Bombas de expulsion multidrogas en Acinetobacter baumannii
y resistencia a antimicrobianos
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Multi-drug efflux pumps and antibiotic resistance in Acinetobacter baumannii

Bacterial multi-drugs systems contribute to the development of multi-resistance patterns of Acinetobacter
baumannii, a nosocomial pathogen of increasing importance due to its emerging resistance to carbapenems. The
multi-resistance phenomena is generated by a combination of mechanisms, one of which the efflux pump system.
Many of these multiresistant isolates of A. baumannii harbor genes for the AdeABC multi-drug efflux system,
related with resistance to various groups of antibacterial agents, including tygecicline and meropenem. Inhibition
of these systems would allow to increase the efficacy of this antimicrobial. This review focuses on the multi-drug
efflux pump system of A. baumanni with special emphasis in the AdeABC system.
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cinetobacter baumannii es un bacilo gramnegativo

no fermentador de glucosa, clasificado como un

patégeno oportunista involucrado frecuentemente
en brotes infecciosos ocurridos en unidades de cui-
dados intensivos'?. Este microorganismo es uno de
los principales causantes de bacteriemia, neumonia e
infecciones del tracto urinario en pacientes hospita-
lizados®. La mortalidad de tales infecciones es alta.
La tasa de mortalidad cruda asociada a bacteriemia
es de alrededor de 52% y la asociada a neumonia esta
entre 23 y 73%*. Durante la ultima década, el numero
de cepas aisladas de A. baumannii multi-resistentes a
los antimicrobianos se ha incrementado considerable-
mente™’. Existen varios factores que favorecen el
aumento de la multi-resistencia en A. baumannii, entre
estos el hecho que las especies de Acinetobacter pueden
ser encontradas en objetos animados e inanimados®.
En el caso de 4. baumannii, éste puede desarrollarse
en superficies secas’ y durante brotes infecciosos se
ha detectado su presencia en ropa de cama, muebles y
equipos hospitalarios lo cual enfatiza el rol del ambiente
hospitalario como reservorio para 4. baumannii durante
brotes infecciosos>®. Esta capacidad de sobrevivencia
se debe a los bajos requerimientos nutricionales de A.
baumannii para crecer y a su capacidad de multiplicarse
en un amplio rango de temperatura y pH®. Por otro lado,
Acinetobacter sp es parte de la microbiota de la piel y,
de acuerdo a Diomedi (2005), hasta 31% del personal
de salud es portador de bacilos gramnegativos en sus
manos, de los cuales Acinetobacter sp es el segundo
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microorganismo (7,5%) mas comtinmente aislado*. Otro
factor que favorece la aparicion de multi-resistencia es la
capacidad de adquirir y acumular genes de resistencia’.
En el proceso de adquisicion de estos genes, son de gran
importancia los elementos genéticos moviles, tales como
plasmidos, transposones e integrones!®. De acuerdo
a Gonzalez y cols, las cepas de A. baumannii aisladas
desde hospitales chilenos y que poseian integrones
presentaron los perfiles de resistencia mas amplios'.
Finalmente, la membrana externa de A. baumannii posee
una baja permeabilidad a ciertos antimicrobianos y,
ademas, presenta bombas de expulsion que se encuentran
expresadas de manera constitutiva, lo cual se traduce en
una menor susceptibilidad a los antimicrobianos, lo que
sumado a otros mecanismos de resistencia, tales como
la produccion de enzimas como PB-lactamasas, genera
un fenotipo de multi-resistencia®. Adicionalmente, se
han descrito alteraciones en las proteinas de membrana
externa de A. baumannii que provocan una disminucion
de la susceptibilidad a antimicrobianos!'. Por ejemplo, la
resistencia a carbapenémicos se ha asociado a la pérdida
de proteinas de membrana externa cuyo peso oscila
entre 33 y 36 kDa'?. Sin embargo, en el aflo 2002 se
describid que la pérdida de una proteina de membrana
externa de 29 kDa, denominada CarO, contribuye a la
resistencia a carbapenémicos'?, aunque el rol fisiologico
de dicha proteina se ha relacionado con la captacion de
L-ornitina y otros aminoacidos bésicos'>. De manera
importante, se ha asociado la presencia y expresion de
bombas de expulsion multidrogas con la resistencia
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a distintos grupos de antimicrobianos®'*. El objetivo
de la siguiente revision es analizar la contribucion a
la multi-resistencia antimicrobiana de las bombas de
expulsion multidrogas encontradas en A. baumannii y
su consiguiente implicancia clinica en el tratamiento de
infecciones causadas por este patogeno.

Bombas multidrogas

A finales de la década de 1980 se descubrieron los
primeros sistemas de expulsion activa en procariotas
(tanto en bacterias gramnegativas como grampositivas)'>.
Se denomina bombas multidrogas a una serie de trans-
portadores que son capaces de expulsar, de manera
relativamente inespecifica, un amplio niimero de sus-
tratos no relacionados estructuralmente'. Las bombas
multidrogas corresponden a una clase de transportadores
involucrados en la captacion de nutrientes esenciales y
iones, excrecion de productos del metabolismo bacteriano
y de sustancias toxicas, ademas de participar en procesos
de comunicacion entre células y el medio ambiente!’, y se
encuentran clasificados en cincos grandes familias. Dos
de estas corresponden a las superfamilias conocidas como
ABC (ATP-binding cassette)'® y MFS (major facilitator
superfamily)®’°. Las otras corresponden a las familias
RND (resistance-nodulation-cell division)*, MATE
(multidrug and toxic compound extrusion)'’ y SMR (small
multidrug resistance)®'. Una diferencia importante entre
las distintas familias corresponde a la fuente de energia
para expulsar distintos sustratos. Los transportadores de
la superfamilia ABC son dependientes de la hidrolisis de
ATP para expulsar los distintos compuestos®!®; en cambio,
los transportadores de la familia MATE utilizan un gradi-
ente electroquimico otorgado por Na*o H" ', Por otro
lado, las bombas multidrogas pertenecientes a la superfa-
milia MFS y a las familias RND y SMR utilizan la fuerza
proton-motriz para ejercer su funcion'®®. De acuerdo a
Vila y cols?, el principal grupo de bombas multidrogas
involucrados en la multi-resistencia a antimicrobianos en
A. baumannii corresponde a aquellas que utilizan la fuerza
proton-motriz como fuente de energia®'®>.

Superfamilia MFS. Las bombas multidrogas
pertenecientes a la superfamilia MFS consisten en siste-
mas compuestos por una sola proteina de membrana,
presentes tanto en eucariontes como en procariontes,
transportando sustratos a través de la membrana cito-
plasmatica, de acuerdo a tres mecanismos: simporte,
antiporte y uniporte* (Figura 1). El proceso de simporte
corresponde al transporte de dos o mas tipos de sustratos
en la misma direccién simultineamente, el antiporte
representa el transporte de dos o mas tipos de sustratos
en direcciones contrarias simultaneamente, mientras que

el uniporte es el transporte de un solo tipo de sustrato a
través de la membrana®. En el caso de 4. baumannii se
han identificado principalmente tres bombas multidrogas
pertenecientes a esta superfamilia: los sistemas Tet(A),
Tet(B) y CmlA. Los sistemas Tet(A) y Tet(B) expulsan
tetraciclinas intercambiando un protén por un complejo
tetraciclina-Mg** » y cuyos genes han sido detectados
tanto en muestras clinicas como en muestras aisladas
desde ambientes acuaticos®. El sistema Tet(A) otorga re-
sistencia solo a tetraciclina, mientras que el sistema Tet(B)
otorga resistencia a tetraciclina y minociclinas®*. Un
aspecto importante a tener en consideracion corresponde
al ambiente genético de dichos genes. Por ejemplo, el gen
tet(A) ha sido detectado en cepas clinicas de 4. baumannii,
como parte de un transposon relacionado con la familia
Tn217%, lo cual se relaciona con una alta probabilidad de
diseminacion horizontal. Por otro lado, el gen cmlA que
codifica una bomba de expulsion que otorga resistencia
a cloranfenicol, ha sido identificado en la cepa de A.
baumannii AYE, dentro de una isla genomica de 86 kb,
denominada AbaR]1, la cual a su vez contiene genes que
otorgan resistencia a distintos grupos de antimicrobianos,
ademas de genes de resistencia a metales pesados como
arsénico y mercurio, entre otros®’.

Familia MATE. Las bombas de expulsion perteneci-
entes a este grupo estan compuestas por una sola proteina
de membrana, la cual posee 12 dominios transmembrana
(Figura 1)'?. En 4. baumannii se ha identificado a la
bomba de expulsion AdeM como un representante de esta
familia®?, capaz de reconocer un amplio rango de sustra-
tos, tales como norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina,
gentamicina, 4’-6-diamino-2-fenilindol (DAPI), triclosan
y bromuro de etidio, entre otros?. Esta bomba utiliza la
fuerza proton-motriz como fuente de energia, a diferen-
cia de otras bombas de la misma familia que utilizan el
gradiente de Na* 22,

Familia RND. De acuerdo a Sanchez y cols'é, la
mayoria de las bombas de expulsion multidrogas de
bacilos gramnegativos pertenece a la familia RND.
Estas bombas estan formadas por tres componentes: una
proteina transportadora ubicada en la membrana interna,
una proteina accesoria periplasmatica o proteina de fusion
de membrana y una proteina de membrana externa o
porina®-!, Los genes que codifican a los distintos com-
ponentes de estas bombas de expulsion se encuentran
en el cromosoma bacteriano, generalmente en forma de
operones®?. La importancia de estas bombas de expulsion
radica en que poseen un amplio rango de sustratos, por lo
que son capaces de contribuir en la resistencia a una gran
cantidad de antimicrobianos no relacionados estructural-
mente, y por ello se clasifican como sistemas multidrogas
inespecificos®. En el afio 2001 se identifico, en una cepa

Rev Chil Infect 2009; 26 (6): 499-503



multi-resistente de A. baumannii, una bomba de expulsion
perteneciente a esta familia, denominada AdeABC™. Esta
bomba AdeABC se encuentra constituida por una proteina
de fusion de membrana (AdeA), una proteina transporta-
dora multidroga (AdeB) y una proteina de membrana
externa (AdeC) (Figura 2)>¥. En los tltimos afios se ha
asociado esta bomba en la contribucion a la resistencia
frente a varias clases de antimicrobianos, entre los que
se encuentran tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol,
cefotaxima, gentamicina, kanamicina y tigeciclina3®3!34,
De manera importante, en el afio 2005 se relacion6 a la
bomba AdeABC con una menor susceptibilidad frente a
carbapenémicos'. En ese trabajo se informa del aisla-
miento de una cepa con una mutacion puntual en un gen
regulador de la expresion de AdeABC, lo que se traduce en
la sobreexpresion de la bomba, disminuyendo a la mitad
la CIM de meropenem e imipenem, en comparacion con
los valores de CIM de la cepa salvaje*!4. Sin embargo,
en el afio 2008, Huang y cols®, asociaron esta bomba
directamente con la resistencia a meropenem. Estos
investigadores estudiaron dos cepas multi-resistentes,
genéticamente no relacionadas, una de las cuales era
productora de la enzima OXA-23, mientras que la otra
no sintetizaba esta carbapenemasa. En esta ultima cepa,
se determind que el fenotipo de resistencia era debido
solamente a la sobreexpresion de la bomba AdeABC.

Contribucion de AdeABC en la resistencia

Como ya se ha mencionado en esta revision, un factor
importante en la contribucion de la bomba AdeABC en
la resistencia a antimicrobianos, es su nivel de expresion.
Un ensayo fenotipico con el cual es posible detectar
este mecanismo de resistencia, corresponde a la uti-
lizacion de algtin proton-ionoforo como carboxilciadina
m-clorofenilhidrazona (CCCP)?*, phe-arg-B-naftilamida
(MC 207,110)*" o reserpina®®, como inhibidores de los
sistemas de expulsion. Estas moléculas producen la in-
terrupcion del gradiente de protones en la membrana, por
lo cual los antimicrobianos no pueden ser expulsados por
la bomba AdeABC?. Si la presencia del proton-ionoforo
produce la disminucién de a lo menos 4 veces la CIM del
antimicrobiano se considera que existe una contribucion
del mecanismo de expulsion en la resistencia al agente
antibacteriano®-7. Ademas, es importante considerar que
la expresion de los genes adeABC se encuentra regu-
lada por un sistema de dos componentes, denominado
AdeRS (Figura 3)*'. En este sistema, AdeS corresponde
a una proteina quinasa, la cual, en respuesta a estimulos
del medio externo (como por ejemplo la presencia de
antimicrobianos), se auto-fosforila en un residuo de

Antimicrobianos @I) —

 Amg, plact,
Clo, Eri, Tet,
Flu, Tig, BrEt,
Tri
Extracelular
ATB
Membrana externa
1
1 Membrana externa Espacio periplasmico
1
1
ATB ATB | . T
| Espacio periplasmico
1 Membrana interna
A B e
| Citoplasma
1
Membrana |

citoplasmatica 1
1 . H*
1 Citoplasma

T o+ ! . Figura 2. Representacion esquematica de la bomba multidroga
H AdeABC de Acinetobacter baumannii. Amg: aminoglucoésidos,

B-lact: B-lactdmicos, Clo: cloranfenicol, Eri: eritromicina,
Tet: tetraciclina, Flu: fluoroquinolonas, Tig: tigeciclina, BrEt:
bromuro de etidio, Tri: trimetoprim. La bomba AdeABC se
encuentra constituida por la proteina AdeA, la cual corresponde
auna proteina de fusion de membrana, AdeB que corresponde a
la proteina transportadora multidroga y AdeC que representa a
una proteina de membrana externa. Los distintos antimicrobianos
son expulsados desde el interior celular mediante un mecanismo
de antiporte en relacion con los protones.

Figura 1. Representacion esquematica de las distintas bombas de expulsion involucradas en
la multi-resistencia de Acinetobacter baumannii. A. Bomba de expulsion de la superfamilia
MEFS. B. Bomba de expulsion de la familia MATE. C. Bombas de expulsion de la familia RND.
ATB: Antibiotico. Las bombas de la superfamilia MFS y de la familia MATE estan compuestas
por una sola proteina de membrana, las cuales mediante un mecanismo de antiporte ingresan
protones y expulsan moléculas antibioticas. Las bombas de la familia RND estan compuestas
por tres proteinas distintas: una proteina transportadora ubicada en la membrana interna, una
proteina de membrana externa o porina, la cual se ubica en la membrana externa y por donde
se elimina finalmente el antimicrobiano hacia el medio extracelular.
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Figura 3. Representacion
esquematica del sistema
AdeRS de Acinetobacter
baumannii. P: Fosfato. AdeS
corresponde a una proteina
quinasa, la cual en respuesta
a estimulos del medio ex-
terno, se auto-fosforila en
un residuo de histidina. En
seguida transfiere el grupo
fosfato a un residuo de aspa-
rragina de la proteina AdeR,
la que una vez fosforilada,
promueve la transcripcion
de los genes adeABC.
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AdeS

Estimulo del medio
externo

Transcripcion de
genes adeABC

histidina. En seguida transfiere el grupo fosfato a un
residuo de asparragina de la proteina AdeR, la cual una
vez fosforilada, promueve la transcripcion de los genes
adeABC»?',

Sistema de expulsion multidroga AdelJK en
Acinetobacter baumannii

Recientemente en el afio 2008, se describi6 por primera
vez una nueva bomba de expulsion perteneciente a la
familia RND, denominada AdelJK°. Mientras la bomba
AdeABC se encuentra presente en cepas multi-resistentes
de A. baumannii, labomba AdelJK se encuentra presente
tanto en cepas susceptibles como resistentes, por lo cual
representa un aporte a la resistencia intrinseca frente a
algunos antimicrobianos®. De forma importante, Lin y
cols*, pesquisaron tanto los genes adeABC como los
genes adelJK en cepas multi-resistentes. La bomba Ad-
elJK contribuye a la resistencia a algunos antimicrobianos
B-lactamicos, cloranfenicol, tetraciclina y eritromicina
y, en menor grado, a la resistencia a fluoroquinolonas,
pero no se encuentra relacionada con la resistencia a
azitromicina, lincosamida o rifampicina’.

Conclusiones

Acinetobacter baumannii posee diversos mecanismos
de resistencia a antimicrobianos, tales como produccion
de enzimas, pérdida de porinas, alteracion de moléculas
blanco y expulsion de antimicrobianos?3. En los ultimos
afos, el mecanismo de expulsion ha incrementado
considerablemente su importancia, ya que el nimero
de cepas resistentes a antimicrobianos que lo posee ha
aumentado en todo el mundo. Debido a esto, es necesario
un mayor conocimiento de este mecanismo, sobre todo
por la capacidad que poseen dichos sistemas de expulsar
una gran variedad de antimicrobianos no relacionados
estructuralmente. Los inhibidores de bombas de expulsion
pueden ser una alternativa de gran importancia para el
tratamiento de infecciones causadas por A. baumannii y
otras bacterias multi-resistentes. Sin embargo, las molécu-
las hasta ahora identificadas son toxicas para el humano;
la bisqueda de nuevos compuestos inhibitorios que no
tengan efectos toxicos permitiria aumentar la eficacia de
la terapia antibacteriana.

Resumen

Los sistemas multidrogas bacterianos contribuyen al
desarrollo del fenotipo de multi-resistencia presentado por
cepas de Acinetobacter baumannii, patdgeno intrahospi-
talario, que durante los ultimos afios ha incrementado su
importancia por la creciente resistencia a carbapenémicos.
El fenotipo de multi-resistencia esta otorgado por la com-
binacion de varios mecanismos de resistencia entre los
cuales se encuentran estos sistemas de bombas de expul-
sion. El sistema multidroga Ade ABC se ha detectado en
muchas de estas cepas multi-resistentes de 4. baumannii
y, se ha relacionado con resistencia a diversos grupos
de antimicrobianos, incluidos tigeciclina y meropenem.
La inhibicién de dichos sistemas multidrogas permitiria
aumentar la eficacia de la terapia antimicrobiana. La
siguiente revision se enfoca en las bombas de expulsion
multidrogas presentes en A. baumannii, con particular
énfasis en el sistema AdeABC.
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