Busqueda de KPC y Metaloflactamasas en
Pseudomonas aeruginosa aisladas en el Hospital
Cordoba

Mena Javier Alberto; Minoli, Maria Jimena; Garutti, Alicia Beatriz; Aiassa
Maria Susana.

Supervision Microbiologia. Servicio de Bioquimica. Hospital Cordoba.
Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdoba, Cérdoba, Argentina.

Correspondencia postal: Libertad 2050. C.P. 5000. Cdrdoba. Argentina

Correspondencia electronica: javier_ mena85@hotmail.com

Teléfono: 0351-152253602


mailto:javier_mena85@hotmail.com

Resumen

Pseudomonas aeruginosa (Pae) constituye un importante patdgeno nosocomial ya que
es causante de infecciones graves, sobre todo en pacientes hospitalizados. El
mecanismo de resistencia adquirida méas importante es el que afecta a carbapenemes,
donde se destacan dos tipos de enzimas, Klebsiella pneumoniae carbapenemasa (KPC)
y metaloflactamasa (MBL). Se investigd la presencia de KPC y MBL en 185 cepas de
Pae aisladas de muestras de pacientes atendidos en el Hospital Cérdoba, mediante
sistemas automatizados, ensayos fenotipicos utilizando agentes quelantes y el método
de Hodge modificado y se analiz6 el perfil de sensibilidad antibidtica de dichas cepas.
No se detecto la presencia de Pae productora de carbapenemasa. En cuanto al perfil de
sensibilidad observado, puede resultar atil la terapia empirica con imipenem (IMI),

meropenem (MEM) y colistin (COL).
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Introduccion

Pseudomonas aeruginosa (Pae) constituye un importante patégeno nosocomial que
causa infecciones graves, sobre todo en pacientes hospitalizados.
En las dltimas décadas se ha demostrado la emergencia y diseminacion de cepas de
bacilos gram negativos productores de carbapenemasas tipo metaloplactamasa (ML)
en diferentes partes del mundo. Sin embargo, Pae continGa siendo el microorganismo
mas frecuentemente asociado a MBL a nivel mundial, representando hasta el 40% de
todos los casos. (1)
Las tasas de resistencia de bacilos Gram negativos tienden a ser mucho mayor en
América Latina que en los Estados Unidos y Europa. (2,3). En la actualidad, se ha
podido identificar la dispersion en Argentina de Pae productoras de diversas MBLs con
un patron regional caracteristico y Unico en el pais. Independientemente de la zona
geogréfica y las variantes involucradas, se observa una tendencia sostenida y creciente
de casos reportados durante los ultimos dos afios. (4)
La mortalidad asociada a infecciones severas por Pae productoras de MBL corresponde
al 70-95% (1,5).
La eleccion del tratamiento antimicrobiano empirico adecuado resulta dificultosa dado
que, por un lado, Pae es naturalmente resistente a muchos antimicrobianos de uso
clinico, y por otro, presenta una elevada capacidad de adquirir nuevos mecanismos de
resistencia que reducen ain mas las posibilidades terapéuticas.
Una de las resistencias adquiridas mas importantes es la resistencia a carbapenemes, los
cuales son usados como ultimo recurso para el tratamiento de infecciones graves.
Esto puede ser producido por diferentes mecanismos tales como:

1. Excrecion del antibidtico mediante sobre-expresion de bombas de eflujo

(MexAB-OprM) comprometiéndose en este caso, la sensibilidad a meropenem



(MEM) mas que imipenem (IMI) y la de otros antibidticos no carbapenémicos

(fluorquinolonas, penicilinas, cefalosporinas).

2. Alteraciones de la porina OprD que confiere impermeabilidad a

carbapenemes, generando resistencia a IMI y sensibilidad disminuida a MEM.

3. Presencia de MBL y KPC. (6)
Las MPBLs pertenecen a la clase B de Ambler y al grupo 3b de Bush, hasta el momento
se han identificado varias enzimas (IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, AIM, KHM, NDM)
siendo IMP-1, IMP-13 y VIM-2 las mas cominmente reportadas. (7). Poseen capacidad
hidrolitica sobre penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes y cefamicinas (cefoxitina),
solo el monobactam aztreonam (AZT) evade la accion de estas carbapenemasas.
De manera distintiva, las MBLs requieren de metales divalentes (Zn*) en su sitio activo,
condicidn indispensable para su capacidad hidrolitica. Es por ello que en presencia de
acido etilendiaminotetraacético (EDTA) u otros quelantes de metales divalentes, como
la combinacion de 4cido etilendiaminotetraacético/mercaptoacetato de sodio
(EDTA+SMA), estas enzimas presentan una inhibicion caracteristica.
Las serino-enzimas KPC pertenecen a la clase A de Ambler y al grupo 2f de Bush, se
describieron por primera vez en Klebsiella pneumoniae y se conocen hasta el momento
10 variantes (KPC-2 a KPC-11). En Pae han sido detectadas solo 2 variantes: KPC-2 y
KPC-5. (8). Hidrolizan todos los B-lactamicos incluyendo penicilinas, cefalosporinas,
monobactames y carbapenemes. Ademas son pobremente inhibidas por acido
clavulanico y tazobactam. (7)
Ambos tipos de genes de resistencia se ubican en cassettes genéticos moviles insertados
dentro de un plasmido o en integrones cromosomales facilitando la transmision
horizontal entre diferentes cepas, por lo tanto este mecanismo de resistencia tiene alta

implicancia epidemioldgica. (9)



La presencia de carbapenemasas involucradas en procesos infecciosos severos,
determina una alta probabilidad de falla de tratamiento en aquellas drogas incluidas en
el espectro de sustratos de estas enzimas. Mas aln, estas enzimas tienen una gran
capacidad de diseminacion, por lo que su hallazgo, debe acompafiarse con los mayores
esfuerzos del equipo de salud a fin de evitar una posible diseminacién del
microorganismo o de la carbapenemasa.

La exposicion a diversos antibioticos se ha asociado con Pae multirresistente productora
de carbapenemasas, incluyendo carbapenemes (10, 11, 12, 13, 14), piperacilina-
tazobactam (TAZ) (12, 13), vancomicina (VAN) (12), aminoglucosidos (12,13),
ceftazidima (CAZ) (15), y quinolonas (15, 16, 17, 18). Un estudio realizado por
Rasmussen y Bush (19) predijo que un aumento de los microorganismos productores de
MBL era inevitable, dado el uso cada vez mayor de los carbapenemes. Ademas
experiencias anteriores con Streptococcus pneumoniae no sensibles a penicilina,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Enterococcus faecium resistente a VAN, y
Klebsiella pneumoniae productora de P-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
indican que las bacterias una vez que adquieren determinados mecanismos de
resistencia no pueden ser controladas. (20)

Estos mecanismos de resistencia constituyen una problematica mundial en la salud
publica debido al aumento del nimero de cepas con estos tipos de resistencia, lo cual
ocasiona fallas de tratamiento; por lo tanto esto nos obliga a elegir un método eficiente
para su deteccion.

En este trabajo se investiga la presencia de estos mecanismos de resistencia a
carbapenemes en cepas de Pae aisladas de muestras de pacientes atendidos en el

Hospital Cordoba, y se analiza el perfil de sensibilidad de dichas cepas.



Materiales y métodos

Se analizaron, en primera instancia, 185 cepas de Pae provenientes de muestras
remitidas al laboratorio de Bacteriologia del Hospital Cérdoba durante el afio 2012; se
consider6 solo una muestra por cada paciente.

Se procesaron muestras tanto intrahospitalarias como extrahospitalarias (Tabla 1) y de

diverso tipo (Tabla 2).

Tabla 1. N° de cepas analizadas segln Tabla 2. N° de cepas analizadas segln
servicio hospitalario. tipo de muestras
Servicio N° cepas Servicio N° cepas
uTl 62 Orina (catéter) 46
. del Quemado 30 Piel y partes blandas 40
Urologia 25 Orina (chorro medio) 32
Clinica Médica 21 Hemocultivo 21
UCl 14 Aspirado traqueal 10
Cirugia General 9 Esputo 8
Cardiologia 7 Herida quirdrgica 7
Neurocirugia 6 Liquido abdominal 7
Nefrologia 5 Liquido cefalorraquideo 4
uco 4 Punta de cateter 3
Hematologia 1 Retrocultivo 3
IMAC 1 Lef\te Ide contacto 2
Total 185 Liquido pleural 2
Total 185

La identificacion de las cepas asi como la concentracion inhibitoria minima (CIM)
correspondiente a cada antibiotico se realizo mediante el uso del sistema automatizado
VITEK 2.

Del total de cepas analizadas en primera instancia se seleccionaron solo las que eran
resistentes a IMI yJo MEM y CAZ, categorizadas segun los puntos de corte

establecidos en la guia Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (n=48) (21).



A estas cepas se le realiz6 antibiograma por el método de difusion de Kirby Bauer,
probando IMI (10 pg), MEM (10 pug), CAZ (30 ug), AZT (30 pg) y adicionando discos
que contienen EDTA (1pmol) distanciados de los primeros a1 cm o a 1,5 cm (de borde
a borde), respectivamente (22).

Paralelamente se realiz6 el método de Hodge modificado, el cual permite la deteccion
de la presencia de enzimas con actividad de carbapenemasas, pero no discrimina entre
serino-carbapenemasas y MpL. Esta técnica es de baja complejidad y presenta
moderada sensibilidad (23).

Para la deteccion de KPC también se realizo el método de difusion de Kirby Bauer
colocando discos de CAZ (30 ug), IMI (10 pg), AZT (30 pg) y EDTA (1umol), el
resultado se interpreta mediante los puntos de corte establecidos por el CLSI. (21, 22)
Ambas pruebas se interpretaron de acuerdo al esquema sugerido por el Servicio
Antimicrobianos del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, Administracion
Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”
para la detecciéon de MBL y KPC. (Fig. 1)

Se realiz6 la basqueda de BLEE a través de la utilizacion de discos de CAZ (30 ug) y
ceftazidima-clavulanico (CAC) (30 ug /10 pg) (22). Un resultado positivo se interpreta
cuando la diferencia del halo entre CAC y CAZ es mayor a 5mm, segun criterios
establecidos por CLSI. (21)

Las cepas que posean dichos mecanismos de resistencia deben ser enviadas a un centro

de referencia para su confirmacion mediante biologia molecular.



Fig. 1. Algoritmo recomendado por el Servicio Antimicrobianos del Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas, Administracion Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud INEI-ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran” para la deteccion de carbapenemasas en Pae.
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Resultados

El perfil de sensibilidad para las 185 cepas de Pae, demostré que el mayor porcentaje de
sensibilidad se obtuvo para COL, seguido por IMI, MEM, CAZ (Tabla 3).

El patron de sensibilidad del total de las cepas de acuerdo al servicio hospitalario del
cual provenia la muestra revel6 que el menor porcentaje de sensibilidad para CAZ y
FEP se obtuvo en el Servicio de Cardiologia, mientras que para IMI y MEM en el
Servicio de Neurocirugia. (Gréafico ).

En la tendencia de resistencia correspondiente al 1% y 2% semestre del afio 2012 se
observo un ligero aumento en la resistencia para todos los antimicrobianos analizados
en el 2% semestre. (Grafico II).

En cuanto a la busqueda de cepas con BLEE se identificaron solo 2, las cuales ambas
presentaban sensibilidad a COL, IMI, MEM vy resistencia a los demas antibidticos.

No se obtuvieron resultados positivos para la deteccion de KPC y MBL.



Tabla 3: Porcentaje de sensibilidad segun antibidtico, del total de cepas (n=185)

Antibiotico % Sensibilidad
Amicacina 52%
Aztreonam 23%
Cefepime 59%
Ceftazidima 62%
Ciprofloxacina 46%
Colistin 100%
Gentamicina 54%
Imipenem 84%
Meropenem 78%
Piperacilina- 58%

tazobactam

Gréfico |. Porcentaje de sensibilidad, segun antibidtico, en cada servicio hospitalario
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Gréfico 1. Porcentaje de resistencia, segtin antibiético, en el 1%y 2% semestre de 2012
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Discusion

Las unicas variables con capacidad de ser modificadas, en todo intento por reducir la
mortalidad asociada, son el inicio precoz del tratamiento antimicrobiano y la apropiada
seleccion de antibidticos. El régimen antimicrobiano ideal para el tratamiento de
infecciones producidas por Pae con MBL aln no se ha determinado, pero sin lugar a
dudas, el uso clinico como monoterapia de sustratos afectados por la enzima como
penicilinas, cefalosporinas y carbapenemes, no deberia ser considerado de primera
eleccion. Debido a la multirresistencia asociada a cepas productoras de MBL, COL
resulta el antimicrobiano con mayor actividad in vitro y ha sido utilizado para el
tratamiento de estos gérmenes pero su uso puede significar un problema porque estos
farmacos pueden estar asociados con nefrotoxicidad (24). Al igual que para
enterobacterias productoras de carbapenemasa, la terapia combinada se asocia a mayor
éxito clinico (1).

El tratamiento de las enfermedades infecciosas constituye un verdadero desafio debido
al continuo aumento en las poblaciones de pacientes inmunosuprimidos y la ventaja de
las bacterias para mutar y adaptarse rapidamente a las amenazas antibacterianas (25).

Es por ello que la deteccion precoz de este tipo de resistencia es critica y debe ser
realizada con la mayor precision diagnostica por parte de los laboratorios de
microbiologia clinica. Se han sugerido diversos métodos para el screening de MBL en
Pae, sin embargo, no existen directivas y métodos estandar proporcionados por el CLSI
para la deteccion de estas enzimas.

No se obtuvieron resultados positivos para la presencia de KPC y MBL con los métodos
empleados, lo cual concuerda con el informe de Giske et al., donde se muestra que la
disminucion de la permeabilidad y el aumento de bombas de eflujo son los mecanismos

mas frecuentes de resistencia de carbapenemes (26).
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En cuanto al perfil de sensibilidad de acuerdo a los servicios hospitalarios, la UTI, el
Instituto del Quemado y la UCI tienen el porcentaje de sensibilidad a IMI y MEM mas
bajos. En el caso de UTI esto se podria deber a la presencia de factores de riesgo tales
como: periodos de internacion prolongados, asistencia respiratoria mecénica,
enfermedad de base subyacente, pacientes quemados, uso de antibidticos de amplio
espectro durante tiempo prolongado, etc.

Con relacidn al tipo de muestra de la cual se aisl6 Pae, la mayor cantidad de muestras
fueron de piel y partes blandas provenientes de pacientes del Instituto del Quemado. El
segundo lugar lo ocuparon las muestras de orina, en su mayoria de pacientes con sonda
vesical (probablemente debido a la capacidad de Pae de colonizar y formar biofilms en

catéteres vesicales).

Conclusién

En nuestra institucion no se detectd la presencia de Pae productora de carbapenemasa.
En cuanto al perfil de sensibilidad observado, puede resultar Gtil la terapia empirica con
IMI, MEM y COL.

Como hemos visto la aparicion de KPC y MBL es inminente, por lo que debemos
continuar realizando todos los esfuerzos posibles para la optimizacion de métodos

orientados a la bdsqueda y deteccion de estos mecanismos.
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