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Resumen

Entre agosto de 2008 y diciembre de 2011 se detectaron en el Hospital Interzonal General
de Agudos «Evita» de Lanus 6 aislamientos de enterobacterias productoras de metalo-
B-lactamasas, distribuidos en tres especies: Enterobacter cloacae (4), Klebsiella oxytoca
(1) y Gitrobacter freundii (1). Los seis aislamientos presentaron un perfil de multirresis-
tencia y se confirmé la presencia del gen bla,, .. Cinco aislamientos ademas expresaron
la B-lactamasa de espectro extendido PER-2. H gen bla,, , fue hallado como primer case-
te de unintegréon de clase 1. Sn embargo, la secuencia 3" conservada no pudo detectarse
en tres aislamientos. En todos los casos, el gen bl/a,,, fue transferido por conjugacion a
Escherichia coli resistente a azida. Mediante PFGE se observ6 que los cuatro aislamientos
de E cloacae no estuvieron genéticamente relacionados. Estos son los primeros hallazgos
de metalo-B-lactamasas en la institucion, que sugieren una posible diseminacién horizon-
tal del gen bla,,, intra e interespecies.
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Abstract

From August 2008 to December 2011, six metallo-B-lactamase-producing isolates, four
Enterobacter cloacae, one Klebsiella oxytoca and one Citrobacter freundii, were
detected at Hospital Interzonal General de Agudos “Evita” in Lanus. All six isolates
showed multiresistant profiles and the presence of the bla,,, gene. Five isolates also

*Autor para correspondencia.

Correo electrénico: anatogneri66@hot mail.com (A.M. Togneri).

0325-7541/ $ - see front matter © 2013 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Bsevier Esparia, SL. Todos los derechos reservados.



Diseminacién de bla,,, . en enterobacterias

IMP-8

105

expressed PER-2 extended spectrum B-lactamase. The bla,,, gene was found as the first
cassette in aclass 1 integron. However, the 3" conserved sequence could not be detected

in three isolates. In all cases, bla

Lp.s Was transferred by conjugation to azide-resistant

Escherichia coli J53. PFGE analysis revealed that the four E cloacae isolates were not
genetically related. These are the first metallo-B-lactamases detected in thisinstitution
and our results suggest a possible intra- and inter-species horizontal dissemination of

bla

IMP-8"
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Las metalo-B-lactamasas (MBL) son la clase mas diversa de
carbapenemasas que representan una importante amenaza
clinica®. Las MBL pertenecen a la clase B segun la clasifica-
cion de Ambler y presentan actividad hidrolitica frente alos
antibioticos B-lactamicos (excepto frente a los monobact a-
micos); son inhibibles por quelantes de cationes divalentes
como EDTAy mercaptoacetato de sodio (MAS), y escapan de
la accion de todos los inhibidores de B-lactamasas de uso
clinico, como el acido clavulanico y la sulbactama™. Las
infecciones causadas por enterobacterias productoras de
MBL (EB-MBL) reducen significativamente la disponibilidad
de antibioticos Utiles y tienen asociada una mortalidad que
oscila entre 19 %Yy 67 % por lo que la emergencia de este
mecanismo se convierte en un problema para el sistema de
salud3 s,

Los genes que codifican MBL pueden hallarse en el cromo-
soma bacteriano o en elementos genéticos mdviles. En este
ultimo caso, los genes de MBL suelen localizarse en integro-
nes asociados a plasmidos conjugativos®. Las MBL adquiridas
de mayor relevancia clinica son las de tipo IMP, VIMy NDIVE.
En particular, las enzimas de tipo IMP poseen especificidad
para un amplio espectro de sustratos, con alta afinidad por
las cefalosporinas y los carbapenems®'. Los genes bl/a,,, se
encuentran con mayor frecuencia alojados en integrones de
clase 1, los que suelen poseer ademas otros genes de resis-
tencia a antibiéticos no B-lactamicos®.

Ala fecha, los aislamientos portadores de MBL han sido
hallados casi exclusivamente en instituciones de salud, en
pacientes con hospitalizacion prolongada y expuestos a
multiples terapias antimicrobianas'. En Argentina, en 2008
documentamos los primeros hallazgos clinicos de EB-MBL:
un aislamiento de Enterobacter cloacae productor de IMP-8
y un aislamiento de Providencia rettgeri productor de VIM-
25, Luego, en 2012, se dio a conocer la existencia de un
brote de Serratia marcescens productora de VIM-16 en pa-
cientes pediatricos®. Los escasos informes clinicos de EB-
MBL en Argentina presuponen que su aparicién es un evento
emergente.

B objetivo de esta comunicacion es presentar las carac-
teristicas clinicas y epidemioldgicas de los pacientes, y las
caracteristicas microbiol6gicasy moleculares de |as seis en-
terobacterias portadoras del gen bla,,, detectadas en el
Hospital Interzonal General de Agudos «Evita» (HIGA «Evi-
ta») de Lanus, Argentina.

Se estudiaron seis aislamientos de enterobacterias (EB)
sospechosas de producir MBL: cuatro de ellos correspondian
a Enterobacter cloacae (ECL-M9921, ECL-M13280, ECL-
M13624 y ECL-M13795), uno a Klebsiella oxytoca (KOX-

M13063) y el restante a Gitrobacter freundii (CFR-M13281).
La identificacion a nivel de especie de los aislamientos se
realizé por pruebas bioguimicas manuales y por paneles del
Sstema Phoenix Version 5.83 A (Becton Dickinson, EE. UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante.

Los perfiles de sensibilidad se determinaron por difusion
en agar con discos segun las normas del Oinical and Labo-
ratory &andards Institute? (CLS). Los resultados obtenidos
con fosfomicinay tigeciclina fueron interpretados de acuer-
do a las recomendaciones del INEI-ANLIS «Dr. Carlos G. Mal-
bran»".

La concentracion inhibitoria minima (CIM) de los aisla-
mientos se estudié empleando paneles del Sstema Phoenix
Version 5.83 A, interpretados de acuerdo al criterio del
CLS2.

Para la busqueda fenotipica de MBL se utilizo6 el criterio
de sensibilidad intermedia o resistencia a carbapenems y
presencia de sinergia entre el disco de EDTA/ MAS (Labora-
torios Britania, Argentina) y discos de carbapenems?®. La de-
teccién de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) se
realiz6 buscando la inhibicién entre los discos de cefotaxi-
ma o ceftacidima, con el agregado de acido clavulanico o
sin este, en placas de agar Mueller Hinton, en presencia y
en ausencia de 0,4 mM EDTA2.

Se realizd PCR y secuenciacion para detectar los genes
bla,,,, blay,,, bla,, bla,, blag, qnrBy aac(6”)-Ib-cr°. La
cartografia de losintegrones se realiz6 por PCRcombinando
cebadores especificos para bla,,, con cebadores 5 CS(int!1),
3 CS(qacEAa1/sul 1) o sul1, o para el médulo tniCdel Tn402.

La conjugacién se realiz6 utilizando Escherichia coli J53
resistente a azida como cepa receptora y se seleccioné con
50 ug/ ml de ampicilina y 200 ug/ ml de azida®. La actividad
enzimatica frente a carbapenems se determiné por el mé-
todo de Masuda, en ausencia y en presencia de EDTA®.

La relacion genética entre los cuatro aislamientos de
E cloacae se investigo por electroforesis en campo pulsado
(PFGE) digiriendo el ADN gendémico con la enzima Xbal, y el
analisis se realizé utilizando el criterio de Tenover™™.

De los pacientes en quienes se document6 la presencia
de EB-MBL se registré la informacion clinico-epidemiol 6gi-
ca disponible: edad, sexo, motivo de internacion, enfer-
medad de base, servicio de procedencia, antibidticos reci-
bidos con anterioridad, tiempo de permanencia en el
hospital y evolucion clinica. Se realizaron hisopados de
pliegue inguinal, axilar y region perineal para detectar la
portacion de EB-MBL.

B trabajo cont6 con la aprobacion del Comité de Etica de
la Institucién.
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Tabla1 Informacién clinico-epidemiolégica de los casos de EB-MBL detectados en el Hospital Interzonal General de
Agudos «Evita» de Lanls
Caso Edad Muestra Sala Motivo de Duracion  Dias de Comorbilida- Evolu-
(sexo) ingreso de la internacién des cion
N.¢ de aislamiento estadia (dias hasta el
aislamiento)
(1) ECL-M9921 81 (f) Sangre  Ortopedia Fractura de 11/ 08/ 08- 54 (5) HTA/ Chagas A
cadera 4/10/ 08
Clinica Diabetes
Meédica
(2) KOX-M13063 80 (f) Sangre  UTI Abdomen agudo 4/10/10- 12 (9) HTA/ IAM (0]
perforado 16/ 10/ 10
Diverticulos
(3) CFR-M13281 56 (f) Sangre  Cardiologia- ICD 10/01/11- 35 (13) Chagas A
descompensado 14/ 02/ 11
uco MCP-HTA
Hipotiroidismo
Obesidad
Tabaquismo
(4) ECL-13280 78 (f) Sangre  Ortopedia Fractura de 04/01/11- 14 (10) = (0]
cadera 18/ 01/ 11
(5) ECL-M13624 53 (m) Orina uTl IRA 15/07/11- 60 (23) EPOC A
14/ 09/ 11
Etilismo
Tabaquismo
(6) ECL-M13795 62 (f) Sangre  Cirugia Abdomen agudo  11/12/11- 60 (4) = A
13/ 02/ 12

EB-MBL: enterobacterias productoras de metalo-p-lactamasas; UTI: unidad de terapia intensiva; UCO: unidad coronaria;
ICD: insuficiencia cardiaca derecha; IRA: insuficiencia respiratoria aguda; HTA: hipertension arterial; IAM: infarto agudo de
miocardio; MCP: miocardiopatia dilatada; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; A: alta; O: ébito.

Entre agosto de 2008 y diciembre de 2011 se detectaron
seis casos de EB-MBL en el HIGA «Evita» de Lanus: el prime-
ro fue detectado en 2008, el segundo en 2010 y los cuatro
casos restantes fueron aislados durante 2011 (tabla 1). Las
EB-MBL se rescataron de cinco cultivos de sangre y uno de
orina, de cinco mujeres y un varén, respectivamente, con
una media de edad (rango) de 68 (53-81) afios (tabla 1).

Los pacientes fueron internados por procesos agudos no
infecciosos. Ningun paciente refirié internaciones durante
los 12 meses previos, tampoco haber recibido antibiotico-
terapia antes de la hospitalizacién, con excepcion de un
paciente que recibié ampicilina-sulbactama. Cuatro pa-
cientes padecian comorbilidades. Solo una mujer tenia
una enfermedad condicionante de la respuesta inmune
(diabetes). La media (rango) del tiempo de internacién
fue de 39 (12-60) dias. En todos los pacientes los cultivos
se tomaron luego del cuarto dia del ingreso al hospital
(tabla 1). Desde el punto de vista clinico, un caso se inter-
pretd como un cuadro séptico con foco pulmonar, con bue-
na evolucion; otro caso como infeccidon urinaria asociada a
sonda vesical, y los restantes cuatro como bacteriemias

transitorias sin foco evidente. En todos los pacientes se
aplicé aislamiento de contacto desde el momento de la
sospecha de produccién de carbapenemasa; en cinco casos
se pudieron realizar cultivos de portacion, y no se detec-
taron EB-MBL en las muestras estudiadas. En los dos casos
de Obito, no se pudo asociar la presencia de MBL con la
evolucién del paciente.

En todos los aislamientos, se evidenci6 la actividad de
carbapenemasa inhibible por EDTA y ademas todos fueron
multirresistentes. La presencia de BLEE fue detectada feno-
tipicamente en cinco aislamientos y se correlacion6 con la
resistencia a aztreonam (tabla 2).

Los estudios moleculares confirmaron la presencia del
gen bla,,, en los seis aislamientos (tabla 2). H gen bla,,,,
fue hallado como primer casete de un integréon de clase 1
en todos los casos. En tres aislamientos (ECL-M9921, ECL-
M13795 y CFR-M13281), no se pudo detectar el extremo 3
del integron utilizando los cebadores 3" CS sul1y tniC. Es-
tos elementos genéticos fueron transferibles por conjuga-
cion en los seis casos. Todos lostransconjugantes exhibieron
sensibilidad disminuida a los carbapenems al compararlos



Tabla2 Resultados de las pruebas de sensibilidad, amplificacién génica por PCRy secuenciacién de las seis EB-MBL y sus transconjugantes

Aislamientos clinicos Transconjugantes (E coli)
N.° de aislamiento  ECL- KOX- CFR ECL- ECL- ECL- TC TC TG TG TG TC E coli
M9921  M13063 M13281 Mi13280 Mi13624 MI13795 M9921 M13063 M13281 M13280 M13624 M13795 J53
Zona de inhibicién (mm)
Antibiéticos
Imipenem 17 21 21 19 17 20 18 20 22 18 26 24 31
Meropenem 15 22 21 20 19 23 19 23 22 22 28 29 40
Aztreonam 12 8 7 13 10 34 ND 38 35 40 12 40 36
CIM (ug/ ml)
Imipenem 8 8 4 4 8 4 <1 <1 <1 2 <A1 4 <1
Meropenem <A1 <A1 <A1 <1 <A1 <A1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Ertapenem >1 >1 1 > 1 >1 >1 <0,25 0,5 <0,25 0,5 <0,25 0,5 <0,25
Ceftacidima >16 > 16 > 16 >16 > 16 > 16 > 16 4 > 16 > 16 > 16 > 16 <2
Ceftriaxona >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 >4 <1
Trimetoprima/ >2/38 >2/38 >2/38 >2/38 >2/38 >2/38 <0,5/9,5 <0,5/95 <0595 <0595 <0595 <0595 <0595
Sulfametoxazol
Acido nalidixico <8 > 32 > 32 <8 <8 > 32 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8
Ciprofloxacina >2 2 1 1 1 <0,125 <0,125 <0,125 <0,125 <0,125 <0,125 <0,125
Levofloxacina <A1 4 <A1 <1 <1 2 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Colistina <1 <1 <1 <A1 <1 <1 <A1 <A1 <A1 <1 <1 <A1 <A1
Fosfomicina c/ g6P > 64 32 <16 <16 <16 > 64 <16 <16 <16 <16 <16 <16 <16
Gentamicina >8 >8 >8 >8 >8 8 <2 <2 8 <2 >8 <2 <2
Amicacina 16 16 > 32 <8 8 32 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8
Resultados de PCR
Gen detectado
bla,, + + + + + + + + + + + + ND
bla + + + + + = = = = = + = ND

PER-2

EB-MBL: enterobacterias productoras de metalo-B-lactamasas; CIM: concentracion inhibitoria minima por sistema Phoenix; ND: no determinado.
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con la cepa dadora. H gen bl/a,,, fue transferido indepen-
dientemente de la BLEE en cuatro de los cinco casos estu-
diados (tabla 2).

En relacion con la investigacion de la resistencia plasmi-
dica a fluoroquinolonas, los aislamientos CFR-M13281 y ECL-
M13624 fueron positivos por PCRpara el gen gnrB, mientras
que ECL-M9921 y ECL-M13280 fueron positivos para qnrBy
aac(6’)-Ib-cr. Los perfiles de restriccion por PFGE de los
cuatro aislamientos de E cloacae portadores del gen bla,
demostraron que no estaban relacionados genéticamente

(fig. 1).

En Argentina, a mediados de 2008 se documenté el pri-
mero de |os seis aislamientos presentados en esta comuni-
cacion®. H hallazgo de ECL-M9921 en el HIGA «Evita» de
Lanus constituy6 el primer evento de deteccion de EB-MBL
en la institucién. Sn embargo, en el pais existen antece-
dentes de carbapenemasas en Pseudomonas spp. y Acine-
tobacter spp.t4%1%12 | g investigacion epidemioldgica re-
veld que ni los pacientes estudiados ni sus contactos
vigjaron a regiones donde se comunic6 IMP-8%'S. Ningun
paciente refirié internaciones en instituciones con antece-
dentes de infecciones por bacilos gram negativos produc-
tores de MBL. Por todos estos antecedentes clinicos y epi-
demiologicos, el origen de los aislamientos permanece
desconocido. Las medidas de aislamiento mostraron su
efectividad, pues no se registraron nuevos casos de infec-
cion hasta la fecha.

Considerando las distintas especies de EB halladas, la au-
sencia de relacion genética entre los aislamientos de E cloa-
cae, la capacidad conjugativa de los plasmidos portadores de
MBL y la cronologia de los aislamientos, se sospecha la dise-
minacién horizontal intra e interespecie del gen bla

La mayoria de los genes bla,,, se encuentran coawrﬁ?cados
dentro de integrones de clase 1, que se localizan en trans-
posones, y estos, en plasmidos®. Esto constituye un aparato
genético de alta capacidad de movilizacién, que facilita la
diseminacion horizontal. Generalmente los genes bla,,, co-
existen con otros genes de resistencia®". En este trabajo,
cinco de los seis aislamientos fueron productores de PER-2,
que fue transferible por conjugacién, pero independiente-
mente del gen bla,,, ., con excepcion del caso de TC-M13624
(datos no mostrados). Esto indicaria que el gen bla,,, se
encuentra en un plasmido distinto del que porta bl/a,,.
Otras resistencias acompanantes halladas en elementos ge-
néticos independientes de bla,, fueron determinantes de
resistencia plasmidica a fluoroquinolonas (tabla 2).

Destacamos que la modificacién de los puntos de corte
recomendados por el CLS para carbapenems en EB? permi-
tié categorizar a estos aislamientos clinicos como no sensi-
bles al menos a un carbapenem. La endemia de KPC en Ar-
gentina ha inducido su bulsgueda sistematica ante la
sospecha de esta resistencia; pero en vistas a los hallazgos
aqui documentados, se insiste en que no se debe omitir el
ensayo de sinergia con discos de EDTA/ MASfrente a toda EB
con sensibilidad disminuida a carbapenems. La deteccién
temprana de estos microorganismos multirresistentes, jun-
to con la aplicacion de medidas de control y la intensifica-
cion en la higiene de manos, fueron determinantes para
contener su diseminacién.

En este trabajo se documentan los primeros hallazgos de
EB productoras de IMP-8 en Argentina.

M 1 2 3 4

| e s

i
soc

Figura 1 PFGE de ADN genémico digerido con Xbal de aisla-
mientos clinicos de Enterobacter cloacae portadores del gen
bla,,,. M: Marcador de peso molecular PFG-Marker; calle 1:

ECL-M9921; calle 2: ECL-M13280; calle 3: ECL-M13624; y calle
4: ECL-M13795.
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