_SOCIEDAD 1

. 2
= s
= =
= <
MICROBIOLOGIA

Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2015; 35:77-82

Articulo original

Persistencia clonal de Pseudomonas aeruginosa productora de metalo-p-lactamasas en
un hospital de Ciudad Bolivar,Venezuela
Armando Guevara*®*, José Miguel Sahai?, Rosa Tedesco-Maiullari®

“Departamento de Parasitologia y Microbiologia. Escuela de Ciencias de la Salud “Dr. Francisco Batisttini”. Universidad de Oriente.
Niicleo de Bolivar. Ciudad Bolivar. *Laboratorio de Resistencia Bacteriana. Instituto de Investigaciones en Biomedicina y Ciencias
Aplicadas. Universidad de Oriente. Niicleo de Sucre. Cumand, Venezuela.

Recibido 7 de junio de 2015; aceptado 6 de octubre de 2015

Resumen: Pseudomonas aeruginosa es una de las especies aisladas con mayor frecuencia en las infecciones asociadas a la atencion en
salud, con un importante rol como patdégeno. Se determind la relacion clonal de P. aeruginosa productora de metalo-f-lactamasas (MBLs),
aisladas de pacientes recluidos en el Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Pdez”, Ciudad Bolivar, Venezuela, durante los afios
2008 al 2014. Se evalud una coleccion de 10 aislados de P. aeruginosa productoras de MBLs. La susceptibilidad a los antimicrobianos se
realizd mediante difusion con discos. La produccion de MBLs se detectd fenotipicamente a través del método de discos de carbapenemos
combinados con 4cido etilendiaminotetraacético-mercaptoacético de sodio, y mediante la reaccion en cadena de la polimerasa se investigd
la presencia de los genes que codifican para las MBLs de las familias IMP, VIM y SPM. Se determind la relacion clonal mediante la
Amplificacion Aleatoria de ADN Polimoérfico (RAPD). Todas las cepas fueron multirresistentes y se comprobo la presencia de MBLs de tipo
VIM. Mediante RAPD se logro clasificar las cepas en tres grupos clonales distintos, pero altamente relacionados entre si, demostrandose
su diseminacion y persistencia clonal.
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Clonal persistence of Pseudomonas aeruginosa producing metallo-p-lactamases in a
hospital in Ciudad Bolivar, Venezuela

Abstract: Pseudomonas aeruginosa is one of the species most frequently isolated in associated health care infections with an important role
as pathogen. The clonal relation of P. aeruginosa producing metallo-p-lactamases (MBLs) isolated from patients hospitalized at the Hospital
Universitario “Ruiz y Paez” Complex of Ciudad Bolivar, Venezuela, for the years 2008 to 2014, was determined. A set of 10 isolates of P,
aeruginosa producing MBLs were evaluated. The antimicrobial susceptibility was performed by the disk diffusion test. MBLs production
was determined by the method of carbapenem disks combined with ethylene-diamine-tetra-acetic acid-sodium mercapto-acetic. By means
of the polymerase chain reaction test the presence of the genes encoding for MBLs of the families: IMP, VIM and SPM were investigated.
Clonal spread by Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) was investigated. All strains were multiresistant and the presence of
VIM type MBLs was demonstrated. By the RAPD the different strains were classified into three distinct clonal groups, highly related. In
conclusion, all strains of P. aeruginosa were multiresistant, producing VIM type MBL and the clonal dissemination and persistence were
demonstrated.
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Introduccién tiene una baja virulencia, este microorganismo ha cobrado
importancia en los tltimos afios por su rol oportunista en

P, aeruginosa es una de las especies aisladas con mayor el hombre, produciendo mayoritariamente infecciones
frecuencia en las infecciones asociadas a la atencion en respiratorias intrahospitalarias, especialmente en pacientes
salud (IAAS), siendo responsable del 10 al 15% de este con neumonia asociada a ventilacion mecanica, en unidades

tipo de patologias a nivel mundial. Aunque se considera que de cuidados intensivos; asimismo, es un importante productor
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de infecciones en individuos cuya barrera mucocutanea ha
perdido su continuidad (heridas, quemaduras, intubaciones
endotraqueales, cateterismos vesicales, vias venosas, entre
otros) y en pacientes inmunodeprimidos (SIDA, cancer,
neutropénicos y diabéticos) en quienes puede actuar
como patéogeno primario, pudiendo causar una serie de
enfermedades que afectan a diferentes 6rganos y sistemas
como: bacteriemias, infecciones del sistema nervioso
central, artritis, infecciones gastrointestinales, osteomielitis,
queratitis, Ulceras corneales, endoftalmitis, infecciones
urinarias, infecciones de ulceras por presion, entre otros
[1,2].

Las TAAS causadas por P. aeruginosa se pueden originar
de dos fuentes distintas. Una exdgena, que esta representada
por el ambiente hospitalario, donde destacan: las camillas,
el aire, las paredes, el suelo, las botellas de farmacos de
multiples dosis, superficies himedas y algunos alimentos
como el tomate y la lechuga que pueden ser reservorios de
esta bacteria. La otra fuente de infeccion es la endogena
y es ocasionada por la flora normal del paciente; ademas,
hallazgos epidemioldgicos sefialan que del 2,6 al 24%
de los pacientes ingresados en el hospital portan dicho
microorganismo en su intestino, de donde se origina la
subsecuente infeccion, ocasionada por un proceso de
colonizacién secundaria [3].

El frecuente aislamiento de P. aeruginosa en el entorno
hospitalario se debe a que esta bacteria se adapta facilmente
al medio, con gran afinidad por zonas himedas y resistencia
a la desecacion, ademas de una gran resistencia natural
contra los desinfectantes y antibidticos, que para muchos
otros microorganismos serian mortales [4].

En los ultimos afios la prevalencia de las infecciones
causadas por P. aeruginosa multirresistente ha mostrado
un incremento significativo, dado que posee la capacidad
de adquirir nuevos mecanismos de resistencia contra los
agentes antimicrobianos, siendo la produccion de metalo
B-lactamasas (MBLs) una de sus principales armas para la
evasion del efecto toxico causado por los B-lactdmicos de
amplio espectro (cefalosporinas y carbapenemos) [5,6].

En el alo 2004, estudios moleculares permitieron detectar
por primera vez en Venezuela, cepas de P. aeruginosa
productoras de MBLs del tipo VIM-2 [7]; posteriormente
en el afio 2012 se confirmd que existe una diseminacion
clonal de este microorganismo multirresistente, entre
diferentes centros hospitalarios del oriente y sur del pais. En
el mismo estudio se logré evidenciar la diseminacion de P,
aeruginosa productora de MBLs en los diferentes servicios
de Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez”,
entre los afios 2007 y 2009 [8]; sin embargo, se desconoce
si este tipo de diseminacion continua actualmente. Por tal
razon, en este trabajo se investigd la relacion clonal de P,
aeruginosa productoras de MBLs aisladas de pacientes
recluidos en el Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz
y Paez” de Ciudad Bolivar, Venezuela, durante el periodo
de 2008 al 2014, utilizando la técnica de Amplificacion
Aleatoria de ADN Polimérfico (RAPD).

Materiales y métodos

Cepas bacterianas: En este estudio se evalud una coleccion
de 10 cepas de P. aeruginosa productoras de MBLs,
pertenecientes al cepario del Laboratorio de Microbiologia
del Complejo Hospitalario Universitario “Ruiz y Paez”,
Ciudad Bolivar, Venezuela, obtenidas de pacientes recluidos
en distintos servicios del mencionado hospital, recolectadas
durante el periodo enero de 2008 a junio de 2014. Para
verificar la persistencia de la diseminacion clonal, se incluy6
en el estudio las cepas 467-O del afio 2008 y 64-A del afio
2009, caracterizadas en un estudio anterior [8].

Determinacion de la susceptibilidad a los antimicrobianos:
La susceptibilidad antimicrobiana se investigd mediante el
método de difusion con discos, siguiendo los lineamientos
propuestos por el Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio [9]. Se utilizaron los siguientes antimicrobianos:
piperacilina (100 pg), piperacilina/tazobactam (100/10 pg),
ceftazidima (30 pg), cefepima (30 pg), imipenen (10 ug),
meropenem (10 pg), aztreonam (30 pg), amikacina (30
ug), gentamicina (10 pg), ciprofloxacina (5 ug) y colistina
(10 pg) (BBL®). Para estos ensayos se utilizd6 como cepa
control P. aeruginosa ATCC 25923.

Deteccion fenotipica de la produccion de MBLs: Se
confirmd la produccién de MBLs fenotipicamente mediante
el método de discos de imipenem y meropenem combinados
con acido etilendiaminotetraacético - mercaptoacético de
sodio (EDTA-SMA) [10]. La solucion de EDTA-SMA
fue preparada segln las indicaciones de Lee et al. [11].
Como control de los discos de carbapenemos combinados
con EDTA-SMA vy de las pruebas de deteccion fenotipica
de las metalo-enzimas, se utilizd la cepa P. aeruginosa
77923 productora de metalo B-lactamasas de tipo VIM,
proveniente del Instituto Nacional de Higiene “Rafael
Rangel” de Caracas, Venezuela.

Caracterizacion molecular de las cepas de P. aeruginosa:

Extraccion del ADN: La extraccion del ADN genomico
de las cepas de P, aeruginosa estudiadas se realizé mediante
ebullicion en bafio de Maria por 10 minutos, de acuerdo con
métodos previamente descritos [12]. Una vez realizada la
ebullicion, las suspensiones se centrifugaron a 14.000 rpm
durante 5 minutos y posteriormente se tomo el sobrenadante
que contenia el ADN bacteriano y se transfiri6 a tubos para
microcentrifuga estériles y se almacené a -20 °C hasta su
utilizacion.

Deteccion de genes que codifican para las MBLs mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): La presencia
de los genes que codifican para las MBLs de las familias
SPM, VIM e IMP, se realizd a través de la PCR utilizando
los iniciadores 5’-CCTACAATCAACGGCGACC-3’ vy
5’-TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3’ para la deteccion
de blag,, [13]; 5’-CTACCGCAGCAGAGTCTTTG-3’ y
5’-AACCAGTTTTGCCTTACCAT-3’ para los genes bla,,,
[14]; 5"AGT GGT GAG TAT CCG ACA G-3' y 5'ATG
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AAA GTG CGT GGA GAC-3" para bla,,,, [15], bajo las
condiciones descritas previamente. Las amplificaciones
se realizaron en un volumen final de 12,5 pL y la mezcla
estuvo compuesta por 1pL de cada iniciador (5 pmol/mL);
3,3 uL agua bidestilada ultrapura; 6,2 pL. de GoTaq Master
Mix (Promega®) y 1 pL. de ADN. Como control positivo
de la deteccion por PCR de los genes que codifican para las
MBL se utilizaron las cepas P. aeruginosa 77923 productora
de MBL de tipo VIM, 77927 productora de MBL de tipo
IMP, ambas provenientes del Instituto Nacional de Higiene
“Rafael Rangel” de Caracas, Venezuela, y la cepa M7525
productora de MBL de tipo SPM, procedente del Instituto
“Carlos Malbran” de Buenos Aires, Argentina.

RAPD: La tipificacion molecular se realizd mediante
la técnica de RAPD. Se utilizaron los iniciadores 208
(5"ACG-GCC-GAC-C3") y 270 (5'TGC-GCG-CGG-G3")
[16]. La mezcla estuvo compuesta por 1 uL. de ADN; 2,5
pL de iniciador 208 (5 pmol/uL); 2,5 puL de iniciador 270 (5
pmol/uL); 12,5ul de Master Mix (Promega®) y 6,5 uL de
agua libre de nucleasas (Promega®), para un volumen final
de 25 pL. La amplificacion se realizod bajo las siguientes
condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial a 94 °C por
2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por
1 min, alineacion de los oligonucledtidos a 30 °C por 1 min
y extension a 72 °C por 3 min; finalmente se programo una
extension final de 72 °C por 5 min [16].

Todas las amplificaciones se realizaron en un
termociclador marca TECHNE TC-412. Los productos
obtenidos fueron observados en corridas electroforéticas en
geles de agarosa al 1,5% (Promega®) tefiidos con bromuro
de etidio (Sigma®), se visualizaron en un transiluminador
de luz UV y fueron fotografiados con una camara digital
Power Shot A700 (Canon®).

Para establecer las relaciones entre las cepas estudiadas
se construy6 un dendograma o arbol de similitud, utilizando
el programa para analisis de imagenes Guefast Scan
(NEURONIC S.A.®) mediante el uso del Coeficiente de
Dice y el algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Averages). Los patrones que
mostraron un coeficiente de Dice superior a 80%, fueron
considerados relacionados clonalmente.

Resultados

Al evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos
probados se encontrd que todas las cepas fueron resistentes
a imipenen, meropenen y amikacina, con un porcentaje
variable de resistencia a los otros antimicrobianos, que
oscilé entre el 60 y 80%, excepto para colistina (0%),
piperacilina-tazobactan (30%) y aztreonam (40%) (Tabla
1). Sin embargo, al analizar el perfil de susceptibilidad
de cada cepa estudiada, se encontré que cada una de cllas
presentd un patron diferente independientemente del afio y
servicio de aislamiento (Tabla 2).

Al corroborar fenotipicamente la produccion de
MBLs en las cepas de P. aeruginosa, se logroé detectar
correctamente en el 100% de los aislados la produccion de

Tabla 1. Susceptibilidad de P aeruginosa productora de metalo-f-
lactamasas. Complejo Hospitalario “Ruiz y Paez”. Ciudad Bolivar,
Venezuela. 2008-2014.

Resistente Intermedio Sensible
ANTIBIOTICOS

Ne % Ne % Ne %
Piperacilina 6 60 4 40 0 0
ey 5w 4w
Ceftazidima 7 70 1 10 2 20
Cefepime 6 60 1 10 3 30
Imipenem 10 100 0 0 0 0
Meropenem 10 100 0 0 0 0
Aztreonam 4 40 0 0 6 60
Gentamicina 8 80 1 10 1 10
Amikacina 10 100 0 0 0 0
Ciprofloxacina 8 80 0 0 2 20
Colistina 0 0 0 0 10 100

las metaloenzimas. En todas se logré identificar la presencia
del gen bla,,, , mediante la PCR.

Al caracterizar las cepas de P. aeruginosa productoras de
MBLs mediante RAPD y elaborar el arbol de similitud o
dendograma, se logré clasificarlas en tres grupos clonales
que fueron denominados como A, B y C, ordenados
segun el numero de cepas que los componen (Figura 1).
El grupo A estuvo compuesto por el mayor ntimero de
microorganismos (6/10) que genéticamente reflejaron
ser 100% idénticos entre si; a su vez el grupo B estuvo
conformado por un nimero mas reducido de cepas (3/10)
idénticas entre ellas en el 100% y finalmente el grupo C
estuvo integrado por un unico aislado (1/10). Los grupos A
y B (9/10) se consideraron genéticamente parecidos en un
95% mientras que el grupo C tuvo una similitud de 91% con
los grupos Ay B.

N°CEPA  ARO SERVICIO  GRUPO

8 e o b 516-A 2012 Medicinal } C
9 AT 4 160-A 2014 Emergencia ]

7 20 0 TIGA 2012 Matemidad

6 i mee 446-A 2011 Emergencia

3 I 64-A 2009  Medicinall | A
2 BRI WTV 467-0 2008 Pediatrial

1 ATy 279-A 2008  Medicinall

10 1a7H 1 481-H 2014 I’ennnnlngia]-

5 rmes 1320 2009 Cimgall L g
4. Tumii 15060 2009  UCL

Figura 1. Dendograma de las cepas de P aeruginosa productoras de
metalo-P-lactamasas, en base a los patrones de bandas producidos
mediante RAPD. Complejo Hospitalario “Ruiz y Paez”. Ciudad Bolivar,
Venezuela. 2008-2014.
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Tabla 2. Caracteristicas epidemiologicas y microbiologicas de P. aeruginosa productora de metalo-fB-lactamasas. Complejo Hospitalario “Ruiz y Paez”.

Ciudad Bolivar, Venezuela. 2008-2014.

N o ) o Patron de Deteccion de MBLs

Cepa Afo Servicio Fenotipos de susceptibilidad susceptibilidad MDC PR bia,..
279-A 2008 Medicina 11 PIP!, TZPS, CAZR, FEPR, IMPR, MEMR, ATMS, GR, AKR, CIPR, CLS I + +
467-0 2008 Pediatria I PIPR, TZP', CAZR, FEPR, IMPX, MEMR, ATMS, GR, AK®, CIP®, CLS I + +
64-A 2009  Medicinall  PIPR TZP®, CAZR, FEPX, IMPR, MEMF, ATMR, G', AK®, CIP®, CLS 11 + +
1302-O 2009 Cirugia II PIPR, TZPR, CAZ', FEPR, IMPR, MEMR, ATMR, GS, AKR, CIPR, CLS v + +
1506-O 2009 U.C.L PIPR, TZP!, CAZR, FEPR, IMPR, MEMR, ATMR, GR, AKR, CIPR, CLS \% + +
446-A 2011 Emergencia PIP!, TZPS, CAZS, FEPS, IMPR, MEMR, ATMS, GR, AKR, CIPR, CLS VI + +
516-A 2011 Medicina I PIPR, TZPS, CAZR, FEPS, IMPR, MEMR, ATMS, GR, AKR, CIPR, CLS VII + +
710-A 2012 Maternidad PIPR, TZPR, CAZR, FEP!, IMPR, MEMR, ATMS, G®, AKR, CIPS, CLS VI + +
160-A 2014 Emergencia PIP!, TZP!, CAZR, FEPR, IMPX, MEMR, ATMS, G®, AK®, CIPR, CL® IX + +
481-H 2014  Perinatologia I PIP', TZPS, CAZS, FEPS, IMPR, MEMR, ATMR, GR, AKR, CIPR, CLS X + +

PIP: piperacilina; TZP: piperacilina/tazobactam; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; IMP: imipenem; MEM: meropenem; ATM: aztreonam; G: gentamicina;
AK: amikacina; CIP: ciprofloxacina; CL: colistina. MDC: método de disco combinado. PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.R: resistente; I: intermedio;

S: sensible.

En el dendograma se puede observar que el grupo A esta
conformado por cepas aisladas de pacientes hospitalizados
en la Emergencia, Maternidad, Medicina I y Pediatria
I. Del mismo modo, el grupo B estuvo conformado por
aislamientos de Perinatologia I, Cirugia I y UCIL.

Discusion

Los patrones de susceptibilidad antimicrobiana
demostraron que todas las cepas de P aeruginosa
presentaron un perfil compatible con la produccion de MBLs,
y en la mayoria (9/10) la resistencia a los B-lactamicos
de amplio espectro estuvo asociada a la resistencia a
gentamicina, amikacina y ciprofloxacina, lo cual podria
deberse a la presencia de otros mecanismos de resistencia
como: las enzimas modificadoras de aminoglucésidos,
bombas de expulsion, alteraciones de la permeabilidad
de la pared celular, entre otros, ya que P aeruginosa
presenta una marcada capacidad para adquirir y expresar
diferentes mecanismos de resistencia simultdneamente
[5,17], generando asi diferentes complejos fenotipicos
de multirresistencia como los observados en este estudio.
Patrones de susceptibilidad similares han sido reportados
por otros autores [5,8,18-22].

El aztreonam no se encuentra dentro del perfil de
hidroélisis de las MBLs, por lo cual representa una opcion
terapéutica para el tratamiento de las infecciones producidas
por P. aeruginosa productoras de este tipo de enzimas. Sin
embargo, en este estudio, solo 6/10 cepas fueron sensibles
al aztreonam, lo cual coincide con estudios realizados en
los ultimos afios en diferentes regiones de Venezuela donde
se han venido reportando, cada vez con mayor frecuencia,
la presencia de cepas de P. aeruginosa productoras de
MBLs con resistencia al aztreonam. Esta resistencia

generalmente se debe a la produccion de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), las cuales son enzimas que
tienen la capacidad de hidrolizar y causar resistencia a los
B-lactamicos incluyendo al aztreonam [5,8,23].

Todas las cepas fueron portadoras de genes de la familia
VIM, lo cual ya ha sido reportado en diferentes regiones de
Venezuela [5,7,8,22,23].

El analisis mediante RAPD confirm6 que, en los distintos
servicios de salud del Complejo Hospitalario Universitario
“Ruiz y Pdez”, circulan cepas de P. aeruginosa productoras
de MBLs de tipo VIM con un origen clonal comun, divididas
en tres grupos distintos pero altamente relacionados. Estos
datos permiten deducir que estas cepas provienen de un
Unico ancestro, que posiblemente adquirié determinantes
de resistencia y posteriormente se disemind a las distintas
areas del hospital; estos resultados concuerdan con lo
reportado en Colombia, donde se encontraron cepas de P,
aeruginosa con diferentes perfiles de resistencia pero con
un origen clonal comun [24].

En Venezuela se reportd que en el hospital de Cumana
existen tres lineas clonales distintas de P. aeruginosa
productoras de MBLs en los diferentes servicios,
mientras que en los hospitales de San Tomé, San Félix
y Ciudad Bolivar todas las cepas en estudio resultaron
indistinguibles entre si, y conformaron un mismo grupo
clonal independientemente del servicio y del hospital de
origen [8]. Los resultados de este estudio demuestran que la
diseminacion clonal de P. aeruginosa productora de MBL
persiste en este hospital por lo menos desde el afio 2007,
ya que los aislados 467-O del aiio 2008 y 64-A del afio
2009, utilizados en el estudio de epidemiologia molecular
realizado previamente [8], presentaros patrones de bandas
indistinguibles de aquellos aislados de los afios 2008,
2011, 2012 y 2014; esto posiblemente se deba a practicas
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inadecuadas en el control de las IAAS.

Algunos investigadores han reportado la ausencia de
diseminacion clonal de P. aeruginosa productora de MBL.
En Chile se demostr6, mediante el analisis de 11 cepas
portadoras del gen bla , que estas no tenian relacion
filogenética [25]; asi mismo, en el Servicio Autébnomo
Hospital Universitario de Maracaibo se determind que el
porcentaje de diseminacion clonal fue muy bajo (3,3%),
demostrando que no hubo relacion clonal entre las cepas
aisladas de un mismo servicio ni entre los aislamientos de
diferentes servicios, dejando en evidencia la diseminacion
horizontal de mecanismos mediadores de resistencia, los
cuales pueden deberse a la transmision de plasmidos [26].

En conclusion, se encontr6 que todas las cepas eran
productoras de MBLs de tipo VIM, con una marcada
diferencia en los patrones de susceptibilidad a los
antimicrobianos  probados, encontrandose  patrones
caracteristicos para cada una, independientemente del
servicio de hospitalizacion de donde provenia el aislado.
Asimismo, se demostrd la diseminacion clonal de P
aeruginosa productoras de MBLs en los diferentes servicios
de hospitalizacion del Complejo Hospitalario Universitario
“Ruiz y Paez”, situacion que persiste desde el aiio 2007.
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