciales de 1 os que disponen 1 a mayoriade l os
laboratorios (API, V ITEK, P HOENIS) nos on capaces d e d istinguir u nas
especies de otras y, con frecuencia ofrecen tan sélo informacion del género. Para
conseguir una i dentificacion e xacta s on n ecesarias p ruebas m oleculares m as
complejas p ero e ste t ipo de a nalisis presentan un c oste e levado y p recisan
ademas de personal especialmente entrenado para realizarlas. De este modo, estas
técnicas no resultan una opcién asequible en la mayoria de los laboratorios de
rutina y s 6lo d isponen de e llas I os ¢ entros e specializados. No ob stante, 1 os
esfuerzos realizados en los ultimos afios para identificar estos aislados a nivel de
especie estan permitiendo conocer a fondo y caracterizar mejor la epidemiologia

de este género.
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En este contexto, nuevas técnicas de identificacion como la espectrometria
dem asas M ALDI-TOF s ee stan abriendoc aminoe ne lc ampod e la
microbiologia clinica tanto por la rapidez con la que se obtienen resultados como
por la fiabilidad de los mismos. Esta técnica permite en la actualidad la correcta
identificacion de gran numero de microorganismos c omo Staphylococcus spp.,
Enterococcus spp. o los b acilos d el grupo d el as e nterobacterias [114]. S in
embargo, el numero de estudios en b acilos G ram n egativos n o fe rmentadores

como es el caso de Acinetobacter es todavia escaso [151].

Teniendo e n c uenta e stos p recedentes, n os p lanteamos como uno de 10s
objetivos de este trabajo evaluar 1a utilidad del sistema MALDI-TOF MS en la
identificacion de los microorganismos del género Acinetobacter y comparar su
poder discriminatorio con el de dos métodos moleculares ampliamente validados
para este fin: la secuenciacion del gen rpoB (aplicable en todas las especies del
género) [16] y la presencia de la enzima OXA-51-like (enzima intrinseca de la
especie A. baumannii). L os resultados obtenidos indican que la presencia de la
enzima O XA-51-like, tal y c omo h an m encionado o tros trabajos [61] permite
distinguir A. baumannii del resto de las especies del género y, aunque algunos
autores han determinado esporddicamente su presencia en otras especies [62], en
este estudio s6lo obtuvieron un resultado positivo en la PCR los 107 aislados de

A. baumannii.

Al ¢ omparar los re sultados d e I as t écnicas m oleculares ¢ on e 1 andlisis
espectrométrico por MALDI-TOF, se observa que todos los aislados portadores
de O XA-51-like se identifican c orrectamente. N o o bstante, dos aislados en los
que nos eh abia detectado e sta enzima sei dentificaron también c omo A.
baumannii mediante espectrometria. Estas discrepancias se resolvieron mediante
la secuenciacion del gen rpoB. Para poder valorar la fiabilidad del sistema en el
resto de las especies del complejo se incluyeron en este estudio todos los aislados
que habian sido identificados como especies distintas de A. baumannii mediante
MALDI-TOF MS . Esta técnica ¢ onsiguio 1 a identificacion c orrecta a nivel de
especie de los 25 aislados distintos de A. baumannii con una similitud i gual o

superior al 99% con las incluidas en la base de datos BLAST.
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El a nélisis c omparativo del as tres t écnicas permitié ¢ omprobar q uel a
espectrometria de m asas presentaba e rrores 1 mportantes e n 1 a a signaciéon d e
especie (no de género). Se observd que, en conjunto, todos 1os microorganismos
del e studio se identificaron correctamente a nivel de género, sin e mbargo, un
porcentaje considerable (48.4%) de los 32 aislados analizados (25 no-baumannii,
7 A. baumannii —portadores de OXA-51-like-), tanto por t écnicas m oleculares
(secuenciacion d el g en rpoB) c omo por t écnicas e spectrométricas (M ALDI-
TOF), se identificaron de forma erronea a nivel de especie, lo que supone un
16.4% delto tal d e aislados ensayados. Estos problemas d e i dentificacion
incorrecta pueden ser atribuidos en gran medida a la limitacion en el ntimero de
perfiles de Acinetobacter incluidos en labase de datos [152]. Vila et al, han
publicado re cientemente resultados s imilares [153]. Estos a utores e ncuentran
identificaciones i ncorrectas c on especies como A. pitii o A. nosocomialis. Sin
embargo, t ras re alizar un a nalisis d etallado d e 1 os p icos obtenidos pa ra c ada
microorganismo, observan q ue hay diferencias relevantes e ntre los espectros
obtenidos para estos aislados y aquellos de las especies con los que el sistema los
asemeja de forma incorrecta. Estas discrepancias resultan suficientes para realizar
una identificacion adecuada y asi, después de aumentar las entradas de la base de
datos d e e stos m icroorganismos ¢ onsiguen u na i dentificacion inequivoca. En
nuestro caso, el perfil proteico de 5 especies de los 15 aislados que habian sido
identificadas erroneamente no estaban incluidos en la base de datos utilizada- A.
genospecies 13TU, A. beijerinckii, A. soli, A. genospecies 10, y A. genospecies
14BJ. Aun asi, cuando se trata de especies muy relacionadas entre si no pueden

descartarse totalmente errores de identificacion.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo concuerdan con los de Vila
et al e indican que el sistema MALDI-TOF MS puede ser una herramienta util en
la identificacion de las especies del grupo siempre y cuando las entradas de la
base de datos MALDI BioTyper software se amplié con un numero de espectros
suficientemente a Ito. Mientras t anto, last écnicas m oleculares siguen sien do
necesarias siempre que se requiera una identificacion precisa a nivel de especie.

Entre éstas, la amplificacion de 1a enzima OXA-51-like, que aparece de forma
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constitutiva en el genoma de A. baumannii, es una forma sencilla de distinguir

esta especie del resto de las del género [61, 154].

Los resultados demuestran que las tres técnicas analizadas son de gran
utilidad para la identificacion d e Acinetobacter spp. y que, por tanto, se d ebe
emplear la que mejor se ajuste al objetivo que se persigue. Asi, hoy en dia, la
espectrometria d e m asas esu na técnica deu tilidad enl os 1 aboratorios de
microbiologia clinica cuando se precisa de una respuesta rapida, por lo menos a
nivel de género [155, 156]. Por su parte, la determinacion del gen blagyasi-ike y 12
secuenciacion del gen rpoB p ermiten o btener unos re sultados mas e xhaustivos.
Sin e mbargo, hay q uet ener e nc uenta que la espectrometria d e m asas s e
encuentra aun en desarrollo y que la implementacion de la base de datos, tanto en
numero de especies como de perfiles de cada una de ellas incluidos, permitira
obtener re sultados m 4s p recisos, i ncluso a nivel de especie, con valoresd e
sensibilidad y esp ecificidad equiparables al osd e last écnicas d e b iologia

molecular.

Como yas eh a mencionado, lai dentificacion del os aisladosd e
Acinetobacter spp. a nivel de especie resulta de gran importancia pues pone de
manifiesto que otras especies distintas de A. baumannii se e ncuentran también
implicadas en la infeccion. Asi,enelafio 1993 se c omunicaron 1 os p rimeros
casos d e b acteriemia relacionada con el catéter c ausada p or A. johnsonii que
afecto a 13 pacientes d e 6 hospitales a lemanes [9]. D esde e ntonces s € h an
seguido d ocumentando ¢ asos d e i nfeccion, la m ayoria d e e llos b acteriemias,
originados por e species d istintas d e A. baumannii. E ntre e stos p atdgenos
destacan A. ursingii [157, 158], A. baylyi [159] o A. septicus, responsable de un
brote d e b acteriemia en una U CI neonatal de Turquia [160]. También se han
descrito infecciones causadas por especies como A. berezinae/A. genomospecies
10 [161] y A. junii [162].

El estudio méas amplio llevado a cabo hasta la fecha tuvo lugar en Reino
Unido. En ¢ 1s e1i dentificaron an ivel de e specie 6 90 a islados c linicos d e

Acinetobacter mediante 1 ac ombinaciond e dos técnicas m oleculares, | a
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amplificaciond el gen blaoxasiike y1 as ecuenciaciond elg en rpoB.
Sorprendentemente, m 4s d el 2 0% d e 1 os aislados fu eron i dentificados ¢ omo
especies distintas de A. baumannii incluyendo hasta 18 especies diferentes. Entre
¢éstas destacaban A. Iwoffii, A. ursingii, A. pitii, A. johnsonii y A. parvus. Se
encontraron a demas, a unque de fo rma mas minoritaria A. nosocomialis, A.
radioresistens, A. baylyi y A. calcoaceticus entre o tros. La m ayoriad e los
aislados procedieron de muestras de sangre y se identificaron como agente causal
de b acteriemia pero también s e re cogieron de o tras | ocalizaciones a natdmicas

[10].

Aunque el porcentaje de aislados distintos de A. baumannii incluidos en
nuestro estudio (19%) es similar al obtenido por Turton et al nosotros tan sélo
encontramos 9 especies diferentes. Aqui es posible observar que ciertas especies
como A. pitii o A. berezinae/A. genomospecies 10 se pueden aislar de muestras
clinicas de piel y tejidos blandos con cierta fre cuencia, asi como de ITU o del
tracto respiratorio. No obstante, no se recogid ningliin caso de bacteriemia. Estos
resultados respaldan lai dead eq ue, ad iferenciad el o que sep ensaba
anteriormente, las e species d istintas d e A. baumannii desarrollan un p apel

fundamental en el origen de la infeccion [157, 159, 162].

Como s ¢ hav isto, identificar lae speciec oncretad e Acinetobacter
implicada en el proceso infeccioso resulta de gran interés. No obstante, el control
de I as in fecciones p roducidas p or e ste g rupo d € microorganismos re quiere
ademasd e lac aracterizaciond el perfild es ensibilidada d istintos
antimicrobianos. Esto resulta de gran importancia en el entorno clinico donde lo
que se persigue es establecer un tratamiento apropiado y dirigido tanto al tipo de
infeccidon ¢ omo a 1 m icroorganismo c ausal, s iempre a justado al p erfil de cada
paciente. Por otro lado, conocer la epidemiologia local y caracterizar las cepas
circulantes en un ambiente determinado permite también establecer protocolos de

tratamiento empirico bien fundamentados y altamente ajustados.

En el caso de Acinetobacter spp. esto resulta atin mas importante debido al

perfil de multirresistencia que a menudo presentan los aislados de este género,
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limitando c onsiderablemente e | nimero de o pciones terapéuticas d isponibles.
Antibiodticos de gran utilidad en el ambito hospitalario como las cefalosporinas
resultan i neficaces parae 1t ratamientod el asi nfecciones ¢ ausadasp or
Acinetobacter spp. y, aunquelos v alores de C Mls, y CMlIy, incrementan d e
forma inversamente proporcional segun se trate de cefalosporinas de 3%, 2* y 1*
generacion, incluso | as d e 0 ltimas g eneraciones, ¢ omo e | ¢ efepime, p resentan
unos niveles d e re sistencia superiores al 50% en nuestro e studio. C ontinuando
con el grupo de los betalactamicos, los carbapenemes, que son con frecuencia el
antibiotico de eleccidon para el tratamiento de las infecciones causadas p or este
microorganismo, presentaron altos porcentajes de resistencia, rondando el 60 y el
40% para el imipenem y meropenem re spectivamente. No obstante, 1os niveles
de re sistenciaa 1 os carbapenemes e ncontrados e n nuestro hospital fueron
menores que los citados en otros estudios realizados en centros espafoles, donde
el porcentaje de aislados no sensibles a ambos carbapenemes superaba el 80%
[163]. Hay que re saltar t ambién q ue la sensibilidad frente al m eropenem fue
mayor que la del imipenem, a diferencia de lo esperado en un principio [24]. Sin
embargo, otros autores han sefialado este hecho con anterioridad [164, 165]. El
meropenem se ve afectado en mayor medida por la actividad de las bombas de
eflujo mientras que el imipenem es hidrolizado por las betalactamasas de forma
mas eficiente. De este modo, la sensibilidad a meropenem no predice los valores
para el imipenem y viceversa, por lo que resulta indispensable testar la actividad
de ambos carbapenemes en cada caso [24]. Tampoco el doripenem, el tltimo de
los carbapenemes introducidos en la clinica, resulta una alternativa a estos dos
antibioticos al presentar niveles de resistencia similares. Sin embargo, los
aislados portadores de la OXA-58 presentaron CMI menores para este antibidtico
que las de los otros grupos de aislados resistentes [166]. Acinetobacter spp. se
considera i ntrinsecamente re sistente a e rtapenem y por est ¢ motivo n o de be
usarse p arat ratar | as i nfecciones p roducidas p or e ste m icroorganismo. N o
obstante, en este estudio lo empleamos para comprobar si podia ser de utilidad
para distinguir unos grupos de otros y encontramos que tan solo el 6.1% de los

aislados estudiados tuvieron una CMI< 1ug/ml.
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En ¢ uanto a 1s ulbactam, q ue p resenta a ctividad i ntrinseca fre nte a
Acinetobacter spp., 1a C Mly, no superd los 32 pg/ml. Su combinacién con un
betalactdmico no parece contribuir al incremento de la actividad del mismo y los
valores de CMlIy, en este caso son de una dilucién mayor que para el inhibidor de
betalactamasas solo. Sin embargo, dado que el uso de sulbactam en monoterapia
no se re comienda en el caso de las in fecciones graves p or Acinetobacter spp.
[167] este h echo nop areces erre levantee nl ab tisquedad eu na o pcidén

terapéutica util.

El anélisis de los resultados obtenidos con el grupo de los aminoglucosidos
nos muestra una variabilidad mayor. La mayoria de los aislados (67%) resultaron
sensibles a | a a mikacina, mientras que sélounterciodeeclloslofuea Ia
gentamicina. U n e studio publicado re cientemente € n nuestro p ais presenta
resultados similares para la amikacina [163]. Los aminoglucdsidos son una de las
opciones terapéuticas para el tratamiento de las infecciones de Acinetobacter spp
siempre que las cepas sean sensibles. Estos antimicrobianos se usan a menudo en
combinacidn, principalmente con betalactdmicos pero se ha observado quela
resistencia a e ste g rupo d e a ntibidticos e std e n a umento debido tanto ala
presencia de enzimas modificadores de aminoglucosidos como a las bombas de

eflujo [24, 168, 169].

La aparicion y altaincidencia de cepas de A. baumannii resistentes a la
mayoriad el os a ntimicrobianos d isponibles e ne 1 m ercado, 1 ncluidos 1 os
carbapenemes, ha derivado en la busqueda de otras alternativas terapéuticas.
Entre ellas cabe destacar el uso de las polimixinas, especialmente colistina. Los
altos n iveles d e re sistencia p ara la c olistina o bservados e n ¢ ste e studio s on
preocupantes (9.2% aislados re sistentes), muy por encima de lo encontrado en
otros centros de nuestro entorno, donde este valor oscila entre el 1.2%-3% [163,
170, 171]. S in e mbargo, e ste dato s e s uaviza c uando s e ti enen e n ¢ uenta
unicamente los aislados de A. baumannii (4.9%) y no otras especies, donde los
niveles d e re sistencia s on m ayores ( 28%), ¢ specialmente A. berezinae/ A.
genomospecies 10 (71.4%). Ested ato ¢ onfirma q uel as d istintas e species

presentan niveles de resistencia diferentes y refuerza la idea de lo importante de
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conocer | a e specie ¢ oncreta e n cada proceso. Enelcasode A. baumannii, el
principal problema c on la colistina son 1 os niveles de he terorresistencia. E sta
descrita que la heterorresistencia a colistina en A. baumannii es mayor que la
resistencia pero, d ado q ue p arae |l e studio d e e ste f endmeno s on necesarios
ensayos ded ifusion (d iscos o E -test) n uestrot rabajo no puedea portar
informacién a este respecto por las limitaciones del método analitico empleado
[38]. No obstante, ha de tenerse en cuenta esta posibilidad a la hora de escoger el

tratamiento.

Otro antibidtico que ha de mostrados uu tilidade ne I m anejod e
Acinetobacter multirresistentes es la tigeciclina. En la actualidad, ninguno de los
principales organismos reguladores (CLSI y EUCAST) establece puntos de corte
para esta g licilglicina en el género Acinetobacter debido a falta d e e videncia
cientifica. Esto complica la estandarizacion y comparacion de los resultados de
unos estudios con otros. La mayoria de los casos publicados adoptan el valor del
punto de corte establecido para enterobacterias (sensible <1 pg/ml; resistente <2
ng/ml) y la BSAC ha incorporado los valores sugeridos por el EUCAST en sus
protocolos de  Acinetobacter spp. [172]. Ajustandonos a los criterios del
EUCAST parae nterobacterias, los nivelesd ere sistenciaa t igeciclina
encontrados en este estudio superan el 45%, muy por encima de lo observado en
otros e studios e spafioles que a doptan |1 os m ismos punt os de c orte [163]. Sin
embargo, existen otros estudios con este antibiotico que definen <2 pg/ml como
sensible y >8 pug/ml como resistente [46, 147, 173]. En este segundo supuesto el
porcentaje de aislados sensibles a la tigeciclina se incrementaria hasta el 99.2%
siendo de orden similar al de la doxiciclina (97,7%) y la minociclina (93,9%),
que resultaron los antibidticos mas activos en este trabajo. Esta gran variacioén en
los resultados segun se tenga en cuenta un punto de corte u otro se debe a que el
46.5% de nuestros aislados presentaron una CMI de 2 pg/ml que supone un valor
critico p ara d efinir u na c epa c omo s ensible s egiin los d istintos c riterios. La
minociclina, ¢ on u nos p orcentajes d e re sistencia b ajos € n n uestra s erie, se

considera en este momento de gran interés en el tratamiento de las infecciones
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por Acinetobacter debido a los niveles que alcanza en sangre y tejido y por tener

ademas una buena penetracion en el sistema nervioso central [174].

El grupo delas quinolonas tampoco a parece c omo una b uena opcién de
tratamiento ya que tan solo un3 1.8%d el os aislados fue sensible al
levofloxacino. Aun asi, estos resultados fueron mejores que los presentados por
otra q uinolona, ¢ iprofloxacino, analizadae nu ne studio re ciente d onde e |

porcentaje de aislados sensibles era tan solo del 6% [163].

La ri fampicina e sta ¢ onsiderada ¢ omo u n a ntimicrobiano d irigido a 1 as
bacterias G ram p ositivas, s ine mbargo, e studios in vitro ym odelos
experimentales muestran que este antibidtico presenta efecto bactericida frente a
A. baumannii multirresistente. En estos estudios la rifampicina en monoterapia
ha demostrado una eficacia similar a la del imipenem y mayor a la de la colistina,
sin embargo el uso de rifampicina en monoterapia no esta recomendada por la
rapida aparicion de resistencias [175, 176] y es necesaria su combinacién con
otros a ntibidticos p ara q ue e 1 t ratamiento s ea e fectivo. La c ombinacion q ue
mejores re sultados ha m ostrado ha sid o la d e rifampicina con c olistina [177,
178]. Los valores de sensibilidad in vitro obtenidos en nuestro estudio rondan el
80% confirmando su e ficacia en Acinetabacter spp. Asi, 1a rifampicina re sulto
uno de los compuestos con mas actividad de todos los ensayados, sin embargo el

valor de CMlIy, super6 el punto de corte.

En c onjunto, 1 os n iveles d e re sistencia d e los a islados d e n uestra s erie
fueron elevados y mostraron gran concordancia con lo reflejado en la literatura.
El perfil de multirresistencia que presenta con frecuencia este género bacteriano
hace q ue | os ¢ arbapenemes s igan s iendo el t ratamiento d e e lecciébn e n 1 as
infecciones ¢ ausadas p or e ste grupo de microorganismos. S in e mbargo, e 1
numero de c epas p ortadoras d e c arbapenemasas c apaces d e h idrolizar estos
antibioticos esta aumentando notablemente en los tltimos afios. Por ello resulta
de gran interés disponer d e técnicas rdpidas que p ermitan su identificacion. La
deteccion m ediante P CR de 1 os g enes i mplicados e n 1 a re sistencia o frece un

resultado de gran fiabilidad, pero ha de tenerse en cuenta que la aplicacion diaria
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de este método en los laboratorios de microbiologia clinica es limitada d ebido,
principalmente, a su coste [179, 180]. Las pruebas fenotipicas como el testde
Hodge modificado, el test de sinergia de doble disco o el E-test, suponen una
herramienta r4 pida y s encilla p ara p roporcionar u n re sultado p reliminar, sin
embargo, tan s6lo ofrecen una aproximacion al no permitir identificar la enzima

concreta responsable de la resistencia.

Entre estas enzimas, las oxacilinasas son las que se identifican con mayor
frecuencia en las cepas resistentes de Acinetobacter. Sin embargo, el numero de
portadoras de metalobetalactamasas es cada vez mayor y se ha visto que algunas
de estas enzimas, con importante distribucion entre las enterobacterias (como la

NDM), pueden tener su origen en Acinetobacter [77].

Muchos estudios se han centrado recientemente en desarrollar un protocolo
optimizado para la deteccion de metalobetalactamasas de una manera rapida lo
que supone uno de los mayores retos en la actualidad [139, 181]. No obstante, en
todos e stos t rabajos s e h an o bservado ciertas | imitaciones sobre todo ¢ on 1o0s
bacilos G ram n egativos n o fe rmentadores. Los E -test disefiados para detectar
MBLs con frecuencia originan resultados falsos positivos que no se confirman
posteriormente por PCR [182]. El alto nivel de resistencia a los antibioticos de
muchas d el asc epasp ortadores d e e stas e nzimas ¢ omplica también la
interpretacion de los mismos. Los pequeios halos de inhibicion que se originan
con fre cuencia h acen n ecesario a justar d e fo rma 1 ndividualizada | a d istancia
relativaa 1aquese colocanl osd iscos [141, 183]. P or ot ro lado, a lgunos
quelantes como el EDTA a m enudo originan g randes h alos de 1 nhibicién n o
relacionados con la produccion de enzima [140]. Estos test fenotipico sirven por
lo tanto ¢ omo técnicas d e SCreening pero es necesaria una comprobacion

molecular cuando se persigue un resultado preciso.

En este sentido, las técnicas moleculares permiten caracterizar con detalle
los aislados presentes en un entorno d eterminado. E sta caracterizacion facilita
ademas i1 nformacion e pidemioldgica d e i nterés y, dado que Acinetobacter se

considera un m icroorganismo nosocomial ¢ apazd ep roducirb rotese n
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determinados s ervicios h ospitalarios, ayuda a comprender la e volucion de 1os

distintos clones en el tiempo.

Asi, en este estudio se emplearont écnicas m oleculares (PCRy
secuenciacion) para confirmarl ost est fe notipicos, conocerl as p rincipales
enzimas implicadas en 1 a re sistencia a ¢ arbapenemes y determinar I os ¢ lones
predominantes e n nuestro e ntorno. L a ¢ onsecucion de e ste t Itimo o bjetivo s e

alcanz6 mediante la electroforesis en campo pulsado.

El p rimer p aso para la c aracterizacion m olecular d e los a islados y su
relacion g enéticas el levoa cabom ediante 1 aa mplificacion y posterior
secuenciacion de gen blagyasiike. Este gen, ademas de ser una herramienta util
para 1l a i dentificacion d e A. baumannii, s e e mplea h abitualmente e n e studios
epidemiologicos y detipadoy e suno delostres loci analizados p ara la
identificacion de los distintos clones globales descritos (GC). Segtin los datos de

los qu e se d isponen los a islados por tadores de 1la O XA-66 c orrespondenal GC1

mientras que los del GC2 presentan la OXA-69 y los del GC3 la OXA-71 [111].

La secuenciacion del gen blagya si.ike revelo que algunas de sus variantes se
aislan en mayor m edida e n n uestro h ospital (blagxaes, blaoxa-sa, blaoxar1 y
blaoxa201). Algunas enzimas tipo OXA-51 se h an agrupado debido a 1a gran
similitud e n su s ecuencia aminoacidica. Entre e llas, la O XA-201 se incluye
dentro del grupo de la OXA-66 por diferenciarse tan solo en un aminoécido (137
L—V)conrespectoa laO XA-109, o tra e nzima d e e ste g rupo. La O XA-65
también se ha considerado parte del grupo de la OXA-66. No obstante, estudios
de tipado mediante D iversiLab llevados a cabo recientemente han asignado la
OXA-65 al grupo WWS5 fuera del de la OXA-66 (WW2). Otras enzimas como la
OXA-71 ylaO XA-64 altamente re lacionadas a n ivel d e s ecuencia ¢ on las

anteriores tampoco forman parte del mismo grupo [184, 185].

Como sucede en otros estudios espafioles, dos de las variantes mayoritarias
de nuestro estudio, la O XA-65 y OXA-201, pertenecen al grupo de la O XA-66
[182]. Dentro de estos grupos aparecieron tres patrones de sensibilidad bien

diferenciados, incluyendo uno de aislados con alto nivel de resistencia tanto al
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imipenem como al meropenem. La presencia de una c arbapenemasas adquirida
tipo OXA-24-likeu O XA-23-like p odria e xplicar e stos a ltosn ivelesd e
resistencia, s in e mbargo, e n e ste g rupo no s e e ncontré n ingunao trad el as
enzimas e nsayadas. Los patronesd e b andas d el a e lectroforesis e n ¢ ampo
pulsado también mostraron 3 clones mayoritarios que se correlacionaron con los
perfiles de sensibilidad. Las secuencias de insercion tipo IS son otrode los
elementos que modulan la resistencia a los carbapenemes. En el caso concreto
del gen blagxa-si-ike 1a secuencia implicada con mayor frecuencia es la ISAbal.
Aunque ¢ésta se encontrd delante del promotor del gen blaOXA-51-like, tanto en
blaoxa-es ¥ blaoxa-201 @ la distancia descrita para originar un promotor fuerte, su
presencia solo e xplicaria un cierto incremento en la CMI a los carbapenemes.
Ademas, la secuencia ISAbal apareci6 a igual distancia en los aislados sensibles
y en los de bajo nivel de resistencia lo que refuerza la idea de que éstano es la
causad el os a ltos v alores d e C MI o bservados. O tros a utores también han
identificadola O XA-651 igadaa 1 ISAbal ena islados re sistentesa 1 os
carbapenemes en ausencia de una carbapenemasa adquirida [186]. No obstante,
debe considerarse la posibilidad de que existan otros mecanismos, enzimaticos o
no (alteracion de las porinas, presencia de bombas de eflujo, etc) que contribuyan
de manera significativa al fenotipo final observado. La secuencia de insercion
ISAbal se encontrd precediendo a distintas enzimas del grupo de la O XA-66
(OXA-65y O XA-201) pero en ningln c aso asociadaa la O XA-66, como ya
comentaron otros autores previamente [111].Otras secuencias de insercion como
la ISAba9 pueden encontrarse también acompafiando al gen blapgxa.si-ike

aumentando la actividad carbapenemasa en aquellos aislados resistentes [187].

La enzima O XA-64 fue otrade las variantes p redominantes d el e studio.
Esta a parecio junto con la O XA-24-like, que fue la oxacilinasa adquirida mas
prevalente de todas las estudiadas, en todos los aislados resistentes. Esta enzima,
y sus p rincipales v ariantes (OXA-24, OXA-25, OXA-26 OXA-40, OXA-72,
OXA-160), aparecen ampliamente distribuidas en la Peninsula Ibérica, que esta
considerada u na re gioén e ndémica [133, 188, 189]. La s ecuenciacion d el g en

blaoxa-24-iike revelo que la variante encontrada en nuestros aislados correspondia a
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la OXA-72. De acuerdo con lo descrito previamente, los aislados de este grupo
mostraron u n p erfil de multirresistencia [190]. Aunque al gunos g rupos han
identificado la e nzima O XA-24-like ¢ n ¢ epas p ortadoras d el g en blaogxa-si-jike
precedido del ISAbal ninguno de nuestros aislados presentd esta secuencia de
insercion delante de blagyasiike [191]. La mayoria de los aislados portadores de
la OXA-24-like se identificaron como el mismo clon atendiendo a los perfiles de
bandas observados en la electroforesis de campo pulsado. Sin embargo, también
se observaron perfiles minoritarios dentro del grupo. Otros autores han descrito
este h echo p reviamente a rgumentando que d iferentes m ecanismos, t anto d e
transferencia h orizontal ¢ omo d e d iseminacién c lonal, d eben desempefiar u n
papel en la propagacion de la OXA-24-like en el ambiente hospitalario [191]. A
la vista d e nuestros resultados el mecanismo d e dispersion c lonal p arece tener
mayor relevancia en nuestro hospital. Sin embargo, es i mportante d estacar que
tan s 6lo d os aislados d e l os no incluidos en el perfil de bandas predominante
presentaron la variante mayoritaria de la OXA-51 observada en el grupo (OXA-
64), mientras que los otros 8 amplificaron la OXA-66, la OXA-64/132 y la OXA-
70. Asi, las variaciones en la OXA-51-like parecen tener mayor influencia en el
perfil de bandas observado. Hay que tener en cuenta que la OXA-51-like tiene
localizacién cromosdmica por lo que variaciones en la misma pueden traducirse
en distintos patrones de bandas en PFGE, independientemente de l1os elementos

moviles que presente cada aislado.

La presencia de las secuencias tipo XerC/XerD flanqueando el gen blagxa.
aa-ike Podria explicar en gran medida la alta diseminacion de este gen. (figura 50)
Estas secuencias repetidas invertidas conservadas (IR s) se encuentran separadas
6pb de la region variable y comparten una gran homologia con los dominios de
unién tipo dif. E stos a ctiian ¢ omo d ianas p ara 1 a re combinacion e specifica d e
sitiom ediadap or lasre combinasas XerCy XerD. E ste mecanismo es
responsable de la movilizacion de fragmentos discretos de ADN en el genoma de
Acinetobacter spp, e ntree llose 1 ge n blagxazsiike [192-194]. Otrod el os
mecanismos posiblemente involucrados en la transmision horizontal de la OXA-

24-like s on 1 as v esiculas. C omo e s b ien s abido, 1 os b acilos G ram n egativos
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secretan v esiculas al m edio portadoras d e d istintas moléculas implicadas con
frecuencia en pr ocesos de virulencia. Seh av istoquel asv esiculasd e A.
baumannii pueden incluir en su interior el gen blagya.24-ike-actuando ¢ omo un

mecanismo de dispersion de genes de resistencia [195].

Similar to A. baumannif plasmid pABVAO1 and pMMCLIZ

7 Y/
AB199 7 blagys, 7o ¢_-
Putative TonB- Putative Putative innar XerC/XerD XerCiXerD Hypethetical
receptor  cy ic protein protein protain

XerC XerD

o

900bp

ttEress

Figura 50. Esquema del gen blaOXA-24-like y su a mbiente g enético. L os e lementos X erC/XerD
aparecen en las cajas. Fuente: Tian, G-B et al Antimicrob A gents Chemother, Jan. 2011, p. 429-432
Vol. 55, No. 1

Otra de las carbapenemasas adquiridas con mayor repercusion mundial es la
OXA-23-like. Esta enzima se encuentra ampliamente extendida en Reino Unido
y el sudeste asiatico siendo responsable de brotes de A. baumannii resistente a los
carbapenemes en ambos p aises. S u localizacion puede s er t anto ¢c romosdmica
como p lasmidica y, am enudo, se e ncuentra formando p arte d el t ransposon
Tn2006 en la isla genomica AbaR4 [196-199]. A pesar de ser un gen con gran
capacidad de dispersion, su presencia en Espafia se describio por primera vez en
el afio 2013 [196, 200]. Aligual que sucede en nuestro estudio, ninguno de los
realizados con anterioridad en nuestro pais han descrito esta enzima en aislados
de A. baumannii. La secuencia de los productos erroneamente identificados por
PCR como OXA-23-like en nuestro estudio reveld que el amplificado detectado
era en realidad de una proteina de la familia del receptor de membrana TonB. El
TonB actiia como un transductor de energia en los procesos de transporte de la
vitamina B12 y el sider6foro-Fe (III) a través de la membrana externa [201-203].
La ausencia de la OXA-23-like como principal enzimare sponsable del a

resistencia alos ¢ arbapenemes e n Acinetobacter spp. e sta reemplazada porla
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OXA-24-like e n nuestro ¢ ntorno, d onde e sta o xacilinasa t iene u na i ncidencia

mayor que en otras partes del mundo [182].

El hecho de no haber estudiado los otros dos genes housekeeping (ompA y
CSUE) empleados para la identificacion de los clones globales descritos (GC) nos
impide asignar definitivamente nuestros aislados a un grupo u otro. No obstante,
los d atos d e l a O XA-51-like p arecen indicar l a p resencia de GC1 yGC3 en
nuestro ambiente. Las variantes de la O XA-66, una de las enzimas mayoritarias
en nuestro estudio, forman parte de uno de los GC mas ampliamente distribuidos
en el mundo. Sin embargo, aunque los aislados de GC3 portadores de la OXA-71
parecen a islarse e n m enor m edida, éstos han s ido d escritos a nteriormente e n
nuestro pais [111, 184, 185]. En nuestro estudio todos los aislados resistentes a
los carbapenemes portadores de esta variante de la OXA-51 presentaron ademas
la OXA-58 mostrando valores de CMI similares a los descritos por otros autores
[131, 132]. Aunque en este caso la secuenciacion se centrd en identificar el gen y
no s u e ntorno genético n uestros d atos s ugieren que l a OXA-58 p odria estar
ligadaa 1as ecuenciad ei nsercion I SAba3. Los a isladosd e este g rupos e
definieron como un mismo clon en nuestro estudio, a excepcion de uno de ellos
que n o guardo relacion con el resto. La O XA-58 s e e ncuentra a mpliamente
distribuida entre los aislados de Acinetobacter no sensibles a los carbapenemes
en el sur de Europa [204] causando brotes en Francia, Grecia, Bélgica, Italia y
Turquia [205-209]. En nuestro caso, la cepa mayoritaria de A. baumannii
portadora de OXA-58 se ha mantenido en el ambiente hospitalario a lo largo de

los tres anos de estudio.

Entre 1 as v ariables m inoritarias d e | a O XA-51 e ncontradas e n n uestro
hospital d estaca 1a O XA-64/0XA-132. E1 hecho de tratarse d e una s ecuencia
parcial no permite asignar definitivamente esta enzima a una variante u otra. Sin
embargo, al analizar la secuencia de nucle6tidos obtenida aparecen discrepancias
conre spectoa | as dos e nzimas p ropuestas. P oro trol ado, e 1fra gmento
secuenciado comprende el 80% del gen e incluye el mayor nimero de posiciones

en las que tienen lugar los cambios de nucleotidos que diferencian las enzimas
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entre si. Estos datos parecen indicar que se trata en realidad de una nueva OXA-

51-like.

La distribucion de las distintas oxacilinasas encontradas en este trabajo se
ajusta a lo descrito en los distintos estudios para nuestro entorno. Sin embargo,
dado 1 a g ran ¢ apacidad d e d iseminacion del as e nzimas implicadase n la
resistencia al os ¢ arbapenemes y I a d escripcion cada v ez m &s fre cuente d e
metalobetalactamasas se analizd también la posible presencia de estas enzimas.
Nuestro estudio se centrd en aquellas MBL que se detectan con mas frecuencia
en Acinetobacter y que presentan ademas una distribucion geografica mas amplia

(IMP, VIM y la NDM).

Desde que se identificara por primera vez en 2009 la metalobetalactamasa
NDM en aislados de E. coli y K. pneumaniae su distribucién ha ido en aumento
encontrandose p rincipalmente e n p aises c omo Bangladesh, In dia, P akistan, y
Reino U nido. [136, 210]. A demds, estan uevae nzima seh atra nsferido
horizontalmente a otras especies como A. baumannii suponiendo una verdadera
amenaza en determinadas regiones. No obstante, en nuestro pais tan solo se han
descrito casos de enterobacterias portadoras de NDM, pero no de A. baumannii
[211, 212].

La prevalencia de las distintas metalobetalactamasas en Espafia es escasa, lo
que puede e xplicar e 1 re ducido p orcentaje d e a islados portadores d e e stas
enzimas encontrado en e ste trabajo [75]. Aunque e stas enzimas parecen tener
mayor actividad hidrolitica frente a 1os carbapenemes que las OXAs [213] los
dos a islados p ortadores d e IM P-8 identificados en e ste estudio presentaron
menores valores de CMI para el imipenem y el meropenem que los que
amplificaron la OXA-24-like. Las enzimas tipo IMP se han encontrado tanto en
A. baumannii como en o tras e species d el g énero, en n uestro ¢ aso, los dos
aislados portadores d e e ste g en fueron i dentificados c omo A. berezinae/A.
genomospecies 10 [214, 215]. Aln o haberse re cogido posteriormente m as

aislados con este perfil resulta complicado saber si se trata de dos casos aislados
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o si, por el contrario, al ser los dos el mismo clon, éste presenta poco potencial

patdgeno y permanece en el ambiente sin gran capacidad de dispersion.

Por ultimo, dos de los aislados que hidrolizaron el imipenem no presentaron
ninguna de las carbapenemasas ensayadas, como ha sucedido en otros e studios
[204]. A unque nos e h aya podido determinar e | m ecanismo d e re sistencia
implicado en estos dos casos cabe la posibilidad de que estos aislados presenten
alguna o tra e nzima n o analiza en e ste trabajo o, también, que se trate de una

carbapenemasa no descrita hasta el momento.

El anélisis de 1os perfiles de sensibilidad y las enzimas presentes permite
caracterizar las distintas cepas que predominan en nuestro medio. Sin embargo,
para p oder determinar con mayor exactitud los clones circulantes es necesario
completar esta informacion con otro tipo de estudios. Como sucede con muchos
otros microorganismos, la electroforesis en campo pulsado es una de las técnicas
de tipaje con mayor poder discriminatorio para Acinetobacter spp y todavia hoy
es considerada la técnica de referencia [66]. Gracias a ella se pudo determinar la
relacion g enética e ntre nuestros aislados y la implicacion de cadacepaenlas
distintas s ituaciones e pidemiologicas. El e studio m uestra que a Igunos de 1 os
clones s ¢ mantienen en el tiempo mientras q ue otros presentan oscilaciones
reapareciendo tras un d eterminado p eriodo. E sto sugiere que ciertos clones se
instauran como endémicos en un entorno, como ha sido descrito con anterioridad
[216].Lad ispersiond eu nc lon p redominante s e ¢ onsidera elp atrond e
transmision mas comun en los brotes. Sin embargo se sabe que diferentes clones

coexisten a menudo en el mismo hospital [217-220].

La resistencia antibiotica es uno de los factores que contribuye a la
dispersion y mantenimiento de una determinada cepa en el ambiente hospitalario.
Larapida deteccion de e stas re sistencias ayuda al c ontrol y m anejo d e e stos
microorganismos y , p ort anto, e s fu ndamental e n ¢ ualquier 1 aboratorio d e

microbiologia.

Como ya se comento, las técnicas para la deteccion de carbapenemasas de

las que se disponen en la actualidad presentan ciertas limitaciones. Estas resultan
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o bien poco precisas aunque faciles de realizar, como los test fenotipicos, o, por
el contrario, son altamente especificas aunque muy laboriosas, como las técnicas
moleculares. Es por esto que la puesta a punto de nuevos métodos que garanticen
la rapida deteccidon y caracterizacion de estas enzimas puede ser de gran utilidad
en el entorno clinico a la hora de establecer el tratamiento mas idoneo en cada

Caso.

En este sentido, la espectrometria de masas MALDI-TOF se presenta como
una a lternativa p rometedoray s onm uchos 1 os estudios ques ep ublican
actualmente s obre e ste tema [120, 122, 143]. La m ayoria de e llos utilizan e 1
meropenem o el ertapenem como sustrato enzimatico y se centran principalmente
en enterobacterias. Hasta la realizacion de este trabajo solo habia aparecido una
publicacion centrada en A. baumannii y su capacidad para hidrolizar el imipenem
[124], pero no e xistian d atos s obre otras e species d el g éneron i sobre la s
caracteristicas e specificas d e ¢ ada ¢ arbapenemasa A fa ltad e un protocolo
estandarizado, t odos estos ¢ studios s el levarona cabo ¢ on la ¢ ondiciones
descritas por los propios autores, tanto en relacion al solvente utilizado como a
los t iempos d e i ncubacién. Nuestro e studio ¢ ompara t odas | as ¢ ondiciones
descritas anteriormente con objeto de establecer 10s p ardmetros mas adecuados

para la rapida identificacion de las carbapenemasas de Acinetobacter.

Elu so deu nam atrizc omercial, 5mg /ml de 4acido a-cyano-4-
hidroxicinamico en 50% a cetonitrilo/2.5% acido trifluoroacético, recomendada
por el fabricante (Bruker D altonik G mbH, Germany) contribuye también a la
estandarizacion d el protocolo. Ademas d e fa cilitarl ai onizaciond el os
compuestos a los que acompafia, hay que tener en cuenta que el acido a-cyano-4-
hidroxicindmico seionizapor sisoloy también s us aductos. En 1 os 0l timos
tiempos se han ensayado distintas matrices tratando de mejorar la ionizacion de
los a nalitos [124]. Otros componentes d e ] a m ezcla como el s olvente o los
materiales plasticos que se emplean para la preparacion y almacenamiento de las
muestras liberan al medio iones sodio y potasio que inducen la formacion de
aductos. Muchos autores tienen en cuenta estos aductos al analizar los espectros

pero no los formados con la matriz [120, 123]. Estos ultimos aparecen a lo largo
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det odo ele spectrop roteicoy s on particularmente e videntesa b ajas
concentraciones d e muestra. Por ello se estd estudiando también la manera de
reducir la formacidon de aductos que disminuyen la sensibilidad de las medidas y
dificultan la interpretacion de los resultados en los espectros complejos. En este
estudio se a nalizaron diferentes ¢ oncentraciones d e a ntibidtico e 1 noculos
bacterianosy s e ¢ ompararon los e spectros e ntre si parad eterminar las
condiciones en las que aparecian menos picos que interfiriesen con los de interés.
La p rincipal d iferencia o bservada c orrespondia a 1t iempo n ecesario p aral a
completa d esaparicion del os picos del antibidticop eron os e d etectaron
diferencias significativas en cuanto al niumero de picos ni la complejidad de los

espectros.

Una de las aportaciones mas relevantes de los experimentos realizados es la
identificacion de 1 os p rincipales p icos d el e spectro p roteico asociados al a
actividad e nzimatica que s e m ide. Esto s implifica d e fo rma s ignificativa e |
analisis d e 1 os re sultados al s eleccionar tan solo aquellos picos que sufren las
mayores modificaciones durante el tiempo de incubacion. Este estudio establece
inequivocamente los picos de interés relacionados con el imipenem y su analisis
permite identificar I os distintos patrones d e s ensibilidad y r esistencia que
presenta cada aislado. Ademas, la normalizacion de cada ensayo con el valor de
la intensidad del pico de cilastatina hace posible la c omparacion de diferentes
experimentos entre si. Puesto que existe una variabilidad intra e inter-ensayo, el
uso de un control interno resulta fundamental para estandarizar y normalizar cada
espectro. De e ste m odo se p udieron ¢ omparar 1 os re sultados d e d iferentes
experimentos y d etectar p equefias v ariaciones en la intensidad de los picos de
interés. Entret odosl osp icos identificados losd em ayorre levancia
correspondieron a la molécula de imipenem y a varios aductos, sin embargo, sélo
los de 30 0 (imipenem) y 48 9 m /z (aducto imipenen+ &c. hidroxicindmico)
presentaron una alta sefial sobre ruido en todos los ensayos realizados. La mayor
intensidad la present6 el pico de 489 m/z independientemente de las condiciones

empleadas, por lo que éste resulto el pico de mayor utilidad en el procesamiento
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de |l os re sultados. Todos estos datos posibilitan el disefio de un pr otocolo

facilmente reproducible en todos los laboratorios de microbiologia.

La hidrolisis de los antibiodticos origina unos productos de degradacion con
valores m asa/carga concretos que podrian ser detectados en 1os e spectros. N o
obstante, estos productos suelen ser inestables lo que dificulta su deteccion por
MALDI-TOF. Algunos autores han resefiado el aumento de la estabilidad de los
productos d e d egradacion d el os ¢ arbapenemes tras la s uplementacion del
solvente con SDS [123]. No obstante, 1a adicién de este compuesto no produjo
ningin cambio en el espectro de masas en nuestro estudio, independientemente

del solvente utilizado.

Como ya se ha comentado, una posible explicacion de este hecho podria ser
que estos productos son muy labiles y permanecen poco tiempo en el medio por
lo que deberian de ser analizados inmediatamente después de su formacion y no
transcurrido un t iempo ¢ omo s ucede e n nuestros e nsayos. Por o trolado,1a
dificultad de estos compuestos para ser ionizados podria contribuir también a que
no s ean detectados de forma adecuada. Uno de los picos que presenta menor
valor m/z (274 m/z) podria corresponder a uno de estos productos de degradacion
0, como sugiere su peso molecular, a la tienamicina. Sin embargo, al incubarse
con un aislado resistente disminuye su intensidad por lo que la posibilidad de que
este pico corresponda a la tienamicina parece la mas factible. El pico de 254 m/z
descrito por Kempf et al aparece en alguno de nuestros ensayos pero, en nuestro
caso, supresenciano seasociacon la degradacion del imipenem ya que fue
posible d etectarlo e n 1 os e spectros ¢ ontrol d e Acinetobacter en a usenciad e
antibiotico.

Los resultados observados con los microorganismos portadores de distintas
enzimas permitieron comprobar que la degradacion del antibidtico varia segun el
tipo de carbapenemasa presente en cada microorganismo y no en funcién de la
CMI a los c arbapenemes. A si, la h idrolisis d el i mipenem t ras una hora de
incubacién e s m ayor e n 1 os aislados portadores de una M BL que enlos que

presentan una CHDL, c omo y a in dicaban o tros t rabajos [120]. Méasatn, e s
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posible apreciar diferencias en la hidrdlisis originada por un tipo de oxacilinasa u
otra, i ndependientemente de la s olucion de incubacién, al contrariode lo que
sugieren o tros e studios. Estos mencionan que e I N aCl tiene la capacidad de
inhibir las oxacilinasas, no obstante, este efecto no se detectd en nuestro trabajo.
Este solvente tampoco afecto a la actividad de las MBL. Por el contrario, es bien
sabido que compuestos como los quelantes divalentes inhiben la actividad de este
grupo de enzimas. Entre estos, el DPA se utiliza con frecuencia en la deteccion
fenotipica de c epas p roductoras de M BL [141]. E ste c ompuesto n o in hibe e 1
crecimiento b acteriano n1i hidroliza 1 os b etalactdmicos por 1o que es adecuado

para el estudio molecular mediante MALDI-TOF MS.

La utilizacion de este quelante permitié confirmar los datos obtenidos para
las d istintas ¢ arbapenemasas. D e e ste modo, se co mprobd que al incubar una
cepa p ortadora de una MBL con DPA ésta pierde su actividad hidrolitica y el
espectro del imipenem permanece inalterado. Ademas, tal y como cabia esperar,
la actividad del quelante revierte al incluir Zn*" en la solucién de incubacion. El
hecho de no observarse ningun efecto s obre 1as o xacilinasas al utilizar ambos
compuestos demuestra su c apacidad selectiva para la deteccion de las MBL y
confirma suu tilidad para a nalizar estas enzimas independientemented el a
bacteria en la que s e e ncuentren. Nuestro estudioeselprimeroen elquese
establece mediante e spectrometria d e m asas (M ALDI-TOF) | a ¢ apacidad d el
DPA p arainhibirl as M BLy, aunque s 6los e ha ensayado e na isladosd e
Acinetobacter, este analisis podria reproducirse en otras especies portadoras de

MBL esperando el mismo efecto tras la incubacién con DPA.

En definitiva, los resultados presentados en este trabajo confirman el papel
de Acinetobacter como m icroorganismo c ausal d e i nfecciones h ospitalarias y
recogen la importancia que otras especies distintas de A. baumannii pueden tener

en estos procesos.

Los altos niveles de resistencia a carbapenemes detectados entre los clones
mayoritarios que s € mantienen en e 1 ambiente h ospitalario 1 argos p eriodos d e

tiempo remarcan la necesidad de técnicas simples y rdpidas que permitan tanto la

146



Discusion

identificacion del as d iferentes e species del ¢ omplejo A. calcoaceticus-A.
baumannii como 1 ac aracterizaciond e las e nzimas responsablesd el as

resistencias observadas.
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VII. Conclusiones

1. Lainfeccion re spiratoria, a sociada al uso d e dispositivos de v entilacion
mecanica, asic omol ai nfecciond e piely p artesb landass onl as
principales p atologias e n 1 as q ue s e e ncuentra i mplicado Acinetobacter
como agente causal siendo los pacientes de mayor edad y mas criticos los

mas susceptibles de padecer una infeccion causada por Acinetobacter spp.

2. Las galerias d e p ruebas b ioquimicas tra dicionales re sultan 1 nsuficientes
para la correcta identificacion de los aislados de Acinetobacter spp. a nivel
de e specie y, por tanto, hacen necesario el uso de pruebas moleculares.
Entre éstas, la deteccion del gen blagya si.iike aparece como la manera mas
simple de identificar A. baumannii mientras que la secuenciacion del gen

rpoB permite la correcta identificacion de todas las especies del complejo.

3. Laespectrometria de masas MALDI-TOF puede ser una buena alternativa
paral a1 dentificacion d e e ste género bacteriano s iempre y ¢ uando se

disponga de un niimero suficiente de entradas en la base de datos.

4. Especies distintas de A. baumannii, principalmente A. pitii y A. berezinae,

estan también implicadas en la infeccion nosocomial.

5.  Losaislados del estudio presentan un elevado porcentaje de resistencia a
los ¢ arbapenemes. Ademas, € stos s uelen I levar a sociadas re sistencias a
otros g rupos d e a ntimicrobianos 1 o0 q ue dificulta en gr an m edida su

tratamiento.

6. Last etraciclinas, juntoc on lat igeciclina yl ac olistinas onl os
antimicrobianos que p resentan m ejor p erfild e actividad fr ente a

Acinetobacter spp. Las especies distintas de A. baumannii resultan mas
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sensibles a t odos 1 os a ntimicrobianos e nsayados, a excepcion del a

colistina.

La O XA-24-like e s 1 a c arbapenemasa a dquirida i dentificada ¢ on mayor
frecuencia e n e ste estudio. N o s € e ncontr6 ni ngun a islado portador de

OXA-23-like.

Algunas variantes de la OXA-51 son mads prevalentes que otras en nuestro
entorno e stableciéndose ¢ omo e ndémicas. Asimismo, 1 os ¢ lones ¢ on
mayores n iveles d e re sistencia son los que perduran e n el a mbiente
hospitalario a lo largo del tiempo. Las medidas de preventivas permiten su

control pero no su erradicacion definitiva.

Lad eteccion de c arbapenemasas m ediante e spectrometria d e m asas
(MALDI-TOF) ofrece re sultados s atisfactorios si se emplea 1 mg/mlde
imipenem c omo sustrato y se ajusta el tiempo d e incubacion a 1 hora.
Indculos de 2.5x10'" UFC/ml ofrecen 1 a p osibilidad d e d iferenciar 1 os
distintos grupos de enzimas. La presencia de metalobetalactamasas puede

facilmente confirmarse mediante el empleo de DPA.

El pico c orrespondiente al a ducto imipenen-ac-a hidroxi-cindmico (489
m/z) e s e | m arcador m 4s a decuado para el e studio dela d egradacion

enzimatica del imipenem.

La espectrometria de masas MALDI-TOF permite una rapida deteccion e
identificacion de las carbapenemasas mas frecuentes en nuestro entorno,
siempre que se utilice un calibrador e xterno y un n ormalizador i nterno
(cilastatina) que disminuyan la v ariabilidad inter e intraensayo haciendo
que los resultados de los distintos experimentos puedan ser c omparados

entre si.
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Acinetobacter spp. has become a leading cause of nosocomial infection in recent years. Phenotypic
similarities between the species in the genus have made it difficult to identify them clearly using routine
diagnostic methods. Consequently, more relevant species have been grouped together as Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobacter baumannii complex (A. baumannii, A. calcoaceticus, Acinetobacter genospecies
3 and A. genospecies 13TU). However, there are other species that may also have clinical significance.

The aims of this study were to establish the usefulness of matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) for the identification of Acinetobacter species by com-
parison with two molecular techniques, as well as determine the role of species other than A. baumannii
play in nosocomial infections.The study sample comprised 109 clinical isolates of Acinetobacter. They
were all identified using MALDI-TOF MS. Thirty-one isolates of these were also tested using comparator
amplification of blapxasi-iike and sequencing of the rpoB gene. Different score values in MALDI-TOF MS
revealed 87 A. baumannii, 19 A. genospecies 3, 1 Acinetobacter junii, 1 Acinetobacter baylyi and 1 Acineto-
bacter tjernbergiae. Amplification of blagxa.s;-1ike Showed products in 85 isolates. Sequencing of the rpoB
gene allowed us to identify all the 31 isolates analyzed: 16 were consistent with the results of spectrom-
etry and 15 were not. This work showed that molecular techniques are still needed to identify the differ-
ent species of clinical interest within the genus Acinetobacter. Although, MALDI-TOF MS could be useful to
identify A. baumannii but not other species in the genus.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The genus Acinetobacter has undergone significant taxonomic
modification over the last few years. It currently comprises more
than 30 genomic species and its most important representative,
Acinetobacter baumannii, has emerged as one of the most problem-
atic pathogens for health care institutions throughout the world,
mostly because of its ability to develop resistance to several anti-
biotics (Joly-Guillou, 2005; Peleg et al., 2008). Although species
other than A. baumannii are also thought to be involved in nosoco-
mial disease, their role is not yet clear (Kuo et al., 2010; Rodriguez-
Bano et al., 2006; Turton et al., 2010). Even though these organisms
are usually susceptible to a range of antimicrobials, they must be
distinguished from A. baumannii in order to determine their inci-
dence and role as pathogens in human disease.

Unfortunately, the simple phenotypic tests used in diagnostic
laboratories for identification of other bacterial genera to species
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level are only able to identify Acinetobacter calcoaceticus-A. bau-
mannii complex members (Dortet et al., 2006), thus leading to
the misidentification of other Acinetobacter species with similar
phenotypes.

Acinetobacter species are defined based on several phenotypic
and genotypic characteristics. Among the latter group, the pres-
ence of OXA 51-like genes (naturally occurring in A. baumannii
but not in other species in the genus) (Heritier et al., 2005), the re-
sults of DNA-DNA homology (Peleg et al., 2008) and similarities or
differences in 16S rRNA gene sequences are the most frequently
used. However, the 16S rRNA gene is not sufficiently polymorphic
to clearly distinguish all Acinetobacter species (Janda and Abbott,
2007; Kilic et al., 2008). Due to the increasing relevance of A. bau-
mannii and other genomic species as pathogens, recent researches
have focused on the development of reliable identification meth-
ods. RNA polymerase B-subunit (rpoB) gene sequences seem to
be one of the most useful tools for the identification and taxonomic
classification of various bacterial species, including Acinetobacter
spp. (Gundi et al., 2009).

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry (MALDI-TOF MS) is increasingly used in the field of
bacterial taxonomy. The method is being introduced as a rapid tool
for routine bacterial identification in clinical laboratories with
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promising results in most bacterial species (Jacquier et al., 2011;
van Veen et al, 2010). Nevertheless, some nonfermentative
Gram-negative bacilli have been misidentified.

Due to the small number of studies on the utility of MALDI-TOF
MS to identify Acinetobacter spp. it is important to determine the
real applicability of this system in order to correctly identify this
group of microorganisms. We also assessed the clinical relevance
of Acinetobacter species other than A. baumannii as human
pathogens.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

The study sample comprised 109 Acinetobacter spp. clinical iso-
lates collected during a two-year period (2008-2010) at the Micro-
biology Department of Hospital Clinico San Carlos, a tertiary
hospital in Madrid, Spain. Only one isolate per patient was ana-
lyzed in order to avoid duplicates. Samples belonged to both men
and women (men 70; 64.22%, women 39; 35.78%) aged between
16 and 93 years (mean = 69.21 years) The sources of the isolates
were respiratory tract (34.86%, 38 samples), skin or soft tissues
(30.28%, 33 samples), post-operative wound (11.01%, 12 samples),
urine (8.26%, 9 samples), catheter (7.34%, 8 samples) and other
sites (8.26%, 9 samples). Isolates were routinely identified as Acine-
tobacter species using phenotypic methods (Vitek-2 -BioMerieux,
MarcyL’Etoile, France- and Wider-Francisco Soria Melguizo, Ma-
drid, Spain).

2.2. MALDI-TOF MS

For MALDI-TOF MS analysis, samples were prepared using cells
from a single colony of fresh overnight blood agar culture following
the ethanol/formic acid extraction procedure recommended by the
manufacturer (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). The procedure
was modified at the outset by using a three McFarland bacterial
suspension in water (10° CFU/ml) instead of a single colony in or-
der to increase the reproducibility of the method. The suspension
was then centrifuged (3 min; 13,000 rpm) and the pellet used to
continue with the protocol. The bacterial extract was obtained
after centrifugation at maximum speed (13,000 rpm) for 3 min.
One microliter of each supernatant was overlaid with 1 pl of a
chemical matrix (saturated solution of o-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid in 50% acetonitrile/2.5% trifluoroacetic acid).
MALDI-TOF MS measurements were made using an Microflex III
instrument (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) for the automatic
acquisition of mass spectra in the linear positive mode within a
range of 2-20 kDa, according to the manufacturer’s instructions.
The peaks from the generated mass spectra and their matching
against the reference spectra of the integrated database was
performed using MALDI Biotyper Software (Bruker Daltonics).
Score values >2.0 can be considered as a probable classification.

All MALDI-TOF MS determinations were repeated at least twice
and Bruker Bacterial Test Standard ( Escherichia coli DH5alpha
extract) was used for spectral calibration showing a characteristic
peptide and protein profile. Thus, the BTS (Bruker Bacterial Test
Standard) covers an overall mass range from 4 to 17 KDa. Only
score values greater than 2.0 were considered appropriate for iden-
tification to species level (Sedo et al., 2011).

The MALDI Biotyper identifies microorganisms by comparing
their mass spectral protein expression pattern with reference pat-
terns in a database. The closeness of the match to the reference is
reflected in the score value calculated during the matching process.
The score value is defined by three components, the matches of the
unknown spectrum against the main spectrum, the matches of the

main spectrum peaks against the unknown spectrum, and the cor-
relation of intensities of the matched peaks. This leads to a first
score, from O (no match) to 1000 (perfect identity), which is con-
verted into a log score from 0 to 3. In our study, comparison of
spectra is entirely automated and was performed by the Maldi Bio-
typer automation software (version 2.0) (Bruker Daltonics) at the
default settings.

MALDI Biotyper Version 2.0SR1 Build 223 was the database
used in the study. It includes 63 Acinetobacter profiles of 17
different species (A. baumanni, 6 profile; Acinetobacter baylyi, 3
profiles; Acinetobacter bouvetii, 1 profile; Acinetobacter calcoaceticus,
5 profiles; Acinetobacter genospecies 11, 1 profile; A. genospecies 3, 18
profiles; Acinetobacter gerneri, 1 profile; Acinetobacter haemolyticus,
2 profiles; Acinetobacter johnsonii, 4 profiles; Acinetobacter junii, 3
profiles; Acinetobacter lwoffii, 5 profiles; Acinetobacter parvus, 1
profile; Acinetobacter radioresistens, 3 profiles; Acinetobacter
schindleri, 1 profile; Acinetobacter tjernbergiae, 2 profiles; Acineto-
bacter towneri, 2 profiles; Acinetobacter ursingii, 1 profile).

2.3. PCR analysis

Nucleic acids of the 109 samples for both PCR were extracted
using the NucliSens® easyMAGTM system (BioMerieux, Mar-
cyL’Etoile, France) following manufacturer specifications. The
amount of DNA in the eluate was determined by Nanodrop mea-
sures. Two hundred and fifty nanograms of extracted DNA were
used in each PCR assay. PCR for detection of blapxs.si-iike g€NE
was carried out under conditions previously described by Culebras
et al. (2010). Likewise, the partial ribosomal polymerase B subunit
was amplified using PCR with the standard oligonucleotide prim-
ers Ac969F and Ac1598R and under the conditions applied by La
Scola et al. (2006).

PCR products were visualized on 1% agarose gel under UV light.

2.4. Nucleotide sequence of the rpoB gene

The rpoB gene sequence was performed on PCR products, which
were purified using the Qiagen PCR product purification kit (Qia-
gen, Hilden, Germany). The same PCR amplification primers
(Ac969F and Ac1598R) were used for sequencing, which was car-
ried out with BigDye and analyzed in an automated ABI PRISM
BIO system (Perkin-Elmer). An isolate was correctly identified
when its partial rpoB gene sequence yielded >98% similarity with
the closest bacterial species sequence in GenBank.

Ten blapxa-s;-ive PCR products were also sequenced as an inter-
nal control, following the purification method described above.

2.5. Statistical analysis

Genotypic identification was used as the reference method. In-
deed, identification results of MALDI-TOF MS were compared with
those obtained for rpoB gene sequencing and blagxa-s;-jike Presence.
Identification results were classified into two groups: (i) species le-
vel identification when MALDI-TOF MS identification matched
with the reference methods and (ii) misidentification when a dis-
crepancy was observed with reference methods.

3. Results
3.1. MALDI-TOF identification

All the 109 isolates were analyzed for MALDI-TOF MS. After
measurement, software identified each protein profile obtained
with the species it most resembled in its database. The results of
the pattern matching process were expressed as log (score) values
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in the range 0-3. The technique revealed the following species: 87
A. baumannii, 19 A. genospecies 3, 1 A. junii, 1 A. baylyi and 1 A. tjern-
bergiae. A score greater than 2.0 was observed in 104 isolates. This
score value was lower than 2.0 in the other five strains. (Table 1)

In 15 samples, the correlation obtained between MALDI-TOF MS
and rpoB sequencing (reference method) was not acceptable even
when the score value was higher than 2.0. When we compared
the spectrum with the database, we observed that although more
significant protein spectra were consistent, several did not match
(data not shown).

3.2. Presence of blapxa-s1-iike

blaoxa-s1-1ike amplification was carried out in all the 109 strains
included in the study. Amplification was positive in 85 samples
with an amplicon size of 641 bp. The other 24 strains did not show
any PCR product (Table 1).

PCR-based purified fragment sequencing confirmed all 10
strains tested as bldxq-51-like-

3.3. rpoB sequence

rpoB was sequenced in the 22 MALDI-TOF non-A. baumannii
samples and in the two cases identified as A. baumannii by MAL-
DI-TOF analysis in which blagxa_s;-iixe amplification was negative.
A further 7 MALDI-TOF A. baumannii isolates were also tested as
an A. baumannii control, including those with a MALDI-TOF score
value below 2.0.

The 2 A. baumannii isolates that did not contain blapxa-s1-iike
proved to be 2 A. genospecies 13TU by the rpoB sequencing method.

Eight of the 19 isolates identified as A. genospecies 3 were also
confirmed as A. genospecies 3. However, the remaining 11 were
found to be A. genospecies 13TU (1 isolate), Acinetobacter bereziniae
sp. nov/A. genospecies 10 (7 isolates) (Nemec et al., 2010), A. calco-
aceticus (2 isolates) and A. genospecies 14BJ (1 isolate). The isolate
identified as A. junii by MALDI-TOF MS had the same result by rpoB
sequencing. However, the isolate identified as A. baylyi by MALDI-
TOF MS proved to be A. solii by rpoB sequencing. The remaining
strain identified as A. tjernbergiae by MALDI-TOF MS proved to be
A. beijerinckii by rpoB sequencing. (Table 1). Five of the 15 Acineto-
bacter strains poorly identified by MALDI-TOF MS—A. genospecies
13TU, A. beijerinckii, A. soli, A. genospecies 10, and A. genospecies
14BJ—were not included in the database used.

3.4. Statistical analysis

Of the 31 isolates tested by MALDI-TOF MS and rpoB sequenc-
ing, 16 (51.6%) were accurately identified by the spectrometric
system to the species level. Misidentification was observed for
48.4% of the total isolates.

However, if we only consider A. baumannii isolates, concordance
between both methods is 77.8%, achieving a sensitivity and

Table 1

specificity of 100% and 91.7%, respectively. The positive and nega-
tive predictive values would be 77.8% and 100%. Nevertheless,
these results are based due to the low number of A. baumannii
included.

On the other hand and in agreement with the published litera-
ture (Turton et al., 2006), the presence of blapxa.5; has been consid-
ered a characteristic of A. baumannii. Therefore, we also used the
presence of this gene as a reference method to calculate the
sensitivity, specificity, positive predictive value and negative pre-
dictive value of MALDI-TOF MS. This comparison gave values of
100%, 91.7%, 97.7% and 100%, respectively, for the identification
of A. baumannii. The statistical significance of these data is greater
owing to the larger number of samples included (n = 109).

3.5. Non-A .baumannii isolates distribution

The distribution of Acinetobacter spp. other than A. baumannii
appears in Table 2. Species other than A. baumannii are frequently
involved in skin or soft tissue infections (12 samples) as well as in
respiratory infections (6 samples). The species most frequently
found were A. genospecies 3 followed by A. bereziniae/genospecies
10. The former was isolated mainly from skin and soft tissues
and urine samples the latter mainly from respiratory specimens.
The remaining isolates were obtained from urine samples (4 sam-
ples) prosthesis (1 sample) and catheter (1 sample) (Table 2).

4. Discussion

MALDI-TOF MS is a promising clinical laboratory technique that
can rapidly identify most pathogens (Bizzini et al., 2011; Seng
et al., 2010). In our study, all tested isolates were properly identi-
fied to genus level but a significant percentage of the 31 samples
analyzed (48.4%) by both molecular (rpoB sequencing) and spectro-
metric (MALDI-TOF MS) were misidentified at the species level.
These cases of misidentification accounted for 16.4% of the total
number of strains included in the study, thus showing MALDI-
TOF MS to be an unreliable technique when an accurate identifica-
tion of the species of Acinetobacter is needed.

This error can be largely attributed to the database is not
extensive enough. Other authors have previously considered an
extensive database a critical requirement for accurate identifica-
tion of isolates by MALDI-TOF MS (Spanu et al., 2011). Three com-
mercial systems use mass spectrometry MALDI-TOF for microbial
identification: MicrobeLynx™ Waters Corporation, MALDI Biotyper
Bruker Daltonics™ and AXIMA @ SARAMIS™ of Schimadzu &
Anagnostec. Each technique has its own software for acquisition
of spectra and comparison with its own database. Although
commercial databases contain several references, their number
continues to be limited. In order to correctly identify an unknown
microorganism, it is essential that the microorganism analyzed be
included in the database used. Even so, identification errors may
occur with MALDI-TOF when the microorganisms belong to highly

MALDI-TOF identification of the 109 clinical isolates with each score value, blaoxasi.iike PCR amplification results and rpoB sequencing.

MALDI-TOF identification Number of isolates (n = 109) Score value OXA 51 rpoB sequencing (n=31)
A. baumannii 82 =2 YES A. baumannii (n=7)
A. baumannii 2 =2 NO A. genospecies 13TU (n=2)
A. baumannii 3 1.8-1.99 YES
A. genospecies 3 18 =2 NO A. genospecies 3 (n=38)
A. berezinae/genospecies 10 (n =7)
A. calcoaceticus (n=2)
A. genospecies 14BJ (n=1)
A. genospecies 3 1 1.95 NO A. genospecies 13TU (n=1)
A. baylyi 1 1.936 NO A.soli(n=1)
A. junii 1 2.432 NO Ajunii (n=1)
A. tjernbergiae 1 2.024 NO A. beijerinkii (n=1)
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Table 2
Acinetobacter species distribution in several clinical samples.
rpoB sequencing (n=31) Resp tract® SS.TP Catheter Urine Joint fluid Prosthesis
A. baumannii (n=7) 2 (6.45%) 2 (6.45%) 1(3.23%) 2 (6.45%)
A. genospecies 3 (n=38) 1(3.23%) 4 (12.90%) 3 (9.68%)
A. berezinae/genospecies 10 (n=7) 3(9.68%) 2 (6.45%) 1(3.23%) 1(3.23%)
A. genospecies 13TU (n = 3) 1(3.23%) 2 (6.45%)
A. calcoaceticus (n=2) 1(3.23%) 1(3.23%)
A. genospecies 14B] (n=1) 1(3.23%)
A.soli(n=1) 1(3.23%)
Ajunii (n=1) 1(3.23%)
A. beijerinkii (n=1) 1(3.23%)

2 Respiratory tract.
b Skin or soft tissues.

similar species, such as viridans-group streptococci (Ikryannikova
et al.,, 2011).

The main advantages of MALDI-TOF MS are that species can be
routinely identified quicker than with DNA sequence analysis,
consumables costs are not high and no external conditions such
as culture medium or conditions can affect the result.

In this study, blagxasi-iike 0OCcurred naturally in A. baumannii but
not in isolates from other species, as previously reported (Heritier
et al.,, 2005; Turton et al., 2006), thus making its detection a useful
tool for the identification of A. baumannii. Our results show MALDI-
TOF MS to be a valid method for the identification of A. baumannii,
but not suitable for more complex taxonomic studies requiring
clearer identification of all species in this genus. In this regard,
more sophisticated molecular tools are necessary. DNA polymor-
phism analysis based on selective amplification of restriction frag-
ments (AFLP) (Koeleman et al., 1998), ribotyping (Gerner-Smidt,
1992), amplified 16S rRNA restriction analysis (ARDRA) (Dijksho-
orn et al., 1998), rec A (Krawczyk et al., 2002), gene sequence
analysis of the 165-23S rRNA gene spacer region (ITS) (Chang
et al,, 2005) and rpoB sequencing (Gundi et al., 2009) has been
developed and validated. rpoB sequencing was the technique
finally chosen in the study because of the high polymorphism of
this gene, which allows easier identification than other molecular
tools (La Scola et al., 2006). In our study rpoB sequencing allowed
us to easily identify all the isolates analyzed.

The usefulness of each of the techniques analyzed can be
assessed according to the objective pursued. Thus, use of mass
spectrometry in clinical diagnostic laboratories provides rapid
identification (Seng et al., 2009) to the genus level and quite reli-
able to the species level in the case of A. baumannii, while detection
of blapxa-s1.iike gene and rpoB amplification provide more exhaus-
tive results.

At the beginning of the study we questioned the need to iden-
tify to species level all Acinetobacter family members because of
their increasing involvement in clinical practice. Our results con-
firm that species other than A. baumannii are clearly involved in
infectious diseases and are often underestimated after identifica-
tion by conventional methods. Previous works have highlighted
the clinical relevance of these organisms in several diseases (Cayo
et al,, 2011; Chuang et al., 2011; Dortet et al., 2006; Molina et al.,
2010). Although the number of non-A. baumannii isolates included
in this study is limited it is possible to observed that some species
such as A. genospecies 3 or A. bereziniae/genospecies 10 can be
isolated in clinical samples from skin or soft tissues infections as
well as from UTI and respiratory tract infections.

5. Conclusions

We concluded that the MALDI-TOF database should be
extended to other, currently underestimated Acinetobacter
species, which play an important role in nosocomial infections,

for this tool to be considered useful. The limited nature of the data-
base is MALDI-TOF’s greatest drawback In this study rpoB sequenc-
ing identified all the strains, even genetically close strains, such as
A. genospecies 11 and A. bereziniae, and no other molecular tech-
niques were necessary to conclude the analysis.

Our results reinforce the idea that other species may be more
significant as human pathogens than originally thought.

6. Transparency declaration
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The use of matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) for rapid detection
and identification of the enzymes responsible for carbapenem resistance in Acinetobacter spp. appears as a promising option,
but it will be necessary to have a standardized protocol that facilitates routine use. Based on the results reported herein and com-
parisons of several previously published reports, we identified the significant peaks for imipenem detection. Optimal bacterial
inoculum and incubation time were established, and results obtained with and without dipicolinic acid (DPA) and Zn** allowed
us to distinguish between metallo-beta-lactamases and oxacillinases.

Matrix-assisted laser desorption ionization—time of flight
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) has been routinely
used for bacterial identification in many clinical laboratories, and
recently several authors have validated this technology to detect
antibiotic resistance (1-5). Most of these studies have been fo-
cused on the group of beta-lactam antibiotics, mainly carbapen-
ems.

Carbapenems possess broad-spectrum activity and can be con-
sidered the last antibiotics reliably active against many multidrug-
resistant Gram-negative bacteria, including Acinetobacter spp.,
with imipenem being the most active agent. However, carbap-
enem resistance has increasingly been reported (6, 7). Even so,
only one previous work focuses on Acinetobacter baumannii (but
not on other species in the genus) and imipenem (4).

These published studies were developed using nonuniform
conditions both in regard to the solution and incubation times
employed. The main peaks of the spectrum in which the analysis
focused also varied from one study to another.

In order to develop a standardized method that can be rou-
tinely used in any clinical microbiology laboratory, the current
study compares several of the previously described conditions and
establishes the parameters for easily and quickly detecting and
identifying Acinetobacter carbapenemases.

Seventy isolates of Acinetobacter spp. previously identified to
species level by rpoB sequencing (8) were included in this study.
MICs of imipenem and meropenem were determined according
to CLSI guidelines by microdilution methods (9) and confirmed
by Etest. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Escherichia
coli ATCC 25922 were tested as controls.

PCRs for metallo-beta-lactamase (MBL) genes (blagyp,
blayy, blagyy, and blayp,,), oxacillinase genes (blagxa-»3.tikes
blaoxa-zatiker Vlaoxa-s1-1ike aNd blagya_sg), and the insertion se-
quence (IS) ISAbal were performed for all isolates as previously
described (10, 11).

The MICs of imipenem and meropenem and enzymes present
in each isolate appear in Table 1.

MALDI-TOF MS analysis was performed by analyzing all
peaks in the range of 100 to 1,000 m/z in a Microflex mass spec-
trometer (Bruker Daltonik, Bremen, Germany). Data were pro-
cessed with FlexControl, version 3.3, software. A total of 480 shots
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were acquired in automatic mode by random measurements. All
experiments were repeated at least three times. Calibration and
measurements were performed as previously described (5).

Commercially available imipenem that contains cilastatin (500
mg) (Tienam; MSD) was used for the experiments. Four different
imipenem concentrations (0.25, 0.5, 1, and 5 mg/ml) were diluted
in three testing solutions (0.46% NaCl, 20 mM Tris-HCI [pH 6.8],
and 10 mM ammonium hydrogen citrate [pH 7.0]), all of them
with and without 0.01% SDS. This compound has been used by
others to enhance the visualization of degradation products (2).
Incubation was carried out at 35°C under constant shaking (500
rpm).

Initially, the characteristic mass spectrum of imipenem was
established. Spectrum comparison of all solutions studied with
and without imipenem-cilastatin allowed us to select eight peaks
theoretically related to the antibiotic used. Only peaks common to
all solutions and conditions were selected. Incubation with the
IMP-8-producing Acinetobacter strain A93 caused a significant
decrease in the intensity of four of those peaks: 274 m/z ([thiena-
mycin-H*]), 300 m/z (imipenem), 489 m/z (imipenem—a-cyano-
4-hydroxy-cinnamic acid), 658 m/z (imipenem-cilastatin) (Fig.
1). Peaks that were due to imipenem addition but were nonre-
sponsive to carbapenem-resistant Acinetobacter incubation were
assumed to be related to cilastatin present in the imipenem-cilas-
tatin compound. The cilastatin peak at 381 Da (cilastatin-Na ")
was identified and used for standardization. After data processing
was performed, peaks at 300 and 489 m/z were selected to assess
carbapenemase detection in further assays. The absolute signal
intensity for 489 m/z was the strongest signal in all the assays
regardless of the conditions used. The remaining peaks observed
were detected with weak signals. Alpha-cyano-4-hydroxycin-
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TABLE 1 Characteristics of Acinetobacter species isolates included in the study

No. of isolates MIC (mg/mD)

(control strain) Acinetobacter species (no. of isolates)® Imipenem Meropenem Carbapenemase gene(s) detected
2 (A93) A. bereziniae/ AG10 32 4 blayp

10 A. baumannii 256-512 256 blagy arstikes Plaoxast ike
9 (A26) A. baumannii 256-512 256 blagy aratike Plaoxas: tike
15 (A31) A. baumannii 32-64 4 blagx ass> blagxas: -tike

8 A. baumannii 512 128 blagy asy gie-1SAbal

8 A. baumannii 32 8 blagy asy rie-1SAbal

5 A. baumannii 1 1 blagy asy gie-1SAbal

5 (Al and A4) A. baumannii 2 0.5 blagy asy tike

8 A. bereziniae/AG10 (2), A. calcoaceticus (1), A. beijerinckii (1), 0.5-2 0.25-2 None

A. soli (1), A. junii (1), A. pittii (1), AG14BJ (1)

“ The breakpoint for both imipenem and meropenem is 4 mg/ml (CLSI criteria).
¥ AG10, Acinetobacter genospecies 10; AG14BJ Acinetobacter genospecies 14B]J.

namic acid as a matrix facilitates the ionization of compounds in
MALDI-TOF MS, but it is important to considerer that the matrix
itself also ionizes, and so do adducts. However, matrix adducts are
not usually considered.

A decrease in the intensity of selected peaks could readily be
detected at three different sample amounts (1 X 10% 2.5 X 10°,
and 2.5 X 10'° CFU/ml). An inverse relationship between incu-
bation time and peak intensity was observed.

The same spectra were obtained with all antibiotic concentra-
tions and all bacterial inocula tested. The main difference ob-
served was related to the time required for the complete disap-

pearance of antibiotic, but no significant differences were found in
the number and complexity of the spectrum peaks.

To corroborate these results, the same experiments were
conducted with two other carbapenem-resistant (strain A26,
blagxa»a-tike Strain A31, blagy 4 _sg) and two carbapenem-suscep-
tible (strains Al and A4, both blagy, s, i) Well-characterized
Acinetobacter species strains. Samples prepared without imi-
penem and without microorganisms were included in all the as-
says as controls.

Once the data were processed, it was clear that the two selected
peaks had a significant reduction after 1 h of incubation time with
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FIG 1 MALDI-TOF MS spectra showing the most representative imipenem peaks. Spectra were determined with the incubation solution alone (0.46% NaCl)

(A), imipenem-cilastatin solution (B), an OXA-24-like-producing Acinetobacter strain (C), and an IMP-8-producing Acinetobacter strain (D). Peaks represent

[thienamycin-H "] at m/z 274, imipenem at m/z 300, cilastatin-Na™ at m/z 381, and imipenem-a-cyano-hydroxy-cinnamic acid at 71/z 489. Arrows and asterisks
show peaks due to imipenem-cilastatin addition that were nonresponsive to resistant Acinetobacter incubation. au, arbitrary units.
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FIG 2 Representative comparison of the average intensities of the most rep-
resentative peaks of imipenem (m/z 300 and 489) obtained after a 1-h incuba-
tion with the different carbapenemases included in the study. As controls, 1
mg/ml imipenem was used in both solutions with no microorganism.

both resistant microorganisms under all the assay conditions
tested. This demonstrates that the two selected peaks are good
markers to detect carbapenemase activity.

When the effects of different assay solutions are compared, it
can be seen that 0.46% NaCl and 20 mM Tris-HCI, pH 6.8, led to
a higher stability of compounds throughout the incubation time
than 10 mM ammonium hydrogen citrate, pH 7.0. For this reason
the ammonium hydrogen citrate was not used in subsequent as-
says. SDS supplementation produced no change in the antibiotic
spectrum in any instances (data not shown). A possible explana-
tion suggested for this fact could be that the hydrolyzed products
were very labile and therefore should be analyzed immediately
after sample preparation (2). In addition, the difficulty of ionizing
degradation products might result in their not being detected in
the cellular supernatant (5).

On the basis of all results, a standard protocol was designed.
The chosen imipenem concentration was 1 mg/ml, and the inoc-
ula were adjusted to achieve a final concentration of 2.5 X 10'°
CFU/ml in each tube. The incubation time was reduced to 1 h at
35°C under constant shaking (500 rpm). No SDS (0.01%) was
added to the buffer solutions.

Once the procedure had been successfully assayed in control
strains, MALDI-TOF MS was performed on 65 selected strains
based on the type of enzyme produced (Table 1).

All strains were analyzed in 0.46% NaCl and 20 mM Tris-HClI,
pH 6.8, buffers. The spectra obtained with the two solutions were
compared between themselves and with those obtained for the
corresponding controls.

Results showed that after 1 h of incubation time, carbapen-
emase activity was observed for all the carbapenem-resistant
strains tested with a significant reduction in the 300 and 489 m/z
peaks. As other investigators have noted (1), imipenem hydrolysis
was greater with the microorganisms that produced metallo-beta-
lactamases than with those producing carbapenem-hydrolyzing
class D (OXA-type) beta-lactamases. Moreover, regardless of the
incubation solution used, significant differences were detected
among different tested oxacillinases (Fig. 2).

The capacity of NaCl for oxacillinase inhibition has been
mentioned previously, but no major effects were detected in
our study.

Acinetobacter carbapenemase activity was then determined un-
der Zn-rich and -chelated conditions to confirm the presence of
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metallo-beta-lactamases by MALDI-TOF MS. Samples were incu-
bated with agitation (500 rpm) for 1 h at 35°C in 0.46% NaCl-
imipenem unsupplemented or supplemented with 2 mM ZnSO,,
2 mM dipicolinic acid (DPA), or 2 mM DPA plus 2 mM ZnSO,.
The procedure was repeated five times using fresh samples each
time.

The comparative analysis of MBL- and OXA-type-producing
Acinetobacter strains under the described conditions resulted in
the inhibition of metallo-beta-lactamases by DPA. No effect was
observed in OXA-type producers. The concentration of DPA used
was not enough to completely inhibit the enzymatic activity. The
1-h DPA incubation assay reduced the activity to 70% relative to
the activity observed for nontreated samples. Zinc addition to the
incubation solution completely reversed the chelating agent ac-
tion. Although these results have been obtained with Acinetobacter
spp., DPA should have the same effect with other MBL producers.

This study resulted in the identification of the most represen-
tative peaks associated with imipenem, particularly those involved
in carbapenemase activity, and could be useful to establish a stan-
dardized protocol that can be used in routine assays.
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