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1. GENERALIDADES EN Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex

A lo largo de los afios, Acinetobacter ha experimentado varios cambios en su taxonomia hasta
obtener su denominacion actual de Acinetobacter spp. Estas bacterias pertenecen al orden
Pseudomonadales, de la familia Moraxellaceae y del género Acinetobacter que contiene a mas
de 50 especies, varias de ellas estrechamente relacionadas entre si (Rada, 2016). Ademas,
incluye a microorganismos ubicuos capaces de sobrevivir en condiciones ambientales adversas
y que habitan en la tierra, agua e incluso colonizan la piel humana. Inicialmente, los
Acinetobacter spp. fueron considerados como patégenos comensales oportunistas, de baja
virulencia y minima importancia clinica; no obstante, la capacidad de resistencia que tienen los
convierte en un potencial patdgeno causante de infecciones asociadas con la atencion en salud
(IAAS) (Wong et al., 2017).

1.1.  Principales sitios de infeccion por Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex

Por lo general, las infecciones ocasionadas por Acinetobacter calcoaceticus/baumannii
complex (Complejo ACB) son de caracter nosocomial y se presentan con frecuencia en
pacientes inmunocomprometidos y en aquellos con estancia prolongada en unidades de
cuidados Intensivos (UCI). En su mayoria, dichas infecciones son causadas por Acinetobacter
baumannii, la especie clinicamente mas relevante dentro del complejo, aunque también tienen
gran participacion Acinetobacter pittii, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter seifertii,
Acinetobacter dijkshoorniae y la especie ambiental Acinetobacter calcoaceticus, gque poseen
multiples factores de virulencia que aportan a su diseminacion, colonizacion y persistencia en
el ambiente hospitalario (Shebl y Gulick, 2022; Rodriguez et al., 2016).

Los microorganismos del complejo ACB se han convertido asi en importantes patdogenos
oportunistas que habitan en distintos ambientes, por ejemplo A. baumannii, A.pittii y A.
nosocomialis se encuentran por lo general en el ambiente hospitalario, mientras que A.
calcoaceticus estd presente en fuentes liquidas y el suelo (Ayoub y Hammoudi, 2020). En
términos generales, entre las infecciones mas relevantes de este complejo es posible nombrar
a la neumonia intrahospitalaria (NIH), bacteriemia, sepsis e infecciones relacionadas con
catéter venoso central (Kyriakidis et al., 2021). Con respecto a los factores de riesgo asociados

con IAAS sobresalen los pacientes sometidos a ventilacibn mecénica invasiva, aquellos



inmunocomprometidos, quienes presentan enfermedades crdnicas, personas con tratamiento
con farmacos de amplio espectro, individuos con traumatismo mayor, con traumatismo por
quemadura y los de estancia en UCI. Cabe indicar que estos factores cambian segun el patron
de susceptibilidad presente en cada microorganismo (Rada, 2016; Dijkshoorn et al., 2007)
(Tabla 1).

Tabla 1
Factores y fuentes de riesgo y colonizacion por Acinetobacter spp.

Factores y fuentes de riesgo, colonizacion o infeccion

Estancia hospitalaria prolongada Manos del personal de salud
Pacientes con ventilacion mecéanica Equipos de terapia respiratoria
Exposicion a farmacos antimicrobianos de .
8 po: @ Alimentos
S amplio espectro =
o S Colch i
Q - . . . S Colchones, almohadas, cortinas,
L Procedimientos invasivos/ traumatismos T
camas, mantas
Comorbilidades Manijas
Pacientes inmunocomprometidos Piso de hospital

Nota. Datos obtenidos de Manchanda et al. (2010) y Dijkshoorn et al. (2007)

De las infecciones antes nombradas, la neumonia intrahospitalaria (NIH) es una de las méas
comunes del complejo ACB. Aparece aproximadamente 48 horas posterior al ingreso del
paciente a la unidad de salud y, por lo general, afecta el tracto respiratorio inferior: traquea,
bronquios o pulmones. Ademas, esta asociada al uso de dispositivos de ventilacién mecanica
(Radar, 2016; Shebl y Gulick, 2022).

También las infecciones a nivel del torrente sanguineo suelen relacionarse con el uso de catéter
venoso central y tienen un alto porcentaje de frecuencia en el ambiente hospitalario; tal es su
incidencia que en Estados Unidos mas de un tercio de las muertes por IAAS estan vinculadas
con este hecho (Ferrer y Almirante, 2014). La mayoria de estas infecciones son originadas por
microorganismos nosocomiales multirresistentes del tipo no fermentador, como Pseudomonas
aeruginosa o Acinetobacter spp, y estan relacionadas directamente con el paciente, el tipo de

catéter y el area de hospitalizacién (Alsan y Klompas, 2010).

Por otra parte, no hay que dejar de nombrar a la especie Acinetobacter baumannii, que es una
de las més reportadas dentro del complejo ACB al ser causante de bacteriemia (otra infeccion



comun de este complejo) y afectar principalmente a pacientes sometidos a procedimientos

invasivos y a quienes estan con ventilacion mecanica en UCI (Rada, 2016; Ho et al., 2020).

1.2.  Clasificacion del orden Pseudomonadales

El orden bacteriano Pseudomonadales esta conformado por un extenso grupo de bacterias
Gram negativas, entre ellas las de la clase Gammaproteobacteria y sus familias
Pseudomonadaceae y Moraxellaceae, mismas que contienen bacterias de interés clinico, como

Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (Rodriguez et al., 2016) (Tabla 2).

Tabla 2
Taxonomia de Acinetobacter spp.
Clasificacion

Dominio Bacteria
Phylum Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Moraxellaceae
Género Acinetobacter

Nota. Datos obtenidos de National Center of Biotechnology Information (NCBI, 2021) y
Rodriguez et al. (2016).

Entre las bacterias que hacen parte de la familia Pseudomonadaceae estan las Pseudomonas
aeruginosa, importante patégeno nosocomial, y la Pseudomonas syringae, fitopatdgeno
responsable de pérdidas en cultivos. En cambio, en la familia Moraxellaceae hay varios
géneros bacterianos de gran importancia clinica, por ejemplo Moraxella, Acinetobacter spp. y

Psychrobacter (Cutifio-Jiménez y Pefia, 2019) (Figura 1).



Figura 1

Clasificacion del orden Pseudomonadales
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Nota. Datos obtenidos de Liao et al. (2020), Cosgaya et al. (2016) y Nemec et al. (2015)

1.3.  Identificacion de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex

Acinetobacter baumannii ocupa el segundo lugar de los no fermentadores aislados en los
laboratorios de microbiologia, con una frecuencia significativamente menor en contraste con
Pseudomonas aeruginosa. Su discriminacion de las otras especies del complejo ACB es
dificultosa basandose Unicamente en pruebas bioquimicas, dado que sus especies poseen
caracteristicas similares. Es por esta razén que su identificacion a nivel fenotipico debe hacer
referencia a la nomenclatura de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex, pero solo
cuando su identificacién sefiala A. baumannii o a cualquier especie dentro del complejo. Entre
los métodos de identificacion fenotipica se encuentran las técnicas microscopicas,
macroscopicas, pruebas bioquimicas y perfiles de resistencia antibiética (Nemec et al., 2015;
Vijayakumar et al., 2019).

En lo que respecta a pruebas microscopicas, el uso de tinciones diferenciales y la identificacion
de las caracteristicas morfologicas ayudan a tener un reconocimiento bacteriano preliminar

(Ayoub y Hammoudi, 2020). Por ejemplo, Acinetobacter spp. se presentan bajo el microscopio



como Gram negativos, con morfologia coco bacilar, inmoviles y dispuestos o no en parejas. En
multiples ocasiones pueden inicialmente identificarse de manera errébnea como cocos Gram
positivos en muestras clinicas y en frotis preparados a partir de frascos de hemocultivo

positivos (Washington et al., 2008).

Por otro lado, las técnicas macroscopicas consisten en un andlisis directo de las colonias
aisladas en el medio de agar y se basan especificamente en caracteristicas como el tamario,
forma, consistencia, color y pigmento (Bou et al., 2011). En ese sentido, cabe mencionar que
el aspecto de las Acinetobacter spp. y de todas las especies del complejo ACB guarda un gran
parecido con las colonias de algunas enterobacterias y alcanzan hasta un tamafio promedio de
entre 1 a 3 mm por colonia. Es asi que en agar MacConkey poseen un tono ligeramente rosado
y en agar sangre las colonias son opacas y sin pigmentacion (Rodriguez et al., 2016;
Washington et al., 2008) (Figuras 2 y 3).

Figura 2
Aislamiento de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex en agar MacConkey

Nota. Aislamiento de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex en agar MacConkey.



Figura 3

Aislamiento de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex en agar sangre

Nota. Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex en agar sangre.

Para lograr el desarrollo de Acinetobacter spp. se debe considerar temperaturas 6ptimas de
crecimiento -entre 20 °C a 44 °C- y medios de cultivo bacteriol6gicos de uso comun, como
agar MacConkey, TSA y agar nutritivo. Ademas, es posible utilizar medios diferenciales que
cuentan con mayor selectividad para facilitar el aislamiento del microorganismo al momento
de analizar muestras de importancia clinica, por ejemplo el medio de Leeds Acinetobacter
(LAM) que es capaz de inhibir el crecimiento bacteriano no deseado y aislar cepas de
Acinetobacter spp. de los grupos de ADN 1, 2, 3y 13 (Jawad et al., 1994).

Por otro lado, los test bioguimicos ayudan a realizar una identificacion presuntiva al ser
utilizados en conjunto con las pruebas macroscépicas y microscépicas. Existen un sinnimero
de métodos bioquimicos y paneles para identificar fenotipicamente a ciertos microorganismos,
por ejemplo las pruebas basadas en el metabolismo que pueden ser manuales o automatizadas
y en donde son utilizados equipos que permiten evidenciar el género, especie y perfil de
sensibilidad antibiotica del microorganismo (Asif et al., 2018). A continuacion, la Figura 4

expone un algoritmo de guia para la identificacion presuntiva de Acinetobacter spp.



Figura 4

Diagrama de identificacion presuntiva de Acinetobacter spp.
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Nota. Datos obtenidos de Oteo et al. (2017) y Marcos (s.f.).

En el caso del complejo ACB, varios equipos hacen uso de taxones mixtos debido a que su
perfil biogquimico es el mismo para todas las especies que lo conforman. Es importante enfatizar
que es necesario aplicar pruebas complementarias para la identificacion definitiva de especies
debido a que varias de ellas comparten caracteristicas fenotipicas similares (Vijayakumar et
al., 2019) como lo muestra la Figura 5.



Figura 5

Mapa de identificacion fenotipica en Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex
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Con respecto a las caracteristicas microbiol6gicas de Acinetobacter spp., estas bacterias se
identifican como microorganismos estrictamente aerobicos, no exigentes, de catalasa positiva,
oxidasa negativa, no fermentan la glucosa, son negativos a la produccion de citocromo oxidasa,
poseen resistencia a la penicilina y cuentan con una increible capacidad de usar fuentes de
carbono de multiples compuestos organicos (Ayoub y Hammoudi, 2020; Washington et al.,
2008). De acuerdo a Oteo et al. (2017) es necesario tomar en cuenta que la identificacion
definitiva a nivel de genoespecies requiere métodos moleculares o de protedmica, como
MALDI-TOF. A continuacién, la Tabla 3 expone las caracteristicas para la identificacion
presuntiva de Acinetobacter spp. y en la Figura 6 puede observarse un esquema de los

microorganismos no fermentadores oxidasa negativa e inmdviles.

Tabla 3

Caracteristicas para la identificacion presuntiva de Acinetobacter spp.
Prueba bioquimica/microbiolégica/microscopica/macroscopica Caracteristicas
Oxidasa -
Catalasa +
Motilidad -
Pigmentacion +
Crecimiento en Agar MacConkey +
NO3 reducido -
Morfologia Coco bacilar
Respiracion Aerobica estricta

Nota. Datos obtenidos de Washington et al. (2008)



Figura 6

Microorganismos no fermentadores oxidasa negativo e inmoviles

Microorganismos no fermentadores oxidasa negativo e inmodviles
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[ Reduccion de Nitratos ] [ Hemdlisis ] [ Malonato
+ -
+ - + + _

Nota. Datos obtenidos de Washington et al. (2008).
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Actualmente existe una amplia gama de pruebas para la identificacion definitiva del principal
patdgeno de interés clinico y, en general, de las especies del complejo ACB, que van desde
métodos de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) hasta espectrometria de masas de
tiempo de vuelo de desorcion-ionizacion laser asistida por matriz (MALDITOF- MS). De
manera mas especifica, hay varias técnicas de tipificacion en Acinetobacter spp. que conllevan
a una eficiente monitorizacién de brotes hospitalarios, generalmente causados por A.
baumannii multirresistente, por ejemplo la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), el
polimorfismo de longitud de fragmento amplificado (AFLP) y la tipificacién del gen bla OXA-
51 (Rolain et al., 2016). No obstante, el esquema de hibridacion ADN-ADN, sugerido por
Bouvet y Grimont (1986), ain se mantiene como el método de identificacion valido para la

deteccion de varias especies de Acinetobacter spp.

De las técnicas antes mencionadas, el polimorfismo de longitud de fragmento amplificado
(AFLP) es bastante til para la identificacion de Acinetobacter spp. y habitualmente utilizado
en estudios epidemioldgicos a gran escala, pero no para la identificacién de pequefios brotes.
Este método consiste en marcar los fragmentos amplificados, someterlos a electroforesis en gel
de agarosa para producir huellas dactilares de ADN de alta resolucion y asi identificar la
especie de interés; este proceso cuenta con un alto poder discriminatorio segun el tipo de
microorganismo. No obstante, hay que reconocer que desde el punto de vista técnico se

considera un método costoso y complejo (Fernandez et al., 2013).

Por otra parte, uno de los métodos para la identificacion y discriminacion de Acinetobacter
baumannii es identificar el gen intrinseco blaoxa-s1 (0 blaoxa-s1 iike) que se ha encontrado en la
gran mayoria de las cepas aisladas de esta especie, por lo que es concebido como un marcador
de A. baumannii y puede utilizarse como un método de discriminacion dentro del complejo
ACB (Hamidian y Hall, 2013; Wang et al., 2014). No obstante, la presencia de secuencias de
insercién, como IS Abal, limita el uso de este gen al momento de identificar a esta especie (Da

Silva y Domingues, 2016).

Una de las técnicas gold standard para la identificacion de especies desconocidas es la
secuenciacion del gen 16S rRNA. Sin embargo, como lo indican Vijayakumar et al. (2019), la
desventaja de este gen en Acinetobacter spp. es que se encuentra demasiado conservado para
diferenciar entre las especies gendmicas que estan estrechamente relacionadas en el complejo

ACB y que se encuentran detalladas en la Tabla 4.
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Tabla 4

Especies de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex

Género Especie
A. baumannii

A. calcoaceticus

A. nosocomialis

A. pittii

A. seifertii

A. dijkshoorniae

Acinetobacter spp.

Nota. Tomado de NCBI (2021).

El método considerado apropiado para identificar especies de Acinetobacter spp. es la
secuenciacion del rpoB (gen de la subunidad B de la ARN polimerasa) que ha sido investigado
como biomarcador de diagnostico debido a su alta variabilidad (Rodriguez et al., 2016; Wang
etal., 2014).
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2. Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex

La denominacion de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex fue propuesta
inicialmente por Gerner-Smidt et al. (1991). En ese entonces, este grupo de bacterias estaba
conformado por cuatro especies gendmicas altamente relacionadas entre si: Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter pittii y Acinetobacter nosocomialis,
todas dentro del género Acinetobacter spp. Mas adelante, en 1993, se informo de dos especies
genomicas adicionales, Acinetobacter dijkshoorniae y Acinetobacter seifertii, la primera muy
cercana a las especies A. calcoaceticus y A. pittii y la segunda cercana a A. nosocomialis. Todas
las especies dentro de este complejo han sido recuperadas de muestras clinicas y otras fuentes,

como suelo, agua y equipo hospitalario (Nemec et al., 2011; Vijayakumar et al., 2019).

2.1.  Acinetobacter baumannii

La taxonomia de Acinetobacter spp. ha experimentado cambios significativos a lo largo del
tiempo, pues originalmente fue descrita como Micrococcus, pero la designacion de A.
baumannii no fue formalizada sino hasta 1986 (Bouvet y Grimont, 1986). Acinetobacter
baumannii es la especie clinicamente mas relevante dentro del género Acinetobacter spp. y
dentro del complejo ACB debido a que produce infecciones nosocomiales: bacteriemia,
infecciones del tracto urinario, meningitis y neumonia asociada a ventilador. Es considera
como un patogeno de prioridad critica por lo que es requerido de manera urgente el desarrollo

de nuevas terapias antimicrobianas (Ferndndez Cuenca et al., 2018; Kyriakidis et al., 2021).

El hecho de que A. baumannii sea un gran causante de infecciones nosocomiales se debe
sustancialmente a su genoma plastico y la capacidad que tiene de mutar rapidamente ante
estimulos que ocasionan estrés en sus funciones bioldgicas, sean estos productos o no de la
accion de antimicrobianos (Ayoub y Hammoudi, 2020). Ademaés, han sido descubiertos
factores de virulencia fundamentales como la capacidad hidrofobica de su superficie celular,
enzimas, polisacaridos de limo toxico, verotoxinas, sideréforos, proteinas de la membrana

externa, la formacion de biopeliculas entre otros detallados en la Figura 7.
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Figura7

Factores de virulencia en Acinetobacter spp.

OmpA

Polisacéaridos
capsulares

Lipopolisacéridos
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Vesiculas de
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Fosfolipasas

Nota. Datos obtenidos de Rodriguez et al., (2016).

La resistencia intrinseca a los antibidticos permite que A. baumannii sea inmune ante varias
familias de farmacos, hecho que también lo convierte en uno de los patdgenos nosocomiales
mas importantes, con gran impacto en el ambiente hospitalario y de gran inclinacién al
desarrollo de multirresistencia, resistencia extendida y panresistencia (Harding et al., 2018;
Alsan y Klompas, 2010; Kyriakidis et al., 2021).

2.2.  Acinetobacter calcoaceticus

Acinetobacter calcoaceticus es una especie del género Acinetobacter spp. -parte del complejo
ACB- que ha sido aislada de muestras de suelo, agua y en raras ocasiones de muestras clinicas.
Es considerado un microorganismo ambiental y no es comun que esté implicado en infecciones
hospitalarias o adquiridas en la comunidad; no obstante, cuando aparece, suele hacerlo en

pacientes con inmunosupresion (Nemec et al., 2011).

En Libano fue registrado el caso de un paciente con agammaglobulinemia congenita, quien al
suspender el tratamiento con infusiones de inmunoglobulina se volvidé propenso a contraer
infecciones por microorganismos atipicos. En este caso, la caracteristica de la cepa aislada fue

la susceptibilidad, pues era sensible a varios antimicrobianos de uso empirico, hecho que
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demuestra que la infeccion fue adquirida en la comunidad y no en el ambiente hospitalario,
debido a que las infecciones invasivas estan dadas por cepas susceptibles y no por resistentes
(El Gharib et al., 2021).

Las aplicaciones de A. calcoaceticus Ilaman la atencion de la comunidad cientifica por su
capacidad de producir ramnolipidos, pues cuentan con una gran cantidad de actividades
bioldgicas sobre células eucariotas y bacterias. Ademas, es utilizado en el area dermatoldgica
debido a sus propiedades emulsionantes, humectantes, baja irritacion, capacidad de aumentar
la saturacion de oxigeno en heridas, contribuir a la cicatrizacion y compatibilidad con la piel
humana (Zhu et al., 2022).

2.3.  Acinetobacter pittii

Acinetobacter pittii, anteriormente conocido como Acinetobacter genoespecie 3, debe su
nombre al microbidlogo médico Tyrone Pitt. Esta especie comparte las mismas caracteristicas
microbiologicas y bioguimicas del género Acinetobacter spp: coco bacilos Gram negativos
inmoviles, estrictamente aerdbicos, catalasa positiva, oxidasa negativa y asociado como
causante de infeccion humana y transporte intestinal (Chopjitt et al., 2021). Dentro del
complejo ACB, la especie A. pittii ha tenido desde el pasado bajas tasas de prevalencia y
resistencia, mientras que A. baumannii es la que siempre ha liderado el mayor nimero de casos

de infecciones nosocomiales (Nemec et al., 2011).

De acuerdo a Manchanda et al. (2010), algunos métodos basados en el ADN han demostrado
que es posible aislar A. pittii de muestras clinicas y evidencian que puede estar asociado a
brotes en hospitales en conjunto con resistencia antimicrobiana. Cabe indicar que a diferencia
de otras especies del complejo ACB, como A. baumannii y A. nosocomialis, A. pittii es mas
diverso pues ha sido posible aislarlo del medioambiente, de ciertos alimentos como vegetales,

del suelo, agua e incluso de la piel humana.

Recientemente se ha observado un aumento de casos de infecciones nosocomiales por A. pittii
resistente a los carbapenémicos (CRAP). Esta especie esta asociada con colonizacion humana
por su implicacion en 1AAS, exclusivamente en UCI. En algunos paises, como Taiwan, el
porcentaje de A. pittii reportado aumentd un 4,6% y las tasas de resistencia a los
carbapenémicos se elevaron de 4,5% en 2010 a 9,3% en 2012 y 25,8% en 2014 (Chopjitt et al.,
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2021). Ademas, de acuerdo a Chen et al. (2019), se ha reportado enzimas de tipo OXA-58 y
MBL como las principales causantes de resistencia en A. pittii, y también los genes de tipo

blaoxa-23 ¥ blaoxa-24 Son cada vez mas comunes en esta especie y en A. nosocomialis.

2.4. Acinetobacter nosocomialis

Después de A. baumannii, Acinetobacter nosocomialis es el patdgeno oportunista mas
relevante del complejo ACB; su nombre proviene de las palabras nosocomio y hospital.
Comparte caracteristicas microbiol6gicas y bioquimicas con las otras especies del complejo,
es coco bacilo Gram negativo, sin motilidad y capaz de crecer en medio minerales en donde el
acetato funciona como Unica fuente de carbono y el amoniaco como unica fuente de nitrégeno.
Anteriormente, esta especie era conocida como Acinetobacter genoespecie 13TU, pero en 2011
fue renombrada al nombre actual debido a su relevancia clinica y al impacto que tiene su

actividad como patégeno nosocomial oportunista (Nemec et al., 2011).

Los aislamientos ambientales reportados de A. nosocomialis son extremadamente raros dado
que su comportamiento es como un patégeno hospitalario, tal es el caso que de acuerdo a
Nemec et al. (2011) son pocos los informes que confirman este aislamiento. Ademas, Kim et
al. (2016) detallan que esta especie tiene menor resistencia y mortalidad que A. baumannii
debido a que sus caracteristicas biologicas y factores de virulencia le brindan la capacidad de
secretar factores citotoxicos a través de vesiculas de membrana externa. Inclusive, es posible
que hayan otros factores de virulencia implicados en infecciones de esta especie pero que aun
son desconocidos, uno de ellos puede ser la principal proteina de la membrana externa OmpA
de A. nosocomialis, que posiblemente es parte de la patogenia de esta especie debido a que
contribuye a la formacion de biopeliculas, tiene adherencia celular y aporta a la colonizacion e

infeccién por este patdgeno.

2.5. Acinetobacter seifertii

Acinetobacter seifertii, anteriormente conocida como especie gendémica cercana a la especie
genoespecie 13TU (A. nosocomialis) de Acinetobacter spp., fue afiadida recientemente dentro
del Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex dada sus estrechas caracteristicas
fenotipicas con las demas especies que conforman este complejo. Su nombre se debe al

microbiologo aleman Harald Seifert y sus caracteristicas corresponden a la del género
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Acinetobacter spp: coco bacilos Gram negativos, aerobios estrictos, oxidasa negativos,
catalasas positivas, el acido se produce a partir de D-glucosa y no se observa hemdlisis en
medio de agar suplementado con sangre de oveja. Al igual que el resto de las demas especies,
A. Seifertii ha logrado ser aislado de muestras clinicas, como de secrecion traqueal o esputo, y
se ha descrito como un patégeno emergente implicado en diferentes infecciones humanas,

especificamente asociada a la bacteriemia (Nemec et al., 2015).

2.6.  Acinetobacter dijkshoorniae

La Acinetobacter dijkshoorniae era anteriormente conocida como especie relacionada con
genoespecies 1y 3: A. calcoaceticus y A. pittii; sin embargo, se ha demostrado un mayor grado
de relacion genética con esta ultima. Debe su nombre a la microbidloga holandesa Lenie
Dijkshoorn vy, al igual que A. seifertii, recientemente fue incluida dentro del complejo ACB
pues comparte caracteristicas fenotipicas muy similares que el resto de especies. En este caso,

ha podido ser aislada de muestras clinicas humanas (Cosgaya et al., 2016).

Como ha sido ya mencionado en este capitulo no es posible diferenciar entre especies del
complejo ACB mediante métodos fenotipicos, pero algunas cepas de la especie A.
dijkshoorniae pueden distinguirse por la capacidad que tienen de usar la triptamina como Unica
fuente de carbono (Cosgaya et al., 2016). A continuacion, la Tabla 5 expone las muestras

clinicas y fuentes en las que se ha aislado las especies antes mencionadas.
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Tabla 5
Muestras clinicas y fuentes en las que se ha aislado Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex

Muestra Secrecion Ambiente

Especie tragueal hospitalario Orina Esputo Herida Suelo Agua Carne Vegetales
Acinetobacter
: X X X X
calcoaceticus
Acinetobacter
- X X X X X X X X X
baumannii
Acinetobacter
. X X X X X X X
pittii
Acinetobacter
o X X X
nosocomialis
Acinetobacter
o X X X X X
seifertii
Acinetobacter
X X X

dijkshoorniae

Nota. Datos obtenidos de Dijkshoorn et al. (2007), Nemec et al. (2015) y Cosgaya et al. (2016).



3. RESISTENCIA BACTERIANA EN Acinetobacter calcoaceticus/

baumannii complex

La resistencia bacteriana es el conjunto de caracteristicas que les permite a los
microorganismos proliferar inclusive ante la presencia de altas concentraciones de antibidticos,
por lo que es un hecho de gran relevancia a nivel cientifico y considerado como prioridad critica
de salud publica (Da Silva y Domingues, 2016; Kyriakidis etal., 2021). La capacidad
de Acinetobacter spp. para sobrevivir en el ambiente hospitalario y su rapida habilidad para
adquirir mecanismos de resistencia a los antimicrobianos convierten a este género en uno de
los patdgenos oportunistas mas peligrosos, pues tiene resistencias intrinsecas y adquiridas, por
ejemplo mecanismos enzimaticos -betalactamasas y enzimas modificadoras- y no enzimaticos

-modificacion de blanco, bombas de eflujo, etc.- (Manchanda et al., 2010) (Tabla 6).
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Tabla 6

Mecanismos de resistencia en 4. baumannii para antibioticos S-lactamicos y no p-lactdmicos

Mecanismos de resistencia a Betalactamicos

Betalactamasas Mecanismo Tipos Resistencia
implicado
Enzimas de Betalactamasas de TEM-1, TEM-2, Penicilinas
Clase A amplio espectro:
CARB-5, VEB-1, PER-  Cefalosporinas de espectro
1, PER-2, TEM-92, extendido y aztreonam
TEM-116. SHV-5, SHV-
12, CTX-M-2, CTX-M-
43
Carbapenemasas KPC Carbapenémicos, penicilinas,
cefalosporinas y aztreonam.
Enzimas de Metalobetalactamasas Carbapenemasas Carbapenémicos, penicilinas,
Clase B MBL IMP, VIM, SPM, SIMy  Cefalosporinas
NDM
Enzimas de Oxacilinasas OXA Carbapenemasas: OXA-  Carbapenémicos, penicilinas,
Clase D 23, OXA-24, OXA-58, cefalosporinas, hidrolisis débil en

OXA-51 contra de cefalosporinas de tercera

y cuarta generacion.

Mecanismos de Resistencia para no Betalactdmicos

Otros Mecanismo Tipos Resistencia

mecanismos de implicado

resistencia A A

Aminoglucésidos Enzimas AAC, ANT, APH Resistencia variable
modificadoras de
aminoglucésidos
EMA,
Metilacién 16S RNA, armA Todos los aminoglucésidos
Bombas de expulsion  Bomba AdeABC Todos los aminoglucoésidos

Bomba AdeM Resistencia para Gentamicina y

kanamicina

Quinolonas Genético Mutacion en gyrA, parC  Resistencia variable
Bombas de eflujo Bomba AdeABC Resistencia a todas las quinolonas
Bomba AdeM Resistencia variable
Tetraciclinas y Bombas de expulsion  Tet (A) Tetraciclina no afecta a minociclina
glicilciclinas Tet (B) Tetraciclina y minociclina
AdeABC Tetraciclinas y glicilciclinas
Proteccion ribosomal  tet(M) Tetraciclinas
Trimetoprim, Alteracion de sitio sul Resistencia para Sulfonamidas
sulfonamidas, diana dnfr Resistencia para Trimetoprim
Cloranfenicol
Bombas de expulsion  CraA Resistencia a cloranfenicol
AdeABC Trimetoprim y cloranfenicol

Nota. Obtenido de Manchanda et al. (2010) y Vanegas-Munera et al. (2014).

20



3.1. Resistencia intrinseca

La resistencia intrinseca es todo mecanismo de defensa presente de manera natural en varios
géneros bacterianos y es independiente de la selectividad del antimicrobiano. Uno de los
principales mecanismos en microorganismos Gram negativos es el estado de su membrana
externa, la alteracion en la permeabilidad, la alteracién del sitio diana y la inactivacién

enzimatica (Leclercq et al., 2013).

Acinetobacter spp. cuenta con una cefalosporinasa natural de tipo AmpC capaz de generar
resistencia de bajo nivel a ampicilina. No obstante, cuando estd sobre expresada produce
resistencia a distintos farmacos, entre ellos la cefalotina, piperacilina, cefotaxima, ceftazidima
y aztreonam (Clinical and Laboratory Standards Institute [CLSI], 2022). En general, el complejo

ACB tiene resistencia intrinseca a varios antimicrobianos como se detalla en la Tabla 7.

Tabla 7

Resistencias intrinsecas a farmacos en Acinetobacter spp.
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Nota. Datos obtenidos de CLSI (2022) y European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST, 2022).

3.1.1. Enzimas que inactivan antibi6ticos

Las bacterias Gram negativas tienen la capacidad de producir moléculas que inactivan a los
antibioticos y cuyo mecanismo de resistencia mas importante son las betalactamasas (también
lo es en Acinetobacter spp), enzimas muy conocidas en el d&mbito de la microbiologia.
Actualmente, son utilizados dos sistemas clasificatorios para estas enzimas que estan
relacionados entre si. Uno de ellos es el descrito por Bush Jacoby Medeiros en 1989, revisado
en 1995 y actualizado en 2010, que se basa especificamente en las caracteristicas funcionales

de las enzimas y su afinidad hacia los diferentes sustratos (Navarro et al., 2011).
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El segundo método es el sistema de Ambler, descrito en 1980, que clasifica a las betalactamasas
segun la interaccion enzima-sustrato y a la secuencia de sus aminoacidos. Es asi que se obtienen
cuatro diferentes clases moleculares descritas desde la A a la D: las enzimas de clase A, Cy D
(serin betalactamasas) emplean un mecanismo de acetilacion-desacetilacién e hidrolizan
mediante la formacion de una acil enzima por medio de una serina en el sitio activo, mientras
que las de clase B (metalo betalactamasas) utilizan iones de zinc en el sitio activo para la

hidrolisis de los farmacos betalactdmicos (Tooke et al., 2019; Bush y Jacoby, 2010).

Las betalactamasas son enzimas capaces de hidrolizar el anillo betalactamico al inhibir la
funcién bactericida del farmaco antes de que llegue a su sitio diana, que en el caso de los
betalactamicos son las proteinas de unién a penicilina PBP del microorganismo (Tooke et al.,
2019). En bacterias Gram negativas, como Acinetobacter spp., la produccion de betalactamasas
es el método de resistencia mas comun debido a que posee las cuatro clases de enzimas de
acuerdo a la clasificacion de Ambler: A (penicilinasas), B (Metalobetalactamasas), C
(Cefalosporinasas) y D (Oxacilinasas) (Zurita, 2015). A continuacion, la Tabla 8 detalla esta

clasificacion.

Tabla 8

Clasificacion de las p-lactamasas bacterianas

Clasificacion Clase Inhibido

Grupo Bush- molecular Sustratos _En2|mas d_e
AC/TZB EDTA importancia
Jacoby Ambler
E. coli AmpC, P99,
1 C Cefalosporinas NO NO ACT-1, CMY-2,
FOX-1, MIR-1
le C Cefalosporinas NO NO GC1, CMY-37
2a A Penicilinas Sl NO PC1
Penicilinas y generaciones
2b A tempranas de sl Nno  JEM-L TEM-2,
. SHV-1
cefalosporinas
Cefalosporinas de espectro TEM-3, SHV-2,
2be A extendido y Sl NO CTX-M-15, PER-1,
monobactamicos VEB-
2br A Penicilina NO NO TEM-30, SHV-10
Cefalosporinas de espectro
2ber A extendido y NO NO TEM-50
monobactamicos
2c A Carbenicilina SI NO PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilina/cefepima Sl NO RTG-4
2d D Cloxacilina +/- NO OXA-1, OXA-10
2de D Cefalosporinas de espectro - NO  OXA-11, OXA-15
extendido
2df D Carbapenémicos +/- NO OXA-23, OXA-48
26 A Cefalogporinas de espectro S| NO CepA
extendido
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Clasificacion Clase Inhibido

Grupo Bush- molecular Sustratos Enzimas de
Jacoby Ambler AC/TZB EDTA importancia
2f A Carbapenémicos +- NO |1<PC-2, IMI-1, SME-
. IMP-1, VIM-1,
3a B Carbapenémicos NO Sl CerA, IND-1
3b B Carbapenémicos NO Sl CphA, Sfh-1

Nota. Datos obtenidos de Bush y Jacoby (2010)

a. Betalactamasas de clase A

Las betalactamasas de clase A son enzimas encargadas de mediar la resistencia a penicilinas,
cefalosporinas, monobactdmicos e incluso carbapenémicos. Este tipo de betalactamasas suelen
tener un espectro estrecho (TEM-1, TEM-2 y CARB-5) aunque si pueden adquirir actividad de
espectro extendido (BLEE) (VEB-1, PER-1, TEM-92 y CTX-M-2 y de tipo KPC) por medio
de mutaciones (Tabla 9). Aquellas de espectro estrecho basan su actividad principalmente en
contra de las penicilinas mientras que las de espectro extendido BLEE abarcan una mayor
cantidad de sustratos a hidrolizar, como ceftazidima, ceftriaxona, cefotaxima, tambien el

aztreonam y pueden ser inhibidas por la accion del acido clavulanico (Kyriakidis et al., 2021).

Tabla 9
Clasificacion de betalactamasas de espectro extendido

Clasificacion de Principal sustrato Inhibicién por el &cido  Enzimas

Ambler clavulanico relacionadas

A Cefalosporinas de amplio espectro + SHV, TEM, CTX-M,
y monobactamicos PER, VEB

A Cefalosporinas de amplio espectro - CT™M

y monobactdmicos

D Cefalosporinas de amplio espectro +/- OXA
Nota. Datos obtenidos de Bush y Jacoby (2010) y Navarro et al. (2011)

b. Betalactamasas de clase B

Las enzimas MBL metalo-p-lactamasas del Grupo 3 usan un ion zinc en su sitio activo y poseen
un destacado desempefio debido a su amplio espectro de actividad (Da Silva y Domingues,
2016). Entre las principales enzimas hidroliticas se encuentran las IMP y VIM, que son capaces

de inhibir la accién de todos los betalactamicos a excepcion del aztreonam (Navarro et al.,
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2011). Otra caracteristica importante es que no se ven inhibidas por la accion del acido
clavulanico o tazobactam, pero si por los quelantes como el EDTA y los compuestos tidlicos.
Estas enzimas estan clasificadas por subfamilias de acuerdo a sus caracteristicas estructurales:
B1, B2 y B3; también, se clasifican de acuerdo a su funcidn ejercida en 3a, 3b y 3c (Bush y
Jacoby, 2010). En A. baumannii se han descrito cuatro tipos de MBL: IMP, VIM, NDM y SIM,
todas codificadas por plasmidos e integrones (Tooke et al., 2019; Kyriakidis et al., 2021).

C. Betalactamasas de clase C

Las cefalosporinasas del grupo 1 estan clasificadas segun la clase molecular C de Amblery se
encuentran codificadas en el cromosoma bacteriano de varios microorganismos (Bush vy
Jacoby, 2010); por lo general, las enzimas de este grupo no logran inhibirse mediante la accién
del &cido clavulanico. En bacterias como la Pseudomonas aeruginosa, la exposicion a
antibioticos betalactamicos, por ejemplo la amoxicilina, ampicilina, imipenem y el acido
clavulanico, puede inducir a la sobreexpresion de AmpC, mientras que en microorganismos
como la Acinetobacter spp., al poseer AmpC de forma intrinseca, su hiperproduccion se da por
la secuencia de insercion IS Abal (Hamidian y Hall, 2013; Kyriakidis et al., 2021).

d. Betalactamasas de clase D

Las enzimas del subgrupo 2d son conocidas como enzimas OXA por su capacidad de
degradacion de la cloxacilina y oxacilina; ademas, son la segunda familia de betalactamasas
con mayor numero de enzimas. El subgrupo de enzimas 2de esta derivado de la enzima OXA-
10 e incluye enzimas OXA-11 y OXA-15. En el caso de las enzimas OXA, pertenecientes al
subgrupo 2df, poseen la capacidad de hidrolizar a carbapenémicos, especialmente de los grupos
OXA-23y OXA-24,y se encuentran con mayor frecuencia en el género Acinetobacter spp. con
mas prevalencia en la especie A. baumannii (Bush y Jacoby, 2010; Evans y Amyes, 2014;
Tooke et al., 2019).

En A. baumannii, la primera enzima OXA identificada que otorgé la resistencia a
carbapenémicos fue la OXA-23, caracterizada en Reino Unido en 1985. Por otro lado, la OXA-
51 fue identificada en un aislado de A. baumannii -considerado el grupo méas extenso de
betalactamasas de este tipo- que se encuentra de forma intrinseca en el cromosoma bacteriano

de esta especie y cumple un papel importante en su identificacion entre las demas especies de
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Acinetobacter spp. (Evans y Amyes, 2014; Hamidian y Hall, 2013; Ferreira et al., 2017; Wang
etal., 2014).

3.1.2. Resistencia mediada por bomba de eflujo

En las bacterias Gram negativas la membrana externa limita la tasa de antimicrobiano que
ingresa por las bombas de eflujo debido a que farmacos de distintas clases son exportados
activamente fuera de la bacteria (Abdi et al., 2020). Este proceso protege al microorganismo
de los efectos toxicos, farmacoldgicos y otras sustancias que traten de dafiar la integridad de la
célula (Kyriakidis et al., 2021). Ademas, bien menciona Zurita (2015) que cumplen con
funciones fisioldgicas, como la captacion de nutrientes, y facilitan la salida de otras sustancias

al exterior de la bacteria, por ejemplo los desechos producidos por el metabolismo.

La multirresistencia en Acinetobacter spp. esta asociada con la sobreexpresion de bombas de
eflujo, lo que reduce significativamente la acumulacién de farmacos al interior de la bacteria.
Entre los farmacos mas comunes expulsados por las bombas de eflujo se encuentran los
macrolidos, tetraciclinas y quinolonas, aunque en realidad constituyen un mecanismo de

resistencia para casi todos los antibioticos (Kyriakidis et al., 2021).

Como lo indica Abdi et al. (2020), las bombas de eflujo reconocen una amplia gama de
farmacos, proteinas y enzimas, y existen multiples transportadores que estan clasificados en

cinco grupos segun la filogenética basada en su secuencia de proteinas:

- Bomba de tipo ABC (ATP binding cassette)

- Bomba de tipo MFS (major facilitator superfamily)

- Bomba de tipo RND (resistance nodulation cell division)

- Bomba de tipo MATE (multidrug and toxic compound extrusion)

- Bomba de tipo SMR (small multidrug resistance)
La mayoria de transportadores involucrados en la salida de farmacos pertenecen a la familia de

tipo ABC, bombas que también se encargan de la entrada y salida de solutos dependientes de

ATP y que se dividen en heterodiméricos y homodiméricos (Abdi et al., 2020).
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En cambio, las bombas MFS brindan resistencia a la minociclina, tetraciclina y cloranfenicol,
y las presentes en A. baumannii son principalmente la bomba Tet (A) y Tet (B) (Zurita, 2015).
De acuerdo a Abdi et al. (2020), algunos estudios han demostrado que estas bombas se
comportan como mecanismos imperativos en lo que respecta a la resistencia a fosfomicina, y
es AbaF el principal causante de resistencia de A. baumannii a este f&rmaco gracias a la

expulsion activa de fosfomicina por medio del transportador MFS AbaF.

Por su parte, las bombas de tipo RND poseen una amplia gama de sustratos independientemente
de su estructura. Uno de los miembros méas importantes de este grupo es la bomba AdeABC,
que como su nombre lo indica posee las proteinas AdeA, AdeB y AdeC, cada una con diferentes
roles: AdeA es la proteina fusion de membrana, AdeB es la transportadora de maultiples
farmacos y AdeC es la proteina de membrana externa OMP. En lo que respecta a A. baumannii
puede expulsar diversos betalactamicos, entre ellos el carbapenémico, pero es menos efectiva
para expulsar aminoglucoésidos, un claro ejemplo es la amikacina -con naturaleza hidréfila- en
contraste con los betalactdmicos. Cabe indicar que las bombas RND, en conjunto con las MFS,

son las mas comunes en Acinetobacter spp. (Zurita, 2015; Abdi et al., 2020).

En cuanto a las bombas de tipo MATE tienen la capacidad de eliminar a los aminoglucosidos
y fluoroquinolonas. Ademas, la presencia de la bomba AbeM, perteneciente a esta familia,
confiere un incremento mayor a 4 veces en la CIM de ciprofloxacina, norfloxacina, ofloxacina
y gentamicina (Abdi et al., 2020).

Finalmente, las bombas de eflujo de tipo SMR, o anti portadores de protones y farmacos,
utilizan la fuerza motriz del proton para ejercer su funcion de salida, es por ello que las
principales bombas involucradas en la resistencia a multiples farmacos pertenecen a este grupo
(Abdi et al., 2020; Zurita, 2015).

3.1.3. Proteinas de la Membrana externa

Las porinas son proteinas o canales encargados de transportar moléculas a través de la
membrana de microorganismos, proporcionan una gran cantidad de funciones en la bacteria y
pueden actuar en la adhesién celular y en la unién de compuestos bactericidas a la superficie
bacteriana (Rumbo et al., 2014). Las variaciones en su estructura son estrategias de

supervivencia que han adquirido las bacterias, por ejemplo como mecanismo para escapar de
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la presion antibacteriana o la regulacion de la expresion de porinas en respuesta a la presencia

de antimicrobianos (Kyriakidis et al., 2021).

Las porinas pueden desempefiar un papel importante en los mecanismos de resistencia de A.
baumannii y poseen multiples Omp en su membrana externa, entre los principales estan CarO
y OprD (Wong et al., 2017). Cabe indicar que una de las limitaciones con respecto a estas Omp

es la falta de informacion que existente.

Como lo indican Rumbo et al. (2014) se ha identificado que la citotoxicidad de A. baumannii
estd dada por la presencia de dos proteinas de membrana externa: OmpA y Omp 33-36.
Ademas, la membrana externa de A. baumannii es menos permeable a los agentes
antimicrobianos que la de otros microorganismos, como Escherichia coli. Entonces, dado que
el coeficiente de permeabilidad a las cefalosporinas es entre 2y 7 veces mayor en P. aeruginosa
que en Acinetobacter spp. puede atribuirse que la causa intrinseca de la resistencia a ciertos
agentes antimicrobianos tiene que ver con el numero y tamafio de las porinas de la membrana

externa de A. baumannii.

3.2. Resistencia adquirida

La resistencia adquirida es la capacidad que tiene un microorganismo de obtener mecanismos
de defensa en contra de ciertos antimicrobianos, ya sea a través de plasmidos, transposones,
integrones o mutaciones genéticas (Kyriakidis et al., 2021). Por lo general, la mayoria de estas
resistencias se encuentran en varios microorganismos, incluso Acinetobacter spp., y pueden

llegar a trasladarse entre diferentes géneros y especies bacterianas (Rada, 2016).

3.2.1. Alteracion del sitio diana o de las funciones celulares por mutaciones geneticas

En el caso de Acinetobacter spp. las alteraciones en el sitio diana otorgan resistencia a maltiples
farmacos. Un claro ejemplo de ello son las mutaciones en PBP o proteinas fijadoras de
penicilina: la mutacion sobre alguna PBP con baja afinidad hacia cierto farmaco puede conferir
resistencia hacia el mismo, por ejemplo al imipenem, debido a que en el caso de los
carbapenémicos la PBP disminuye la afinidad hacia los betalactamicos (Ayoub y Hammoudi,
2020; Kyriakidis et al., 2021).
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También, uno de los mecanismos causantes de la resistencia a tetraciclinas es la proteccion
ribosomal, que ocurre cuando una proteina del citoplasma se une al ribosoma e impide que la
tetraciclina se una a su sitio diana. En el caso de A. baumannii, el gen tetM es el que esta

relacionado directamente con la resistencia a estos farmacos (Kyriakidis et al., 2021).

3.2.2. Enzimas modificadoras de aminoglucésidos

En conjunto con los carbapenémicos, los aminoglucosidos son una alternativa eficaz para el
tratamiento de infecciones causadas por Acinetobacter MDR, pues las especies de este género
son naturalmente susceptibles a estos farmacos (Kyriakidis et al., 2021). Sin embargo, existen
algunas excepciones, como aquellas especies pertenecientes a grupos genémicos 6, 14, 15, 16,
17, y Acinetobacter haemolyticus (Nass y Nordmann, 2010). La resistencia en contra de los
aminoglucosidos esta mediada por varios mecanismos de accién, entre ellos la alteracion del
sitio de accidn ribosomal, reduccion de la captura y modificacion enzimatica, y es este ultimo

el que mas prevalencia tiene en cepas multirresistentes (Rodriguez et al, 2016).

Las enzimas modificadoras de aminoglucoésidos (EMA) basan su mecanismo de accion en la
modificacién de los grupos hidroxilo o amino presentes en estos fa&rmacos, y la inactivacion
enzimatica se lleva a cabo por enzimas de tipo acetiltransferasas, fosfotransferasas y
adeniltransferasas que estan codificadas principalmente por plasmidos, integrones,
transposones, elemento conjugativo integrador, cromosomas e islas gendémicas (Aliakbarzade
et al., 2014; Kyriakidis et al., 2021) (Tabla 10).

Tabla 10
Ubicacion de genes de resistencia en aminoglucosidos
Ubicacion Genes
aac (3)-la, aac(3)-1Va, AAC(6°)-1a family, aac(6’)-1b, aac(6’)-1b-cr, aac(6')-1h,
Plasmidos aac(6’)-1lc, ant(2”’)-1a, ant(3’’)-la, aadAl, aadA2, aadA5, aadA13, aadAl6,

aph(3’)-Vla, aph(3’)-VIb, aph(3”’)-1b, aph(4)-la, aph(6)-1d, y armA

aac (3)-la, AAC (6°)-1a family, aac (6°)-1b, aac (6°)-Ib’, aac (6°)-1b3, aac (6°)-1b-
Integrones cr, aac (6°)-1lc, ant (2°°)-1a, ant (37°)-1a, aadAl, aadA2, aadA5, aadAll,
aadAl3, y aadAl6
aac (3)-la, AAC (6°)-1a family, aac (6°)-1b, aac (6°)-1b-cr, ant (37’)-1a, aadAl,
aadA>5, aph (3°)-1a, aph (3°)-Ila, aph (3”°)-1b, and armA

aph (6)-1d, and aph (3”°)-1b

Transposones

Elemento conjugativo

integrador
Cromosoma aac (2')-1b, and aph (3)-
Islas genémicas aph (6)-1d

Nota. Datos obtenidos de Kyriakidis et al. (2021)
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3.2.3. Resistencia a quinolonas

Las mutaciones presentes en la secuencia de aminoacidos de los genes gyrA y parC son las
encargadas de codificar para la subunidad A de la girasa y subunidad C de la topoisomerasa
IV, que por su parte modulan el estado del ADN y se encuentran en la regién determinante de

la resistencia a las quinolonas 0 QRDR (Vila'y Marco, 2010; Martinez y Mattar, 2010).

3.3.  Epidemiologia

Es posible encontrar Acinetobacter spp. en multiples medios animados e inanimados: suelo,
agua, alimentos congelados, vegetales, carnes, diversos equipos hospitalarios como aparatos
de ventilacion mecénica, catéteres, humidificadores, bafios de dializado peritoneal, objetos que
facilitan la miccion, camas de pacientes hospitalizados, toallas, almohadas, cortinas y

dispensadores de jabon (Rada, 2016).

A nivel mundial, este género ha sido clasificado como un microorganismo perteneciente al
grupo ESKAPE: Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa y especies de Enterobacter. Ademas, Kyriakidis et al. (2021) enfatizan que es
considerado como un patégeno de prioridad critica por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), por lo que resulta necesario desarrollar de manera urgente nuevas terapias

antimicrobianas.

Si bien ha podido evidenciarse brotes de infecciones hospitalarias asociadas con A. baumannii
en salas de medicina general y salas de cirugia, las areas UCI son las més afectadas (Marcos,
s.f.). La colonizacion por especies del complejo ACB puede ser continua a una infeccion
invasiva con una alta mortalidad, por ejemplo esto suele ser comun en unidades de pacientes

guemados (Gong et al., 2021).

Acinetobacter spp. era anteriormente considerado un microorganismo de baja importancia
clinica, pero hoy en dia es uno de los patdgenos oportunistas de dificil control y tratamiento
debido a su acelerada capacidad para adquirir diversos mecanismos de resistencia (Gales et al.,
2019). Es asi extremadamente complicado establecer un conocimiento conciso en la

epidemiologia del género Acinetobacter spp. debido a la aleatoriedad de sus brotes
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hospitalarios, por lo que es sustancial ejecutar estudios epidemioldgicos locales y tomar

medidas de control eficientes en contra de esta bacteria.

Precisamente, el uso de procesos moleculares constituye un gran avance en el aspecto
epidemioldgico en vista de que identifican de forma exacta la variabilidad genética de los
microorganismos problema y son muy eficaces para el estudio y control de la diseminacion de

las especies de Acinetobacter spp. en el ambiente hospitalario (Vanegas-Munera et al., 2014).

De acuerdo a cifras de la Organizacion Panamericana de la Salud (s.f.), en Latinoamérica el
porcentaje de resistencia a los antimicrobianos y aislados en Acinetobacter spp. supero a
Estados Unidos y a algunos paises europeos. Es asi que, de acuerdo a datos proporcionados por

19 paises de América Latina, hay 121 901 cepas identificadas como Acinetobacter spp.

Pero el panorama no se detiene ahi, pues de acuerdo a Rodriguez et al. (2018) la tasa de
resistencia a los carbapenémicos en esta region se posiciona como una de las mas altas en todo
el mundo, hecho totalmente alarmante y que representa un grave problema de salud, dado que
estos farmacos son los utilizados contra las cepas de Acinetobacter multidrogoresistente
AMDR. Tal es la magnitud de esta situacion, que el rango de resistencia varia entre 1% a 90 %,

y son Argentina y Brasil los paises que encabezan los porcentajes mas altos.

Segun datos proporcionados por la Red Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos (ReLAVRA) (como se citd por Rodriguez et al., 2018) existe un aumento
significativo en los porcentajes de resistencia en el periodo 2000-2019, evidenciandose que las

infecciones nosocomiales causadas por A. baumannii tienen un porcentaje superior al 90 %.

En el caso de Ecuador, una de las estrategias para hacer frente a esta problematica es el Plan
Nacional para la prevencion y control de la RAM 2019-2023 liderado por La Direccion
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y el Centro Nacional de Referencia de Resistencia a
los antimicrobianos (CRN-RAM) del Instituto Nacional de Investigacion en Salud Pdblica
(INSPI, 2019). El propésito es disminuir el riesgo de emergencia y el aumento de la resistencia

a los antimicrobianos en humanos, animales, vegetales y el medioambiente.

Segun cifras de la OPS (s.f.), entre 2010 y 2019 se registraron en Ecuador 195 720 aislamientos

bacterianos pertenecientes a Acinetobacter spp. Enterobacter, Enterococcus, Escherichia,
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Haemophilus, Klebsiella, Neisseria, Pseudomonas, Salmonella, Shigella, Staphylococcus y
Streptococcus, de los cuales 3 766 pertenecen al género Acinetobacter spp., especificamente a
la especie A. baumannii. Cabe indicar que 2019 fue el afio en el que hubo un crecimiento

exponencial de aislamientos de cepas de Acinetobacter spp. con un total de 903 casos.
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4. LECTURA INTERPRETATIVA DEL ANTIBIOGRAMA

La lectura interpretativa del antibiograma es una practica llevada a cabo en los laboratorios de
microbiologia clinica que ayuda principalmente a identificar mecanismos de resistencia
presentes en determinados microorganismos para de esta manera establecer medidas
epidemioldgicas, adecuacion de tratamientos y aplicacion de politicas de antibidticos (Canton,
2010).

El proceso de lectura responde a una serie de pasos esquematizados (no se debe confundir con
la interpretacion de los resultados de pruebas de susceptibilidad) que inicia con el aislamiento
del microorganismo problema, su identificacion y antibiograma. Este Gltimo utiliza criterios de
susceptibilidad antimicrobiana como sensible (S), intermedio (1) y resistente (R), para evaluar
los estandares de desempefio (CLSI, 2022). Posteriormente se da la deduccion del fenotipo
observado, la inferencia del mecanismo de resistencia y la definicion del fenotipo presente.
Finalmente se debe redefinir con la interpretacién clinica del resultado obtenido, comprobar la
susceptibilidad a farmacos que no hayan sido incluidos y concluir con el reporte de resultados
(Courvalin, 1996).

4.1. Disposicion de discos y antibidticos recomendados para estudios de susceptibilidad

antimicrobiana por el método de Kirby Bauer en Acinetobacter spp.

En el Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex el estudio de la susceptibilidad
antimicrobiana radica en la evaluacion directa de ciertos antimicrobianos mediante el método
de difusién en disco de Kirby Bauer, en donde se omiten aquellos antibidticos a los que las
especies del complejo son intrinsecamente resistentes. Para realizar el antibiograma
previamente tiene que haberse hecho la identificacién del microorganismo, en este caso a nivel
de Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex, en donde debe tomarse en cuenta cuatro
aspectos esenciales: posibles mecanismos de resistencia, resistencias intrinsecas a
antimicrobianos, sitio de infeccion y antimicrobianos disponibles (Clinical and Laboratory
Standards Institute [CLSI], 2022).

A continuacidn, la Tabla 11 detalla los agentes antimicrobianos sugeridos para las pruebas de

susceptibilidad Acinetobacter spp. establecidos por el CLSI (2022) y tomados en cuenta en el
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Manual de Vigilancia del Centro de Referencia Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos
(CRN-RAM) del INSPI (2019). Ademas, en los apartados posteriores es posible observar

ejemplos de la disposicion de discos antimicrobianos para identificacion de mecanismos de

resistencia.

Tabla 11

Farmacos utilizados para la determinacion de perfiles de susceptibilidad antibiotica en

Acinetobacter spp.

Grupo Antibiético Antibidtico Siglas Contenido en disco
Penicilinas Piperacilina PIP 100 ug
Ampicilina-sulbactam  SAM 10/10 ug
. - Piperacilina-
Agentes Combinados betalactamicos tazobactam TZP 100/10 ug
Ticarcilina-clavulanato  TIM 75/10 ug
Ceftazidima CAZ 30 ug
. Cefepima FEP 30 ug
gisT;;rér:ﬁéurﬁ)ndo cefalosporinas I, 11, 111 Cefot_axima CTX 30 ug
Ceftriaxona CRO 30 ug
Cefiderocol FDC 30 ug
Doripenem DOR 10 ug
Carbapenémicos Imipenem IPM 10 ug
Meropenem MEM 10 ug
Gentamicina GM 10 ug
Aminoglucésidos Tob_ramicina ™ 10 ug
Amikacina AN 30 ug
Netilmicina NET -
Doxiciclina DO 30 ug
Tetraciclinas Minociclina Ml 30 ug
Tetraciclina TE 30 ug
Ciprofloxacina CIP 5 ug
Fluoroquinolonas Levofloxacino LVX 5ug
Gatifloxacina GAT 5 ug
Antagonista de la via del folato Trimetoprim- SXT 1,25/23,75 ug

sulfametoxazol

Nota. Datos obtenidos de CLSI (2022), Antimicrobianos aprobados por el CLSI para ensayar

e informar en Acinetobacter spp.

4.2.  Lecturainterpretativa del antibiograma en Acinetobacter calcoaceticus/baumannii

complex

Para tener una correcta lectura interpretativa del antibiograma es necesario conocer con

antelacion los posibles mecanismos de resistencia que puede presentar el microorganismo

problemay una valoracién fenotipica del mismo (Crespo, 2002) (Tabla 12). EI microorganismo

estudiado debe ser aislado, identificado correctamente, calcularse su CMI, elegir un fenotipo
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de sensibilidad e inferir las posibilidades de los diversos fenotipos de resistencia que puede
presentar. Este proceso tiene que realizarse segun la especie 0 complejo bacteriano, pues de
hacerlo con base en el género existirian multiples posibilidades y fenotipos de resistencia
(Canton, 2010; Courvalin, 1996).

Tabla 12

Posibles fenotipos de resistencia en Acinetobacter spp.

Microorganismo Posible fenotipo
Hiperproduccién de AmpC
BLEE Betalactamasas de Espectro Extendido
OXA Oxacilinasas

Complejo Acinetobacter calcoaceticus/baumannii  MBL Metalo Betalactamasas
EMA Enzimas Modificadoras de
Aminoglucosidos
Mutaciones gyrA/ parC /Bomba de eflujo/

Nota. Datos obtenidos de Nass y Nordmann (2010), Kyriakidis et al. (2021) y Courvalin

(1996).

En ciertos casos, en la lectura interpretativa del antibiograma con fines de identificacion de
mecanismos de resistencia, es factible utilizar antimicrobianos como marcadores de resistencia
en algunos microorganismos. Por ejemplo, en las enterobacterias se usa quinolonas (farmacos
sintéticos de amplio espectro cuya diana es la sintesis de ADN) como el acido nalidixico y la
kanamicina, pues la resistencia a estos farmacos es un claro indicativo de resistencias a las
quinolonas en enterobacterias por mutaciones producidas en la enzima ADN girasa (Canton,
2010).

Es importante recordar que el género Acinetobacter spp. pertenece a un grupo de
microorganismos Gram negativos que son incapaces de fermentar mdltiples hidratos de
carbonos como la glucosa (bacilos Gram negativos no fermentadores). Ademas, al ser
estrictamente aerobicos estan en toda la naturaleza y hacen parte de la microbiota normal en el
ser humano. El Acinetobacter calcoaceticus/baumannii complex esta conformado por seis
genoespecies del género Acinetobacter spp: A. calcoaceticus (genoespecie 1), A. baumannii
(genoespecie 2), A. pittii (genoespecie 3), A. nosocomialis (genoespecie 13TU), A.
seifertii (cercana a genoespecie 13TU) y A. dijkshoorniae (relacionada con genoespecies 1y

3) que son practicamente indistinguibles fenotipicamente (Rada, 2016).
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4.2.1. ldentificacién fenotipica de mecanismos de resistencia a betalactdmicos

La resistencia a los antibioticos betalactdmicos es el mecanismo mas frecuente de A. baumannii
y, por lo general, estd dada por la accion de enzimas betalactamasas, carbapenemasas,
oxacilinasas, metalobetalactamasas y enzimas modificantes de aminoglucésidos. No obstante,
la resistencia antimicrobiana también puede ocurrir por métodos no enzimaticos, como la
modificacion del blanco, bombas de expulsion activa y proteinas de membrana externa
(Navarro et al., 2011).

A continuacion, la Figura 8 expone un ejemplo de arbol de decision para la identificacion de
diferentes mecanismos de resistencia en Acinetobacter en contra de los betalactamicos y que
consta de distintos fenotipos: hiperproduccién de AmpC, presencia de betalactamasas de
espectro extendido, produccion de enzimas de espectro reducido y enzimas hidrolizantes de
amplio espectro de accion como oxacilinasas y metalobetalactamasas. Ademas, la Tabla 13
detalla los fenotipos de resistencia en antibiéticos betalactdmicos presentes en Acinetobacter

baumannii.

35



Figura 8

Arbol de decision diagndstica para la identificacion de mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii-betalactamicos

[ Arbol de decisién diagndstica para la identificacién de mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii ]
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Tabla 13

Fenotipos de resistencia en antibiodticos betalactamicos presentes en Acinetobacter baumannii

Grupo antibiético Antibiético Siglas  Concentracién Resultado Comentarios Interpretacion

Penicilinas/inhibidor ~ Ticarcilina TIC 75 ug RESISTENTE Hiperproduccion de AmpC + Penicilinasa de
Ticarcilina-acido TCC  75/10 g RESISTENTE espectro reducido
clavulanico

Cefalosporinas Ceftazidima CAZ 30 pg INTERMEDIO/RESISTENTE
Cefepima FEP 30 pug INTERMEDIO/RESISTENTE

Carbapenémicos Imipenem IPM 10 pg SENSIBLE

Penicilinas/inhibidor ~ Ticarcilina TIC 75 ug RESISTENTE Sinergia Cefepima/ Ticarcilina Hiperproduccién de AmpC + BLEE
Ticarcilina -acido TCC  75/10 ug RESISTENTE Clavulanico en Agar Miiller Hilton
clavulanico suplementado con cloxacilina (+)

Cefalosporinas Ceftazidima CAZ 30 pg INTERMEDIO/RESISTENTE
Cefepima FEP  30pg INTERMEDIO/RESISTENTE La cloxacilina inhibe la actividad

Carbapenémicos Imipenem IPM 10 pug SENSIBLE intrinseca de la AmpC permitiendo

observar la sinergia entre farmacos.

Penicilinas/inhibidor ~ Ticarcilina TIC 75 ug RESISTENTE Betalactamasas de clase D hidrolizantes de
Ticarcilina-&cido TCC  75/10 ug RESISTENTE carbapenem (CHDL) / 0 mecanismo no
clavulanico enzimatico

Cefalosporinas Ceftazidima CAZ 30 pg SENSIBLE/INTERMEDIO
Cefepima FEP 30 pg INTERMEDIO/RESISTENTE

Carbapenémicos Imipenem IPM 10 ug INTERMEDIO/RESISTENTE

Penicilinas/inhibidor  Ticarcilina TIC 75 ug RESISTENTE Sinergia Cefepima/ Ticarcilina Betalactamasa de espectro extendido BLEE
Ticarcilina -4cido TCC  75/10 pg RESISTENTE Clavulanico (+)
clavulénico

Cefalosporinas Ceftazidima CAZ 30pg INTERMEDIO -y
Cefepima FEP 30 pg INTERMEDIO/RESISTENTE

Carbapenémicos Imipenem IPM 10 pg SENSIBLE

Penicilinas/inhibidor  Ticarcilina TIC 75 ug RESISTENTE Penicilinasa de espectro reducido
Ticarcilina -4cido TCC  75/10 ug RESISTENTE
clavulanico

Cefalosporinas Ceftazidima CAZ 30 pg SENSIBLE /INTERMEDIO
Cefepima FEP 30 pg SENSIBLE

Carbapenémicos Imipenem IPM 10 pg SENSIBLE

Penicilinas/inhibidor  Ticarcilina TIC 75 g RESISTENTE Enzimas IMP y VIM tienen un perfil Metalobetalactamasas
Ticarcilina -acido TCC  75/10 ug RESISTENTE hidrolitico que incluye todos los Hiperproduccion de AmpC + Oxacilinasas
clavulanico antibidticos betalactamicos con la

Cefalosporinas Ceftazidima f CAZ 30pg RESISTENTE excepcion del aztreonam y no se inhiben
Cefepima FEP  30pg RESISTENTE por el &cido clavulénico, sulbactamy

Carbapenémicos Imipenem IPM 10 pg RESISTENTE tazobactam. (Zurita, 2015).

Nota. CAZ, ceftazidima; FEP, Cefepima; IPM, Imipenem; TIC, ticarcilina; TCC, Ticarcilina clavulanico. Todo mecanismo de resistencia determinado fenotipicamente debe
ser confirmado mediante métodos moleculares, pues la presencia de varios mecanismos de resistencia en una sola cepa puede resultar dificil de identificar. Las pruebas de
susceptibilidad realizadas a temperatura ambiente (37 ° C) permiten un mejor desarrollo de sinergia. En la parte de Anexos se puede encontrar otros fenotipos descritos en A.
baumannii. Datos obtenidos de Vila y Marco (2010) y Nass y Nordmann (2010).
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Por otro lado, en la Figura 9 es posible visualizar la disposicion de discos antibioticos para
farmacos betalactamicos.

Figura 9
Disposicion de discos antibioticos placa 1 Acinetobacter baumannii- Betalactamicos

Nota. TIC, Ticarcilina de 75 pg; TCC, Ticarcilina clavulanico de 75/10 pug; CAZ, Ceftazidima
de 30 ug; FEP, Cefepima de 30 pg; IPM, Imipenem de 10 pg.

a. Hiperproduccion de AmpC

Acinetobacter posee una cefalosporinasa de tipo AmpC cromosdmica no inducible, su fenotipo
se caracteriza por dotar de resistencia a ampicilina, cefalotina, cefotaxima, ceftazidima y
piperacilina, y al tener un bajo nivel de expresion esta enzima no confiere resistencia hacia a
ceftazidima. Segun Vila y Marco (2010), el 50% de los aislamientos obtenidos de
Acinetobacter baumannii tiene la capacidad de hiperproducir AmpC debido a la sobreexpresion
del gen blaampC, a causa de la presencia de la secuencia de insercion IS Abal en su promotor.
Dicha hiperproduccion es la responsable de otorgar resistencia a los farmacos como la
ticarcilina, cefotaxima, ceftazidima y aztreonam, hecho que depende de su expresion y no
afecta a los carbapenémicos ni a cefepima (Vanegas-Munera et al., 2014; Nass y Nordmann,
2010).

En la Figura 10 y 11 es posible observar fenotipos de hiperproduccién de AmpC sumado a la

expresion de penicilinasas de espectro reducido y betalactamasas de espectro extendido. Estas
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ultimas exponen su accion con la presencia de sinergia entre el clavulanato y la cefalosporina

de cuarta generacion gracias a la accion de la cloxacilina como inhibidor del AmpC.

Figura 10
Hiperproduccion de AmpC + Penicilinasa de espectro reducido

Nota. TIC, Ticarcilina de 75 pg con 11 mm (Resistente); TCC, Ticarcilina clavulanico de 75/10
pg con 13 mm (Resistente); CAZ, Ceftazidima de 30 pg con 15 mm (Intermedio); FEP,
Cefepima de 30 pg con 15 mm (Intermedio); IPM, Imipenem de 10 pg con 23 mm (Sensible).
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Figura 11

Hiperproducciéon de AmpC + BLEE

Nota. TIC, Ticarcilina de 75 pug con 11 mm (Resistente); TCC, Ticarcilina clavulanico de 75/10
Mg con 13 mm (Resistente); CAZ, Ceftazidima de 30 pg con 15 mm (Intermedio); FEP,
Cefepima de 30 pg con 15 mm (Intermedio); IPM, Imipenem de 10 pg con 23 mm (Sensible),
sinergia entre TCC/FEP positiva (+).

b. Betalactamasas de clase D hidrolizantes de carbapenem (CHDL)

La resistencia a carbapenémicos en A. baumannii generalmente es causada por enzimas
carbapenemasas de clase D, también conocidas como oxacilinasas (OXA) de tipo OXA-23,
OXA-24, OXA-51 y OXA-58 y metalobetalactamasas MBL. Estas ultimas son las mas
comunes en causar resistencia a todos los carbapenémicos en A. baumannii y su presencia

reduce drésticamente las opciones terapéuticas.

Uno de los puntos mas importantes en el género Acinetobacter es la resistencia hacia los
carbapenémicos en A. baumannii, que ocurre en gran medida por la presencia de enzimas
hidrolizantes, que a su vez son el resultado de la adquisicidn de genes encargados de codificar
betalactamasas de tipo OXA. No obstante, la Figura 12 evidencia un fenotipo de resistencia
que puede presentarse con actividad carbapenemasa, mediado por la presencia de enzimas
hidrolizantes de carbapenémicos de clase D o por mecanismos no enzimaticos. De acuerdo a
Thirapanmethee et al. (2020), las betalactamasas de clase D hidrolizantes de carbapenem

suelen presentar un bajo nivel de actividad de Carbapenemasa.
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Figura 12

Betalactamasas de clase D hidrolizantes de carbapenem (CHDL) / O no enzimético

Nota. TIC, Ticarcilina de 75 pug con 10 mm (Resistente); TCC, Ticarcilina clavulanico de 75/10
pg con 13 mm (Resistente); CAZ, Ceftazidima de 30 pg con 15 mm (Intermedio); FEP,
Cefepima de 30 pg con 16 mm (Intermedio); IPM, Imipenem de 10 pg con 19 mm
(Intermedio).

c. Betalactamasa de espectro extendido BLEE

Las enzimas betalactamasas de espectro extendido BLEE, que se muestra en la Figura 13,
también han sido descritas en asilamientos de A. baumannii. Una de las dificultades en el
laboratorio al momento de evaluar su verdadera prevalencia se da principalmente por las cepas
hiperproductoras de AmpC, pero este hecho es posible resolverlo al afiadir cloxacilina al medio
de agar, pues se encarga de inhibir la actividad de la AmpC intrinseca. Es importante indicar
que estas enzimas tienen la capacidad de generar altos niveles de resistencia a penicilinas y

cefalosporinas (Nass y Nordmann, 2010).
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Figura 13

Betalactamasa de espectro extendido BLEE

Nota. TIC, Ticarcilina de 75 pug con 10 mm (Resistente); TCC, Ticarcilina clavulanico de 75/10
pg con 13 mm (Resistente); CAZ, Ceftazidima de 30 pg con 15 mm (Intermedio); FEP,
Cefepima de 30 g con 17 mm (Intermedio); IPM, Imipenem de 10 pg con 22 mm (Sensible),
sinergia entre TCC/FEP positiva (+).

d. Penicilinasa de espectro reducido

Hoy en dia, el registro de penicilinasas de espectro reducido es escaso entre Gram negativas.
La mayoria de estas enzimas pertenecen a la clase A, segun el sistema de clasificacion de
Ambler, y son de tipo TEM, SHV y CARB. Ademas, varias de ellas prevalecen en
Acinetobacter spp. y se ven inhibidas por la accién del acido clavulanico (Poirel et al., 2007).
A continuacion, la Figura 14 expone un ejemplo de penicilinasa de espectro reducido.
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Figura 14

Penicilinasa de espectro reducido

Nota. TIC, Ticarcilina de 75 pg con 11 mm (Resistente); TCC, Ticarcilina clavulanico de 75/10
Hg con 13 mm (Resistente); CAZ, Ceftazidima de 30 pg con 18 mm (Sensible); FEP, Cefepima
de 30 pg con 18 mm (Sensible); IPM, Imipenem de 10 pg con 23 mm (Sensible).

4.2.2. ldentificacion fenotipica de mecanismos de resistencia en no betalactamicos

Acinetobacter spp. es capaz de desarrollar resistencia hacia otras familias de antimicrobianos
diferentes a los betalactamicos, por ejemplo las fluoroquinolonas y los aminoglucosidos. En el
caso de las fluoroquinolonas, las mutaciones en el ADN girasa (gyrA) y la topoisomerasa IV
(parC) pueden conferir un alto nivel de resistencia hacia estos farmacos (Figura 15); en cambio,
en los aminoglucdsidos el mecanismo de resistencia mas comudn estd dado por enzimas
modificadoras de aminoglucésidos. Con respecto a los Acinetobacter, la enzima
aminoglucosido-3'-fosfotransferasa VI o APH (3")-VI rara vez se encuentra en géneros
bacterianos diferentes a Acinetobacter spp. (Vila et al., 1999) (Figura 16). La Tabla 14 detalla

los mecanismos de resistencia en antibiéticos no betalactamicos.

Por otra parte, la resistencia hacia los aminoglucésidos también puede ocurrir cuando,
diferentes fenotipos de resistencia trabajan en conjunto para producir un fenotipo de
multirresistencia, como es el caso de la produccién de EMA 'y la presencia de bombas de eflujo,
las cuales logran identificarse cuando la CMI de netilmicina tiene un valor de 16 mg/l (bomba

AdeABC); ante la presencia de una enzima modificante los valores de CMI pueden ser de >32
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mg/L. Cabe indicar que una cepa con dos 0 mas enzimas modificantes es dificil e incluso

imposible de reconocer Unicamente con el perfil fenotipico obtenido.

Figura 15
Arbol de decision para la identificacion de mecanismos de resistencia en Acinetobacter

baumannii- Fluoroquinolonas

[ Arbol de decisién para la identificacion de mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii- Fluoroquinolonas
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Nota. Datos obtenidos de Vila'y Marco (2010) y Nass y Nordmann (2010)
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Figura 16

Arbol de decision diagnéstica para la identificacion de mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii-Aminoglucésidos

Arbol de decisién para la identificacion de mecanismos de resistencia en Acinetobacter baumannii- Aminoglucésidos
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Tabla 14

Fenotipos de resistencia en antibioticos no betalactamicos presentes en Acinetobacter baumannii

Grupo Antibidtico Siglas Concentracion  Resultado Comentarios Interpretacion
antibiético
Gentamicina GM 10pg SENSIBLE Modificacion del antimicrobiano por accion de la enzima aph A6/APH
Tobramicina ™ 10 pug SENSIBLE 3H-VI
é Amikacina AN  30pg RESISTENTE
z Gentamicina GM 10pg RESISTENTE Evaluar la susceptibilidad Modificacion del antimicrobiano por accion de EMA+ accién de bomba
F Tobramicina ™ 10pg RESISTENTE hacia la netilmicina puede  de eflujo (AdeABC)
S Amikacina AN 30pug RESISTENTE  ser un buen indicativo de la
E presencia y sobreexpresion
< de la bomba de eflujo
AdeABC cuando su CMI
es de 16 mg/l.
Ciprofloxacino CIP  5pg RESISTENTE Mutacién + Mutacion en gyrA tbombas de expulsion
Levofloxacino  LVX 5 pug SENSIBLE Sobreexpresion de una o
varias bombas de eflujo
Bomba AdeABC
Bomba AdeM
Ciprofloxacino CIP 5pug RESISTENTE Doble mutacion + Mutaciones en gyrA 'y parC + bombas de expulsion
Levofloxacino LVX  Spug RESISTENTE  Sobreexpresion de bombas

Fluoroquinolonas

de eflujo (Bomba AdeABC

y

Bomba AdeM) otorga
niveles elevados de
resistencia a las
fluoroquinolonas

Nota. La susceptibilidad de Acinetobacter a la netilmicina debe ser evaluada mediante el método de concentracién minima inhibitoria (CMI) porque el CLSIy
el EUCAST no proporcionan datos de sensibilidad o resistencia hacia este farmaco al utilizar el método de difusion en disco. AN: amikacina; GM: gentamicina;
TM: tobramicina; CIP: ciprofloxacino; LV X: levofloxacino. En los Anexos se puede encontrar otros fenotipos descritos en A. baumannii. Datos obtenidos de
Vilay Marco (2010) y Nass y Nordmann (2010).
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a. Fluoroquinolonas

En A. baumannii, el principal determinante de resistencia a fluoroquinolonas se da por
mutaciones en las regiones especificas QRDR, en el ADN girasa (gyrA) y la topoisomerasa IV
(parC) (una doble mutacién en gyrA Ser-83, GyrA y parC [Ser-80 o Glu-84 en parC]), lo que
puede conferir un elevado nivel de resistencia hacia las fluoroquinolonas (Kakuta et al., 2020;
Singh et al., 2013) (Figura 17, 18 y 19).

b. Aminoglucdésidos

La amikacina es uno de los antimicrobianos més activos en contra de las infecciones causadas
por Acinetobacter spp; no obstante, se ha visto afectada por la accion de ciertas EMA que son
capaces de inhibir su accion (Kyriakidis et al., 2021). La EMA encontrada con mayor
frecuencia en Acinetobacter spp. es la enzima APH (3')-VI (Figura 18) que tiene como sustrato
principal a la amikacina, aunque también es capaz de inactivar a kanamicina, neomicina,

paromomicina, ribostamicina, butirosina y gentamicina B (Vila et al., 1999).

Las cepas multirresistentes reportadas por brotes nosocomiales tienen la capacidad de albergar
a mas de una EMA, sumado a la expresion de la bomba de eflujo AdeABC (Figura 19), lo que
se refleja en su fenotipo de multirresistencia. También es importante indicar que evaluar la
susceptibilidad hacia la netilmicina puede ser un buen indicativo de la presencia y
sobreexpresion de la bomba de eflujo AdeABC cuando su CMI es de 16 mg/l (Nass y
Nordmann, 2010; Aliakbarzade et al., 2014).
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Figura 17

Disposicidn de discos antibidticos placa 2 Acinetobacter baumannii- no betalactamicos

Nota. AN: Amikacina de 30 pug; GM: Gentamicina de 10 pg; TM: Tobramicina de 10 pg; CIP:
Ciprofloxacino de 5 pg; LVX: Levofloxacino de 5 pg.

Figura 18
Modificacion del antimicrobiano por accion de la enzima aph A6/APH (3')-V1+ Mutacion en

gyrA £ bombas de expulsion

Nota. AN: Amikacina de 30 pg con 13 mm (Resistente); GM: Gentamicina de 10 pg con 16 mm
(Sensible); TM: Tobramicina de 10 pg con 15mm (Sensible); CIP: Ciprofloxacino de 5 ug con 14
mm (Resistente); LV X: Levofloxacino de 5 pg con 17mm (Sensible).
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Figura 19
Modificacion del antimicrobiano por accion de EMA+ accién de bomba de eflujo (AdeABC)-

Mutaciones en gyrA y parC + bombas de expulsion

Nota. AN: Amikacina de 30 pg con 12 mm (Resistente); GM: Gentamicina de 10 pug con 11 mm
(Resistente); TM: Tobramicina de 10 pg con 11 mm (Resistente); CIP: Ciprofloxacino de 5 pg con
14 mm (Resistente); LV X: Levofloxacino de 5 pg con 12 mm (Resistente).

Nota: los diagramas e ilustraciones presentados en el capitulo deben ser usados como ayuda
para la identificacion de mecanismos de resistencia en Acinetobacter, mas no como un método
confirmatorio de la presencia de uno en especifico, en vista de que varios mecanismos pueden
trabajar en conjunto para expresar un fenotipo distinto a los expuestos. Las diferentes
resistencias que pueda alcanzar este complejo deben ser confirmadas por otros métodos, como
los moleculares, dado que los fenotipos presentados estan basados en Acinetobacter baumannii,
especie clinicamente mas relevante dentro del complejo ACB.

4.3. Comentarios de reporte

Organismos internacionales como el CLSI (2022) y el EUCAST (2022) proponen puntos de
corte para los diferentes antimicrobianos que pueden ser testeados en Acinetobacter, asi como
estandares para la realizacion y el control de calidad del antibiograma en este género. Es
importante mencionar que cada laboratorio debe implementar cepas de control que aseguren el
buen comportamiento del método utilizado, por lo que la Tabla 15 detalla las cepas de ATCC
(American Type Cultures Collection), recomendadas por estos organismos para evaluar el
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control de calidad de rutina en Acinetobacter spp. dado que presentan patrones de sensibilidad

conocidos.
Tabla 15
Cepas control que se deben usar segun la CLSI y EUCAST
Organismo Cepa ATCC
CLSI Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Escherichia coli ATCC 25922
EUCAST Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Nota. Datos obtenidos de CLSI (2022) y EUCAST (2022)

Ademas, el CLSI (2022) recomienda cierta cantidad de discos a usar en el método de difusion
de disco segun la dimension de la caja Petri a utilizar: méximo 12 discos para cajas de 150 mm
y méximo 6 discos para cajas de 100 mm. Las medidas y posiciones de los antimicrobianos
deben tener una separacion minima de 24 mm entre cada disco para obtener halos medibles
debido a que las zonas superpuestas dificultan la medicion de los mismos (para mas
informacion dirigirse al capitulo de control de calidad del antibiograma o Guia de lectura de
difusion en disco M02).

Por su parte, el EUCAST (2022) también recomienda ciertos farmacos que pueden ser
aplicados con el fin de obtener mayor efectividad en el tratamiento segun el sitio de la
infeccion, por ejemplo en el tracto urinario, meningitis e incluso infecciones sistémicas (Tabla
16).

Tabla 16

Antimicrobianos recomendados segun el sitio de infeccion

Antimicrobiano Siglas  Sitio de infeccién

Meropenem MEM  Meningitis

Amikacina AN Infecciones sistémicas / Infecciones originadas en el tracto urinario
Gentamicina GM Infecciones sistémicas / Infecciones originadas en el tracto urinario
Tobramicina ™ Infecciones sistémicas / Infecciones originadas en el tracto urinario
Tetraciclina TE Infecciones originadas en el tracto urinario

Nota. Datos obtenidos de CLSI (2022) y EUCAST (2022). Antimicrobianos usados para la
terapia segun el tipo de infeccidn en Acinetobacter spp.

El listado de antimicrobianos sugeridos previamente en la Tabla 11 disponen de los agentes de
primera y segunda linea, asi como urinarios para utilizarse en el panel de pruebas de

susceptibilidad y en el posterior tratamiento de infecciones por Acinetobacter spp., que ademas
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tienen que tomarse en cuenta para informes de resultados de laboratorio (Radice et al., 2011).
El uso de dichos antimicrobianos ha de realizase con base en su disponibilidad y aprobacion
para su uso clinico por las organizaciones reguladoras del pais, tomando en cuenta
consideraciones del CLSI (2022), INSPI (2019) y otros organismos.

Una vez realizada la identificacion a nivel de especie de Acinetobacter, género Acinetobacter
spp. 0 Acinetobacter calcoaceticus/ baumannii complex, se procede con las pruebas de
susceptibilidad antibidtica. Cabe resaltar que la multirresistencia en Acinetobacter spp. puede
definirse como la resistencia a los carbapenémicos independientemente de que exista 0 no

resistencia hacia otras familias antimicrobianas (Oteo et al., 2017) (Tabla 17).

Tabla 17
Reporte para Acinetobacter spp. Multirresistente

Informe/Reporte para Acinetobacter spp. Multirresistente

Sin crecimiento después de reincubacion a 48 horas No se aisla Acinetobacter spp.

No se aisla Acinetobacter spp.
multirresistente

Aislamientos de especies 0 género de Acinetobacter spp. Se aisla Acinetobacter spp.
que presenten multirresistencia multirresistente.

Nota. Datos obtenidos de CLSI (2022) y Oteo et al. (2017)

Nota: de existir la sospecha de que los resultados obtenidos son errdneos, ya sea por los

Aislamiento de cepa no multirresistente

métodos utilizados, error humano o contaminacion, tienen que aplicarse métodos alternativos
para su identificacion y para su perfil de susceptibilidad (Cavalieri et al., 2005; Oteo et al.,
2017).

El CLSI (2022) expone que las bacterias que demuestran sensibilidad frente al betalactamico
individual también deben ser consideradas sensibles a la combinacién con agentes
betalactdmicos. En cambio, en microorganismos sensibles al agente de combinacion
betalactamico no debe asumirse que son sensibles al betalactdmico individual. Finalmente,
aquellas bacterias que poseen fenotipos intermedios o resistentes al betalactamico individual

pueden ser sensibles a la combinacion de agente betalactamico.

En cuanto a las tetraciclinas, los microorganismos sensibles a este farmaco deben también ser
considerados sensibles para la doxiciclina y la minociclina; no obstante, aquellas cepas que se
presenten como intermedias o resistentes a la tetraciclina pueden ser sensibles a la minociclina

y doxiciclina. En el caso del ciprofloxacino, este farmaco debe utilizarse como parte de la

51



terapia combinada en infecciones graves y su sensibilidad puede ser extrapolable al resto de
fluoroquinolonas (CLSI, 2022; INSPI, 2019; Radice et al., 2011).

Con relacion al E-test MBL, la presencia de esta enzima se observa mediante la relacion de la
concentracion inhibitoria de IP/IPI (imipenem y imipenem+EDTA) de >8 o >3 diluciones
logaritmicas; sin embargo, es requerida la confirmacion por otros métodos como el PCR. Cabe
indicar que Etest MBL IP/IPI esta enfocado Unicamente para pruebas de fenotipo y no para la

determinacion de la CMI de imipenem (Nass y Nordmann, 2010; Biomérieux, s.f.).

Ante la presencia de microorganismos con resistencia a carbapenémicos con carbapenemasa
positivo (Sinergia EDTA) se debe notificar al departamento de epidemiologia y control de
infecciones, y el aislamiento tiene que ser posteriormente enviado al CRN-RAM u
organizacion pertinente. La informacion es validada solo cuando el CRN-RAM proporciona el
resultado definitivo (INSPI, 2019). Nota: solo para las cepas aisladas de sangre y fluidos
estériles.

La baja actividad que tenga el microorganismo en al menos un carbapenémico posiblemente
esté vinculada a la presencia de oxacilinasas intrinsecas, como OXA-51, que solo son
investigadas con fines epidemiolégicos (CLSI, 2022; INSPI, 2019).

Finalmente, La resistencia a penicilinas, cefamicinas (excepto cefepima y carbapenémicos) y
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion es sugestivo a un mecanismo de
resistencia de hiperproduccion de la cefalosporinasa cromosémica AmpC por presencia de

secuencia de insercion 1S abal (Radice et al., 2011).
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5. PRUEBAS COMPLEMENTARIAS

5.1. Pruebas complementarias

5.1.1. E-test

También conocido como test de Epsilon es un método alternativo para determinar la
susceptibilidad antimicrobiana, que estd fundamentado especificamente en la técnica de
difusion de disco, y es capaz de establecer directamente su concentracion minima inhibitoria
(CMI) mediante lectura directa del test. Su tira estd compuesta por una concentracion especifica

de antimicrobiano y contiene 15 diluciones a diferentes concentraciones.

Para aplicar este test tiene que utilizarse una suspension bacteriana (0.5 McFarland) igual a la
usada en el método de difusién en disco en agar Miller Hilton. La placa debe ser inoculada
con dicha suspension para posteriormente colocar la tira de E-test con el antimicrobiano
escogido en la superficie del agar. Una vez cumplido el tiempo de incubacién, el valor obtenido
en el test corresponde al CMI del microorganismo para ese antimicrobiano y el resultado se
interpreta por el valor en el punto, lugar en donde se forma una elipse producto de la inhibicion

del crecimiento bacteriano con la tira (Picazo, 2000).

El E-test de MBL se realiza con el fin de identificar la produccion de enzimas MBL con base
en la inhibicion por EDTA. La tira E-test MBL es (til en la deteccion de MBL de tipo IMP y
VIM en la especie A. baumannii, aunque el efecto intrinseco del EDTA en esta especie puede
llegar a interferir con la especificidad de la prueba, tal es el caso que se han observado falsos
positivos en cepas productoras de OXA-23 probablemente por dicha actividad (Bonnin et al.,
2012).

Es posible aplicar un test modificado mediante dos discos de imipenem con o sin 10 pL de
EDTA 0.5 M debido a que puede presentar resultados similares a los obtenidos con las tiras
Etest MBL. En este caso es considerado como positivo un aumento de 10 mm en el diametro
de la zona de inhibicién en presencia del quelante (Massik et al., 2021). No obstante, Nass y
Nordmann (2010) enfatizan que varios estudios sugieren que los resultados obtenidos con las
tiras Etest MBL deben ser interpretados con precaucién en organismos no fermentadores, por

ejemplo A. baumannii. A continuacion, la Figura 20 expone el E-test MBL.
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Figura 20
E-test MBL

Nota. MBL positivo, relacién: IP/IP1 IC= 16/<1 =>16. (Figura 13-A). La zona fantasma entre
IP/IPI es indicativo de produccion MBL. (Figura 13-B). La deformacion de la elipse es

indicativo de produccion de MBL. (Figura 13-C)

5.1.2. Prueba de Carba NP modificada (CarbAcineto NP)

La deteccion de enzimas carbapenemasas en el género Acinetobacter spp. resulta mas compleja
que en otras especies bacterianas, como P. aeruginosa o Enterobacteriaceae, debido a la baja
permeabilidad intrinseca que poseen sus especies. Tal es el caso que para su identificacion han
sido modificadas técnicas fenotipicas para la busqueda de estas enzimas, por ejemplo la prueba
de Carba NP (Dortet et al., 2014).

Carba NP ha sido validada a nivel mundial en Enterobacteriaceae y P. aeruginosa, pero no
totalmente en Acinetobacter spp., debido a que sus tasas de hidrolisis de imipenem obtenidas
con CHDL son demasiado bajas para ser detectadas por Carba NP en su versién original (se
han logrado resultados efectivos con el test modificado de CarbAcineto NP) (Dortet et al.,
2014). La principal ventaja de esta prueba es que los resultados son obtenidos el mismo dia
porque se omite el paso de incubacion, pues su fundamento se basa principalmente en la
deteccion de la hidrolisis del anillo betalactamico del imipenem por medio de un indicador

colorimétrico a través del pH.
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La prueba modificada fue realizada con NaCl 5 M, se sustituy6 al tampon de lisis, fue duplicado
el indculo bacteriano de un tercio a la mitad de un asa calibrada de 10 uL con el fin de obtener
una produccion enzimatica elevada y fue utilizada una solucion reveladora de rojo fenol. Como
lo indica Simner et al. (2017), esta prueba constituye una solucion rapida y rentable para la

identificacion de carbapenemasas en especies de Acinetobacter spp.

5.1.3. Represion de carbapenémicos

Existen varios métodos de identificacion fenotipica para enterobacterias productoras de
enzimas carbapenemasas que pueden ser aplicadas en bacterias Gram negativas no
fermentadoras, como Acinetobacter spp. y P. aeruginosa; entre estos métodos estd el de
inactivacion de carbapenémicos modificado y la prueba de carba NP. Una de las ventajas del
método de represion de carbapenémicos modificado es su accesibilidad, debido a que utiliza
reactivos e insumos facilmente disponibles y obtiene resultados mas objetivos. Por otro lado,
en el método de Kirby Bauer se utiliza el diametro de la zona para interpretar los resultados
obtenidos posterior a la incubacion. La represion o inactivacion de los carbapenémicos se basa
en la facultad de los distintos microorganismos de producir enzimas carbapenemasas con la

capacidad de degradar a estos farmacos (Reyes-Chacon et al., 2017).

El procedimiento inicia con la suspension del microorganismo de estudio en agua destilada.
Luego, es sumergido el disco de 10 microgramos de meropenem y se incuba durante dos horas
a una temperatura de 35 °C. Posteriormente, se retira el disco de la suspension para ser colocado
en una caja Petri que contiene la cepa indicadora, generalmente E. coli ATCC, y se incuba a la
misma temperatura. Si el aislamiento bacteriano produce carbapenemasa, el meropenem en el
disco es inactivado y permite el crecimiento desinhibido de la cepa indicadora susceptible.
Finalmente, la interpretacion de resultados se realiza si el microorganismo de estudio cuenta
con la capacidad de produccion de carbapenemasas (Reyes-Chacon et al., 2017; Simner et al.,
2017) (Tabla 18).
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Tabla 18
Interpretacion de los Resultados de la prueba de inactivacion a carbapenémicos modificada

Resultado Interpretacion

Halo de inhibicion entre 6-15 milimetros/ Positivo

<18 mm con colonias puntiformes en la zona La cepa productora de carbapenemasas
de inhibicion

Halo de inhibicién >19 mm Negativo
La cepa no es productora de carbapenemasa

Halo de inhibicién 16-18 mm/ Indeterminado requiere confirmacion mediante el

Halo de inhibicion >19 mm con colonias uso de pruebas complementarias

puntiformes

Nota. Datos obtenidos de Simner et al. (2017)

Para aplicar la prueba de inactivacion de carbapenémicos se recomienda hacer uso de una
cantidad mayor de indculo bacteriano, con un asa de 10 uL, para la deteccion de
carbapenemasas entre no fermentadores. Un estudio indicé una mayor sensibilidad y menor
especificidad al utilizar el asa de 10 uL para la toma del in6culo bacteriano en contraste con el
asa de 1 uL (Simner et al., 2017).

Es importante indicar que debido a que en A baumannii es requerido mas inoculo bacteriano
para aumentar la sensibilidad del test se sacrifica especificidad del método, que inicialmente
tiene 100 % con un asa de 1uL, pero que al aplicarlo de esta manera alcanza 63 % con un asa
de 10uL. Es recomendable utilizar en conjunto las pruebas de represion de carbapenémicos
(por su alta sensibilidad) y el test de carba NP (por su especificidad), en este orden, para
identificar posibles aislamientos de A. baumannii productores de carbapenemasa (Simner et
al., 2017) (Figura 21).
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Figura 21

Prueba de represion de carbapenémicos positiva

Nota., (+): control positivo izquierda, (-): control negativo derecha, MEM, Meropenem abajo

(muestra) Produccién de carbapenemasa positiva.

5.1.4. Test EDTA en Acinetobacter

Acinetobacter spp. es capaz de producir enzimas MBL de tipo VIM o IMP, por lo que su rapida
deteccion es fundamental para prevenir su diseminacion puesto que los genes MBL estan
presentes en casetes de genes maviles insertados en integrones (Yong et al., 2002). Algunas
técnicas han tenido un buen desempefio en la deteccion de estas enzimas MBL y en este caso
el test estd basado en el uso de quelantes, como el EDTA, y su capacidad para interactuar con
la molécula de zinc que se encuentra en el sitio activo de la enzima. Para ejecutar esta técnica

se hace uso de carbapenémicos.

El procedimiento consiste en estandarizar la cepa de estudio a una escala de 0,5 McFarland,
sembrar placa de agar Mueller Hinton al igual que un antibiograma convencional v,
posteriormente, colocar el disco de EDTA junto al disco de imipenem (Lee et al., 2003). Como
es posible observar en la Figura 22, el resultado es positivo debido a que existe sinergia entre
el disco de carbapenémico y el que contiene EDTA, lo que corrobora la presencia de MBL. De
acuerdo a Massik et al. (2021), un resultado positivo se da por la presencia de una zona de

agrandamiento del halo en el disco que contiene EDTA. Cabe mencionar que el uso combinado
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con SMA o acido mercaptoacético sddico ha demostrado ser mejor para detectar metalo-b-
lactamasas en A. baumannii, especialmente al usar un disco IPM y un disco EDTA + SMA el

rendimiento de la prueba mejora (Vanegas-Munera et al., 2014).

Figura 22
Test de EDTA positivo

Nota. Sinergia entre el disco de carbapenémico y el que contiene EDTA. Es importante indicar
que el test de sinergia con EDTA puede dar resultados falsos positivos, sobre todo en especies
no fermentadoras como Acinetobacter spp y P. aeruginosa, pero es posible evitarlo al afiadir
Zn2+ al medio de agar.

5.1.5. Prueba de Hodge modificada

Varios mecanismos pueden trabajar en conjunto para desarrollar resistencia hacia los
carbapenémicos, pero la produccién de enzimas carbapenemasas del tipo B y D son los mas
comunes en A. baumannii (Abouelfetouh et al., 2019). Es indudable que la deteccion de
enzimas carbapenemasas en A. baumannii es compleja; no obstante, es posible detectarlas por

métodos fenotipicos y genotipicos, aungue son estos tltimos los mas confiables.

Precisamente, entre los test fenotipicos se encuentra la prueba de Hodge modificada (MHT),
que es muy facil de realizar en el laboratorio. Para este método es necesario una dilucion de

concentracion 0,5 McFarland de E. coli ATCC 25922 en 5 mL de solucidn salina, que debe ser
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extendida en agar Mdiller Hilton y luego realizar un antibiograma. Posteriormente, hay que
afiadir un disco de meropenem de 10 g de concentracion en el medio de la caja con la finalidad
de sembrar en linea recta la colonia sospechosa de producir carbapenemasa. Finalmente, debe
incubarse por la noche a 35 °C durante 24 horas (Amjad et al., 2011).

Una prueba es considerada positiva ante el crecimiento en forma de trébol de E. coli ATCC
25922 a lo largo de la cepa productora de carbapenemasa, mientras que un resultado negativo
no muestra ningun crecimiento (Amjad et al., 2011). Es necesario que en aquellas cepas que
evidencien sensibilidad disminuida, con diametros de <13 mm, en el método de difusion en
disco, sea analizada la produccion de posibles carbapenemasas mediante la aplicacién de esta
técnica. Pero claro, el uso de métodos moleculares es esencial para la confirmacion y para

limitar la propagacion de cepas resistentes (Moulana et al., 2020) (Figura 23).

Figura 23

Prueba de Hodge

Nota. M: muestra, (+): control positivo, (-): control negativo. Test de Hodge positivo, parte
superior de la caja, el crecimiento en forma de trébol (flechas) de E. coli ATCC 25922 a lo

largo del in6culo de la muestra indica una cepa productora de carbapenemasa.
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6. ANEXOS

6.1.  Otros fenotipos de resistencia presentes en Acinetobacter baumannii

Para identificar la resistencia de los agentes microbianos aislados se requiere realizar pruebas
fenotipicas o genotipicas con el fin de detectar los mecanismos responsables y, de esta forma,
obtener informacion necesaria para establecer un tratamiento eficaz y dar seguimiento a la
resistencia epidemioldgica. EI género Acinetobacter spp. posee fenotipos multirresistentes
mediante elementos genéticos, como plasmidos e integrones, que son elementos moviles
asociados fuertemente con la diseminacion de la resistencia a los antibidticos, en vista de que
la mayoria de ellos se adquieren por contacto directo con otros géneros bacterianos como
Pseudomonas spp. (Poirel et al., 2003). Es asi que Acinetobacter spp. posee multiples
mecanismos frente a los antibioticos relacionados directamente al tamafio de su genoma, por
ejemplo en A. baumannii se ha evidenciado que posee genes agrupados en islas de resistencia,

hecho que facilita a desarrollar mayor fuerza a otros géneros y especies bacterianas.

Las enzimas que inactivan los farmacos se conocen como betalactamasas, las cuales hidrolizan
y confieren resistencia a varias familias de antimicrobianos: penicilinas, cefalosporinas
sintéticas y carbapenémicos. La resistencia a los carbapenémicos se observa debido a una gran
cantidad de enzimas de tipo OXA de clase D y algunas MBL de clase B, lo que implica una
amenaza significativa de ubicaciones facilmente transferibles de las enzimas en el gen
bacteriano (Rolain et al., 2016; Singh, et al., 2013).

6.2.  Fenotipo clésico en A. baumannii

La mayoria de las cepas de Acinetobacter spp. poseen de manera intrinseca una cefalosporinasa
cromosOmica de tipo AmpC no inducible, conocida también como cefalosporinasa derivada de
Acinetobacter o ADCs (por sus siglas en inglés) (Vanegas-Munera et al., 2014). Esta enzima
es la encargada de hidrolizar principalmente a las cefalosporinas de primera y segunda
generacion y no se ve afectada por la accion de inhibidores de betalactamasas como el
clavulanato. Este es el clasico perfil de resistencia observado en cepas de Acinetobacter,
aunque siempre hay diferencias en sus concentraciones de CMI debido a las caracteristicas que
pueden presentarse entre enzimas AmpC y la expresion de la misma, ya sea que exista 0 no

hiperproduccion (Nass y Nordmann, 2010).
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6.3.  A. baumannii hiperproductora de cefalosporinasa AmpC endogena.

A. baumannii posee una diferencia notable de AmpC con respecto a las demas bacterias Gram
negativas debido a que lo tiene de manera intrinseca y no de forma inducible como la mayoria
de estas bacterias (Hamidian y Hall, 2013). Asi, su sobreexpresion se ve reforzada por la
presencia de la secuencia de insercion IS Abal, lo que genera resistencia a cefalosporinas de
espectro extendido, aunque farmacos como el cefepima (cefalosporina de cuarta generacién) y
carbapenémicos no parecen afectarse por dicha sobreexpresion (Rolain et al., 2016; Nass y
Nordmann, 2010).

6.4. A.baumannii productora de penicilinasa de espectro reducido

Actualmente, el registro de enzimas betalactamasas de tipo penicilinasa de espectro reducido
es limitado en Gram negativas. La mayoria de estas enzimas pertenecen a la clase A, y son de
tipo TEM, SHV y CARB. Varias de ellas prevalecen en especies de Acinetobacter spp.
Precisamente, este es el caso de SCO-1, encargada de hidrolizar en un alto nivel a penicilinas

y que fue identificada a partir de aislados de Acinetobacter spp. (Poirel et al., 2007).

De acuerdo a Nass y Nordmann (2010), su importancia clinica es limitada dada la potencia de
otros determinantes de resistencia, pero se han identificado penicilinas SCO-1 sensibles al
acido clavulanico en Acinetobacter spp., incluyendo A baumannii, A junii, A. baylyi y A.
johnsonii. Es asi que hidroliza significativamente las penicilinas y, en menor medida, la

cefalotina, ceftazidima y cefepima.

6.5. A. baumannii hiperproductora de cefalosporinasa AmpC endogena. y productora

de penicilinasa TEM-1 adquirida

En Acinetobacter también puede ocurrir un fenotipo combinado con diferentes mecanismos de
resistencia. Un claro ejemplo de ello es la produccién de una betalactamasa tipo TEM de
espectro reducido mas la combinacion de la hiperproduccién de AmpC, lo cual provee de

resistencia a betalactamicos y sin afectar a los carbapenemicos (Nass y Nordmann, 2010).
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6.6.  A. baumannii productora de betalactamasa de espectro extendido VEB-1.

Estas betalactamasas pertenecen al grupo A de la clasificacion de Ambler y estan encargadas
de generar resistencia a cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacién, pero son
inhibidas por la accién del acido clavulanico. Entre las BLEE tradicionales se encuentran las
TEM (Temoneira), SHV (sulfidrilo variable), OXA (oxacilinasas), PER (Resistencia extendida
para Pseudomonas) y las VEB (betalactamasas de espectro extendido vietnamita). Cabe indicar
que la primera BLEE VEB-1 en Acinetobacter spp. fue reportada en Francia en 2003 por
Laurent Poirel (Poirel et al., 2003; Naas et al., 2006).

La evaluacion de la prevalencia de esta enzima resulta realmente complicada de identificar en
el laboratorio, sobre todo en aquellas cepas que cuentan con hiperproduccion de AmpC. La
produccion de BLEE en A. baumannii puede contribuir a la resistencia a las penicilinas y
cefalosporinas de espectro extendido y a MDR, debido a que los genes de BLEE a menudo

estan asociados con genes de resistencia a aminoglucésidos (Nass y Nordmann, 2010).

6.7.  A.baumannii productora de betalactamasa de espectro extendido RTG-4.

Las CARB, o betalactamasas hidrolizantes de carbenicilina, son enzimas pertenecientes al
grupo A del sistema clasificatorio de Ambler. Esta familia se subdivide en 2 subgrupos, CARB
y RTG, sus propiedades son similares entre si al momento de hidrolizar antibi6ticos. Las
enzimas hidrolizantes de carbenicilina CARB fueron identificadas principalmente en aislados
clinicos de P. aeruginosa, aunque actualmente los genes codificantes de estas enzimas (bla
CARB) se encuentran extendidos en varios generos y especies a nivel mundial y estan poco o

nada relacionadas con P. aeruginosa (Potron et al., 2009).

La betalactamasa RTG-4 (CARB-10), que corresponde a la primera enzima reportada de
espectro extendido CARB, fue identificada gracias a la clonacion y expresion del contenido
del gen de betalactamasa del aislado de A. baumannii KAR en Escherichia coli TOP10. RTG-
4 es codificada por un plasmido en cuatro sustituciones de aminoacidos: Lys5GIn, Val49Ala,
Ser69Thr e 1le290Val y es considerada una BLEE atipica al ser resistente a la cefepima y la
ceferopima, pero no a la ceftazidima ni a la cefotaxima (Potron et al., 2009; Nass y Nordmann,
2010).
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6.8.  A. baumannii productora de carbapenemasa adquirida OXA-23

La resistencia de A. baumannii hacia los carbapenémicos es el mayor problema que posee esta
especie. A. baumannii tiene la capacidad de producir bajas cantidades de betalactamasas de
origen natural (oxacilinasas) OXA-LIKE-51 que tiene bajo nivel de carbapenemasa, pero al
sobre expresar su actividad se ven envueltas en la resistencia a carbapenémicos. Estas
oxacilinasas pertenecen a la clasificacion B y D del sistema de clasificacion de Ambler y
también son conocidas como oxacilinasas hidrolizantes de carbapenem o CHDL y como MBL
(Corvec et al., 2007).

Se han evidenciado tres clases de genes de carbapenemasas en A. baumannii: blaoxa-23, blaoxa-
24 Y blaoxa-ss-iike. La primera betalactamasa de tipo carbapenemasa fue reportada en 1985 como
una enzima de tipo OXA, conocida principalmente como ARI-1, pero posteriormente cambid
su nombre a OXA-23. El gen de esta carbapenemasa se lo encuentra a nivel mundial en el
cromosoma del microorganismo, aunque en conjunto con blaoxa-ss tiene mayor presencia en
plasmidos. La OXA-23 es una de las mas difundidas en esta regién y la primera encontrada en
Latinoamérica, y los aislados que por lo general la presentan suelen tener valores elevados de
CMI para los carbapenémicos (Rodriguez et al., 2018; Nass y Nordmann, 2010).

6.9.  A. baumannii productora de carbapenemasa adquirida OXA-40

Como ya se menciono, las carbapenemasas de tipo OXA se ubican en la clasificacién D del
sistema clasificatorio de Ambler y 2df del sistema de Bush y Jacoby. en A. baumannii se han
evidenciado varias clases de OXA: desde intrinsecas como OXA-51 hasta adquiridas como
OXA-23, OXA-40 y OXA 58. Todas estan relacionadas directamente con la resistencia a los
carbapenémicos (Bush y Jacoby, 2010; Hamidian y Hall, 2013; Kyriakidis et al., 2021).

OXA-40 (anteriormente conocido como OXA-24) es el segundo grupo de enzimas de este tipo
dentro de A. baumannii y que tiene presencia en Portugal, Espafia, Irdn y Estados Unidos.
Aunque esta enzima se encontr6 en aislados de A. baumannii, nuevos estudios encontraron
genes bla OXA-40 like en otros microorganismos, especificamente en plasmidos como P.
aeruginosa y especies de Acinetobacter spp. (Evans y Amyes, 2014; Cicek et al., 2014).
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La resistencia mediada por carbapenemasas esta asociada sobre todo a la produccién de
enzimas carbapenemasas de clases D, especificamente OXA-23-like, OXA-40-like, OXA-58-
like y MBL. Por otro lado, el contenido G-C encontrado en genes bla OXA-40 es de 34.1 %, es
decir que no es muy probable el origen de estos genes en A. baumannii. Los aislados portadores
de betalactamasas OXA-40-like por lo general son resistentes a los carbapenémicos, y en
estudios en los que se ha inactivado el gen blaoxa-so los aislamientos aumentan su sensibilidad
hacia penicilinas, cefalosporinas y carbapenémicos, lo que es un indicio del rol fundamental
que tiene este gen para otorgar resistencia aumentada a los betalactamicos. Finalmente, al igual
que en el caso de OXA-23, OXA-40 puede trabajar en conjunto con diferentes mecanismos de
resistencia para generar un fenotipo multirresistente (Evans y Amyes, 2014; Ferreira et al.,
2017; Hamidian y Hall, 2013).

6.10. A. baumannii productora de carbapenemasa adquirida IMP-4

En A. baumannii las enzimas de tipo MBL llegan a ser identificadas en menor medida que las
OXA; no obstante, su capacidad de hidrolisis hacia los carbapenémicos es mucho mayor. La
MBL IMP-4 fue descrita por primera vez en Hong Kong en una cepa de A. baumannii, cuenta
con una fuerte actividad en contra del imipenem y meropenem Yy es capaz de inactivar a todos
los betalactamicos, a excepcién de los monobactamicos (Aztreonam), hecho que puede ser de
gran ayuda al momento de su deteccidon en el laboratorio (Koh et al., 2007; Nass y Nordmann,
2010; Houang et al., 2003).

En el estudio de Chu et al. (2001) se identifico el gen bla IMP- 4 en diferentes grupos de ADN
gendmico, lo que da indicio a transferencia horizontal en este gen. Una de las caracteristicas
mas preocupantes evidenciadas fue que el gen bla IMP-4 se localizaba en un integrén de tipo |
residente en un plasmido conjugativo. Es asi que la caracterizacion adicional realizada al gen
demostrd que se encontraba en una matriz de casetes con otros 3 casetes de genes de resistencia
(gacG2, aacA4 y catB3) en dicho integron. Ademas, cuenta con una homologia de secuencia
de aminodcidos de 95.6 y 89.3 % con respecto a IMP-1 e IMP-2.
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