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Resumen: El objetivo de este trabajo fue evaluar el fenotipo de resistencia y la presencia del gen aminoglucésido-O-fosfotransferasa-3'-Vla
(aph-(3")-VIa) en 23 aislamientos identificados como Acinetobacter 13TU:RUH 1139, provenientes de neonatos y soluciones parenterales,
administradas a los mismos, en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto Autonomo Hospital Universitario de Los Andes
(IAHULA). Para la determinacion de la susceptibilidad antimicrobiana se probaron seis aminogluc6sidos mediante la prueba de difusion
en agar (amikacina, gentamicina, tobramicina, netilmicina, dibekacina y neomicina), asi como kanamicina y estreptomicina por dilucion
en agar. Todos los aislamientos resultaron resistentes a estreptomicina, mas del 90% de las mismos mostraron resistencia ante amikacina,
gentamicina y tobramicina, y el 82,6% fue resistente a netilmicina y dibekacina. Se detectd el gen aph-(3")-VIa en 15 aislamientos de los
neonatos y en 2 provenientes de las soluciones parenterales. Debido al elevado porcentaje de aislamientos resistentes a los aminoglucdsidos,
asi como la presencia del gen aph-(3")-Via en Acinetobacter 13TU:RUH 1139, el uso de estos antimicrobianos como monoterapia debe ser
restringido en el IAHULA y es necesario vigilar continuamente la diseminacion genética de dicha resistencia.
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Determination of the gene which codifies the APH-(3")-VIa enzyme in Acinetobacter
13TU:RUH1139 isolates of nosocomial origin

Abstract: The purpose of this work was to evaluate the resistance phenotype and the presence of aminoglucoside-0-phosphotransferase-
3’-Vla (aph-(3’)-Vla) in 23 isolates identified as Acinetobacter 12TU:RUH 1139, obtained from neonates and parenteral solutions
administered to them, at the Neonatal High Risk Unit (NHRU) of the Instituto Autonomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA).
Six aminoglucosides were examined for determination of antimicrobial susceptibility by the agar-diffusion test (amikacin, gentamycin,
tobramycin, netilmycin, dibekacin, and neomycin), as well kanamycin and streptomycin by the agar-dilution test. All the isolates were
streptomycin resistant, and over 90% of them showed resistance to amikacin, gentamycin, and tobramycin, and 82.6% was resistant to
netilmycin and dibekacin. Gene aph-(3°)-VIa was detected in 15 isolates from neonates and in 2 from the parenteral solutions. Due to the
high percentage of aminoglucoside-resistant isolates, as well as the presence of the gene aph-(3)-VIa in Acinetobacter 13TU:RUH 1139,
the use of these antimicrobials as monotherapy should be restricted at the AUHLA, and it is necessary to constantly survey the genetic
dissemination of this resistance.
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Introduccién publicado informacioén sobre el fenomeno de resistencia
a los antimicrobianos, incluyendo a los aminoglucoésidos,

Se ha demostrado que los porcentajes de resistencia en en A. baumannii, sin embargo, es escaso lo reportado para
Acinetobacter sp. han aumentado de manera alarmante otras genoespecies [4,6,7-9]. Particularmente en el pais, la
en las unidades de cuidados intensivos, en numerosos resistencia de Acinetobacter sp. a los aminoglucosidos, se

hospitales a nivel mundial [1-5]. Frecuentemente se ha ha ubicado en porcentajes que van de 25 a 100% [10-14],
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y son limitados los estudios publicados que determinan los
mecanismos que confieren tal resistencia en dicho patdégeno
intrahospitalario.

La presencia de enzimas inactivantes de los aminogluco-
sidos, la alteracion del sitio de union al ribosoma y las bom-
bas de flujo son mecanismos que se han descrito en bacterias
resistentes a estos antimicrobianos, siendo el mecanismo
enzimatico el principalmente encontrado en Acinetobacter
sp. [15-19]. Existen tres tipos de enzimas modificadoras de
aminoglucoésidos y cada tipo transfiere un grupo funcional
a la estructura de este antibidtico, inactivandolo completa-
mente; ellas son: aminoglucésido O-nucleotidiltransferasa,
N-acetiltransferasa y O-fosfotransferasa. Estas enzimas se
pueden encontrar en plasmidos, asociadas a transposones e
integrones y, ocasionalmente, pueden estar codificadas en el
cromosoma bacteriano [9,15,20-22].

La amikacina se ha considerado el aminoglucosido
mas activo para tratar infecciones por A. baumannii, sin
embargo, su actividad se ha visto limitada por la presencia
de la enzima aminoglucosido-O-fosfotransferasa-3'-Vla
(APH-3"-VIa), entre otras, cuyo gen se ha detectado en dicha
especie en algunas partes del mundo, incluyendo Venezuela
[1,23-25]. En un estudio realizado en el Instituto Auténomo
Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA), Mérida,
se identifico un brote epidémico causado por Acinetobacter
13TU:RUH 1139 que mostrd fenotipos de resistencia ante
diferentes familias de antimicrobianos, incluyendo a los
aminoglucosidos, donde Ilamaron la atencion los altos
porcentajes de cepas resistentes a amikacina y gentamicina,
sin embargo, no se hizo referencia sobre los mecanismos
que median dicha resistencia [26]. Por lo antes expuesto,
el objetivo del presente trabajo fue determinar la presencia
del gen aminoglucdsido-O-fosfotransferasa-3"-Vla (aph-
(3")-Vla) en aislamientos de Acinetobacter 13TU:RUH
1139 resistentes a aminoglucosidos, obtenidos de la Unidad
de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto Auténomo
Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA).

Materiales y métodos

Aislamientos bacterianos: En el presente estudio se
incluyeron 21 aislamientos de Acinetobacter 13TU:RUH
1139 de muestras clinicas de neonatos hospitalizados y
otros 2 cultivados de soluciones parenterales de la UARN
del TAHULA, durante enero de 1998 a abril de 1999,
previamente identificados bioquimica y molecularmente
[26]. Los mismos se encontraban preservados a -20 °C en
caldo infusion cerebro corazon con 50% de glicerol en el
Laboratorio de Bacteriologia Clinica del Departamento de
Bioanalisis, Nucleo de Sucre, Universidad de Oriente.

Se probd la viabilidad y pureza de los aislamientos
conservados cultivandolos en caldo infusion cerebro
corazon y posteriormente en agar MacConkey. Los medios
de cultivo fueron incubados durante toda la noche a 35°Cy
luego se observo el crecimiento bacteriano. Con la finalidad
de verificar que los cultivos correspondian a Acinetobacter
sp., las colonias con caracteristicas de no fermentadoras

se identificaron a nivel de género mediante el método
bioquimico convencional [26,27].

Susceptibilidad antimicrobiana: La susceptibilidad a los
agentes antimicrobianos se determind mediante la prueba
de difusion en agar, siguiendo las recomendaciones
descritas por Bauer et al. [28] y por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorios (CLSI) [29]. Entre
los agentes antimicrobianos utilizados se incluyeron:
tobramicina (10 pg), netilmicina (10 pg), dibekacina (10
pg) y neomicina (30 pg). Ademas se probaron amikacina
(30 pg) y gentamicina (10 pg) con el objeto de corroborar
los resultados reportados previamente en dichas cepas [26].
Para kanamicina y estreptomicina se prepararon placas de
agar Miieller Hinton con una concentracion de 30 pg/mL
de cada uno de los antibidticos respectivamente, siguiendo
el método de dilucion en agar descrito por Murray et al.
[30]. Se utilizaron los puntos de corte recomendados para
Acinetobacter sp. por el CLSI [29]. Las cepas utilizadas
como control fueron Escherichia coli ATCC 25922 y
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Determinacion de aph-(3')-VIa por PCR: La deteccion del
gen aph-(3’)-Vla se llevo a cabo por PCR, siguiendo los
procedimientos descritos por Ploy et al. [23] y Vila et al.
[24].

Se preparo la mezcla de reaccion para la amplificacion,
la cual se desarrolld6 con un volumen final de 50 pL.
Especificamente, en cada tubo de PCR se colocé buffer para
PCR 2X mas MgCl, 3 mmol/L (Roche, Basel, Switzerland),
400 umol/L de dNTPs (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1
pumol/L de cadauno de los oligonucle6tidos correspondientes
(Roche, Basel, Switzerland), 2 U de Taq polimerasa (Roche,
Basel, Switzerland) y agua bidestilada estéril para completar
25 uL; los otros 25 uL correspondieron a la muestra de
ADN extraido por ebullicion (2-3 colonias mezcladas
en agua bidestilada estéril y hervida por 10 minutos). Se
incluyd un control negativo con una mezcla de todos los
componentes anteriormente citados, excepto el ADN. Como
control positivo se incorpor6 la cepa A. baumannii cepa F
14, portadora del gen aph-(3")-Via, donada por el Dr. Jordi
Vila [24].

La amplificacion se realizd en un termociclador
automatizado (MJ Mini Cycler®, Bio-Rad, CA, USA), el
cual se programo para una temperatura de desnaturalizacion
de 94 °C por 1 minuto, seguido por una temperatura de union
de 55 °C por 1 minuto y extension de 72 °C por 1 minuto
durante 30 ciclos; la temperatura de extension final fue de
72 °C durante 10 minutos.

Con el objeto de confirmar que se trataba del gen aph-
(3")-Vla, los productos de amplificacion fueron recuperados
del gel de agarosa al 2% y se purificaron con el kit Wizard®
System SVG Clean Up (Promega Corporation, Fitchburg,
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
muestras fueron secuenciadas utilizando el kit V 3.1
BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) y analizados en un
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secuenciador automatizado de ADN (Abi Prism 377,
Perkin Elmer, Emeryville, CA, USA). Los oligonucledtidos
utilizados para la amplificacion y secuenciacion del gen
fueron: APHI: 5’-ATACAGAGACCACATACAGT-3’ y
APH2: 5’ GGACAATCAATAATAGCAAT-3".

Andalisis estadistico: Se calcularon los porcentajes de
distribucion de los fenotipos mas observados segin los
agentes antimicrobianos, asi como los porcentajes de
sensibilidad, valores intermedios y resistencia de los
aislamientos de Acinetobacter 13TH:RUH 1139.

Resultados

Para el momento en que se realizo la recoleccion de las
muestras, Acinetobacter sp. ocupaba el primer lugar de
aislamiento en la Unidad de Cuidados Intensivos A (UCI-A)
y el cuarto en la UARN.

La figura 1 muestra la susceptibilidad antimicrobiana
de los aislamientos de Acinetobacter 13TU:RUH 1139,
donde se puede observar que todos mostraron resistencia a
estreptomicina; se corrobord que el 95,6% de los aislamientos
fueron resistentes ante amikacina y gentamicina, mientras
que para la tobramicina resultd resistente el 91,3%;
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Figura 1. Susceptibilidad antimicrobiana frente a los aminoglucosidos
ensayados de los 23 aislamientos de Acinetobacter 13TU:RUH 1139 de
pacientes hospitalizados en el IAHULA con infeccion intrahospitalaria
(Enero 1998 a abril 1999).

netilmicina y dibekacina estuvieron inactivos ante el 82,6%
de los aislados; y el 73,9% y 65,2% de los mismos fueron
resistentes ante kanamicina y neomicina, respectivamente.
Con el analisis de los resultados de susceptibilidad
antimicrobiana se encontraron cinco patrones diferentes,
los cuales se designaron arbitrariamente con nimeros
romanos (I hasta V), estableciendo que dos fenotipos eran
diferentes cuando presentaran resistencia a por lo menos dos
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Figura 2. Producto de amplificaciéon por PCR del gen aph-(3")-Via en
Acinetobacter 13TU:RUH 1139. Electroforesis en gel de agarosa al 2%
coloreado con bromuro de etidio. Carril 1: aislamiento de neonato; Carril
2: aislamiento de solucion parenteral; Carril 3: A. baumannii cepa F 14;
Carril 4: Control negativo; Carril 5: marcador de peso molecular (100 pb
DNA ladder (Bioneer, Korea).

Tabla 1. Distribucién de enzimas inactivantes de aminoglucédsidos segun el fenotipo encontrado en
Acinetobacter 13TU: RUH 1139, aislados de pacientes de la UARN, con infeccion intrahospitalaria (Enero

1998 a abril 1999).

P Agentes antimicrobianos Gen
atrones Cepas 73T,
(Fenotipos) (%) aph(3")-Via
AN GN NN Net Dbk K St Neo (%)
1 R R R R R R/S” R R/ 82,6 73,9
11 S R S S S S R S 43
111 R R R S S S R S 43
v R R R S S S R R 43
\% R S S S S R R S 43

AN: amikacina; GN: gentamicina; NN: tobramicina; Net: netilmicina; Dbk: dibekacina; K: kanamicina; St:
estreptomicina; Neo: neomicina; R: resistente; I: intermedio; S: sensible; S™: dos cepas sensibles a kanamicina,

pero resistentes a los demas aminoglucdsidos (Ia).
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antimicrobianos. El fenotipo I fue el mas observado (82,61%)
y estuvo representado por todos aquellos aislamientos
que mostraron resistencia a todos los aminoglucosidos
probados en este estudio, destacandose que en este fenotipo
se ubicaron dos aislamientos sensibles a kanamicina, pero
resistentes a los demas aminoglucésidos (Tabla 1).

En la figura 2 se muestra el producto de amplificacion
por PCR de un aislado proveniente de un neonato y otro
de solucion parenteral. De 19 cepas de Acinetobacter
13TU:RUH1139 que mostraron el fenotipo I, se detecto el
genaph-(37)-VIaen 17 (73,91%): 15 se aislaron de neonatos
y dos de soluciones parenterales.

La secuencia del producto amplificado, de aproximada-
mente 235 pb, coincidio en un 100% con la secuencia del
gen aph-(3")-Via [31].

Discusion

Los diagnosticos de laboratorio, basados en el
cultivo y diferenciacion de especies de Acinetobacter,
muestran dificultades en el momento de la identificacion,
particularmente por lo atipico de los resultados de las
pruebas bioquimicas y perfiles enzimaticos. Una de las
pruebas fisioldgicas, considerada como determinante en
la diferenciacion de 4. baumannii de otras genoespecies,
es el crecimiento a 44 °C [27,32,33], sin embargo, algunos
investigadores han descrito excepciones, reportando que
Acinetobacter genoespecies 3, 13TU, y particularmente,
la cepa RUH 1139 pueden crecer a esta temperatura
[9,26,34-40]. También se ha reportado que es necesaria la
identificacion a nivel de especie, ya que se han encontrado
diferencias entre ellas, en cuanto a su localizacion, tipo de
infeccion y sensibilidad a los agentes antimicrobianos [40].

Acinetobacter genoespecie 13TU recientemente ha sido
reclasificada como A. nosocomialis [40], sin embargo,
la cepa Acinetobacter RUH 1139, no ha sido incluida
alin como una genoespecie, pero, debido a su homologia
con Acinetobacter genoespecie 13TU, se ha considerado
que ambas podrian estar relacionadas (Acinetobacter
13TU:RUH 1139) [39].

En el presente estudio, los resultados de susceptibilidad
antimicrobiana obtenidos ante los aminoglucosidos
ensayados, mostraron inactividad de la estreptomicina
ante los aislamientos de Acinetobacter 13TU:RUH 1139;
el principal mecanismo de resistencia descrito que afecta
particularmente a este antimicrobiano es la alteracion de
los sitios de unién ribosémica [15]. También se obtuvieron
elevados porcentajes de aislamientos resistentes a
neomicina, netilmicina y dibekacina; dicho resultado llama
la atencion, ya que estos antimicrobianos no se emplean
como tratamiento de rutina en los neonatos atendidos en la
UARN del IAHULA. Igualmente, se obtuvo en mas del 90%
de los aislamientos resistencia ante amikacina, gentamicina
y tobramicina. La amikacina o gentamicina asociados a
un betalactamico es el tratamiento mas frecuentemente
utilizado en el servicio de neonatologia del IAHULA para
tratar las infecciones de estos pacientes en UARN; este

hecho posiblemente haya incidido en el incremento de
aislamientos resistentes.

Diversos investigadores han informado resultados simila-
res a los encontrados en esta investigacion ante amikacina,
gentamicina y tobramicina, pero en aislamientos reportados
como Acinetobacter sp. [5,10,11,13,41,42]. En la bibliogra-
fia consultada se encontrd un estudio realizado por Lim et
al. en Korea [6], quienes encontraron resistencia en aisla-
mientos de Acinetobacter genoespecie 13TU ante amikaci-
na (78%), gentamicina (89%) y tobramicina 78(%). Resulta-
dos similares a los reportados en este trabajo se encontraron
en un estudio realizado en Irak [4], donde aislaron micro-
organismos del complejo A. calcoaceticus-A. baumannii,
obteniendo altos porcentajes de resistencia a gentamicina
(92%), tobramicina (86%) y amikacina (52%).

En los aminoglucosidos, a diferencia de lo que ocurre
con la familia de antibidticos B-lactamicos, la resistencia
encontrada ante alguno de ellos no indica que frente a
todos los demas también se presente resistencia. Lo que
si estd comprobado es que una enzima puede modificar la
estructura quimica de algunos aminoglucésidos; también se
ha encontrado la coexistencia de varias enzimas inactivantes
en el mismo aislamiento y/o la combinacion de mecanismos
de resistencia, como por ejemplo, la presencia de enzimas y
una bomba de expulsion [43,44]. Al respecto, recientemente
se publico una investigacion sobre una bomba de expulsion
enun aislamiento de Acinetobacter 13TU, la cual contribuye
a la multirresistencia descrita en el mismo [44].

La inactivacion de los aminoglucésidos por la produccion
de enzimas modificantes es el mecanismo mas frecuente y
ampliamente investigado en Acinetobactersp.[19,22,45,46].
En la actualidad se puede deducir el posible mecanismo
enzimatico involucrado a partir de la presencia de un fenotipo
de resistencia observado en un antibiograma, el cual puede
ser identificado mediante técnicas moleculares [47]. Por
esta razon, se utilizod el mayor nimero de aminoglucosidos
disponibles en el laboratorio, encontrando que el fenotipo
de resistencia I se obtuvo en el 82,61% de los aislamientos
estudiados, lo cual indica que los mismos producen mas de
una enzima. Particularmente, la produccion de una acetil
transferasa (AAC) suele inactivar a la gentamicina en A.
baumannii; entre estas se han descrito la AAC-(3)-11, que
confiere resistencia a kanamicina, tobramicina, gentamicina
y netilmicina; la AAC-(6")-1 proporciona resistencia para
kanamicina, tobramicina, amikacina y netilmicina; la AAC-
(2) inactiva gentamicina, tobramicina y netilmicina y la
AAC-(3")-1 confiere resistencia a gentamicina [48].

En el caso de las enzimas adeniltransferasas, la ANT-
(27)-1 confiere resistencia a kanamicina, tobramicina
y gentamicina y la ANT-(3"") a estreptomicina. Las
aminoglucosido-fosfotransferasas (APH), especificamente,
laAPH-(2"") inactiva gentamicina, kanamicina, tobramicina,
netilmicina y amikacina, y la APH-(3") confiere resistencia a
kanamicina y amikacina [49-52]. Particularmente, la APH-
(3°)-VI confiere resistencia principalmente a amikacina,
pero también a kanamicina, gentamicina, neomicina e
isepamicina [19,24].
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En el presente estudio se encontré que 17 de los 19
aislamientos de Acinetobacter 13TU:RUH 1139, que
mostraron el fenotipo de resistencia I, resultaron portadores
del gen que codifica para la enzima APH-(3’)-Vla, lo
cual explica, en gran parte, la resistencia observada ante
amikacina, gentamicina y kanamicina; esto permite suponer
que otros genes de resistencia pudieran estar presentes en
dichos aislamientos. Por su parte, Vila et al. en Espaa [26]
y Salazar et al. en Venezuela [25], también encontraron el
gen que codifica para esta enzima pero en aislados de 4.
baumannii, cuyas secuencias coincidieron con las de este
estudio, siendo interesante mencionar que los aislados de 4.
baumanniiutilizados por Salazar et al. [25] fueron obtenidos
de la UCI-A del mismo hospital de donde se obtuvieron
los aislados de Acinetobcter 13TU:RUH1139. También es
importante resaltar que 18 de los 23 aislamientos incluidos
en el presente estudio constituyeron un clon epidémico en
una investigacion previa [26], de los cuales 15 albergaron
el gen aph-(3°)-Via, mientras que los 5 restantes formaron
un clon no epidémico y sélo 2 portaban el gen, es decir,
en ambos clones se detectd dicho gen; esto indica que
el mismo se encuentra en un elemento genético movil
(plasmido, transposon, integron, cassette) [53,54], que
se esta diseminando en dicho hospital entre especies de
Acinetobacter y quizas entre otros géneros bacterianos, 1o
cual es altamente preocupante. Este hallazgo constituye el
primer reporte que se hace en Venezuela sobre la presencia
del gen aph-(3’)-Via en una genoespecie distinta a A.
baumannii.

El espectro de la actividad antimicrobiana de la amikacina
eselmasampliodetodoel grupo deaminoglucdsidos, ademas
tiene peculiar resistencia ante las enzimas inactivantes de
aminoglucosidos; este antimicrobiano es especialmente util
en hospitales donde prevalecen microorganismos resistentes
a gentamicina y tobramicina [46].

En un estudio de resistencia a aminoglucésidos, en
aislados clinicos de A. baumannii en el norte de Espaia,
encontraron las enzimas ANT (2”), AAC (6')-1 y APH (3°)-
VI, afirmando que la resistencia mostrada ante amikacina
se debia a las enzimas acetil o fosfotransferasa antes
mencionadas [1].

Segun la bibliografia consultada, la presencia de la
enzima APH-(3")-VIa, se ha detectado solo en aislamientos
de Acinetabacter, sin embargo, en otros géneros se han
identificado enzimas similares, como es el caso de la APH-
(3")-Ia en cepas de Klebsiella pneumoniae, asi como la
presencia de la enzima APH-(3") en cepas de Enterococcus
spp. [46,55].

Adicionalmente, se busco la presencia de los genes aac-
(6°)-1 y ant-(3"")-I en los aislamientos objeto del estudio,
los cuales no fueron detectados (datos no mostrados);
esto hace pensar que la resistencia a los aminoglucosidos
encontrada en estos aislados se debid a la produccion de
otras enzimas no probadas en este estudio, a la disminucion
de la permeabilidad de la membrana a estos antimicrobianos
0, en su defecto, a un sistema de expulsion activa, por lo que
se recomienda la bisqueda de otras enzimas, asi como de

otros mecanismos de resistencia ya mencionados [19,44].

Debido al auge que ha venido tomando el género
Acinetobacter a nivel hospitalario, se hace necesario
el uso racional de antibidticos como parte fundamental
de las medidas de prevencion contra el surgimiento de
infecciones causadas por estos microorganismos, ademas
de la realizacion de estudios microbioldgicos periddicos
para la determinacion de otros agentes causales y su
resistencia antimicrobiana, ya que esto podria ser util en la
optimizacion de la terapia empirica aplicada, especialmente,
a los pacientes inmunocomprometidos.

Particularmente, los aminoglucésidos no deben ser
seleccionados como terapia unica de primera eleccion
para el tratamiento de infecciones causadas por
Acinetobacter sp. Estos se deben guardar para aquellos
casos donde el tratamiento con otros antimicrobianos no
ha dado resultados satisfactorios y cuando los estudios
microbioldgicos demuestren su actividad frente al agente
causal, ya que, el uso indiscriminado de aminoglucosidos
puede ser perjudicial para un paciente por su nefrotoxicidad
y ototoxicidad [46,56,57]. Se recomienda la combinacion
de un aminoglucosido mas un betalactamico, que ademas
de generar efectos sinérgicos, favorece el retraso en la
aparicion de resistencia.

Conclusion

Debido a la resistencia observada ante los aminogluco-
sidos, asi como la presencia del gen aph-(3’)-Via en ais-
lamientos de Acinetobacter 13TU:RUH 1139, se concluye
que el uso de los aminoglucosidos debe evitarse como mo-
noterapia y supeditarse al reporte de susceptibilidad antimi-
crobiana. También se recomienda vigilar continuamente la
diseminacion genética de dicha resistencia.
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