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Resumen  Acinetobacter baumanni causa frecuentemente infecciones intrahospitalarias endémicas y epidémi-
cas, y el inminente control de las mismas requiere un método de tipificacion clonal sencillo y rapido.
Para evaluar los métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) como marcadores
epidemiolégicos, se determind la concordancia epidemioldgica (CE) y el indice discriminatorio (ID) de 2 de ellos:
1) cebadores arbitrarios (AP-PCR), y 2) cebadores con secuencias rep (repetitive extragenic palindrome), (REP-
PCR). Los resultados fueron comparados con la ribotipificacion utilizando las enzimas de restriccion EcoRlI, Bgl |l
y Clal. Se analizaron 69 aislamientos de A. baumannii (15 epidemiolégicamente no relacionados, 31 recuperados
durante 2 brotes epidémicos y 23 aislados de infecciones endémicas). El ID de la ribotipificacion, AP-PCR y REP-
PCR fue 0.915, 0.904 y 0.847, respectivamente. La CE de los 3 métodos frente a los 2 brotes epidémicos fue de
100% y de 83% respectivamente, identificando igual nimero de aislamientos del clon epidémico y de los co-trans-
feridos. En el caso de las infecciones endémicas, la ribotipificacion identifico 4 clones residentes, y AP-PCR y
REP-PCR solo tres. Sin embargo, los 3 métodos evidenciaron el clon predominante. Las principales ventajas de
REP-PCR frente a AP-PCR fueron su mayor reproducibilidad y facil estandarizacion. Estas condiciones unidas a
la semejante CE de los 3 métodos, convertirian a REP-PCR en un marcador epidemiol6égico adecuado para pro-
porcionar una rapida informacion frente a las infecciones nosocomiales por A. baumannii.

Abstract Epidemiologic concordance of polymerase chain reaction (PCR) based methods for the study
of Acinetobacter baumannii infections. Acinetobacter baumannii is one of the most frequent
causative agents of nosocomial infections outbreaks. Consequently, a rapid and specific typing method that can
identify epidemic strains is important in preventing their dissemination. To evaluate PCR (polymerase chain
reaction)-based methods as epidemiological markers, epidemiologic concordance (EC) and the discriminatory
power (D) of two of those methods: 1) arbitrary primed-PCR (AP-PCR), and 2) repetitive extragenic palindrome
sequence-based PCR (REP-PCR) , were analyzed. The results were compared with that of ribotyping using
EcoRl, Bglll and Clal as restriction enzymes. These methods were applied to 69 A. baumannii isolates that
included: 15 epidemiological unrelated isolates, 31 recovered from two outbreaks, and 23 obtained from endemic
infections. Considering the unrelated isolates, D of ribotyping, AP-PCR and REP-PCR were 0.915, 0.904 and
0.847, respectively. The three methods showed the same EC with respect to the two analyzed outbreaks (100%
and 83%, respectively), and the epidemic strains were uniformi differentiated from the co-transferred ones.
Ribotyping classified the 23 isolates recovered from endemic infections in 4 different strains,while AP-PCR and
REP-PCR identified 3 of them. Although, the 3 methods identified the most frequent disseminated strain. The
mayor advantages of REP-PCR versus AP-PCR were reproducibility, and easier optimization. These advantages,
in addition to the similar EC of the 3 methods, confirm REP-PCR as an appropriate marker to be used when
rapid information about epidemiological A. baumannii infection analysis is required.
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En los ultimos afios, en el género Acinetobacter, se
han identificado 22 genoespecies mediante técnicas de
hibridacion ADN-ADN® “. De todas ellas, Acinetobacter
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baumannii (Acinetobacter genospecie 2) es la mas fre-
cuentemente aislada de infecciones intrahospitalarias,
especialmente de pacientes con severas enfermedades
de base y hospitalizados en las unidades de cuidados
intensivos® 2 4. Esta genoespecie ha sido aislada tanto
de casos esporadicos como de brotes epidémicos muy
dificiles de controlar®. Para estudiar las diferentes situa-
ciones epidemioldgicas y comprender las vias de trans-
mision de A. baumannii, en los Ultimos afos se han pro-
puesto distintos métodos de tipificacion clonal tales como:
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perfil plasmidico®, ribotipificacién’, macrorrestriccion, y
los métodos basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), utilizando cebadores arbitrarios (AP-
PCR, "arbitrary primers based PCR"), o cebadores con
secuencias repetitivas palindrémicas conocidas y de dis-
tribucién variable a lo largo del cromosoma bacteriano
(REP-PCR, "repetitive extragenic palindrome sequences
based PCR")®. Algunos de estos métodos pueden confir-
mar la identificacion de la genoespecie y ademas esta-
blecer la diversidad intra-especie, mientras que otros
cumplen con el objetivo de identificar cepas individuales
sin determinar la especie genémica precisal®. Por otro
lado, también se han establecido diferentes criterios para
la apropiada evaluacion de los diversos métodos de
tipificacion como marcadores epidemiolégicost. Uno de
los criterios es la concordancia epidemiolégica (CE) defi-
nida como la probabilidad con la cual los aislamientos
epidemioldgicamente relacionados (provenientes de una
fuente coman), y derivados presumiblemente de un mis-
mo clon sean clasificados como tales™. Este criterio es un
parametro de la estabilidad del marcador epidemioldgico
seleccionado in vivo, es decir durante la diseminacion de
los clones en la naturaleza. Como un estudio preliminar
para conocer el valor de los métodos basados en la reac-
cién de PCR para el estudio epidemiolégico de las infec-
ciones por A. baumannii, se evalud la CE y el indice
discriminatorio (ID) de AP-PCR y REP-PCR, comparan-
dolos con la ribotipificacion.

En total se estudiaron 69 aislamientos de A. bau-
mannii. De ellos, 15 aislamientos epidemiol6gicamente
no relacionados (provenientes de diferentes hospitales y
recuperados de infecciones ocurridas en diferentes afios),
fueron utilizados para el calculo del ID mediante la for-
mula propuesta por Hunter y Gaston?*. De los restantes,
31 aislamientos fueron derivados de los hospitales H1
(18 aislamientos) y H2 (13 aislamientos), recuperados
de pacientes durante brotes epidémicos de 2 y 4 meses
de duracion, ocurridos en los afios 1992 y 1995 en las
respectivas unidades de cuidados intensivos. Veintitrés
aislamientos fueron recuperados de 23 pacientes inter-
nados en el hospital H3 durante septiembre de 1994 a
septiembre de 1995, comprendiendo infecciones endé-
micas. La identificacién fenotipica de los 69 aislamientos
se realizé mediante 18 pruebas bioquimicas®. El biotipo
fue establecido analizando la asimilacion de 6 diferentes
sustratos en un medio minimo?. Para la obtencion del
ADN gendmico, las bacterias fueron tratadas con lisozima
(200 pg/ml) (Sigma Chemical CO., Louis, Mo, USA),
lisadas con 1% de dodecil sulfato de sodio (BRL, Life
Technologies, Inc, Gaithersburg, Mo, USA), con el agre-
gado de proteinasa K (200 pg/ml) (Sigma). EI ADN fue
purificado por la técnica clasica del fenol-cloroformo y
precipitado con acetato de sodio e isopropanol. Para AP-
PCR, se utilizaron 2 oligonucled-tidos arbitrarios en for-
ma independiente, el denominado A (5'-TCACGATGCA-
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3%, y eldenominado B (5-GTTGGTGGCT-3")*. La mez-
cla de reaccion contenia 100 ng de ADN, 4 mM de MgClL,
100 pmol del cebador arbitrario, 2.5 Ul Tag ADN
polimerasa (Promega Corporation, Madison, Wis USA),
200 mM de cada deoxinucleétido trifosfato (Promega),
10 MM TRIS-HCI pH 9.0 and 50 mM de CIK 'y 0.1% Triton
X100. La am-plificacion fue realizada en condiciones de
baja rigu-rosidad: 3 min de desnaturalizacion inicial a
94°C, seguido de 45 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a
25°Cy 2 min a 72°C, con una extension final de 10 min
a 72°C. Para REP-PCR los cebadores utilizados fueron
REP1R-I (5-1lIICGICGICATCIGGC-3') y REP2-1 (5'-
ICGICTTATCIGGCCTAC-3'). La reaccion fue realizada
en condiciones de alta rigurosidad de acuerdo a Snelling
et al®. Los productos de las reacciones de PCR fueron
resueltos en geles de agarosa al 1.5%. Para la
ribotipificacion el ADN de los aislamientos fue digerido
con EcoRl, Bgllly Clal (GIBCO/BRL, Life Technologies,
Inc, Gaithersburg, Mo, USA). La sonda utilizada fue el
rARN 16S-23S de Escherichia coli (Boerhinger
Mannheim, Alemania) marcado "at ramdom" con 11
digoxigenina-UPD mediante la transcriptasa reversa
("Moloney murine leukamia virus reverse transcriptase",
GIBCO/BRL)". Los diferentes clones fueron definidos
mediante la ribotipificacion. Dos ribotipos fueron consi-
derados como diferentes cuando el porcentaje de simi-
litud de sus patrones de bandas, calculado por el coefi-
ciente de Dice®, fue igual o menor del 80%. La CE para
cada método en el caso de brotes epidémicos fue cal-
culada de acuerdo a la formula CE: [N/N x 100], en
donde N, es el nimero de aislamientos pertenecientes
a la cepa epidémica, y N es el nimero total de aisla-
mientos recuperados en cada brote (hospitales H1y H2).
En ausencia de brotes epidémicos N_ es el nimero de
aislamientos del genotipo mas frecuente!?.

Los 69 aislamientos fueron clasificados en 3 biotipos:
biotipo 2 (36 aislamientos), biotipo 8 (10 aislamiento), y
biotipo 9 (23 aislamientos). La biotipificacion no diferen-
ci6 entre aislamientos epidemiolégicamente relacionados
y no relacionados, demostrando un bajo ID. En relacion
a los ID de los métodos genotipicos utilizados, el mayor
indice fue logrado mediante la ribotipificacion combinan-
do el resultado obtenido con las 3 endo-nucleasas de
restriccion empleadas, siendo este valor cercano al ideal
de 1 (Tabla 1). Considerando la ribotipificacion con cada
una de las enzimas de restriccion empleadas, Clal mos-
tr6 el mayor ID (0.850 vs 0.830y 0.819 con Bg/ Il y EcoRI
respectivamente). Esta técnica permitié confirmar la
genoespecie, principalmente mediante las bandas de
ADN constantes de 0.8 Kb y 1.85 Kb observadas utili-
zando EcoRI como enzima de restriccion’. Con respecto
a AP-PCR, a pesar que los resultados obtenidos con los
cebadores Ay B en forma independiente mostraron bajo
ID (0.680 y 0.810 respectivamente), la combinacion de
los resultados logrados con ambos cebadores mostré un
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TABLA 1.— Indice discriminatorio (ID) y concordancia epidemiolégica (CE) frente a brotes epidémicos y situaciones
endémicas de los 3 métodos genotipicos empleados para la investigacion de las infecciones por Acinetobacter baumannii

Hospital H1 Hospital H2 Hospital H3
Métodos ID N° de N° de CE N° de N° de CE N° de N° de CE
clones aislamientos (%) clones aislamientos (%) clones aislamientos (%)
identi- del clon identi- del clon identi- del clon
ficados epidémico/N° ficados epidémico/N° cados epidémico/N°
total de total de total de
aislamientos aislamientos aislamientos
Ribotipificacién
# EcoRI+Bglll+Clal 0.915 3 15/18 83 1 13/13 100 4 10/23 43
AP-PCR
# Cebador A+B 0.904 3 15/18 83 1 13/13 100 3 9/23 39
REP-PCR 0.847 3 15/18 83 1 13/13 100 3 9/23 39

#: Considerando los patrones de bandas obtenidas con las 3 enzimas de restriccion para la ribotipificacion, y con los cebadores arbitrarios Ay B

utilizados en reacciones independientes.

ID semejante al de la ribotipificacion (Tabla 1). Sin em-
bargo, para delimitar patrones de bandas reproducibles
por esta Ultima técnica fue necesario realizar un prome-
dio de 5 reacciones por aislamiento, debido a la presen-
cia de bandas inespecificas. Algunos aislamientos iden-
tificados como pertenecientes al mismo clon por
ribotipificacion, mostraban mediante AP-PCR patrones
de bandas de ADN que podrian ser interpretados como
diferentes genotipos. Sin embargo, nuevos ensayos con
AP-PCR no lograron confirmar tales bandas. Mediante
la estandarizacion de la concentracion del ADN
gendmico, la utilizacién de alta concentracion de MgCl,
y la comparacion de los diferentes patrones de bandas
obtenidos en un mismo gel, se logré una adecuada eva-
luacion de los diferentes genotipos. El ID de REP-PCR
fue menor con respecto a la ribotipificacion y AP-PCR
(Tabla 1). Sin embargo, REP-PCR mostr6 patrones de
bandas mas reproducibles con respecto a AP-PCR, sien-
do mas faciles de interpretar.

A pesar de los diferentes ID, los 3 métodos genotipicos
mostraron semejante CE (Tabla 1). En los brotes epidémi-
cos de los hospitales H1 y H2, los 3 métodos identificaron el
mismo numero de clones y el mismo nimero de aislamien-
tos correspondientes al clon epidémico. En el hospital H3,
la ribotipificacion identificd 4 ribotipos diferentes, mientras
gue AP-PCR y REP-PCR clasificaron a los 23 aislamientos
en 3 genotipos (Tabla 1). Simultaneamente, la ribotipificacion
evidencio un genotipo predominante incluyendo 10 de los
23 aislamientos estudiados, mientras que los métodos ba-
sados en PCR establecieron que sélo 9 aislamientos perte-
necian a este clon. Sin embargo, los 3 métodos evidencia-
ron la ausencia de un brote epidémico.

La Figura 1 muestra algunos de los clones identifica-
dos en los tres hospitales mediante ribotipificacion con
Clal y REP-PCR.

Estos resultados preliminares evidenciaron que los
métodos basados en PCR muestran una adecuada con-
cordancia epidemiolégica con la ribotipificacion para re-
velar la transmision de un mismo clon en la naturaleza.
Asimismo, estos métodos son adecuados para diferen-
ciar el clon epidémico de otros probablemente co-trans-
feridos. Considerando los dos métodos basados en la
reaccion de PCR ensayados, REP-PCR parece ser mas
adecuado para lograr una rapida informacion sobre una
determinada situacion epidemiol6gica y comenzar con
las medidas de control. Al ser éste un método no arbitra-
rio, pues reconoce secuencias de ADN conservadas y
repetitivas a lo largo del genoma bacteriano y emplea
condiciones de alta rigurosidad, existe una menor pro-
babilidad de amplificaciones no especificas. Las condi-
ciones de baja rigurosidad que se emplean en AP-PCR,
hacen que pequefias variaciones en la concentracion de
ADN o de MgCl, se traduzcan en importantes variacio-
nes en el patrén de bandas obtenido, haciendo muy difi-
cil la adecuada estandarizacion, interpretacion y el cal-
culo del ID. Esta baja reproducibilidad en los patrones
de bandas motivo el alto nimero de repeticiones en la
genotipificacion de cada aislamiento por AP-PCR hasta
lograr definir el genotipo mas probable. Con respecto al
ID, cabe remarcar que el mayor indice observado para
AP PCR se logré combinando el resultado de dos reac-
ciones independientes para cada aislamiento. En rela-
cion a REP-PCR, Snelling et al.®° encontraron un ID mas
alto considerando todos los miembros del complejo A.
calcoaceticus - A. baumannii. Este resultado fue logica-
mente esperado, ya que Gerner-Smith” también encon-
tr6 un mayor ID de la ribotipificacion con EcoRl frente al
complejo, en comparacion al definido en este estudio para
A. baumannii. En cierta manera la identificacion del com-
plejo A. calcoaceticus - A. baumannii como causante de
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Fig. 1.— Concordancia epidemiolégica de los métodos basados en la reaccion en cadena de la polimerasa
para la investigacion de las infecciones por Acinetobacter baumannii. A: Ribotipos con Clal: 1: ribotipo
G; 2, 3y 4: ribotipo C; 5: ribotipo I; 6: ribotipo H. M: bacteriéfago lambda digerido con Hind IIl. B:
Genotipos por REP-PCR: 1, 2, 3, 6 y 7: genotipo A; 4, 8 y 10: genotipo E; 5: genotipo C, 9: genotipo

D.

infecciones nosocomiales solucionaria el problema del
diagnéstico clinico de especies fenotipicamente muy si-
milares®“. Pero desde el punto de vista epidemiolégico,
carece de valor al no poder establecerse la real inciden-
cia de las diferentes genoespecies que lo integran. Por
tal motivo en este estudio, A. baumannii fue identificado
mediante pruebas bioquimicas y luego confirmada su
identificacién mediante ribotipificacion. Por ende, los ID
definidos mediante los diferentes métodos genotipicos
son realmente frente a Acinetobacter genoespecie 2 del
complejo.

Para la comparacién de CE de los diferentes méto-
dos, los clones fueron definidos mediante ribotipificacion
y luego se analiz6 si eran identificados del mismo modo
por los métodos basados en PCR. De esta manera, par-
tiendo de la base que el genotipo de una bacteria es Uni-
co, independientemente del método que se emplee para
evidenciarlo, se pudo comprobar la concordancia entre
las diferentes técnicas de genotipificacion.

El hecho que la ribotipificacion identificé un mayor
namero de clones en el hospital H3 podria ser explicado
por el mayor ID de este método.

Debido a la alta morbi-mortalidad que presentan las
infecciones nosocomiales por A. baumannii®, la investi-
gacion de las diferentes situaciones epidemioldgicas me-
diante métodos de tipificacion clonal permitiria establecer
adecuadas medidas de control en cuanto a la eliminacion
de probables reservorios y la interrupcion de la cadena de
transmision. Al respecto, nuestros resultados sugieren que
REP-PCR, a pesar de presentar un menor ID con respec-
to a la ribotipificacion, muestra alta concordancia
epidemiolégica, y por lo tanto es un método de geno-

tipificacion adecuado para la identificacién de clones epi-
démicos de esta especie en forma sencilla y rapida. En
este sentido es una técnica adecuada para ser transferida
a los laboratorios de bacteriologia clinica.
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