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Resumen

Pseudomonas Objetivo: Describir un brote de Pseudomonas aeruginosa multirresistente productora de
aeruginosa; metalo-beta-lactamasa (MBL).

Metalo-beta- Material y métodos: En mayo de 2009, se detectaron seis aislamientos consecutivos de P. aeru-
lactamasas; ginosa con un mismo antibiotipo (perfil de resistencia a imipenem y cefalosporinas manteniendo
Carbapenemasas; sensibilidad a aztreonam) que indicaban la produccion de carbapenemasas. Se investigd la
Brote; posibilidad de su origen clonal y la presencia de MBL mediante caracterizacion fenotipica y geno-

Infeccion nosocomial

tipica de los seis aislados y se estudio si estos codificaban la MBL tipo VIM. Secundariamente, se
analizaron de forma retrospectiva todos los aislamientos de las mismas caracteristicas de todo
el afo 2009 con objeto de establecer la posibilidad de infeccion endémica.

Resultados: Se encontraron dos clones segun el perfil en electroforesis de campo pulsado, el
mas frecuente representado por 4 aislados. Todas procedian de la unidad de cuidados intensivos.
El 100% de las cepas del brote se consideran multirresistentes. Se confirmé mediante PCR la
presencia de genes del tipo VIM relacionadas con la produccion de MBL en el 100% de los aislados
correspondientes al pulsotipo 1.

Conclusiones: Se detecta la existencia de un brote de P. aeruginosa productora de MBL. Se
plantea un evidente problema terapéutico y de control de la infeccion nosocomial. Se debe
extremar las medidas de aislamiento y realizar controles sistematicos de presencia de MBL,
dada la prevalencia elevada en nuestro entorno.

© 2010 Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.
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aeruginosa;

Metallo-beta- Abstract _ ‘ o .
lactamase: Objective: To describe the nosocomial outbreak of multiresistant Pseudomonas aeruginosa
Carbapene’mase' producing metallo-beta-lactamase (MBL) in Cartagena (Murcia, Spain).
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Outbreak;
Nosocomial infection

Material and methods: In May 2009, six consecutive isolations of multiresistant Pseudomonas
aeruginosa were detected. These were characterized by their profile of resistance to imipenem
and cephalosporins and sensibility to aztreonam, this suggesting the production of carbapene-
mases. The isolations were screened for MBL and a PCR for the detection of the VIM gene was
performed. Secondary, all of the isolations having the same characteristics in the year 2009
were analyzed retrospectively in order to establish the possibility of an endemic infection.
Results: The molecular typing of the isolates revealed two clones in Pulsed Field Gel Electrop-
horesis (PFGE), the most frequent (Type 1) being represented by 4 isolates. All of them came
from patients who were in the Intensive Care Unit. All (100%) of the isolates of the outbreak
were considered to be multiresistant. PCR confirmed the presence of the VIM gene related with
the production of MBL in 100% of the isolates corresponding to pulsotype 1.

Conclusions: We detected the existence of an outbreak of carbapenem-resistant Pseudomonas
aeruginosa producing metallo-beta-lactamase. Am evident therapeutic problem as well as a
problem of nosocomial infection was considered. The isolation means should be maximized and
routine controls performed for the presence of MBL given its elevated prevalence in our setting.

© 2010 Elsevier Espana, S.L. All rights reserved.

Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, aero-
bio estricto, oxidasa positivo y no fermentador. Causa
infecciones graves en pacientes en condiciones de inmu-
nodepresion, principalmente en el ambito hospitalario, en
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) y en unidades de
criticos oncohematoldgicos, y se asocian a una elevada
morbimortalidad'. P. aeruginosa es resistente de forma
constitutiva a un gran nimero de antibioticos, ademas tiene
una elevada capacidad para adquirir resistencias de tipo
cromosomico bajo presion antibiotica y de incorporar deter-
minantes de resistencia moviles por transmision horizontal.
La produccion de carbapenemasas que inactivan muchos
antibioticos betalactamicos, excepto al aztreonam, cons-
tituye un gran problema en el manejo de las infecciones
por este microorganismo. Es habitual que la resistencia a
carbapenémicos esté relacionada con hiperproduccion de la
betalactamasa AmpC, con la presencia de bombas de expul-
sion activa tipo MexAB-OprM o con la inactivacion de las
porinas OprD?. De las carbapenemasas transferibles, de las
que existen tres grupos (A, By D), destacan en nuestro medio
las de clase B de Ambler o metalo-beta-lactamasas (MBL) por
su frecuencia y distribucion universal. Las MBL son enzimas
dependientes de cationes metalicos como el cinc y carac-
terizadas porque se pueden inhibir con quelantes metalicos
como el EDTA (acido etilendiaminotetraacético). Se agrupan
en ocho grupos moleculares, los mas importantes: IMP, VIM,
GIMy SMP. Las formas VIM son las mas frecuentes en Europa y,
de ellas, la VIM-2 es la mas prevalente?. En nuestro hospital,
la resistencia a imipenem (IMP) es relativamente frecuente,
pero hasta el momento no se habia podido determinar la
produccion de carbapenemasas como su causa. El objetivo
del estudio fue describir la presencia del primer brote epi-
démico nosocomial de P. aeruginosa productora de MBL en
nuestro centro.

Material y métodos

Durante un periodo de 2 semanas comprendido entre el 11
y el 25 de mayo de 2009, se detectaron 6 aislamientos

consecutivos de P. aeruginosa resistente a carbapenémi-
cos y cefalosporinas. Se procedi6 al analisis epidemiologico
descriptivo de los casos y la caracterizacion fenotipica y
genotipica de los aislados con el fin de establecer una posible
relacion clonal entre ellos.

Estudio epidemiolégico

Nuestro centro es un hospital general de 400 camas, que
es responsable de la atencion de aproximadamente 280.000
habitantes. Se recogieron retrospectivamente durante el
ano 2009 los datos pertenecientes a los pacientes con ais-
lamientos positivos a P. aeruginosa resistente a IMP. Las
variables recogidas fueron: edad, sexo, servicio de hospita-
lizacion en el momento del aislamiento y tipo de muestra,
perfil de resistencias y mortalidad.

Se consideran como servicios de procedencia: UCI, hema-
tologia, servicios quirtrgicos y demas servicios médicos.

Estudio microbiolégico

Consistio en el analisis de los aislados clinicos (uno por
paciente) mediante diversos estudio. Se consideraron como
posibles candidatos a la produccion de carbapenemasas los
aislados que fueron resistentes (R) a IMP o meropenem (MRP)
con una concentracién inhibitoria minima (CIM) >8mg/l y
que ademas eran I/R a ceftazidima, cefepime o piperacilina-
tazobactam y sensibles a aztreonam. La identificacion y los
estudios de sensibilidad se realizaron mediante el sistema
automatizado Microscan WalkAway plus® (Siemens). La sen-
sibilidad a IMP fue comprobada por el método de difusion
en disco de acuerdo con los protocolos de la CLSI?. Para la
deteccion fenotipica de carbapenemasas, utilizamos la téc-
nica del Etest® de IMP (IP)/IMP + EDTA (IPl) en placa de Miiller
Hilton (bioMerieux), con una dilucion equivalente a 0,5 en la
escala de MacFarland. Se incubaron las placas 24h a 37°Cy
se considerd que habia presencia de metalo-beta-lactamasa
si la CMI IP/IPI era > 8.

Se defini6 como P aeruginosa multirresistente* si
mostraba disminucion de la sensibilidad a mas de uno
de los siguientes familias de farmacos: cefalospori-
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¢Qué sabemos?

Pseudomonas aeruginosa es resistente de forma cons-
titutiva a un gran nimero de antibioticos y ademas
tiene una elevada capacidad para adquirir resisten-
cias. La produccion de carbapenemasas que inactivan a
muchos antibi6ticos betalactamicos, excepto al aztreo-
nam, constituye un gran problema en el manejo de
las infecciones por este microorganismo. La resistencia
a imipenem es relativamente frecuente pero resulta
excepcional la produccion de carbapenemasas como
responsable de la misma.

¢{Qué aporta este articulo?

Se describe un brote epidémico de transmision noso-
comial de infeccion por Pseudomonas aeruginosa
productora de metalobetalactamasa. Esta circunstan-
cia cada vez es mas frecuente y debe ser sospechada en
presencia de antibiogramas con resitencia a Imipenem
y a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, con
sensibilidad conservada a aztreonam. Ante su hallazgo
debieran tomarse medidas de control y aislamiento
para evitar brotes epidémicos intrahospitalarios.
Los editores

nas antipseudomonicas, carbapenémicos, combinacion de
betalactamico + inhibidor de las betalactamasas, fluoroqui-
nolonas y/o aminoglucésidos.

Identificacion genotipica

Se remitieron seis de las cepas asiladas en mayo de 2009 al
Centro Nacional de Microbiologia-Instituto de Salud Carlos
Ill, de Majadahonda (Madrid), para el estudio de la relacion
clonal de los aislados. Se realizd serotipificacion y elec-
troforesis de campo pulsado en gel (en inglés, PFGE) para
las cepas remitidas. A los clones obtenidos, se les realizd
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) con iniciadores
especificos de los genes que codifican las principales familias
de carbapenemasas (VIM, IMP).

Tabla 1

Caracteristicas de las cepas asiladas en mayo de 2009

Resultados

Durante 2009, se aislaron en el servicio de microbio-
logia 538 P aeruginosa en muestras clinicas procedentes
del medio ambulatorio y hospitalario, de las que 94
resultaron resistentes a IMP (17,5%). Este porcentaje es
superponible a los datos obtenidos en el afo previo,
del 18,6%.

Analisis del brote

Entre el 11y el 25 de mayo de 2009, se detectaron seis cepas
de P. aeruginosa resistentes a IMP y a betalactamicos.

La distribucion por sexos fue equitativa, 3 varones y
3 mujeres (50%). Se dispuso de un aislamiento por cada
paciente. Todos los aislamientos tenian procedencia noso-
comial y todos ellos presentaban infeccion activa desde el
punto de vista clinico (no se identificaron colonizaciones).
La distribucion por plantas fue la siguiente: un paciente
de UCI (16,6%), uno de hematologia (16,6%) y 4en plan-
tas independientes de medicina interna (66,4%). De los
pacientes en planta de hospitalizacion en el momento del
aislamiento, la mitad habian tenido estancia en UCI en los
dias previos. El 50% fallecieron en el contexto del proceso
infeccioso.

Los aislamientos correspondian a muestras procedentes
de: esputo (3 pacientes), hemocultivos por bacteriemia aso-
ciada a catéter central (2 casos) y un exudado de herida (1
ocasion). Las cepas sensibles a piperacilina-tazobactam (3
cepas), también lo fueron a aztreonam; la mitad restante
fue panresistente. Todas las cepas mostraron sensibilidad a
colistina.

El estudio fenotipico y genotipico obtuvo los siguientes
datos: la serotipia las agrup6 en tres serogrupos: 0:12 (4
cepas), 0:1 (1 caso) y una cepa no aglutinable (1 ocasion). En
la electroforesis de campo pulsado (PFGE) se obtuvieron dos
pulsotipos, de las que 4 cepas pertenecian al tipo 1, todas
con idéntico serotipo, constituyendo el brote propiamente
dicho. Las caracteristicas de los pacientes y microbiologicas
de las cepas pertenecientes al brote se resumen en la tabla
1. A los dos tipos de clones (pulsotipos) se les realizo PCR
para genes que codifican las principales familias de carba-
penemasas, demostrandose la presencia de VIM en ambos: 5
de las 6 cepas fueron positivas para metalo-beta-lactamasas
tipo VIM.

Cepa/edad/sexo/muerte Estancia Planta Tipo de Serotipo Perfil de Deteccion  PCR

previa en muestra PFGE fenoti- carbapenemasa

UClI pica de

MBL
C1/25/V/Si + Hematologia ~ HemoC 0:12 1 + VIM
C2/67/V/Si + ucl HemoC 0:12 1 — (FN) VIM
C3/78/M/No * MI Esputo 0:12 1 o VIM
C4/47M/No + MI Esputo 0:12 1 VIM
C5/80/V/No - MI Herida No aglu- 2 VIM
tinable

FN: falso negativo en Etest®MBL; MBL: metalo-beta-lactamasa; MI: medicina interna; PFGE: electroforesis de campo pulsado en gel; UCI:

unidad de cuidados intensivos.
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Discusion

En los Ultimos anos parece evidenciarse un aumento pro-
gresivo de la tasa de resistencias a los antimicrobianos de
P. aeruginosa'->. De 1998 a 2003, se ha producido un incre-
mento significativo en la resistencia a imipenem del 14 al
18%°. Los datos del citado estudio multicéntrico® para el
area geografica que comprende Valencia, Murcia y Baleares
respecto a resistencia a IMP son del 17%, lo que es comple-
tamente superponible a los datos de nuestra revision para
el ano 2009. Asimismo la mitad de las cepas aisladas en este
estudio presentaban antibiogramas compatibles con mul-
tirresistencia, planteando un importante reto terapéutico
a los clinicos responsables de la asistencia de estos enfer-
mos. Piperacilina-tazobactam, aztreonam y colistina son los
agentes que conservan mayor utilidad en estas infecciones
nosocomiales en nuestro entorno.

P aeruginosa puede adquirir multiples mecanismos de
resistencia. Se debe sospechar la produccion de carba-
penemasas ante un perfil con resistencia a IMP/MRP y a
cefalosporinas antipseudomoénicas con sensibilidad a aztreo-
nam. Determinar la resistencia a carbapenémicos por los
métodos de laboratorio habituales es sencillo. La dificultad
estriba en conocer el mecanismo Ultimo y si la resistencia
procede de la produccion de MBL, cuya importancia radica
en que se codifican en genes que se encuentran en elemen-
tos moviles transmisibles, como plasmidos y trasposones.
Las técnicas fenotipicas existentes para la determinacion
de carbapenemasas (basadas en la capacidad de inhibicion
en presencia de EDTA) no son sensibles al cien por cien.
Actualmente, la Gnica manera de determinar la presen-
cia de MBL es con estudio molecular®. En nuestro hospital,
hasta la identificacion del brote, no se disponia de técnicas
fenotipicas para MBL. Desde entonces ha resultado posi-
ble implementar la deteccion de cepas de P. aeruginosa
productoras de carbapenemasas tipo MBL, lo que ha con-
tribuido a la vigilancia y el control efectivos de la infeccion
nosocomial.

La presencia de cepas productoras de carbapenemasas
en nuestro pais es habitualmente baja. La deteccion por
primera vez de una carbapenemasa en Espafa fue en el
ano 20027. Son cada vez mas frecuentes las comunicaciones
relativas a brotes por cepas productoras de estos enzimas
en diferentes ciudades espanolas®~'°. El primer brote epi-
démico por una cepa de P. aeruginosa productora de MBL
tipo VIM-2 en Espafa fue en Barcelona en 2007'. Con base
en los datos presentados, podemos concluir que 5de las
6 cepas estudiadas en este trabajo eran portadoras de genes
tipo VIM para MBL, correspondiendo a 2 clones diferentes
por PFGE, lo que representa el 14,7% del total de cepas
resistentes en nuestro hospital. Cuatro de estas cepas se
asilaron en pacientes que habian permanecido en la UCI,
constituyendo un brote epidémico de transmision nosoco-
mial. Si nos refiriésemos a la totalidad de cepas con el
mismo perfil de resistencia aisladas en el hospital en 2009
(datos no referidos), presumiblemente productoras de MBL
por el mismo mecanismo, este porcentaje ascenderia a casi
la mitad (48,7%) de las cepas resistentes. Este altisimo por-
centaje estaria en relacion no sélo con la incidencia del
brote epidémico analizado, sino también con la presencia
de cepas multirresistentes mantenida durante meses, lo que
indica una infeccion endémica. No disponemos de recursos

para la genotipificacion de todas las cepas, y asi establecer
la relacion clonal entre las distintas cepas aisladas en 2009.
En conclusion: a) lo observado en este estudio con res-
pecto a cepas de P. aeruginosa con resistencia a IMP y cepas
multirresistentes es acorde con los resultados obtenidos en
los afos previos en toda Espana; b) la aparicion de cepas
multirresistentes plantea un problema terapeutico no sélo
en el entorno del paciente critico (UCI y oncohematologico),
sino también en los servicios médicos, especialmente en la
plantas de medicina interna; ¢) cada vez es mas frecuente la
deteccion de cepas de P. aeruginosa resistentes por adquisi-
cion de carbapenemasas, lo que supone un reto terapéutico
y un evidente problema de ecologia hospitalaria por la capa-
cidad de estos microorganismos de transferir informacion
a otras cepas de P. aeruginosa y otras enterobacterias. El
mecanismo mas frecuente en nuestro medio es la produc-
cion de MBL tipo VIM; d) debemos sospechar la presencia
de carbapenemasas en presencia de un patrén de antibio-
grama que lo indique (resistente a IMP y cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion, con preservacion de la sensi-
bilidad a aztreonam) y establecer las medidas de control
y aislamiento necesarias para evitar su dispersion en otros
enfermos, y e) es posible que en nuestros hospitales nos
encontremos ante problemas de infecciones hospitalarias
endémicas por P. aeruginosa productoras de MBL.
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