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Resumen

Objetivo. Caracterizar mediante métodos microbiológicos y moleculares un aislamiento de P. aeruginosa productor de la enzima KPC procedente de una institución hospitalaria de la ciudad de Montería 

Métodos. Se determinó la resistencia a los antibióticos Imipenem y Meropenem mediante la técnica de microdilución en caldo, así mismo se realizaron pruebas de sinergia con EDTA y test 3D para detectar la presencia se enzimas hidroliticas, las cuales se confirmaron por PCR y secuenciación a partir de ADN plasmidico.

Resultados. La secuenciación de un fragmento amplificado de 802pb en el aislamiento de P. aeruginosa (COL27-08) procedente de la ciudad de Montería, permitió identificarlo como portador del gen que codifica para la variante de la enzima KPC-2. Este aislamiento presentó multirresistencia y valores de CMI de 126 ug/ml y >1024ug/ml para Imipenem y Meropenem respectivamente.

Discusión. La detección de este aislamiento de P. aeruginosa productor de KPC-2 se convierte en el segundo reporte de este tipo en el Caribe colombiano y el primero en esta ciudad. El personal médico y los microbiólogos deben estar atentos a la amenaza planteada por las enzimas KPC, incluso en zonas que no se consideren endémicas de cepas productoras. El uso de la técnica 3D en aislamientos de P. aeruginosa puede tener mayor especificidad que el método de Hodge.
Palabras clave. Pseudomonas aeruginosa, carbapenemes, β-lactamasa KPC-2, PCR

Abstract.

Objective. Characterized by molecular and microbiological methods an isolation of P. aeruginosa producing KPC enzyme from a hospital in the Monteria city.

Methods. Was determined antibiotic resistance to imipenem and meropenem by broth microdilution technique and was performed tests with EDTA synergy and 3D test to detect the presence hydrolytic enzymes, which were confirmed by PCR and sequencing from plasmid DNA.

Results. Sequencing of an amplified fragment of 802pb in the isolation of P. aeruginosa (COL27-08) from Monteria city, allowed identified as carrying the gene coding for the enzyme variant KPC-2. This isolation showed multidrug resistance and MIC values ​​of 126 ug / ml and >1024 ug / ml to imipenem and meropenem respectively.

Discussion. Detection of this isolation of P. aeruginosa producing KPC-2 becomes the second report of its kind in the Caribbean and the first in this city. Medical staff and microbiologists should be aware of the threat posed by KPC enzymes, even in areas that are not considered endemic producing strains. Using the 3D technique isolates of P. aeruginosa can have greater specificity than the Hodge method.
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Introducción

Pseudomonas aeruginosa es probablemente uno de los mayores problemas a nivel nosocomial, ya que es un patógeno capaz de causar infecciones complicadas en pacientes de cuidado critico y adicionalmente presenta varios mecanismos de resistencia a los antibióticos tales como mutaciones cromosomales, adquisición de genes de resistencia, sobreexpresión de bombas de eflujo y cambios en las proteínas de la membrana externa (porinas). (1)

Los Carbapenemes, incluyendo imipenem y meropenem, han sido los antibióticos β-lactámicos más usados para el tratamiento de las infecciones por P. aeruginosa, sin embargo, la resistencia a estos medicamentos ha empezado a emerger en varios lugares del mundo y ha involucrado varios mecanismos, entre ellos la producción de enzimas capaces de hidrolizar carbapenemes. (1)

En P. aeruginosa se ha reportado en todo el mundo la presencia de enzimas que hidrolizan los carbapenémicos, entre las cuales encontramos las tipo Metalo-β-lactamasas (MβL) y Serin carbapenemasas. Las enzimas Serin carbapenemasas del tipo KPC, son capaces de hidrolizar todos los antibióticos β-lactámicos (incluyendo carbapenemes) a excepción de las cefamicinas, estas enzimas fueron descritas por primera vez en un aislamiento de K. pneumoniae en los Estados Unidos (2) y  han sido reportadas desde su aparición en varios países del mundo, principalmente en la familia Enterobactereacea (3), pero su aparición en otras familias de bacterias ha ido en aumento en los últimos años debido a la gran facilidad de transferencia del gen codificante por encontrarse principalmente en elementos genéticos móviles como son los plásmidos. La presencia de este tipo de enzimas implica en aislamientos hospitalarios, una fuente importante de diseminación y aparición de brotes con bacterias resistentes a los antibióticos β-lactámicos y por tal motivo dificultad en el tratamiento de la infecciones. (4)

En Colombia la primera detección de aislamientos productores de KPC-2 se reportó en el año 2006 en la ciudad de Medellín presente en aislamientos de K. pneumoniae (5), y luego en el 2007 fue encontrada en tres aislamientos clínicos de P. aeruginosa en la misma ciudad (6). La presencia de aislamientos de P. aeruginosa en una ciudad del caribe colombiano fue reportada en 2011 en la ciudad de Barranquilla (7).

El presente estudio buscó detectar la presencia de un aislamiento de P. aeruginosa productor de la enzima KPC-2 en una institución hospitalaria de la ciudad de Montería mediante métodos microbiológicos y moleculares.

Metodología

Aislamientos bacterianos

Se obtuvieron 32 aislamientos de P. aeruginosa con susceptibilidad intermedia o resistencia a alguno de los carbapenemes colectados de varias instituciones hospitalarias de la región Caribe colombiana entre los años 2007-2008. La identificación bioquímica se realizó mediante el sistema MicroScan (Dade Bering, USA) que de forma simultánea evalúa susceptibilidad antibiótica. Se lograron obtener 10 aislamientos con expresión fenotípica de enzimas tipo carbapenemasas mediante la técnica tridimensional (3D); nueve de ellas con test de sinergia EDTA positivos (MβL). El aislamiento negativo para el test de sinergia con EDTA se le realizaron pruebas moleculares mediante PCR y secuenciación para establecer el tipo de Serin carbapenemasa presente.

Determinación de la Concentración Minima Inhibitoria (CIM) a los cabapenems

Para la confirmacion de la CIM obtenida de los paneles de MicroScan se realizó microdilucion en caldo utilizando diluciones de los antibióticos Imipenem (Tienam®, 500 mg) y Meropenem (Vitalis, 500 mg) en microplacas con caldo Mueller Hinton teniendo en cuenta las recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). (8)

Detección fenotípica de carbapenemasas

Se realizaron las metodologías de sinergia con discos de papel impregnados con EDTA 0.5 M (10 µl)(9) y test tridimensional (3D)(4,10), el cual consistió en obtener extractos enzimáticos por sonicación de la bacteria a evaluar y colocándolo en un surco que se encontraba a una distancia de 0.5 cm de un sensidisco de Imipenem 10µg (Oxoid), previa inoculación en la caja de petri de un aislamiento sensible a los carbapenemes (E. coli DH5α)  por método de kirby-Bauer.

Extracción de ADN plasmidico,  PCR y secuenciación del producto

A partir de un cultivo fresco en 10 ml de caldo Luria Bertani suplementado con 2 µg/ml de Meropenem se obtuvo por centrifugación el pellet bacteriano para la extracción mediante el kit  PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep (Invitrogen™-USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. El producto de ADN plasmídico fue usado como molde y se amplificó un fragmento por PCR utilizando pares de iniciadores que flanquean la secuencia variable del gen KPC (F-5´- CGCCGTCTAGTTCTGCTGTCTTGT-3´ y R-5´- TCGCTGTGCTTGTCATCCTTGT-3´). Mediante un corrido electroforético se evidencio la presencia de un fragmento de amplificación de 809pb que correspondía al esperado. Posteriormente una alícuota del producto de amplificación fue purificada mediante el Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega-USA) y enviada a secuenciación.

Resultados

El aislamiento mostró perfil de multirresistencia teniendo mayor hidrólisis para el Meropenem dentro de los carbapenemicos ensayados y susceptibilidad intermedia a Amikacina (Tabla 1). El análisis de la secuencia obtenida realizado mediante  la herramienta ClustalW, permitió comparar nuestra secuencia con las previamente descritas en la base de datos del GenBank y se confirmo la presencia de la variante KPC-2 en nuestro aislamiento. (Grafico 1). La secuencia del fragmento COL27-08 se encuentra en el GenBank con el código de acceso numero JN204272.

Tabla 1. Perfil de susceptibilidad aislamiento clínico de P. a eruginosa COL27/08

	Agente antimicrobiano
	Concentración Mínima Inhibitoria (µg/ml)

	Amikacina
	32

	Tobramicina
	>8

	Gentamicina
	>8

	Ciprofloxacina
	>2

	Levofloxacina
	>4

	Piperacilin/Tazobactam
	>64

	Cefotaxime
	>32

	Ceftazidima
	>16

	Cefepime
	>16

	Imipenem*
	256

	Meropenem*
	>1024

	Aztreonam
	>16


*Antibióticos ensayados por microdilución en caldo con microplaca individual. Los resultados de los otros antibióticos son los obtenidos mediante el sistema MicroScan.

Grafico 1. Cladograma de las variantes de genes KPC descritas y el aislamiento COL27-08
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Los números indican el código de acceso a la base de datos del GenBank para cada uno de los genes descritos hasta la fecha. Se puede observar la similitud que existe entre las secuencias COL27-08 y  EU176013 correspondiente a la variante KPC-2.

Discusión

La detección de este aislamiento de P. aeruginosa productor de KPC-2 se convierte en el segundo reporte en el Caribe colombiano después del aislamiento de la ciudad de Barranquilla y el onceavo en Colombia (7). Esto sin duda demuestra la importancia de plantear estrategias para la contención de este fenómeno y frente a este hallazgo, los médicos y microbiólogos deben estar atentos a la amenaza planteada por las enzimas KPC, incluso en zonas que no se consideren endémicas de cepas productoras. Adicionalmente es primordial establecer la vigilancia de cepas similares teniendo en cuenta su relación conocida con elementos genéticos móviles (4). 

Para la detección fenotípica de las enzimas tipo carbapenemasas se deben usar necesariamente métodos combinados teniendo en cuenta los cofactores enzimáticos que requieren algunas de ellas en su sitio activo (3). Hasta el periodo de hallazgo de nuestro aislamiento en el 2008 no se conocía del reporte de otros aislamientos productores distintos a los reportados en 2007. La sospecha de un aislamiento productor de KPC era evidente por la referencia previamente descrita de la circulación de aislamientos productores y la combinación de los resultados del test 3D que evidenciaba la presencia de una enzima con actividad carbapenemasa y los de sinergia con EDTA,  que descartaban que fuera una tipo MβL, igual que ocurrió con el aislamiento descrito por Akpaka et al, en trinidad y Tobago en el año 2009 (4). 

La inclusión en 2009 del test de Hodge para la detección de KPC en enterobacterias por parte del CLSI (12), demostró la importancia que fue adquiriendo el implementar estrategias para el diagnostico rápido de estas enzimas. Aunque el método no está indicado para bacilos no fermentadores como P. aeruginosa, es de igual forma reproducible para este género, pero la limitante de obtener resultados indeterminados, también se encuentran en P. aeruginosa sobre todo las que son productoras de β-lactamasas de espectro extendido, ampliamente encontradas en nuestra región (11). El uso de la técnica 3D en aislamientos de P. aeruginosa puede tener mayor especificidad que el método de Hodge, sin embargo, su realización es mas dispendiosa y la disponibilidad de equipos y reactivos se encuentran al alcance de pocos laboratorios de microbiología del país. 
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