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Resumen: Con el objeto de determinar la(s) genoespecie(s) de Acinetobacter, se analizaron 62 aislados preservados, obtenidos de muestras
provenientes de pacientes atendidos en el Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala” (SAHUAPA), estado
Sucre, durante el periodo junio-diciembre de 2008. Una vez recuperados los aislados, fueron identificados mediante pruebas bioquimicas
convencionales, el sistema comercial VITEK® 1 y el método de analisis de restriccién del ADNr 16S amplificado (ARDRA). Segln las
pruebas convencionales, 49 aislados se identificaron como complejo 4. calcoaceticus-A. baumannii y 13 como Acinetobacter sp., mientras
que por el VITEK® 1, 54 aislados se ubicaron en el complejo A. calcoaceticus - A. baumannii y 8 se identificaron a nivel de género
solamente. Mediante el ARDRA se identificé como A. baumannii al 80,7 % de los aislados (50); el 3,2% correspondid a A. genoespecie 16
(2); 1,6% fue identificado como A. pittii (1) y A. nosocomialis (1), respectivamente, y el 12,9% (8 aislados) no pudo ser identificado por
observarse patrones de bandas no compatibles con los descritos hasta ahora para esta bacteria. Se concluy6 que, ademas de 4. baumannii,
se estan aislado otras genoespecies de Acinetobacter, como A. pitti, A. nosocomialis y A. genoespecie 16, en los pacientes atendidos en el
SAHUAPA.

Palabras clave: ARDRA, A. genoespecie 16, A. pittii, A. nosocomialis, A. baumannii, complejo A. calcoaceticus-A. baumannii.

Species of Acinetobacter identified in the University Hospital “Antonio Patricio de
Alcala”, Cumana, Venezuela

Abstract: In order to determine the Acinetobacter genospecies, we analyzed 62 preserved isolates, obtained from specimens from patients
treated at the “Servicio Autonomo Hospital Antonio Patricio de Alcala” (SAHUAPA) at the Sucre state, during the period June-December
2008. The isolates were recovered and submitted to identification by the conventional biochemical tests, the commercial VITEK® 1 system
and the restriction analysis method of 16S amplified IDNA (ARDRA). According to conventional tests, 49 isolates were identified as A.
calcoaceticus-A. baumannii complex and 13 as Acinetobacter sp., Whereas by means of VITEK® 1, 54 isolates were located in the A.
calcoaceticus - A. baumannii complex and 8 were identified at the genus level only. By ARDRA, 80.7% (50) isolates were identified as
A. baumannii; 3.2% corresponded to A. genospecies 16 (2); 1.6% were identified as A. pittii (1) and 4. nosocomialis (1), respectively, and
12.9% (8) isolates could not be identified, due to band patterns produced were not compatible with those described so far for this bacteria. It
was concluded that, in addition to A. baumannii, other genoespecies of Acinetobacter, such as A. pitti, A. nosocomialis and A. genospecies16
are being isolated from patients attended in SAHUAPA.
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Introduccion genoespecie del género Acinetobacter, debido a que se ha
encontrado con mayor frecuencia en diferentes tipos de
Acinetobacter baumannii es reconocida como la principal infecciones intrahospitalarias; sin embargo, es importante
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resaltar que genoespecies distintas a A. baumannii también
se han aislado de infecciones [1-7]. 4. calcoaceticus
(genoespecie 1), A. baumannii (genospecie 2), A. pittii
(genospecie 3) y A. nosocomialis (genospecie 13TU)
son fenotipicamente indistinguibles mediante el uso de
los métodos microbioldgicos tradicionales y su genoma
esta estrechamente relacionado; por ello, se ha propuesto
identificarlas como complejo 4. calcaceticus—A. baumannii
[4] o grupo A. baumannii [8], sin embargo, se han observado
diferencias clinico-epidemiologicas entre ellas [1,4,5,8,9].

En la busqueda de técnicas que sean aplicables de manera
rutinaria, varios investigadores han utilizado combinacion
de métodos de identificacion, como el analisis de restriccion
del ADNr 16S ribosomal amplificado (ARDRA) y/o la
novedosa tecnologia que utiliza la espectrofotometria de
masa (MALDI-TOF MS), entre otros, para distinguir entre
las especies de Acinetobacter [2,10-12]. Estos métodos,
han permitido en los ultimos afios, grandes avances
en la diferenciacion de algunas especies bacterianas vy,
particularmente, de las especies incluidas en el complejo
A. calcaceticus—A. baumannii. En el presente articulo se
muestra la experiencia obtenida en cuanto a la identificacion
de genoespecies de Acinetobacter, aisladas de pacientes
atendidos en el Servicio Autonomo Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala” (SAHUAPA), Cumana, estado
Sucre, Venezuela.

Materiales y métodos

Cepas bacterianas: Se incluyeron 62 aislados identificados
inicialmente como Acinetobacter sp., aislados de pacientes
hospitalizados y ambulatorios, con diagndstico de
infecciones, atendidos en el Servicio Autonomo Hospital
“Antonio Patricio de Alcald”, recolectados durante el
periodo comprendido entre junio y diciembre del 2008.
Los mismos se mantuvieron 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,
asi como también se encontraban archivadas las encuestas
clinico-epidemiologicas de cada paciente. El trabajo se
realizé respetando las normas de bioética para trabajos de
investigacion en seres humanos [13].

Identificacion de género y genoespecie: Se examind
la viabilidad y pureza de los aislados conservados
cultivandolos en caldo infusiéon cerebro corazén vy,
posteriormente, en agar MacConkey. Los medios de cultivo
fueron incubados durante toda la noche a 35 °C y 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, segun lo descrito por Koneman y
col. [14] y Castillo [15]. Para complementar la identificacion
a nivel de género y determinar la genoespecie, se utilizo la
tarjeta de identificacion de gramnegativos (GN) VITEK®1,

siguiendo las instrucciones del fabricante, y ARDRA [4],
respectivamente.

Laextracciondel ADNtotal serealizo empleando el estuche
Genomic Wizard (Promega), siguiendo las instrucciones
de la casa comercial. Para la amplificacion del gen ADNr
16S se empled el siguiente par de oligonucledtidos:
8F (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") y 1510R
(5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3"), (Roche, Mannheim,
Germany), que permiten amplificar un producto de 1.500
pb (numero de acceso en el GenBank: KU5451146.1).
La amplificacion se realizéo empleando la Master Mix 2X
(Promega); los oligonucledtidos a una concentracion final
de 1,0 pLmol.L"; 2U/ uL. de Tag ADN polimerasa (Roche) y
agua hasta completar un volumen total de reaccion de 25 pL.
Las condiciones de la amplificacion fueron las siguientes:
una desnaturalizacion inicial a 94 °C por cinco minutos,
seguido por 35 ciclos, cada uno con una desnaturalizacion
de 94 °C durante un minuto, 45 °C por un minuto, 72 °C
por dos minutos y medio, con una extension final de 72 °C
por 10 minutos.

Para visualizar los productos de la amplificacion, se
realizé una corrida electroforética en un gel de agarosa al
1% tefiido con bromuro de etidio (0,5 g/mL) en buffer TBE
1X, durante 30 min, a 70 V. Para estimar el tamafio de los
fragmentos de ADN resultantes, se utiliz6 una escalera de
peso molecular con bandas de concentracion definidas (1
kb Plus DNA Ladders. Invitrogen, CA, USA). La banda
resultante, de 1.500 pb, aproximadamente, fue detectada
por transiluminacion con luz ultravioleta (UVP, INC) y
documentada fotograficamente (Polaroid Instantanea DS
34).

Elamplicon de 1.500 pb fue digerido con las enzimas 4/ul
(Roche, Mannheim, Germany), Cfol, Mbol, Mspl y Rsal
(Promega, Madison, USA), siguiendo las instrucciones de
la casa comercial. Los fragmentos digeridos se sometieron
a electroforesis en un gel de agarosa al 3% en buffer TBE
1X a 70 V, durante 3,5 horas, aproximadamente; luego, el
gel de agarosa se tifid con una solucioén de bromuro de etidio
(0,5 gmL™"). Los patrones resultantes fueron detectados
de igual manera por transiluminacioén con luz ultravioleta
(UVP, INC) y documentados fotograficamente (Polariod
Instantanea DS 34).

Analisis de los patrones de digestion: El tamaio de los
fragmentos de restriccion obtenidos se determind por
comparacion con la escalera de peso molecular de 1 kb.
La presencia o ausencia de bandas fue determinada por
inspeccion visual de los patrones por cuatro observadores
diferentes, sin conocimiento de los datos epidemioldgicos.
Los patrones se consideraron iguales sobre las bases
de similitud en cuanto al nlimero y posicion de todas las
bandas. Pequefias diferencias en la intensidad y forma de
las bandas mayores o pérdida de bandas débiles fueron
ignoradas. La identificacion de las especies de cada cepa
de Acinetobacter se logré mediante la comparacion con los
esquemas de ARDRA establecidos para esta bacteria, segiin
Dijkshoorn et al. [2], Nemec ef al. [10,12]. La combinacion
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de patrones de digestion que se obtuvieron, finalmente,
permitio la diferenciacion entre las especies.

Analisis de los resultados: El analisis de los resultados se
realiz6 empleando porcentajes de frecuencia; para ello, se
elaboran tablas y figuras de los datos obtenidos mediante el
programa estadistico SPSS version 11.5.

Resultados y discusion

Del total de aislados evaluados, se identificaron 13 como
Acinetobacter sp. y 49 pertenecieron al complejo A. calco-
aceticus-A. baumannii, mediante las pruebas bioquimicas
convencionales. El sistema automatizado VITEK® 1 indico
que 8 de los aislados correspondieron a Acinetobacter sp. 'y
54 al complejo 4. calcoaceticus-A. baumannii.

La prueba mas especifica que permitiéo ubicar a los
aislados en el complejo 4. calcoaceticus-A. baumannii fue
el crecimiento a 44 °C; esto demuestra que 4. baumannii no

B
Cfol . Alul Mbel

6S ADNr

es la unica especie capaz de crecer a44 °Cy, de acuerdo a los
resultados aqui obtenidos, las discrepancias observadas en
cuanto al nimero de aislados identificados como complejo
A. calcoaceticus-A. baumannii deja claro que estos métodos
no son suficientes para la discriminacion de las especies de
Acinetobacter. La literatura refiere que la unica especie del
género capaz de crecer aestatemperatura es A. baumannii, sin
embargo, algunos investigadores afirman que otras especies
pueden hacerlo a esta temperatura [4,10], entre ellas se
encuentran las que forman el complejo 4. calcoaceticus-A.
baumannii (A. calcoaceticus, A. baumannii, A. nosocomialis
y A. pittii); cabe resaltar que 4. nosocomialis era designada
anteriormente como Acinetobacter genoespecie 13TU y A4.
pittii como Acinetobacter genoespecie 3 [16,17].

En la figura 1 se muestran los patrones de restriccion
especie especificos obtenidos por ARDRA para identificar
la especie de Acinetobacter, observandose el producto de
amplificacion de 1.500 pb del gen del ADNr 16S de este
género (Figura 1A), y los diferentes patrones caracteristicos

C
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Figura 1. (A) Producto de la amplificacion de la subunidad 16S del ADNr del género Acinetobacter
por ARDRA. (B) Acinetobacter baumannii. (C) Acinetobacter genoespecie 16. (D) Acinetobacter
pitti. (E) Acinetobacter nosocomialis. Linea 1 (M): Marcador de peso molecular 1 kb. Lineas 1I-VI:
patrones de digestion con las enzimas de restriccion A/ul, Cfol, Mbol, Rsal y Mspl, para cada especie,

respectivamente.
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de cada una de las especies identificadas en esta
investigacion (Figura 1 B, C, D y E), presentando entre 3 y
6 bandas, que varian entre 100 y 850 pb. Se logro identificar
en el SAHUAPA 50 (80,7%) aislados como A. baumannii;
2 (3,2%) fueron identificadas como Acinetobacter
genoespecie 16; 1 (1,6%) como A. pittii; 1 (1,6%) como
A. nosocomialis y 8 (12,9%) aislados de Acinetobacter sp.
presentaron patrones de bandas no compatibles con los
descritos actualmente para esta bacteria. Estos hallazgos
sugieren que, para la identificacion de especies dentro del
género Acinetobacter, no solo se deberan utilizar métodos
convencionales y/o automatizados como el VITEK® 1,
debido a que en ocasiones arrojan resultados erréneos,
por lo que es importante seguir avanzando en el disefio de
metodologias como la de ARDRA, para la identificacion
correcta del género y especies mas representativas de
las bacterias no fermentadoras causantes de infecciones
asociadas a cuidados en salud.

Al respecto, Salazar et al. [5] reportaron el aislamiento
de A. baumannii en la UCI-Adulto del Instituto Autébnomo
Hospital Universitario de Los Andes, Mérida, mediante
ARDRA; también identificaron aislados que pertenecian a
especies distinta de A. baumannii, como es el caso de 4.
nosocomialis. Cabe destacar que A. baumannii sigue siendo
la especie mas cominmente aislada de muestras clinicas
humanas, e implicada en la colonizacion e infeccion de
pacientes, principalmente hospitalizados [18-21]. Arnold
realizé un estudio acerca de la infeccidon por Acinetobacter
sp. en el Hospital Universitario Clinico Quirargico
Comandante Faustino Pérez Hernandez, del municipio de
Matanzas, Cuba, entre los meses de octubre de 2011 y julio
de 2012, donde concluy6 que A. baumanii es la principal
especie que se aisla hasta en 92% de las bacteriemias
intrahospitalarias [22].

Es importante resaltar que especies distintas de A.
baumannii también pueden encontrarse participando en
infecciones intrahospitalarias, entre los que cabe mencionar
A. pittii y A. nosocomialis, asi como, Acinetobacter cepa
RUH 1139 y A. septicus [3,4,6,23]. Igualmente, Arnold
[22] reportd en su estudio, ademas de 4. baumannii, a las
especies A. haemolyticus y A. Iwoffi, siendo ésta ultima la
de menor porcentaje de aislamiento. Estudios realizados en
el Reino Unido y en los Estados Unidos, reportaron a la
especie A. baumannii como la mas prevalente (78 y 63%
respectivamente) y en menor proporcion A. nosocomialis
(0,3 y 21%, respectivamente) y A. pittii (1,7 y 8%,
respectivamente) [17,24]. Sin embargo, estos resultados
difieren con el estudio realizado por Karah et al. [23], en
Noruega, sobre aislados a partir de hemocultivos, donde A.
nosocomialis fue la especie de Acinetobacter mas prevalente
(46,9%), seguida de 4. pittii (19,5%) y A .baumannii (8,8%).

Segun los resultados de este estudio se obtuvieron 3
patrones de bandas por ARDRA diferentes de la especie A.
baumannii, 1o cual muestra la variabilidad genética presente
en dicha especie (Tabla 1). También se pudo observar
que el mayor porcentaje de aislamiento de A. baumannii
correspondio al patrén 11123 (con 28 aislados), seguido del

Tabla 1. Patrones de bandas obtenidos por ARDRA en especies de
Acinetobacter, aisladas de pacientes atendidos en el Servicio Autonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala, Cumana, estado Sucre.
Junio—diciembre 2008.

Aislado Enzima
Especie

gendomica

Ne Cfol Alul ~ Mbol  Rsal  Mspl

Acinetobacter

.. 28* 1 1 1 2 3
baumannii
10 1 1 1 2 1
12 1 1 1 2 1+3
Acinetabar:’ter 5 1 2 1 4 2
genoespecie 16
Acinetobacter 1 5 1 3 1 3

pittii

Acinetobacter
nosocomialis

*Distribucion del patrén en los servicios médicos:Medicina interna (8),
Retén (6), UCI pediatrica (4), UCI adulto (4), Traumatologia (3), pacientes
ambulatorios (3).

patréon 1121+3 (ver tabla 1) (con 12 aislados) y el patron
11121 (con 10 aislados). El mayor nimero de aislados
correspondiente al patron 11123 se obtuvo del servicio
de medicina interna (8), ubicandose los demas aislados
de dicho patron en menor porcentaje, en otros servicios
médicos como retén, Unidad de Cuidados Intensivos (UCI)
tanto pediatrica como de adulto, traumatologia e incluso en
aislados obtenidos de pacientes ambulatorios. Los otros dos
patrones obtenidos se aislaron de forma dispersa (o aleatoria)
en varios servicios. En cuanto a las demas genoespecies, no
se hallo diferencia en los patrones de banda obtenidos.

Aunque en la literatura revisada no se encontré ningun
reporte sobre la implicacion clinica de Acinefobacter
genoespecie 16, en el presente estudio se registr6 un aislado
obtenido de una secrecion de tlcera de un paciente atendido
en el servicio de medicina interna y otro se aisl6 de un
cultivo de punta de catéter de un neonato, hospitalizado en
el servicio de retén patoldgico. Es de hacer notar que dichos
aislados provenian de pacientes con factores predisponentes
para que un oportunista como Acinetobacter pudiese
colonizar e infectar.

Con respecto a los aislados que presentaron patrones
de bandas distintos a los publicados actualmente para las
especies de Acinetobacter descritas (Datos no mostrados),
cabe destacar que dichos resultados fueron reproducibles
cuando se repitieron los experimentos; pudiera tratarse de
patrones distintos que no han sido considerados, por lo que,
seria necesario aplicar otro método de identificacion que
aporte mayor informacion sobre la identificacion bacteriana;
al respecto, algunos investigadores, en casos como este, han
recurrido a la secuenciacion del ADNr 16S [2,10,11].

La tabla 2 muestra la distribucion de los microorganismos
aislados segtin la procedencia del paciente. En el caso de los
pacientes hospitalizados se obtuvieron 45 (72,6) aislados
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Tabla 2. Distribucion de las especies de Acinetobacter identificadas
segun la procedencia de los pacientes atendidos en el Servicio Autonomo
Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, Estado
Sucre. Junio — diciembre 2008.

A.bau A.nos. A pitti A.gen16 A.sp  Total

Procedencia
N° Ne N° Ne Ne N°
) (%) (W) (%) (%) (%)

1 1 2 8 57

Hospitalizados 45
P (72,6) (1,6)  (1,6) (3,2) (12,9)  (919)

Ambulatorios - - - 5(8,1)

5
8.1)

A. bau.: Acinetobacter baumannii; A. nos: Acinetobacter nosocomialis; A.
gen. 16: Acinetobacter genoespecie 16; A.sp: Acinetobacter sp.

pertenecientes a la especie 4. baumannii, 1 (1,6%) A.
nosocomialis, 1 (1,6%) A. pittii, 2 (3,2%) A. genoespecie
16,y 8 (12,9%) cepas de Acinetobacter sp. que presentaron
patrones de bandas no compatibles con los descritos
actualmente para esta bacteria. En los pacientes ambulatorios
se obtuvieron 5 (8,1%) aislados de 4. baumannii.

Estos resultados demuestran que el mayor porcentaje
de aislamiento se encontrd en pacientes hospitalizados,
principalmente, en servicios médicos donde estos suelen
atenderse en estado critico y/o inmunocomprometidos
que ameritan larga estancia. Estudios realizados han
revelado que la prevalencia de Acinetobacter sp. en medios
hospitalarios va a depender, principalmente, de los factores
predisponentes inherentes al hospedero y de los factores
de virulencia de la bacteria, asi como su capacidad de
supervivencia y multirresistencia [1,25]. Al respecto,
Rodriguez y col. afirmaron que las infecciones por A.
baumannii son endémicas en las UCI en muchos centros
asistenciales de la Argentina [26].

En cuanto al area de servicio médico de donde se aislaron
las especies de Acinetobacter, el tiempo de hospitalizacion
de los pacientes fue de 6 + 4 dias. Se encontré que el mayor
porcentaje de aislamientos provenia de pacientes atendidos
en el Servicio de Medicina Interna (36,8%), seguido por los
de retén (24,6%), UCI (22,8%) y en un menor porcentaje
se ubicaron los aislados provenientes de los pacientes de
traumatologia (7,0%), pediatria (7,0%) y sala posparto
(1,8%).

Son escasos los estudios publicados a nivel nacional sobre
la identificacion precisa a nivel de especie de Acinetobacter
[4,5,27], resaltando que la presente investigacién es la
primera en realizarse en la localidad, aplicando la técnica
ARDRA como método genético, para la identificacion
de las especies de Acinetobacter. Por lo antes expuesto,
se recomienda profundizar en este tipo de estudio, para
ampliar el conocimiento sobres las distintas especies que
pudieran estar circulando en las diferentes areas de los
centros hospitalarios, agravando la salud de los pacientes,
lo que permitiria disefiar mejores estrategias terapéuticas y
controlar la prevalencia de estas bacterias.

Conclusion

Especies distintas a A. baumannii se identificaron como
agentes causales de infecciones en pacientes atendidos,
principalmente, en los servicios de medicina interna,
UCI y retén del SAHUAPA; de alli la importancia de
los resultados aqui obtenidos, lo que demuestra que las
infecciones producidas por este género sigue en aumento,
con el anadido de nuevas especies involucradas tales como
A. pitti, A. nosocomialis y A. genoespecie 16.
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