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SUMMARY

ELECTRON MICROSCOPY ON
ACINETOBACTER BAUMANNII BIOTYPES
9 AND 8 ISOLATED FROM NOSOCOMIAL
INFECTIONS IN CHILE

Acinetobacter baumannii has emerged in the
last years as an important nosocomial agent. Of the
nineteen biotypes constituting this species, biotypes 9
and & represent aproximately 90% of the isolates in
our country. The factors that contribute to it greater
virulence and prevalence are at present not known. In
this study we have investigated by electronmicroscopy
the presence of capsule in two strains of A. baumannii
biotypes 9 and 8, isolated from patients during 1995
at the Hospital San Juan de Dios. Overnight cultures
were stained with Alcian blue and incubated with
homologous biotype specific antisera. The strains were
also studied for the presence of capsule by light
microscope and for surface hydrophobicity. Both
isolates showed a dense polysaccharide capsular layer
electronmicroscopically. The isolates were highly

hydrophilic and showed a distinct halo compatible with
a capsule by light microscopy. The capsule could confer
prevalent isolates greater virulence which could explain
it higher prevalence in chilean hospitals.

RESUMEN
MICROSCOPIA ELECTRONICA EN
ACINETOBACTER BAUMANNII BIOTIPOS
9Y 8 AISLADOS DE INFECCIONES
INTRAHOSPITALARIAS EN CHILE
Acinetobacter baumannii ha emergido en los
ultimos afios como una etiologia importante de
Infecciones intrahospitalarias (IIH). De los 19 biotipos
que conforman la especie, los biotipos 9 y 8 constituyen
aproximadamente el 90% de las cepas aisladas en
nuestro pais, desconociéndose los factores que favorecen
su mayor prevalencia. En el presente estudio hemos
investigado mediante microscopia electrénica, la
presencia de capsula en dos cepas de A. baumannii,
biotipos 9y 8 aislados de ITH durante 1995 en el Hospital
San Juan de Dios. Cultivos por la noche en agar sangre
fueron tefiidos con azul de Alsacia y tratados con
antisueros especificos. Se estudié igualmente las
caracteristicas de hidrofobicidad de las bacterias y la
presencia de capsula al microscopio de luz. Se observo
al microscopio electronico una capa densa de material
capsular en ambas cepas. Las cepas se caracterizaron
asimismo por ser hidrofilicas y presentar un halo
compatible con una capsula al microscopio de luz. Es
probable que la capsula otorgue a estos microorganismos
una superficie hidrofilica y contribuya a su mayor
virulencia y prevalencia en los hospitales chilenos.
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INTRODUCCION

Acinetobacter Baumannii ha emergido en los
tltimos afios como una causa importante de Infecciones
intrahospitalarias (IIH), destacandose su rol como
agente de neumonia y bacteremia (¥, Las infecciones
producidas suelen ser dificiles de tratar debido a la
multiresistencia de las cepas “®. De los 19 biotipos
que constituyen la especie, los biotipos 9 y 8
representan el 90% de los aislamientos efectuados en
Chile, desconociéndose los factores que favorecen la
mayor prevalencia y virulencia de estas cepas . En
un estudio anterior hemos observado que la mayoria
de las cepas pertenecientes a los biotipos 9 y 8
presentan un halo compatible con una capsula al
microscopio de luz y una superficie hidrofilica. Por el
contrario, hemos encontrado que la mayoria de las
cepas pertenecientes a los otros biotipos, de menor
prevalencia en el pais, exhiben superficie hidrofobica
y ausencia de cépsula . El objetivo de este estudio
fue comprobar mediante microscopia electronica, la
existencia de capsula en cepas hidrofilicas de A.
Baumannii.

MATERIALY METODO

BACTERIAS

Se seleccionaron dos cepas de A. Baumannii
pertenecientes a los biotipos 9 y 8 de las especie, de
una coleccion de cepas aisladas de ITH en el Hospital
San Juan de Dios durante 1995. Ambas cepas fueron
aisladas de muestras respiratorias de pacientes con
neumonia. Las cepas fueron identificadas como 4.
Baumannii de acuerdo a sus propiedades bioquimicas
4 y biotipificadas segun su patron de asimilacion de
fuentes de carbono .

MICROSCOPI{A ELECTRONICA

Las bacterias fueron preparadas para
microscopia electronica de acuerdo al procedimiento de
Hendley y cols. modificado por el empleo de antisueros
especificos %, Cultivos por la noche en Agar Tripticasa
Soya (Difco) con 5% de sangre de caballo fueron
cubiertos con una solucién de glutaraldehido 3% y azul

Revista Hosp. Clinico Universidad de Chile. Vol. 9, N2, 1998

de Alsacia al 0.5% en solucion salina buffer fosfato
(PBS), e incubados a temperatura ambiente por 2 h. La
superficie de los cultivos fue posteriormente lavada con
PBS, recolectada y centrifugada a 2.000 rpm por 10 min.
Los pellets bacterianos fueron suspendidos en PBS
conteniendo 10% de suero inmune de conejo para los
biotipos 9 y 8 segun la cepa e incubados por 30 min a
temperatura ambiente. Las suspensiones bacterianas
fueron luego centrifugadas a 8.000 g x 5 min. Los pellets
fueron conservados a 4°C por 16 h en glutaraldehido al
4% en PBS, lavados y luego fijados por 1 h con osmio
al 4% (sol ac.). Posteriormente, fueron deshidratados
en una bateria de concentraciones crecientes de etanol,
finalizando con oxido de etileno. Finalmente fueron
incluidos en resina (Epoxi araldita 502), cortados en
micrétomo (Reichard UM U2) y contrastados con
acetato de uranilo y citrato de plomo. Los cortes fueron
observados en un Microscopio electronico Phillips EOL.

PREPARACION DE LOS ANTISUEROS

Los antisueros fueron preparados de acuerdo
al procedimiento de Das y Ayliffe '". Cultivos por la
noche en agar sangre fueron suspendidos en PBS en
concentracion de 10° a 10® bacterias por ml. Las
suspensiones bacterianas fueron luego calentadas a
100°C en BM y conservadas a 4°C Para la preparacion
de los antisueros se inocularon conejos neozelandeses
adultos, en dias sucesivos, de acuerdo al siguiente
esquema: 0.6 ml subcutaneo, 0.5 ml intramuscular, 0.4
ml en ambas almohadillas plantares traseras, 0.4 ml
en ambas almohadillas plantares delanteras, 0.5 ml
endovenoso, 1 ml subcutaneo y 0.5 ml endovenoso.
Los conejos fueron dejados descansar por 10 dias, para
finalmente extraer 20 ml de sangre y luego los sueros
inmunes correspondientes.

TINCION DE CAPSULAS PARA
MICROSCOPIA DE LUZ

Para la observacion de capsulas al
microscopio de luz se efectué la tincion de
Hendriksen'?. Extendidos bacterianos en suero
humano normal fueron secados al ambiente y tefidos
por un min con solucién acida de cristal violeta al 1%,
calentando la preparacion hasta la emision de vapor.
Las preparaciones fueron luego lavadas con solucion
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acida de sulfato de cobre al 20% y secadas al ambiente.
Este procedimiento tifie las bacterias de color azul con
un halo capsular parpura.

HIDROFOBICIDAD

El estudio de la hidrofobicidad de las cepas
fue efectuado midiendo el porcentaje de adherencia
a n-hexadecano "'*). Para ello, una suspensién
bacteriana conteniendo 10® bacterias en buffer fosfato
de sodio fue mezclada con 0.8 ml de n-hexadecano
(Sigma) y agitada en vortex por 30 seg. Luego de la
separacion de fases, se midio la absorvencia (A540)
de la fase acuosa comparandola con la de la
suspension control no tratada de bacterias. La
hidrofobicidad fue calculada segtn la formula:

% Hidrofobicidad = A nicial - A_ hexadecano X100.

40—

Am inicial

RESULTADOS

El tratamiento de las dos cepas de A.
Baumannii biotipos 9 y 8 con antisueros especificos y
Azul de Alsacia permitio la demostracion mediante
microscopia electronica de una capa densa de material
polisacarido capsular alrededor de las bacterias de ambos
biotipos. Las dos cepas presentaron asimismo un gran
halo compatible con una cépsula al microscopio de luz.
No fue posible determinar el porcentaje de bacterias que
presentaban capsula en una preparacion microscopica.
En las Figuras 1, 2, 3 y 4 se observa una microfotografia
de una de las cepas analizadas donde se observa el halo
capsular alrededor de las bacterias y en las Figuras 5 y
6, un area de la misma preparacion microscopica donde
se observan bacterias acapsuladas. Ambas cepas se
caracterizaron por ser muy hidrofilicas con 0% de
adherencia a hexadecano.

DISCUSION

En el presente estudio hemos demostrado la
presencia de capsula mediante microscopia electrénica
en dos cepas pertenecientes a los biotipos altamente
prevalentes en nuestro pais de 4. Baumannii, 1o que
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MICROSCOPIA ELECTRONICA DE UNA
CEPAACINETOBACTER BAUMANNII
BIOTIPO 9, MOSTRANDO BACTERIAS

_ CONHALO CAPSULARY ACAPSULAR

Figura 3 Aumento 37.000 x
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Figura 4 Aumento 60.000x
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confirma hallazgos anteriores con microscopia de luz.
Numerosos estudios han demostrado que las capsulas
contribuyen significativamente a la virulencia de las
bacterias patogenas, debido a su accion antifagocitana y
protectora de la accion bactericida normal del suero
mediada por el complemento "*'*. Por otra parte, la
mayoria de las bacterias Gram negativas, tanto
ambientales como de importancia clinica, son capsuladas,
por lo que su presencia en cepas de Acinetobacter no es
extrafia ', Sin embargo, la presencia de capsula pareciera
no ser una caracteristica general del género. Al respecto,
estudios efectuados con A. calcoaceticus, han demostrado
diferentes caracteristicas de superficie de este
microorganismo. Rosenberg y cols. observaron alta
hidrofobicidad y adherencia a células epiteliales en una
cepa aislada del suelo de esta especie '”. En otro estudio,
Taylor y Juni detectaron la existencia de una capsula
compuesta por D-glucosa y L-ramnosa en otra cepa
ambiental de Acinetobacter "*. Estudios con A.
Baumannii no han sido efectuados, por cuanto la
taxonomia del género fue cambiada solo en 1986, con el
reconocimiento de 12 especies y dejando los estudios
anteriores con estos microorganismos obsoletos ''”.

Las bacterias del género Acinetobacter son
patogenos oportunistas que carecen del arsenal de
genes de virulencia que poseen las bacterias
patogenas. Entre los mecanismos de patogenicidad
con que cuentan estos microorganismos destaca su
elevado potencial para la adquisicion de genes de
resistencia lo que dificulta el tratamiento de las
infecciones producidas . En este estudio hemos
confirmado mediante microscopia electronica la
existencia de capsula en dos cepas pertenecientes a
los biotipos de mayor prevalencia en nuestros
hospitales, elemento que podria contribuir a su
mayor diseminacion por constituir una ventaja sobre
los biotipos no capsulados, al ser mas eficientes para
evadir los mecanismos de defensa inespecificos del
huésped. Las capsulas, por su naturaleza
polisacarida altamente hidratada, reducen la
adherencia a los hidrocarbonos y la hidrofobicidad
de superficie en la mayoria de los microorganismos
caracteristica que comprobamos tambi€n en nuestras
cepas, las que se caracterizaron por ser muy
hidrofilicas (*'%,
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Debido a su estructura hidratada, las capsulas
se colapsan con facilidad durante su procesamiento
para microscopia electronica, debido a que este incluye
etapas de deshidratacion. Por esta razon se utilizan para
su visualizacion compuestos que estabilizan su
estructura como los anticuerpos especificos ). En
nuestro estudio hemos empleado, ademas, Azul de
Alsacia, por su capacidad similar a la del rojo de rutenio
de teniir material polisacarido, pero con la ventaja sobre
este ultimo de contribuir a su fijacion "%, Sin embargo,
aun con estos tratamientos, en el proceso de lavado y
luego de deshidratacion no se conserva esta estructura
en numerosas bacterias.
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